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RESUMEN

La biotina pertencce al grupo de vitaminas hidrosolubles dc! complejo B. En mamiferos y aves es
de cuatro enzimas involucradas en la fijacién de diéxido de carbono con requerimientos de
adcenosin trifosfato. Tres de dichas enzimas son mitocondriales: Propionil CoA carboxilasa (PCC),
B-Metilcrotonit CoA carboxilasa (MCC) y Piruvato carboxilasa (PC). La cuarta enzima es
citos6lica: Acetil CoA carboxilasa (ACC).
Los desérdenes hereditarios en ¢l metabolismo de la biotina producen ¢l sindrome conocido como
Deficiencin Multiple de Carboxitagas (DMC), ¢l que se caracteriza por presentar una baja
actividad de las enzimas para las cuales la biotina es cofactor. La DMC incluye dos formas, una de
cllas debida a la deficiencia de la holocarboxilasa sintetasa (HS) (enzima que une a la biotina a la
boxilasa) y Ia otra da por la deficiencia de biotinidasa, enzima encargada del reciclajc
dc la biotina endégena (degradacion de la holocarboxilasa), asi como del aprovechamiento de la
biotina proveniente de la dicta.
Muchos de los efectos de mayor importancia producldos por deficiencia de biotina o por
al i en su baoli se localizan en ¢l sistema nervioso central (SNC). Esto ha sido
reconocide desde hace varios aflos tanto cn animales como en humanos. Los sintomas varian entre
los pacicntes, sin embargo, la hipotonia, irritabilidad y las convulsioncs se presentan
frecuentemente.
A pesar de conocer las severas consccuencias neuroldgicas de In DMC, se snbc muy poco sobre el
metabolismo de la biotina en ¢l SNC, por lo que id cl
estado funcional de esta vitamina en dlcho sistema. Sc midieron las actividades dc las carboxilasas
mitocondriales asi como la concentracién de biotina libre cn ¢l encéfalo de ratas cepa Wistar y en
nueve regiones del mismo (amigdalas, tilamo, corteza frontal, hipotitamo, hipocampo, corteza
posterior, corteza occipital y temporal, cercbelo y tallo encefilico). Dichos animales sc
mantuvicron alimentados ad libitum y con periodos de Iuz-oscuridad 12x12hrs.
En ¢l encéfalo se diferenci bles entre las actividades de las tres carboxilasas
i driales. Dichas actividad dan con alg reportadas en la literatura (46). La PC
por ser la enzima anaplerdtica predominante en ¢l SNC (12) 1 6 las mayores actividades. La
PCCp 6 actividad y estadisti diferentes a las de la PC (p<0.001), sin
cmbargo mis altas a las esperadas y a las reportadas en al li (46). Mi que la MCC
ividades dicz veces alasdela PCC.
Cada una de las tres enzimas present6 diferencias en algunas de las regiones encefalicas en donde
fucron modidas. Se observé que tanto la PC como la PCC prescataron un patedn de
comportamicnto similar, en donde ¢l cerebelo para las tees enzimas, fuc la region de todo el
encéfalo que tuvo las mayores actividades mieatras que para la MCC no hubo difercncias.
La distribucion de las acioncs de biotina libre en ¢l encéfalo no fucron uniformes variaron

de una regién a otra siendo las igdalas y el cercbelo las regi que p on las mayores
de esta vil j que ¢l tatlo encefalico, ¢} tatamo y el hipocampo, fueron
los érganos que tuvicron las i No se cstablecio correlacion entre las

concentraciones de biotina libre y las actividades de las carboxilasas ya que las pnmcm pueden
variar dependiendo de 1a actividad de Ia biotinidasa y de la cantidad de biotina it

El presente constituye el inicio de un trabajo, los resultados nos sugieren realizar estudios en donde
sc mida la concentracion de biotina unida a proteinas y Ia actividad cnzimdtica de Ia biotinidasa
para poder profundizar en el significado fisiologico de las diferentes distribuciones de las enzimas -
biotiniladas y biotina en ¢l SNC.




INTRODUCCION

Hace ticmpo, ¢! hombre pensaba que consumir una dicta rica en proteinas, carbohidratos y lipidos
era suficiente para 1o en buenas
siglo s encont ) fz quimicos que son indispensables para el buen funcionamiento

dei cuerpo humaro y que hasta entonces se desconocian.
La importancia de las vitaminas sc ha demostrado en muchas ocasiones a pesar de que no se

de salud; sin embargo, a principios de este

conoce perfectamente su funcion bioldgica. La biotina o vitamina H pertencce al grupo de
vitaminas hidrosolubles de) complejo B. Es requerida como factor para ¢l funcionamicnto de cuatro
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cart En los mamifcros existen cuatro carboxilasas, tres de las cuales se

encuentran en la mitocodria propionil CoA carboxilasa (PCC), 3-metilcrotonil CoA carboxilasa
(MCC) y piruvato carboxilasa (PC). La cuarta ¢nzima es citosélica acetil CoA carboxilasa (ACC).
Los desérdencs hereditarios cn ¢ metabolismo de la biotina producen ¢l sindrome conocido como
Deficiencia Mltiple de Carboxilasas {DMC), ¢l cual se caracteriza por prescntar una baja
actividad de las enzimas para las cuales la biotina es cofactor. Muchos de los efectos producidos
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por la deficiencia de biotina o por en su son localizados en el sistema

nervioso central {SNC), sin cmbargo, ¢l conocimiento accrca del estado funcional de esta vitamina
en ¢} SNC es muy escaso. Esta situacién nos motivéd a estudiar algunos aspectos del metabolismo
de la biotina en ¢l SNC de la rata.



ANTECEDENTES.

¢ A

En el cuerpo humano se efectiian mas de 2000 it quimi imaticas para ¢l ad
funcionamiento del organismo. La mayorfa de las enzimas involucradas requieren de un cofactor

no proteinico que pucde ser una moléeula orgdnica o un componente inorganico como lo son

P

algunos metales. Dichos cof: sc €n peql i cn las células y pueden

paniciimr directamente en cl proceso catalitico o bien funcionar como acarreadores de grupos
funcionales.

Las vitaminas son nutrimenltos organicos requeridos en Ia dieta de los mamiferos v son los
precursores esenciales de varios cofactores.(1)

La biotina, pertenccicnte at grupo de vitaminas hidrosolubles del complcjo B, fue considerada por
primera vez como vitamina esencial en los sistemas vivos en 1936, cuando sc aislé a partir de Ia
yema del huevo por Kéghl y Ténnis (2), quicnes mds tarde probaron su actividad como factor de
crecimiento para levaduras.

La estructura de csta vitamina fuc determinada por Du Vigneaud en 1942 (3), confirmada mas
tarde al llevar a cabo su sintesis total y al ser analizada por rayos X. La biotina (4cido cis-
hexahidro-2-ceto-1H-tieno(3,4)imidazol-4-valérico) es un heterociclo formado por un anillo de
imidazol fusionado a un anillo de tiofeno al que a su vez s¢ ke une una molécula de dcido valérico
(figura 1). S6lo ¢l cstercoisdmero (+) tienc actividad biolégica. Su peso molecular es de
244.3g/mo), ¢s soluble en H0 (0.02%p/v), ctanol (0.08%p/v), y en Alcalis diluidos. (5).

Biosintesis de Biotina en Microorganismos.
Los estudios acerca de la biosintesis de la biotina empezaron en 1942, cuando Du Vigneaud mostro

que utilizando a esta vitamina como factor de crecimiento en cultivos de Cornyebacterium
diphteriae, s¢ podia recmplazar por el acido pimélico. Al mismo tiempo, s¢ encontrd que la sintesis
de biotina en el Aspergillus niger era fuertemente estimulada por dicho 4cido. Esto pemuuo quc sc

] 1 hinek

postulara en forma comecta que el dcido pimélico estaba i cn su

Actualmente se conoce 1a sccucncia biosintética de la biotina ¢ incluye las reacciones presentadas
en la figura 2. (6,7)

Carborilases: Funcion y Biosntesis,

En mamiferos y aves la biotina es cofactor de cuatro enzimas involucradas en la fijacion de dioxido
de ‘carb con requerimi de adenosin trifosfato (ATP). Tres de dichas enzimas son
mitocondriales: Propionil CoA Carboxilasa (PCC), -Mctnlcrotoml CoA Carboxilasa (MCC) (3
Piruvato Carboxilasa (PC)y la cuarta ¢s citosolica: Acctil CoA Carboxilasa (ACC). Ei )




Figura 1. BEstructura de la Biotina
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mecanismo de todas las carboxilasas involucra la formacién de nn complejo enzima-carboxibiotina

y tiene lugar de do con las sigui i (8,9

L- Enzima-biotina + ATP + HCOy" « %55  Enzima-biotina-COy” + ADP + Pi + H
2.- Enzima-biotina-C0Oy" + RH « -+  Emima-biotina + R-COy"

La ACC (EC 64.1.2), es una enzima reguladora de la biosintesis de acidos grasos, cataliza ta
carboxilacion de [a acctil CoA para formar maloail CoA. Su cstructura es complcia, csta sujeta a
regulacion alostérica particularmente por citrato. La enzima de origen animal pucde existir como
protémero cataliticamente inactivo o cn estado polimérico que es ¢l cstado activo. El citrato
favorece 1a formacién de polimeros.(10)

La PCC (E.C.6:4.1.3) csti involucrada en ¢l catabolismo dc aminodcidos (isolcucina, valina,
treonina y metionina), al igual que cn cf del colesterol y cn ¢l de Jos acidos grasos de cadena impar.
Cataliza 1a conversién de propionit CoA a mclilmalonflCoA, la cual posteriormente ¢s convertida a
succinil CoA para que finalmente sea incorporada al ciclo de Krebs. {11)

La MCC (E.C.6.4.1.4) participa en la degradacion de 1a leucina, formando 3-metilgiutaconil CoA
a partir de 3-metilcrotonil CoA,; csth .b ta de dos subunidades difcrentes y la mis grande es

la que contienc la molécula de biotina.(9)

La PC (E.C.6.4.1.1) cataliza la sintcsis de dcido oxaloacético a partir de piruvato. En tejidos
glucogénicos como lo son ¢l higado y los riflones, funciona como una.enzima reguladora de fa
gluconcogénesis. En otros tejidos animales participa en la anap;l'cro'sis ‘det ciclo de Krebs

proporcionando esquell carbonados para los aminodcidos aspartato, GABA 3 glutamato

(12,13). En tejidos lipogénicos participa en la sintesis de acidos grasos, cn ¢l transporte de grupos

acetilo via citrato y reduciendo grupos via malato de la mitocondria hacia ¢l citosol. (14)

Las carboxilasas son sintctizadas en forma inactiva carentes de biotina como apocarboxilasas. La

forma activa de holocarboxilasa s¢ forma por la unién covalente d& 1a biotina con Ia
pocarb da por Ja Hotocarboxilasa Sintetasa (HS) (9). Esta enzima

cataliza dos reacciones secuenciales (figura 3), la primera consiste en la activacion de Ia biotina a

ilasa. i que es

través de su porcién Slifética, con un ATP para formar cl biotinil adenilato que posteriormente
reacciona con ¢l grupo e-amino dc una lisina pertencciente al sitio activo de la apocarboxilasa
formando un enlace covalente amido de d(+)biotinil-e-N-L-lisina. Esta lisina biotinilada recibe el
nombre de biocitina o biotinil-lisina,

La HS se encuentra tanto en ¢l citosol como en la mitocondria pero no se sabe si las
apocarboxilasas son activadas antes o después de su internalizacion a esta ltima. Parece existir
solo una HS para todas las carboxilasas.(15)
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Figura 3. Farmacifn de 1a Holoearhoxilasa,



Biotinidasa

d Aarl

Las carboxilasas al igual que otras proteinas son deg por p en ¢f curso de la

renovacidn celular. Sin cmbargo, a diferencia de las demds no llegan a producir aminoécidos libres,
¢l praceso se detienc cuando se forman pequedos péptidos biotinitados, ya que la ruptura del enlace
biotina-lisina requicre de una enzima especial, la biotinidasa (E.C.3.5.1.1.2). S¢ ha pensado que
cste proceso también es utilizado para la absorcion intestinal de la biotina ya que normalmente se
. ingicre unida a proteinas. (16)

La biotinidasa fue inicialmentc descrita por Thoma y Peterson (17), quicnes observaron que en un
extracto de higado de cerdo la biotina era liberada por la biotinidasa sélo cuando habia un previo
tratamicnto con tripsina. Esta observacion indicaba que Ja biotinidasa no podia liberar a 1a biotina
unida largas cadenas de proteinas. En 1963 Koivusalo(18) apoya este postulado cuando

que la biotinidasa del Strep faccalis cra incapaz de liberar la biotina de la PCC

intacta.
El i de la biotinidasa fue diado por Knappe cn 1963 (19) utilizando N-biotinil-p-

amino-benzoato como sustrato. (figura 4)

Esta enzima sc ha encontrado ¢n sucro sanguinco y en hos tefidos animales tales como ¢l

higado, rifién y cerebro, sélo por mencionar algunos. (20,21)

Deficiencig Maltiple de Carboxilasas

Los desdrdenes hereditarios en ¢l metabolismo de la biotina producen ¢l sindrome conocido como
Deficiencia Multiple de Carboxilasas (DMC), el que sc caracteriza por presentar una baja
actividad de 1as enzimas para las cvales la biotina cs cofactor.(16)

Anteriormente, la DMC se clasificaba en 2 grupos en funcidn de la cdad en la que-se inician los
sintomas de 1a enfermedad: la forma nconatal o infantil y la forma juvenil o tardia, Actualmente s

mas iente usar bioquimica, que sc basa en la deficicncia enziméitica

responsable del padecimicento.

La DMC debida a la deficiencia de Ia HS, que usualmente tiene una forma neonatal, se presenta cn
los primeros dias de vida y se manifiesta con sintomas como cetosis, la consccuente acidosis
metabolica, elevacion de los diferentes metabolitos urinarios isticos de las defici

aisladas dc las carboxilasas ¢ hipcramoncmia (16,22,25). En ¢l sucro sc presenta una baja
concentracién de bicarbonato y un incremento en la brecha de anioncs. Los pacientes que no
mucren cn los primeros dias de vida desarrollan manifestaciones d logicas que al inft

con Monilia, complican la apariencia clinica de las lesicnes, esto es a consecuencia de las
deficiencias inmunolégicas (24-28). Adicionalmente, los sintomas ncuroldgicos son predominantes:

vulsi 25), hipo ¢ hip ia, atetosis (17,24,26) ¢ hipomiclinizacion,
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La sintomatologia de DMC dcbida a la deficiencia de biotinidasa, usualmente s¢ presenta despuds
de los tres meses de vida. Las manifestacioncs dermatoldgicas pueden empezar a los tres meses o
despuds de los 4 afios, sin embargo, ¢stas son menos generalizadas que en la deficiencia de HS y sc
caracterizan por la presencia de dermatitis periorificial, cabelld escaso en cabeza y ccjas y se puede
presentar alopecia.(29-34). Se han encontrado épispdids de cetosis y acidosis parccidos a los de

deficiencia de HS, ademds de altas iciones dé lactato y piruvato en fluido cerebroespinal.
(39)

Las manifestaciones neuroldgicas predominantes en estos casos son: convulsiones que indican cl
inicio de la enfermedad, ataxia; rotraso mental hipotonia; falta de control sobre la cabeza y
anormalidades neurosensoriales como son atrofia éptica y pérdida de Ia audicién. Algunos cstos

sintomas dcsap con la admini i6n de biotina.(35-39)

En este tipo de DMC, también hay deficiencias i ldgicas debidas a una mala funcion de las
células By T.(16)

Biotina y Sistema Nervioso

Los cfectos de mayor irportancia producidos por deficicncias de biotina o por alteraciones en su
metabolismo son localizados en el sisterma nervioso. Esto ha sido reconocido desde hace varios
afios tanto en animales como en ¢l humano. Los sintomas varian entre los pacientes, sin embargo la
hipotonta, irritabilidad v las convulsiones s¢ fr {40)

Zak y D'Ambrossio cn 1985 describi a un pacicnte de 12 mescs -de cdad mantenido por 6
meses con nutricion parenteral total, al final de este ticmpo presentd convulsiones severas, retraso

en ¢l desarrollo y problemas oftalmologicos; su estado mejord notablemente -al recibir una
suplementacién con biotina (41).

Suchy en 1985(42) y Di Rocco ¢n 1984(43) describieron sintomas neurolégicos en la deficiencia
de biotinidasa y sugirieron que éstos eran debidos a la acumulacién de metabolitos téxicos en el
cercbro,

Sc han realizado cxa lé6gicos en encéfalos de nifios que muricron con un diagnéstico de

DMC y las obscrvaciones al microscopio revelan una degeneracion cronica del cerebelo.(26)
Suchy y Wolf en 1986(44) sugiricron que como los lipidos.son componentes cstructurales

1400 n

importantes tanto en ¢l cercbro como en la piel, los defc ogicos y p o

en la DMC o en la deficiencia de biotina podrian ser ionados por un p en el
metabolismo de estos. De este modo, realizaron un estudio en donde midicron las cantidades de

colesterol total, libre y esterificado, tanto cn higado como cn ¢l encéfalo de ratas deficientes ¢n




biotina no encontrando cambios al comparar los casos con los controles. Posteriormente Suchy y
Wolf en csc mismo afio(45), realizaron otro estudio en donde cuantificaron los cidos grasos
saturados en sucro, higado, cerebro y cerebelo, encontrando un contenido anormal de 4cidos grasos
saturados tanto ¢n cl sucro como en ¢l higado pero no para ¢l cerebro y el cerebelo. Los estudios
realizados por cste grupo indican que las alteraciones en ¢l metabolismo de los lipidos no son causa
de las anormalidades neuroldgicas presentadas cn la DMC.

Si bicn los lipidos son esenciales en cl sistema norvioso central, ¢l papel del piruvato en ¢l
metabolismo oxidativo del cercbro también es de gran importancia. Tanto la piruvato
deshidrogenasa, que forma acetil CoA a partir de piruvato, conio la PC que forma oxaloacetato a
partir del mismo, son enzimas cruciales para ¢l buen funcionamiento del ciclo de Krebs. Una
reduccién en a actividad de la PC causa un decremento de oxaloacctato, lo que a su vez ocasiona
una disminucion cn ¢l metabolismo oxidative y que ¢l piruvato sea reducido a lactato.(46)

fn 1

Hay otros errores innatos del 0 indos con
f

neuroldgicos parccidos a los
encontrados en la DMC, cn particular la ataxia. Enfermedades como la de Hartnup estin asociadas
" con el metabolismo de aminodcidos ramificados y con ¢l metabolismo del piruvato.(47)
Los desérdenes en el metabolismo del piruvato, la acidosis lictica consccuente v su asociacion con
problemas neuroldgicos llcvaron a proponer una hipdtesis cn donde se postulé una distribucion
diferente de 1a PC en ciertas dreas del encéfalo (tatlo encefalico, cerebelo, cerebro), algunas de las
cuales scrian mas susceptibles a la deficiencia de PC que otras. Respecto a esto, Schrijver(48) y

Sander (49) para dicha hipétesi lizaron trabajos en dondc midieron Ia actividad de

p

la PC cn diferentes regiones del encéfalo de ratas sanas y maduras. El primero encontrd que ¢l tallo
encefalico presentaba las mayores actividades, micntras que ¢! scgundo encuentra que cs el
cercbelo la region con las actividades mds altas. Ambos grupos observaron el efecto de la
deficiencia de biotina en la actividad de la PC en diferentes regiones de! encéfalo encontrando
resultados concordantes. Por otra parte, al seguir trabajando con ratas deficientes, Schrijver

que ¢n los encéfalos de estas ratas la actividad de la PC era 70% menor a la de los
controlcs, mientras que Sander cncuentra que ‘es 65% menor; por lo que respecta al higado, el

primero reporta que cn ratas deficientes la actividad de la PC ¢s 85% menor a la de los controles, y
¢l segundo que es 97% menor; cs notable que la actividad de la PC en la deficiencia de biotina se
preserva rods cn cl encéfalo que en el higado. Schrijver realiza ademas un cstudio en donde analiza
cncéfalos de ratas en desarrollo que son deficientes en biotina y observa un retraso en ¢l mismo.

En 1969, Berl et al.(50) propusieron que la actividad anaplerdtica en el SNC debia estar
compartamentalizada. Sicndo la PC la enzima anaplerdtica predominante en ¢ SNC, ésta se iba a
encontrar en compartimentos sintéticos lk calizados en los i1 Shank ct al. en 1989(51),
realizaron cstudios bioquimicos ¢ i itoquimicos con los que trataron de localizar a 1a PC en

1 £l

diferentes tipos celulares y concluyeron que esta enzima cs un marcador de astrocitos. En estas



células hay una gran actividad de PC y de ellos salen hacia la neurona las cantidades de o-
cetoglutarato y malato que se requieran cn un momentg determinado. Se camprobo la existencia de
un sistema de transportc para estas moléculas que preceden la formacion de aminoicidos
neurptransmisores.{52)

Los trabajos antcs mencionados son, hasta donde sabemos, todos Tos estudios en fos que se midié
la actividad dc carboxilasas y como sc pucde obscrvar ademds de presentar algunas
contradicciones, en ninguno de cllos s¢ incluyé ala PCC y ala MCC.

Por lo que respecta a fa concentracidn de biotina, tenenios conocimicnto de tan solo tres trabajos cn
los que sc ha medjdo. esta vitamina en encéfalos humanos y cn diferentes regiones del mismo{53-
55). Sin embargo, no se puede llegar a una conclusion con estos datos ya que solamente s¢ ha
medido a concentracion de biotina total y dado a que esta vitamina puede encontrarse libre o unida
a proteinas, por lo que estos resultados indican muy poco acerca de su metabolismo.
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JUSTIFICACION

La importancia de las alteraciones neurologicas presentadas en la DMC, nos indujo a
estudiar integralmente el metabolismo de la biotina en el sistema nervioso central de
animales de experimentacion.

n



OBIJETIVOS

1.- Medir las actividades de la PCC, MCC y PC en ¢l cncéfalo de la rata y en diferentes regiones
del mismo.
2.- Medir la concentracion de biotina libre cn el encéfalo de la rata y en diferentes regiones del

mismo

HIPOTESIS

1.« Existen diferencias entre Jas actividades enzimaticas de la PCC, MCC y PC en el encéfalo.

2.- Las actividades enziméticas de la PCC, MCC y PC no se distribuyen de manera uniforme en ¢l
encéfalo.

3.- La concentracion biotina no se distribuye de mancra uniforme en el encéfalo.



ESTRATEGIA EXPERIMENTAL.

Los animales de cstudio, ratas macho, cepa Wistar 200+£20g., alimentados ad libitum, fueron
perfundidos con solucién salina 0.9% y decapitados para extracr ef encéfalo libre de sangre. A
continuacion se realizb una diseccion sobre este iiltimo que consistio .en scpararlo en nueve
regiones que lo conforman.

Tanto en ¢l encéfalo entero como en sus regiones, se midicron las actividades cnzimaticas de ia
PCC, MCC y PC por un método radiocnzimatico que, mide la incorporacién de 1CO; a los
sustratos, Para medir la concentracion de biotina libre, se utilizb un métedo de competencia entre
1a 'H-biotina y la 3H-biotina por su unién a la avidina para lo cual fuc necesario extraerla primcr6

del tejido en cuestién con alcohol etilico.



MATERIAL Y METODOS.

Modelo experimental.
Los animales de estudio fueron ratas macho cepa Wistar de 200£20g., alimentados "ad libitum" y
mantenidos en periedos de luz-oscuridad 12X 12hss,

1, Perfusibn.

Se requiri6 climinar fa sangre del tejido nervioso, para evitar efectos aditivos de fos clementos
sangulneos a las concentraciones de biotina libre y a las actividades especificas de las carboxilasas,
Para lo cual los animales fucron perfundidos intracardiacamente con una solucién de lavado.

1.1 Reactivos.
1.1.1 Solucién salina 0.9% (p/v) a 7°C.
1.1.2 Pentobarbital sédico 0.0315 p/ml, 78pg/g.de peso.

1.2 Técnica .
Los animalcs sc i con una inyeccion intraperitoneal (figura 5) de 500yl de
pentobarbital sadico. La dosis asegurd mantener vivo al animal por un periodo de 10 minutos.
Posteriormente sc abricron las cavidades intestinal y toréxica teniendo cuidade de no maltratar los

Organos, evitando asf la muerte prematura del animal. Fue importante mantenerlo vivo pues el
corazdn ayudé a bombear la solucién salina a todo el cucrpo.

Inmediatamente después se reali peqt cortes en la auricula derecha y en el ventriculo
izquicrdo del corazén, va que a este ultimo sc conectd una cinula que inyectd 1a solucion salina

fria y por la auricula sali la sangrc con ¢ Nquido del lavado. (figura 6)
La cavidad abdominal sc abri6 pues hubo expansion de érganos, ademss de que el color de estos
fue indicativo de un buen lavado.

2, Diseccibn del encéfalo,

2.1 Reactivos
2.1.1 Sacarosa (J.T. Baker) 30%



Figura 5. Inyeccién intraperitoneal.

. Figura 6. Perfusién intracardiaca

s



2,2 Técnica

- Terminada la perfusién los animales fueron decapitados. Se cxpuso posteriormente ¢t crinco y se
rompid con cuidado para poder extraer el encéfalo intatto. (figura 7)
El trabajo se dividié cn dos partes, en la primera se trabajé con ¢l encéfalo completo (sin tallo
encefalico). En este caso una vez extraido, se lavd con solucidn safina fria, se secd con papel
absorbente, se pesd, se deshidratd en sacarosa 30% por 4 hrs a 7°C., y posteriormente s¢
homogenizd,
En la segunda parte, sc procedid a deshidratar cl encéfalo y postcnormcnte a disecarlo. La

diseccidn consistid en el aislamicnto dpico de las sigui g a) amigdalas; b)

P

hipotalamo; ¢) corteza frontal (C.F), d) tilamo; ¢) hipocampo; f) corteza parictal (C.P); g) corteza
occipital y temporal (C.0.T); h) cercbelo ¢ i) tal!o qnccf:ilicoA

El procedimicnto sc realizd sobre hiclo y no tafdé" mis de 10 minutos. Por ultimo las regiones
fueron almacenadas a -70°C.

3, Homogenizacidn,

3.1 Reactivos

3.1.1 Amortiguador de fosfatos de potasio SOmM pH=7.4 N
Fosfato de potasio dibdsico (1.T. Bakér) ™ 50mM

Fosfato dc potasio monobasico (J.T. Baker) SOmM

3.2 Técnica

3.2.1 Encéfalo

Trascurrido ¢l tiempo de deshidratacion en sacarosa, los cncéfa!oS s¢ colocaron en un volumen de
amortiguador de fosfatos de potasio 50 mM pH=7.4, para obtcner una concentracion de 0.045 g de
tejido hixmedo/nil de amostiguador.

Posteri sc p en frio ¢n un homogenizador Brinkmann modelo PT 10/35,
intensidad 4 por 15 scgundos )

Los homogenad sc guardaron a <70°C.

3.2.2 Regiones L

Elp icnto de las regi nsistio en d gelarlas (-70 a -20°C, de -20 a 0°C, de 0 a
7Cydc7a P bi pesarlas y posteri agregarles un volumen de

amortiguador de fosfatos de potasio 50 mM pH=7.4 con el que se ajustd la concentracion a 0.045g
de tejido hiamodo/ml de amortiguador,



En seguida s¢ homogenizaron en frio cn un senicador Branson modelo 200 con pulsos continuos,
intensidad 3 equivalente a 20 watts y por un tiempo caracteristico para cada region: {cuadso 1)

Cuadro !

REGION TIEMPQO (seg) -
Amipdala 15
Hipotilamo 5
C.F. 15
Tilamo 10
Hipocampo 20
C.P. 20
C.O.T. 20
Cerebelo . 25
Tallo encefdlico 40

C.F=corteza frontal C.P=coleza parictal C.0.T=corteza occipital y temporal
Lo anterior s¢ realizo momentos arites del ensayo.

4. Deterniinacién de Iz actividad de PCC, MCC v PC.

Pasi la determinar las actividades enzimiticas de las carboxilasas, se empled of método de
Sweetman (56), cf cual sc basa en fa incorporacién de MCO, procedente de NaHMCO3, en o
sustrato apropiado. De estc modo at actuar Ja PCC sobre 1a propioni} CoA el producto sers 14C-
metifmalonil-CoA. Ef producto de ta MCC al actuar sobre Pemetifcrotonit CoA seri p-i4C-
.. mctilghataconit CoA, parte de la cval es posteriomente hidratada a 14C-P-hidroxi-B-metilgiutaril
- CoA. Ef producto de }a PC af actuar sobre piruvato es ¢l dcido 4C-oxaloacdtico el cual es

inestable y es transformado al dcida 4C-citrico por fa intervencion de fa citrato sintetasa afiadida a

1a mezcla de seaccion, La acetil CoA es el modulador alostérico de la PC, también sirve como
" sustrato ya que con ¢l cido oxaloacético forma ¢l dcido 14Ccitrico,

4.1 Reactivaes

4.1.1 Amortiguador Tris 10x, pH=8
~Tris (Merck) iM
-MgCly (J.T. Baker) 8mM
-KC1 (1.T. Baker) 600mM
-EDTA (Merck) 6mM



4.1.2 Amortiguador de lisis, pH=8
~Tris (Mcrck)  50mM
-EDTA (Merck) 0.125mM

4.1.3 Propionil CoA (Sigma)  40mM
4.1.4 3-Metilcrotonit CoA (Sigma) 40mM
4.15 Acctil CoA (Sigma) . 35mM

4.1.6 Soluciéon stock: Tris 10x + ATP + Glutation reducido (GSH)
-ATP (Sigma) 28.5 mM
-GSH (Merck) 20.0 mM
-Amortiguador Tris 10x pH=8

4.1.7 Piruvato de sodio (Sigma) 40mM
4.1.8 Citrato sintctasa (CS) (Sigma) 18.6 unidades/mi do piruvato de sodio 40 mM
4.1.9 Acido formico (Merck) 15% (viv)

4.1.10 Bicasbonado de sodio radiactivo (NaH!“CO;) (Amersham)
Actividad especifica: 3.81 pCi/umaol,
Concentracion: 0.12 M

4.1.11 Solucion de centclieo (Bray)

-Nafalcno (J.T. Baker) 180g.
-PPO (difeniloxazol) (New England)  12g.
“Etilenglicol (Sigma) 60m).
-Mctanol (J.T. Baker) 300mi. -
-Dioxano (J.T. Baker) c.b.p 3000mi.

4.1.12 Metanol (3.T. Baker) 50% (v/v).

4.2 Técnica

En tubos Eppendorf de 500 u) fucron preparadas las las de i6n (MR) cor

cada cnizima con las' siguientes proporciones de reactivos. (cuadro 2)



Cuadro 2

Reactivos | Blanco PCC- PCC MCC Blanco PC’ PC
MCC
I 1| HI v v
H,0 25 25 25 - -
ATP-GSH 25 25 25 25 25
CoAo11,0 | 25(H,0) 25(PCoA) | 25(MCoA) 25(11;0) 25(AcCoA)
NaH!CQ, 25 25 25 25 25
CS/Piruvato - - - 25 25
100% 100% 100% 100% 100%

Una vez preparadas, se adicionaron 10ul de la mezcla de reaccion correspondicnte a cada tubo del
ensayo. 7

Ya preparados los tubos con kas mezclas de reaccion, sc realizé una dilucién 1:10 del homogenado
cn amortiguador de lisis, dc cste modo se acondicionaron las mucstras para ¢l rompimicnto de las
mitocondrias y la subsccuente liberacion de las enzimas contenidas en éstas, Este proceso se

realiz6 por sonicacidn (sonicador B: modclo 200), en frio, descargando 30 pulsos de 0.5scg

‘cada uno, con un descanso intermedio de 40 scg. y una intensidad de 22 watts. Las condiciones de
i6n sc cstableci cn el lat io al montar la técnica de Sweetman para tejido nervioso.

{ver resultados).

Inmediat. despuds, sc agregaron 10pl del sonicado a cada tubo del ensayo y se incubaron 1

hora a 32°C cn bafio maria con agitacion.

La reaccién se detuvo al meter los tubos en agua fria. Posteriormente se agregaron 10ul de 4cido
formico 15%, se¢ mezclaron bicn y se dejaron destapados 15 minutos para permitir el escape del
NaH!4C0j3 no reaccionado que s¢ desprendié en forma de 14C0, 1.

En tiras de pape! Whatman 3MM se marcaron lincas divisorias cada 2.5¢m y cada cuadro formado
se marcé con el niimero del tubo correspondiente.

Pasado el tiempo de desprendimierito de 14CO,, sc colocaron 30ul de la mezcla reaccionada en su
correspondicnte cuadro de papel filtro y sc secaron con pistola de aire (frio) por espacio de 15 min,
Una vez seco ¢l papel se procedid a agregar 30p! de dcido formico 15% y s¢ dejé sccando
nuevamente por espacio de 30 minutos con.pistola de aire, de c;u; modo se asegurs la avsencia de
NaH!CO0j no reaccionado.



Las tiras ya sccas fucron recortadas cn pequeiios fragmentos y colocadas en viales que contenian
Tml. de solucién de Bray, 1 ml, de metanol al 50% y en los cuales se habia medido el rido de
fondo,

Los viales sc agitaron con vortex pasa extracr la mucstta y sc contaron 10 minutos en un contador
de centelleo liquido (Packard Tri-Carb 4000 Serics) con cstindar externo.

5. Determinacifn de proteinas (Lowry)(57)
5.1 Reactivos

5.1.1 Hidroxido de sodio (NaOH)(J. T. Baker) 0.IN
5.1.2 Carbonato de sodio (Na CO; (1. T. Baker) 2.0% ¢n NaOH 0.1IN

5.1.3 Sulfato ciprico (CuSOy) (J.T.Baker) 1.0%

5.1.4 Tartrado doble de sodio-potasio 2.0%

5,1.5 Albiimina sérica bovina 0.1% (se guarda en alicuotas a -70°C)
5.2 Técnica

Solucion A

-Carbonato de sodio 2% en hidroxido de sodio 0.1IN 100 partes

-Sulfato cuprico 1% 1 parte

-Tartrato doble de sodio postasio 2% 1 parte
5.2.250lucion B

“Reactivo de fenot (Folin-Ciocaltcau)(Sigma) =~ 50%
Tanto 1a solucién A como la B se prepararon inmediatamente antes de usarse.

5.2.2 Curva estindar

Para realizar la curva estdndar sc tomaron voli de albiimina equivalentes a 10, 20, 25, 30,

40 y 45 pg de albumina (ver cuadro 3), se les agregd un volumen de amortiguador de lisis
quivalents al vol & utilizada, en cste caso serdn 80! y por ltimo se agregd agua

cuanto bast6 para completar 500ul. Se adicioné ¢l amortiguador de lisis porque s¢ observo que cf

tris (hidroximetilaminometano) desarroflaba color. '

Para las muestras se trabajé con un volumen de 80pl det homogenado previ: icado y

centrifugado 6470g x 3 min. Posteriormente sc agregaron 2.5ml. de la solucién A se mezcld y se
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dejé incubando a temperatura ambiente 10min.
Para cl desarrollo del color, proporcional al ido de proteinas, se adiciond a todos los tubos

250pi de 1a solucién B, se mezcld perfectamente y se dejo incubando 30 minutos a temperatura
ambicate. Transcurrido ¢l tiempo se midicron'las densidades épticas con una longitud de onda de
700nm cn un espectrofotémetro. El color fue estable por 2 horas,

Se graficd colocando cn las abscisas los pg de albimina (p ) y en las ordenadas las

densidades épticas obtenidas a 700nm. Sc trazé la mejor recta respecto a los puntos obtenidos y se
interpolaron las lecturas de las mucstras.

Cuadro 3
Tubos albimina | muestra Amorti- | H0 (ul) | Soln. A Soln. B
(M)} (M) guador (ml) [}
lisis (pl)
1,2 beo, 0 0 0 500 25 250
3,4 beo. 0 80- 420 2.5 250
5,6 10 0 80 410 2.5 250
7.8 20 ] 80 400 25 250
9,10 28 0 80 395 . 5 250
11,12 1] 0 86 390 25 250
13,14 40 0 80 380 25 250
15,16 45 0 80 375 2.5 250
1. 0 80 0 420 25 280 |

6. Célculo de las actividades especificas de las carboxilasas.

Con Ias concentraciont { de protcinas las actividades cspecificas de las enzimas, se calcularon de la
siguiente manera: ’

dpm ~—dpm blanco 10Ci M 1pmol 1omol prioi 14CO2 fijadas
60minx mg.prot.” 2.22E6dpm” 3.81pCi~ 1E —6pmol - min. xmg. proteina
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7. Determinacin de biotina libre

Para determinar la concentracion de biotina libre en los tcjidos estudiados, sc utilizo una técnica

que s¢ &

cn la competencia entre la biotina fria (YHB) y biotina tritiada (3HB) por su
unién a la avidina.(58) Dado que el complejo avidina-biotina no ticne un peso molecular muy
grande no precipita por lo que ¢s necesario unirlo a un anticucrpo antiavidina acoplado a
scpharosa, de este modo se facilita 1a separacién de la biotina libre y la unida por medio de

centrifogacion.
7.1 Preparacién de muestras

7.1.1 Reactivos

7.1.1.1 Alcohol etilico absoluto (J.T. Baker)

7.1.1.2 Eter etilico (saturado con agua) (J.T. Baker)

7.1.1.3 Amortiguador Tris-4cido borico-EDTA-manitol pH=8 0.09M (TBEM)
-Tris (Merck)  44.5mM

-Acido Bérico.  44.5mM

-EDTA 1.0mM

-Manitol 100.0aM

-Azida desodio  0.02%

7.1.2 Técnica

Los homogenados obtenidos en 1a seccién 3 fueron uuhzados para cuantificar biotina libre. Para lo
cual se realizo inicialmente una extraccion de lpidos con éter etilico (satumdo con agua para cvitar
1a incorporacion de alguna porcidn de la fase acuosa), por una hora, ya que estos dificultaban la
resuspensitn de las muestras e interferian en el ensayo.

Con respecto al hlpocampo y al tilamo para la muestra de cada una do estas repiones se

bil los homog p i de dos animales diferentes.(cuadro 4)

Transcurrido el tiempo se realizé la extraccién de bistina con 4 volimencs de etanol absoluto por
18hrs, a -15°C. Una vez terminadas las 2 i s¢ pro ‘f" a secar los extractos etandlicos
enun evaporador al vacio (Savant).

Antes del ensayo estos s¢ resuspendicron en un volumen de TBEM correspondicnte a una
fraccién del volumen original de la mucstra. (cuadro 4)
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Cuadro 4

Regién Fraccién del volumen Nimero de animales que
original en la que se contribuyerou a la muestra.
rvesuspendié el extracto.

Amigdala 0.35 1
Télamo 0.25 2
C.F. 035 1
Hipotalamo 035 1
Hipocampo 0.25 2
C.P. 0.35 1
C.0.T, 0.35 1
Cerebelo 0.35 1
Tallo encefilico 0,35 1

C.F=corteza frontal C.P=coteza parictal C.0.T=cortcza occipita! y temporal

7.2 Reactivos

7.2.1 Biotina tritiada (*HB) 45Ci/mmol, 1.0mCi/ml. (New England Nuclear Co.).

Con cl propédsito de trabajar con material de purcza radioquimica clevada, cada vez que fue
necesario sc purificaron alicuotas de 70pCi de reactivo por cromatografia en placa fina de alta
eficienicia (Whatman LHP-KF cat. 4806-410), con el sistema bencenc l-acetona-dcid
acético (70:20:5:5). Los eluados obtenidos se evaporaron a sequedad bajo corriente de nitrogeno.
Estos cxtractos secos de 3HB sc almacenaron a -10°C., y para el ensayo se resuspenden cn 10ml.
de TBEM para obtener 13,000 dpm/10pl (36pg. de biotina).

7.2.2 Anticuerpo antiavidina acoplado a sepharosa.(Ab-Av-Sp)

La scpharosa 6B sin uniones das (Ph ia Finc Chemicals) se activé con bromuro de
ciandgeno y se le acoplé ol anticucrpo antiavidina segiin el método descrito por March et al. en
1974 (59). La protet plada a la sept se al 6 en suspension 1:1 (v/v) con NaCl
0.15M y azida de sodio al 0.02%.

7.2.3 Amortiguador Tris-4cido bérico-EDTA-manitol pH=8 0.09M (TBEM) (seccién 7.1.1.3)
7.2.4 Avidina 40puM (2.68mg/ml) en TBEM, solucidn A c« da sc al 6 en ali de
10! a -15°C. En el momento del ensayo sc hizo una diluciéa 1:100 de 1a solucién A en TBEM
para obtener una concentracién 400nM (solucién B), y por tltimo se hizo una dilucién 1:30 para
obtener ina concentracién 13nM (Soln, C).
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7.2.5 Solucién concentrada de biotina ('HB) en TBEM S5mg/dl (Soln. A). Dc esta solucion sc
parti6 para preparar 1a solucién B, por una dilucién 1:100 en TBEM, que did una concentracién
final de 500ng/ml, la cual a su vez se diluyé 1:10 cn TBEM para obtencr una concentracién
Sng/ml (Soln, C), por iltimo se partid de Ia solucién C para que por una dilucién 1:5 en TBEM, se
obtuvicra la solucién D, que contiene 1pg de HB/ul.

La solucién A se al 6a-10°C, que las B, Cy D se almacenaron a 6°C.

7.2.7 Solucién de Bray para centelleo liquido (ver seccitn 4)
7.3 Técnica

20, Iy .0

§¢ agregaron di ¥

En cl cuadro 4 se presenta ¢l protocolo. Para 1a curva
de las soluciones de trabajo de biotina fria, equivalentes a 10, 20, 40, 80, 160 y 320 pg. (10, 20,
40, 80, 160yl de 1a soln. D y 64pl de la soln.C rcspecuvamcmc), los que se ajustaron a 210pl con

TBEM. En ¢! caso de las muestras, se agregd un vol p comprobado en ¢l que la
idad de biotina ida se encontraba dentro de los:limites de confianza del ensayo (ver
montaje de la técnica). A este vol, s lc agregd también un vol de TBEM para alcanzar

los 210pl. Posteriormente a todos los tubos del ensayo se les adicionaron 10ul de 3uB y s
agitaron perfectamante. De este modo s¢ obtuvo una mezcla homogénea de las dos biotinas (\HB y
3HB) y cuando se inicié la competencia, al agregar la avidina (soln.C), no hubo gradicntes de
concentracidn que interfirieran con los resultados. {cuadro 5)

El ensayo requifié que se midiera la unidn inespecifica por lo que se prepararon tubos con mucstra
a los que no se les adicion6 avidina; de tal modo que se pérmiticra determinar la cantidad de Ab-
Av-Sp que s¢ pegaba a moléculas diferentes a la avidina. Por otra parte también se midi6 la unién
méixima que corresponde a los tubos a los que no se les agregd biotina fria pues se observd la
cantidad maxima de 3HB que sc pega a la avidina. (cuadro 5)

Una vez tenminado cste proceso, los tubos del ensayo se taparon e incubaron a 4°C (cuarto frio)
con agitacion por 24 hrs.

Te ida 1a primera incubacion, sc los tubos del cuarto frio, s¢ destaparon y se les

woncouldel i iavidi plado a sept (Ab-Av-Sp). Este procedimicnto

L

se realizd con precaucion, no sc escurmid el Ab-Av-Sp por las paredes ya que se quedaban
adheridas a éstas las esferas de sepharosa. No se mezclo fuertemente ni se centrifugd a mas de
150g pues la scpharosa se fracturaba. Una vez agregado e} Ab-Av-Sp se incubd de nuevo a 4°C
por 24hrs. con agitacidn,
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Terminado ¢ tiempo de la scgunda incubacién los tubos sc centrifugaron 150g x Smin. Se tomé
tina alicuota de 150p1 del sobrenadante y se colocd cn 2.5ml de solucion de Bray contenida en un
vial. Posteri sc pusieron a contar la en un contador de 11

liquido por Smin.

7.4 Célculos

Las desintcgraciones por minuto (dpm) obtenidas correspondieron-a la cantidad de 3HB que no se
uni6 a la avidina (biotina libre).

Se grafico cn papel "logit-log" colocando en cl eje de las abscisas los pg de biotina fria y en el de
las ordenadas cl porcentaje de union al que corresponden (grifica A). La cantidad de *HB unida
fue inversamente proporcional a a cantidad de biotina fria existente en la mucestra.

Los resultados obtenidos fueron corregidos por los valores de union incspecifica y de unién
maxima.

Cuadro §
Tubos B (Y muestra TBEM JHB () Avidina
() () (ut)
1,2 unidn 0(D) 0 220 10 0
inespecifica
34 unién (D) ] 210 10 10
mizima
56 10pg 'HB | 10(D) 0 200 10 10
18 20 QgprH-B 20(D) 0 190 10 r
9,10 40pg'HB | 40(D) 0 170 10 10
1142 | 80pz'HB | 80(D) 0 150 10 10
13,14 | 160 pg 'HB | 160 (D) 0 130 10 10
1516 | 320pz 'HB | 64(C) [ 146 10 10
170 - 0 varizble varisble 10 10
s unién 0 varisble variable 10 0
inespecifica '
muestras
(D) solucién D de biotina fria
(C) solucién C de biotina fria
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Procedimiento:
Tubos 1,2

volumen total _ dpm

dpm),2 =
fpm, xallcunta contada 13,000

x100 =% de unidn inespecifica

Tubos 3,4

dpm3,4
dpm1,2
% debiotina libre —100 =% mdximo de *HB unida

x100 =% de biotina libre

dpmCoM
dpm1,2
Curva cstandar (C) y muestras (M)

x100 =% *HB unida procedentede la muestra

cantidad mdxima de SHB unida - 100%
cantidad de SHB de la mtucstra - X

X=5%6 corregido de 3HB unida (cantidad a tnterpolar en la grdfica)

ANALISIS ESTADISTICO

El anélisis de los datos, asi coitio los métod disticos aplicados se describen en la seccion de
resultados. '
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RESULTADOS.

1.Pcs0s de encéfalos enteros (5in tallo encefglico) y regiones,

En el cuadro 6 se presentan los pesos de los encéfalos y de las regiones que fueron analizadas.
Como s¢ puede apreciar, existen diferencias notables entre cada una de Jas regiones.

Cuadro §
Regi6n n peso en gramos

Amigdala 8. 0.09610.02
TFilamo 8 0.07240.012
CF 8 0,08410.023
Hipotdlamo 8 0.03840.010
Hipocampo 8 0.10240,015
C.P. 8 0.219340,045
C.O0.T 8 0.192:40.046

Cerebelo 8 0.24710,03

Tallo encefilico 8 0.46110.05
Encéfalo entero 8T 8 1.617+0.049

C.F.=corteza frontal; C.P=corteza parictal C.0.T=corteza occipital y temporal.

Para establecer las condiciones de b izacidn, s probaron los sig medios:

a) Amortiguador fosfatos de potasio SOmM pH=7.4

b) Sacarosa 0.25M

Los homogenados se realizaron bajo las mismas intensidades, tiempos y tomp Ademés de
que las condiciones de al iento fucron las
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El cuadro 7 muestra los datos obtenidos con los diferentes medios de homogenizacisn.

Cuadro 7
enzimas sacarosa inicial sacarosa A. fosfatos A, fosfatos
o 1 semana * inicial * 1 semana *
PCC 671 598 687 682
MCC : 179 - 190 -
PC 552 - 1016 -

*pmot!4CO; fijado min"! mg proteina’!

Solo se hizo la determinacién una semana después para PCC pucs cs la enzima mas cstable.

Sc observa que las actividades son menores para ¢l homogenado hecho en sacarosa con una

qiE ]

semana de almaccnamiento, mientras que en amortiguador de fosfatos no se

P

después de dicho tiempo. Por esta razdn, p | los homogenados en

amortiguador de fosfatos y pard mayor scguridad tratamos de utilizar los encéfalos y siis regioncs
sin muchg tiempo de almacenamiento (méaximo 1 semana),

3. Montaie de Ia técnica para determinar 1a actividad especifica de las carboxilasas.

La técnica dc Sweetman (56) sc montd estableciendo: a) Las raciones de imas y
sustratos; b) Condiciones 6ptimas de sonicacidn (intensidad y tiempo); ¢) Concentracién de
proteinas cn la mucstra y d) El tiempo dc incubacidn de Ia reaccién. Todos los cnsayos realizados

Trad, hranid

para este fin, se repiticron varias veces, Aqui se p fos en forma

resumida o de uno de los més representativos.

8) Concentracién de coenzimas y sustratos.

En nuestros primeros experi las actividad imati
todo para la PC, Esto nos hizo suponer que habia una inhibicion, en el caso de 1a PC, por exceso
de acetil CoA que ¢s su modulador alostérico. Para e caso de fa PCCy la MCC se pensé que las
bajas actividades cran debidas a la falta de sustrato.

Para comprobarlo sc hicicron, para la PC, curvas de actividad enzimatica contra concentraciéil de
coenzima encontrando de este modo la concentracion de acetil CoA con la que se presentaron las
mejores actividades. Los resultados son dos en ¢l cuadro 8, las actividades estén reportadas
como pmol!4CO, fijado min! mg proteina-t.

fueron muy bajas, sobre
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Hay que considerar ademas que Ia concentracién original para la acetil CoA reportada por
Sweetman es 19.2 mM pero por las bajas actividadés obtenidas al trabajar con esta concentracién,
cn ¢l laboratorio sc decidié utilizarla 35mM para muestras de linfocitos, Lo anterior nos hizo
pensar que para tejido nervioso esta concentracidn podria variar.

Cuadro 8
Concentracién de Acetil CoA Actividad enzimética*
35 mM (condiciones originales 4101
28 mM 3888
dmM : 35715
7 mM 3401

*pmol!4CO; fijado min-! mg proteina-!

Para comprobar si las bajas actividades eran debidas a Ia falta de sustrato, para las tres enzimas,

s¢ realizaron cxperimentos en donde se las concentraci de los reactivos cn fas
i proporci :(cuadro 9)
Cuadro 9
Reactivos condiciones 2a. condicitn Ja. condicion
originales (mM) (mM) ] {mM)
Propionil CoA 19.2 100 -
Metilcrotonil CoA 192 100 -
Acetil CoA 35.0 350 ' .
Piruvato de sodio 40.0 200 700
ATP 26.0 66 132
Tris 800.0 800 800
MeCly 48.0 48 48
KCi 400.0 400 400
EDTA’ 40 4.0 40

Sin embargo, con las modiﬁcacioﬁcs, no s obtuvicron actividades ya que tanto el piruvato de
sodio como ¢l ATP acidificaron mucho ¢l medio, quedando fuera de la capacidad de nuestro
amortiguador, provocando que el NaH!4CO, se transforme en 14CO,t y por lo tanto no se pueda
incorporar a las moléculas de sustrato.




concentraciones de i dejand; las concentraciones originales de ATP
y de piruvato de sodio.{cuadro 10)

Por lo anterior, s¢ decidié la acién del amortiguador cn un 20% y probar con las
., )

Cuadro 10
Reactivos concentracién

Propionil CoA 40mM
8-Metilcrotonit CoA 40mM

Acetil CoA I5mM

Tris M

MgCly 48mM
KCl 400mM

EDTA 4oM

De este modo se obtuvi las mej ividades (ver cuadro 16)

b) Condiciones de sonicacién
Las condiciones de sonicacién se determinaron con la PCC, debido a que es la enzima més estable
y con ¢l fin adicional de reducir ¢l gasto de reactivos.

Las condiciones que sc utilizaron y los resultados obtenidos fueron los sigui (cvadro 11)
Cuadro 11
Intensidad nimero de pulsos Actividad especifica*
2 - 30 de 0.5seg. c/u 2806
3 20 de 0.5 seg. c/u 2775
3 30 de 0.5 seg c/u __ 2968
4 30 de 0.5 seg. c/u 2604

*pmol14CO,fijadas min-img.proteina-l

Las i idades y tiempos se g con base en Ia experiencia del laboratorio donde se
trabaja con muestras biolégicas diferentes a tejido nervioso (linfocitos) y en las daci
encontradas en el manual del aparato. Como puede obscrvarse, las actividades obtenidas con las
cuatro condiciones fucron equivalentes, pero se eligieron Jas ntadas en cl dro (i idad

8! L%

3, dos series de 15 pulsos de 0.5seg cada uno, con un d i dio de 30 dos), porque_
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con cllas sc presentaba menos espuma y porque ademids p actividades 1j

mayores.
Con intensidades y ticmpos cortos de sonicacion no hay sompimicnto de mitocondrias.
Utilizando ticmpos ¢ i idad yores ocurre ja desnaturalizacion de las cnzimas con la

consccucnte pérdida de actividad.

¢) Relacion entre 1a concentracién de proteinas y la velocidad enzimatica.

Se reali yos para d inar la relacion entre la ion de proteinas y la velocidad
enzimatica. S¢ observd que nuestro método era lincal por areiba dpug de protelnas para cada una de
las enzimas, (ver cuadro 12 y graficas 1,2,y 3)

Cuadro 12
pg.proteina PCC* McCC* PC*
0 0 [ 0
094 1,98 0.97 5,48
2,61 6.24 2.50 12.2
361 __8m 363 16.0
4.16 . 10.3 419 22.9
* pmol14CO, fijados min-!

d)Relaci6n eatre ¢l tiempo de incubacitn y 1a actividad enzimética.

Se determind la relacién entre diferentes tiempos de incubacién (30, 60, 90 y 120minutos) a 32°C
y la actividad enzimética. Ni método fue lincal hasta los 120 min. (Ver cuadro 13 y graficas
4,5y6)

Cuadro 13
Tiempo(min.) PCC* .MCC+ PC*
30 84,336 10,776 149,838
60 134,808 : 24,426 306,657
90 203,253 33,660 400,546
. 120 - ‘ 244,751 41,763 474,838

*pmol14CO, mg proteina“!
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Velocidad enzimadtica de la PCC’
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Gréfica 1. Efeclo. de la concentracidén de proiel‘nos‘en fa velocidad
enzimdtca de fa Propionil Co A Carboxilasa.
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Velocidad enzimatica de la MCC
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Gréfica 2, Efecto de la concentracién de protefnas en la velocldad
enzimdtico de la 3—Metilcrotonil CoA Carboxilasa.
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Velocidad enzimatica de 1a PC
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Gréfica 3. Efecto de lo concentracion de proteinas en lo velocidod
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Actividad enzimatica PCC

14 _
(pmol ~ €O, fijado mg. prot. l)
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Grafica 4, efecto del tlempo de Incubacelén a 32°C sobre
la aclividad enzimatica de ia Propionll CoA Carboxilosa
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Actividad enzimatica MCC
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Grafica 5. Efecto del tiempo de Incubacidn a 32°C sobre
la actividad enzimdtica de la 3—Metilcrotonil CoA Carboxilasa
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Actividad enzimatica PC
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Gréfica 6. Efecto del tiempo de Incubacién a 32°C sobre
la actividad enzimdiica de la Piruvato Carboxilasa,
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3.1 Coeficiente de variacion,

El cocficicnte de variacidn intra ¢ interensayo fue determinado ¢
especificas de un sdlo encéfalo. Los resultados reportados corresponden a 1a PCC que por ser la
cnzima més estable nos permitid realizar esta prucba (cuadro 14)

iderando fas actividad

Cuadro 14
Din , . » A * md.e c.v(%)
1 2484 2636 2309 2142 2423 2423186 7.0
2 2554 2696 2627 2119 2374 2747£231 9.3
3 2196 2320 2038 2044 2246 21685125 57
4 2362 2991 2810 2550 2636 2670+241 9.0

spmot14CO; fijadas mint mg protefnia-t
m=media d.c=desviacion estindard c.v(%5).=% de variacion

Tomando cn cuenta [os datos anteriores, el coeficiente de variacion intracnsayo fue en promedio - .

7.75%. (cuadro 14) . -

Cuadro 15-

Dia___ media d.e c.v(%)

1-4 U33.75 ) 206 8.49

d.c=desviacién estandard. c.v(%)=porcentajc de variacién

El cocficiente de variacion interensayo fue 8.49. (cuadro 15)

4, Actividad especifica de §a PCC, MCC v PC en el encéfalo (sin tallo encefalico).

Con ¢l fin de obtener fos valores promedio de Jas actividades de fa PCC, MCC y PC, sc analizaron
éfal pletos y se obtuvicron los resultad dos en el cuadro 16 y en la grafica 7. Sc
podra apreciar que Ja PC fuc [a enzima que presentd las actividades inds altas, la sigue la PCC y Ja

' que tavo lag actividades menores fue la MCC.

Cuadro 16

PCC*’ MCC* PC*

n=g§ 27824470 224.5495 54084775

*pmol!¥CO;fijadas min-!mg proteina-t
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ACTIVIDAD DE CARBOXILASAS
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4.1 Anélisis estadistico

Por los valores obtenidos de sesgo y curtosis, se pudo comprobar que los datos de las tres enzimas
no segufan una distribucién normal, por fo que para su andlisis, se tuvo que recurrir a prucbas no
pamaniétricas.

En primer lugar se buscd la existencia de diferencias entre los tres grupos por medio del andlisis de
varianza Kruskal Wallis y se encontrd que si habia diferencias entre este grupo de ciizimas con un

valor de significancia estadistica p=0.001. (60, 61)
Para identificar los grupos catre los cuales existian las diferencias encontradas, se decidio aplicar

1a prucba U de Mann-Whitney obteniéndose que Jos tres grupos de enzimas cran disti
diferentes uno del otro con un nivel de significancia p< 0.001. (60, 61)

ivid, ifica de PCC, MC n_diferentes regiones del encéfalo.
Una vez idas las actividadey de las tres enzimas’:en cl encéfalo, se midicron las actividades en

diferentes regiones del mismo, Los resultados se muestran en el cuadro 17 y en la grafica 7. Es de
notarse que par la PCC y la PC cl cercbelo fue la region que presentd las actividades
notablementc mas altas.

Cu!_(_iro 17

Regitn _ PCC* MCC* PC*
Amigdala 22384221 0196 31542136
Tilamo 22254380 3284188 35624893
CF. 19374254 236184 36344330
Hipotélamo 23684301 401103 38551616
Hipocampo 2184£370 ) 243461 34361555
CP. 17224321 231273 3276359
C.O.T. 19884188 _ 112469 34504631
Cerebelo 34866469 308152 62294754
Tallo encefilico + 18474238 197416 37161616

media 2205 284 3814
intervalo 1508-3994 121627 2568.7389
mediana 2098 21 M43

*pmol MCO,fijadas min'mg proteina-! .
C.F.=corteza frontal, C.P=corteza parictal C.0.T=cortcza occipital y temporal,

41



5.1 Andlisis estadistico,

‘Al igual que en ¢! encéfalo completo, por los valores de sesgo y curtosis las actividades
enzimiticas obtenidas en el estudio regional fucron analizadas por prucbas no paramétricas.

En primer lugar, sc analizd, para cada enzimg, [a existencia de diferencias entre las nueve regioncs.
Para cllo se empled el andlisis de varianza de Kruskal Wallis; e! resultado fue que en ¢l caso de la
PCC y Ia PC la difcrencia entre las nucve regiones tienen un valor de significancia estadistica
menor a .05 (para PCC, p=0.0001; para PC, p=0.049).(60, 61)

Para identificar entre qué reg] existlan diferencias s¢ i6 a la prucba U de Mann-Whitney
y s¢ encontré que con un valor de significancia estadistica menor a 0.05, tanto para la PC
(p=0.004) como para la PCC (p=0.004), e} ccrebelo fue difcrente a las demds regioncs.(60, 61)

6.Concentracién de proteinas en_el encéfalo completo (sin tallo encefilico) y ¢n regiones que lo

conforman,
La concentracién de proteinas obtenida por ¢l método de Lowry, sc preseata en ¢l cuadro 16,

Como se puede observar se p diferencias en la acion de proteinas de una regién a
otra, {cuadro 18)
Cuadro 18
Regiones n pg. de prot./g. tejido
hiimedo
Amigdala 6 48.88+4.43
Tilamo 6 16.8045.60
+ _CF. 6 50.2249.77
Hipotalamo 6 40.0049.50
Hipocampo 6 46.66+10.60
C.P: 6 61,77414.66
C.0.T. 6 58.88412,88
Cerebelo 6 43.33:3.33
Tallo encefalico 6 56.66+12.66
Encéfalo s/Tallo 6 53,3345.33

C.F.=corteza frontal; C.P=corteza parictal  C.0.T=cortcza occipital y temporal,

7. Montaje de la técnica para determinar Ia concentracién de biotina libre.
- La validez de la técnica consistié en la adecuacién de la siguicntes variables: a) Nimero de

regiones utilizadas por ensayo, b) Volamenes de muestra y ¢) Rendimicnto en las ex

42



a) Namero de regiones utilizadas por ensayo,

Para validar Ia técnica de medicion de biotina en tejido nervioso, se trabajé inicialmente con el
encéfalo completo (sin tallo encefilico) y se calculé la cantidad de biotina por miligramo de tcjido
hiamedo (2.06 pg biotina libre/mg tejido humedo). Se relacioné esta ién con el peso de
las regiones considerando tener una distribucion de biotina uniforme cn todo ¢l encéfalo.

Posterionmente se realizo un ensayo piloto dondc sc observod que las concentraciones - se
encontraban dentro de los limites de sensibilidad del ensayo, De esta afirmacién sélo ¢l thlamo y ct
hi; po son las excep

debajo de estos limitcs.
Se decidié por lo tanto combinar, para esias dos regiones, los homiogenados obtenidos de dos

i & Al

ya que fas concentraciones de biotina se encontraban muy por

animales diferentes, y s¢ adn mas en una cuarta parte del volumen

original, de este modo las concentraciones de biotina se cncontraron dentro de la region mas

£padard

fiable de 1a curva

Nota: La concentracitn de tejido es la misma para todas las regiones 0.045g de tejido hiimedo/ml.
de amortiguador.

b) Volumen de los extractos para analizar.

En la validez de la técnica tanto pama encéfalo como para cada una de las regiones que lo
componen, se buscaron los volimencs de muestra ideales con los que se trabajarfa. De-este modo
se utilizaron 3 volimenes diferentes (50, 100 y 15041) de los cuales sc escogeria aguel con el que
1a cantidad de biotina se ubicara dentro de los limites de sensibilidad del ensayo ademés de quedar
enlémna fiable de la curva estandard,

Los voliimenes fueron variables para cada regién.
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c)Rendimiento de las extracciones.

La prucba para cuantificar cf rendimicnto consistid en agregar a un homogenado 0.031uCi
(70,000dpm) de 3HB, Pprocesar a mucstra por via nomal y ent una fraccion de 1a suspension final
se midié la radiactividad final, Los resultados fucron los siguientes: (duad\jp, 19)

Cuadrp {9
dpm originales . dpm " rendimiento
65518 i 48,087 13%
65518 59,430 91%
65,518 70,203 107%
65,518 58,000 88%
65,518 46,000 0%
65,518 ) 42,000 64%
rendimiento promedia - 82.16%

8.Concentracién de biotina libre en el encéfalo {sin tallo encelilico)
Inicialmente s midio Ia concentracisn de biotina libre cn el éncéfalo completo.
Los resultados obtenidos son los siguientes:
Biotina libre:  2.06pg/mig. tejido himedo,

47.00pg/mg. proteina

9.Concentracibn iotina libre en las region
Una vez conocida la concentracion de biotina libre en el encéfalo, se procedio a medirla en las

difercntes tegiones y se obtuvieron los si kados:{cuadso 20 y grifica 8)




Cuadro 20

B_egib_n n pgBL/ug proteina
Amigdala s '0.103:0.014
Thlamo 8 0.050:0.010
C.F. 5 0.081:40.016
HipotAlamo 5 0.06540.004
Hipocampo 6 0.03240.001
C.p, 5 0.05430.010
C.0.T. s 0.0610.030
Cerebelo 5 0.10240.020
Tallo encefatico s 0.04740.008
n total 49 -
media - 0.070
intervalo - 0.023-0.126
mediana - 0.063

C.F.=cortcza frontal; C.P=cortcza parictal C.0.T=corteza occipital y temporal,

9.1 Andlisis estadistico.

Por los valores de sesgo y curtosis s¢ comprobd que nuestros datos no scguian una distribucidn
normal por lo que se recurrié a pruebas no paramétricas para su andlisis. En primer lugar como cn
los dos casos anteriores, se utilizd ¢l analisis de varianza de Kruskal Wallis para verificar la
existencia de diferencias entre las nueve regiones; cl resultado obtenido indica que existen
diferencias con un valor de significancia estadistica menor a 0.05 (p=0.003). (60,61).

Como en los casos anteriores, para ‘identificar los grupos entre los cudles s presentaban dichas
diferencias, se utilizd la prueba U de Mann-Whitney. Los resultados, con un valor de significancia
estadistica menor a 0.05, fucron las siguientes: (60, 61) '

amigdata>talamo, hipotilamo, hipocampo, COT, CP, tallo encefalico (p=0.004)
cerebelo>talamo, hipotilamo, hipocampo, COT, CP, tatlo encefitico (p=0.004)
corteza frontal>hipotalamo, hipocampo, tallo encefalico (p=0.004)
hipotalamo>hipocampo, tallo encefalico (p=0.004)
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CONCENTRACION DE BIOTINA LIBRE
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DISCUSION DE RESULTADOS

Los hallazgos en este estudio fueron:

1.- En ¢l encéfalo se encontraron diferenci bics entre fas actividades de Jas 3 carboxilasas
mitocondriales, '
Las acfividades obtenid: d con alg; poriadas cn la litcratura (46, 48):

La PC por ser la cnzima anaplerética predominante en el SNC (12) presentd las mayores
actividades.

La PCC p o actividades y disti difercentes a las de-la PC, esta cnzima
participa en ¢l catabolismo de amino4cidos ramificados, de Acidos grasos de cadena impar.y del
fucron mayores a las actividades reportadas en la

colesterol, Para esta enzima,
litcratura (46).
La MCC, que también ¢s una enzima bolica, p 6 actividades cc ) con las

reportadas en la litcratura y dicz veees mas bajas a las de 1a PCC.(46)

Son dc ltamar la atencién las qﬂla& actividades dc 1a PCC ya que las fuentes que preceden a la
propionil, CoA no son' muy abundantes cn ¢l SNC (cémo los aminodcidos de cadenn
ramificada){63), o si son abundantes, su metabolismo poco Activo {icidos grasos de cadena impar
y colesterol). (45,46). La actividad de esta enzima se ha medido en diversos tipos celulares y
it ha do actividades més altas a las de Ja MCC y en algunos otros hasta mayores a

1as de la PC (linfocitos).(46,56)

Lo anterior nos poedria dar pic a espeeular acerca de las funciones de la PCC en ¢l encéfalo. Hay
indicios de que esta enzima ticne un papel ani\pic':rélico importante cn ¢ misculo esquelético y en ¢l
cardiaco en donde repleta pozas de malato (62). En consccuencia se podria pensar en un papel
semejante para la PCC en ¢l SNC. De este modo 1a gran porcidn de a-ceioglutarato que es
convertido a glutimico, GABA y a glutamina, se recuperaria a través de la PCC. Esta enzita
mantendria constantes Yos niveles de los intcrmediarios del ciclo de Krebs suplementando, de
manera indirecta, asi se produciria malato para la formacion de asprtico (aminodcido
abundante cn ¢l SNC) y también se producirian equivalentes reductores (NADH y FADH,)

Es dificil, con nucstros resultados, apoyar dicha funcién anaplerética en ¢l SNC debido a que la
PCC no sigue un patron de comportamicnto similar en los tejidos en los que se ha medido; en

presenta ividad imfticas que en otros (46, 56) y su actividad en la

Y

deficiencia de biotina sc conserva mis cn el encéfalo que en otros tejidos (46, 56), lo que nos h}bIa
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de mccanismos de regulacion diferentes y  desconocidos que impiden realizar dichas
tomparacioncs.

No obstante, se puecden realizar posteriormente estudios con los que se apoye o no la funcién
propucsta,

2.- Cada una de las tres enzimas presentd diferencias en algunas de las regiones encefilicas en
donde fucron medidas.

Se observa que tanto la PC como la PCC presentan un patrén de comportamicnto similar, sicndo el
cercbelo, la regidn de todo cf encéfalo que presentd las mayores actividades, micntras que la MCC
no presenté diferencias. Por lo que respecta a la PC, nucstros resultados concuerdan con los
reportados por Sander cn 1982(49) y que a su vez estaban ca discordancia con los reportados por
Schijver en 1979(48). Este ditimo reportd una mayor actividad en ¢l tallo encefalico.

En ¢l cerebelo sc ha encontrado que la densidad cclular es cuatro veces mayor a la del resto del
encét;alo(64) ademas el metabolismo del GABA es muy activo y las concentraciones de los dcidos
aspartico y glutmico son muy grandes (65).

3.- La distribucién de las concentraciones de biotina libre en cf encéfalo, no fucron uniformes. La
biotina como vitamina ha sido estudiada desde hace ya varias décadas y su importancia se ha
ligado a la de su papel como cofactor de carboxilasas cn mamiferos. Dentro de los estudios hechos
acerca de la biotina, se cncuentran aquellos en donde se hamedido su concentracién en varios
brganos, entre los cuales s¢ ha incluido al encéfalo, 6rgano que ha apasionado ¢ mtngado a los
seres humanos durante siglos.

Desde 1962 a la fecha, se han reportado en la literatura. trabajos en los que se ha muhdo la
concentracion de biotina total en encéfalos humanos y en algunas regiones del mismio.(53-55). Sin -
embarge, debido a que-la biotina sc pucde cncontrar en varias formas, unida a las
holocarboxil o como biotina libre, cstos estudxos cnntnbuycn muy poco a

m

como

aclarar aspectos de su mctabohsmo
Los resuftados prescntados en csta tesis constituycn ¢l inicio de un trabajo que ticne como fin
dilucidar ¢l metabolismo de 1a biotina en ¢ SNC. Nosotros medimos las concentraciones de biotina

libre en diversas regiones del encéfalo y ence que éstas variaban de una regién a otra. Las
migdalas y el cerebelo fueron los 6rganos que p n las mayores concentraciones de esta
vitamina, micntras que cl tallo encefilico, los tdlamos y <l hipocampo, fucron los érganos que

d

ds de sec disti diferentes a los demas, No .
s¢ intenté determinar si habia corrclaclén entre las concentraciones de biotina libre y las

ividades de las carboxil ya que las cantidades de biotina libye pueden variar dependiendo de
la actividad de fa biotinidasa, de la cantidad de biotina i icial.

presentaron las menores
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Los resultados de este trabajo, nos sugicren realizar estudios en donde se mida la concentracién de
biotina unida a protelnas y la actividad enzimatica de la biotinidasa, en diferentes regiones del
encéfalo,

e TESS MO DERE
sﬁ\? BE LA B\Bumm
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CONCLUSIONES.

Existen diferencias notables entre las actividades de las tres carboxil i driales en ¢l
encéfalo de la rata. La PCC presentd actividades mas altas a las esperadas y reporiadas en la
literatura.

Al

La PC y la PCC no se distribuyen de mancra uniforme en el
similar; las'dos son abundantes en el cerebelo. En cf caso de la MCC o se encontraron diferencias
catre las actividades de las regiones estudiadas,

3 sigucn un compor

La concentracién de biotina libre no se presenta de mancra uniforme en ¢l encéfalo existen grandes
diferencias. Las regioncs en donde abundan son el cerchelo y las amigdalas; existen pequeiias

ntidades dc esta vitamina en el hip Alamos y tallo encefalico.

¥
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