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RESUMEN

“La- biotina' ‘pertencce al grupo de las vitaminas hidrosolubles del complejo b,
Bioquimicamente act(a como cofactor para las carboxilasas, enzimas que catalizan la
incorporacion de dioxido de carbono a varios sustratos formando compuestos
carboxilados. Estas enzimas son: Piruvato Carboxilasa (PC), Acetil CoA Carboxilasa
(ACC), Propionit CoA Carboxilasa y g-Metilcrotonil CoA Carboxilasa. Durante la
degradacion proteolitica normal de las carboxilasas, se praducen péptidos biotinilados y
biociting, de los cuales se libera hiotina por la accion de la biotinidasa.

Recientemente 1a Unidad de Genética de la Nutricion, repond que los nifios desnutridos
tienen menor actividad de las casboxilasas mitocondriales en linfocitos y menor
concentracion de biotina plasmdtica que los controles sanos; sin embargo, los nifos
desnutridos tuvieron en promedio menor edad, por 1o que decidimos estudiar si dichas
diferencias eran debidas exclusivamente al estado nutricio o si también son afectadas por la
edad, Adicionalmente consideramos conveniente determinar los valeres normales de
dichos parametros en algunos niflos y adultos de la poblacion mesicana mismos que
servirin como referencia para evaluar ¢l estado funcional de esta vitamina, Para estos
propdsitos se determinaron los siguientes parametros: 1) la concentracion de biotina
plasmatica, 2} las actividades especificas de PCC y PC en linfocitos y 3) la actividad de la
biotinidasa plasmitica

Los resultados que obtuvimos fueron: a) Los niilos tuvieron una mayor concentracion de
biotina plasmatica que los adultos, 2) Entre los niiios de 20 meses o menos edad y los de

.21 a B0 meses también presentaron diferentes concentraciones de biotina plasmitica,
aunque no significativas, de tal forma que los primeros tuvieron concentraciones mis bajas
que los nifios de mayor edad, 3} La actividad especifica de ta PCC también presentd
diferencias significativas con relacion a 1a edad y 4) Las actividades enzimiticas de la PC y
la biotinidasa no tuvicron diferencias respecto a la edad.

La concentracion de la biotina plasmitica mostro una gran variedad interindividual, Yo cual
vra de espefarse si s¢ consideran todos los factores que pueden modificar la concentracion
de la vitamina en plasma

De las tres enzimas analizadns en este trabajo utilizando las mismas metodologias descritas
por los grupos de investigacion que también estudian el metabolismo de la biotina, solo la
actividad promedio de la biotinidasa fue diferenie a la reportada por el Dr. Wolf (63%
mayor) Con relacion a las actividades de las carbosilasas en linfocitos se obtuvieron
resultados muy semejantes a pusar de tratarse de poblaciones diferentes, de 1al manera que
1a alta actividad de la biotinidasa pudiera reflejar diferencias de tipo étnico.

Dado que Ia PCC también estuvo afectada por la edad asi como la biotina y esta enzima se
considera actualmente un buen indicador del estado funcional de la vitamina, posiblemente
la significancia de 1a biotina ¢n plasma tenua un valor especifico mayor al de que refleje
simplemente los cambios en su ingesta reciente Esta observacion integral refuerza la
propuesta sugerida para prolongar este estudio a individuos entre 1os 6 v 20 afios de edad.
El significado fisiologico de estas variaciones requicre de estudios mis profundos para su
explicacion ya que pudicran representar mecanismos de regulacion variables a la largo del
desarrollo y maduracion de los individuos.
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INTRODUCCION

"El descubrimiento de la biotina y 1a elucidacion de su estructura, asi como su papel
“en el metabolismo, comprende extensas investigaciones durante varias décadas. (1)
’ La historia se remonta hasta 190} con algunos experimentos del microbidlogo
_belga E. Wildiers sobre ¢! cultivo de levaduras, quien observd que esias células no solo
requerian de sales y glucosa para su crecimiento, sino también de un factor esencial que
provenia del mosto de cerveza. Este factor fuc llamado "Bios” ¢ inmediatamente
empezaron los esfuerzos para su aislamiento. (2). En los siguientes 30 aiios, se encontro
que bios era una mezcla de diferentes compugstos; ¢l primero llamado bios I, fue mas
. tarde identificado como meso-inositol; posteriormente se aislo el bios 1A que resultd ser
dcido pantoténico y el tercer componente de la mezcla, el bios 1B, fue aislado por F.
Kogl y B. Tonnis en 1936 & partir de yema de huevo, levaduras awtolizadas y
preparaciones de higado. Este 0ltimo aislamiento condujo a la primera cristalizacion de un
nueve factor al cual llamaron biotina. (3)

Las obscrvaciones més notables que permiticron ¢l descubrimiento de la biotina
fueron: a) en 1898 F. Sternitz reportd la aparicién de lesiones en la picl al alimentar ratas
con huevos crudos, observo que este efecto desaparecia con un factor estable presente en
el higado y en las levaduras, el cual fuc llamado vitamina H ( por Hautt, que cn aleman
significa pief). b) cn 1939, Gyorgy encontrd que la vitamina H, era en realidad biotina (4).
Poco después en 1941 E. Snell descubrio que la avidina era un inhibidor de Ia biotina y
que ésta cra la causante de la toxicidad de los huevos crudos.

La estructura de la biotina fue determinada en 1942 por Du Vigneaud y
colaboradores (5) y confirmada en 943 por S. Harris mediante experimentos de sintesis
total y analisis de rayos X (6). Gracias a estos cstudios se demostréd que la bioting es ¢l
acido (+)cis-hexahidro-2-oxo-1H-tieno (3.4} imidazol-4-valérico (Fig. 1)

Los primeros estudios sobre la biosintesis de biotina fueron realizados en bacterias
tambien por Du Vigneaud. quién mostrod que en “Cornyehaciersem diplulierme®, |a biotina
puede ser reemplazada como factor de crecimiento por ¢l acido pimélico (7). Al mismo
tiempo se encontré que I sintesis de biotina en “Aspergitlus niger® cs [recuentemente
estimulada por el dcido pimélico, Desde entonces se postuld que este dcido participa en la
biosintesis de biotina en microorganismos. En la actualidad se sabe que los mamiferos no
la biosintetizan (Fig.2).
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DISTRIBUCION

" La "biotina es un impertante factor nutricional. Se¢ han encontrado bajas
concentraciones de esta vitamina respecto a las otras en plantas y tejidos animales y puede
ser sintetizada por una amplia variedad de bacierias, incluyendo algunas del tracto
gastrointestinal humano y de otras especies animales.

Se encuentra en forma libre cn la leche, Jas frutas, la yema de huevo y zlgunas
verduras; y unida a proleinas en tejidos animales como higado, riitdn, asi como en cereales
y levaduras, (8). Esta union a proteinas es por medio de un enlace covalente entre el grupo
carboxilo de la porcion alifatica de la biotina y el grupo épsilon-amino de la lisina; y el sitio
de biotinilacion es altamente conservado con respecto a especics y enzimas. (9) (Fig 3).
Esta unién requicre de una enzima ltamada holocarboxilasa sintetasa (HS). La biotinilacién
de las apocarboxilasas comprende al intermediario de biotinil adenilato seguido por Ia
transferencia de bietina a la apocarboxilasa para producir la holocarboxilasa (10).

BIOTINA Y CARBOXILASAS

El papel mas importante de la biolina es ¢l de actuar como grupo prostético de
diferentes enzimas. Las cuatro principales enzimas que contiencn biotina son: Propionil
Coenzima A carboxilasa (PCC), Piruvato carboxilasa (PC), B-Metilcrotonil-Coenzima A
carboxilasa (MCC) y Acetil Coenzima A carboxilasa (ACC) (FIG. 4). La ACC es una
enzima citosélica, micntras que las otras tres son mitocondriales. La biotina participa en
el sitio activo de estas carboxilasas (9) funcionando como un acarreador de CO2 que
incorpora a los diferentes sustratos, siendo dicha incorporacion dependiente de ATP (11).

La ACC cataliza la carboxilacion de Acetil-CoA, que lleva a la formacion de
Malonil-CoA la cual es reconocida como intermediario en la fase reguladora de la
lipogénesis y de la S-oxidacion, por lo tanto también intervienc en la génesis de la
membrana celular. La ACC ticne una estructura compleja, sujeta a regulacion alostérica,
particularmente  por el citrato; puede enconirarse en un estado protomérico,
cataliticamente inactiva, y en estado polimérico, ¢l cual es el estado activo de la enzima

12).
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" La PC es una enzima clave dc la gluconeogénesis en ¢! higado y en el rifion. donde
cataliza cl primer paso de esta via metabolica, Esti también presente en tejidos lipogénicos
-(higado, tcjido adiposo, glandula mamaria y suprarrenal} en los que actia en la sintesis de
acidos grasos panicipando en el transporte de la mitocondria al citosol de grupos acetilo
via citrato y de equivalentes reducidos via malato (13). En todos los tejidos ticne un
" papel anaplerdtico del ciclo de los acidos tricarboxilicos al catalizar la formacion de
oxaloacetato. (14). Es una enzima tetramérica, compuesta de subunidades idénticas y cada
polipéptido contiene una molécula de biotina. )

La PCC cataliza la conversion de la propionil CoA a metilmalonil CoA, en la via
catabolica de los acidos grasos de cadena impar, de los aminoacidos isoleucina, treonina,
metionina y valina y del colesterol {15). En esta forma estos compuestos ingresan zl ciclo
de los dcidos tricarboxilicos via suecinil CoA. Ha sido aislada y purificada a partir de
mitocondrias de rifion de res y de higado humano. Es un tetrimero compuesto por dos
subunidades no idénticas; la que tiene el peso molecular mds elevado ¢5 la que tiene la
molécula de biotina.

La MCC cataliza 12 conversion de la B-metilcrotonil-CoA a B-metilglutaconil-
CoA, en la via degradativa de leucina. La MCC estd compuesta de des subunidades no
idénticas y al igual que la PCC, la subunidad mayor es la que esta unida a la biotina (1).

BIOTINILACION Y LIBERACION DE LA BIOTINA

Las carboxilasas aqui arriba descritas son sintetizadas como apocarboxilasas, que
carecen de actividad enzimdtica. Cada enzima ¢s activa solo cuando se encuentra unida
covalentemente a la biotina y entonces es llamada holocarboxilasa. Este proceso llamado
biotinilacién requiere de una enzima que una la biotina a la apocarboxilasa y es conocida
como holocarboxilasa sintetasa. Su mecanismo de reaccion es ef signiente: '

Mg *+2
-biotina + ATP v 1l-biofinil-5°-AMP + PPi
. Mg *2

- d-biotinil-5"-AMP + APOcbx's » HOLOchx's + AMP
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- En el primer paso se lleva a cabo la formacion de un intermediario de alta chcl;gia a
partis de biotina, ATP y Mg +2 y después la transferencia del grupo biotinilo 'a“la
apocarboxilasa formando 1a holocarboxilasa, (16)

Parece existir una sola holocarboxilasa sintetasa para todas las carboxilasas.
Chiang y Mistry {17) fueron los primeros en demostrar que la sintetasa localizada en el
citosol puede activar tanto a la apopiruvato carboxilasa (enzima mitocondrial) como a fa
apcacetil CoA carboexilasa (enzima citosélica), sugiriendo que quiza pueda activar a todas
las apocarboxilasas. Posteriormente s¢ observo que en humanos, un defecto genético en la
sintetasa resulta en deficiencia de todas las carboxilasas. (18)

La biotinidasa (biotina-amida aminohidrolasa) es la enzima que cataliza la hidrolisis
dei producto de degradacion de las carboxilasas Hamado biocitina {(épsilon-n-biotinil-
lisina); los productos de esta reaccion son biotina y lisina (Fig 5). La biotina liberada de la
biocitina ¢s reutifizada por el organismo. Ademas, la biotinidasa participa en el
aprovechamiento de Ia biotina provenicnte de la dicta que, como se seald anteriormente,
en su mayor parte s¢ encuentra unida a protcinas. Esta enzima fue descubierta en higado

_ de cerdo por Thomas y Peterson en 1954 (19). En el mismo afo Wright (20) describio una
enzima en plasma sanguinco humano que hidrolizaba la biocitina y en 1963, Koivusalo y
colaboradores purificaron la biotinidasa de “Strepfococcus foccalis® (21). Mas
recientemente [a biotinidasa ha sido purificada del plasma y sucro humano, que ¢s en
donde se encuentra en mayor cantidad (22,23). La biotinidasa es una glicoproteina que
contiene residuos de dcido sidlico (23},

DEFICIENCIA DE BIOTINA

Se han descrito casos aislados de deficiencia en esta vitamina, a saber: 1) asociados
a fa ingesta de grandes cantidades de clara de huevo, la cual contiene avidina; 2) en
humanos sometidos a alimentacidn parenteral total por tiempo prolongado, 3) humanos en
hemodialisis cronica (24) y 4) en personas afectadas por algunos errores innatos del
metabolisme (25,26,27).

Cuando hay carencia de esta vitamina se establece una deficiencia miliple de
carboxilasas (DMC), resultando bloqueos en 1a gluconeogénesis,. anaplerosis del ciclo de
Krebs, de la sintesis y elongacion de los dcidos grasos y ¢l catabolismo de varios
aminoacidos y lipidos. Todos esios complejos transtornos metabblicos ocasionan
manifestaciones clinicas graves que pueden levar a la muerte,
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En el caso de humanos con deficiencia multiple de carboxilasas determinada
genéticamente, se han descubierto dos clases de mutaciones: (25) en el gen de la
holocarboxilasa sintetasa y en el de la biotinidasa. Estas mutaciones muestran una
correlacion del cuadro clinico segun la edad cn que se inicia, cerca del nacimienio, muy
agudo y grave en la primera y de aparicion mas tardia y curso més cidnico en la segunda
(18,28,29,30). Los pacientes con deficiencia de biotinidasa no son capaces de reciclar la
biotina endégena y degradar completamente las holocarboxilasas, acumuléndose la
biocitina (30). La sintomawologia s muy similar a la que se observa en fa deficiencia
nutricia dc biotina. En la deficiencia de holocarboxilasa sintetasa, de aparicion
generalmente neonatal, lo que predomina es una grave acidosis metabélica, rapido
deterioro neurologico y frecucntemente la muerte en unos pocos dias. Ambos tipos de
DMC responden satisfacloriamente a la administracion de grandes cantidades de biotina
oral, con lo.que desaparecen los sintomas clinicos, Se han descrito también deficiencias
aisladas de cada una de las carboxilasas y para cada caso existen sintomas especificos. {25)

Recientemente en la Unidad de Genética de la Nutricion se estudiaron los

_transtornos metabolicos de nifios con desnutricion energdtico-proteinica grave y se
descubrio que muchos de estos pacientes ticnen patfones metabdlicos anormaies, similares
a los que se observan en enfermos con crrores innatos del metabolismo por lo cual se

propuso que la desnutricidon es considerada como una fenocopia de algunos errores
innatos del metabolismo. (31)



~ ANTECEDENTES

En los Gltimos afics ha sido de gran importancia para ta Unidad de Genética de la
Nutricion, el estudio del metabolisme de Ia biotina en diversos estados nutricienales
(desnutricién energélico-proteinica, alimentacion parenteral, mecanismos de su absorcion

" - intestinal, etc.).

En uno de estos estudios (32), s¢ encontrdé menor actividad de las carboxilasas
‘mitocondriales en linfocitos y menor concentracion de biotina plasmatica en nifios
desnutridos que en controles sanos, pero debido a que los desnutridos tuvieron en
promedio menor edad que los controles se trato de determinar si estas diferencias eran
debidas 2! estado nutricio o a la edad.

El indicador utilizado mas comanmente para conocer el estado nutricio de biotina
en un individuo es su concentracion en suero o en plasma (33,39), sin embargo esta
concentracién refleja solamente la injesta mas reciente de la vitamina (2), por lo que en
animales se han wtilizado las actividades de las carboxilasas hepaticas como indicadores
mas exactos de su estado funcional y en humanos las actividades de las carboxilasas en
linfocitos periféricos (43). .

Existen diferentes metodologias en la literatura (bioquimicas y microbiclogicas)
que se han utilizado para determinar la concentracion de biotina; los valores reportados
son diferentes, dependiendo del métedo de medicion utilizado. Dentro de los ensayos
microbiologicos, se emplean distintos microorganismos que utilizan unicamente biotina o
ademis ctros derivados de ella, como la biociting, lo cual agrega otro factor de variacion,

Cuadro 1
INDIVIDUOS [BIOTINA] nM MICROORGANISMO

12 adultos 1.28 suero QOchromanas danica (34)

89 adultos 1.58 plasma Lactobacifius plantarum_(35)

10 nifics 2.86 plasma Saccharamyces cerevisae (36)

25 niflos (< $ meses) 4.78 suero Lactobaciiluy pl um _(37)
Infantes 1.32 sangre completa (38)
Adultos 1.05 sangre completa (38)
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Como pucde observarse, las concentraciones normales de biotina en plasma varian
mucho dependiendo del métado de analisis empleado y del investigador. Esto es
explicable, en parte, porque ademés de medir bietina, distintos microorganismos pueden
reproducirse también con biocitina, En ¢l caso de algunos ensayos microbiolégicos, hay
también compuestos p 1all presentes que interfieren con la determinacién, por
ejemplo dcidos grasos.

Por otra parte, se reportaron dos trabajos en los que se cuantifican vitaminas
(incluyendo biotina) en recien nacidos y en fetos (40,41). Ambos describen
concentraciones plasmaticas de biotina mayores en los fetos y en los neonatos que en sus
madres (cuadro 2).

Cuadro2
Concentracién de biotina plasmitica
Estudio | Estudio 2
Madres 1.82 nM 1.70M
Fetos 2.58 nM =
N — 33nM
Ref. 41 (40)

 Finalmente Baker y colaboradores compararon la concentracion sérica de varias
vitan_linns en nifios de diferentes razas (42) habiendo encontrado que los de raza negra
tienen un promedio mas bajo de concentracién de biotina, comparandola con los demis.

En la Unidad de Genética de [a Nutricion se efectud un estudio que mostrd que en
humanos la actividad de la PCC en los linfocitos es un indicador més sensible (y temprano)
de deficiencia de biotina, que su concentracion plasmatica (43).

Las actividades de las carboxilasas en general se reportan en funcion de la cantidad
de proteinas, sin embargo éstas podrian varar en diferentes condiciones nutricias por lo
cual en este trabajo se determinarin en funcion a la concentracion de ADN.

Otro parametro determinado en plasma ¢s la actividad de la biotinidasa que, como
ya se describid, juega un papel fundamental en la disponibilidad de la biotina que se ingiere
y se recicla como consecuencia del recambio de las carboxilasas. Las actividades de 1a
biotinidasa que se han reportado, son constantes en individuos de diferentes edades y han
utilizado diferentes métodos (cuadre 3)



Cuadro 3 .

METODO: 7| SUJETOS -~ | PROMEDIO+D.E. REFERENCIA:
HPLC -+ nifios (1-4afios) - 6.5041.18*- - i (44) e
Colorimétrico nifios 6.24:+0.92 RR 1) I
-/ Colorimétrico nifios 5.80+0.89 RN G
. ~Radioensayo- : ~ nifios 5.504.0.90 = (46)
.- Radioensayo - |- adultos 6.004-0.80 - (46)
“apmol. S




OBJETIVOS

1.~ DETERMINAR EL EFECTO QUE TIENE LA EDAD DE NINOS Y ADULTOS
SANOS EN A) LA CONCENTRACION DE BIOTINA LIBRE PLASMATICA; B)
LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS ENZIMAS PROPIONIL CoA
CARBOXILASA Y PIRUVATO CARBOXILASA EN LINFOCITOS Y C) LA
ACTIVIDAD DE LA BIOTINIDASA PLASMATICA

CONOCER LOS VALORES NORMALES DE ESTOS PARAMETROS EN LA -
POBLACION MEXICANA



MATERIAL Y METODOS

1. SUJETOS -

. 3 EI‘_ estudio se realizo en nifios metabdlicamente normales y bien nutridos, que
ai:udi_cron al Instituto Nacional de Pediatria para cirugia electiva. El namero total de
_nifios fue de 40, cuyas edades fluctuaron entre 1 y 72 meses; 14 del sexo femenino y 26
'derlr sexo masculino (ver seccion de resultados). A cada uno se le extrajeron 4 mi de sangre
- periférica para realizar los cnsayos enzimaticos y determinar la concentracion de biotina,
Estos nifios fueron seleccionados por un médico de la especialidad de Pediatria en el
" Instituto Nacional de Pecdiatria. También s¢ estudiaron I4 adultos sanos, trabajadores y
estudiantes de la Unidad de Genética de la Nutricion, con edades de 21-30 aflos, 5
hombres y 9 mujeres. Para todas las determinaciones aqui realizadans, los sujetos se
encontraban en ayuno de aproximadamente 8 horas en ol momento de tomar la muestra.

CRITERIOS DE INCLUSION

= Niflos con algin padecimiento que requiere de cirugia electiva pero que no cause
alteraciones metabdlicas, cn particular sobre biotina y cuyo peso corporal no sea
menor del 90% del promedio para nifios mexicanos de edad semejante. (47)

CRITERIOS DE EXCLUSION

« Nifos con cualquier enfermedad intercurrente y en especial aquellas en Ins que exista
vomito, diarrea o ficbre.

» Nifios que hayan ingerido preparaciones vitaminicas que contengan biotina en los -

tltimos 3 meses.

» Aquellos nifios que hubieran recibido transfusiones de sangre, plasma o paquete

globular en los tres meses anteriores a [a toma de la muestra.
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2. EXTRACCION DE PLASMA Y AISLAMIENTO DE LINFOCITOS A PARTIR
DE SANGRE COMPLETA

Esta técnica fue necesarin para determinar Ja concentracion de biotina, la actividad
enzimatica de Ia biotinidasa en plasma, y las actividades enzimaticas de las carboxilasas en
células linfocitarias.

2.1 Reactivos

2.1.1 Anticoagulante (ACD) pH=5
Citrato trisddico (J.T.Baker)
Acido citrico (J.T.Baker)
Dextrosa anhidra (J.T.Baker}
Cloruro de Sodio (J.T.Baker)

2.1.2. Solucién salina amortiguada con tris (TBS)
Tris-HC! (Sigma)
NaCl (J.T.Baker)
EDTA (J.T.Baker)

2.1.3. Ficoli-Hipaque
Diatrizoato de sodio (Sigma)
Ficoll F400 (Sigma)

2.2 Técnica

-"Los linfocitos se aislaron a partir de 3 ml de sangre venosa la cual se colocd en
tubos de centrifuga de 15 ml con 380ul de anticoagulante (ACD), mezclindose
suavemente. La muestra se centrifugd durante 10 min. a 1700 g, al término de ésta se
retird el plasma y se congeld en elicuotas para posteriores determinaciones de biotina y
biotinidasa. Al paquete globular que quedd en el tbo se le adicionaron 45 ml de TBS a
temperatura ambiente, evitando producir hemélisis.

En tubos de centrifuga de 15ml. se colocaron 4ml de Ficoll-Hipaque F400 (48) y
sobre €l s¢ aprego lentamente la sangre diluida evitindose la mezcla. Al terminar de
agregar la mezcla, se observaron dos fases, la inferior incolora (Ficoll) y la superior roja
(sanpre), se centrifugo durante 30 minutos, a 700 g.
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) - Al término de [a centrifugacién se observaron en los tubos 4 fases, que en orden
descendente fueron: a) TBS, linfocitos, Ficoll y eritrocitos. Posteriormente con una pipeta
‘pasteur se retird y deseché el TBS, hasta aproximadamente 0.5cm de fa banda opaca de
linfocitos, [a cual se colectd y se transfirio a un tubo de centrifuga de 15 ml y se le agrego
10 ml de TBS, se mezcld svavemente y se centrifugd a 1700 g con ¢l fin de concentrar en
¢l fondo los linfocitos retirando después el sobrenadante, decantindolo y dejandolo
escurrir 5 minutos sobre papel secanie.

Una vez retirado el sobrenadante sc adicionaron 300ul dé agua helada para
producir un choque hipoténica e hipotérmico y de esta manera lisar los eritrocitos
remanentes, agitindose en vortex durante 30scg. Se agregaron 10ml. de TBS para seguir
lavando y se centrifugd & 1700 g durante 10min.

Se retiro el sobrenadanie y se recuperaron fos linfocitos, se colocaron en wbos
eppendorf y se centrifugaron. Se desechd el sobrenadante secandose posteriormente las
paredes del tubo y con la boca del mismo hacia abajo. Se congelaron a -70°C en el
ultracongelador hasta el dia del ensayo enzimatico.

3. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE BIOTINA PLAMATICA

Para medir la cotcentracion de biotina plasmatica s¢ utilizé un método
desarrollada en ¢l laberatorio de Metabolismo y Requerimientos Nutricios de la Unidad de
Genética de la Nutricion que se fundamenta en la competencia entre la biotina fria (|HB) y
biotina tritizda (FHB) por su unién a la avidina (49). Para separar la biotina radiactiva libre
de la vnida, se utilizé un anticuerpo anti-avidina acoplado a sepharosa.

3.1 Preparacion de muestras

3.1.1 Reactivos
Alecohol etilico absoluto (J.T. Baker)
Amortiguador Tris-acido borico-EDTA-manitol pH=8 0.09 M (TBEM)
-Tris (Merk) 44.5 mM
-Acidoborico  44.5 mM
-EDTA 1.0mM



°“Manitol - 100 mM
-Azida de sodio 0.02%

©3.1.2 Técnica

A las alicuotas de los plasmas por cuantificar se les agregaron 4 volimenes de

etanol absoluto, se mezclaron con vortex y se guardaron a -15°C por 24-48 hrs. Después

" de este tiempo, las muestras con etanol se centrifisgaron a 6°C y 1500 rpm por 10min. Las
fases etanolicas se decantaron a tubos de vidrio y se evaporaron hasta sequedad en un
evaporador Savant. Los extractos secos se taparon con parafilm y se almacenaron a 6°C
hasta el momeato de su analisis.

Antes del ensayo, estos extractos se resuspendieron en un volimen de TBEM
correspondiente al volimen original de la muestra,

3.2 Reactivos
. 3.2.1. Biotina tritiada (3HB) 45 Ci/mmal, 1.0 mCi/mL (New England Nuclear Ca.)

Con el propésito de trabajar con un material de pureza radioquimica clevada, cada
vez que fue necesario, se purificaron alicuotas de 701 Ci de reactivo por cromatografia en
placa fina de alta eficicncia, {(Whatman LHP-KF cat, 4806-410) con ¢! sistema benceno-
metanol-acetona-acido acético (70:20:5:5:). Los eluados obtenidos se evaporaron a
sequedad bajo corrientes de nitrogeno. Estos extractos secos de 3HB se almacenaron a -

* 10°C, y para el cnsayo sc resuspenden en 10 ml de TBEM para obtener 13,000 dpm/10g!
(36pg de biotina).

-+3:2.2. Anticuerpo anti-avidina acoplado a sepharosa (Ab-Av-Sp)
La sepharosa 6B sin uniones cruzadas (Pharmacia fine chemicals) se activo con
bromuro de cianégeno y se le acoplé el anticuerpo anti-avidina segun el método descrito
por March gt al (50). La proteina acoplada a la sepharosa se almacend en suspensién 111

(vi/v) con NaCi 0.t5 My azida de sodio al 0.02 %.

3.2.3. Amortiguador Tris-acido borico-EDTA-manitol 0.09M (TBEM) (ver secc. 3.1.1))
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°3.2.4. Avidina 40 piM ('2.'68 m;_;"lrﬁ'l)-en TBEM, Solucion A concentrada se almacend en

alicuotas de 10 ul a -15°C. En el momento del ‘ensayo se hizo una dilucién §:100 de la
solucion A en TBEM para obtener una concentracion 400 nM (solucién B), y por ultimo
se hizo una disolucién 1:30 para obtener una concentracion 13 aM (solucion C).

3.2.5. Solucién concentrada de biotina (1HB) en TBEM Smg/dl (solucién A), de esta

" solucién sc pantié para preparar fa solucion B, por una dilucion 1:100 en TBEM,
quedando de 500 ng/ml, la cual a su vez se diluyd 1:10 en TBEM para obtener una
concentracion Sng/ml (solucidén C), por dltimo se partic de la solucion C para que por una
dilucién 1:5 en TBEM | se obtuviera la solucion D, que contienc 1 pg de IHB/I. La
solucion A se almacend a -10°C, mientras que la B,C,D, se almacenaron a 6°C.

3.2.6. Solucion de Bray para centelleo liquido

-Nafialeno (J.T.Baker) 180g

-PPO (difeniloxazol) (New England) 12g
-Etilenglicol (Sigma) 60ml

-Metanol (J.T.Baker) 300ml

-Dioxano (J.T.Baker) cbp 3000m|

3.3 Técnica

Para la curva estandar, sc agregaron diferentes volumenes de las soluciones de
trabajo de biotina fria, equivalentes a 10, 20, 40, 80, 160, y 320 pg (10, 20, 40, 80, 160ul
de solucién D y 64ul de solucion C respectivamente), los que se ajustaron a 210xl con
TBEM. A cste volimen se le agregd también un volumen de TBEM para alcanzar los 210
ul. Posteriormente a todos los twubos del ensayo se les adicionaron 10x] de 3HB y se
agitaron perfectamente. De cste modo se obtuvo una mezcla homogenea de las dos
biotinas (\HB y 3HB) y cuando se inicié la competencia, al agregar la avidina (solucion
C), no hubo gradientes de concentracidn que interfirieran con los resultados (Cuadro 4),



Cuadro 4

B(ul) Muestra - | - TBEM..
() (ul) -
x| unidn » O(D) 0] 2200
: inesbcciﬁca . :
F 34050 E  anitn o(D) 0 210
" maxima
5.6 10pg |HB 10(D) 0 200
.18 20pg 'HB 20(D) 0 150
9,10 40pg 'HB | 40(D) 0 170
11,12 80pg |HB B0(D) 0 150
13,14 [ 160pg 1HB | 160(D) 0 130
15,16 320pg 'HB 64(C) 0 146
i O - 0 variable vatigble 10 10
union 1] variable variable 10 | 0~
inespecifica
muestras

(D} solucion D de biotina fria
(C) solucion C de biotina fria

El ensayo requirio que se midiera la unién inespecifica por lo que se prepararon
tubos con muestra a los que no se¢ les adiciond avidina, de tal modo que se permiticra
determinar la cantidad de Ab-Av-Sp que se pegaba a moléculas diferentes a la avidina. Por
otra parte también de midié la union maxima que corvesponde a los tubos a los que no se
les agregd biotina fria pues se observo la cantidad maxima de 3HB que se pega a la
avidina (Cuadro 4).

Una vez terminado este proceso, los tubos del ensayo se taparon e incubaron a 4°
C (cuarto ffio) con agitacion (200rpm) por 24 hrs. Transcurrida Ja primera incubacion se
sacaron los tubos de! cuarto frio, sc destaparon y se les agregaron 60pl del anticuerpo
anti-avidina acoplado a sepharosa (Ab-Av-Sp).
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Este procedimiento se realizé con precaucion, no se escurrio el Ab-Av.Sp por las
_paredes ya que se quedaban adheridas a éstas las esferas de sepharosa. Una vez agregado
el complejo se incubo en las mismas condiciones anteriores.

7 .. Terminado el tiempo de la scgunda incubacién los tubos se centrifugaron a 150g
por 5 min, Se tomo una alicuota de §50u! def sobrenadante y se coloca en 2.5ml de
solucion de Bray contenida en un vial. Posteriormente se pusieron a contar las muestras en
un contador de centelleo liquido por 5 min,

3.4 Calculos

Las desintegraciones por minuto (dpm) obtenidas corresPQndicl:on a la cantidad d¢
4B que no se unio a la avidina (biotina libre). Se graficd en papel "logit-log" colocando
en el gje de las abscisas los pg de biotina fiia y en el de las ordenadas el porcentaje de
unién al que corresponden. La cantidad de 3HB unida fue inversamente proporcional a la
cantidad de biotina fria existente en la muestra.

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

Procedimiento:Tubos 1,2

dpmt 1,2 x volumen total alicnota comada = dpm?13,000 x 100=%de union inespecifica

‘i‘ubos 3,4 dpm 3,4:dpm 1,2 x 100=% de biotina libre
e 9% de biotina libre-100=% mdximo de SHB unida

dpm C 6 Mdpm 1,2 x 100=% 3HB unida procedente de la muestra
" Curva Estandar (C) y muestras (M)

catidad mdxima de SHB unida 100%
cantidad de 3HB de la muestra X

X=9% corregido de SHB unida (cantidad a interpolar en la grdfica)
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4, DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA DE LA PCC Y PC

Para la medicion de la actividad de las carboxilasas se utilizé el método reportado
por Sweetman (51), por el cual se determina la incorporacion de radiactividad proveniente
de NaH14CO03 al sustrato de la enzima en estudio. De este mado, -al actuar la PCC sobre
_la propionil CoA el producto sera 14C-metilmalonil CoA. E! producto de la PC al actuar
 sabre piruvato es el dcido 14C-oxaloacético el cual es inestable y es transformado al dcido
14¢_citrico por la intervencion de Ia citrato sintetasa afiadida a la mezcla de reaccion. El
producto radiactivo es cuantificado en un contador de centellco liquido, micntras que el
bicarbonato radiactivo que no reacciond es eliminado como 14C05

4.1 Reactivos

4.1.1 Solucidn amortiguadora concentrada de Tris 8X pH=8, 1.614 M

a. Tris (Sigma) ™M

b. MgCls (J.T.Baker) 8mM

c. KCl (J.T.Baker) 600mM
d: EDTA ().T.Baker) 6mM

4.1.2, N-propionil Coenzima A (PCoA) 40 mM

4.1.3, Acetil Coenzima A (AcCoA) 40mM
4.1.4, Solucién concentrada TRIS + ATP + Glutation reducide (GSH)
a. ATP (Sigma) 28.5mM
b. GSH (Sigma) 20 mM
¢. Tris 8X pH=8
4,1.5. Piruvato de Sodio (Sigma) 40 mM
4.1.6. Citrato sintetasa (CS)(Sigma) 18.6 unidades/mt de piruvato de sodio
4,17, Acido formico (Merck) 159 (v/v)

4.1 8. Bicarbonato de sodio radiactivo (NaH1 4CO3) {(Amersham)
Actividad especifica: 3.81 uCifumol.
Concentracion: 0.12 M

4.1.9. Solucion de Centelleo (Solucidn de Bray) Ver seccion 3.2.6.
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4.2 Técnica -

El ensayo se realizo en tubns eppendorf prev:ameme marcados para reconoccr :

Cﬁndro 5

" Reactivos |-~ Blanco - PCC(uY)
I PCC(pl) 7
S HAQ a0 e e gs T g T
- ATP+GSH ‘[ = 10 65 10 ) 65
| CoA - 65 PCoA - 65AC0A
C.S.. - - 10 65
NaH*CO3 10 65 10 65
Vol, Total 40 260 40 - . 260

Por otra parte, se descongelaron los linfocitos y se celocaron en hielo, se les

_ agregaron 300 pl de buffer de lisis y s¢ resuspendieron con una pipeta pasteur. Para la

fiberacion de las carboxilasas mitocondriales se procedio a romper los linfocitos por medio

de sonicaciones descargando en cada tubo 30 pulsos de I segundo con un descanso
intermedio. Se mantienen los tubos en hiclo durante la sonicacion.

Una vez que se tuvieron fos tubos que contienen las mezclas de reaccian, se les
agregd 10 pl del homogenado celular (linfocitos) sonicado a cada tubo, se mezclaron bien
y se 1aparon para evitar |a evaporacion del bicarbonato. Se incubo en bafio maria durante
una hora a 30°C con agitacidn constante.

Posteriormente la reaccion enzimitica se detuvo incorporando los tubos en agua
helada y afiadiendo 10 pl de dcido formico al 15%, se mezclaron bien y se dejaron reposar
15 minutos destapados. Mientras tanto sc recortd papel whatman de 3 mm en tiras
previamente divididas en cuadros de 2.5 em x 2.0 em y se marcaron con ¢l nimero de
cada tubo; se tomaron 30 ul de la mezcla que hay en cada tubo y se depositaron en el
centro de cada cuadro correspondiente a su mezcla.
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Se secaron perfectamente con la ayuda de una pistola de aire durante 20 minutos
aproximadamente y se le adicionaron 30 pl de icido formico al 15% a cada muestra y
nuevi se secd perft d 30 minutos.

Posteriormente se cortd el papel whatman dividiendo cada cuadro que
corresponde a una muestra en 9 partes y se depositan en viales de vidrio que contienen un
ml de metanol en dilucion 1:1 con agua destilada para eluir la muestra y 7 ml de solucion
de Bray. Se agitd rigurosamente y enseguida se lievo a cabo 1a cuantificacion. Se llevaron
los viales al contador de centelleo liquido y se contaron 10 minutos con estandar externo.

La actividad especifica de las carboxilasas se reportaron por mg de proleina y mg
de ADN, por lo cual fué necesario medir estos dos parimetros en {as células sonicadas.

5. CUANTIFICACION DE PROTEINAS
La cuantificacion de proteinas se hizo por el método descrito por Lowry (52), con -
¢l que se mide colorimétricamente la concentracidon de proteinas en el homogenado

celular.

5.1 Reactivos
5.1.1, Carbonato de Sodio (J.T.Baker) 2.0% en NaOH 0.01N

5.1.2. Sulfato cuprico (J.T.Baker) 1.0%
5.1.3. Tartrato de Sodio y Potasio 20%
5.1.4. Albimina Sérica Bovina 0.1 % (se guarda en alicuotas a -70°C)

5.2 Técnica

5.2.1. Solucion A

Carbonatoe de Sodio 2%enNaOH, 0.1 N 100 partes
Sulfato Ciiprico 1% 1 parte .
Tartrato de Sodio y Poiasio 2% | parte

5.2.2 Solucién B
Folin (Sigma) 50%
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L Cusadro 6

7 Alblimina | Buffer ‘Ha0
0Quly et oD | s00 (uly G
- 30 - 460~
300 450
30 445
30 440
30 430
: 30 425
w70 MUESTRA EXPERIMENTAL - 1
77T 30 (M) - 470 1ol
' . 30 - - 470 ‘2.5
- 30 470 2.5

'M=mucslra B

Para obtener Ja coloracion que es proporcional a la cantidad de proteinas, después
de 10 minutos se agregaron 250 pl de la solucién B a todes los tubos, se dejaron
reposando 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente s¢ leyd en el
espectrofotometro a 700 nm. El color es estable hasta por 2 horas.

Se grafico colocando en ¢l ¢je de las abcisas fos pg de albumina (proteina) y en ¢l
eje de las ordenadas las lecturas de la densidad dptica. Se trazo la mejor recta con
respecto a los puntos obtenidos y s¢ interpolan las lecturas de las muestras.

6. DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE ADN

Para cuantificar el ADN se siguid el método espectrofotométrico descrito por
Burton (53) y modificado por Gilles y Myer (54) que consiste en romper en un medio
dcido la union entre purinas y desoximibosa; esta dltima se hace reaccionar con la
difenilamina que posteriormente puede ser cuantificable



26 -

6.1 Ruc(ivos :

A ARE Soluqon de ADN de Timo de Temem ('Mcrck) 250 pglm1
" 6,1.2, Acido Perclarico (PCA) Q.T. Bakcr) 1IN
o “6:1. 3 Diﬁ:mlamlna (Mallinckrodt) 4 % en, écldo aciético glacml (.l T Bnkcr)

6.2 Técni:a
6.2.1.Extraccion de acidos nucleicos del homogenado celular

La técnica de extraccion es una madificacion hecha a la técnica de Schneider (55);
se midié ¢l volimen total del homogenado celular con ¢l que se disponia, se lc afiado un
ongeavo de icido perclorico absoluto, se mezcl$ bien y se incubé a 70°C durante 20
minutos. Una vez terminada la incubacion se dejaron los tubos a temperatura ambiente
hasta que se enfriaron y se centrifugaron 10 minutos a 1700 g. Se recuperd el volimen

_ maximo del sobrenadante el cull contenia fos acidos nucleicos. Postericrmente se realizé
la curva estandar (cuadro 7)

Curva estandar

Cuadro 7
Tubo PCA IN ADN (250pg/mf) Difenit
B.B 500 () 0 (ul) 500 (ul)
1,1 450 10 500
2.2 480 30 500
3.3 470 30 500
44 460 40 500
5.5 450 50 500
6,6 440 &0 500
7.1 430 70 500
MUESTRA EXPERIMENTAL
88 400 100 (MUESTRA) 500
9,9 40 100 500
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Una vez que se agregé a cada tubo lo indicado aqui arriba, se colocaron bajo 3
lamparas de luz fluorescente de 20 watts (Solar TR/SD/LD). La exposicion de los tubos a
la luz se efectud durante 4 horas a temperatura ambiente y a una distancia de 15 cm de las
lamparas. Posteriormente de leyo en el espectrofotdometro de absorcion a 595 y a 700 nm.

La razon por la cudl se leyo a dos longitudes de onda es que el complejo que se
forma en la reaccion de la difenilamina tiene su maximo de absorcién a 595-600 nm,
careciendo de otra banda de absorcion, y la absorcion obtenidza a 700 nm se estima que es
debida a las impurezas presentes en la muestra. Por lo tanto, para corregir ei valor de
ADN obtenido para cada lectura, es necesario restarle el valor obtenido a 700 nm.

6.2.2. Calculo para determinar la cantidad de ADN en homogenado celular.

Se graficaron en papel milimétrico los puntos obtenidos para la curva patrén
colocando en el ¢je de las abcisas pg de ADN y cn ¢l eje de las ordenadas la absorbancia a
595 nm.

Se trazd la mejor recta respecto a los puntos obtenidos, se interpolaron las
densidades dpticas obtenidas de cada muestra y se caleul a concentracion de ADN. Una
vez calculada esta cantidad, se dividié entre el volimen del homogenado analizado y se
calculd su concentracion en mg de ADN por ml de homogenado.

7. CALCULOS DE LAS ACTIVIDADES ESPECIFICAS DE LAS
CARBOXILASAS

Con las concentraciones de proteinas y las concentraciones de ADN,. las

actividades especificas de las enzimas se calcularon de la sigui

dpm - dpm blanco xr L x 10 homogenado  x 00042 prof. x
60min x 10 uf homogenado 2.22E6dpm xng proieing Img prot.

Lol x  _Ipmol = pmol Heco > fifadas/min x mg de proieina

28IuCi 1E-6zamol

El mismo procedimiento se sigue para calcular las actividades enzimaticas en
funcién de ADN
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8, DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA BIOTINIDASA

Para la determinacion de la actividad de la biotinidasa se utilizo el método descrito
por Wolf (29), con el que se mide espectrofotométricamente el p-aminobenzoato”
producido por el efecto de la biotinidasa del ptasma sobre su sustrato artificial n-biotilnil-p.
~aminobenzoato

8.1 Reactivos
8.1.1. Solucién amortiguadora de Fosfato de Potasic 1M
8.1.2. Fosfato de Potasio Monobasico (J.T.Baker) M

8.1.3. Fosfato de Potasio Dibasico (J.T.Baker) M

8.1.4. Acido etilendinitritotetracético (EDTA) 0.1M
8.1.5. Albumina bovina (Sigma) 2.5 mg/ml
8.1.6. p-aminobenzoato (PAB) 1.5 mM
8.1.7, Acido Tricloroacético (TCA) (J.T.baker) 30%

8.1.8. Acido 5-biotinil-p-aminobenzoato (Sigma) 0.3 uM

8.2 Reaccién de formacién de color

8.2.1. Nitrito de Sodio 0.1 %

8.2.2. Sulfamato de amonic 0.5 %

8.2.3. Solucton de hidroclorhidro-n-1-nafliletilendiamino (HNED) - 0.1%

8.3 Técnica

Curva estandar

Cuadro 8
Tubo Amortiguador EDTA BSA PAB H20
B.B 100 100 pl 100 pl Ol 700 pl
1! 100 100 100 20 680
2,2 100 100 100 40 660
3.3 100 100 100 80 620
4.4 100 100 100 160 540
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Después de adicionar & cada tubo lo indicado en el cuadro 8, se incubé por media

hora a 37°C, ensegtuida se agregaron 100 pl de TCA al 30%; se mezcld y centrifugd a

3000 rpm durante 10 minutos. De! sobrenadante s¢ tomaron 770 ul y se mezclaron con
'230 pl de agua destilada, posteriormente se hizo !a reaccion para desarrollar color.

Reaccion para formar color

1. Se agrego a cada tubo de ensayo 100 pl de solucion de nitrito de'sodio_ se agitd y se
dej6 reposar 3 mimutos.

2. Se agregd 100 pl de sulfamato de amonio a cada tubo. también se }sgité y s¢ esperd 3
minutos.

3. Finalmente se aftadieron 100 pl de HNED, se agito y ¢speré 10 minutos,

4, Se procedio posteriormente a la medicion colorimétrica del p aminobenzoato liberado
(546 nm)

Py i delas tras
Cuadro 9
Tubo Amortiguader EDTA BSA Sustrato H20
5,5 100 pl 100 ul 100 pl 100 1 550 il
6.6 w .. « " ]
7.7 " » " " w

Después de adicionar lo indicado a ¢ada tubo, se preincubd con agitacion por 10
minutos a 37°C. Posterionmente se afiadieron las diferentes muestras a cada tubo (50 pl de
plasma) y se incubd per 30 minutos a 37°C. Se detuvd la reaccién en agua helada y se
ailadio a cada tubo 100 a1 de TCA, posteriormente se centrifugd a 3000 rpm durante 10
minutos. Se tomaron 770 pl del sobrenadante y se mezeld con 230 pl de agua destilada.
Se realizd la reaccion para desarrollar color y se leyd en el espectrofotometro a 546 nm.
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Se graficd en papel miliméirico los puntos obtenidos para la curva patron,
colocando en ¢l ¢je de las abcisas los nanomoles de PAB y en cf ¢je de las ordenadss la
absorbancia a 546 nm, se trazé la mejor recta respecto a los puntos obtenidos y se

interpolaron las absorbancias de las probl

8.4 Cilculos para determinar la actividad especifica de la biotinidasa

La actividad de la biotinidasa se reporta en nmol por minwto y por mililitro de
plasma. Para obtener las nmol se interpola a lectura de la muestra en la gréfica de la curva
lar. Para los mi se divide entre el tiempo de incubacién; y finalmente

para obtener los ml se calcula por la cantidad de muestra que se adicioné.

4

nmoles de PAB (muestra) 1600 ut nmoles de PAB (liberado)
: X =
30 min x 50 ul (plasma) 1ml min x ml de plasma
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- 1. Datos de los sujctos participantes cn este estudio en los cuales sc aplicaron los criteries de
- inclusién v exclusion, .-

AN Cuadro 10
‘PACIENTE_ "_EDAD (nieses) SEXO0 DIAGNOSTICO
DO - 03 M Cirugia plastica
- CGA - a3 F Cardiopatia congénita
ZAL 03 M Hemia inguipal
EP.A 03 F - Cirugia plistica
AGR 05 F Labio patadar
hendido
M.C.O. 06 M Enfermedad por
. reflujo
gastroesofigico
(ERGE)
PSA, 0% - M Reflujo vesico-uretral
F.M.F. 08 M Labio y paladar
hendido
P.M.O. 08 F Hemia inguinal
C.MS. 13 M Ortopedia
MS.E. 1184 F Paladar hendido
MP.L. 18 M Malformacion ano-
T rectal
- APO. 20 M Catarata congénita
CGA. 23 F Estrabismo
N.L. 25 M Paladar hendido
HRIL 36 F Circunsicion
CG.l 36 M ERGE
M.C.M. -36 M Estrabismo
L.G. 36 F Hegnia hinguinal
-HR.E: 36 M Hernia hinguinal
L1l 36 M Quiptorquidia
bilateral
. ZAC M Balanoptostitis
0GO. : M Hernia hinguinal der.
M.LA: M Otitis media scrosa
RPL E Paladar hendido
CLRM. M Infeccion cn vias
PN urinarias de repeticion
BH.E. F Hipertrofia
. : - amigdalina
CMEL F Alteracion en la
. s . deelucion
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2.- CONCENTRACION DE BIOTINA PLASMATICA EN LOS SUJETOS
ESTUDIADOS o

La concentracion de biotina plasmética en los nifios y adultos estudiados se
“eficuentra en el cuadro 11. La concentracién de biotina estd exprcsada eomo nM +
dcsvwclon cstandnr SR

Cuadro 11

Su_|elos o [Biotina) In!crvalo
Nlhos et ] 395+ 1.34 2.0 12
CR=RL (34%) : :

“rAdultogT T 2.16 £ 0.80 0.81-3.8
n=14: (37%)

" Como puede observarse, la biotina en ¢l plasma de los adultos ¢s menor que en el

-- de los niflos siendo esta diferencia esiadisticamente significativa (p <0.05) (grafica 1).

.+ Adicionalmente los niflos de 20 meses o menos tuvieron menor concentracion de biotina

(3.42 & 1.01) que los de 21 a 80 meses {4.4 1 1.5) (grafica 2) y se observa que aunque
hay correlacién de 0.52 enire ambas variables existe una gran dispersion de los valores.

2.1 Anilisis estadistico,

Por los valores obtenidos de sesgo y curtosis se pudo comprobar que los datos
prescnitaban una distribucion normal por lo cual se recurrié a prucbas paramétricas para su
anﬂlisis Para comprobar si en los dos grupos de cstudio existian  diferencias
prucba F de fisher para confirmar la homogcncndad de varianzas; posteriormente se
procesaron les datos con la prucba T de student y se obtuvo que si existe diferencia
estadisticamente significativa con un nivel de significancia del 95%. (56,57)

3. ACTIVIDAD ESPECIFICA DE LAS CARBOXILASAS MITOCONDRIALES

En los cuadros 12 y 13 se presentan los resumencs de las actividades especificas de
laPCCyPC.



Achvndndes especificas de las enzimas

(p:\'nBI de C02 I‘jadas por min-1 por mg-1 de nrolelnn)

3

= Cuadro 12 - -
.- Sujetos™: Intervalo PC Intervalo
A 31,6 £ 92 )
199-396 (29%) 22.5-48
n=10 :
334 & 12 \
161-611 (37%) 19.8-65
n=29%
Actividades especifices de las enzimas
(pmol de CO3 fijado por min~! por mg~! de ADN)
- - Cuadro 13
Sujetos PCC Intervalo rc Intervalo
1992 + 741 407 + 187 '
Adultos (37%) 1230-3369 (46%) 177-709
. =13 n=12
2014 + 762 242 + 103
Nifios (38%) 1001-3500 (42%) 133-436
n=28 n=26

En ambos cuadros se presenta el promedio de las actividades especificas de cada
enzima % la desviacign estandar, el coeficiente de variacion y el nimere de individuos.

Como puede observarse existen diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos estudiados para la actividad de la PCC expresada en funcion de proteinas;
encontramos una mayor actividad en el grupo de nifios que en ¢l de adultos (grafica 3).
Dentro del grupo de los nifios no hubieron diferencias significativas de la PCC (grafica 4).
La actividad especifica de 1a PC no mostré un coeficiente de correlacidn (actividad
expresada en proteinas) con respecto a la edad (grafica 5). En ninguna de fas dos enzimas
se observaron diferencias significativas en funcion de ADN (grifica 6y 7).

Se rcportan también las concentraciones de proteinas y ADN {Cuadro 14) en los
homogenados de linfocitos y se puede observar que la proporcion de ambos parametros
permanece constante en todos los sujetos estudiados.
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BRI Cuadro 14 :
Sujetos {Proteinas] [ADN)]
.- Nifios 1045 £ 330 167 4-56.8
PR (31%) (34%)
‘Adultos 925 + 310 189 + 105
’ (33%) (56%)

En este cuadro se presenta el promedio 4 la desviacion estandar y el coeficiente
_de variacion. Ambas concentraciones se teportan e pjg por mililitro de homogenado.

3.1 Anilisis estadistico

fgualmente para este parametro se pudo comprobar que sus valores se distribuian
normalmente y por lo tanto también se wiilizd la prucba de T de siudent una vez que se
comprobd 1a homogeneidad de las varianzas. Solo para [a PCC existio diferencia
estadisticamente significativa entre los dos grupos de estudio (p <0.05), lo que pata la PC
no se observa.

4, ACTIVIDAD DE LA BIOTINIDASA PLASMATICA EN LOS SUJETOS
- ESTUDIADOS

Los resultados obtenidos de la actividad de esta enzima en los grupos estudiados
se presentan en ¢l cuadro 15, donde la actividad especifica de la enzima estd expresada
como nmol de preducto formado por minuto y por mi de plasma.

Cuadre 15
Sujetos Actividad de la Biotinidasa Intervalo
Nifos 9.78 + 1.36 7.40-12.20
n=32 (14%)
Adultos 983 +1.28 7.80-11.7
n=16 (13%)

En el cuadro se presenta el promedio de la actividad de la biotinidasa & desviacion

estandar.

La actividad de Ia biotinidasa plasmalica no presentd diferencias estadisticamente
significativas {p <0.05) entre el prupo de nifios y el de adultos asi come tampoco en los
nifios no hubo una alta correlacion con respecto a la edad (grafica 8).
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Grifica 1. Comnparacién de lz concentracian de biotina plasmatica en nifios y adultos
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BIOTINA PLASVATICA (nM)

EDAD (meses) -

Grifica 2. Concentracion de biotina plasmitica en nifios de 0 a 72 meses
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Grail"ca 3, Comparacmn de la actividad enumahca de la PCC entre nitlos y adultos en
funcion de [a racién de proteinas
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Grifica 4. Actividad enzimaiica de la PCC en nifios de 0 a 72 nieses en funcion de
proteina : S :
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Grifica 5, Actividad enzimitica de la PC en nifios de 0 & 72 meses de edad en funcion de
la concentracién de proteinas
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Grifica 6. Actividad enzimitica de la PCC en nifios de 0 a 72 meses de edad en funcidn
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' DlSCiJSle Y CONCLUSIONES

: En el presente trabajo se muesira que de los parametros bioquitnicos relacionados
con el metabolismo de biotina y estudiados en este trabajo, solo su concentracion en el
,vp\asrna y la actividad de la PCC en linfocitos estan afectados por la edad. Adicionalmente
sc presentan los valores de dichos parimetros obtenidos en algunos individuos sanos
mexicanos , 1o cual nos servird de utilidad como punto de referencia propio para evaluar el
estado funcional de esta vitamina en sujetos con diferentes habitos alimeniicios,

Como puede verse en el cuadro 11, los nifios tuvicron una comcentracion
plasmitica de biotina mayor que los adultos. Adicionalmente, entre los nifios de 20 meses
o menos edad y los de 21 a 80 meses también observamos diferencias; de tal forma que los
primeros tuvicron una concentracién mas baja que los niilos de mayor edad (grafica 2).
Pudiera ser que durante ¢l desarrollo del individuo esta tendencia continue y
posteriormente se invicrta en la edad adulta, lo cual sugiere la necesidad de estudiar
también a sujetos de 6 a 20 afios. Se observo también una gran variabilidad interindividual,
lo cual era de esperarse si se consideraban todos los factores que pueden modificar la
concentracion de la vitamina en plasma (tipo de dieta en los dias previos a la toma de
sangre, condicidn del aparato digestivo, factores que influyen en la absorcién intestinal,
extraccion de la biotina de !a sangre por los tejidos, funcion renal, posibles proteinas
transportadoras en la sangre, etc.).

Aunque la tendencia es, que en los niftos la concentracion de biotina en plasma sca
mayor conforme mayor es la edad creemos que esto no invalida el resultado de nuestro
trabajo previo (32), en ¢l que encontrames que los desnutridos de 20 a 73 meses tenian un
promedio de 57% mas bajo que sus controles normales. Aunque estos ultimos eran de
mayor cdad, Ia diferencia en la concentracion de biotina entre ambos grupos fue mucho
mas grande que la obscrvada en cste trabajo {22% menor en los nifios de 20 meses o
menos).

Cabe aclarar que en el trabajo anterior ya mencionado (32), ¢! mélodo de analisis
utilizado estaba basado en una comunicacion personal (Thuy Le) que es muy diferente al
método que actualmente describimos en este trabajo. En nuestros ensayos ¢l método de
Le no presentd linearidad con relacion al volimen de plasma y por esta razbn tuvimos la
necesidad de implementar un método que si pudieramos validar.
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El intervalo de concentracién de biotina concuerda con las concentraciones
repertadas por otros grupos de investigacion ya mencionados en los antecedentes (ver
cpag.l1). De la misma mancra cxisten otros reportes (37,4041) en los que
consistentemente se observaron concentraciones mas altas de biotina en fetos, neonatos e
infantes (<5 meses) que en sus madres también estudiadas, no.obstante que nuestro
método de analisis no es microbiologico como en dichos trabajos,

El fendmeno de mayor concentracion de nutrientes en el feto como consecuencia
de transferencia placentaria, es bien cenocido (58) y muestra la priotidad que en ¢l
binomio madre-feto tienc este Gltimo. De igual forma se ha reportado que muchas otras
vitaminas cruzan [a placenta y se acumulan cn el feto cn grandes concentraciones y por lo
tanto en el momento del nacimiento los nifios presentan una mayor concentracion de
vitaminas que la madre (41). esto ayuda a preparar al neonato para el proceso de
desarrollo muy acelerado que tendri en los prinieros meses de vida.

Como anteriormente se menciond, aunque durante muchos afios se han
considerado las concentraciones de vitaminas circulantes en la sangre como indicadores de
su estado funcional, recientemente se ha reconocido que este pardmetro refleja mas bien la
‘ingesta reciente de la vitamina, (2) de tal forma que las diferenciss observadas a'qui
pudicran no reflejar mecanismos de contro! diferentes.

La actividad de la PCC linfocitaria tuvo diferencias significativas respecto a la
edad; sin embargo, esta diferencia no se observd para la PC de linfocitos (p<0.05). Ver
cuadro 12,

Con el proposito de cvitar posibles variaciones de origen nutricional en la
concentracion de proteinas, las actividades especificas de las carboxilasas también las
determinamos en funcion de la concentracion de ADN, En nuestra investigacién
observamos que no hay diferencias en dichos pardmetros de los homogenades linfocitarios
en los dos grupos estudiados (cuadro 14).

La amplia dispersion cn las actividades de las carboxilasas de los individuos
estudiados es debido a la suma de las variabilidades que existen entre cllas y las
metodologias.

Al igual que para fa biotina plasmitica, hasta donde nosotros sabemos no se han
reportados en Ia literatura trabajos en los que se comparen las actividades de las
carboxilasas en nifios y adultos. Los valores que nosotros cncontramos para estas enzimas
utilizando el método de S {59) da con los resultados arriba mencionados.




Swrelman, en comunicacién personal (Sl) menciona que stis valoms normﬂles'
- pam adultos oscilan entre 156 y 338 pmol por min por mg de proteina para ta PCC con
“un prumedm de 284461 (21%) y una n=15. Para la PC reporta un intervaio de 10 a 42"'
pmol por min por mg de proteina, con un promedio de 26+8 y una n=15 (31%) Comio sé
pucde observar (cuadro 12) en este caso no existen diferencias de magmlud considerables
a pesar de las diferencias étnicas.

La actividad de la biotinidasa no presentd diferencias significativas respecto a la
edad (p<0,05) en ¢} grupo de nifios, ni entre ¢llos y los adultos (cuadro 15), Hasta donde
nosotros pudimos investigar no encontramos ningun reperte relacionado con la actividad
de la biotinidasa sérica y la edad.

A diferencia de la concentracion de biotina, la actividad de la biotinidasa es
pricticamente igual en nifios y adultos (cuadro 15). Cabe aclarar que aunque nosotros
utilizamos el mismo método colorimétrico de Wolf, las actividades que encontramos en
los individuos aqui estudiados tienen un valor promedio mayor (9.8 amol/min/mi) que los
reportados por el mismo investigador (29,56,57) usando igual o diferente metodologia a la
nuestra (6 nmol/min/ml))(cuadre 3). Estas diferencias pueden deberse a caracteristicas
propias de nuestra raza. No obstante que las actividades de la enzima reportadas para
otras poblaciones sean menores que las que nosotros aqui presentamos, no existen
diferencias en las actividades de nifios o adultos. Sin embargo, en ratas se ha reportado
que fa actividad de la biotinidasa plasmatica si cambia con la edad, se incrementa un poco
después del nacimiento, con un pico alrededor del dia 14 y disminuye después del dia 21 a
los niveles de las ratas adultas (60). Por otra parte, la actividad de la biotinidasa se
incrementa de manera notoria desde el final de la pestacion y ¢l pericdo neonatal hasta
aproximadamente los dos primeros meses de vida en humanos. A partir de entonces
alcanza las valores promedio de los niveles de los adulios (61}, lo que concuerda con la
gran constancia que nosotros observamos a edades mas tardias. Se han reportado en la
literatura diversos métodos para cuantificar biotinidasa, utilizando como controles a
individuos de diferentes edades y obteniendo resultados similares a los nuestros. (cuadro
3).
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De las tres enzimas estudiadas en este trabajo, utilizando las mismas metodologias
descritas por los grupos de investigacion que tambien estudian el metabolismo de biotina,
solo la actividad de ia biotinidasa fue diferenie a 1a reportada en los trabajos del Dr. Wolf,
como se menciond previamente, ¢l promedio de fas actividades de la biotinidasa en nuestra
poblacion es 63% mas alta que la de ellos, Con relacion a las actividades en linfocitos se
tuvieron resultados muy semejante a pesar de tratarse de poblaciones diferentes. Nosotros
creemos que la diferencia en Iz actividad de la biotinidasa es de origen étnico y seria
interesante estudiar fas causas que Ja originan.

Con relacion a la concentracion de biotina plasmatica, aunque nosotros utilizamos
un método de competencia, nuestros valores se encuentran dentro de los intervalos de
otros grupos que utilizan métodos micobiologicos (cuadro 1). Cabe aclarar que sunque el
propdsito de este trabajo no era estudiar diferencias con respecto al sexo, se cfectuaron las
puebas estadisticas para este proposito; y aunque ¢l nimero de individuos es muy pequeio
no detectamos diferencias en ninguno de los parametros.

Dado que la PCC también esta afectada por la edad como la biotina, y esta enzima
se considera actualmente como un mejor indicador del estado funcional de la vitamina,
(43) posiblemente la significancia de la biotina en plasma tenga un valor especifico mayor
al de que refleje simplemente los cambios en su ingesta reciente. Esta observacion integral
refuerza la propucsta sugerida para prolongar este cstudio a individuos entre los 6 y 20
aiios de edad.

El significado fisiologico de estas variaciones requiere de estudios mias profundos
para su explicacion ya que pudieran rep i der i6n variables a lo
largo del desarrollo y maduracion de los individuos.
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