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RESUMEN 

La biotina pertenece al grupo de vitaminas hidrosolubles del complejo B. En mamlfcros y aves es 
cofactor de cuatro enzimas involucradas en la fijación de dióxido de carbono con requerimientos de 
adenosln trifosfato. Tres de dichas enzimas son mitocondrialcs: Propionil CoA carboxilasa (PCC), 
P-Mctilcrotonil CoA carboxilasa (MCC) y Piruvato carboxilasa (PC). La cuarta enzima es 
citosólica: Acetil CoA carboxilasa (ACC). 
Los desórdenes hereditarios en el metabolismo de la biotina producen el slndrome conocido como 
Deficiencia Múltiple de Carboxilasas (DMC), el que se caracteriza por presentar una baja 
actividad de las enzimas para las cuales la biotina es cofactor. La DMC incluye dos fonnas, una de 
ellas debida a la deficiencia de la holocarboxilasa sintetasa (HS) (enzima que une a la hialina a la 
apocarboxilasa) y la otra causada por la deficiencia de biotinidasa, enzima encargada del ,reciclaje 
de la hialina endógena (degradación de la holocarboxilasa), asl como del aprovechamiento de la 
biotina proveniente de la dicta. 
Muchos de los efectos de mayor importancia producidos por deficiencia de biotina o por 
alteraciones en su metabolismo se locatizrut en el sistema nervioso central (SNC). Esto ha sido 
reconocido desde hace varios at1os tanto en animales como en humanos. Los síntomas varían entre 
los paciente$, sin embargo, la hipotonia, irritabilidad y las convulsiones se presentan 
frecuentemente. 
A pesar de conocer las severas consecuencias neurológicas de la DMC, se sabe muy poco sobre el 
metabolismo de la biotina en el SNC, por lo que consideramos importante estudiar integralmente el 
estado funcional de esta vitamina en dicho sistema. Se midieron las actividades de las carboxilasas 
mitocondriales así como la concentración de biotina libre en el encéfalo de ratas cepa Wistar y en 
nueve regiones del mismo (amígdalas, tálamo, corteza frontal. hipot.ílamo, hipocampo, corteza 
posterior, corteza occipital y temporal, cerebelo y tallo encefálico). Dichos animales se 
mantuvieron alimentados ad libitum y con periodos de luz-oscuridad 12xl2hrs. 
En el encéfalo se encontraron diferencias notables entre las actividades de las tres carboxilasas 
mitocondriales. Dichas actividades concuerdan con algunas reportadas en la literatura (46). La PC 
por ser la enzima anaplerótica predominante en el SNC (12) presentó las mayores actividades. La 
PCC presentó actividades menores y estadisticamente diferentes a las de la PC (p<0.001), sin 
embargo más altas a las esperadas y a las reportadas en al literatura (46). Mientras que la MCC 
presentó actividades diez veces menores a las de la PCC. 
Cada una de las tres enzimas presentó diferencias en algunas de las regiones encefálicas en donde 
fueron medidas. Se observó que tanto la PC como la PCC presentaron un patrón de 
comportamiento similar, en donde el cerebelo para las tres enzimas, füe la región de todo el 
encéfalo que tuvo las mayores actividades mientras que para la MCC no hubo diferencias. 
La distribución de las concentraciones de biotina libre en el encéfalo no fueron unifonnes variaron 
di: una región a otra siendo las amlgdalas y el cerebelo las regiones que presentaron las mayores 
concentraciones de esta vitamina mientras que el tallo encefálico, el tálamo y el hipocampo, fueron 
los órganos que tuvieron las menores concentraciones. No se estableció correlación entre las 
concentraciones de biotina libre y las actividades de las carboxilasas ya que las primeras pueden 
variar dependiendo de la actividad de la bioÍinidasa y de la cantidad de biotina intersticial. 
El presente constituye el inicio de un trabajo, los resultados nos sugieren realizar estudios en donde 
se mida la concentración de biotina unida a protelnas y la actividhd enzimática de la biotinidasa 
para poder profundizar en el significado fisiológico de las diferentes distribuciones de las cnzimns . 
biotiniladas y hialina en el SNC. 



INTRODUCCION 

Hace tiempo, el hombre pensaba que consumir una dicta rica en proteínas, carbohidratos y lípidos 

era suficiente para mantenerlo en buenas condiciones de sal~d; sin cnlbargo, a principios de este 

siglo se encontraron algunos factores químicos que son indispensables para el buen funcionamiento 

del cuerpo humano y que hasta entonces se desconocían. 

La importancia de las vitaminas se ha demostrado en muchas ocasiones a pesar de que no se 

conoce pcñcctrunentc su función biológica. La biotina o vitamina H pertenece al grupo de 

vitaminas lúdrosolubles del complejo B. Es requerida como factor para el funcionamiento de cuatro 

enzimas llamadas carboxilasas. En los marnifcros existen cuatro carboxilasas, tres du las cuales se 

encucntl1\Jl en la mitocodria propionil CoA carboxilas~ (PCC), 3-metilcrotonil CoA carboxilasa 

(MCC) y piruvato carboxilasa (PC). La cuarta enzima es citosólica acctil CoA carboxilasa (ACC). 

Los desórdenes hereditarios en el metabolismo de la biotina producen el sindromc conocido como 

Deficiencia. Múltiple de Carboxilasas (DMC), el cual se caracteriza por presentar una baja 

actividad de las enzimas para las cuales la biotina es cofactor. Muchos de los efectos producidos 

por la deficiencia de biotina o por alteraciones en su metabolismo son localiudos en el sisteina 

nervioso central (SNC), sin embargo, el conocimiento acerca del estado funcional de esta vitamina 

en el SNC es muy escaso. Esta situación nos motivó a estudiar algunos aspectos del metabolismo 

de la biotina en el SNC de la rata. 



ANTECEDENTES. 

En el cuerpo humano se efectúan tnás de 2000 reacciones qulmicas enzimáticas para el adecuado 

funcionamiento del organismo. La mayorfa de las enzimas involucradas requieren de un cofactor 

no proteínico que puede ser una molécula orgánica o un componente inorgánico como lo son 

algunos metales. Dichos cofuctorcs se encuentran en pequeñas cantidades en las células y pueden 

particiPar directamente en el proceso catalítico o bien funcionar como acarreadores de grupos 

funcionales. 

Las vitaminas son nutrimentos orgánicos requeridos en la dicta de los mamíferos y son los 

precursores esenciales de varios cofactorcs.(I) 

La biotina, perteneciente al grupo de vitnminas hidrosolublcs del complejo B, fue considerada por 

primera vez como vitamina esencial en los sistemas vivos en 1936, cuando se aisló a partir de la 

yema del huevo por Koghl y Tonnis (2), quienes más tnrdc probaron su nctividad como factor de 

crecimiento para levaduras. 

La estructura de esta vitnmina fue dctemtinnda por Du Vigncaud en 1942 (3), confinnada más 

tarde al llevar a cabo su síntesis total y al ser analizada por rayos X. La biotina (ácido cis­

hexahidro-2-ccto-1 H-tieno(3,4)imidazol~l-valérico) es un hctcrociclo fonnado por un anillo de 

imidazol fusionado a un anillo de tiofcno al que a su vez se le une una molécula de ácido valérico 

(figura 1). Sólo el estcrcoisómcro (+) tiene actividad biológica. Su peso molecular es de 

244.3glmol, es soluble en H20 (0.02%p/v), etanol (0.08%p/v), y en álcalis diluidos. (5). 

Biosfntresi!' de Biotina en Microoreanismos. 

Los estudios acerca de la bioslntcsis de la biotina empezaron en 1942, cuando Du Vigneaud mostró 

que utilizando a esta vitamina como factor de crecimiento en cultivos de Comyebaclerlum 

dlphterlae, se podla reemplazar pcr el :leido pimélico. Al mismo tiempo, se encontró que la slntcsis 

de biotina en el Asperglllus nlger era fuertemente estimulada pcr dicho ácido. Esto permitió que se 

postulara en fonna correcta que el ácido pimélico estaba involucrado en su bioslntcsis. 

Actualmente se conoce la secuencia biosintética de la biotina e incluye las reacciones presentadas 

en la figura 2. (6,7) 

C.rbuil8585: Función I~ 

En marnlferos y aves la biotina c5 cofaetor de cuatro enzimas involucradas en la fijación de dióxido 

de carbono con requerimientos de adenosin trifosfato (ATP). Tres de dichas enzintas son 

tnitocondrialcs: Propionil CoA Carboxilasa (PCC), 8-Metilerotonil CoA Carboxilasa (MCC) y . 

Piruvato Carboxilasa (PC);y la cuarta es eitosólica: Acctil CoA Carboxilasa (ACC). El 
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Figura 1. Estructura de la Biolina 
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mecanismo de todas las carboxilasas involucra la fonnación de JJn complejo enzima-carbdxibiotina 

y tiene lugar de acuerdo con las siguientes reacciones: (8,9) 

1.- Enzima-biotina +ATP+ HCOf _.!!l... Enzima-biotina-C02· +ADP +Pi+ H+ 

2.- Enzima-biotina.C02· + RH .-. lfl... Enzima·biotina + R-COt· 

La ACC (EC 6.4.1.2), es una enzima reguladora de la biosintcsis de ácidos grasos, cataliza Ja 

carboxilación de la acctil CoA para fonnar malonil CoA. Su estructura es complcj>, está sujeta a 

regulación alostérica particulannente por citrato. La enzima de origen animal puede existir como 

protómcro cataliticatncntc inactivo o en estado poliniérico que es el estado activo. El citrato 

favorece la fonnación de polimcros.(10) 

La PCC (E.C.6;4.1.3) está involucrada en el catabolismo de aminoácidos (isolcu'cina, valina. 

trconina y mctionina), al igual que en el del colesterol y en el de los ácidos grasos de cadena impar. 

Cataliza la convctsión de propionil CoA a mctilmalonÚCoA, la cual postcrionncnte es convertida a 

succinil CoA para que finalmente sea incotporada al ciclo de Krcbs. (1 J) 

La MCC (E.C.6.4. 1.4) participa en la degradación de Ja Jeucina, fonnando 3-mctilglutaconil CoA 

a partir de 3-mctilcrotonil CoA; está compuesta de dos subunidades diferentes y Ja más grande es 

la que contiene Ja mo!Ccula de biotina.(9) 

La PC (E.C.6.4.1.1) cataliza la síntesis de ácido oxaloacético a partir de piruvato. En tejidos 

glucogénicos como lo son el hígado y los riñones, funciona como llfl!l·e.nzima reguladora de la 

gluconcogénesis. En otros tejidos animales participa en Ja anapl~rosis del ciclo de Krcbs 

proporcionando esqueletos carbonados para los ~inoicidos aspa.rt.Jto, G.:'J?.\ )' glutamato 

(12, l 3). En tejidos Jipogénicos participa en la slntesis de ácidos grasos, en el transporte de grupos 

acetilo via citrato y reduciendo grupos via malato de la mitocondrfa hacia el_ citosol. ( 14) 

Las cai:boxilasas son sintetizadas en fonna inactiva carentes de biotina como apocarboxilasas. La 

fonna. activa de holocarboxilasa se fonna por la unión covalentc ·db Ja biotina con la 

apocarboxilasa, ncacción que es catalit.ada por Ja Holocarboxilasa Sintetasa (HS) (9). Esta enzima 

cataliza dos reacciones sceucncialcs (figura 3), Ja primera consiste en la activación de la biotina a 

través de su porción alifática, con un ATP para fonnar el biotinil adcnilato que posterionnente 

reacciona con el grupo &-amino de una lisina perteneciente al sitio activo de la apocarboxilasa 

fonnando un enlace eovalcnte amido de d(+)biotinil-s-N-1.-lisina. Esta lisina biotinilada recibe el 

nombre de biocitina o biotinil-lisina. 

La HS se encuentra tanto en el citoscil como en la mitocondria pero no se sabe si las 

apocarboxilasas son activadas antes o después de su intcmalizaci.ón a esta última. Parece existir 

sólo una HS para todas las carboxilasas.(15) 
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. Biotinidesa 

Las carboxilasas al igual que otras protelnas son degradadas por protcasas en el curso de la 

renovación celular. Sin embargo, a diferencia de las demás no llegan a producir aminoácidos libres, 

el proceso se detiene cuando se fonnan pequeílos péptidos biotinilados, ya que la ruptura del enlace 

biotina-lisina requiero do una enzima especial, la biotinidasa (E.C.3.5.1.1.2). Se ha pensado que 

este proceso también es utilizado para la absorción intestinal de la biotin.1 ya que nonnalmente se 

. ingiere unida a proteinas. (16) 

La biotinidasa fue inicialmente descrita por Thoma y Pctcrson ( 17), quienes observaron que en un 

extracto de hlgado de cerdo la biotina era liberada por la biotinidasa sólo cuando habla un previo 

tratamiento con tripsina. Esta observación indicaba que la biotinidrisa no podía liberar a la biotina 

unida ~ largas cadenas de prntcinas. En 1963 Koivusalo(l8) apoya este postulado cuando 

encuentra que la biotinidasa del Streptococc11s faeco/ls era incapaz de liberar la biotina de la PCC 

intacta. 

El mecanismo de la biotinidasa fue estudiado por Knappe en 1963 (19) utilizando N-biotinil-p­

amino·bcnzoato como sustrato. (figura 4) 

Esta enzima se ha encontrado en suero sangulneo y en muchos tejidos animales tales como el 

hlgado, riñón y cerebro, sólo por mencionar algunos. (20,21) 

Deficiencia Múltiple~ Carbosilases 

Los desórdenes hereditarios en el metabolismo de la biotina producen el slndrome ccnocido cerno 

Deficiencia Múltiple de Carboxilasas (DMC), el que se caracteriza por presentar una baja 

actividad de las enzimas para las cuales la biotina es cofactor.(16) 

Anterionncnte. la DMC se clasificaba en 2 grupos en función de la edad en la que·sc inician los 

slnto1nas de la enfenncdad: la fonn.a neonatal o infantil y la forma juvenil o tardía. Actualmente es 

nu\s conveniente usar nomenclatura bioquímica, que se basa en la deficiencia enzimática 

responsable del padecimiento. 

La DMC debida a la deficiencia de la HS, que usual¡nente tiene una forma neonatal, se presenta en 

los primeros días de vida y se manifiesta con síntomas como cetosis, la consecuente acidosis 

metabólica, elevación de los diferentes mctabolitos urinarios caractcristicos de las deficiencias 

aisladas de las carboxilasas e hipcramoncmia (16,22,25). En ·c1 suero se presenta una baja 

concentración de bicarbonato y un incremento en la brecha de aniones. Los pacientes que no 

mueren en los primeros días de vida desarrollan manifestaciones dennatológicas que al infectarse 

con Monilla, complican la apariencia clinica de las lesiones, esto es a ccnsccuencia de las 

deficiencias inmunológicas (24-28). AdicioÍlalmente, los sintomas neurológicos son predominantes: 

convulsiones(25), hipo e hipcrtonia, atetosis (17,24,26) e hipomielil)ización. 
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La sintomatologfa de DMC debida a la deficiencia de biot.inidasa, usualmente se presenta después 

de los tres meses de vida. Las manifestaciones dcnnatológicas pueden cmpcz.ar a los tres meses o 

después de tos 4 años, sin embargo, éstas son menos generalizadas que en la dcQcicncia de HS y se 

caracterizan por la presencia de dermatitis pcriorificial, cabclló escaso en cabeza y cejas y se puede 

presentar alopccia.(29-34). Se han encentrado cpispdi0s de cctosis y acidosis parecidos a los de la 

deficiencia de HS, además de altas concentraciones dé lactato y piruvato en fluido cerebroespinal. 

(39) 

Las manifestaciones neurológicas predominantes en estos casos son: convulsiones que indican el 

inicio de la cnfcnncdad; ata~.ia; retraso mental; hipotonia; falta de control sobre la cabeza y 

anonnalidadcs neurciscnsori_ales como son atrofia ópti.ca y pérdida de la audición. Algunos estos 

slntomas desaparecen con la administración de biotina.(35-39) 

En este tipo de DMC, también hay deficiencias inmunológicas debidas a una mala función de las 

células By T.(16) 

Biotin11:.: filmm! Nervioso 

Los efectos de mayor irnportancia producidos por deficiencias de biotina o por alteraciones en su 

metabolismo son localizados en el sistema nervioso. Esto ha sido reconocido desde hace varios 

años tanto en animales como en el humano. Los síntomas varian entre los pacientes, sin embargo la 

hipotonia. irritabilidad y las convulsiones se encuentran frccucntementc.(40) 

Zak y D'Ambrossio en 1985 describieron a un paciente de 12 meses ·de edad mantenido por 6 

meses con nutrición parenteral total, al final de este tiempo presentó convulsiones severas, retraso 

en el desarrollo y problemas oftalmológicos; su estado mejoró notablemente ·al recibir una 

suplementación con b.iotina (41). 

Suchy en 1985(42) y Di Rocco en 1984(43) describieron slntomas neurológicos en la deficiencia 

de biotinidasa y sugiricroo que éstos eran debidos a la acumulación de mctabolitos tóxicos en el 

cerebro. 

Se han realizado exámenes neurológicos en encéfulos de niños que murieron con un diagnóstico de 

DMC y las obscrvaciooes al microscopio revelan una degeneración crónica del ccrcbelo.(26) 

Suchy y Wolf en 1986(44) sugirieron que como los llpidos. son componentes estructurales 

importantes tanto en el cerebro como en la piel, los defectos neurológicos y cutáneos presentados 

en la OMC o en la deficiencia de biotina podrian ser ocasionados por un problema en el 

metabolismo de estos. De este modo, realizaron un estudio en donde midieron las cantidades de 

colesterol total, libre y csterificado, tanto en hlgado como en el encéfalo de ratas deficientes en 



biotina no encontrando cambios al comparar tos casos con los controles. Posterionnent_e Suchy y 

Wolf en ese mismo año(45), realizaron otro estudio en donde cuantificaron los ácidos grasos 

saturados en suero, hígado, cerebro y cerebelo, encontrando un contenido anormal de ácidos grasos 

saturados tanto en el suero como en el hlgado pero no para el cerebro y el cerebelo. Los estudios 

realizados por este grupo indican que las alteraciones en el metabolismo de los lipidos no son causa 

de las anormalidades neurológicas presentadas en la DMC. 

Si bien los lipidos son esenciales en el sistema nervioso central, el papel del piruvato en el 

metabolismo oxidativo del cerebro también es de gran importancia. Tanto la piruvato 

dcshidrogennsa, que forma acctil CoA a partir de piruvato, como la PC que fonna oxaloacctato a 

partir del mismo, son enzimas cruciales para el buen funcionamiento del ciclo de Krcbs. Una 

reducción en la actividad de la PC causa un dccren1cnto de o .... aloacctato, lo que a su vez ocasiona 

una disminución en el metabolismo mddativo y que el pinivato sea reducido a lactato.(46) 

Hay otros errores innatos del metabolismo asociados con problemas neurológicos parecidos a los 

encontrados en la DMC, en particular la aL1xia. Enfermedades como la de Hartnup csLin asociadas 

con el metabolismo de antinoácidos ramificados y con el mcL1bolismo del piruvalo.(4 7) 

Los desórdenes en el metabolismo del piruvato, la acidosis láctica consecuente y su asociación con 

problemas neurológicos llevaron a proponer una hipótesis en donde se postuló una distribución 

diferente de la PC en ciertas nrcas del encéfalo (tallo encefálico, cerebelo, cerebro). algunas de las 

cuales serian más susceptibles a la deficiencia de PC que otras. Respecto a esto, Schrijver(48) y 

Sandcr (49) para comprobar dicha hipótesis realizaron trabajos en donde midieron la actividad de 

la PC en diferentes regiones del encéfalo de ratas sanas y maduras. El primero encontró que el tallo 

encefálico presentaba las mayores actividades, mientras que el segundo encuentra que es el 

cerebelo L1 región con las actividades mis altas. Ambos gmpos observaron el efecto de la 

deficiencia de biotina en ta actividad de la PC en diferentes regiones del encéfalo encontrando 

resultados concordantes. Por otra parte, al seguir trabajando con ratas deficientes, Schrijver 

encuentra que en los encéfalos de estas ratas la actividad de la PC era 70% menor a la de los 

cOntrolcs, mientras que Sandcr encuentra que ·es 6S% menor; por lo que respecta al higado, el 

primero reporta que en ratas deficientes la actividad de la PC es 85% menor a la de los controles, y 

el segundo que es 97% menor; es notable que la actividad de la PC en la deficiencia de biotina se 

preserva más en el encéfalo que en el hígado. Scluijvcr realiza además un estudio en donde analiza 

encéfalos de ratas en desarrollo que son deficientes en biotina )' observa un retraso en el mismo. 

En 1969, Ber! el al.(50) propusieron que la actividad anaplcrótica en el SNC debía estar 

compartamcnlalizada. Siendo la PC la enzima anaplerótica predominante en el SNC, ésta se iba a 

cocontrar en compartimentos sintéticos l~a!izados en los astrocitos. Shank el al. en 19B9(51), 

realizaron estudios bioqulmicos e inmunocitoquimicos con los que trataron de localizar a la PC en 

diferentes tipos cclufarcs y concluyeron que esta enzima es un marcador de astrocitos. En estas 



células ha)' una gran actividad de PC y de ellos salen hacia la neurona las cantidades de et· 

cetoglutarato )'malato que se requieran en un momento dctcnninado. Se comprobó la existencia de 

un sistema de transporte para estas moléculas que preceden la fonnación de aminoácidos 

neu!ptmnsmisores.(52) 

Lo~ trabajos antes mencionados son, hasta donde sabemos. t~os los estudios en los que so midió 

la actividad de carboxilasas y como se puede observar además de presentar algunas 

contradicciones, en ninguno de ellos se incluyó a la PCC y a la MCC. 

Por lo que respecta a la concentración de biotina, tenemos conocimiento de tan sólo tres trabajos en 

los que se ha medido esL' viL1mina en encéfalos humanos y en diferentes regiones del mismo(S3· 

55). Sin embargo, no se puede llegar a una conclusión con estos datos ya que solamente se ha 

medido la concentración de biotina total y dado a que esta vitamina puede encontrarse libre o unida 

a protelnas, por lo que estos resultados indican muy paco acerca de su metabolismo. 
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JUS11FICACION 

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

1.- Medir las actividades de la PCC, MCC y PC en el encéfalo de la rata y en diferentes regiones 

del mismo. 

2.- Medir la coneentraei6n de biotina libre en el encéfalo de la rata y en diferentes regiones del 

mismo 

HIPOTESIS 

l.- Existen diferencias entre las actividades enzimáticas de Ja PCC, MCC y PC en el encéfalo. 

2.- Las actividades enzimáticas de Ja PCC, MCC y PC no se distribuyen de manera uniforme en el 

encéf.ilo. 

3.- La coocentraei6o biotina no se distribuye de manera uniforme en el encéfalo. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL. 

Los animales de estudio, ratas macho, cepa Wistar 200±20g., alimentados ad libitum, fueron 

perfundidos con solución salina 0.9% y decapitados para extraer el encéfalo .libre de sangre. A 

continuación se realizó una disección sobre este úhi1_no que consistió. en separarlo en nueve 

regiones que lo confonnan. 

Tanto en el encéfalo entero como en sus rcgioncs,_sc midieron las actividades cnZimáticas de la 

PCC, MCC y PC por un método radiocnzimático que. mide la incorporación de 14co2 a los 

sustratos. Para medir la concentración de biotina libre, se utilizó un método de competencia entre 

la ttt-biotina y la 3tt·biotina por su unión a la avidina para lo cual fue necesario extraerla prime,;, 

del tejido en cuestión con alcohol etllico. 
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MATERIAL Y METODOS. 

Modelo experimental. 

Los animales de estudio fueron ratas macho cepa \Vistar de 200±20g., alimentados "ad libitum" y 

mantenidos en periodos de luz-oscuridad 12Xl2hrs. 

1. Perfusión. 

Se requirió eliminar Ja sangre del tejido nervioso, para evitar efectos aditivos de Jos elementos 

sangulncos a las concentraciones de biotin.i libre y a las actividades especificas de las carboxilasas. 

Para lo cual los animales fueron pcrfundidos intracardiacamenle con una solución de lavado. 

1.1 Reactivos. 

1.1.1 Solución salina 0.9% (p/v) a 7ºC. 

1.1.2 Pentobarbital sódico 0.0315 glml, 78µg/g.de peso. 

1.2 Técnica 

Los animales se anestesiaron con una inyección intrapcritoncal (figura 5) de 500111. de 

pcntobarbital sódico. La dosis aseguró mantener vivo al animal por un periodo de 1 O minutos. 

Postcrionncnte se abrieron las cavidades intestinal y torá.xica teniendo cuidado de no maltratar los 

órganos, evitando así la muerte prematura del animal. Fue importante mantenerlo vivo pues el 

corazón ayudó a bombear la solución salina a todo el cuerpo. 

lruncdiatamentc después se realizaron pequeños cortes en la aurícula derecha y en el ventriculo 

izquierdo del corazón, ya que a este Ultimo se conectó una cánula que inyectó la solución salina 

fria y por la aurícula salió la sangre con el liquido del lavado. (figura 6) 

La cavidad abdominal se abrió pues hubo espansión de órganos, además de que el color de estos 

fue indicativo de un buen lavado. 

2. Disesti6n del enc~íalo. 

2.1 Reactivos 

2.1.1 Sacarosa (!.T. Baker)30% 
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Figura 5. Inyección inlrnpcriloncal. 

Figura 6. Perrusi6n inlrncnrdinca 
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2.2Tknica 

· Tcnninada la perfusión los animales fueron decapitados. Se expuso posteriormente el cráneo y se 

rompió con cuidado para poder extraer el encéfalo intatto. (figura 7) 

El trabajo se dividió en dos partes, en .la primera se trabajó con el encéfalo completo (sin tallo 

encefálico). En este caso una vez cxtraido, se lavó con solución salina fria, se secó con papel 

absorbente, se pesó, se deshidrató en sacarosa 30% por 4 hrs a 7ºC., y posteriormente se 

homogeniro. 

En la segunda parte, se proo:dió a deshidratar el encéfalo y posteriormente a disecarlo. La 

disección consistió en el aislamiento macroscópico de las siguientes regiones: a) amlgdalas; b) 

hipotálamo; e) corteza frontal (C.F); d) tálamo; e) hipocampo: f) corteza parietal (C.P); g) corteza 

occipital y temporal (C.o.n; h) cerebelo e i) tal~o encefálico. 

El procedimiento se realizó sobre hiclp y no 'taiiió·· nu\s de 10 ntinutos. Por último las regiones 

fueron ·almacenadas a -70ºC. 

3. Homogenización. 

3.1 Reactivos 

3.1.l Amortiguador de fosfatos de potasio 50mM pH~7.4 

Fosfato de potasio dibásico (l .T Bakcri "50mM 

Fosfato de potasio monobásico (l.T. Baker) 50mM 

3.2 Hcnica 

3.2.1 Encéfalo 

Trascurrido el tiempo de deshidratación en sacarosa, los encéfalos se colocaron en un volumen de 

amortiguador de fosfatos de potasio 50 mM pH;,7.4, para obtener una concentración de 0.045 g de 

tejido hWncdo/nil de amortiguador. 

Posterionnente se procesaron en frío Gil un homogcnizador Brinkmann modelo PT 10135, 

intensidad 4 por 15 segundos. 

Los bomogenados resultantes se guardaron a -70°C. 

3.2.2 Regiones 

El procesamiento de las regiones c00sistió en descongelarlas (-70 a -20'C, de -20 a OºC, de O a 

7°C y de 7 a umperatura ambiente), pesarlas y posteriormente agregarles un volumen de 

amortiguador de fosfatos de potasio 50 mM pH=7.4 con el que se ajustó la concentración a 0.045g 

de tejido húmedo/mi de amortiguador. 
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En seguida se homogcnizaron en frío en un sonicador Branson modelo 200 con pulsos contlnuos, 

Intensidad 3 equivalente a 20 watts y por un tiempo caractcristico para cada región: (cuadro l) 

Cuadro 1 

REGION TIEMPO lse~I 

Aml•dala 15 

HinotAlamo 5 

C.F. 15 

TAlsmo JO 

Hinotamno 20 

C.P. 20 

C.O.T. 20 

Cere!H!lo zs 
Tallo ence!Alíco 40 

C.F~corteza frontal C.P~coteza parietal C.O.T==rtcza occipital y temporal 

Lo anterior se realizó momentos antes del ensayo. 

4. Determinación de IR actividad de PCC, MCC y PC. 

Para Ja detennínar las actividades cn2imáticas de los carboxilasas, se empicó el método de 

Swcetman (56), el cual se basa en la incorporación de 14c02 procedente de NaHl4C03, en el 

sustrato apropiado. De este modo al actuar la PCC sobre la propionil CoA el producto será 14c. 

metilmalonil-CoA. El producto de la MCC al actuar sobre p-mctílerotonil CoA será p.14c. 

mclilglutaconil CoA, parte de Ja cual es postcriomwnte hidratada a l4C·P·hidroxi·P·mctilglutaril 

CoA. El producto de la PC al actuar sobre piruvato es el ácido 14C-<>xaloacético el cual es 

inestable y es transformado al á.cido 14C-citríco por la intcr\'cnción de In citrato sintetasa añadida a 

la mezcla de reacción. La acctil CoA es el modulador alostérico de la PC, también sirve como 

sustrato ya que con el ácido oxaloatético forma el ;icido 14C-citrico. 

4.1 Reactivos 

4.1.1 Amortiguador Tris !Ox, pH=8 

·Tris (Merck) l M 

-MgClz (l.T. Baker) 8mM 

-KCI (l.T. Bakcr) 600mM 

-EDTA (Merck) 6mM 
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4.1.2 Amortiguador de lisis, pH=S 

-Tris (Merek) 50mM 

-EDTA(Merck) 0.125mM 

4.1.3 Propionil CoA (Sigma) 40mM 

4.1.4 3-Metilcrotonil CoA (Sigma) 40mM 

4.1.S Acctil CoA (S;gma) 35mM 

4.1.6 Solución stock: Tris 10< + ATP + Glutatión reducido (GSH) 

·ATP (Sigma) 28.5 mM 

-OSH (Merck) 20.0 mM 

·Amortiguad9r Tris 10< pH=S 

4.1.7 Piruvato de sodio (Sigma) 40mM 

4.1.8 Citrato sintctasa (CS) (Sigma) 18.6 unidades/mi dó piruvato de sodio 40 mM 

4.1.9 Acido fónnico (Mcrck) 15% (\'/v) 

4.1. IO Bicrubonado de sodio radiac!ivo (NaHl4C03) (Amcrsham) 

Actividad especifica: 3.81 µCi/11mol. 

Concentración: 0.12 M 

4.1.11 Solución de centelleo (Bray) 

-Naftaleno (J.T. Baker) l80g. 

-PPO (difeniloxazol) (New England) l 2g. 

-Etilcnglicol (Sigma) 60ml. 

-Metano! (J.T. Baker) JOOmJ. 

-Dioxano (!.T. Baker) c.b.p JOOOml. 

4.1.12 Metano! (!.T. Baker) 50% (v/v). 

4.2 ncnica 

En tubos Eppendorf de 500 µI fueron preparadas las mezclas de reacción (MR) correspondientes a 

cada enzima con las siauicntes proporciones de reactivos. (cuadro 2) 
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Cuadro 2 

Reactivos BlancoPCC- PCC MCC Blanco PC PC 

MCC 

1 11 111 IV V 

"'º 25 25 25 - -
ATP-GSH 25 25 25 25 25 

CoAoH,O 25(11,0J 25(PCoAl 25CMCoAl 25¡¡'[;·01 25CAcCoAl 

Naffl4CO 25 25 25 25 25 

CS/Piruvato - - 25 25 

100% 100% 100% 100°/o 100% 

Una vez preparadas, se adicionaron IOµI de la mezcla de reacción corrcspondienle a cada tubo del 

cnsa}'O. 

Ya preparados los tubos con las mezclas de reacción, se realizó una dilución 1: to del homogenado 

en amortiguador de lisis, de este modo se acondici1;maron las muestras para el rompimiento de las 

mitocondrias y la subsecuente liberación de las enzimas contenidas en éstas. Este proceso se 

realizó por sonicación (sonicador Branson modelo 200), en frio, descargando 30 pulsos de 0.5seg 

cada uno, con un descanso intermedio de 40 seg. y una i~tensidad de 22 watts. Las condiciones de 

sonicación se establecieron en el laboratorio al montar la técnica de Swcctman para tejido nervioso. 

(ver resultados). 

Inmediatamente después, se agregaron 10µ1 del sonicado a cada tubo del ensayo y se incubaron 1 

hora a 32ºC en bailo maria con agitación. 

La reacción se detuvo al meter los tubos en agua fria. Posteriormente se agregaron IOµI de ácido 

fórmico 15%, se mezclaron bien y se dejaron destapados 15 minutos para permitir el escape del 

NaH14C03 no reaccionado que se desprendió en forma de l4C02 t. 
En tiras de papel Whatman 3MM se marcaron lineas divisorias cada 2.5cm y cada cuadro formado 

se marcó con el número del tubo correspondicnle. 

Pasado el tiempo de desprendimiento de t4co2, se colocaron 30µ1 de Ja mezcla reaccionada en su 

correspondiente cuadro de papel filtro y se secaron con pistola de aire (frío) por espacio de 15 min. 
Una vez seco el papel se procedió a agregar 30µ1 de ácido_ f?1111Íco 15% y se dejó secando 

nuevamente por espació de 30 minutos con pistola de aire, d~ c~te modo se. aseguró la ausencia de 

NaHl4C03 no reaccionado. 



Las tiras ya secas fueron recortadas en pcqueílos fragmentos y colocadas en viales que contcnian 

7ml. de solución de Bray, 1 mi. de metano! al 50% y en los cuales se habia medido el ruido de 

fondo. 

Los viales se agitaron con vórtcx para extraer la muestra y se contaron 1 O minutos en un contador 

de centelleo liquido (Packard Tri·Carb 4000 Series) con estándar externo. 

S. Detenninatión de protelnas 1Lowrvl(57) 

5.1 Reactivos 

5.1.1 Hidróxido de sodio (NaOH)(J.T. Baker) 

5.1.2 Carbonato de sodio (Na1C03)(J.T.Baker) 

5.1.3 Sulfato cúprico (CuS04) (J.T.Baker) 

5.1.4 Tartrndo doble de sodio-potasio 

5.1.5 Albúmina sérica bovina 

5.2 ncnica 

O.IN 

2.0%cn NaOH O.IN 

l.0% 

2.0% 

0.1% (se guarda en allcuotaS a-70°C) 

Solución A 

-C.vbonalo de sodio 2% en hidróxido de sodio O.IN 100 partes 

-Sulfato cúprico 1% 1 parte 

·Tartrato doble de sodio postasio 2% 1 parte 

S.2.2Solución B 

-Reactivo de fcnol (Folin-Ciocalteau)(Sigma) 50% 

Tanto la solución A como la B se prepararon inmediatamente antes de usarse. 

5.2.2 Cwva tlÜndar 

Para n:alizar la curw estándar se tomaron volúmenes de albúmina equivalentes a 10, 20, 25, 30, 

40 y 45 µg de albúmina (ver cuadro 3), se les agregó un volumen de amortiguador de lisis 

coquiva!ClllC al volumen de muestra utilizada, en este caso setin 80µ1 y por último se agregó agua 

cuanto bastó paia completar S00¡1l. Se adicionó el amortiguador de lisis porque se observó que el 

Iris (hidroximctilaminomctano) desarrollaba color. 

Pana las muestras se trabajó con un volumen de 80µ1 del homogenado previamente sonicado y 

cartrifugado 6470g x 3 min. Posteriormente se agregaron 2.5ml. de la solución A se mezcló y se 

20 



dejó incubando a temperatura ambiente 10min. 

Para el desarrollo del color, prop<>rcional al contenido de protelnas, se adicionó a todos los tubos 

250µ1 de la solución B, se mezcló pcñectamente y se dejó incubando 30 minutos a temperatura 

ambiente. Transcurrido el tiempo se midieron: las densidades ópticas con una longitud de onda de 
700nm en un cspcctrofotómctro. El color fue estable p-0r 2 horas. 

Se graficó colocando en las abscisas los µg de albúmina (protclnas) y en las ordenadas las 

densidades ópticas obtenidas a 700nm. Se trazó la mejor recta respecto a los guntos obtcfiidos y se 

interpolaron las lecturas de las muestras. 

Cuadro 3 

Tubos albúmina muestra Amorti- H20 (µI) Soln.A Soln.D 

(µI) (Jll) auador (mi) (µI) 

lisis (111) 

12bco. o o o 500 2.5 250 

3 4 bco. o o 80 420 2.5 250 

56 10 o 80 410 2.5 250 

78 20 o 80 400 2.S 250 

910 25 o 80 395 2.5 250 

1112 30 o 80 390 2.5 250 

1314 40 o 80 380 2.5 250 

1516 45 o 80 375 2.5 250 

17 .... o 80 o 420 2.5 250 

6. CAiculo de las actividades especificas de las carboxilasas. 

Con las concentraciones' de protclnas las actividades especificas de las enziinas, se calcularon de la 
~iguicnte manera: 

dpm .,-dpm bla11co x lµCi x lµmol x li!!!!!!!_ 
60ininxmg.prol. 2.22E6dpm 3.BlµCi 1E -fiµ.mol 

pmol 14C02 fijadas 
min.xmg.protelna 
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7. Detenninaci6g de biotina libre 

Para determinar la ccnccntración de biotina libre en los tejidos estudiados, se utilizó una técnica 
que se fundamenta en la competencia entre la biotina fria (tHB) y biotina tritiada (lHBJ por su 

unión a la avidina.(58) Dado que el complejo avidina·biolÍml no tiene un peso molecular muy 

grande no precipita por lo que es necesario unirlo a un anticuerpo antiavidina acoplado a 

scpharosa, de este modo se facilita la separación de la biotina libre y la unida por medio de 

ccritrifugación. 

7.t Preparación de muestras 

7 .1.1 Reljctivos 

7.1.1.1 Alcohol ctllico absoluto (l.T. Bakcr) 

7.1.1.2 Eter ctilico (saturado con agua) (l.T. Bakcr) 

7.1.1.3 Amortiguador Tris..acido bórico-EDTA-manitol pH=S 0.09M (TDEM) 

·Tris (Mcrck) 44.SmM 

·Acido Bórico 44.SmM 

-EDTA l.OmM 

·Manito! 100.0nM 

·Azida de sodio 0.02% 

7.1.2 Técnica 

Los homogena<los obtenidos en la sección 3 fueron utilizados para cuantificar bio~na libre. Para lo 

cual se realizó inicialmente una extracción de llpidos con éter ctilico (saturado con agua para evitar 

la incorporación de alguna porción de la fase acuosa), por una hora, ya que estos dificultaban la 

resuspcnsión de las muestras e interferlaii en el ensayo. 

Con respecto al hipocampo y al tálamo para la muestra de cada una de estas regiones se 

cambinaron los homogcnados provenientes de dos animales diti:rcutes.(cuadro 4) 

Transcurrido el tiempo se realizó la extracción de bi~tina con.4.volúmcncs de etanol absoluto por 

IShrs. a ·15ºC. Una l'CZ terminadas las 2 extracciones, se pro&,wó a secar los extractos etanólicos 

en wi evaporador al vacío (Savant). 

Antes del ensayo estos extractos se resuspcndicron en un volumen de TBEM correspondiente a una 

fracción del volumen original de la muestra.(cuadro 4) 
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Cuadro4 

Región Fracción del volumen Número de animales que 

original en la que se contribuyeron a la muestra. 

resuspendió el ei;tracto. 

Amíodala 0.35 1 

Tlllamo 0.25 2 

C.F. 0.35 1 

Hinollllamo 0.35 1 

Hinocamno 0.25 2 

C.P. 0.35 1 

C.O.T. 0.35 1 

Cerebelo 0.35 1 

Tallo encefáli<o 0.35 1 .. C.F=corteza frontal C.P=coteza parietal C.O.T=corteza ooc1p1tal y temporal 

7 .2 Reactivos 

7.2.1 Biotina tritiada (lHB) 45Ci/mmol, l.OmCi/ml. (New England Nuclear Co.). 

Con el propósito de trabajar con material de pureza radioqulmica elc,ada, cada vez que fue 

necesario se purificaron alícuotas de 70µCi de reactivo por cromatografio en placa fina de alta 

eficiencia (Whallnan LHP-KF cal. 4806-410), con el sistema bcnceno-metanol-acctooa-ácido 

acético (70:20:5:5). Los eluados obtenidos se evaporaron a sequedad bajo corriente de nitrógeno. 

Estos extractos secos de 3HB se almacenaron a -IOºC., y para el ensayo se rcsuspcnden en IOml. 

de TBEM para obtener 13,000 dpm/10µ1 (36pg. de biotina). 

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

La seph:irosa 6B sin uniones cruzadas (Pharmacia Fine Chcmicals) se activó con bromuro de 

cianógeno y se le acopló el anticuerpo antiavidina según el método descrito por March et al. en 

1974 (59). La piolelna acoplada a la scpharosa se almacenó en suspensión 1:1 (v/v) con NaCI 

0.15M y azida de sodio al 0.02%. 

7.2.3 Amortiguador Tris-ácido bórico-EDTA-rnanitol pH=8 0.09M ffBEM) (sección 7.1.1.3) 

7.2.4 Avidina 40µM (2.68mglml) en TBEM, solución A concentrada se almacenó en allcuolas de 

10µ1 a -15°C. En el momento del ensayo se hizo una dilución 1:100 de la solución A en TBEM 

para obtener una co"'7"tración 400nM (solución B), y por último se hizo una dilución 1 :30 para 

obi.ner iJna concenlr,lción 1 JnM (Soln. C). 
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7.2.5 Solución concentrada de biotina (tHB) en TBEM 5mg/dl (Soln. A). De esta solución se 

partió para preparar la solución B, por una dilución 1: 100 en TBEM, que dió una concentración 

final de 500ng/ml, la cual a su vez se diluyó 1: 10 en TBEM para obtener una concentración 

5og/ml (Soln. C), por último se partió de la solución C para que por una dilución 1 :5 en TBEM, se 

obtuviera la solución D, que contiene lpg de tHB/µI. 

La solución A se ~nó a ·IOºC, mientras que las B, C y D se almacenaron a 6°C. 

7.2.7 Solución de Bray para centelleo líquido (ver sección 4) 

7.3 Ttcnlca 

En el cuadro 4 se presenta el protocolo. Para la curva cstandar, se agregaron diferentes volúmenes 

de las soluciones de trabajo de biotina fria, equivalentes a 10, 20, 40, 80, 160 y 320 pg. (10, 20, 

40, 80, 160µ1 de la soln. D y 64µ1 de la soln.C respectivamente), los que se ajustaron a 210µ1 con 

TBEM. En el caso de las muestras, se agregó un volumen previamente comprobado en el que la 

cantidad de biotina contenida se encontraba dentro de los·limitcs de confianza del ensayo (ver 

montaje de la técnica). A este volumen se le agregó también un volumen de TBEM para alcanzar 

los 210µ1. Posterionnente a todos los tubos del ensayo se les adicionaron 10µ1 de 3HJÍ y se 

agiraron pcrfectamante. De este modo se obtuvo una mezcla homogénea de las dos biotinas (IHB y 

lHB) y cuando se inició la competencia, al agregar la avidina (soln.C), no hubo gradientes de 

concentración que interfirieran con los resultados. (cuadro 5) 

El ensayo requirió que se midiera la unión inespcclfica por lo que se prepararon tubos con muestra 

a los que no se les adicionó avidina; de tal modo que se permitiera determinar la cantidad de Ab· 

Av-Sp que se pegaba a moléculas diferentes a la avidina. Por otra parte también se midió la unión 

máxima que corrcspoode a los tubos a los que no se les agregó biotina fria pues se observó la 

cantidad máxima de 3ffB que se pega a la avidina. (cuadro 5) 

Una vez terminado este proceso, los tubos del ensayo se taparon e incubaron a 4ºC (cuarto frio) 

con agitación por 24 hn. 

Transcurrida la primera incubación, se sacaron los tubos del cuarto frio, se destaparon y se les 

agtq¡aron 60µ1 del anticuerpo antiavidina acoplado a sepharosa {Ab-Av-Sp). Este procedimiento 

se realizó con precaución, no se escurrió el Ab-Av·Sp por las paredes ya que se quedaban 

adheridas a estas las esferas de sephatosa. No se mezcló fuertemente ni se centrifugó a más de 

ISOg pues la sepharosa se fta<:turaba. Una vez agregado el Ab·Av-Sp se incubó de nuevo a 4ºC 

por 24hn. oon agitación. 
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Terminado el tiempo de la segunda incubación los tulios se centrifugaron 150g x Smin. Se tomó 

6na allcuota de 150µ1 del sobrenadante y se colocó en 2.Sml de solución de Bray contenida en un 

vial. Posteriormente se pusieron a contar la muestras en un contador de centelleo liquido por Smin. 

7.4 Cillculos 

Las desintegraciones por ntlnuto (dpm) obtenidas correspondieron ·a la cantidad de 3ttB que no se 

unió a la avidina (biotina libre). 

Se gralicó en papel "logit·log" colocando en el eje de las abscisas los pg de biotina fria y en el de 

las orde .. el porcentaje de unión al que corresponden (gráfica A). La cantidad de lHB unida 

fue inversamente proporcional a 1a cantidad de biotina fría existente en ta muestra. 

Los resultados obtenidos fueron corregidos por los valores de unión inespecifica y de unión 

máxima. 

Tubos 

1,2 uni6n 
inesDt?clfka 

3,4 uni6n 

mhima 

56 10 02 IHB 

7.8 20oe IHB 

910 4002 IHB 

1112 800• IHB 

1314 16002 1HB 

15.16 3200• •Ho 

17 ..... . 
..... unión 

intspecifica 

muestras 

(O) solución O de biotina fria 

(C) solución e de biotina fria 

B(µl) 

0(0) 

0(0) 

lOffil 

2010\ 

40(0) 

80(0\ 

160(0) 

64(CI 

o 
o 

Cuadro S 

muestra TBEM lHB (µl) A"idina 

/ull lull lull 

o 220 10 o 

o 210 10 10 

o 200 10 10 

o 190 10 10 

o 170 10 10 

o 150 10 10 

o 130 10 10 

o 146 10 10 

variable variable 10 10 

variable variable 10 o 



1000 ~----~----~----~ 

100 

10 t-

1 
1 10 100 1000 

pg de biotina 

Gráfica A. Curva estándar de biolina 
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Procedimiento: 

Tubos 1,2 

volumen total dpm . 
dpml,2x d = xlOO =%de 1111/Óllmespec/jica 

allc11otaco11ta o 13,000 

Tubos 3,4 

dpm3•4 x!OO =%de bioti11a libre 
dpml,2 

% de bioti11a libre -100 =%máximo de 'HB 1111ida 

dpmCóM xlOO =% 'HB unida procedente de Ja muestra 
dpml,2 

Curva estándar (C) y muestras (M) 

cantidad máxima de JHB unida 

cantidad de JHB de la muestra 

100% 

X 

X=% corregido de 1HB unida (ca111idad a l11lerpolar e11 la gráfica) 

ANALISIS ESTADISTICO 

El análisis do los datos, así ooino los métodos ostadistic-Os aplicados so describen en la sección do 

resultados. 
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RESULTADOS. 

1.Pcsos de enciíalos enteros (sin tallo enceíélicol y regiones. 

F.n el cuadro 6 se presentan los pesos de los encéfalos y de las regiones que fueron analizadas. 

Como se puede apreciar, existen diferencias notables entre cada una de las regiones. 

Cuadro 6 

Reeión n oeso en eramos 

Aml2dala 8 0.09&10.02 

T.iamo 8 0.07li0.012 

C.F 8 0.084±-0.023 

HinoWamo 8 0.038±-0.010 

fflnNamDO 8 O.lOli0.015 

C.P. 8 0.2193±-0.045 

C.0.T 8 0.19li0.046 

Cerebelo 8 0.247±-0.03 

Tiiio enceí.iico 8 0.461±-0.05 

Enclfalo entero sff 8 1.617±-0.049 

C.F.ccorteza fronlal; C.P=corteza parietal C.O.T=corteza occipital y temporal. 

2.Ettydarización de Ju condicionn de homounización. 

P&lll establecer las condiciones de homogaüzacióo, se probaron los siguentes medios: 

a) Amortiguador fosfatos de potasio SOmM pH=7.4 

b) Sacarosa 0.2SM 

Los horoogcnados oc rcalizaroo bajo las mismas intensidades, tiempos y temperaturas. Además de 

que las condiciones de almacenamiento fueron las mismas. 
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El cuadro 7 muestra los datos obtenidos con los diferentes medios de homoge1úzación. 

Cuadro7 

enzimas sac~ro~ inicial sacarosa A. fosfatos A. fosfatos . 1semana 111 inicial* 1semana 111 

PCC 671 598 687 682 

MCC 179 . 190 . 
PC 552 . 1016 . 

'pmoJl4C02 fijado min·I mg proteina·t 

Sólo se hiw la dctenninación una semana después para PCC pues cs la enzima más estable. 

Se observa que las actividades son menores para el homogcnado hecho en sacarosa con una 

semana de almacenamiento, mientras que en nmortiguador de fosfatos no se aprecian diferencias 

después de dicho tiempo. Por esta razón, preparamos regularmente los homo!lcnados en 

amortiguador de fosfatos y paci mayor seguridad tratamos de utilizar los encéfalos y sús regiones 

sin much9 tiempo de almacenamiento (máximo l semana). 

3.Montaje de la .tknica pnrft detenninar la adividad esoedfica de las carboi:ilasas. 

La técnica de Swcctman (56) so montó estableciendo: a) Las ·concentraciones do cocnzimas y 

sustratos; b) Condiciones óptimas de sonicación (intensidad y tiempo); c) Concentración do 

protelnas en la muestra y d) El tiempo de incubación de la reacción. Todos los ensayos realizados 

para este fin, se repitieron varias veces. Aquí se presentan los resultados obtenidos en fonna 

resumida o de uno de los más representativos. 

1) Concentración de coenzimas y sustratos. 

En nuestros primeros experimentos las actividades enzimáticas obtenidas fueron muy bajas, sobre 

todo para la PC. Esto nos hizo suponer que había una inhibición, en el caso de la PC, por exceso 

de acetil CoA que es su modulador alostérico. Para el caso de la PCC y la MCC se pensó que las 

bajas actividades eran debidas a la falta dc sustrato. 

Para comprobarlo so hicieron, para la PC, curvas de actividad enzimática contra concentraciórl de 

coenzima encontrando de es'te modo la concentración de acetil CoA con la que se presentaron las 

mejores actividades. Los resultados son mostrados en el cuadro 8, las actividades están reportadas 

como pmoJl4C02 fijado min·l mg protelna·•. 
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Hay que considerar además que la concentración original para la acctil CoA reportada por 

'Swcetman es 19.2 mM pero por las bajas actividadés obtenidas al tr.¡bajar con esta concentración, 

en el laboratorio se decidió utilizarla 35nlM para muestras <le linfocitos. Lo anlerior no• hizo 

pensar que para tejido nervioso esta concentración podria variar. 

Cuadro 8 

Concentración de Acclil CoA Actividad enzim61ica" 

35 mM !condiciones ori2inales\ 4101 
" 

28mM 3888 

14mM 3s1s 

7mM 3401 

•pmo!14C02 fijado min·l mg prolcfna·l 

Para comprobar si lás bajas actividades eran debidas a la falla de sustrato, para las tres enzimas, 

se realii.aron experimentos en donde se aumentaron las concentraciones de los reactivos en las 

siguienlcs proporcioncs:(cuadro 9) 

Cuadro 9 

Reactivos condiciones 2a. condición Ja. condición 

orfainales lmMI lmMl (mMl 

Pronionil CoA 19.2 100 . 
Metílcrotonil CoA 19.2 100 . 

AcetilCoA 35.0 350 . 
Piruvato de sodio 40.0 200 700 

ATP 26.0 66 132 

Tris 800.0 800 800 

M2Cl 48.0 48 48 

KCI 400.0 400 400 
· .. 

EDTA 4.0 4.0 4.0 

Sin embargo1 con las modificacio~es, no se obtuvic~n. actividades ya que tanto el piruvnto de 

sodio como el A TP acidificaron mucho el medio, quedando fuera de la capacidad de nuestro 

amortiguador, provocando que el NaHl4co3 se transforme en 14C02 t y por lo IanlO no se pueda 

incorporar a las moléculas de suslralo. 



Por lo anterior, se decidió aumentar la concentración del amortiguador en un 20% y probar con las 

'siguientes concentraciones de cocnzimas1 de] ando constantes las concentraciones originales de A TP 

y de piruvato de sodio.(cuadro 10) 

Cuadro 10 

Reac:'tivos c:oncentraci6n 

PronionilCoA 40mM 

0-Metilcrotonil CoA 40mM 

Acetil CoA 35mM 

Tris lM 

MoQ. 48mM 

KCI 400mM 

EDTA 4mM 

De este modo se obtuvieron las mejores actividades (ver cuadro 16) 

b) Condiciones de 1onicaclón 

Las condiciones de sonicación se determinaron con la PCC, debido a que es la enzima más estable 

y con el fin adicional de reducir el gasto de reactivos. 

Las condiciones que se utilizaron y los resultados obtenidos fueron los siguientes: (cuadro 11) 

Cundro 11 

Intensidad número de nulsos Actividad esn..-ifica• 

2 30 de 0.5see. clu 2806 

3 20 de 0.5 - clu 2775 

3 30 de 0.5 '"" clu 2968 

4 30 de 0.5 seo, clu 2604 

Las intensidades y tiempos se escogieron cQn base en la experiencia del laboratorio donde se 

trabaja con muestras biológicas diferentes a tejido ncnioso (linfocitos) y en las recomendaciones 

encontradas en el manual del aparato. Co'mo puede observarse, las actividades obtenidas con las 

cuatro condiciones fueron equivalentes, pero se eligieron las PJ'CSC','tadas en el recuadro (intensidad 

3, dos series de 15 pulsos de 0.Sseg cada uno, con un descanso intermedio de 30 segundos), porque. 
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~n ellas se presentaba menos espuma y porque además presentan actividades ligeramente 

mayores. 

Con menores intensidades y tiempos cortos de sonicaci6n no hay rompimiento de mitooondrias. 

Utilizando tiempos e intensidades mayores ocunc la desnaturalización de las enzimas con la 

consecuente pérdida de actividad. 

e) Relación entre la concentraci6n de protelnas y la velocidad enzimática. 

Se realizaron ensayos para determinar la relación entre la concentración de protclnas y la velocidad 

enzimática. Se observó que nuestro mCtodo era lineal por arriba 4µg de protclnas para cada una de 

las enzimas. (ver cuadro 12 y gráficas 1, 2, y 3) 

Cuadro 12 

ue.vrotelna PCC• MCC• PC• 

o o o o 
0.94 1.98 0.97 S.48 

2.61 6.24 2.50 12.2 

3.61 8.03 3.63 16.0 

4.16 10.3 4.19 22.0 

d)Relaci6n entre el tiempo de incubación y la actividad enzimAtica. 

Se determinó la relación entre diferentes tiempos de incubación (30, 60, 90 y 120minutos) a 32°C 

y la actividad enzimática. Nuestro método fue lineal hasta los 120 min. (Ver cuadro 13 y gráficas 

4, 5 y6) 

Cuadro 13 
T'oempo(min.) Pee• .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 

•pmol14C02 mg protetna·t 
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3.1 Coeficiente de variación. 

El coeficiente de variación intra e intcrcnsayo fue dctenninado considerando las actividades 

especificas de un sólo encéfalo. Los resultados reportados corresponden a la PCC que por ser la 

enzima más estable nos permitió realizar esta prucba.(cuadro 14) 

Cuadro 14 

Ola . . . . . m±d.e e.vio/o) 

1 2484 2636 2309 2142 2423 2423±186 7.0 

2 2554 2696 2627 2119 2374 2747±231 9.3 

3 2196 2320 2035 2044 2246 2168±125 S.7 

4 2362 2991 2810 2550 2636 2670±241 9.0 

•pmot14co21ijadas min·tmg.protel~a-t 
m=mt:dia d.c=desviación estándard c.v(%).=% de variación 

Tomando en cucntn los datos anteriores, e) coeficiente de variación intracnsayo fue en promedio 

7.75%. (cuadro 14) 

Ola media c.v(%) 

1-4 2433.75 8.49 

d.e=desviación estfuufard. c.v(%)=porcentajc de variación 

El coeficiente de variación interensayo fue 8.49. (cuadro 15) 

4. Actividad espec(fica de la PCC. MCC y PC en el endfalo (sin tallo engfélicol. 

Con el fin de obtener los valores promedio de las actividad~s de la PCC, MCC y PC, se analizaron 

encéfillos ecmpletos y se obtuvieron los resultados mostrados en el cuadro 16 ¡•en la gráfica 7. Se 

podrá apreciar que la PC fue la enzima que presentó las actividades inás altas, la sigue la PCC y la 

que tuvo las actividades menores fue la MCC. 

PCC• 
n=S 2782±470 5408±775 
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4.1 AnAJisis estadlstico 

Por los valores obtenidos de sesgo y curtosis, se pudo comprobar que los datos de las tres enzimas 

no segulan W1ll distribución normal, por lo que para su análi;is, se tuvo que recurrir a pruebas no 

paramétricas. 

En primer lugar se buscó la existencia de diferencias entre los tres grupos por m".'1io del análisis de 

varianza Kruskal Wallis y se encontró que si habla diferencias entre este grupo de erizimas con un 

valor de signilicanciaestadlst\ca p=0.001. (60, 61) 
Para identificar los grupos entre los cuales existlan las diferencias encontradas, se decidió aplicar 

la prueba U de Mann-Whitney obteniéndose que los tres grupos de enzimas eran estadisticamente 

diferentes uno del otro con un nivel de significancia p< 0.001. (60, 61) 

5. A<1ividad espe<lfica de PCC. MCC y PC en diferentes regiones del encéfalo. 

Una vez conoc.idas las actividades de las tres enzimas' :en el encéfalo, se midieron las actividades en 

diferentes regiones del mismo. Los resultados se muestran en el cuadro 17 y en la gráfica 7. Es de 

notarse que para la PCC y la PC el cerebelo fue la región que presentó las actividades 

notablemente más altas. 

Cuadro 17 

Roalón PCC• MCC• PC• 

Aml2dala 2238±221 307±96 3154:136 

TA!amo 2225:380 328:188 356li893 

C.F. 1937:254 236±84 3634:330 

Hioot'1amo 2368:301 401±103 3855±616 

Hirvvamno 2184:370 243±61 3436±555 

C.P. l72W21 231±73 3276±359 

c.o.T.· 1988±188 272169 3459±631 
;.· 

Cerebelo J486j,469 308:52 6229±754 

TaUo tncefAlico , 1847±238 197±16 3716±616 

media 2205 284 3814 

intervalo 1508-3994 127-627 2568-7389 

mediana 20'.IS 261 3431 

"pmolt4C02f)jadas min·tmg.protcina·l 

C.F.=cortcza frootal; C.P--corteza parietal c.o:T=corteza occipital y temporal. 
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5.1 AnA!isis estndlstico. 

'Al igual que en el encéfalo e-0mplcto, por los valores de sesgo y curtosis las actividades 

enzim3ticas obtenidas en el estudio regional fueron analizadas por pruebas no paramétricas. 

En primer lugar, se analizó, para cada enzima, la existencia de diferencias entre las nueve regiones. 

Para ello se empicó el análisis de varianza de Kruskal Wallis; el resultado fue que en el caso de la 

PCC y la PC la diferencia entre las nueve regiones tienen un valor de s ignificancia estadística 

menor a Q.05 (para PCC, p=0.0001; para PC, p=0.049).(60, 61) 

Para identificar entre qué regiones existlan diferencias se recurrió a la prueba U de Mann-Whitncy 

y se encontró que con un valor de significancia esta~~stica menor a 0.05, tanto para la PC 

(p=0.004) e-0mo para la PCC (p=0.004), el cerebelo fue dit'Crcntc a las demás regioncs.(60, 61) 

6.Concentración de proteinas en el encéfalo completo (sin tallo encefálico) y en regiones que lo 

conforman. 

La e-0nccntración de protclnas obtenida por el método de Lowry, se presenta en el cuadro 16. 

Como se puede observar se presentan diferencias en la conccntraci6n de protcinns de una región a 

otra. (cuadro 18) 

Cuadro 18 

Regiones n µg. de protJg. tejido 

húmedo 

Aml2dala 6 48.88±4.43 

Tlilamo 6 16.80±5.60 

C.F. 6 50.2229. 77 

HipotAlamo 6 40.00±9.50 

Hioocamoo 6 46.66±10.60 

C,P, 6 61.77±14.66 

C.O.T. 6 58.88±12.88 

Cerebelo 6 43.33±3.33 

Tallo enceflilico 6 56.66±12.66 

Encéfalo s/'fallo 6 53.3~.33 

c;.F.=e-0rteza frontal; C.P=e-0rteza pa~tal C.O.T=e-0rteza occipital y temporal. 

7 .• Montaje de la técnita para determi1~1r la co11centraci6n ~e biotina libre. 

La validez de la técnica consistió en la adecuación de la siguientes variables: a) Número de 

regiones utili~ por ensayo, b) Volúmenes de muestra y e) Rendimiento en las extracciones. 
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a) Número de re&iones utilizadas por ensayo, 

Para validar la técnica de medición de biotina en tejido nervioso, se trabajó inicialmente con el 

encéfalo completo (sin tallo encefálico) y se calculó la cantidad de biotina por miligramo de tejido 

húmedo (2.06 pg biotina libre/mg tejido húmedo). Se relacionó esta concentración con el peso de 

las regiones considerando tener una distribución de biotina unifonnc en todo el encéfalo. 

Poste~onnente se realizó un ensayo piloto donde se observó que las concentraciones . se 

encontraban dentro de los limites de sensibilidad del ensayo. De esta afirmación sólo el tálamo y el 

hipocam~ -son las excepciones ya que las concentraciones de biotina se encontraban muy por 

debajo de estos limites. 

Se decidió por lo tanto combinar, para es'.as dos regiones, los homogenados obtenidos de dos 

animales diferentes, y se concentraron aún más resuspendiéndolas en una cuarta parte del volumen 

original, de este modo las concentraciones de biotina se encontraron dentro de la región más 

coofiablc de la curva estándard. 

Nota: La concentración de tejido es la misma para todas las regiones 0.04Sg de tejido húmedo/mi. 

de amortiguador. 

b) Volumen de los extractos para analizar. 

En la validez de la técnica tanto para encéfalo como para cada una de las regiones que lo 

componen. se buscaron los volúmenes de muestra ideales con los que se trabajarla. De este modo 

se lltllizaion 3 volúmenes difCrentes (SO, 100 y ISOµI) de los cuales se escogerla aquel con el que 

la cantidad de biotina se ubicara dentro de los limites de sensibilidad del ensayo además de quedar 

en la zona confiable de la curva estándard. 

Los volúmenes fueron variables para cada región. . 
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c)Rendimiento de las extracciones. 

La prueba para cuantificar el rendimiento consistió en agregar a un homogenado 0.03lµCi 

(70,000dpm) de 3HB, procesar la mues.Ira por vla normal y en una fracción de la suspensión final 

se midió la radiactividad final. Los resultados fueron los siguientes: (cua<ko. 19) 

Cuadro 19 

dom orhri.nales dnm rendimiento 

65518 48087 73% 

65.518 59430 91% 

65 518 70203 107% 

65.518 58000 88% 

65518 46000 70% 

65.518 42000 64º/o 

rendimiento oromedio - 82.16% 

8.Conrentr!(i6n de biotina libre fn el cnctfalo Csin tallo e~~efAlico) 

Inicialmente se midió la concentración de biotina libre en el éricéfalo completo. 

Los resultados obtenidos son los si!\uicntes: 

Biotina libre: 2.06pg/l)ig. tejido húmedo, 

47.00pg/mg. protelna 

9.Concentración de biotina libre en las regiones 

Una vez conocidi¡ ··1a concentración de biotina libre en el encéfillo,. se procedió a medirla en lll$ 

diferentes regiones y se obtuvieron los siguientes resultados:( cuadro io y gráfica 8) 



Cuadro20 

Rtti6n n n2DL/112 orotefna 

Amfodala 5 O.toli-0.014 

TAlamo 8 0.050±-0.010 

C.F. 5 0.081±0.016 

HinotAlamo 5 0.065±0.004 

Hinocamoo 6 0.032±0.001 

C.P. s 0.054±0.010 

C.O.T. s 0.06±0.030 

Cerebelo 5 0.102±0.020 

Tallo encdAlico 5 0.047±0.008 

n total 49 -
media O.o70 

intervalo - O.OlJ..0.126 

mediana - 0.063 

C.F.=cortcza fiuntal; C.P--cortcza parietal C.0.T=cortcza occipital y temporal. 

9.1 Aúli1is ntadl1tito. 

Por los valorc8 de sesgo y curtosis se comprobó que nuestros d:uos no seguían una distribución 

normal por lo que se recurrió a pruebas no paramétricas para su análisis. En primer lugar como en 

los dos casos anteriores, se utilizó el anAlisis de varianza de Kruskal Wallis para verificar la 

existencia de diferencias entre las nueve regiones; el resultado obtenido indica ql!c existen 

diferencias con un valor de significaneia estadisliea menor a 0.05 (p=0.003). (60,61). 

Como ea los casos anteriores, para.-identificar los grupos entre los cuáles se presentaban dichas 

diferencias, se utilizó la prueba U de Mann-Whitney. L<>s resollados, con un valor de significancia 

estadl!tiea menor a 0.05, fueron las siguientes: (60, 61) 

amfgdala>tálamo, hipotálamo, hipocampo, COT, CP, tallo encefálico (p=0.004) 

ccn:belo>lálamo, hipotálamo, hipocampo, COT, CP, tallo encefálico (p=0.004) 

corteza frontal>bipolálamo, hipocampo, tallo encefálico (p=0.004) 

bipolálamo>bipocampo, tallo cncetalico (p=0.004) 
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pISCU~ION DE' RESULTADOS 

Los hallazgos en este estudio fueron: 

1.- En el encéfalo se encontraron diferencias notables entre' las actividades de las 3 carboxilasas 

mitocondriales. 

Las actividades obtenidas concordaron con algunas reportadas en la literatura (46, 48): 

La PC por ser la enzima anaplcrótica predominante en el SNC (12) presentó las mayores 

actividades. 

La PCC presentó actividades menores y estadlsticamcnte diferentes a las de.Ja PC, esta enzima 

participa en el catabolismo de aminoácidos ramificados, de ácidos grasos de cadena impar .Y del 

co1cstcrol. Para esta enzima, nuestros resultados fueron mayores a las actividades reportadas _Cn la 
literatura (46). 

La MCC, que también es una enzima catabólica, presentó actividades concordantes con las 

reportadas en la literatura y diez veces más bajas a las de la PCC.(46) 

Son de llamar la atención las ~1las actividades de la PCC ya, que las fuentes que preceden a la 

propionil, CoA no son· muy abundantes en el SNC (.,;mo los aminoácidos de cadena 

ramificada)(63), o si son abundantes, su metabolismo poco ~ctivo (ácidos grasos de cadena impar 

y colesterol). (45,46). La actividad de esta cnzíma se ha medido en diversos tipos celulares y 

siempre ha presentado actividades más altas a las de la MCC y en algunos otros hasta mayorci a 

. las de la PC (linfociti>s).(46,56) 

Lo anterior nos podría dar pie a especular aec~'."' de las funciones de la PCC en el encéfalo. Hay 

indicios de que esta enzima tiene un papel anáplcrótico importante en el músculo esquelético y en el 

cardiaco en donde repleta pozas de malato (62). En consecuencia se podria pensar en un papel 

semejante para la PCC en el SNC. De este modo la gran porción de a<etcglutarato que es 

ciinvcrtido a glutálllico, GABA y a glutarilina, se recuperarla a través de la PCC. Esta enzima 

mantendría constantes los niveles de los intermediarios del ciclo de Krcbs suplementando, de 

manera indirecta, succinato asl se producirla malato para la formación de aspártico (amin00cido 

abundante en el SNC) y rambién se producirían equivalentes reductores (NADH y F ADHi) 

Es dificil, co9 nuestros resultados, apoyar dicha función anaplerótica en el SNC debido a que la 

PCC no sigue un patrón de comporta!]ticnto sinúlar en los tejidos en los que se ha medido; en 

algunos presenta mayores actividades e~máticas que.en otros (46, 56) y su actividad en la 

deficiencia de biotina se conserva más en el encéfalo que en otros tejidos (46, 56), lo que nos habla 
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de mecanismos de regulación diferentes y desconocidos que impiden realizar dichas 

éomparacioncs. 

No obstante, se pueden rcali7.ar posteriormente estudios con los que se apoye o no la función 

propuesta. 

2.· Cada una de las tres enzimas presentó diferencias en algtinas de las regiones cnccf"álica.s en 

donde fueron medidas. 

Se observa que tanto la PC como la PCC presentan un patrón de comportamiento similar, siendo el 

cerebelo, la región de todo el encéfalo que presentó las may,orcs actividades, mientras que la MCC 

no presentó diferencias. Por lo que respecta a la PC, nuestros resultados concuerdan con los 

reportados por Sander en 1982(49) y que a su vez estaban en discordancia con los reportados por 

Schijver en 1979(48). Este último reportó una mayor actividad en el tallo encefálico. 

En el cerebelo se ha encentrado que la densid:id cclulnr es cuatro voces mayor a la del resto del 

encéfalo(64) además el metabolismo del GABA es muy activo y las concentraciones de los ácidos 

aspártico y glutámico son muy grandes (65). 

3.- La distribución de las concentraciones de blotina libre en el encéfalo, no fueron 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 en manúfcros. Dentro de los estudios hechos 

acerca do la biotina, se encuentran aquellos en donde so ha medido su concentración en varios 

órganos, entre los cuales '!' ha incluido ni encéfalo, órgano que ha apasionado e intrigado a los 

seres humanos durante siglos. 

Desde 1962 a la focha, se han reportado en la literatura trabajos en los que se ha medido la 

concentración de biotina total en encéfalos humanos y en algunas regiones del mismo.(53-55). Sin 

cmbaq¡o, debido a que . la biotina se puede encontrar en varias formas; unida a las 

holocarboxilasas, como biocitina o como biotina libre, estos estudios contribuyen muy poco a 

aclarar aspectos do su metaboHsmo. 

Los resultados presentados en esta tesis constituyen el inicio do un trabajo que tiene como fin 

dilucidar el metabolismo de la biotina en el SNC. Nosotros medimos las concentraciones de biotina 

libre en diversas regiones del encéfalo y encontramos que éstas variaban de una región a otra. Las 

ainlgdalas y el cerebelo fueron los órganos que presentaron las mayores concentraciones de esta 

vitamina,. mientras que el tallo cncefalico, los tálamos y el hipocampo, fueron los óq¡anos que 

presentaron las menores concentraciones además de ser estadlsticamentc diferentes a los demás. No 

se intentó determinar si habla correlación entre las concentraciones de biotina libre y las 

actividades de las carboxilasas, ya que las cantidades de biotina libre pueden variar dependiendo de 

la actividad de la biotinidasa, de la cantidad de biotina intersticial. 
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Los resultados de este uabajo, nos sugieren realizar estudios en donde se núda la concentración de 

biotina unida a protelnas y la actividad enzimática de la biotinidasa, en diferentes regiones del 

encéfalo. 
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CONCLUSIONES. 

Existen diferencias notables entre las actividades de las tres carboxilasa mitoeondriales en el 

encéfalo de la rala. La PCC presentó actividades más altas a las esperadas y reportadas en la 

literatura. 

La PC y la PCC no "" distribuyen de manera unifonne en el encéfalo, siguen un comportamiento 

similar; las dos son abundantes en el cerebelo. En el caso de la MCC no se encontraron diferencias 

entre las actividades de las regiones estudiadas. 

La concentración de hialina libre no se presenta de manera uniforme en el encéfalo existen grandes 

diferencias. Las regiones en donde abundan son el cerebelo y las arnigd.BJas; existen pequeñas 

cantidades de esta vitamina en el hipocampo, !álamos y tallo encefülieo. 
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