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RESUMEN

La biotina, vitamina hidrosoluble, forma parte del
. complejo B y participa en diverzas reacciones importantes en
el organismo humano. Fue identificada por primera ver copmo
e=encial para los seres vives, cuando K#gl y Ténnis la
aislardn a partir de vema de huevo v probaron su actividad

como factor de crecimiento para levaduracs (Koéigl, 1936).

La eetructura de 1a biotina fue determinada por du
Vignard en 1942 {(du ‘“agnard, 1942) v confirmada por Harric vy
col aboradores, al llevar a cabo su sintesic total (Harrie,

1943) .

La biotina actua como cofactor de las enzimas gue astan
involucradas .en cuatro procesecs de carboxilacidn cen  las
-células  de mamiferoz. Tree de .las en:imas dependientes  de
biotina se encuentran localizadas  en mitocondrias: La
Propionil CoA Carboxilasa (PCC), |.a f-Metilcrotonil CoA
Carboxilasa (MCC) y la Piruvato Carboxilasa (PC). La primera
esta involucrada en el catabolismo de la isoleucina y valina
entre otros, la segunda es necesaria para la degradacion de la
leucina vy la tercera metaboliza el piruvato para produccion de

oxalacetato en la gluconeogénesis.



La cuarta enzima dependiente de biotina es l1a Acetil CoA
Carboxilasa (ACC), se 1localiza en ol citosol vy cataliza el

paso limitante de la sintesis de 3cidos grasos (Wolf, 1982).

El intere&s por esta vitamina ha ido en aumento debido a
la  deteccidn de pacientes que deben su. deficiencia a un
defecto genético, como es el caso de loe errores innatoe del

metaboliemo, & a una ipngesta deficiente.

En el segundo qrupo se incluyen a 1los pacientes con
alimentacidn © nutricidn parenteral total prolongada (APTY,
que no reciben esta vitamina & que =zu aporte es insuficiente,
por 1o gue llegan a presentar @1 cuadro clinico atribuido a lg
deficiencia de biotina. Los sintomas caracteristicos cson:
dermatitis periorificial, alopecia, depresidn, hipotonta
muzcular v ataxia. Generalmente esta deficiencia no se detecta
cuando se encuentra a nivel subclinico ¢ so6lo cuando el cuadro

clinice ps severoc ce intenta solucionar el problema.

Las soluciones para alimentacién o nutricion parenteral,
no contienen biotina y en México no existia un multivitaminico
con  esta vitamina. En 1987 se empeztd a utilizar el MYI-(2
(0,069 mp de biotina en S ml), se emplea en muy pocos

hospitales, debido a su costo.



- Esta situacién ha generado que se incremente el numero de
pacientes con alimentacidn parenteral total que presentan

S deficiencia de biotina.

En animalez e5 donde mAs estudios =obre deficiencia de
biotina se han realizado, la Piruvato carboxilasa, en pollos,
es el nmejor indicador del estado de esta vitamina
(ﬁhitehead,!?ES). En humanos, generalmente se ha medido

biotina en plasma y orina, pero no carboxilasas.

En la Unidad de Genética de la Nutricidn, interesados en
este problema, se desarrolld el presente estudio para

determinar que parametro es mejor indicador del status de

biotina en 21 organismo, que funcione a la vex comp predictor

de la deficiencia temprana de esta vitamina.

Se estudiaron 9 pacientes, de 1los cuales 4 fueron
sometidos a APT por tiempo prolongado (mdc de un mes). Estoc
pacientes permanecieron hospitalizados en el Instituto
Macional de Pediatrtfa y en el Hospital de Especialidades del
Centro Médico Nacional del I.M.S.S5., recibierdn el tratamiento
habitual que proporciona el servicio de apoyo nutricional.
Desde su ingreso al estudio, recibieron un complejo vitaminico
que no contiene biptina (MVI-10) y se mantuvieron de esta

forma, hasta que; mediante el estudio longitudinal clinico-



metabdlico se determnind el momento en que se iniciarfa 1a
administracidn de esta vitamina. De ninguna manera se puso en

riesgo el bienestar y 1la vida del paciente.

Se midierdn las concentraciones de biotina en plasma y
orina. En linfocitos se evalud 1a actividad wespecifica y el
indice de activacidn de las carboxilasas dependientes de
biotina, especificamente la PCC y la PG, E! indice de
activacion s=e obtiense al dividir la actividad especifica de
los linfocitos incubados durante dos horas en Medio Esencial
Minimp de Eagle (MEM) enriquecido con biotina (10~ M) entre
la actividad en 1os linfocitos incubados el mismo tiempo en

MEM sim biotina.

En la busgueda de indicadores del gtatus de biotina, en
cuatro de 1ps pacientes (GBrups R), s2 determind zemanalmente

el nivel de hiotina en plasma y orina. Estos cuatro pacientes
s@  empezaronh a estudiar desde el inicio de la alimentacion
parenteral, sin  administracion de biotina. Las muestras
tambidn se tomaran después de que so decidid que era necesario

suministrar esta vitamina.

Los cinco pacientes restantes (Grupo A), se estudiardn
sBlo en dos ocasionest cuando presentaban un cuadro

caracterfstico de la deficiencia de biotina, provocado por una



dlimestacidn parenteral total, sin &1 aporte de esta vitamina

ytuatro meses despuds de que se les administrd la biotina.

k- os controles fueron 27 donadores sants cuyas edades

eitaban entre los 16 y los 38 afos.

t_os pacientes fueron 8 adultos (7 hombres y 1 mujer) y 1
nitra de 10 affos de edad. Sus diagndsticos eran:t sindrome de
intestino corto, estendsis esofdgica, ileostomta y diarrea

trdnica.

En los pacientes del grupo A, el nivel de biotina en
plismz v orina no varid significatiwvamente respecto a los
cmtroles, tanto en la fase de carencia como ©n la de

abini stracidn de biotina.

' Al' no administrar biotina, la actividad especi{fica de las
titbosrilasas dieminuyd paulativamente conforme transcurrio el
tlmpo  con APT, 1llegandc en  alguncs casos hasta el 10% de su
valor inicial. La enzima que presentd cambions mds tempranos
ante 1a ausencia de biotina, fuela PCC. En este grupo de
pitien tes, el indice de a:tiv;ciﬁn no presentd una tendencia

clira de comportamiento.

En el grupo B, la biotina en plasma se encontrdé por

dedajo  del 10%  respecto a los controles, cuando los pacientes



presentardn el cuadro clinico de deficienciade bistinag en
igual porcentaje se vieron disminuldss las actividades de las

carboxilasas en relacidn a los comtroles.

En ambos grupos 1a actividad de las carboxi lasas aumentd
cuando se les administred biotina a los pacientes, pers en la
mayoria no 1leg®d a niveles normales. En los pacientes del
grupo B, los sintomas de deficiencia. de biotina,

desaparecierén en su totalidad con 1a administracion dé esta

vitamina.

Analizando los resultados obtenidos de este estudio,

proponemos que la actividad de la Propionil Cod Carboxilasa,

asi como su indice de activacisn, se  pueden ut{lizar ~ como

predictores tempranos del statiis de biotina,



INTRODUCCION .



INTRODASC CTON

B La biotina s cofactor de cuatro ©nzimes que catalizan
; procezos de carboxilacién en 1 as cdlul as de mamiferos, estas
enzimas son: la Prop?.:un“ CoA Carboxi 1 asa (PCC), involucrada
en el catabolismo de ”isuleucina, valina - otros compuestos, La
G-Metilerotonil CoA Carbovilasa M0, gue participa en la
degradacidn de leucina, La Pirwat o Carboxilasa (FC)
necesaria para el metaboliemo del piruvato v 1a Acetil CoA
Carborilasa (ACCl,que a diferenciade 1 as tres primeras que =@
localizan en mitocondria, la ACC se encuentra en el citosnl y
cataliza el primer paso de la sintesis de Icido=s grasos

Yol £, 1282},

La biotina se upe a un residuo de lisina de 1la
apocarboxilasa, medi ante un enlace cowvalente entre el grupo
carborilo de la porcién ali+ Atica de esta vitamina v el grupo
amino de la ligina. Esta wumidn bi mffni:acién), raquiere de
una enzima 1llamada holoc arborilasa sintetasa (HS), cuya
funcion especifica es formar un compl ejo activo, que reacciona
con el grupo amino de un res i duo de lisima en 1la

apocarboxilasa previ amente si ntetizada (Wol £, 1982) -



Anteriormente se pensaba que no era factible encontrar
casos con deficiencias naturales de biotina, vya que esta
vitamina se encuentra practicamente en todos los alimentos, a
menos que la dieta incluyera grandes cantidades de clara de
hueve :rﬂda que contiene avidina, la cual se une a la biotina
v evita su actividad (Sydenstricker,1942). S8in embargo,
recientemente ha aumentado el interés por esta vitamina,
débido al hallazgo de pacientes con deficiencia por un defecto
gen&tico ({errores innatos del metabolisma? & por la falta de
aporte diet&tico (Wolf,1982). En el segundo grupo se incluyen
a los pacientes con alimentacion parenteral total (APT)
prolongada, en lps que el aporte de esta wvitamina es
insuficiente o nulo, por lo que llegan a presentar deficiencia
de biotina (Mock, 1985y, las mani festaciones clinicas

incluyens dermatitis periorificial, conjuntivitis, alopecia,

depresidn, irritabilidad, hipotontia muscul ar, ataxia Y
nxcrésicidn anormal de alqunos acidos orgdnico =5
hidroxisovalérico,3-metilcitrico ¥ 3~hidroxipropidnico-

(Myhan, 1985). Generalmente esta deficiencia se detecta cuando

el estado del paciente es critico.

Los tasos reportados de deficlencia de biotina por
alimentacién parenteral =2 han enfocado principalmente al
estudioc de biotina en plasma y en orina, s8lo en algunos se ha

incluido 1a evaluvacidn indirecta de las carboxilasas por



medio de la cuantificacidn de A3cidos organices (Mock,1983).
Todas estas determinaciones se han realizado cuando se
presenta un cuadro clinico severoc de deficienclia de biotina,
pbr lo que nos intereso evaluar diferentes parametros
dependientes de esta vitamina antes, durante y despuds de que
se presente la deficiencia de biotina, asi como el poder
conocer cual de ellos se puede utilizar como indicador del
estado de la vitamina en el organismo humane y evitar de esta
forma la deficiencia con una administracién oportuna de

biotina.

FPara profundizar la informacion sobre el metabolismo de
esta vitamipa en humanos y obteper predictores tempranos de su
deficiencia son de gran importancia los pacientes con APT
prolongada, en quienes es posible controlar el aporte de
biotina vy efectuar observaciones precisas de tipo clinico vy
bipquimico en uwna forma continua, esto ;orma parte del

presente trabajo v no se habla estudiado con anterioridad.



OBJETIVOS E HIPOTESIS



OBJETIVO:

Evaluar diferentes parAmetros que dependen de la

biotina como indicadores del statug de esta vitamina en
humanos y como predictores de manifestaciones clinicas de su

deficiencia.

HIPOTESIS:

El grado de activacién qe las carboxilasas de
linfocitos ing:ubvados‘ con altas conctentraciones de biotina,
es un mejor indicador del status de esta vitamina, que sus
-niveles en fluidos bioldgicos & que la actividad espectfica

de lat carboxilasas.,



ANTECEDENTES



AMTECEDEMTES

Ademds de log componentes mayoritarios —protetnas, 8cidos
nucléicos, glacidos v lipides- las c2lulas vivas contienen
cantidades minimas de substancias orglnicas 1lamadas vitaminas
que son vitalee para el metabolismo normal de muchas formas de
vida. Su importancia biol®gica se manifestd debido a Qque
algumos organiemds ne 1as pueden Sintetizar (como es el caso
del humano) vy deben adqui¥irlas de procedencia exdgena

{Lelhninger, 1980).

Aungue son =umamente heterogéneas en estructura quimica y
en <funcitn bioltgica, las wvitaminas pueden ser agrupadas
convenientemente en dos clases: las hidrosplubles y 1las

liposolubles,

Las vitaminas liposzolubles comprenden a las vitaminas A, D,
E v K. No seha podido establecer claramente Su 'f\ﬁnﬁérioirff
bioldgica. Su rezervas pueden durar meses y llegan a ser.

thricas ya que no existen mecanismos autorreguladores.

Las vitaminas hidrosolubles incluyen al grupo del complejo
D ¥ 4l Aacido ascdrbico & wvitamina C. Dado que son solubles,
por lo general &e asocian con el compartimiento liquido del

cuerpo. Se excretan en la orina cuando sus piveles séricos



exceden la saturaciobn tisular y por esta raxén, deben

suministrarse en forma continua en }a dieta (Martin,i1986).

{.a biotina forma parte del complejo B vy participa ean

diversas reacciones importantes en el organismo humano.

HISTORIA

Se 1llegd al descubrimiento de la biotina por dog vias de
experimentacidn: Una, el estudio de un sindrome tdxico que e
demostré finalmente, se debe a una sustancia antagonista de la
biotinag otra, la investigacistn hecha por Wildiers para
establecer las necesidades de las levaduras para =

proliferacidn (Goodman, 1978) .

En {916, Ratemen observd que una alta concentracidn de
clara de huevo cruda en 1".3 dieta era toxica. En 1927, Boas
confirmd que las ratas alimentadas con un régimen cuya fuente
de protelnas era exclusivamente la cl‘ara de huevo cruda
presentaban un sindrome caracterizado por trancstornos
neuromuscul ares, dermatitis grave, caida de pela. La
investigadora dio a la afe:&ion el nombre de "lesion por clara
de huevo" y demostréd que podia evitarse cociendo la protefnas
] administrando tevadura, higado ¥y otros alimentos

{Boodman, {978; Robinson, 1946).



Par=on Yy colaboradores reprodujeron el sindrome tdxico en
diferentes ospecies y estudiaron la distribucion vy el

comportamiento del factor protector.

En 1937 Gy#rgy ectudid tambiadn la lesidn por clara de huevo
cruda y concluyd que el sindrone era de origen carencial. En
consecuencia dio a 1a substancia protectora aislada de higado,
el nombre de vitamina H, de la palabra alemana Haut,

pial, (By8rgy, 1937 v 1939,

Kégl y Ténpis ep 1936, al estudiar los factorez de
crecimiente de las levaduras, aislaron de la yema de huevo en
forma cristalina y pura un compuesto que actuaba como factor
esencial en su estudioy al cual denominaron biotina (Kégl,

19363 .

Allison ’ v col aboradores hablan demostrado Que la

proliferacidn de ciertas cepas de Rizohium dependian de una

substapcia a 1a que llamarbn coenzima F twgst,mzv).

Los caminos de estas investigaciones se cruzaron cuando se
demostre que la piotina, la vitamira H, la coenzima R, factor

Wo vitamina Bw eram la misma substancia.



En 1942 la estructura de 1a biotina se establecio por du
Vigneud vy fue confirmada en 1943 por Harris, llevando a cabo
1a eintesics total ..de esta vitamina (Harris,1943; Goodman,

1978).

El isobmero a-biotina fue aislado por K#igl a partir de yema
de huevo, mientras que el aislado de higado fué 1lamado @3-
biotina. Hoy ez aceptado que las formas o y f# de la biotina

son idénticas (Gydrgy, 1974).

lLa distribucién de la biotina en la naturaleza es amplia,
puede encontrarse en diversos tejidos animales y verduras. Las
principales fuentes en la dieta del humano son la yema de
huevs, higado de rez, de cordero & de cerdo, peccado, levadura
de cervera, frutas Yy vegetales como son la coliflor,
calabazas, aespinacas ¥ plAtano entre otras. Tambi&n se ha
aislado a esta vitamina a partir de rifidn y pancreas. En el
humano ez sintetizada por bacteriaz de la flora intestinal

(Ron jour, 1984) .
PROFIEDADES QUIMICAS

ta biotina s un acido organico complejo con peso molecular

de 244.31.



ta biotina 1libre es goluble en alcalis diluidos y en agua
caljente, poco soluble en Acidos diluidos, agua fria y
aleohol, es practicamente ingpluble en mas solventes

organicos.

La formul & condensada de la biotina es CioHLOxNaB vy
estructuralmente esta formada por dos anillos fusionados, uno
’de los cuales esun  urdido y el otro un imidazol (fig.Al).
Junto con la tiamina son las Jnicas dos vitaminas gQue

contienen azufre (Boodman, 1978. Bonjour, 1984).

Han sido estudiados ocho isdmeros de la biotina, pero solo
el' D-biotina posee actividad biplbgica cuando se encuentra
unido a la emnzima de las cuales es cofactor (Gydrgy,1974), en
el humano estas enzimacs =on: Propionil CoA Carboxilasa (FCO),
f-Metilcrotonil CoA Carboxilasa (MCC), Piruvato Carboxilasa

(PC) y Acetil CoA Carboxilaza (ACE).

Algunos amdlogos de la biotina han cido sintetizados
quimicamente o aislados de fuentes naturales. El onibiotina &
el biotinol, pueden , reemplazar a la biotina en la nutricitn v
aliviar sintomas de deficiencia en animales, sin embargo,
tienen una baja actividad y no'hay reportes de su  uso en

humanos.



C
H}il NH
HC (IIH
HzC . CH CHz Hz
\s - \caz/ \cu2 \COOH

Fig. A-l. Estructura de la d-Biotina

ot
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Los analogos de tiobiotina v el sulfoxide de bidtina s0n
inactivos en animales pero activos en ciertas especies
microbianas. Homblogos de 1a biotina comb.el norbiotina, el
homobiotina o la sulfona de biotina son potentes antagonistas
de esta vitamina (Gytirgy, 19743 Achuta,1977; Gybrgy, 19683
Mystry,1964). £l o~dehidrobiotina es uno de los mAs potentes
inhibhidores de la biotina, sin embargo no se tienen muchos

datos sobre este compuesto que ec producido por una clage de

Saccharomvees lvdicus (Hanaka, 1969).

Existen compuestos que pueden unirgse a la biotina para
formar un complejo estable que impide la utilizacidn de esta
vitamina por los animales y microorganismoe. Saccharonyges
avidinji produce la streptavidina v 1la stravidina, estos
compuestos pueden inactivar a la biotina libre vy aparentemente
inhiben la Siptesic de biotina en microorganismos susceptibles

(Bonjour, 1984).

Otro compuesto que =e una a2 ‘la- biotina ez la avidina
tproteina  2awida)y fue aislads de la clara de hueve por Eakin
(1940}, Es una glicoproteina con peco molecular de 70 000
daltons, posee una estructuras tetramérica coen subunidades
identicas que contiene cada una un =itio de unién para la
biotina por 1o que se logra una gran afinidad, no sé6lo 1a

biotina 1libre ez complejada por la avidina, también compuestos
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estructuralmente semejantes a la biotina que contienen un
ureide intacto en’ una configuracidn cis,al igual que la
biocitina (E-N-biotinil-~L-lisina) y 1la biotina unida a 1la

enzima.

El complejo avidina-biotina esta unido por una débil pero
especifica afinidad de 1oz grupos ureidos, es estable en un
rango amplio de pH y no es degradado en el tracto

gastrointestinal (Goddman, 19783 Bonjour,1984).
METAROL ISMO1

La biotina de 1la dieta puede presentar=se en forma libre o
mds frecurntemente.unida en forma covalente a proteinas., Es
absorbida en el primer tercio del intestino delgado. _La
liberacidn de la biotina unida a proteinas, una vex gque éstas
han <=ido degradadas en el intestino, reguiere de la actividad’
dr  la biotinidasa, enzima cuya funcidn ez hidrolizar la unidn
piotina-lisina para gue vya libre, 1la biotina pueda llevar a
cabho su actividad bioldgica., No se sabe s5i esta vitamina es
liberada en la 1luz del intestino 6 =i se absorbe como
biocitina y ee libera en la sangre y los tejidos. Existe muy
poca .informacidn acerca del transporte, depdsito en tejidos y
almacenamiento en animales Yy humanos (Achuta, 19773

Mystry, 19643 Y8lker, 19773 Bhagavan, 1970).
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En ©1 <er humano generalmente la cantidad de biotina
excretada en heces excede a la de la dietay esto se atribuye
a la sintesis= de esta witamina por la flora intestinal

tMartin, 19B6).

La biotina actda como cofactor de las encimas  qQue
catalizan lac cuatro reacciones de carboxilacien conocidas en
las cdlulas de mami feroz,siendo ectasila Propionil Cof
Carboitilaza 4F‘EC.\', la (¢-Mptilcrotonil CoA Carborilasa (MCCY,
la Piruvato Carboxilasa {(PCY ¢ la Acetil CoA Carbisilaza (ACC)
(fig., A-2), La biotina se une a un residuoc de lisina de la
apocarboxilasa mediante un onlace covalente entre el grupo
carbo¥ilo de la porcidn alifidtica de 1a biotina v el grupo
épsilon amino de la lisina {fig. N-3). Esta unidn require de
una enzima 11amada holocarboxilasa sintetasa (HS), cuya
f\.llncibn especifica es  formar un complejo activo que reacciona
con el grupo @&pszilon amino de un residuo de lisina en 1la
apotarboxilasa previamente sintetizada. Las reacciones que =c¢

llovan a2 cabo son las siguienteos:
[

1 Biotina + ATP -------  Biotini1-5°-Adenilate ¢+ Pi

s

2 Biotinil-5"-Adenilato + Apocarboxilasa ----  Holocarboxilasa +  AMP
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Una ve:z Fbrmada la holoenzima (hiotina-apoenzima), en
el proceso de carboxilacibn axiste la formaci &n de un complejo
intermediario en dondg el grupo carboxibiotil funciona como
acarreador del grupo carboxilo. La reaceidn se lleva a cabo en

los dos siguientes pasos:
1} Enin-Biotina + AP + WO, ----- Enisa-BlotCO, & AP ¢ Pi
2} Emin-Biot-CD; + sustrato —--- Suctrato corborilade ¢ Farima-Bistina.

Para todas las carboxilaczaz el donador del carboxilo es
el - ion bicarbonato} se requiere también un metal divalente que

gener-almente es Mg=®* aunque también puede ser Mn2+.

P i Carboxjlasa ¢

La FPCC es una enzima mitocondrial que tiene un pese
molecular de aproximadamente 540,000 daltons, ez un tetramero
con cada protémerc compuesto de dos tipos de subunidadez, las
« cuyo peso mpolecular es 72,000y 1las f es 56000. Contiene
cuatr-o moleculas de biotina por solécula de enzima,localiz adas
en 1as subunidades agrandes («). Esta enzima es activada por
tationes monovalentes vy no se le han ehcontrado inhibidores
especificos. Participa en el catabolismo de colesterol, a«:_idns"

graseos - de  nimero non de carbonos, de los aminodcidos
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isoleucina, wvalina, meticnina vy treonina a través dé 1a via
metabdlica del propionato para desembocar en el ciclo de Krebe

(Achuta, 1972; Wolf,1982).

g=Metilcrotonil CofA Carboxjlasa (MCC)g

ta MCC es una encima mitocondrial constitulda por cuatro
protomeros, cada uno con dos subunidades diferentes llamadas o
Yy f con peso molecular de 74,000 y 58,000 daltons
recpectivamentes. Esta ;n:ima es activada por :a&icnes
monovalentes vy participa en el catabolismo de -la ]éugina
lleganda a la Acetil CoA de donde pusde desembocar’ en- la

sintesis de Acidos grasps o a citrato en el ciclo de Krebs.

(Saudubray, 19813 Wol+,1982). .
Piruvato ovilasg [4=ivb )]

La PC e= una enzima mitocondrial cuyo pego mﬁle:ular es de
S00, 000 daltons, csta constitulda por cuatro protdnmcros
iguales («x) con peco molecular de 130,000 daltons cada unc, es
activada alostericamente por acetil CoA. Se inactiva & ¢°C, a
esta temperatura se disocia en cuatro subunidades. La
holoenzima contiene cuatro moléculas de biotina unidas
covalentemente a laz cuatro subunidades. Participa en el
metabolismp del piruvato catalizando el paso de piruvato a

oxaloacetato como primer paso de la gluconeogénesis, ademds de
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participar en la anaplerosis del ciclo de Kkrebs (bolf,

1982.Lehninger, 1979).

Acetil Coenzima A Carborilaesa (ACCH:

La ACEC esta localizada en el citosoli es un polinmeroc con
subunidades idénticas (¢} con peso molecular de 250,000 cada
una. Cada subunidad contiene una molécula de biotina

(Wol+.1982),

La Acetil CoA Carboxilasa, participa en forma importante en
la sintesie de acidos graszos, ez controlada en higado y' tejido
adiposo de mamiferos por citrato. La activacion por citrato se
acompafta por polimerizacidn de la enzima, logramdo una forma

filamentosa y alcanza pesos moleculares hasta de S millones.

Esta enzima ez inhibida por Malonil CoA vy derivados de

Acidos graszos de cadena larga (Boodnidge, 1972).

- halb-nk reportado pacientes que presentan deficiencia de
‘alguna  de 1as carboxilasas, asi como pacientes con deficiencia
;'mtyll‘tip‘le - de carboxilasas. Amboz casos se. revisardn E

- continuacison.
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Reficiencia de Propionil Cof Carboxilasa

De 1las deficiencias aisladas de cada una de las
carboxilasas, la mds comin y mejor caracterizada es la
deficiencia de PCC, conocida como acidémia propionica.
Generalmente en los hnikos afectados la Sintomatnlpgia se
inicia durante el periodo neonatal, con vdmito, letargia e
hi potonia (Wolf, 1981). Los indiwviduoz afectadoc acumulan
propionato vy sus metabolito.s. Exgretan grandes concentracipnes
de los Acidos organicos: metilcftrato, 3-hidroxipropionato vy
propionil glicina en la prina. Uma ingestitdn excesiva de
protejnas [- 31T} cataboliemo aumentado por \infeccinnee
recurrentes pueden precipitar episodios de acidemia organica,
cetoaciddsig e hiperamonemia. Existe una conciderable
variacitn en la exprecién clinica de la acidemia propidnica.
Alguinpbs pacientes manifiestan pocos o ningune de les sintomas,
mientras gque otros, afin dentro de la wmisma familia, pueden
presentar  las caracteristicas clisicaz de la enfermedad (Wolf,
1979),. Las causas de esta variacidn clinica estdn poto claras

par ahora.

Deficiengia de B-—metjlerotonil Coensima A Carboxilasa

l,a deficiencia de B-metilcrotonil CoA carboxilasa ha sido

sospechada en 10 casos reportados en la literatura (bol4,
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19813 Bartlett, 1980} Stokke, 1972)} en 7 de ellos, se
encontrd que en realidad se trataba de deficiencia maltiple de
carborilasas. La deficiencia aislada de MCC fue confirmada
enzimdticamente <edlo en uno de los casos. En una preparacidn
mitocondrial hepatica se encontrd actividad normal de PCC,
excluyendo la posibilidad de una deficiencia moltiple. En la
orina se encontrd excrecién de los Acidos B-hidroxiisovalérico
y B-cetogluthrico. La paciente reportada en este trabajo
fallecid a las 13 semanac de edad, antes de que los efectos
del tratamiento con biotina pudieran ser evaluados (Finnie,

1976).

En algunos nifos con acidosis congénita ha sido posible
identificar 12 deficiencia enzimitica rezponsable; entre ellas

se encuentra la de Piruvato Carboxilasa (PC).

La piruvato carbowilasa tiene un papel central en la
regul acion de}l metabolismo de carbohidratos, no solo en
agquellos trjidos con una gran actividad de PC, como higado y
riMén, sino también en otros tejidos, particularmente en el
cerebro en desarrollo {Sanders, 1982)., Por 1lo tantn, una
‘deficiencia en esta enzima, puede dar lugar a una gran
variedad de anormalidades bioguimicas vy de sintomas clinicos.

Todos los pacientes con deficiencia de PC reportados,
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mostrarcn concentraciones séricas el evadas de lactato
usualmente acompahado por aumento de piruvato, as!{ como de
. alanina. A pesar de la deficiencia de PC, la hipoglicemia ne
ha sido un dato consistente. La sintesis de acidos grasos,

esteroides Yy cCuerpos cetdnicos puede estar elevada, debido a
la alta concentracidn de acetil CoA presente, dadoc que &l

exceso de piruvatc induciria, a través del compiejo piruvatc
deshidrogenasa, una sintesis aumentada de acetil CoA. Esto
enfatiza el importante papel que tiene la PC en la regulacidn:

del metabolismo de lipidos.

Las manifestaciones clinicas mas comunes sons a:i&bsis
metabdlica, hipotonia, retraso en el desarrollo méntal W
fisico < convulsiones. El inicio de los sintomas aparece en el
periodo neanatal generalmente y los pacientes mueren poco
tiempo despuds. Se ha sugerido a la deficiencia de FC como
posible causa de la enfermedad de Leigh: Encefalomielopatia
necrosante csubaguda (ENS) (Grover, W.D., 1972), enfermedad
degenerativa del tallo cerebral, frecusntemente caracterizada
por hallazgos bioguimicos <csimilares a aguellos descritos para
la deficiencia de PC. Sin embargo, estudios recientes (Atkin,
19793 Murphy, J3.V., 1981) indicaron que EMS y la deficiencia
de PLC son entidades distintas, y una revisitn de 1os pacientes
en los cuales se habla descubierto una actividad diferente de
PC en sus tejidos, sugiri® que muy probablemente los tejidos

estudiados fueron conservados y/o ensavados bajn condiciones
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no optimas, copduciendo # -actividades' de PC falsamente

deficientes.

La manifestaciédn clinica mas grave es el profundo dafo
neuroldgico que sufren estos pacientes. Una posible
explicacidn eeria una anaplerocis deficiente, dado que el
cerebro es virtualmente dependiente del metabolismo aerobico

que requiere un ciclo de Krebs activo.

No existe tratamiento efectivo de la deficiencia de PC.
tos principales intentos se han enfocado al reemplazo de los
intermediarios del ciclo de krebs que 58 encuentran
disminuides. La administracitdn de désis farmacoldgicas de
biotina se ha intentﬁdu, sin &xito. Una leve mejoria clinica
se ha observado al administrar tiamina, presumiblemente al
derivar el piruvato a tréves de 1la via de 1la piruvato
deshidrogenasa (Rrunette, M.G., 1972). La deficiencia de PC

parece ser heredada de un modo autosomico recesivo.

Deficiencia de Acetil Coenzima A Carbosilasa

En 198%1 se reportd el primer caso de defiencia aislada de
Acetil CoA carboxilasa (Feldman, G.L., 1981). La paciente, due
decde recién nacida presentaba miopatia hipotanica vy dalo

neurolégico, escretaba en la orina metaboliteos del  &acide
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hexandico, como acido Z-etil-3-ceto-hexandico, Acido 2-etil-3-

.hidroxi—hexanbicn v a&cido 2-etil-hexanodioico.

€l diagndstico $ue confirmado al encontrar la actividad del
a ACC hepatica de la paciente deficiente al compararla con
higado de rata y comd un 10% de la actividad normal al medirla
en sus fibroblastos. La PCC de la paciente se encontrs dentro

de limites normales (Wolf, 1982),

Defigiencia Malsiple de Carbovjlasas

-

La Deficiencia Mdltiple de Carboxilasas {DMC) es un grupo

de errores inatos del metabolismo de la biotina, los qué se

heredan en forms autosdmica reciesiva Y en donde 1lag

carbonilasas depzndientes de esta vitamina se encusntran

deficientes.

» Existen doz -:ipos de DMC, 1a debida a deficiencia de

Holocarboxilasa S:ntietasa (HS) v la ocasionada por deficiencia

de la Biotinidasa.

‘La deficiencia de HS generalmente se  presenta en 1os

- primeros dias de vsida con un cuadro muy grave de viomito,

letargia 'e hipotcrla que evolucionan a coma y muerte del

paciente. Lla concentracion de biotina en plasma se encuantr.

normal.
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La deficiencia de Riotinidasa se presenta despuds del
segundo o tercer mes de vida y tiene como manifestaciones,
alopecia, dermatitis, ataxia, hipotonla y acidosis metabolica.
La concentracisn de biotina en plasma se encuentra por debajo
de los niveles normales. El cuadro  clinico debido a
deficiencia de biotina (exdgena @ gendtica) es similar al
ocasi onado por deficiente absorciodn intestinal de cing, en la

acrodermatitis enteropdtica o de dcidos grazos esenciales.

Ambos tipos de DMC responden a la administracisn de
biotina (Wol#f,1983; Sweetman,i1981), en dosis farmacoldgicas en
el caso de deficiencia de Holocarboxilasa CSintetasa y en

cantidades pequefas, en el de dE{!Ci_E'nC‘ié de Biotinidasa.
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AL TMEMTACIOY B 1M PAREITE 2 AL TOTAL

En el aun nrund preeX opgado, @) organi smo humano pueda
subsistir durant thante g tiespo, gracias a mecanisnos ‘de
reserva que anort hortigun, aungue ne evitan, el daho progresiwvo
que se prover: O cuao 31 & ingestion oral ze encuentra ausente.
. Estos  mecanlenss  ioe minini = &n el con=umo de proteinas como aporte
caléricn, Enectesizty fre, laz grasae son el principal sustrato
cnergetico, Cincomnando in = &g jeto recibe un traumatismo (cirugl as

mayores, quemtirwiduras, sep sis, sindrome de intestino corts), =e

liberan 1las siguiupouientos hormonas: catecol aminas, glucagdn y
corticsona quese 9se OpONETY ala accion de Ia inswlina a' ni el
central y pord - ivriférico, ocasionando un mayor consumo de
protelinas proverwveniotes del misculo, con una selecc i dn

particular dean m aninekidese de cadena ramificada. El  ciclo de
¥rebs sg  epcue ausuentri &Aalterado vy hay wina mayor glucodlis
anaerdbica, cctoalits prvoc & que los pacientes pusdan perder hacsta
i kg. de peszwoo dar = amente y llegar a la muerte por

desnutricidnen uun un crtes plato. B

En lastusuzwlidd =e dispone de mptodos parenterales
eficaces para s=a umim dstrar todos aquelles elementos
{carbobhi dratoes, s Uisas « proteinas, vitaminas y mineral es)
suficientes prsmwara lrar  la ¢intesics celular y por consigui ente

disminuir e catocstablismeo. Estos métodos =on muy Otiles cuando



26

se’ aplican  oportunamenta, con “indicaciones  adecuadas vy

" ththicas. muy cuidadosas.

La alimentacidn parenteral total (APT) representa uno de
los  adelantos terapenticos mas importantes de los altimos 17
ahos v ha modificado &l curso de muchos padecimientos

gastrointestinales.

E=te procedimiento terapéutico no es indcuo, se acompafia
de complicaciones: tecnicas, sépticas y metabdlicas. Las
compl i caciones metabolicaz son ocasicnadas  en gener;l por
deficiencias o ewcesps  ep la administracion dé algunos de los

elementos necesarios para lograr la sintesis cealular.

Estas alteracionss aumentan dependiendo del grado de
trauma con que curse &€l paciente. Las salidas anarmales del
conteni do del tublo digestivo como en la diarrea y &1 contenido
de una fistula enterocutinea aumentan las peérdidas de todos
Jos nutripnentos. Por 1o tanto para @1 éxito del manejo de un
patiente con nutricidn enteral o parenteral es necesario hacer
balances diarios y determinaciones semanales de cada unp de

los nutrimentos.
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‘Antecedentes historicos:

Los primeros intentos de la alimentacion parenteral datan
del siglo XVII cuando Scotus, en 1664 infundin vinc a  los
animales de éuperimenta:ian. Courten, de ‘Inglaterra, en 166°

inyectd aceite de obliva parenteralmente.

Las  epidemias del siglo pasadoAdiEFOn lugar a.diferentes
observaciones comb las de Latta en 1832, quien revitid a un
paciente con infusion salina aplicada por v!arfénqdveﬁ§5§¥

posteriomente, en 1873, Hodder mostre 1los eFe:tné Fanf Blé

del uso de leche per la vena. En - 1920 ‘Vahaﬂ

emul siones de grasa aplicadas por la misma"vfa

Fosteriormento,en 1938, Ross uso pbr :~pr1mgra vex
aminodcidos  intravenosos, obzervandn que era ppsible, con.sdlo

estos medios parenterales,  mantener a  un individuo con buena

nutricidn.

‘En el pustopratcriu‘ se observd que el uso de soluciones
glucosadas ofrecia un aporte energético que ayudaba a los
enfermos mientras reanudaban su  alimentagidn oral; =in
embargo, sHlo con esto no =@ obtenia una regrecidn del estado
catabdlico. En 1959 Moore, refiere que ] uso de aminodcidos

en el postoperatorio produce un aumento en 1la excresiodn
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urinaria de estos productos nitrogenados, pero si se asocia su
administracien suficiente cantidad de carbohidratos para
pfrecer un buen aporte caldrico, =i se detiene el catabolismo
postguirdrgi co. Estos estudios fuaron confirsdos por Jones y

Peaston en 1966,

En 1268 DJudrick, en su comunicado sobre  nutricion
parenteral a largo plazo con trecimiente, desarrollo vy balance
' dg nitrageno positivo indica que @5 posible, mediante una
serie  de requisitos téepicos, legrar con cisrta facilidad an
halance ni trogenado positivo exclugi vamente por via
parenteral, En 1971 este migmo autor publica los principios vy
la practica de la nutricidn parenteral sshal ando las miltiples
indicaciones de este método, SUE riesgos y las formul as usadas
(Sahagun, 19823 .
v .
En  principio las soluciones parenteralesz deben reproducir
una - imagen de la “aliment acitn oral, es decir, incluir
protelnas, grasas, carbah(drétns, agua, . sales minarales,

vitapinas.

£1 walor de la putricién  parenteral es conccido, =in
embarge tambisn lo som las complicaci ones que se presentan,
entre las cuales se incluye 1a deiiciencia de cine yJ/6 de

biotina.
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Deficiencia de cinc _en pacientes con alimentacitn parenteral
total

Existen en sl organismo veinticuatro & mig metaloenzimas
que contienen cinc, como es la anhidrasa carbéonica, la
deshidrogenasa lactica, la fosfatasa alecalina y la cinasa de

-timidina.

La fuente mids importante del metal es 1la proteina
animal, en cambio los alimentos procesados, los citricos y las

verduras sin hojas son deficientes en este metal,

El cinc es secretado =n &l jugo pancredtico y en peguefya
Apropnrcibn en la bilis; las heces son la principal via de
excrecidn, aunque también =e eliminan cantidades importantes
en el sudor. EIl cinc al igual que el cobre es fijado por la

metalotionefna hepdtica cuando la ingestidn del metal aumenta.

La deficliencia de cing ocurre como un trastorno primario
de &u absorcion, en la acrodermatitics enteropaAtica, enfermedad
gendtica muy similar clinicamente a la deficiencia de biotina.
La deficiencia secundaria de cinc puede presentarse en la
malabsorcion de cualquier origen o por aumento en su excrecién

urinaria.
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En pacientes con deficiencia de cinc, la actividad de la
ripnnucleasa sérica parece \estar aumentada, en tanto que la
actividad de 1la anhidrasa carbdnica eritrocitaria es
baja. (Martin, 1985).Se ha discutido la funcidn del cinc en los
procesos de ‘ci:atrizaciOn; Hallbaok y Lanner demostraron
aceleracidn en el procesp de cicatrizacidon cuando -1
agministrd cine a pacientes con niveles bajos del metal en el
su@ro, pero no cuando las concentraciones fueron normales
(Henkin, 1974). Lee vy Green, en un estudio en ratas a las
cuales se les administraron diversas dietas wvariando el
contenido de cinc en las mismas, no encontraron diferencias en
el proceco de cicatrizacidn (Lee, 197%), Este aspecto sigue

siendo motivo de controversias.

En la literatura se ha informado deficiencia aguda de cinc
en pacientes gue reciben APT, adn a pecar de recibir cinc en
el plasma transfundido {Gartside, 1975; Fisher,1974j

Hankine, 19746; Haslted,1972; Jacobson,1977; Halsted,1974).

Algunos de los mecanismos posibles para explicar las
conecentraciones bajas de oligoelementos en el suero durante la
APT con disminucidn de la ingesta, aumento en las pérdidas,
incremento en la uwtilizacidon bajo el estimulo anabolico que
acompaffa a la APT o redistribucidn con utilizacion en otros

compartimientos del cuerpo (Soleomons, 1974). Otro mecanismo
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posible es lIa disminucidn en lae protefnas plasmaticas con

disminucidn de lae cantidades de cinc ligadas a las mismas.

As! mismo, se ha comprobado gue en los estados de alarma,
hay un aumento en la excrecién wrinaria de cinc, sobre todo

cuando existe catabolismo de la masa muscular (Fell, 1973).

Ize-Lamache,Carrasco y colaboradores {(lze-Lamache, 1981)
realizaron un estudio prospectivo de 28 pacientes sometidos a
la alimentacidn parenteral total y se determinaron niveles
séricos de cinc y cobre , asf como las pérdidas urinarias de
dichos metales. Los pacientes fueron dividides en dos grupos,
unc  considerado como séptico v otro no sépticoy a su vez, cada

grupo fue subdividido segtin se administrd o no plasma.

Se e@ncontrd disminucion de los niveles séricos de ambos
metales on pacientes sépticos vy no s&pticoz, con aumento de
las pérdidas por orina en ambos grupos en relacién a las
observadas en los grupos controles; las pardidas mayocres de
metales por orina fueron observadas en el grupo de pacientes
sépticos. Eg probable que otras pérdidas hayan sido por

liquido de las fistulas enterocutdneas.

Dado estos resultados en los pacientes con pérdidas
altas de oligoelementos deben administrarse preparados

comerciales que proporcionan concentraciones de cinc, cobre-y



32

manganeso, &n forma que no precipiten con las soluciones de

alimentacién parenteral.

Deficiencia  de biotina _en pacientes con  alimentacion
parenteral

El primer reporte de deficiencia de biotina asociada con
alimentacidn parenteral fue hacho por Mock en 1981 en el cual
present® el caso de un niffjo quien despuds de 3 neses con
alimentacién parenteral to;:al desarrolld un sindrome clinico
que consistia de erupcidn exfoliativa y aciduria organica
asociada con reducisdn de biotina en plasma Yy arina
(Mbck,1981). Después de esta informacidn se han publicado
muchos casos de niffos y adultps. Esos reportes han ' variado
considerablemente en el c¢riteric para el diagnostico de la

deficiencia de biotina y en el régimen de tratamiento.

Se han presentado casos de pacientes que no reciben
biotina ni oral ni parenteralmente 1legando a presentar en
poco tiempo los stntomas de deficiencia de esta vitamina.
Después de recibir biotina en sus soluciones parenterales los
sintomas desaparecen. Esto sugiere gque 1a deficiencia de
biotina ocurre cuando no se proporciona esta vitamina al
organismo Yy zu biosintesis por la flora intestinal se ve
comprometida por diarreas o ciruglas principalmente (Sheila,

1983).
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tos factores que contribuyen a la deficiencia de biotina

en la alimentacidn parenteral soni

1) La alimentacion parenteral es la &nica fuente
sighificativa de nutrientes en este tipo de pacientes y es muy
coman que 1la biotina no se encuentre en el suplemento

vitaminico.

2) El! uso de antibioticos de amplio espectro puede
provocar disminucidn en la sintesis de biotina por la flora

intestinal,

3 Grandes pérdidas de fluldos entéricos por via

secretoria como fistula o diarrea principalmente {(Mock, 1985).

La combinacidn de los sintomas de deficiencia de biotina
como son alopecia, dermatitis e irritabilidad & depresidn han
sidn muchas veces confundidos con deficiencia de acidos grasgos
8 deficiencia de cine, debido a que los cuadros carenciales
son  muy parecidos.Sin  embargo es importante aclarar gue al
referirse a la deficiencia de biotina queda implicita la
deficiencia de Acidos grasos debido a que, como ya se menciono
anteriormente, 1a biotina es cofactor de 1la Acetil CoA
Carboxilasa la cual participa importantemente en la sfintesis

de dcidos grasos.
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DISEMO DEL ESTUDIO
~ Pacientes con alimentaciédn parenteral total (APT):

Se  planed estudiar a pacientes que requerirtan de AFPT por
tiempo prolongado, es decir, por mds de un mes. Estos
pacientes estarian hospitalirados en el Servicio 'de Apoyo
Mutricional del Hospital de Egpecialidades del Centro Maédico
Nacional del I.M.5.S., servicio que esta a cargo del Dr.
Antoni o Carraczeo. Ademds ce ectudioc a una niffa con  APT,
internada en el Instituto Macional de Pediatria, a cargo del

pr. Jaime Ramire:z. .‘

Loz pacientes recibieron el tratamiento habitual que
proporciona @l Servicio de Apoyo MHNutricional. Desde su
ingresc al estudio recibieron un complejo vitaminico que no
contiene biotipa (WWI 10). Se mantuvieron de esta forma hasta
que mediante el estudio longitudinal, clinico-metabdlico de
se determind el momento en que se iniciarfa la administracidn
de bi otipa, con un nuevo producto, este fue cuando la
actividad espectfica de las carbouilazas se encontraban  muy

por debajo de los niveles normales.

En  ningdn momento se puso en peligro el bienestar y menos

adn la wvida del paciente.
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Criterips g‘ e inclusidng

1. Pacientes internados en el Hospital de Especialidades
del I.M.8.5. 6 en el Instituto Nacional de Pediatrta, que
fuera probable la alimentaci®dn parenteral total prolongada, es

decir, por mas de 30 dias.
Criterios de exclusion;

1. Pacientes con problemas neuroldgicos & cutdneos al

inicio del estudio.

-

2. Pacientes cuyo peso del estudis fuera menor dal 60% de

acuerdo a su edad y se¥o.

Criterios de elimipacidn:

1. Pacientes que recibieran biotina, antes de ser indicado

por 1a persona responsable del estudio.

Los pacientes incluidos en este estudio fueron 9 y se
describen a continuacidn:

Clave: APT-1

Edad: 33 afros ‘ Sexo: Macculino
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Diagnésticor Estenosis esofégica.
Dfas con APT: 36

El paciente APT-{ padecla de Esofagitis de un afo de
" gvolucisn (185). Cuando ingresd al estudio presentaba
alopecia, lesiones dérmicas perinasales y peribucales, no

mejord eon la aplicacidn de micostatin, persistierdn lac

lesiones y hubo sangrado en la mucosa nasal.

La dosis de biotina administrada en la solucidn parenteral
fue de 10 ml de MVI-12 (0.138 mg) en 2000 ml de solucitn

parenteral cada 24 horas.

Clave: APT-2
| Edad: .23 ahos, S D0 .Sexni Femenino.. '
Diagnostico: Sindrome de intestino corto.
Dias con APT: MaAs de 141.
El Sindrome de intestino curto fud secundarioe a resecciodn

intestinal por perforacién intestinal causadn' por un legrado

uterino intrumental mal realizado.
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Cuando ingresd al estudio " presentaba lesiones dérmicas,
depresidn y cala de cabello.

La dosis de biotina administrada en la solucidén parenteral
fue de 10 ml de MVI-12 (0.138 mg) en 2000 ml de solucion
parenteral cada 24 horas. Los Wltimow dias en el estudio

recibié dieta blanda.

Clave: APT-3
Edad: 38 afios . Sexwor Masculino.

Diagndstico: Ileostomia de gasto alto.

IS

Dfas con APT: Mas de 114,

La ileostomia fue ronsecuencia de una hernia  Bodalech
estranguwlada, que origind wvarias reintervenciones, sepsis vy

una ileostomia de gasto alto (mds de 500 c.c. diarios).

Cuando ingressd al estudio presentaba cuadro multicarencial
'

y diarrea severa.
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La dosie de bhiotina administrada en la solucidn parenteral
Cfue de 10 ml de MVI-12 (0.138 mg) en 2000 ml de solucidn
parenteral cada 24 horas. Los Wltimos dtas en el estudio

recibid dieta blanda.

Clave: APT-4

Edad: 55 afos Sexn; Masculino,
Di agndsticor Sindrome de intestino corto.

Dias con APT: Mo determinado, fallecid.

Sindrome de intestino corto secundario a complicaciones

quirdrgicas y trombosis mesentérica

Cuando ingressd al estudio presentaba alopecia, depresion y

lesiones dérmicas.

Fallecid por complicaciones debidas a las cirugias, antes

de la administracien de biotina.

Clave: APT-5

Edad: 40 afos Sexor Masculino.
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Diagnostico: Sindrome de intestino corto,
Dias con APT: MAs de &49.
t.a dosis de biotina administrada en la eoluciodn parenteral

fue de 10 ml de MVI-12 (0.138 mg) en 2000 ml de Fulucidn

parenteral cada 24 horas.

Claver APT-4&
Edads 10 afros Sexol Femenino.
Di agndstico: Diarrea crénica.
Dias con APT: 137.
Desde 1980 tenia problemas gastrointestinales. Esta

pacientes estuvo hospitalizada en el Instituto MNacional de

Pediatria.

El cuadro clinico que presentd por 1la deficiencia de
biotina, debida a la ausencia de esta vitamina en la solucién
parenteral fue: alepecia,depresion vy dermatitis peﬂbucal Y

perianal.Durante su hospitalizacion se desnutrid notablemente.



La causa de la diarrea no  se:

mhltiples estudios diagndsticos.

conseguir el multiVitﬁmiﬁfcalnﬁi*lz

Clave: APT-7

Edad: ‘36 afos ) ~ Sekﬁ;fﬂaé:ulinp;

Di agnosticot Fistula.

Dfas con APT: S4.

Pkesentd molestias por la fistula tres miges anteriores a

LEu ingress al hospital.

Durafte ‘s hospitalizacisn perdia 170 ml diarios por la

flstula.

La dozic de bilotina administrada en
fue de 10 ml de MVI-12 (0.138 mg) en
parenteral cada 24 horas. Los Oitimos

recibid tés con aztear y pocsteriormente

la solucidn parenteral
2000 ml de solucitn
dias en el estudlo

dieta blanda.
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Clave: APT-8

Edad: 44 afros Sexo: Masculino.
Diragndstico: Sindrome de intestino corto.

7!)13.:_.: con APT: 79

sindrome de intestino corto secundario por perforacion del |

‘ciego por ameboma.

Inicia padecimientn cinco meses antes de su ingreso al

hospital.

La dosic de biotina administrada en la':snrlucidp parenteral
fue de 10 ml de MVI-12 (0,138  mg) _en 2000 rnl"—_ de - solucisn

parenteral cada 24 horas.

Clave: APT-2
Edad: 22 ahos " Bexos Masculino. ¢

Diagnésticor Fistula.
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Dias con APT: 52

Inicid padecimiento un mes antes de ‘i_ngr*ésarialAh'Dspiltal'.

La .dosis de. biotina ‘administrada " en ‘la solucion

parenteral fue de 10 ml: de. MYI-12

(0,138 mg) ~en 2000 ml de

solucidn parenteral cada 24 horas.
Estos pacientes se di vidierdn en dos grupos:

Grupo  A: Pacientes qQue llevaban ya mucho tiempo con
alimentacidn parenteral total y presentaban manifestaciones de
deficiencia de biotina cuando se inicid el estudio, en ese
momento afn no se contaba en México con multivitamfnico
parenterales con biotina (MVI-12). De estos pacientes se
recolectardn dos muestracs de =angre y orina: la primera cuando
ingressrdn al estudic y la =egunda, decpuéds de tres mecez de
recibir biotina 2n su dieta © en la solucidn parenteral (AFT-f

al APT-5).

Grupo B: Paclientes que ingresardn al estudio al iniciar la
alimentacidn parenteral total vy gque semanalmente se lec tomd
muestr.a de sangre y orina durante el periodo en que 1la
solucién parenteral no tohtenta biotina y posteriormente

cuando se les administré esta  vitamina en la solueidn ys0



dieta (APT—& 3l #1-9) (®, drante@ un periodo de .75 -dias -en:

promedio,

A ctada pacientess IX  Je practd cé vigilancia clinica continua,
‘desde el inicio dela ea A, haciendo énfasis en el estado
nutricional que tela & a3l Ici o de su tratamiento y durante el
transcurso del mism = porel tiempoque 1o requeria. As! mismo
se tuvo una espedal v vigilancia en cambios de la piel, el
cabel lo,ademéé de la 2 @ploracidn neuroldgica, buscande
intencional mente wmbicoE os en el estado de animo  (depresidn),

hipotontia muscular ysl20 terxiones en la marcha (ataxia).

Respecto a la hisquesicieda de p & ametros que se puedan utilizar
como indicaderes del estado de biotipa, se determind en
promedio semanalmenate = el nlvel de biotina total en plasma y en
orina, en linfocites 1L lantividad especifica y el Indice de
estimulacibdn de doc cirhox 1 1 asas, ecspecificamente de la
Propionjl CofA Carborile=D asa (PFCC> y la  Firuvato Carboxilasa
(PCY. En & grupofin o sedetermind la Firuvato Carboxilasa ni
el Indice de activicicodon debideo a que este grupo se empezd a

estudiar en la etapa hitmicial del proyecto.

Er cada wno dels &= puxientes se cuantificd ademds cinc an
plasma v en orinaal B como creatinina en ésta altima,el fin

principal de determina—aar reatdmina es el tener  un compuesto
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Cuya excresion es constante y asi poder referir 1a cantidad de

biotina a éste.

Los valores normales {(controles) se obtuvierdm de donadores

clinitamente sanos.



"MATERIAL Y METODOS
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MATERIAL Y HETODOS

Material necesaric para extraccidn de 3 infoci Lous

- Anticuagul anter Acido cltrico, Citrato de s=odio,
Dextrosa (ACD)!

Reactivaos Cantidad Concentrac i dn
g} (mM >
Citrato tri sddico (A, Chemiral) 2.5 7.0
Acido ctitrico (Chemical) 0.798 38. O
Detrosa anphidra (J.T, Raker) 2,45 136. 7
Cloruro de sodio (J.T, Baker) oe 154, &

e afora la solucidn a 100 ml. con agua dect ilada, el pH

es de 5,6, -

El anticuagulante se esteriliza por filtraci &n usangdo un
filtro Millipore con poro de ‘0.2 micras. Se concerva en
refrigeracién (4<C) y en el monento de =L uzo fe mantiene el
fraseo cerca del mechero teniendo cuidado de mantener esta
enlucidn libre de contanminantes,principal mente hongos » ta
tanptidad wusada de anticoagulante es:0.38 ml . (380 3¢1) por caaa

2,5 ml. de sangre.



16

- Splucidn =salina amortiguada con tris (TBS),modificada:

Reactives Cantida Concentraci&n
(g} {mM)
Tris—HCL (8igma) 1.82 15.0
Cloruro de sodio ¢J,T. Baker) e.0 Q.9%
EDTA (J.T. BRaker) 20 ml. de sol.
. stock EDTA 0.1 M. 20.0

Se disuelven los reactivos en 900 ml. de agua destilada,
ajustar el pH a 7.4 con at. clorhidrico y aforar a 1000 ml.

con agua destilada.
Se conserva en refrigeracidn y antes de usar asequraree

que el pH sea 7.4 (pH fisiolégico de la =sangre) para evitar

hemolisis,

- Ficoll hypague:

Reactivos Cantidad

{g)
Diatriznato de sodio (Sigma) 20.0

Ficoll (Bigma) T12.7
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Se disuelven los reactivos en 190 ml. de agua destilada .
Yy se mide la densidad ajustandola con agua hasta tener el

volumen de 200 ml.
Se coneerva en refrigeracibn,

— Medio Esencial Minimo (MEM):

Reactivos " Cantidad
Medio Minimo esencial de Eagle (GIBCO) 9.8 g.
Bicarbonato de sodin (J.T. Baker) 2.2 g.
Piruvato de =zodio (Sigma) 0.1 g.
BGlutamina 200 mM (Sigma) 12.0 m}.
Antibidticos 100X 20.0 ml.

- Btock de antibidtico=z 100X:

Estreptomicina (Lakeside) 2.0 g.

Unidades de penicilina (Lakeside) 2 % 10¢
Agua bidestilada 200,0 ml.

rEl medio Eczencial minimo ce esteriliza por’
filtracibn,usandp un filtro Millipore con poro de .22 micrae.
Su pH es 7.4 y se conserva en refrigeracidn.Cuando ze trabaja
con este medio se hace en la campana de fluio laminar para

evitar su contaminacion.
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amientq de 1 5

Log linfocitos se aislan a partir de 5 ml. de sangre
venosa que se coloca en tubos de centrifuga de 15 m} con

760pl1 de ACD vy =e mezcla suavemente.

La sangre se centrifuga durante 15 minutoz a una
velocidad de 1200 rpm; al termipar la centrifugaciadn se retirs
el plasma, el cual se divide en al:cuotas de 1.5ml, las que se
congelan para determinacionez posteriores. Al paguete celular
que se queda en el tubo se le adiciona un volumen de TBS a
temperatura ambienpte igual al del plasma retirado y evitando
producir hemolisis se le adiciona un volumen adiciona de TBS
igual a la cantidad inicial de sangre (5 ml.) para asi tlener

finalmente 10 ml, de sangre dilulda 1:1.

En tubos de centrifuga de 15 ml. se colocan 4.0 ml. de
ficoll hypague 1077 vy sobre &l se van agregando los 10 ml, de
sangre dilulda, evitando gue se mezclen., Al terminar de
adicionar 1la sangre diluida en el tubo se pueden obgervar dos
fases, la inferior incolora vy transparente {ficoll) y 1la

superior de color rojo {(sangre dilulda). Centrifugar 30
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minutos a 1600 rpm vy al terminar esto en los tubos se podran
observar 4 fases que en orden deséendente son: 1)Plasma + TBS,
2¥Linfocitos, 3) Ficoll vy 4) eritrocitos y granulocitos (fig.
Mi). Se desecha la primera fase (de plasma + TBS), la fase de
linfocitos se pasa a un tubp de centrifuga con 3 ml. de TBS vy
posteriormente se lleva el vblumen a 15 ml con TEBS. Estos 15
ml <=e dividen en dos tuhos de plastico cénicos marcados
previamente ‘"sin biotipa" vy "con biotina". Se centrifugan a
1200 rpm durante 15 minutos y asl las c@lulas se concentran en
el fondo del tubo. Se retira el sobrenadante y en la campana
de flujo laminar se le adiciona a cada tubo 2.5 ml. de MEMy
unicamentes al marcade “con biotina" se le agregan los pl
necesarios para tener una concentracidn de Biotina de {09 M
(Terttu Sourmala y colbs. 1985) que equivalen a 122 pl de una
solucidn de biotina © mg en 100 ml. Se resuspenden las c@lulas
con una pipeta pasteur y se incuban a 35°C por 2 horas con una
atmdsfera de CO2 al 9% (para mantener el pH del medio) . Esta
maniobra tiene el ocbjeto de que la biotina del medio penetre a
.las mitocondrias vy sea usada como  cepfactor por las
carboxilasas (PCC,FC y MCC).Posteriormente a esta inci.lbacjon
se lavan los linfocitos con TRS para eliminar el exceso de MEM
Yy ge centrifugan 15 minutos a 1200 rpmy en el fondo del tu'bo
se concentran Ios 1linfocitos y eritrocitos. Para eliminar los
eritrocitos, aunque no <ceean visibles, una vez que se ha
retirado el sobrenadante se adicionpan 300 pl de agua destilada

helada para provocar la lisis de los mismos por chogque



Muestra de sangre — | - Plasma

Linfocitos
Ficoll-paque ——1 Ficoll-paque -
\) Eritrocitos y
Granulocitos
ANTES DE DESPUES DE
CENTRIFUGACTON CENTRIFUGACION

Fig. M-1. Distribucifn de las cflulas antes y después de centrifugar en
presencia de Ficoll-paque.

0s
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hipotdnico e hipotérmico; ademds se agita en el vortex a su
méﬂma velocidad durante 30 segundos cada tubo, ep recuperan
las c@lulas vy se colocan en tubos eppendoré  volviéndose . a
lavar con TBS. Se centrifugan a2 una velocidad de 7 g durante S5
minutos, se desecha el sobrenadante y =i e vuelven a obszervar
eritrocitos se repite el chogue, se centrifuga, se secan las
paredes del tubo y con 1a boca del mismo hacia abajo s

congelanen a -70=C hasta el dia del encsayp de carboxilagas.

Daterminacidn _de actividad enzimAtica de carbowilasas (PCC v

Material:

- Buffer de Tris BX:

Reactivos Cantidad Concentracion
(mM)
Tris (Sigma) 9.69 q. BOG
Cloruro de magnesio (J.T. Baker) 4.8 ml. de
. sol.stock (M. 48
Cloruro de potasio (J.T. Raker) 2.98 g. 400
EDTA (3.7. Baker) 4.0 ml. de
sol.stock O.1iM 4.0

Dizolver los reactives en 90 ml. de agua destilada. Usar
acido clorhidrice para ajustar pH a 8.0 vy afore la solucion

en 100 ml. con agua destilada.
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Para conservar el buffer, dividirlo en alicuotas de 10ml.

y mantener en congelacion.

- Buffer de lisiss .

Reac tivos Concentracibtn
(mM)

Tris (Sigma) 50.0

EDTA (J,7. Baker) 0.025

Disolver los reactivos en 90 ml. de agua destilada, usar

13 d;o clorhtdrico para ajustar pH 8.0 y aforar a {00 ml.

Hacer alicuotas de 10 ml. y conservar en congel acién.
Cuando se requiera el buffer se descongela en bato de hielo.
T n= Propionil Coenzima A (PCoA):s

Dizolver 27.6384 mg. de PCoA (peso molecular de B&3.7) en:-. .

'1‘.5 ml. de agua destilada para tener una solucidn de PCoA

19, 2mh,

Para =u conservacien divir en alicuotas de 0.5 ml. vy
mantener en refrigeracidn. Cuando se utilice se descongela an

bafto de hielo.
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- Acetil Coenzima A (AcCoA)

Disolver 25.0 mg. do AcCoA en 4.29 m1, g agua destilada

para tener una solucidn de AcCoA 7.2 mM.
Para conservarla se hacen alicuotas de 0.5 ml. Yy se:

mantienen en congelaciodn, en el momento de. su uso sei

descongela en bafo de hielo.

- Solucidn stock B8X + ATP + Glutation reducido (GSH):

Reactivos Cantidad:
ATP (Sigma) 0.0144 g.
BGSH (Sigma) 0.0061 g,
Buffer Tris B8X 1.0 ml.

El buffer Tris 8Y se descongela a temperatura ambiente.
Se mezclan los reactivos perfectamente vy se dejan en bako de

hielo para su uso inmediato en el ensayo enzimatico.

- Solucibn de citrato sintetasa en piruvato de sodio:
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Solucidn de piruvato de sodio:s

Disolver 0.0044 g. de piruvato de sodio en (.0 ml. de

agua destilada.

Hacer una dilucidn de citrato sintetasa en piruvato de
spdio 1:10, para esto en un tubo eppendorf adicionar 50 pl de
la solucidn de piruvato de sodio ¥y 10 pl de citrato sintetasa,

se@ mantiene en hielo hasta su uso en el ensayo.

- Solucidén de centelleo (Solucidn Bray):

Reactiwvos Cantidad
Maftaleno (3.T. Baker) 180 g.
PPO (MNew Englard} 12 g.
Etilenglicol (Sigma) &0 ml.
Metanol (Merck) J00 ml.
Diovano cbp (J.T. Raker) OO0 mi .,

Agregar cada uno de los reactivo con agitacidn hasta la
completa disolucidn del Naftaleno y PPDO. Se conserva a
temperatura ambiente en frasco ambar para evwvitar

quimioluminicencia.

- Bicarbonato de =odio radiactivo fNaH*‘CO;H

Actividad especificasy 7.7 microCi/micromol.



55

\
Molar-idad: 0. 1
lsttopo radiactivo: t= C
Técnica para detepipacidn de actividad enzipadtica de PCC v PC

El ensayo de carboxilasas {Sweetman 1982) se basa en la
incorporacidn de 14C0O= del MaH1*CO; en el sustrato apropiado
para dar un producto marcado por un isbdbtopo radiactivo (240
el cual pusde ser cuantificado en el contador de centelleo
liquido, mentras gque el bicarbonato radiactivo que no
reacci ond e eliminado como 34C0a, Ast el producto primario de
la PCC al actuar en el sustrato propionil-=-CoA e8s 14C-
metilmalonil-CoA vy el de la PC al actua en el sustratol
Piruvato ez el Acide 24C-oxal acético; como este uWltimo es
inestable sp agrega citrato sintetasa a la mezcla de reaccion
para convertirlo en acido *4C-citrico, el cual s? es estable.
La acetil-CoA actla como activador alostérico de la FC vy
tambidén sirve comp sustrato con el dcido 4C-oxalacético para

la sintesis del acido *=* C-citrico.

Las rélulas en las que se realiza este ensayoc son
linfocitos por su contenido de mitocondrias y fhcil

obtenci &n.
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En tubos eppendorf previamente marcados para reconocer
los blancos y 1los problemas de cada enzima, se le adiciona a-
cada wuno 10 pl de la mezla de reaccidn correspondiente (esto
se realiza manteniendo 1los reactivos en bafio de hielo), estas

mezelae contienen en volamenes iguales 1o siguiente:

Reactivo Blanco PCC Blantco PC
para PCC . para PC
. Agua 25 25 a o
Stock B8X+ATP+GSH 25 25 25 25
CoAs o aqgua 25(agua) - 25 PCoA 25(agua) 25 AcCoh

Citrato sintetasa
en piruvato de
sodio ] ‘_ o] : 25 - 23

NaHt4CD; 25 -1

Volumen tetal 1001007
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Para romper los linfocitos y dejar libres las
carboxilasas mitocondriales, se resuspenden las células en
300pl  de buffer de lisis y se tratan con un sonicador Bransnﬂ
modelo 200 descargandn en cada tubo 20 pulsos de 0.5 seg con
un descanso intermedio de 40 seq, sumergidos en hielos.la
intensidad es de B0 watts, estas condiciones de sonicacidn se
pstablecieron en e1 laboratorio al meontar la técnica de
Sweetman (ver en resultados).

Inmedi atamente desples adicionar 10 pl de células
sonicadas a cada tubo con mezcla de reaccién, mezclar e

incubar en bafo maria | hora a 30°C con agitacion.

. Detener 1la reaccion metiendo 1los tubos en hielo y
adicionar a cada wuwho 10 Ml de Acido fodrmico al 1SY%, mezclar

perfectamente y esperar !5 minutos.



58

Recortar papel Whatman 3 MM para cromatografia, en tiras
que contengan cuadrps de 3 x 3 cm ¥y marcarlaos con el nameroc de
cada +tubp; aplicar en el centro del cuadro 25 Pl de su
correspondiente mezcla. Despugs de 15 minutos adicionar 30 pl
de Acido fo&rmico 15% a cada muestra y secar el papel con una
pistola de aire durante 30 minutos. Colocar en pegquebos
fragmentos cada cuadro de papel en -un vial con 1.0 ml., de
agua destilada para eluir la muestra y agregar 5.0 ml. de
solucdn Bray. Agitar vy contar en un contador de centelleo

liguido 10 minutos, isdtopo '4C y standard externo.
Es necesario medir proteinas en las células sonicadas para
poder reportar ia actividad especifica en picomolas de ** CDa

fijado por minuto por mg de proteina.

Determipacidp de proteipas (Lowry, 1951)

Material:

- Carbonato de sodio al 2% en hidrdxido de socl!io 0.1 N

Reactivos Cantidad
Carbonato de sodioc (3.7. Baker) 20 g.
Hidronido de sodio (J.T. Baker) 4 g.

Disolver los reactivos en agua destilada, aforar a 10 ml.
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- Sulfato caprico 1.0 Y1

1.0 g. de sulfato edprico disolverlo sn agua destilada y

aforar a 100 ml,

- Tartrato de sodio y potasio 2.0 %

2.0 g. de tartrato de sodio y potasio s disuelven.en

100ml. de agua destilada.
- Albdmina s@rica bovina (BSA):
100 g. de BSA adicionar en 100 ml. de agua destilada,

Hacer alicuotas de voltmenes pequafios y congaervar a menos

20°C.

Técnica de Lowry para deterninar oroteinasi

Sofucibn A
Carbonato de sodio (J.T. Bakwr) 2% 100 partes:
Sulfato Chprico (J.T. Baker) (% 1 parte

Tartrato de sodio y potasio (J.T. Baker) 24 . 1 parte
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Solucitn B:

Folin {(Sigma) i parte
. Agua destilada 1 parte

Ambas soluciones se deben preparar inmediatamente antes de

usar,
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Curva standar:

Tubo ¥l BSA ¥l agua dest. pl B, liesis pl Sol.A
1, 2 [ 500 Q 2500
3, 4 0 480 20 2500
5 6 10 470 20 . 2500
7, 8 20 360 20 2500
2,10 40 440 20 2500

11,12 S0 430 20 2500

13,14 60 420 N 20 2500

Muestra

experimental:

15,16 20 460 20 WO

Para desarrollar el color que es gproporcional al
contenids de protelnas, adicionar a todos los tubos- 250 pl1 de
solucidn K, mezciar perfectamente y dejar reposando 30 minutos
a temperatura ambiente antes de. la lectura a 70¢ nmm en el

- egpectrofotdmetro; 21 color es estable por dos horas.

Graficar colocando en las abscisas los mcg. de albdmina
(protelna) vy en el eje de las ordenadas las lecturas a 700 nm.
Trazar la mejor recta respecto a los puntos obtenidos e

interpolar las lecturas de las muestras.

Calculos para de mipnar_la ti

Eficienclia = % de eficiencia para *4[ dividido entre 100,
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DPM = CPM + Efitiencia.

DP w 1000 gl % 1 Lgmg% X ioggmoxeg -~ _pmoles
[¢] mg 2722x 10+ * .7 pCi nmo. - Mmg pro
r

pmoles 14CO2 fijado " 60__miputops - oles '4CO=

mg proteinas ingubacidn ~ mg.prot. % minuto
Determinaci & e bio a < = upieg
personall:

Materials

- Cloruro de sodin 0.15 M.Conzervar en refrigeracidn.

- Riotina-®*H (Dupont):

De biotina radiactiva de 1 mCi/ml. Tomar S pl vy

‘evaporada en un vial. Adicionar 2 ml de NaCl 0.15 M.

Concentracidny S pl de biotina tritiada / 4.5 ml. de Cloruro

de sodio.
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- Biotina “frta" (Sigma):
Solucidn A:
Dieolver 5 mg de biotina en {00 ml. de Cloruro de sodio
0+454 ©0 50 pg en ! nl. de Clorurc de sodio. Hacer pequefias
alicuotas y econservar ep congelacion,

Solucidn B

Diluir la eoluciodn A 1:100 en Cloruro de sodin. Conservar

en - congelacién pequefras alicuptas.
Solucidn C:

Hacer una dilucidn de la solucidn B 1:100 en cloruro de
20dio €.15 M. Preparar inmediatamente antes de usar y desechar
el sobrante.

- Avidinaz

Solucidn A

Disolver 5.0 mg de avidina en 1.412 pl de Cloruro de
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sodio, para obtener una solucidn de avidina 40 pM. Conservar

en corigelacidn en peguefas alicuotas.

Eolucidn R

Hacer una dilucisén de 13100 de 1a solucion A con Cleruro

de sodio. Conservar en congelacidn en pequeflag alicuotas.
Solucidn Cs

Ditwir la Selucidn B8 1:30 con Cloruroc de sodio,

inmediatamente antes de usar y desechar el sobrante.
- Anticuerpo anti avidina:
Se utilizan anticuerpos antiavidina producidos en conejo.

- Células de Staphilococus auwreus, obtenidas. en forma

comercial como Pansorbin (Hoechst).

toiwlacidn _de avidinal

Antez del ensayo de avidina rpalizar lo siguientes
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1. Preparar avidina solucidn B como se describe antes y hacer

una dilucién 1:30.

2. Proseguir como 1o indica la siguiente tablas

Tubo Biotina-"H NaCl 0.15 M Avidina

1, 2 (Bco) 20 220 .

3, 4 20 202 . R0 1=

%, & 20 200 . i 20,5

7, B 20 198 R Er)

9,10 20 196 : R
‘. it 30

11,12 20 190"

o Me:clar-per{é:tamente Y Tdejéﬁ"fen'i%éﬁqu

températura ambiente.

4. Adicionar 10 pl de anti~avidina. &4110). Mezcle ~por 30 -

minutos a temperatura ambiente.
5. Adicionar 20 pl de Staphilococus aureus. Mezcle por 30

minutos a temperatura amnbiente.

6. Centrifugar y contar el sobrepadante.
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Calculos:

Congiderar al promedio de los tubox 1 y 2 (blancos). como

el 100 % de biotina radiactiva no unida.

Eleqir 1a cantidad de avidina que tenga 20-30Y de biotina

radiactiva no unidad (lo cual equivale a 70 - 80% de biotina

unida)l.
Técnica de Thuy Le:

Para determinar la cantidad de biotina se usa una teécnica
de dilucidn isotdpica que =e basa fundamentalmente en la
competencia entre biotina "“fria" (B} y biotina tritiada (SHB)
por 1a unidn a la avidina. Dado que el complejo
avidina-biotina no tieme um peso molecular muy grande y no se
precipita facilmente es necesario unir a d¢ste el anticuerpo
a—-avidina y posteriormente las ceélulas de Staphilococus
aureus, facilitando asi la separacién de la biotina libre y la

unida por medio de centrifugacidn.
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. Curva estandar:

Tubo Biotina #1 SHB p1 NaCl Q.15 M, Avidina
(pl s0l.C) T : (pl sol.C) -
1, 2 (] 10 . 220 : Q
3, 4 ] 10 200 20 .
5, & s 10 . 195 ) 20
7, 8 10 10 190 200
9, 10 20 10 180 20
11,12 40 10 - 160 20
13,14 &0 10 140 ‘ 20
Después de mezclar la biotina "fria" y la tritiada,

5gitar perfectamente y centrifugar para evitar perder muestra
en el mdhento de .abrir el tubo eppendorf (esto debe hacerse
despuéds de agregar cada uno de los siguientes compuestos),
adicionar la avidina, dejar incubando a temperatura ambiente
durante 30 minutos, agregar los anticuerpos a—-avidina ({0pl a
cada tubo), incubar 30 minutos, adicionar el Staphilococus
aureus (10p]l a cada uno de los tubos) y volver a incubar 30
minutos, centrifugar a 11 »x g por 5 minutos. Tomar una muestra
de 220 pl del sobrenadante mezclarla con 2.5 ml de solucion
Bray vy contar -en el contador para rentellan liguido con las
condiciones siguientes: isotppo radiactiQn: “H,tiempo Vde
conteo para cada vial: 1 minuto cada vial, con el pocentaje de

desviacidn.
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Graficar en papel semilogaritmico colocando en el eje de
las abscisas la cantidad de pg de biotina que tiene cada tubo
Y en el ejede las ordenadas el porcentaje de biotina unida,
de esta forma resulta una curva sigmoidea donde se interpola

" el porcentaje de biotina upida de la muestra para obtener la
car.tidad de biotina ‘en pg. Con esta teécnica se determina

biotina en orina y en plasma.

La cantidad de biotina que contiene cada tubo se i1ndica a

Cantidad de biotina

,1“; 2 . np avidina
54 S : © 0. pg
5; 6 - ; 25 po
.7L9’ g S0 pg ’
__‘,q',"; ST IR e 100 pg S
MO o 200 pg

(IEC AT R S 300 pg
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Cidlculos para estimar la biotina unida:

Coneiderar los tubps | v 2 (no avidina) como el 100% de
biotina libre o no unida. Obtener los porcentajes de los demds
tubos calculandolos por regla de tres en donde el promedio de
CPM de los tubos § vy 2 es el 100% y el promedio de CPM del
siguiente par de tubos es X% de biotina libre, por resta se

obtiene el porcentaje de biotina unida.

CPM (tubos no avidina) - 100 %

CPM (tubos subsecuentes)- X %

X= Porcentaje de biotina no:. -
unida, . : ’

. Biotina unida = 100 % - Porcentaje: de biotina no unida .

Conversidn de pg a ng por ml de biotina:

i N R T -
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Determinacien de biotinidasa.meétodo colyrinenipiiricc o (OIf o 1983) 5
Material:
=~ Buffer de fosfato monobdsico:
Disolver 13,61 g de fosfato mnchdZsadsico  (J.7. Baker) en
100 de agua destilada teniendo ce osta fobforma Lana sollicion con
200 pmoles en 200 ml, ajustar a pH f,GD.".O cor—  hidr&dseido de
potasio. Conservar en refrigeracidn.
- Bplucidn de EDTA:
Dicolver 5.848 q de EDTA en 1004 d=ab de dgue=s dectil ada para
tener wuna tolucidn con 200 pmoles de (A AA B0 i=00 0. Conservar
en refrigeracidn.

- Alb&mina sérica bovinat

Disolver 500 mg de albuomina sérics 8 & bovin a (Bigna) en 100

ml de-aqua destilada.Conservar en. refrigr. 2ricién: .
-~ Splueidn stock de Adcido MN-biotinil-pen aaninchemn=oato (Sigmad:

Disolver 23%.8645 ng de N-biotipl-p-—o-imncobenzcat o (B-PABR)
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en 100ml de agua destilada, teniendo as! una concentracidn de

150 nM en 100 ml.
- Acido tricloroacético (Merck) 30%:

Mezclar IO ml de acido tricloroacetico y aforar. a 100 ml

con agua destilada. Conservar a temperatura ambiente.
- Nitrito de sodio (Sigma) 0,1%:

0.01 g de nitrito de sodio disolver en 10 ml de agua

destilada. Preparar inmediatamente antecs de usar.

'~ M—1- Maftil etilendiamina hidroclorico (HNED) O0.1% :

Disolver 0.05 g de HMNED en 50 ml de agua destilada.:

Conservar en refrigeracidn.
- Sul fonamida {Sigma) 0.5%

Digolvaer 0.25 g de sulforamida en S0 nl de agua

destilada. Conservar en refrigeracion,
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Técnica de Wolf para determingr la actividad de biotinidacas

La téecnica consiste en cuantificar el p-amino benzoato
(PAB) que es liberado de un sustrato artificial, biotinil-para
aminobezoato (B-PAB), al ponerse &ste en contacto con la

biotinidasa del plasma.

ia actividad especifica de 1la biotinidasa se reporta
como: nmoles de PAB liberado por minuto V por ml de plasma o
tambidn nmoles de PABR liberados por minuto y por mg de

proteinas.

Curva estandard:

Fubo 1 PAR B.monobdsico pl EDTA pl BSA pl Agua
1, 2 [} 200 pl 100 100 1600
T, 4 5 200 100 100 1595
S5, & 10 200 100 100 1590
7, B8 15 200 100 100 1885
.10 20 20¢ 100 1060 1580

11512 25 20Q 100 100 1875

13,14 3o 200 100 100 1570

15,16 40 200 100 100 1560

Después de adicionar a cada tubo lo indicado, agregar
200ulrde TCA 30%, mezclar y centrifugar a &000 rpm por 15
minutos con freno bajo. Del sobrenadante tomar 1.5 al. y
mezclar con 0.5 ml de agua destiladaj posteriormente hace} la

reaccidn para desarrollar color.
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Reaccidn para-desarrollar color:

1.— Agregar a cada tubp 200 pl de solucidn de nitrito de

sodio 0.1%. Dejar reposar 3 minutos. .

2.~ Adicionar 200 pl de sulfamida 0.5% y esperar 3

minutos.
3.~ Adicionar 200 pl de HNED O.1% y esperar 10 minutos.
4.=- Leer a Amac.

Procecamiento de las muectras para determinar la )

actividad de biotinidasa en plasma:
Tubo pl. Amortiguador pl EDTA pl BSA pl Sustrato ~/"pl Agua -

1,27 7200 T too {00 300~

3,4 200 100 100 30051200
5,6 200 100 100 L300 e 1200

Daspuds de adicionar 1o indicado en cada tubo, preincubar

con agitaciodn por1S minutos a 37°C y hacer lo siguiente:

‘l#(’O':"""';’ oerid
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Tubo pl plasma
1, 2 Bl anco Q
3, 4 Problema 100
S, & Tiempo cero 100 + 200p) de TCA J0X.

Incubar ton agitacidn 30 minutos a 37 =C.

Adicionar a los blancos y a 1os problemas 200 pl de TCA

30% v sumergirlos en hielo para deterner la reaccién.
Centrifugar a 4000 rpm / 5 minutos con freno bajo.

Tomar 1.5 ml. del sobrenadante y mezclar con 0.5 ml,. de
agua. Hacer la reaccidn para decarrollar color y leer en el

espetrocolorimetro a Ases:

Graficar en papel! milimétrico colocando en el eje de las
absisas nmoles de PAR y en el de las ordenadas la absorbancia
a %46 nm. Trazar la mejor recta respecto a 1los puntos
obtenidos e interpolar las absorbancia de las muestras

problema.
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Calculos para determinar la actividad espectfica de la

biotinidasa en plasmar

nmoles de N-biotinil-p-aminobenzdico de la muestra =
- {nmples de N-biotinil-p-aminobenzdico del problema) - (nmoles
de N-biotinil-p~aminobenz8ico del tiempo cero).

PRA= N-biotinil-p-aminobenzéico

nmoles de PBA de la muestra . 10 - _nmoles_de PBA liberado
X0 minutos de incubacion =~ minuto x ml. de plasma

Qeterminacién de creatinina:

Material:

~ Solucidn stAndar de creatinina (sigma):

Solucidn A:

Disolver 250 mg de ‘creafinina. -en’—-50--ml~ de~ dzido

clorhidrico 0.1 N y aforar  a. 500 mlvriéon‘.‘_aqua destilada.

Conservar en congelacitn.
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"Solucidn Bl

Diluir la solucidtn A 1150 con agua destilada la
concentracidn es de S0 pg/ml. Conservar en congelacidn hasta

SU Us0.

- Hidr&xido de sodio 0.75 N:

Disslver 3.0 g de bhidrovido de sodio en 90 ml de agua
destilada vy aforar a 100 ml con agua. Conservar a temperatura

ambiente.

~ Acido plcrico 0.04 M:
Disolver 0.9164 g de Acido picrico en 90 ml de agua

destilada y aforar a {00ml. Conservar a temperatura ambiente.

Procedimiento para medir creatinina en orinas

La creatinina puede ser determinada en cualquier liquido
bioldgico, pero las muestras gque se emplean mas comunmente son
plasma, suero y orina. 8i se guardan las muestras por periodos

largos deben congelarse.
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La creatinina en orina se determina por medio de la
reaccidn de Jaffe, basada en que después de la adicidn de una
solucidn - alcalina de picrato se produce una substancia de

color ambar cuya composicidn todavia no esth establecida.

Curva staéndar:

Tubo sol. stock creatipnina ml Agqua Concentracisnipg/ml)
1, 2 o m 10.0 0.0
3, 4 0.5 ml ?.5 . 0.5
s, 6 1.0 m 9.0 0.10
7, B 2.0 m . 8.0 0.20
9,10 3.0 m 6.0 0.40
11,12 6.0 ml 4,0 0.60
13,14 B.O ml 2.0 0.80
15,15 10.0 ml Q.0 1.00

Tomar 1.5 ml de cada tubo y mezclar perfectamente con 0.5
ml de hidroxido de sodio y 0.5 ml de acido picrico, dejar en
reposo 20 minutos ¥ posteriormente leer en el
espectrofdtometrs a 520nm. El color  final en la reaccién de

Jaffe es estable dentro de la primera media hora.
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Graficar en papel milimétrico colocando en las abscisas la
concentraci &dn de creatinina ' en las ordenadas las

absorbancias de cada tubo.

Lae muestras de orina se diluyen 11100 o 131200 con agua
destilada, se toma 1.5 ml de la dilucibn hecha y se le agrega
0.5ml de hidrdxido de sodio y 0.5 ml de dcido picricoy se deja
reposar 20 minutos e inmediatamente despuls se lesn a 520 nm.

La lectura obtenida se interpola en la grafica de 1la curva

standar.
Determipacidn _de cinc (Fogte, 1982)

Curva de calibracion:

A partir de una solucidn stock de cinc 50 ppm hacer una
dilucidn 1:50 con agua desionizada para tener una solucién
cuya concentracisn es 1 ppm y a partir de esta hacer las

-dilucipnes para tener como concentracibn fipal 10, 20 30, 40,

&0 y 80 ppb.,
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Condiciones de trabajo:
Flujor 200 mi/minuto

Temparaturabds Egcador 90°C Tiempor 30 segundos.

Temparatura charring: 600=C Tiempo! 30 segundos.

Temperatura de atomizacién: 2100°C Tiempo: 5 segundos.

Procedimiento para guantificar cinc en plasma ¥ orifas

La determinacién de cinc en plasma y orina se realiza
utilizando un espectrémetro de absorci&n  atodmica con

atomizacibn electrotérmica.

La curva estdndar despuds de tener el espectrograma se
grafica en papel milimétrico colocando en las abscisas la

concentracitn de cine y en las ordenadas 105 mm.

Las muestras se diluyen 1:100 o {1200, se inyectan al
espectrédmetro 20 pl y los valores obtenidos se interpolan en

la grafica para obtener ng de cinc/al.
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RESULTADOS

MONTAJE DE LA TECNICA PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD

ESPECIFICA DE LAS CARBDXILASAS

La técnica de Sweetman (Sweetman, 1985) &e& montd,
estableciendo las condiciones Optimas de sonicacidn
(Intensidad y Tiempo) para determinar la actividad de dos

-enximag mitocondriales dependientes de biotina (Propionil CoA
Carboxilasa y Piruvato Carboxilasa)., Todos los ensayos
realizados para este fin se repitierdn cuando menos en 3
ocasiones, presentando agui los resultados obtenidos en forma

resumida o de uno de los mAs representativos.

Para el montaje - de la técnica antes mencionada, la enzima
que =& determind fue la PCC, debido a que e= la mds estable de
las carboxilasas y también con el fin de reducir @1 gasto de

reactivos.

Las condiciones que se experimentardn v los resultados

obtenidos fueron los siguientes:



_____ Intensided__ _____Pulses__._____ Activided_ewecificat

1 2 de S5 seg. cadauno 102,04
1 1 de {0 seg . cads unro 8,569
2 10 pulgny de O,5seg. e/u 116,9
\,
3 2 de 5 seg. cada uno 233.54
3 2 de 10 seg . cada uno 170.68
b 20 pulsos de 0.5 s8g. c/u 279.18
4.5 2 de S seg. cada uno 170.82

t Actividad e=spectfica promedioc (pmoles de CO=

fi jadoe minuto~! mg de protef nas-H

En intensidades de 5, & vy 6.5 la muestra se calentd
demasi ado, por lo que se decidid no hacer la deterninacion de
la actividad de carbotilasas ya que seguramente las enzimas sSe

desnaturalicaron por el calor .

De acuerdo a locs resultados chbtermnidos, lag condiciones que
se considerardn dptinas par-a la sorvicacidn de los linfocitos
fuerdn: Intenszidad 3, dos eeriesde 1O pulesos de 0.5 zeqg. cada
uno, con un descanso intermedio de 40 segundos, durante el

cual la muestra se mantuvo e bafto de hielo.
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RELACION ENTRE LA CANTIDAD DE PROTEINA Y LA VELOCIDAD

EMZIMATICA

Se realizardn enzayos para determinar la relacidn entre la
cantidad de proteina y la velocidad enzimdtica. Al graficar
los resultades =2 obtuvo una linea recta en el intervalo de ¢

a 40 microgramos (Grafica R-1).

g Proteinas Vel ocidad

(pmoles de 19C0. fijads winute=1)7"" o

.00 0,00, 0,000

F.90 0.25,. 0,16
13,000 1.66, 1.86
20.19 - S 310, 331
40,51 S 5.99, 5,35

'RELACTON ENTRE TIEMPO DE INCUBACION Y ACTIVIDAD ENZIMATICA

Se determind la relacidén entre diferentes tiempoz de’
incubaci®n (30, &0 v 90 ninutos) a 30° € v la actividad-
enzimndtica, obteniéndose una recta con pendiente positiva

(Grafica R-2),



VELCCIDAD ENZIMATICA DE 1A PCC

( proles de M0, fijado minuto™ )

10 20 30 40 50
PROTEINAS  { g )

Grifica R-1. Efecto de la cantidad de protefnas en la
velocidad enzimitica de la Propionil oA Carbowdilasa.

€8



ACTIVIDAD ENZIMATICA DE IA PCC

7,
15000 1
£ .
B
'ﬂ ®
> 10000 4
[H]
8
-
3 5000 4
g
g
30 60 90

TIEMPO DE INCUBACION (minutos)

Créfica R-2. Efecto del tiempo de incubacién a 30°C
schre la -actividad enzimdtica de la Propionil CoA
Carbaxilasa.

4:



Tieapo de incubacidn Actividad enzimidtica Media
(minutﬁs) {(pmoles de 14CDx fijado mg prot—t)
- () S571.12, 4455.76, 5426.17 5151.0
Y . 13329.79, 10R03.31 11766.55
' fvo : 15843, 24, 13696.65, 13145.06 14128,3F7 -

COEFICIENTE DE VARIACIOM

sEllscteficiente; de. variacidn intra’ e’sinterensayo. fue

©determina Siderando " las”activ sepecificas sn.

‘imsla: donador obteniéndose siguientes.

Acﬁi‘;.'idéq é;pélﬁ_i&i‘és .

Jes 'de 14C0: fijade ‘minutb';_‘mi; pro

©150.81, '160.24, 157.67, 158.29, 147,43
165.82, 171.92, 174.61, 147.85, 1B6.96°
170,17, 161.04, 1B3.27, 172.44, 161.14
“127.36, 127.835, 117.62, 124.60, 128.14
158,05, 15¢.48, 164.51, 14b.11, 140.63
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chlan o . Media - Degwvi acidn Coeficiente de
LR B estandar variacidn
A 155.4692 6,629 4.25%
o £ 149,638 14,250 8.39%
. T 169,737 ®.234 5.44%
L 125,118 4.417 3.53%
TG 151.959 | 2.479 6. 23%

Tomando en cuenta los datos anterioreé el coeficiente de’

variacitn intraensayo, es en promedio S.61%.

Dian o Media Deswviacidn : 'Eoefi‘ciep‘t-e de
: R : estandar Looivariacion

156,429 55 185740+

: 'k'Elz, c'ne_ficikent_e,'ipterensayn es 12.138%
INDICE DE ACTIVACION
El indice de activacién (relacién de 1la actividad

pspecifica de las carboxilasas de los linfocitos incubados con

. pbiotina y los incubados sin esta vitamina), proporciona una



87

.1dea de la capacidad de las enzimas para aumentar su actividad

en presencia de biotina.

Para determinar la concentracién de biotina del medio que
active csignificativamente a las carboxilasas, se realizaren
ensayps con muestras de una persona clipnicamente sapa vy  un
pactiente ron desnutricidn severa, se estudid la relacién entre
1a concentracién de biotina en el aedio de incubacidn de loc

linfocitos, y 1a actividad especlfica.

Las concentraciones de biotina en el MEM fueron; 0, 10,

20 v S0 nM, los resultados obtenidos son los siguientes:

Donador sann (Brafica R=3)%

,Activldadi espec!ﬂ:a PCC
jado mlnuto"mg prot— ).

Concentra:ibn der. bint:na
. (nrl) g




1

ACTIVIDAD ESPECIFICA IE LA PCC

( proles de 00, fijado minueTt

mg prot.

250

200

100

50

10 20 30 40 50
CONCENTRACION  DE BIOTINA (nM)

Gréfica R-3, Efecto de la concentracién de biotina
sobre la actividad especifica de la Propionil Coh
Carboxilasa.

Donador clinicamente sano (e)
Paciente desnutrido (o)

88



89"

Paciente desnutrido (Grafica R-3):

" Contentracisn de biotina  Actividad especifica PCC
Jnﬂ? x “(pmples de 34CDxz fi jado minuto—*mg prot=1)

81.89
77.88
80.18
111.14

Mo “ohtuvimos'la- concentracidn de biotina que aumentard

ﬁifi:gfiquénfe la actividad de la PCC del desnutrido. En

este;ftipc de pacientes la mayoria de sus enzimas e encuentian
como? apocarboxilasas y necesitan de biotina para ser activas,
las. concentraciones requeridas son mayores a las que
probamos. Seria conveniente repetir este encayo utilizando
concentraciones mayores, este no fue posible para nosotros por
la falta de un paciente con las caracteristicas deseadas

{desnutricidn con deficiencia de biotina).

En este experimento pudimos observar que en el donador
sanon, concentraciones altas de biotina provocan gque la
actividad especi fica de la Propionil CoA Carboxilasa
disminuya, esto pos: sugiere que de alguna forma al encontrarse
esta enzima en altas concentraciones de biotina su actividad
se inhibe. Nosotros esperabamps que al no tener deficiencia de
biotina el donador sano, la actividad de sus carboxilasas

permaneciera en el nivel basal aun en presencia de altas
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concentraciones de esta vitaminma, ya que sus  enzimas  se
encuentran como holocarboxilasas vy por  tanto no requieren de

" un eofactor para ser activas 6 aumentar su actividad.

Debido a lo anterior se decidibdutilizar la concentracion
de biotina que reporta Suormala, Bornjour y colaboradores,
quienes desarrollardn un método para di ferenciar deficienciag
aisladas de carboxilasas (PCC, PC & m™MCO) y evaluar la
respuesta de estas enzimas a diferentes concentraciones de
biotina en linfocitos v fibrobl astos. La concentracidn con la
cual ubtuvi'erdn una mayeor estimulacidn fue 10-9M (Suormala,

1985) .
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ESTURTIAS EM SUJETOS CLINICAMENTE SANOS
i
-Can el fin de tener valores narmales con los cuales poder
tonparar a los pacientes estudiados, se obtuvo muestra de
sangre vy de orina de ¥ personas clinicamenie ssnes « 4 muieres
Y 5 hombres), cuyas edades estaban entre 16 y 3B afos, asi
conp 19 muestras de donadores dei Banco de sangre del
Institute Nacional de Pediatria. Lkos resultados obtenidos se
muestran en la siguiente tabla y las unidades correspondientes

son

Biotina en plasma: ng de biotina mi-—%

Bintina en orina: ng de biotina mg creatinina =t

PLC v FC: pmoles de £4C0a 3 jado minuto—-t* mg de protetna—?
Cinc en plasma vy orina: ng de cinc ml-*

RBioti nidasa: nmol es de PABA liberado minuto -t m)'plasna‘*

Loy resul tados se presentan utilizando pruebas de
estadlstica no paramétrica, principalmente porcentilas (Paa,
P> ¢ P>w) gue indican que en Bl grupo estudiado el 25, 50 &

752 de 1os individuos va a tener epse valor O menos.

t.a prueba de la probabilidad exacta de Fisher determina si
la diferentia entre los grupos que co comparan [=F]

significativa (p £ 0.0%) (Siegel, 1986).



D!STRIBUCIDM PORCENTUAL DE DONADORES NORMALES

[ Pam e Pee . Pom : n

7.0 e
Biotina en-orina fliblt.{tz 74>94-2-‘-“; o "
pce .1(?5'_. oo 300.55 °

. .33.30 6

1.A de PCC

Cinc ®on pi1 agma

Y

!:i'nr: en orina

‘Biotinidasa
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ESTUDRIO DE  PACIENTES CON MAMIFESTACIONES CLINICAS -

SUBESTIVAS DE DEFICIENCIA DE BIDTINA (GRUPO A)

Este grupo estaba integrado por pacientes con alimentacidn
parenteral total (APT) en el momento en que se inicid el
estudio, se les tomd muestra de sangre y orina, por presentar
mani festaciones de deficiencia de biotina y cuatro meses
despuéds de que tenian un aporte de esta vitamina en sﬁ dieta ¢
en la solucidn parenteral, los resultados obtenidos se

muestran en la siguiente tabla:
P = Pacientes

M = HNormales
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" "ANTES DE LA ADMINISTRACION DE BIOTINA

Pas Pao Prs n

Biotina en plasma P - - 0.23 0.5 0.98 5

LEieT 7,400 g

Biotina qn‘oriné;
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DESPUES DE ADMINISTRAR RIDTINA

PHB

Biotina en plasma P

Biotina en orina. -
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Andlisis estadistico:

Para este analisis se compararon los valorss de donadores
sanos  (normales) cop los de pacientes antes de que recibieran
biotina, con el +fin de averiguar el estado de los pardmetros
evaluades cuando los pacientes ingresardn al estudic. Al
realizar 1la comparacion con loz pacientes cuando recibierdn

la vitamina nos permiti¢ conocer su recuperacidn,

En la prueba de probabilidad exacta de fisher se tomd como
punto de corte la Pas del primer valor gque se menciona en la

comparacian,

Riotina en plasma:

Valores comparados p estimada por la Significancia
prueba de probabilidad estadlstica -
exacta de Fisher

Normales y pacientes
antes de administrar
biotina. .01 Significative

Pacientes antes vy
despuds de administrar : : .
biotina. 0.62 . No significativo ..

Mormales y pacientes .
despuds de administrar L e '
biotina. 0.54 Mo gignificative .

En el grupo A, cuando los pacientes ingresaron ‘al estudio '

presentaban sintomas de deficiencia de biotina, 1z
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concentracion de esta vitamina en plasma se encontraba
disminulida significativamente en relacitn a los normales.
Después de la administracion de biotina su nivel aen plasma
aunentd hasta nhormalizarce aunQue aparentemente en forma no

significativa, este resultado estadistico se debe a gue la

cantidad de datos es regucida.

Biotina en orina:

‘‘Yalores comparados p estimada por la Signi firancia
T prucha de probabilidad estadtstica
exacta de Fisher

MNormales y pacientes
antes de administrar -
bivti na. 0.01 Significativa

Pacientes antes y B
después de administrar Sy TREEL et U TR T
biotina. 0,62 il U MNogigni ficativa’
Hrmal es y pacientes
despiis de administrar R
hiots ria. 0. 54

Mo significativa

La cantidad de biotina en orina antes vy ﬁespués de la
administracion de esta vitamina fue significativamente menor a
los niveles normales, posteriormente con la administracidon de
biotina se normalizd su excresion. La diferencia entre 1a
rantidad antes y despuéds del suministro de la vitamina

estadisticamente no es significativa.



- 98

Propionil CoA Carboxilasa:

Valores comparados p estimada por la Significancia
prueba de probabilidad estadistica
exacta de Fisher

Normales y pacientes
antes de administrar
biotina. 0,01 -Blgnificativa

Pacientes antes y
despuds de administrar o B
biotina. 0.42 2 ‘No significativa

Normales y pacientes
después de administrar T
~--bigkina. Q204 gSigoificativa_____

La actividad especifica de la Propionil CoA Carboxilasa de
los pacientes cuando no recibierdn biotina fud menor gue lcé
normales, esta diferencia fue estadisticamente significativa,
con !a administracidn de biotina 1legd a normalizarce. Al
comparar la actividad de PCC antes y despuéds del suministro de
la vitamina existid un auvmento, pero no e significativo,.
seqin 1la prueba de probabilidad exacta de Fisher, sin embargo

si observames los resultados, dicho aumento supera al 100%.



Cinc en plasmaz

Valoree comparados p estimada por la Significancia
prueba de probabilidad estadistica
exacta de Fisher .

~Normales y pacientes
antes de administrar

biotina. 0.05 No significativa -

Pacientes antes y
despuds de administrar

biotina. . . 0.62 o -No significativail

Mormales y pacientes
despuds de administrar
biotina.

No significativa’ :

después de la administracién de'biotin‘a.'

Cinc en orina:

Valores comparados p estimada por la SBignificancia
prueba de probabilidad estadistica
ey acta de Fisher

Normales y pacientes
antee de administrar
biotina. 0,02 Significativa

Pacientes antes y
despuds de administrar . :
biotina. 0.62 . No significativa

Normales y pacientes
despuds de administrar

biotina. 0.54 No_sianificativa

99
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Cusando lnos pacientes ingressrdn al estudie sin  haber
- recibido biotina por un_tiempn prolongado,la concentracidn de
cinc en: prina fue  mavor a la de normales en forma
signi“;ati;/a. Con la administracion de esta vitamipa aumentd
su  excresibn v llega a niveles superiores a los normales pero

no en forma significativa,

EFECTOS DE LA SUSPEMSION TEMPORAL. DE BIQTINA Y DE LA

REANUDACIOM DE SU ADMIMISTRACION (GRUFO B)

DISTRIBUCIOM PORCEMTUAL DE BIDTINA EN PLASMA DURANTE EL

ESTUDIO

Pzao Pao Pra~ - ﬂ:‘»

Ingreso-al estudio
_Ultimo dia sin biotlx
Fin del estudiors

Mormales:




% En promedio transcurrierdn 33 dias entre el ingreso al
estudio y e1 Ultimo dfa sin la administracidn de biotina con

‘un. .intervalo de 17 S 40 dias.

¥¥ En promedio transcurrierdn 42 dias entre el inicio de la
‘administracién de biotina y el final del estudio con un

intervalo de 7 a 95 dlas.
Andlisie estadistico:

‘Se utilizd la prusba de probabilidad exacta de Fisher
tomando como punto de corte la Pas del primer valor que se
menciona &n los valores comparados. Los datos i1ncluldos en
esta prueba fuerén: NMNormales v pacientes cuando ingresardn al
estudio, 'con el fin de <Beterminar el estado en que ingresan

los pacientes.

Entre los mismos pacientes, cuando ingresardn vy el U4ltimo
dia sin biotina, esto nos permitid conocer l1a evolucidn de los

pardmetros estudiados en ausencia de esta vitamina.

timo dia sin biotina v el fin del estudio, para saber =i
los pardmetros evaluados se recuperan con la administracidn de-

biotina.
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Mormales vy fin del estudio, con esta informacion pudimos

determinar i los pacientes llegardn a normalizarse al final

del estudio con la admipistracion de la vitamina.

Yalores comparades p estimada por la Significancia
prueba de probabilidad estadistica
exatta de Fisher

Mormales y pacientes
cuando ingresardn al <.
signiticativa

estudio. 0,80 No

Ingresn y fGltimo dia

sin biotina. Q.57 No significativa
Ultimo dia =in biotina :

vy fin del estudio. Q.87 . No significativa
Normales y fin del e i

astudio - Q.50 .0 No significativa

Cuando  ingresardn los pacientes, la concentracidn de
bintina ,eh plasma se encontraba normal y no tuvo cambios

“significatives en el transcurso del estudio.
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DISTRIBUCION PORCENTUAL DE LA PROPIONIL CDA CAREBOXILASA

(PCC) DURANTE EL ESTUDID

Pan Pan Pon n

Ingreso al estudio B4.07 100,054 260,94 4q

Ultimo dfa sin biot.x 28.94  76.88 - &

Fin dol estudio¥¥ . 115:67 - “1e6.14 18316 4.

Mormales a 195,00 T222.50. ‘3om.55 el

Andlisis estadistico:

Significancia.
taqtgticajf

Valores comparados p estimada por 1a- .7
prueba de probabilidad
exacta de Fisherl,'

Mormales v pacientes
cuando ingresardn al
estudio.

‘ éfgn;%icétiya

Ingreso y altimo dia Sl
sin biotina. significativa:
Ultimo dia =in biotina e :
v fin del estudio. 0,50 ¢ 0 Mo =ignificativa

Mormales y fin del : ¥
astudio. . 0.Q2 - - Significativa

Cuands ingresardn los pacientes al estudio,la actividad-
Esbecifica de la PCC se encontraba muy cercana & la normal, en

ausencia de biotina disminuyd notablemente y posteriormente



104

aumentd sus valores cuando se les suministrd 1a vitamina,
estas diferencias, aunque son grandes, no son significativas
estadisticamente, =in embargo el resultado de la prueba ne
paramétrica utilisada puede deberce a que los datos egztudiadops
s0n pocos. Al finalizar el estudio, la actividad especirica ae

los pacientes fue menus yeeo sa nourmal 2o forma 81gR1+icativa,

esto nos indicd que los pacientes no se normalizaron con la

administracidn de la witamina,

DISTRIBPUCION PORCENTUAL DE LA PIRUVATO CARBOXILASA (PO)

SEGUN EL ESTADO DE SALUD Y L&A ADMINISTRACION DE BIGTINA

Paa - Fao P."", n

Ingresp al estudio

Normales'
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Andlisis exiadistico:

Valores comparados p estimada por la Significancia
prueba de probabilidad estadistica
exacta de Fisher

Normales y pacientes
cuando ingrecarén al o R L
ectudio, .35 | No signi ficativa

Ingreso y altimo dia N
sin biotina, . Q34T

Mo significatival

Wltimp dia sin bisotina:
¢ fin del estudio, -

thormales ¢ fin del . oo
estudivo, k

signifieativa b

£e)

A -ingressr los pacientes 1o actividad especifica de la FO
o encuentra muy cercana a los valores normales, n ausencie
de  biotins }i zctividad disminuyd y posteriormente aumontd con
la administracién dn  Ja vitamina, poro no 1legd a recuperar
2US valores  iniciales. Todas las  diferencias no 50N

significativas,

La evolucion de 13 actividad especifica de la Propionil-
CoA Carboxilasa y la Piruvato Carboxilasa durante el tiempo en
gque se estudid a cade uno de estos pacientes (APT-6, APT-7,
AFT=B y APT-9), &e puede observar claramente en las graficas:
R-4, R-5, R-&6 y R-7, dopnde en general la actividad especifica

de la PCC vy la PC disminuye en el periodo en que el pacienioe
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Gréfica R-4 . Evolucién de la actividad especffica de la Propionil Coh
Carboxilasa (e) y la Piruvato Carboxilasa (o) en cl estudio del paciente

API-6,
Administracién de biotina (w)

PIRUVATO CARBOXILASA

( mroles de o0, fijado

)

-1

g prot:

-1

minut.

s01



)

-1

PROPIONIL Coh CARBOXTTASA
-1
.~ mg prot.

( moles de 00, fijado mimt

100

75 4

25

1 // L 2.5

7 14 21 . 28

TIEMPGC (dias)
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el estudio del paciente APT-7.
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no‘recibe biotina v sumenta cuando se les suministra esta

yitamiﬁa,rsin llegar a normalizarce.

DISTRIBUCION PORCEMTUAL DEL IMNDICE ACTIVACION DE LA

. " .
PROFIONIL COA CARBOXILASA (I.A PCC) DURANTE EL ESTUDIOD

Pas Paa P7s ’ n

‘,'Ingresnrél‘egtudip‘—

‘Anéiiéié'EStaﬁiétié

Valores. comparados. p estimada-per la’ - “Significancia
prueba de probabilidad- ‘estadistica
exacta de Fisher: # :

Hormales y pacientes
cuande ingresarédn al . : A I LA
estudio. - T 0486070 B No o significativall

Ingreso y dltimo dta

sin biotina. f_:quéignifqutiv

Ultimo dia sin biutina
y. fin de] e=tudxo.

0.0 '~5Nbfsigpificafiva:v
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Mprmales v fin del
estudio. 0.46 Mo significativa

El indice de activscidn de 1a PCC fue normsl cuando los
pacientes ingresardn, aumentd cuando no se les  administro
biotina y se normalizd cuando recibierdn esta witamina. En
todas las comparaciones de valores la diferencia no es

“significativa.

DISTRIBUCIOH FORCENTUAL DEL INDICE DE ACTIVACIOM DE LA

PIRUVATD CAREOXILASA (1.A FC) DURANTE EL ESTUDIO

Pzs Pue Fas n

Ingrese al estudio n.9o9 1.04 1.77 - 3

JNltimo dia sin biot.x
Fin:del estudiet¥ ... .. 150}

Mormal es
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Andlisis estadistico:

Valores comparados p estimada por la Signi ficancia
prueba de probabilidad estadistica
exacta de Fisher

Normales y pacientes
cuando ingresardn al
estudio. 0.23 No significativa

Ingreso y Gltimo dia
sin biotina. Q.14 No zignificativa

Ultimo dia ein biotina
¥ fin del estudio. 0.21 Mo =ignificativa

Hormales y fin del
estudio. 0. 146 No significativa

El comportamiento del iIndice de activacién de la PC fue
~diferente al de PCC. Al ingresar los pacientes, el Indice de
activacidn +fue normal, diszminuyd cuando no recibierdn biotina
Yy posteriormente aumeptd hasta npormalizarce cuwando se le:z

administrd esta vitamina.
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DIST#IQUC&ON PORCEMTUAL DE LA CONCENTRACION DE CINC EM

PLASMA DURANTE EL ESTUDIO

Pam Poo P>s n

' J
Ingreso al estudic 0. 55

Ultimo dia-sin biot, % 20:0

Fin del estudjofy " |

Mormales

Anslisis estadistico

Significancia .

Valores comparados p estimada. por 1a gni :
EE‘:_EC!{StiI‘:ai Tl

prueba‘ de probabilidad
exacta de Fisher =

Mormales y pacientes
cuando ingresaron al
.estudio, Q.50

Mo significativa -

Ingreso y &ltimo dia

sin biotina., - T significativa

tMtimo dia =in biotina
¥ fin del.estudio.

Mormales y fin del "
ecstudio.
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:‘Estu, oligoélemento Be aﬁmlnlq’trd en la solucién parentors}
y ‘su concentracidn en plasma se mantuvo normal durante el

estudio.

DISTRIBUCION PORCEMTUAL. DE LA ACTIVIDAD DE BIQTINIDASA
CUANDD LDS PACIENTES PRESEMTABAN ACTIVIDAD MAXIMA Y MIMIMA DE

SUS CARBOXILASAS

Pas Pes Fre n
Actividad mduima - . 4.0% : -‘;4;.9? 3 .
Actividad minima | 5.50 375 572;5 3
Normal as 5.50 ‘ "2n 9‘m 19
Anéﬂsi§ estadtstico:
Valores comparados p estimada por la 7 Signifi:an:{a

prueba de probabilidad estadlistica
exacta de Fisher- SRR -

Normales y pacientes

cuando la actividad 0.20 No significativa
de sus carboxilacsas

fue maxima.

Normales vy pacientes! 0.50 Mo significativa
cuando la actividad S
de sus carboxilasas

fue_mninima,
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La actividad de biotinidasa en los dos momentos en que se
cuantificd (mdxima y minima actividad de las carboxilasas}, no

varid significativamente en relacidn a los normalaes.



DISCUSICN Y CONCLUSIONES
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DISCUSION ¥ CONCLUSIONES

En los S pacientes del grupo A, que estaban ya con
APT  cuando se iniciéd el esgtudio,(todos presentaban
presentaban mani festaciones sugestivas de deficiencia de
biotina),los paramdtros dependientes de - esta vitamina

resultardn anormales:

ia concentracidén de esta witamina en plasma y orina
diemipuyd wun 86,7 v 82.5% respectivamente en relacidn a
loe normales. Esto fue consecuencia de la ausencia de
biotina en la alimentacion pareniseral que recibieron por

tiempc prolongado.

Como resultado de la deficiencia de biotina en aestos
pocientes, la actividad de la Fropionil CoA Carboxilasa

di=minuyd un 95,48 con recpecto x los normales,

El cinc en plasma y orina no presentod diferencias
significativas con respecto a los normales, por 1o que se
puedea tener plena seguridad en que  los sintomas
observados en los pacicntes son debidos a la deficiencia

de biotina.
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En emte qrupo existid una dlmln!aminu:!dn.ﬁrutﬂ:a de
1os pardmetros dependientes  de bictinsntiny por Ao que en
estos cuatro paclentes =e pudiertn pEh ohserir  =stntomas de
deficiencia de biotina como sony alopallopech) ot eormatitie 3
deprosidn. Esto no ocurrid con el oo Nrogp o=« pacientes
(ver mis adelante), vya que no w o pniti €3 que sus
parametros disminuyeran al nivel qu moe pirslie—ae—a ohservar

el cuatro c1inico de deficiencia de bjotdoiioting,

Con 1 a administracien de biotin, #na, licozaacentraci dn
de esta vi tamina on plasma y orim 3 8 porzsmalizd. La
Fropioni} CoA Carboxilasa aumentd g asw Xthida—ec3, guedando
eolo 54.93% por debajo de 1a Fse de Jos20105 noral ee==s y 8l que
no !legara & normalizarse se debldpan my prob—-=ablanente &
gue la dosic de biotina adminictradanoor Noesl: exSptina ¥y su

recuperacidm s mds 1enta.

En lo= pacientes del qQrupo B, gp QW e ecstudiardnmn
desde su imicio de 1a alimentacidn predw@raton] 2= otal (APT-—
6, APT-7, APT-8 y APT-9), 10Ds parisir Vetro dter=—minados ce

comportardn de la siguiente formas
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fa biotina en plasma se mantuvo dentro de 1los
valores normalesy no existierdn diferencias
significativas al ingreso, el Oltimo dfa €in biotina y al
finalizar el estudio, Este nos indica, como ya se ha
reportado por otros 3autores, gue la medicidn de muchas
vitaminas en plasma, entre las que se inpcluye 1a
biotina, no oz confiable (Wnhitehead, 1985), ya que la
toncentracion se altera por el contenido de proteinas

plasmdticas y el volumen sanguineo del paciente.

Por otro lado, el comportamiento de la Propionil CoA
Carbotilasa fus diferente al de 1la biotina. Al ingresar
los  paczientes, la actividad especifica de la Propionil
CoA Carborilasa se encontraba un 13.18% por debajo de la
P,s de los controles (300.55 ﬁmoles de !4C0> fijado
minut, —? mg prot.-*), Al no administrarles biotina
durante un perlodo de 33 dias en promedio, la actividad
especlfica de esta carboxilasa disminuyd en un 70.54% del
valor ipicial y s6lo en uno de estoe pacientes {(APT-6) se
preeentaroén sintomas como1 alopecia, dermatitis
periorificial vy depresion, caucados por la deficiencia de

biotina.
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Posteriqrmente,- con la administracidn de biotina, la
actividad especificé de esta carhboxilasa aumentd
paulativamente Yy en 42 dias en promedio, 1llegd a
recuperanse hasta un 67.89% con respecto a sus valores al
ingresar y, en el casp de APT-&, los sintomas de

deficiencia que tenla desaparecierdn.

tta actividad especifica de la Piruvato Carboxilaesa

también dieminuyd un  19.13% econ reespecto al- valor

inicial en el periodoc en el que los pacientes:- ndrju

recibierdn biotina vy se fue recuperande . con

administracién de esta vitamina, pero .no: alc;niaféh

tampoco  los  valores normales cuando se fina}}*dA,

estudio de estos pacientes.

El hecho de que los pacientes no “tuvieran valores
normales de 1la actividad de sus carboxilasas cuando
ingresaron a este ectudio, se debid principalmente a que
cuando 1llegaron al Hospital, habtan - tenido una serie de
tratamientos vy padecimientos anteriores que provocaron su
desnutricion vy/4 pérdidas de biotina, ambas situaciones
provocarsdn una dieminucidn en la actividad de 1las

carboxilasas dependientes de esta vitamina, sin embargo
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al  comparar sus actividades especificas con las de los

normales no existierdn diferancias significativas.

~La dependencia de biotina por carboxilasas es muy
clara al anpalizar 1las grificas de avolucidn de la
actividad especifica de 1a Propionil CoA Carboxilagza y la
Piruvato Carboxilasa con respecto al tiempo durante gl
cual se estudio a cada pacianté (Graf.R-4, Graf.R-5,
Graf.R-6 y Graf.R-7), vya que en el periodo en que no se
administra bioéina al paciente, la actividad disminuyd y

posteriormente aumentd al proporcionarles esta vitamina.

En ambas carboxilasae no se recuperd su actividad
hasta un valor normal debido prubablemenée a que la dosis
de biotina y =1 tiempo de administracieén no son los
aptimos para normalizar 1la actividad de estas anzimas en
tiempos menores a 42 dlas. For lo anterior se propone la
realizacion de un estudio complementarioc a dste, el cual
tendria entre sue objetivos el determinar la cantidad
minima de biotina necesaria para que no &se afecten los
pardmetrocz bioquimicos dependigntes de esta vitamina y en
caso de pacientes con deficiencia, la dosis para }lograr

su recuperacidn en el menor tiempo posible.



El indice de activacidn 5@ tomportd de manera
di ferente en‘ ambas carboxilasas. En 1la Propionil Cof
Carboxilasa, aumentd hasta un 86.62% al no administrar.
biotina y disminuyd con la administracion de esta

vitamina.

El aumento en el indice de activacidn se atribuye a
que al no proporcionar biotina al paciente, gran parte de
sus carboxilasas se encuentran como apocarbouiilasas, pbr
1o que no presentan actividad y 1a gue se determina en
el laboratorio es baja debido a qu& =olo algunas de
estas  encimas aln conservan su cofacter. En &l indice de
activacidn se pretende proporcionar a las apoenzimas
grandes cantidades de biotina para estimular su actividad
con el +fin de relacionar, mediante un cociente, la
actividad estimulada con la basal, esto permite tener una
idea de la avide: de las enzimas por la biotina, yva que
conforme aumenta suw  actividad cuando se  incuban los
linfocitos en un medio rico en esta vitamina, el cociente
de la actividad cspecifica con biotina entre la de sin
biotina, también aumenta vy dicmuye conforme @1 organismo
tengan mayor cantidad de esta vitamipa disponible para.

las enzimas.
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En una persona sana se esperarta que o lnsntmdice de
estimul acidn fuera 1.0, ya que al tener tinmamtidades
normales de biotina en el organi smo tWa:sbas las
carboxilazas & la mayorfa se encuentram actiue 2as= y no
requieren de mds biotina, por 1o que &1 alo oo de su
actividad serla muy poco & nulo al incubar lolin-n.rafocitos

en un medio rico en esta vitamina.

S5in embargo exicste algo de incertidubre @ @n la
interpretacidn del indice de activacidn dehidba & = que en
normales, dste puede ser igual a 1.0 como se @kjer-1er—a, pero
en muchos casos su valor también puede ser moory » , estoes
consecuencia de que la actividad de 1la Propion noil CoA -
Carboxilasa disminuye cuando se incuban 1os linslec socitos en

un medio con biotina (grafica R=-3).

"E1  indice de acﬁvacidn.de 1a Pirwoeato lirbdyBoiilaza
e 'comporté de forma contraria al de 1a Frplonnooani! Cod
Carboxilasa. El !indice disminuyd a un 55,3 deshdeel valor
inicial cuando no se les  administrd®  bldin s a los
pacientes, sugiriendo que sus apocarbnili=sa-sas al
encontrase en un medio rico en biotina, estames westinla
su actividad por alguna circunstancia dewncom<ocida &

ejerza un efecto negativo por estar en excess,
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El {indice de activaci®n de 1la Piruvato Carboxilacsa
en varios donaderss sanos no fug menor a §  comp ce
ecperaba, esto s2 puede atribuir al desconocimiento de la
forma en que se comporta 1a Piruvato Carboxilasa en
diferente conceptraciones de biotina, ya que cono Se
menciond antes, existe 1la posibilidad de que 1a
concentracion utilizada de alguna forma {nhiba en luger

de activar a la enzima,

Las variaciones en actividad de las carboxilasas de
los controles, -es debida a 1la variabil:’\dad que existe
entre loz individuoe yno ala méfadolngié, ya Que e}“
coeficiente de variacion inter e intraEnEa\;'o es ler.\4y
pequeNo  (12.17% y  £.461% res=pectivamente), por lo que'la

técnica utilizada es confiable

El cinc, comp se esperaba, no sufrid cambios
significativos. Se les administré continuamente este-
metal a los pacientes, manteniéndolos dentro de valores
normales durante el estudio, esta fue una variable que
era importante controlar va que la deficiencia de este
metal presenta un cuadro  clinico muy parecido al de

deficiencia biotina.



124

La biotinidasa, enzima que libera a 1z biotina del
complejo biotina-lisina llamado biocitina, =e encuentra
dentro de los wvalores normales y no presenta diferencias
cignificativas en su actividad, en la masima y minima
actividad de las carboxilasas durante el #studio de los

pacientes. Lo anterior nos permite sicomer que la

actividad de esta genrima no es consecuenci = oel ghatug de ’

biotina en el organi=smo S

Por todo 1o antes expuesto pedemos czrzluir que el
estudio realizado con pacientes. con alimentacion
parenteral total nos permitid contribuir s. :-onocimiento
del comportamiento que tienen pardmetro z2zcendientes de
Biotina, cuando se mantiene al paciente z.- y con 1a

administracidn de esta vitamina en su dieta ::r-enteral.

De los parimetros bioquimicos est.z.zzo: el que

refleia en formz mas confiable el statug ds :;7ottnia'é'h el =

organiemo humano, ®s la actividad especif.:: y el  Indice: i

de activacién de la Propionil CoA Carboxilasa.
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