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RESUMEN

Existen cuatro enzimas carboxilasas dependientes de bio-
tina en humanos, una de ellas, la Acetil CoA carboxilasa se -
encuentra localizdda en el citosol, en tanto que las otras =--
tres: Piruvato carboxilasa (PC)}, Propionil CoA carboxilasa vy
beta-Metilcrotonil CoA carboxilasa se localizan en la mitocon
dria. Para ser activa como acarreador de CO,, la biotina de-
be estar unida de manera covalente a las diferentes apocarbo-
xilasas, esta unién est catalizada por otra enzima llamada-

‘Sintetasa de Holocarboxilasas (SHC).

Dentro de los Errores Innatos del Metabolismo, se han --
descrito deficiencias aisladas de cada una de las carboxilasas
y deficiencias mlltiples de carboxilasas (DMC). La principal
diferencia entre ambas, es gue eﬁ el caso de los DMC, las ac-
tividades enziméticas se elevan notablemente como respuesta a
la administracibén de dosis farmacolégicas de biotina, en tan-
to que no existe respuesta en las diferentes deficiencias ais
ladas. Se han descrito dos formas de DMC, una de ellas debi-
da a deficiencia de la SHC, generalmente con una Km ap. para-
biotina aumentada, y otra debida a deficiencia de la enzima -
Biotinidasa, encargada del reciclaje de la biotina endégena. -
(degradacién de Holocarboxilasas), asf como del aprovechamien
to de la biotina proﬁeniente de la dieta, Ambos tipos de DMC

responden al tratamiento con biotina. Puesto que las diferen



tes carboxilasas participan en distintas vias metabdlicas, -
las manifestaciones clinicas de la DMC son muy variadas, afec

tando diversos érgancs y sistemas,

En ‘12 Unidad de Genética de la Nutricibn del Instituto -
de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, se detectb, gra--
cias a su programa de tamiz genético de alto riesgo, una pa-~
ciente con DMC, pero con caracterfsticas clinicas y bioquimi
cas peculiares., En eéste trabaﬁo se describen los estudios -~
realizados con objeto de identificar el defecto biequimico de
la paciente, asi como estudiar los mecanismos de regulacién de
la sintesis de carboxilasas utilizando come modelo experimen-

tal las células de¢ la paciente menciconada,

Estudios clinices y.biOquimicos preliminares en la pacien
te, sugerfin una deficiencia aislada de PC que respoﬁdia a bie
tina. Para descartar esta posibilidad, se mostr6 la metodolo
gia para medir las actividades de las tres carboxilasas mito-
condriales en fibroblastog en cultivo de la paciente, presen-
tande todas ellas 20-30% de las actividades de células norma-.
les y respondiendo solo parcialmente a biotina., Mediante en-
sayo indirecto para la SHC, se enContfé que esti estaba defi-
ciente en las células de la paciente (30% de la actividad nor
mal), pero a diferencia de otros paciente reportades anterior
mente, el defecto parece encontrarse en la Vmax ¥y no en la -
Km ap. para biotina, esto pudiera explicar la pobre respuesta

a biotina. En un intento de tratamiento y para estudiar el -

X1



posible efecto del Acetil CoA como regulador de la biotiniza
cién de la apo PC, se provocd, mediante diversos procedimien
tos, un estado de cetosis en la paciente, encontrindose que-
1la actividad de esta enzima en linfocitos de sangre periféri
ca se normalizaba, en tanto que las concentraciones sangui--
neas de piruvato disminuian a valores normales, esto no fue-
reproducido "in vitro" por lo .que la hipétesis no pudo ser -
afirmada, es posible que los resultados fueran debide a un -

efecto hormonal.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES



CARBOXILASAS DEPENDIENTES DE BIOTINA.

Bl papel que tienen las reacciones de carboxilacién de
pendientes de biotina en las diferentes vias metab6licas es
bien conocido. Estas reacciones comprenden la incorporéciﬁn
de CO0; a diferentes sustratos, siendo dicha incorporacifn de
pendiente de energia [1]. Las enzimas responsables de --

esas reacciones soh condcidas comunmente como carboxilasas.

La biotina es el grupo prostético de todas las carboxila
sas [ 2]. Esta vitamina hidroséluble perteneciente al com-
plejo "B, fue idéntificada por primera vez como esencial pa
ra los seres vivos, cuando Kdgl y Ténnis la aislaron a partir
de yema de huevo y probaron su actividad como factor de cre-
cimiento para levadura [3}. La estructura de la biotina fue
determinada por du Vignand y cols. en 1942 [4] y confirmada
por Harris v cols. dos afios mids tarde al llevar a cabo su -

sintesis total [5].

Estructuralmente, la biotina (C{3Hg03N3S) es un anillo-
uréido, el cual contiene un dtomo de azufre y una cadena late

ral de dcido valérico, fig, 1.
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Fig. 1 Estructura de la d-Biotina

La biotina solo es activa cuando se encuentra unida co-
valentemente a la enzima de la cual es cofactor. La unién -
es por ﬁedio de un residuo de lisina localiZado en el sitio-
actiyo de la enzima [6]. " Esta caracteristica fue sugerida
por Wolf y cols. [7] al aislar el derivado biocitina {E-N-bio
tinil lisina) a partir de un extracto de levadura, fig. 2. --
De los oché isbémeros existentes, solo la d—Biotina muestra-

actividad de coenzima [97.
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Fig. Z Estructura de la N-carboxibiotina, covalentemente uni
da a un residuo de lisina de una enzima carboxilasa.
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La distribucién de 1la bjotina en la naturgleza es am-
plia, encontrindose afin en pequefias cantidades en la mayoria
de los tejidos de plantas y animales, ademds, la vitamina es
sintetizada por una amplia variedad de bacterias, incluyende

algunas de la flora intestinal normal del ser humano [8].

La reacciﬁn catalizada por todas las carboxilasas com-
prende la formacién de un complejo intermediario, unide a la
enzima; el grupo carboxibiotinilo (fig. 2), el cual funciona
como acarreador del grupo carboxile. La reaccidn tiene lugar
-en dos pasos secuenciales conforme a las ecuaciones 1 y 2:

+
_ Mg?
1. Enzima-biotina + ATP + HCO; ¥—=2Enzima-biotina-CO,+ ADP +Pi

fcomplejo intermediario)

2. Enzima-biotina-C0Q; + sustrato——® Sustrato carboxilado +Enzima -
’ . . biotina

Por lo tanto la reaccifn global puede escribirse como:
Mg2”
Sustrato + HCQ3; + ATP g@—=® Sustrato carboxilado + ADP + Pi

Para todas las carboxilasas, el donador del carboxilo es
el ion bicarbonato; se requiere tambié&n un metal divalente, -

generalmente Mg2®, aunque puede ser Mn2* [1 , 97..

En el cuadro 1 se muestran las reacciones globales cata-

lizadas por las carboxilasas mejor conocidas, asi como sus pa
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peles bioquimicos y respectivos efectores,

Las carboxilasas se encuentran ampliamente distribuidas
en microorganismos y animales. Muchas de ellas han sido ais
ladas en formas muy puras o cristalizadas y se han podido -
estudiar en detalle sus propiedades fisico-quimicas y biolé-
gicas, Moss y Lane [10], Como se veri mis adelante, en los-

humanos solo existen 4 enzimas carboxilasas.

Mecanismo  de Carboxilacién.

"Existe evidencia de gue las reacciones catalizadas por -
¥as diferentes enzimas dependientes de biotina, pueden ser --
llevadas a cabo por una apropiada combinacidn de varios tipos
de redcciones parciales bisicas. Vagelos y cols. {11] y Wood
y cols [12], estudiando dos enzimas bacterianas, demostraron
que las. enzimas dependientes de biotina realmente  eran sistemas multi
enzimdticos. Se encontrd que el grupo prostético biocitina,
tanto en la acetil CoA carboxilasa de E, coli como en la trans

carboxilasa de Propionibacteria, estaba localizado en un pe--

quefio polipéptido, distinto de las subunidades cataliticas y-
que funcionaba como traslocador del grupo carboxilo entre esas

subunidades.

Como se puede ver de manera esquemdtica en la fig. 3 , -
en la acetil CoA carboxilasa de E. coli, el primer paso es ca

talizado por el sistema activo denominado "biotincarboxilasa"



(BC), donde es carboxilado el grupo prostético biocitina, an
clade a la subunidad denominada "proteina acarreadora de bic

tina'™ (PAB). Esta subunidad no tiene actividad catalitica.

El siguiente evento es la traslocacidn del grupo bioti-
nilcarboxiiado del sitio BC al sitio denominado ''transferasa
de carboxilo" (TC) donde es catalizada la transferencia del-
carboxilo al aceptor final, acetil CecA., La unién del grupo -
CO, a la biocitina, parece ser muy importante para su funciba,
ya gque de esta forma el Sistema tieme un brazo flexible que -
hace posible la traslocacifn de carboxilo entre las dos subu-
nidades activas. Este mecanismo esta apoyado por el aisla--

miento y purificacién de las diferentes subunidades {11].

TC

Fig. 3a Primera reaccién parcial de la Acetil CoA
Carboxilasa.
BC: Biotin Carboxilasa.
Tomado de Visser and Kellog, 1976. Ref. 11
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PAB TG

Fig. 3b Intermediario activo
PAB: Proteina acarreadora de biotina

~-: Acatil Coh

Fig. 3c Segunda reaccién parcial de. la Acetil CoA carboxilasa
TC: Tranferasa de carboxilo.




La hipftesis de que las diferentes carboxilasas podrian
llevar a cabo su funcién mediante el mismo esquema, se recha
z6 dado que se encontré que carboxilasas de otras especies -
no estaban constituidas por el mismo n(mero de polipéptidos-

y que en algunas,como en Pseudomonas citronellolis [13], tan

to el sitio BC como el PAB estaba localizado en un mismo po-
lipéptido, o que como en el caso de la Piruvate carboxilasa-
en levadura y mamiferos [14) las tres actividades se encontra
ban incorpoeradas en una sola cadena polipeptidica multifﬁncig

nal.

Sin embargo, el ordenm de los eventos que constituyen la
reacci6n de carboxilacién y el papel de la biotina como aca-
rreador del carboxile es un fenémeno general en este tipo de
enzimas. De esta manera, se puede concluir que las enzimas
dependientes de biotina pueden ser colocadas en tres grupos,

como se ilustra en la figura 4.

En el primer grupo, representado por la acetil CoA c¢ar-

boxilasa de”E;‘EEEi y la transcarboxilasa de Propionobacteria,
la enzima activa puedé ser divida en tres tipos de componen-
tes funcionales: PAB, BC y TC. En el segundo grupo, repre--
sentado por g-metilcrotonil CoA de Achromobacter, solo estan
presentes dos tipos de polipétidos. Uno de ellos que contieg

ne la actividad de BC junto con la proteina acarreadora de -



bictina y otro que contiene la actividad de transferasa de -

biotina.

Finalmente, en el tercer grupp; todas las funciones es-
tan contenidas en una scola cadena polipeptidica. Ejemplos -
de esto son: Acetil CoA carboxilasa y Piruvato carboxilasa
de levadura, asi como las mismas enzimas de aves y mamiferos

{147.

Ac. CoA carboxilasa B-MCCoA carboxilasa Ac. CoA carboxilasa

(E. coli, Achromobact.} (Achromobact.} . (Levadura)
Transcarboxilasa Piruvato carboxilasa Piruvato carboxilasa
(P. Shermanii} (P, citronetlolis) {Levadura)

Fig. 4 Clasificacién de las enzimas dependientes de biotina
de acuerdo a sus estructuras (BC): Biotina carboxila
sa; (PAB): Protefna acarreadora de bhiotina y (TC): -
Transferasa de carboxilo.

Sintesis de Holocarboxilasas.

Como ya se menciond, para ser activa como acarreador de
C0,, la biotina debe estar unida de manera covalente a la en
zima. Esta unién es a través del grupo épsilon amino de un

residuo de lisina, localizado en el sitio activo de la apocar



boxilasa, dando lugar de esta manera a la holocarboxilasa.

La unién de la biotina es catalizada, en una reaccidn -
dependiente de energia, por otra enzima llamada: Sintetasa -
de Holocarboxilasa ( (+) Biotin apocarboxilasa ligasa (AMP);

EC 6.3.4.~ ).

El hecho de que la sintesis de holocarboxilasas sea -
dependiente: de ATP, sugiere gue lalﬁpthﬁzaci&nde las carbe-
xilasas comprende, como prerequisito, la activacién del gru-
po carbonilo de la biotina. Se ha postulado que la reaccién

consiste de 2 pasos'secuenciales:

_2»{' :
A. d-biotina + ATP 2B d-biotinil-5'-AMP + PPi
. ‘ _Mg2+
B. d-biotinil-S'-AMP + Apocarboxilasa — Holocarboxilasa + AMP

En el primer paso (A); se lleva a cabo la formacién del
intermediario biotinil-5'-AMP a partir de biotina, ATP y Mg2",
seguido de la transferencia del grupo biotinilo a la apocarbg
xilasa inactiva (B}, formando 1la holocarboxilasa activa  [t1,-
14]. Este mecanismo esta apoyade principalmente por los ex-
perimentos de Siegel y¢ols, T15], quienes observaron que Bio-
tinil-AMP preparado sintéticamente, podia reemplazar a la --
mezcla de biotina y ATP en un sistema sintetizador de holocar

boxilasas libre de c¢élulas,

La posibilidad de que el biotinil-AMP adicionado al sis

- 10 -



tema fuera hidrolizado y generara ATP, en lugar de ser un in--
termediario de la reaccibn, fue investigado por el mismo --
grupo de investigadores, incluyendo un sistema captador de -
ATP:Hexoquinasa y glucosa) en su sistema sintetizador de ho-
locarboxilasas, de esta maneré, cualquier ATP generado “de -
novo" seria inmediatamente utilizado por la trampa de hexo--
guinasa y no estaria disponible para sintesis de holoenzimas.
La formacidn de holoenzimas a partir de biotinil-AMP no fue-
inhibida por la trampa de hexoquinasa, lo cual descarta la -

posibilidad mencionada [15].

Los estudios de Achuta Murthy y Mistry [t6, 17] sugi--
rieron la existencia de 405 sintetasas de holocarboxilasas-
en el higado de pollo, una de ellas localizada en el citosol
y especifica para la apoacetil CoA carboxilasa y otra locali
zada en la mitocondria y especifica para apopropionil CoA --
carboxilasa. Hasta ahora no se han reportado estudios simi-
lares en mamiferos, por lo que sc desconccen tante su nlme-
1O, comé su compartamentalizacién y especificidad en siste--

mas superiores.

Algunas de las holocarboxilasas estan reguladas por la-
accidén de ciertos metabolitos. La piruvato carboxilasa es -
activada por acetil CoA y este efecto es antagonizado por as

partato ¢ glutamato, dependiendo la especie de origen [18, 19].



La acetil CdA carboxilasa es activada por metabolitos del Ci
cle de Krebs, como citrato e isocitrato e inhibida por malo-
nil CoA [20]. De la consideracién de estos hechos, surge la
pregunta de si también la sintesis de holocarboxilasas esta

regulada por algtn efector,

Que exista un posible tipo de regulacién se ha hecho --
probable a partir de los estudios de Cazzulo y cols., quie-
nes reportaron un novedoso modo de regulacifn de la sintesis

de holopiruvato carboxilasa tanto en Bacillus stearothermo--

philus, como en levadura [21, 22, 23).

En extractos libres de células de estos microorganismos,
en presencia de ATP,; MgCl, y Biotina o bien de Biotinil-AMP-
preformado, la sintesis de la holopiruwvato carboxilasa fue-
sumamente estimulada por la adicifén de acetil CoA. De hecho,
la omisién de este metabolito redujo la produccién de la ho-

loenzima en un 94%.

En cuanto a sistemas animales se refiere, no existe nin
guna respuesta convincente. Aunque Madapally y Mistry han -
reportado [24} que la acetil CoA no estimula la sintesis de-
holopiruvato carboxilasa por la sintetasa de higade de pollo,
no se han realizado mids estudios en las sintetasas de origen

animal.

Existen cuatro enzimas carboxilasas dependientes de bio

tina en mamfferos, cuadro 1; una de ellas, la acetil CoA car



boxilasa (EC 6.4.1.2; ACC), localizada en el citosol,.es una
enzima clave en la sintesis de los dcidos grasos; las otras-
tres carboxilasas estin localizadas en la mitocondria ¥ son:
Propionil CoA carboxilasa (EC 6.4,1.3; PCC) que participa en
el catabolismo de los aminodcidos Valina e Isoleucina y ade-
mids en el catabolismo de Metionina y Treonina; la 3-Metilcro
tonil CoA carboxilasa (EC 6.4.1.4; MCC) que participa en el-
catabolismo de Léucina‘y la Piruvato carboxilasa (EC 6.4.1.1;
PC), enzima anapler6tica del Ciclo de Krebs y que ademds ca-
taliza el primer paso en la via de gluconeog&nesis. En se--
guida presentamos un breve resumen de las principales carac-

teristicas biocquimicas de estas enzimas.

Piruvato Carboxilasa.

La molécula de PC tiene un peso molecular de aproximada
mente 500,000 daltones. Micrografias electrdnicas de prepa-
raciones derivadas de higado muestrén que la PC es un tetrd
mero compuesto de cuatro subunidades idénticas, <Cada subuni
dad tienme un peso molecuiar de 130,000, La Piruvato carbo-
xilasa de mamiferos es activada por el ligando alostérico --
Acetil CoA. Estudios de unién indican que 4 mol&culas de --
acetil CoA son unidas por cada molécula de‘enzima. Experi--
mentos de afinidad sugieren que existen 4 sitios de unidn,

tanto para ATP como para piruvatc (en presencia de acetil CoAl,
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por molécula de la enzima, Una evaluacién de los datos pre-
sentados arriba sugieren que cada moldcula de PC esta compues
ta de 4 subunidades idénticas, Eso es, que cada polipéptido
aparentemente contiene todos los componentes de un sitio ac-
tivo funcional. -El éubsitio de carbokilacién, el subsitio

de transferencia del carboxile (el cual une o cetodcidos) ¥
el sitio de biotina .ademds -del sitio alostérico (el --

cual une acetil CoAj)- [18, 19, 25}.

La piruvato carboxilasa tieme un papel central en la re
gulacién del flujo de Atomos de carboné en el metabolismo, -
no solo en higado y rifidn, tejidos que muestran una alta ac-
tividad de PC, sino en otros tejidos también, particularmen-
te en el cerebro en desarrolle [26]. Esta enzima es funda-
mental para la produccién de oxaloacetato en la gluconeogéne
sis y lipogénesis y como parte de un mecanismo anaplérotico,
o sea de "rellenado’r de intermediarios del Ciclo de Krebs. --
BEst4 sujeta a una regulacifn muy fina, particularmente dada
por la concentracidn de acetil CoA en la célula, asi como a
regulacifén hormonalr(la insulina la inhibe y el cortisol aum-
menta su actividad [27, 28]}. No se ha reportado la existen-
cia de isocenzimas de PC y se pilensa queruna sola clase de €és

ta enzima se encuentra en los diferentes tejidos.



Propionil Coenzima A Carboxilasa.

La propionil CoA carboxilasa, con un peso molecular de-
aproximadamente 540,000, es un tetrimero, con cada protémero
compuesto de dos tipos de subunidades, las alfa, con peso mo
lecular de 72,000 y las beta, con peso molecular de 56,000 .
Contiene 4 moléculas de biotina por molécula dé-enzima, loca
lizadas en las subunidades grandes (alfa). Esta enzima es ac
tivada por cationes monovalentes y no se le han encontrado in
hibidores especificos. Participa en el catabolismo de los ami
noécidos isoleucina, valina; metionina y treoninaz via la ruta
del propionato para desembocar en succinil CoA y entrar al ci

clo de Krebs [1].

g-Metilcrotonil Coenzima A Carbeoxilasa.

La.betarMetilcrotonil CoA carboxilasa bovina, tiene un -
pesc molecular de aproximadamente 530,000 . A semejanza de -
la PCC humana, es un tetrémero, con cada protdémero formado por
dos subunidades diferentes, la subunidad alfa, de peso molecu
lar de 74,000 y la subunidad beta, con peso molécular de 58,000
La biotina se encuentra unida al polipéptido grande, el alfa.
Esta enzima participa en el catabolismo del aminoécido leucina.
Es activada por cationes monovalentes y no se¢ han reportado in

hibidores de su actividad [29].

- 1% =



Acetil Coenzima A Carboxilasa,

La actividad de esta enzima tan importante, dado su pa-
pel central en la sintesis de 4cidos grasos, es controlada
en higado y en tejido adiposc de mamiferos por la presencia
de citrato e isocitrato., En su forma inactiva, la enzima
consiste en protbémeros de 400,000 a 500,000 daltones, formados de 4
subunidades. Cadé uno de estos protdémeros contiene una mo-
1écula de biotina f puede uﬁir una molécula de acetil CoA y
otra de citrato, sugiriendo que las subunidades no son idéE
ticas. La activacién por citrato se acompafia de polimeriza
cién de la enzima logrando una forma filamentosa y alcanza’
pesos moleculares de hasta 5 millones. Es asi como citrato
e isocitrato, ' intermediarios del ciclo de Krebs, funcio-
nan como factorés regulatorios, activando la ACC, la cual cg-
taliza el paso limitante en la sintesis de Acidos grasos en
mamiferos. Esta enzima es inhibida por Malonil CoA y deriva

dos Acil CoA de 4cidos grasos de cadena larga [20].

En el cuadro Z se presenta un resumen de las caracteris

ticas bioquimicas de las carboxilasas presentes en mamiferos.

En la figura 5 se puede observar la colocacién y las in-
terrelaciones de las diferentes carboxilasas en el metabolis

Mo .
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DEFICIENCIAS DE CARBOXILASAS EN HUMANOS.

Se han reportado pacientes con una deficiencia aislada-
de cada una de las carboxilasas y pacientes con deficiencia

miltiple de carboxilasas.

Revisaremos primero las deficiencias aisladas:

Deficiencia de Piruvato Carboxilasa.

La piruvato carboxilasa tiene un papel central en la rg
gulacibén del metabolisme de carbohidratos, no sole en aque
l1los tejidos con una gran actividad de PC, como higado ¥y Ti
fién, sino también en otros tejidos, particularmente en el ce
rebro en desarrollo [26]. Por lo tanto, una deficiencia en
esta enzima puede dar lugar a una gran variedad de anormali-
dades bioquimicas y de sintomas clfnicos. Todos los pacien
tes con deficiencia de PC reportados, mosfraron concentracio
nes plasmiticas elevadas de lactate y piruvato, asi comc de
alanina, A pesar de la deficiencia de PC, la hipoglicemia -
no ha sido un dateo consistente. La sintesis de 4cidos gra--
sos, esteroides y cuerpos ceténicos puede estar elevada, de-
bido a 1la alta concentracién de'aqetil CoA presente, dado --
que el exceso de piruvato inducirfd, a través del complejo -
piruvato deshidrogenasa, una sintesis aumentada de acetil CoA.
Esto enfatiza el importante papel que tiene la PC en la fegg

lacién del metabolismo de lfpidos.
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Las manifestaciones clinicas més comunes son: acidbsis
metabdlica, hipotonfa, retrasc en el desarrollo mental y £i-
sico y convulsiones. El inicio de los sintomas aparece en -
el periodo neonatal generalmente y los pacientes mueren poco
después., Se ha sugerido a la deficiencia de PC come posible
causa de la enfermedad de Leight  Encefalomielopatia necroti-
zante subaguda (ENS) [30], enfermedad degenerativa del ta--
llo cerebral, frecuentemente caracterizada por hallazges big
quimicos similares a aquellos descritos para la deficiencia
de PC. Sin embargo, estudios recientes [31, 32, 33] indica-
ron que ENS y la deficiencia de PC son entidades distintas,
y una revisién de los pacientes en los cuales se habfa descu
bierto una actividad indetectable de PC en sus tejidos, sugi
rié que muy probablementé los tejidos estudiados fueron con-
servados y/0 ensayados bajo condiciones no éptimas, condu--

ciendo a actividades de PC falsamente deficientes.

De Vivo y cols. [34] encontraron en el higado de un pa--
ciente con deficiencia de PC, que las concentraciones de oxa
loacetato, cifrato, ﬁ cetoglutarato, malato y succinil CoA
se encontraban disminuidas. Esto sugirié que debido a 1la Te
ducida disponibilidad de oxalovacetato, existe wuna baja en
la actividad de 1a enzima citrato sintetasa, 1o c¢ual conduce
2 un flujo disminuido del cicloc de Krebs y a un metabolismo

oxidativo defectuoso.



La maﬁifestacién clinica mis grave es el profundo dafio
neurolbgico que sufren estos pacientes. Una posible explica
cién serfa, que dado que el cerebro es virtualmente dependien
te de la oxidacidn de.glucosa,’via glucblisis hasta piruvato,
el cual entra al ciclo de krebs como acetil CoA. Una interrup
cién en esa via a cualquier nivel, conduciria a una depriva--

cién cerebral de ATP.

El tratamiento de la deficiencia de PC se ha enfocado --
principalmente en el reemplazo de los intermediarios del ci--
clo de krebs que se encuentran disminuidos. La administra-
cién de dbésis farmacolbgicas de biotina se ha intentado, sin
éxito. Una leve mejoria clinica se ha observado al adminis-
trar tiamina, presumiblemente al derivar el piruvato a través
de 1a via de la piruvato deshidrogenasa [35]. La deficiencia
de PC parece ser heredada de un modo autosémico recesivo, --
De Vivo y cols. [34] reportaron que las actividades de PC en
fibroblastos dérivados de los padres de un paciente afectado,
eran intermedias entre las presentadas por células controles

y del paciente, siendo heterocigotos obligados.

- Deficierncia ‘de Propionil CoA ‘Carboxilasa.

La mejor caracterizada de las deficiencias aisladas de
carboxilasas es la deficiencia de PCC, conocida como acidé-

mia propifnica. Generalmente en los nifios afectados se ini-



cia la sintomatologia durante el periodo neonatal, con vémi-

to, letargia e hipotonia [36]. Los individuos afectados --
acumulan propionate Yy sus metabolitos debido al inadecuado-
.catabolismo de isoleucina, valina, treonina y metionina a --
través de la via del propionato, la cual desemboca en el ci-
cle de krebs en forma de succinil CoA.  Excretan grandes con
centraciones- de los Acidos orgénicos: metilcitrato, 3—hidro;
xipropionato y propionil glicina en la orina. Una ingestién
excesiva de proteinas o infecciones recurrentes pueden preci
pitar episodios de acidemia orgénica, cetoaciddsis e hipera-
monemia. Existe una considerable variacifn en la expresién
‘clinica de la acidemia propiénica. Algunos pacientes mani--
fiestan poces o ninguno de les sintomas, mientras que otros,
aﬁn dentro de la misma familia, pueden presentar las caracte
risticas cldsicas de la enfermedad [37]. Las causas de es-
ta variacién clinica estén poco claras por ahora. Algunos -
pacientes con deficiencia aislada de PCC han sido exitosamen
te tratados mediante una dieta restfingida en proteinas, ---
mientras que no se ha encontrado respuesta a désis farmacolé
gicas de biotina‘[37]. Esta enfermedad se hereda de un mo-

de autosémico recesivo.

Peficiencia 'de §-metilcrotonil Coenzima A Carboxilasa.

La deficiencia de g-metilcrotonil CoA carboxilasa ha si



do sospechada en varios casos reportados en la literatura --
[36, 39, 40], en todos ellos, menos. en unc, se encontrd que
en realidad se trataba de deficiencias m@ltiples de carboxi
lasas. La deficiencia aislada de MCC fue confirmada enzimé-
ticamente. En una preparacién mitocondrial hepédtica no se -
encontré actividad &etectable de MCC, pero se encontrd acti-
vidad normal de PCC, excluyendo la posibilidad de una defi--
ciencia miltiple [41]. En la orina se encontrd excrecién -
de los 4cidos B-hidroxiisovalérico y g-cetoglutdrico. La pa
ciente reportada en este trabajo fallecié a las 13 scmanas -
de edad, antes de que los efectos del tratamiento con bioti-

na pudieran ser evaluados [41].

Deficiencia de Acetil Coenzima A Carboxilasa.

Recientemente se reportd el primer caso de deficiencia
aislada de Acetil CoA carboxilasa [42]. La paciente, que -
desde recién nacida presentaba miopatia hipoténica y dafic --.
neurolégico, excretaba en la orina metabolitos del 4cido he-
xanbico, como Acido 2-etil-3-ceto-hexanbico, 4cido 2-etil-3-

hidroxi-hexanéico y dcido 2-etil-hexanodioico,

El diagndstico fue confirmado al encontrar la actividad
de la ACC hepdtica de la paciente deficiente al compararla -
con higado de rata y como um 10% de la actividad normal al -
medirla en sus fibroblastos. La PCC de la paciente se encon-

tro dentro de limites normales.



Deficiencia Mdltiple de Carboxilasas.

La diferencia méis notable entre las deficiencias aisla
das de carboxilasas y la deficiencia miltiple, en que todas
las carboxilasas estan deficientes,es que en el primer caso
no se observa ningln efecto a la administracién de biotina,
mientras que en la deficiencia mGltiple las actividades de
las diferentes carboxilasas se elevan notablemente, e inclu
so llegan a nermalizarse después del tratamiento con désis-

altas de biotina [43, 44, 45].

Baséndose en la edad en la cual se inician los sintomas
de la enfermedad, asi como en los datos bioquimicos, pueden
distinguirse dos tipos diferenfes de Deficiencia Mdltiple de
Carboxilasas (DMC): La forma neonatal, de inicio temprano,
vy en la cual los sintomas que generalmente se presentan son:
vémito, letargia e hipotonia, asociada con acidésis metabéli
ca, cetoacidésis léctica Yy elevacién de los diferentes meta-
bolitos urinarios caracteristicos de las deficiencias aisla-
das de carboxilasas [29, 39, 43, 44, 45]. Las actividades
de PC, PCC y de MCC estén disminuidas en leucocitos de los -
pacientes, antes de la administracién de dosis farmacolégicas
de bictina, pero alcanzan niveles normales o casi normales -

después del tratamiento.

Las concentraciones plasmiticas y urinarias de biotina -

son normales en este tipo de DMC. En estudios en fibroblas--



tos en cultivo, se observa que cuando se crecen las célulag-
en medio de cultive con la concentracién normal de biotina,-
las actividades de las diferentes carboxilasas estén deficien
tes, pero al suplementar el medio con cantidades altas de bio
tina (100-1,000 veces la concentracién normal) las activida--
des de las carboxilasas se incrementan hasta los niveles nor
males. Algunos investigadores han presentado recientemente-
evidencia de que el defecto primario en la DMC del tipo neo-
natal se encuentra en la Sintetasa de Holocarboxilasas; SHC-
[46, 47F. Se ha encontrado que la Km para biotina de la --
Sintetasa de¢. un paciente es alrededor de 200 veces la Km de
un control normal, esto explica la baja actividad de'carboxi
lasas en concentraciones normales de biotina y su ele&acién
cuando se crecen las células en medios ricos en biotina. En
un principio se pensb que la DMC solo comﬁrendia las carboxi
lasas mitocondriales ¥ no a la ACC localizada en el citosol.
Esto apoyaba la idea de la exisiencia de dos SHC distintas; .
una mitocondrial, encargada de biotinizar PC, PCC y MCC vy -

otra citosélica, encargada de biotinizar a la ACC.

Con el desarrollo de mejores métodos para medir la ACC
se encontrd que en un paciente con deficiencia de las tres.-
carboxilasas mitocondriales y que pertenecia al tipo neona--
tal, la ACC también se encontraba deficiente y que respondia

a désis altas de biotina [42]. Esto sugiere que la unién de

biotina puede proceder por medic de varios mecanismos. Estos



incluyen una SHC comGn que una la biotina a las subunidades
enzimdticas o a las apoenzimas ya ensambladas, antes de ser
transportadas dentro de la mitocondria; SHC idénticas en am
bos compartimentos celulares o SHC diferentes pero compar--

tiendo alguna subunidad.

La otra forma de DMC es la llamada juvenil. Estos pa-
cientes tienen manifestaciones clinicas similares a aquellos
con la forma neonatal de DMC; actividad deficiente de carbo-
xilasas en leucocitos de sangre periférica, antes de la tera
pia a base de biotina, que se elevan a niveles normales des-
puds del tratamiento. El inicio de la sintomatoldgia es al-
rededor de los 3-6 meses de edad del paciente, e incluye: --
dermatitis, conjuntivitis, alopecia, ataxia y ocasionalmente
candidiasis y retraso en el desarrollo [29, 45], ademds de -
los hallazgos bioquimicos encontrados también en la forma --
neonatal. La concentracién plasmitica de biotina puede en--
contrarse por abajo de lo normal o dentro de limites norma--
les, en tanto que la biotina urinaria se encuentra general-
mente disminuida. En estudiocs en fibroblastos, se observa -
que cuando se crecen las cdlulas en un medio con la concen-
tracién normal de biotina, las actividades de las carboxila-
sas se encuentran normales, no distinguiéndose &stas de las
presentadas por lineas celulares controles, siendo esta la -

diferencia més caracteristica entre los dos tipos de DMC.



En estudios realizados en algunos pacientes con esta -
forma de DMC [48, 49] se observd que cuando se¢ les adminis-
traban oralmente, cantidades crecientes de bictina, 1a concen
tracién plasmitica de biotina no alcanzaba los niveles pre-
sentados por los centroles. BEste descubrimientc sugirid que
probablemente el defecto en la forma juvenil de DMC fuera --

una anormalidad en la absorcién intestinal de biotina.

Recientemente, Wolf y cols. [50] definieron 1la causa-
probable de esta forma de DMC. Encontraron en varios pacien
tes con la forma juvenil, deficiencia de la enzima biotinida-

sa, en plasma,

La biotinidasa cataliza la liberacién de biotina, median
te la hidrélisis de biccitina, la cual procede de la degrada-
cién de las diferentes holocarboxilasas, permitiendo de esta
manera el reciclaje ¥y la reutilizacién de la biotina endbgena.
Individuos con deficiencia de biotinidasa son incapaces de -
reciclar su biotina endégena y de degradar completamente las
holocarboxilasas, acumuléndose la biocitina. 8i el aporte -
dietético de biotina no logra suplir la cantidad de biotina-
reciclada normalmente por medio de la biotinidasa, se desa-
rrollaré gradualmente un estado de deficiencia de biotina.

En dosis farmacolfgicas, la biotina exégena puede reemplazat
1la c¢antidad de biotina que normalmente se recicla a partir -
de la biocitina endfgena. 3Se ha postulado que la biotinida-

sa esta involucrada también en el aprovechamiento de la bio-



tina proveniente de la dieta [51]. Esto Giltimo esta apoyado
por el hechd de que la mayoria de la biotina en los alimen--
tos se encuentra unida a proteinas [6], y porque se ha encon
trado actividad de biotinidasa en el jugo pancredtico y en-

las c&lulas del epitelio intestinal [51].

Es evidente qﬁe se trata de un problema complejo y que-
es dificil el diagnosticar el tipo de DMC de que se trata. -
La mejor manera parece ser el comportamiento de las carboxi-
lasas de fibroblastoes en cultivo en diferentes concentracio-
nes de biotina o bien la medicién directa de las enzimas res
ponsables: SHC para la forma neonatal y la biotinidasa para-

la forma juvenil.

Existen fenocopias de la DMC, es decir, deficiencias de
biotina adquiridas, tales como la debida a un consumo excesi
vo de huevo crudo, el cual contiene avidina, glicoproteina-
que une especificamente y casi irreversiblemente a la bioti-
na, impidiendo su absorcidém intestinal {[52] o bien debida a-
una alimentacidén parenteral prolongada, sin suplemento de --
biotina [53]. Los pacientes con una‘deficiencia de bicotina
adquirida pueden ser mantenidos bajo dosis fisiolfgicas de-
biotina libre, al igual que los deficientes de biotinidasa,-
en tanto que los deficientes de SHC requieren de dosis farma

colégicas del cofactor para mantener un balance metabblico.



El estudio de las Deficiencias Mdltiples de Carboxila-
sas ha 1lamado ultimamente la atencién de los especialistas,
dada su complejidad biolégica vy las importantes consecuencias

que tiene en ¢l metabolismo humano.

Las DMC estén comprendidas dentro del grupe de enferme-
dades conocidas como Errores Innatos del Metabolismo. Breve
mente, se expondran los conceptos més importantes de este --

grupo de enfermedades.

El término de error innato del metabolismo fue utiliza-
do por primera vez a principios de este siglo por Archibald-r
E. Garrod, el cual reconocié la existencia de fenotipos debi
dos al bloqueo de una via metabélica, heredados en forma men
deliana o monogémica [54, 55]. Garrod incluyd en esta agru
pacién a la alcaptonuria, el albinismo, la cistinuria y la -

pentosuria.

Aunque no todos, los errores innatos del metabolismo --
constituyen en su mavoria enfefmedades, en las que un bloqueo
metabélico es consecuencia de deficiente actividad de una en
zima o de un proceso de transporte membranal, Este bloqueo-
tendrd come consecuencia una acumulacién excesiva de. sustrato

y formacién insuficiente de los productos de la via bloqueada.
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Vias metabélicas colaterales, normalmente de poca importancis,
pueden aumentar su flujo en forma considerable, al quedarie -
cerrado el paso al sustrato, a través de la via principal. --
Los cambios en las concentraciones de metabolitos de 1a via -
bloqueada, pueden afectar las actividades de las enzimas per-

tenecientes a otras vias metabdlicas diferentes.

Puesto que existen numerosas vias metabdlicas, y por lo
tanto enzimas en un organismo, (en el hombre se han reconoci
do més de 2,000 enzimas diferentes); las posibilidades de un
error innato del metabolismo (EIM)} son tan grandes como el -
nﬁmero de enzimas. Sin embargo, solo se conocen actualmente

alrededor de doscientos. El resto estd afin por ser descu---

bierto [56].

Cualquiera de las vias metabblicas puede estar afectada,
debido a esto, las manifestaciones clinicas de los EIM son nuy
diversas. Pueden presentarse solas o en diferentes combina-
cienes, afectando a cualquiera de los aparatos o sistemas del
organisme, produciendo incapacidad grande, Tetraso mental vy

en muchos casos Ia muerte del paciente a temprana edad [54].

MAs del 95% de los EIM se heredan en forma autosdmica Te
cesiva, Esto es, los heterocigotos portadores del gen mutan-
te son clinicamente sanos, Por esta raz6m, estas enfermeda--
des somn més frecuentes en hijos de matrimonios consanguineos.

Es posible ofrecer consejo genético a las parejas que ya tu



vieron un hijo afectado, y en algunos EIM (por ejemplo, Sin-
drome de Tay Sachs) es posible detectar a los heterocigotos

portadores.

Existen estudios de laboratorio, llamados pruebas de ta
miz genético, que permiten la identificacién de los pacien--
tes con un EIM. Aunque estas pruebas no son diagnbsticas, -
permiten seleccicnar individuos con alta probabilidad de es-
tar afbctadog. Estudios posteriores mids sofisticados permiten

el diagnéstico preciso.

En algunos EIM, la alteracién bioquimica responsable -
del dafio orgénico, aparece hasta después del nacimiento. --
Existen algunos tratamientos que permiten evitar el dafio pro
vocado por el EIM, los cuales pueden ser: aportando el
producto que no es formado, restringiendo el sustrato de la
via bloqueada o eliminando el compuesto ofensivo. En algu-
nos casos de enzimas que dependen de cofactores, es posible
tratar su deficiencia mediante megadosis de vitaminas [54, -

551.

El estudic de los errores innatos del metabolismo por
parte del bioquimico ha superade las implicacicnes médicas.
En la actwalidad son cada vez mis los investigadores que re-
conocen la importancia que los EIM tienen como modelo experi
mental para el estudio de la biologia molecular del ser huma

no. No es posible negar las importantes aportaciones deriva



das del empleo de modelos bacterianos y de eucariotes infe-
riores, pero qué mejor que estudiar el metabolismo humano en

el hombre mismo.

Un gran nGmero de vias y mecanismos metab6licos normales
en el organismo huméno han podideo ser definidos mediante el -
estudio de 105 EIM. Baste como ejemplq el hecho de que buena
parte de lo que se conoce sobre el metabolismo de los carbohi
dratos ha derivado de los estudios sobre galactosemia y gluco
genosis, Asimismo, algunos aspectos de las vias metabélicas
de las purinas y de las pirimidinas han sido comprendidos gra
cias al estudio de alteraciones como la gota y el sindrome de

Lesch-Nyhan [56].

En la Unidad de Genética de la Nutricidén del Instituto-
de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A.M., se detectd, --
gracias a su programa de Tamiz genético de alto riesgo, una
paciente con Deficiencia Mltiple de Carboxilasas, pero con
caracteristicas clinicas y bioquimicas peculiares. En este
trabajo se describen los estudios realizados con objeto de -
identificar el defecto bioquimico de la paciente, asi como -
estudiar los mecanismos de regulacién de la sintesis de car-
boxilasas utilizando como médelo experimental, células de --

una paciente con Deficiencia MGltiple de Carboxilasas.



ANTECEDENTES DE LA PACIENTE Y ESTUDIOS PRELIMINARES.

Se trata de un paciente de sexo femenino, mestiza, naci
da en marzo de 1978, sin consaguinidad entre sus pa&res ni-
antecedentes de familiares afectados de manera similar. La-
madre notd movimientos fetales mis tardios y de menor inten-

sidad que en sus embarazos anteriores.

El partoe fue prolongado y com uso de forceps, presentan
do apnea neonatal con cianosis. Letdrgica desde el nacimien
to, a los tres meses presentd espasmos masivos y crisis con
vulsivas tipo ténico, con frecuencia de varios episodios al-

dfia. A los cuatro meses se le diagnosticd retraso psicomotor.

Al ser estudiada por primera vez en el Instituto Nacio-
nal de Pediatria la paciehte contaba con un afio y ocho meses

de edad pero con una talla por debajo del tercer porcentil.

Habia dificultad para la deglucién y secreciones tragqueo
bronquiales abundantes y continuas que requerian ser aspira--

das. No se encontrS visceromegalia.

La nifia se mostraba indiferente al medio, no reconccien
do a las personas y repondiendo solamente a estimulos dolo--
rosos o fuertes, no podia sentarse ni caminar. Una tomogra

fia axial computada reveld atrofia cortical y subcortical.



Estudios de electrolitos séricos revelaron una concen-
trécién baja de bicarbonato, con una brecha de aniomes por
arriba de 1o normal. EI pH urinario fue inferior a 6.0 en
varias ocasiones. Nunca hubo manifestaciones clinicas de
acidosis metabdlica ni de cetosis. Tampoco anormalidades

dermatolfgicas.

Cuando la paciente fue estudiada en la Unidad de Genéti
ca de la Nutricién del Instituto de Investigaciones Biomédi
cas de la U.N.A.M. a través del programa de Tamiz genético,
se observ6, por medio de cromatografia en capa fina, que tan
to en orina como en plasma la concentracidén de alanina se en
contraba aumentada. También resultaron elevadas las concen-
traciones sanguineas de piruvato (254 uM; normal: menos de

113) y de lactato (3.7 yM; normal: 1.0 - 1.7).

Estos hallazgos éugirieron un defecto en el metabolismo
de piruvato (fig. 6). Lo que fue confirmado al estudiar-
la respuesta de la paciente a una carga oral de glucosa (9.7
mmoles/Xg). Como se puede ver enrla figura 7, las concen-
traciones sanguineas de los dcidos pirfivico, y lactico (ba-
salmente ya elevadas) se incrementaron afin mds como conse--
cuencia de la carga [57]. En personas normales, la concen-
tracién de estos dcidos no se incrementa después de adminis

trar glucosa [58].



Existen dos posibilidades principales para un blogueo en
el metabolismo de piruvato: un defecto en la actividad del -
complejo multienzimitico Piruvate Deshidrogenasa (PDH), el -

/cual cataliza la conversién de piruvatoe a acetil CoA, como -
entrada al ciclo de Krebs o bien una deficiencia en la enzi-
ma piruvato carboxiiasa (PC}, que cataliza el paso de piruva
to a oxaloacetato como inicio de la via de gluconecgénesis

¥ que ademis es una enzima anaplerdtica del ciclo de los &ci

dos tricarboxilicos.

Ambas enzimas requieren para ser activadas de la presen-
cia de vitaminas como cofactores. Tiamina para ia PDH y bio

tina para la PC (ver figura 6).

Mientras se montaban métodos para dilucidar cual era el
defecto enzimitico en esta paciente, y como un intento de ob
tener una respuesta clinica, se administraron dosis farmaco-
16gicas tanto de tiamina como de biotina a la paciente. Co-
mo se puede observar en la figura 8, la concentracién sangul
nea de dcido pirfivice disminuyd a un valor cercano al normal
cuando se administré biotina, incrementindose nuevamente al-
suprimirse esta vitamina, en tanto que no se observd ninguna

respuesta a la administracién de tiamina,

Estas observaciones sugirieron que el bloqueo metab8lico

en este caso se debia a una deficiencia de 1la enzima Piruva-



to carboxilasa y que al parecer podfa ser superada por de-
sis altas de su cofactor biotina. La paciente fallecib co
mo consecuencia de una bronconeumonia bilateral aguda a la-

edad de seis afios.

Todos los resultados anteriores fﬁeron obtenidos por --
otros miembros de la Unidad de Genética de la Nutricién. Los
estudios que se describen a continuacidn los realizé& como --
el tfabajo de tesis para obtemner el grado de Maestro en Cien
cias Quimicas (Bioquimica) y fueron llevados a cabo con el -
objeto de identificar y caracterizar el defecto enzimitico -

en la paciente descrita,
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MATERIAL Y METODOS



CULTIVO DE TEJIDOS.

Medio de Cultivo para Fibroblastos (MEM):

Medio minimo de Eagle en polvo (Gibco) 9.8 g/L
Bicarbonate de Sodio (J.T. Baker) 2.2 g/L
Piruvato de Sodio (Sigma Chemical Co.) 0.1 g/L

Suero Fetal Bovino (Microbiological Asso-
ciates). Inactivado a 56°C/30 min. 120 6 200 ml
segin se indique.

Este medio se esteriliza por filtracién a presién a tra-
vés de un filtro Millipore de 0.22 micras de poro. Se con--

serva en refrigeracién a 4°C.

Sotuciém de Verseno.

EDTA (J. T. Baker) 2.0 g.
Cloruro de Sodio (J. T. Baker) 8.0 g.
Cloruro de Potasio (J. T. Baker) 4.0 g.
Tris-base (Merck) 3.0 g
Rojo de Femol; Solucién al 0.5% (Merck) 2.0 ml
Agua bidestilada 998 ml

Solucifn de Tripsina:

Tripsina (Merck) 1,25 g

Solucién de Verseno 500.0 ml

- 40 -



E1l pH de ambas soluciones se ajusta a 7.4 y se esterili
za por filtracién a presidn a través de un filtro Millipore
de 0.22 micras de poro. Se pueden conservar a 4°C o bien en

congelacién a -20°C

CULTIVQO DE FIBROBLASTOS:

El cultiveo de fibroblastos de piel de la paciente se obtu
vo con consentimiento informado, a partir de un explante de -
piel tomado sobre el msculo deltoides. (Realizado en el Ing
tituto Nacional de Pediatrfa), Bajo anestesia local (xilocai
na al 1%) y condiciones as&pticas, se practicé una incisién
en la piel obteniéndose varios fragmentos de aproximadamente
2 mm3, Estos fragmentos se colocaron en tubos de ensaye esté

-riles, los cuales contenfan 10 ml de medic de cultivo MEM,‘sg
plementado con 20% de suero fetal bovino (SFB) mis antibifti-
cos, para su transportacién a la Unidad de Genética de la Nu-
triciénen el Instituto de Investigaciones Biomédicas, U.N.AM,
A partir de ese momento, el manejo de los fragmentos se 1lle
v a cabo siempre en forma esteril y dentro de una campana
de flujo laminar. Entre T y 2 horas més tarde, los gragmen
tos de tejide fueron colocados en cajas de Petri, las cuales
contenian medic MEM con objeto de que no se secara el teji-

do, el cual se cortd en pedazos mis pequefios, empleando pin



zas y tijeras de diseccién.  En seguida, estos pequefios frag
mentos se¢ colocaron en frascos de cultivo T-25 (25 cm? de -
4drea), tres fragmentos por frasco. A estos frascos previa-
mente se les habfan colocado 0.9 ml. de medio de cultivo MEM,
suplementado con 20% de SFB y antibiéticos. Este vélumen -
fue suficiente para cubrir los explantes pero sin que llega-
ran a flotar. Se incubaron a 37°C en una estufa con un am--
‘biente de 5% COa, con objeto de mantener el pH del medio --

constante.

Aproximadamente después de 10 - 15 dfas de realizados -*-
los explantes, se pudo obserﬁar, ‘alrededor de cada fragmen-
to un gran nGmero de fibroblastos. A partir de ese momento,
el medio de cultivo, va sin antibiéticos y con 12% de SFB -
se cambibé cada 2 o tres dfas. Una o dos semanas después, -
cuando ya habia un gran ntmero de células, estas fueron des
prendidas mediante el empleo de las soluciones de Verseno y
de fripsina y transferidas a frascos de cultive T-75 (75.cm2
de 4rea). Al llegar estascélulas a confluencia, fueron sub
cultivadas a nuevos frascos T-75 con objeto de expandir la-
linea celular. Una vez logrado este propbsito, aquellas cé
lulas que no se utilizarian para experimentos fueron conge-
ladas en nitrédgeno liquido con el fin de evitar su envejeci
miento y formar una especie de "banco" celular para cual--

quier eventualidad.
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Las lineas celulares normales utilizadas como controles
fueron. derivadas a partir de prepucios de nifics recién naci-
dos, sanos, en el Sanatorio Santa Teresa y gracias a la co-
laboracién del Br. Margarito Castafieda. Estos tejidos fueron
manejados de una manera andloga a la de los fragmentos de --

piel mencionados lineas arriba.

Cuando se estudian enzimas dependientes de biotina, re-
sulta de gran importancia la concentracién de biotina en el

medio de cultivo.

El medio minimo ~esencial de Bagle preparado por Gibceo,
no contiene biotina en su formulacién, de tal manera que to
da la biotina presente en los cultivos es proporcionada por

el suero fetal bovino que se adiciona al medio MEM.

La concentracién de biotina es mucho mayor en el SFB que
en el sueroc humano: 18 mg/ml en el primero, en tanto que en
el segundo es de 0.15 ng/ml [43]. A ﬁesar de la dilucién-
que sufre el SFB, la concentracién final de biotina en el -
medio MEM es al menos 10 veces mayor que la concentracién -
promédio en el plasma o suerc humanos. Més adelante se abun

dard sobre este punto,

Para la determinacién de PC, PCC y MCC en fibroblastos

en cultive, el homogenado celular se prepard mediante una-
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modificacién del método de Zurrendonk y Tager [59], el cual
utiliza la atraccidn especifica de la digitonina por el coles
terol y la diferencia que existe entre las membranas mitocon
driales y la membrana plasmitica en cuanto a su contenido de
este lipido. La membrana plasmitica es muy rica en coleste-
rol (Relacién molar Colesterol/fosfolipidos = 0.76}, la mem-
brana externa mitocondrial contiene una cantidad relativamen
te baja de colesterol (Relaciﬁn molar Colesterol/ fosfoliipi-
dos = 0.12) en tanto que la membrana interna.mitocondrial --
practicamente no contiene colestercl [60] . Las células fue
.ron incubadas en presencia de Una concentracida de Digitoni-
na en la cual, tanto la membrana plasmdtica come la membrana
externa mitocondrial son dafiadas, mientras que la membrana -
interna de las mitocondriés permanece intacta., Este mé€todo
fué descrito originalmente para hepatocitos de rata en suspen

cign [59, 60, 61].

Para los experimentos, las células se crecieron general-
mente en cajas de Petri de 60 mm de diimetro o en frascos de-
cultivo.

Justo antes del ensayo, se retirS el medio de cultivo,-
las monocapas celulares se lavaron con 3-5 ml de solucibn €ali
na amortiguada "PB3", pH 7.4 (NaCi:8 g; KCI:0.2 g; Na,HPO4
T.15 g y KHpPO,:0.2 g/Litre) y se expusieron durante 60 se-

gundos 2 3-5 ml de un medio frio que contenia: 20 mM MOPS --
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(morfolino propano sulfonato de potasio), 3 mM EDTA; 0.25 M

sacarosa y 1 mg/ml de Digitonina, ajustade a un pH de 7.2,

Pasados los 60 segundos, las células se rasparon y el -
homogenado resultante se diluyé al volumen requerido segln -
el experimento con MOPS/sacarosa/EDTA sin Digitonina. 5S¢ man

tuvo en hielo a 4°C hasta el ensayo.

Las carboxilasas son estables por cuando menos dos horas
después de romper las células, por lo que los ensayos enzimd

ticos se realizaron siempre dentro de ese intervalc de tiempo.

OBTENCION DE CELULAS SANGUINEAS MONONUCLEARES.

La muestra se obtuvo mediante puncién venosa,en una je-
ringa previamente heparinizada con una solucién que contenfia
5,000 U de Heparina/ml, utilizédndose 0.02 ml por ml de san-
gre. La separacién de células se rcalizd siguiendo el méto-
do desc¢rito por Perper y cols. f62], el cual utiliza un gra-
diente de Ficoll-Hypaque (Pharmacia Fine Chemicals) cuya den
sidad es de 1.077. La muestra de sangre se diluyé 1:1 con-
PBS, mezclando suavemente con una pipeta Pasteur; utilizando
la misma pipeta se aplicaron 4 ml de sangre diluida {cuidan-
do de no mezclar) sobre 3 ml de Ficoll-Hypaque previamente -
colocados en un tubo de centrifuga de pléstico (15 ml); Yy se
centrifugaron a 2,500 rpm durante 35 - 40 minutos a tempera-

tura ambiente.
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Finalizada la centfifugacién, se retir6 y desechd la ca-
pa superior de plasma, se colectd la banda opaca intermedia-
que contenia las c&lulas mononucleares y se transfirifaotro
tube de centrifuga donde se lavaron las células dos veces --
con 3 ml de PBS, centrifugando a 1,500 rpm/10 min. en cada -
lavado. Finalmente se resuspendieron en 1 ml de medio ILY -
{Isohashi, Leiter y Utter; tef. 50}:50 mM de fosfato de pota
sio; 0.5 mM EDTA v 2 M de Sacarosa, ajustado a un pH de 7.4,

y se congelaron a -70°C hasta ¢l dia del ensayo (31).

Las células se mantuvieron congeladas un méximo de seis-
meses antes de ensayarse. En ese tiempo no existen efectos
apreciables sobre las actividades enzimiticas, No obstante
esta avreciacién, en los experimentos solo se utilizarom mues
tras gue llevaban congeladas los periodos mids similares posi
bles y las cuales se ensayaron el mismo dia y no en exnerimen

tos diferentes,

Para la preparacién del homogenado celular, las células-

se descongelaron justo antes del enéayo, se diluyeron con 7-
voltmenes de buffer de fosfato de potasio 5 mM; 0.5 mM EDTA-

| y 0.25 M de sacarosa, pH:7.0 y se centrifugaron a 3,000 rpm-
/10 min. a 4°C. Se descartd el sobrenadante y las células -
se resuspendieron en 1 ml del mismo buffer, se homogenizaron
por medio de 30 golpes en un homogenizador manual vidrio-vi-
drio, se congelaron y descongelaron tres veces en bafio de --
hielo seco-acetona y se mantuvieron a 4°C hasta el ensayo, -

el cual nunca se realizé después de dos horas.
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ENSAYOS ENZIMATICOS:
Piruvato Carboxilasa.

La piruvato carboxilasa fue ensayada mediante una modifi
cacidén del método de Atkin y Utter [31}, el cual estd basado
en la incorporacién de !"CO,, utilizande piruvato como sustra
to y en presencia de un exceso de citrato sintetasa. Esta en
zima se adiciona dado que el oxaloacetato formade en la carbo
xilacidén del piruvato es muy inestable, por lo que es necesa-
rio condensarlo con Acetil CoA y formar citrato, un compuesto

mucho mas estable.

La mezcla de reaccidn contenfa: Tris-HCl:45 mM; MgCl,:
5 mM; ATP:2.0 mM; Acetil CoA:0.33 mM; NaH!“CO5 (0.1 mCi/mmol).
25 mM; Piruvato de Sodio:10 mM y 2.2 U de Citrato Sintetasa.

el pH final de reaccién fue de 7.8 y el volumen final de 1.0ml.

El homogenado celular (fibroblastos o células sanguineas
mononucleares), se preincubd durante 4 minutos a 37°C con --
250 mcg de Trirdn X-100, con objeto de solubilizar las mitocon
drias y exponer la enzima, y 4 minutes mis en presencia de to--
dos los componentes de la mezcla de reaccidn, excepto piruva-
to, La reaccifn se inicié con la adicidn de piruvato (agua -
destilada para los blancos). La incubacidn se llevé a cabo a

37°C,al terminar esta, la reaccifn se paré colocando los tubos
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en hielo seguido de la adicifn de 0.5 ml de Acido tricloacéti-

co al 20%,

Después de 15 minutos, los tubos fueron centrifugados du
rante 10 minutos a 3,000 rpm con objeto de remover la proteina
precipitada. Un mililitro del sobrenadante se transfirid direc
tamente a viales de centelleo, se agregd 0.5 ml de NaHCO; 250mM,
se agitd vigorosamente y se dejaron destapados durante toda la
noche, con objeto de eliminar el 1%C0, que no se hubiera in-
corporado en citrato. Al dia siguiente se afiadieron a cada --
vial, 10 ml de liquido de centelleo {Bray), se agitaron y se -
contaron en un espectrémetro de centelleo 1igquido Packard. Ba
jo estas condiciones, la radiocactividad medida en el blanco de
reaccién fue de menos del 10% de la observada en los homogena-
dos de lineas controles. La eficiencia de conteo fue corregi-
da utilizando Tolueno *C como estandar externc. La proteina

celular se midié siguiendo el método de Lowry y cols. [63].

Propionil CoA y Beta-Metilcrotomil CoA Carboxilasas.

La Propionil CoA carboxilasa y la béta-metilcrotonil Coa
carboxilasa 'se midieron mediante un procedimiento similar al-
utilizado para la piruvato carboxilasa [43], pero con 1la si-
guiente mezcla de reaccibn: MgCl,:4.6 mM; XC1l:100 mM; ATP:3
mM; Tris-HCl: 66 mM, KH*CO, (8.5§ ﬁCi/mmol):4.6 mM; Propio-

nil CoA:0.75 mM o beta-metilcrotonil CoA: 0.58 mM, para medir
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PCC o MCC respectivamente. E1 pH final de reaccién fue de --
8.0 y el volumen final de 0.6 ml. La temperatura de incuba-
cién fue de 37°C, después de 1o cual se procedid de la misma

manera ya descrita para la determinacidn de PC.

Sintetasa de Holocarboxilasas.

La actividad de la sintetasa de holocarboxilasas se esti
mé, de una manera indirecta, midiendo la actividad de una de
las carboxilasas mitocondriales, generalmente la Propionil -
CoA carboxilasa, en un homogenado de fibroblastos depletados

.de Biotina (donde las diferentes carboxilasas se acumulan co-
mo apoenzimas inactivas, refs: 46, 47} antes y después de una
preihcubacién en presencia de ATP y biotina, segln una modi-
ficacitn del método descrito por Saunders y cols. para células
linfoblastoides en cultivo [47]. . El incremento en la activi
dad de PCC, representa el efecto de la actividad de la sinte-

tasa.

El depletadc de biotina se logrd creciendo las células -
durante 2 subcultivos (2 semanas} en medio MEM (sin biotina -
en su formulacidn) suplementado con 12% de suero fetal bovino,
el cual se habla pasado previamente a través de una columna -
de Avidina-agarosa (0.5 cm x 5 cm, Sigma Chemical Co.), con -

una actividad de 15 U de avidina/ml de gel empacado. La avi-
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dina une de manera especifica y prdcticamente irreversible to

da la biotina que contiene normalmente el suero fetal [64],

Con objeto de comprobar que el suero se encontraba libre
de biotina después de la columna, antes de pasarlo por la mis
ma se le agregd biotina H3 de alta actividad especifica, encon

trando que nada de la radioactividad permanecia en el suero -

después de la columna de avidina.

Cultivadas en este medio sin biotina, las células crecen
de manera indistinguible de aquellas cultivadas en medio MEM:
normal durante los dos subcultivos mencionados, a partir del
tercer subcultivo.el crecimiento es mds lento y eventualmente

las células dejan de crecer y mueren,

El homogenado celular se prepard de la siguiente manera:
a un frasco de cultive T-75 confluente y depletado de bioti-
na se le retir6 el medio, se lavé 1la monocapa celular con 5ml
de PBS en dos ocasiones, se agregaron 0.5 ml de agua destila-

da y se congeld a -20°C por lo menos durante una hora.

Pasado ese tiempo, se descongelf, se rasp6 la monocapa y
este homogenado se conservd a 4°C hasta el ensayo, que siempre

se realizd dentro de la hora siguiente.

La mezcla de reaccién para la preincubacién contenia:
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Tris-HCl: 100 mM; MgCl,:8.0 mM; KC1:5C mM; Glutatifn reduci-
do:2.5 mM; ATP: 3 mM; Biotina en concentraciones variables se¢
gn se indique y proteina celular entre 0.5 y 1.0 mg por tubo.
El pH final de reaccién fué de 8,0 y el volumen final de 0.6-

ml, Se incubé a 30°C durante una hora.

La reaccifn se inicifé con la adicidén de la proteina ce-
lular y se detuve colocando los tubos en hielo. Se tomareon A
alicuotas de cada tubo para medirlla actividad de PCC de acuer
do al método descrito anteriormente. Los blancos para la de-
terminacién de la sintetasa se prepararon omitiendo tanto 1la

biotina como el ATP de la mezcla de preincubacién .



DETERMINACIONES DE METABOLITOS.

Las concentraciones de alanina tanto en orina como en -
plasma se determinaron mediante cromatografia de capa fina,
segln el método de Shaw y cols. [65]. Las concentraciones
plasmiticas de giucosa asi como de los 4cidos pirfivico y -
ldctico se midieron por métodos enziméticos [66]. Los dci
dos orginicos en orina se estudiaron por cromatografia gas

liquido [67] .

Todas estas determinaciones fueron realizadas por perso-
nal de 1a Unidad de Gen€tica de la Nutricién del Instituto -

de Investigaciones Biomé&dicas de la U,N.A.M.

La identificacibén de los metabolitos por medio de espec-
trometria de masas, fue practicada vor el Dr. S. Cederbaum -

de 1la Universidad de California en los Angeles, EUA,

La concentracifn de biotina en plasma fue medida por el

Dr. J. Thoene de la Universidad de Michigan, EUA.

- 57 -



RESULTADOS



RESULTAROS :

Los resultados preliminares obtenidos en el laboratorio

sugerian una deficlencia en la enzima Piruvato carboxilasa.

Para poner a prueba esta hipbtesis, se mont6 la metodo-’
logia para medir la actividad de esta enzima en fibroblastos

de piel en cultivo, normales y de la paciente.

- Con objeto de dar validez al método empleado, primero -
se determind la relacidén de la actividad enzimitica con res-
pecto a la concentracién de proteina celular utilizada y al
tiempo de reaccifn. La figura & muestra que existe relacidn
linear entre la actividad de PC y la cantidad de proteina --
adicionada, en el intervalo de 0 a 300 ' jg, en tanto que en
la figura 10 puede observarse que hay linearidad con respec-
to al tiempo de reacci&n.cuando mencs durante los primeros -
90 minutos de incubacifn, Estos datos indican que dentro -
de esos intervalos la reaccifn se lleva a cabo en condiciones
no limitantes de sustratos y cofactores y de mdxima actividad
de la enzima, por lo tanto todos los experimentos reportados
se realizaron siempre dentro de los intervalos de tiempo y -

proteina indicados.

Bartlett ¥ cols, [43] reportaron aue las actividades de
las diferentes carboxilasas mitocondriales en células en cul

tivo, muestran variacién dependiendo de la fase de cultive -



en que se encuentren, mostrando sus niveles miximos y mis
constantes entre los 3 a 8 dias después de alcanzada la con
fluencia; nosotros encontramos un comportamientc similar, -
por lo que los ensayos se realizaron siempre 5 dias después

de que los cultivos habfan alcanzado el grado de confluencia.

En el cuadro 3 se muestran los resultados obtenidos: la
actividad de PC en los fibroblastos de la paciente se encon-
traba disminuida, aproximadamente 15% de la presentada por-
el control. Asimismo, en la figura 11 puede observarse una
cinética de actividad de PC en funcién de concentraciones vé
riables de uno de sus sustratos, piruvato, donde se aprecia-
que comparada con el control, la PC de fibroblastos de la pa
ciente presentaba aproximadamente 20% de la actividad mdxima
normal, aunque la Km aparente para piruvato era similar en
ambos casos, figura 12. Estos datos apoyaban fuertemente la

deficiencia de PC.

En vista del efecto de altas dosis de biotina sobre los
niveles sanguineos de dcido pirfdvico en la paciente, la cual
se podria explicar por una activacién "in vivo'"™ de la PC por
su cofactor, estudiamos el efecto de altas concentraciones -
de biotina sobre fibroblastos en cultivo. Medimos la activi

dad de PC en cElulas crecidas en un medio normal, sinbiotina
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adicionada,.donde la Gnica fuente de biotina es el suero fe-
tal bovino (7.5 nM de biotina), vy células crecidas durante-
10 dfas con aproximadamente 500 veces la concentracifn normal
de biotina (1 mg de blotina/litro de MEM:4 uM). Los resul-
tados pueden observarse en el cuadro 4., Cuando se comparé
la actividad enzimitica en el cultivo de la paciente con la
observada en seis lineas celulares normales, en un medio nor
mal la enzima se encontraba deficiente (20% de la actividad
normal), mientras que en un medio rico en biotina esta acti-
vidad de incrementaba hasta cerca del 50% de lo normal. En
las lineas celulares controles no se observaron cambios sig-
nificativos en la actividad de PC. Con estos datos se compro
b6 que la paciente tenfa una deficiencia de PC y que respon-

dia parcialmente a biotina.

Como se describif en antecedentes, en los pacientes defi
cientes de carboxilasas reportados por otros autores, la res-
puesta a grandes cantidades de biotina solo se observa cuando
la deficiencia es mfiltiple y afecta a todas las carboxilasas
y no cuando se trata de una deficiencia aislada de alguna de

ellas [29, 39, 44, 451, -

Para descartar una deficiencia mdltiple de carboxilasas,
era necesario medir las actividades de las otras carboxila--

sas mitocondriales: Propionil CoA carboxilasa y bheta-Metilcro



tonil CoA carboxilasa en las células de la paciente, Por -
esta razén s¢ montd la metodologia ?ara medir estas enzimas,
tanto en fibroblastos en cultivo como en células sangufneas-
mononucleares. En las figuras 13 y 14 puede observarse la -
linearidad de PCC con respecto a la cantidad de proteina ce-
Iular utilizada y al tiempo de incubacién en fibroblastos en
cultivo, siendo de 0 - 150 pg y hasta 60 minutos respectiva

mente,

Las figuras 15 v 16 corresponden a los estudios de linea
ridad de la actividad de MCC en fibroblastos en cultivo, en-
contrdndose los mismos intervalos que para PCC, o sea,0- 150
ug para la cantidad de proteina y hasta 60 minutos para el-

tiempo de reaccién.

Por lo que respecta a las células sanguineas mononuclea
res, se montaron los ensavos para PC y PCC solamente, En la
figura 17 se muestra la linearidad existente entre la activi-
dad de PC y la concentracién de proteina celular, 0 - 100ug,-
en tanto que en la figura 18 los resultados cérrespondientes
para el tiempe de incubacifn, siendo de hasta 9Q minutos. En
cuanto a la PCC, la linearidad con respecto a la proteina,-
fig, 19, fue entre 0 - 75 g y para el tiempe de reaccién-
de hasta 60 minutos, figura 20. Todos los experimentos repor
tados se¢ realizaron dentre de los intérvalos mencionados, de-

pendiendo de la enzima y del tipo celular del que se tratara.
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Utilizando fibroblastes en cultivo, se midieron.simul-
taneamente las actividades de las tres carboxilasas mitoncon
driales en células crecidas en un medio normal, sin biotina-
adicionada y en cé&lulas crecidas en un medio rico en bioti-
na (1 mg/litro). Los resultados se muestran en el cuadro 5,
donde puede observarse que cuando las cé€lulas fueron crecidas
en un medioc normal, las actividades de las tres carboxilasas-
en las células de la paciente se encontraban disminuidas, ---
15-20% de los controles y que estas actividades se incremen-
taban hasta aproximadamente 40-50% de las presentadas por los
controles cuando las células se crecieron en un medio rico en
biotina, Dados los resultados pudimos concluir que se trata
ba de una Deficiencia Mdltiple de Carboxilasas que respondia-
parcialmente a biotina. Esta deficiencia fue comprobada .en-
células sanguineas mononucleares de la paciente, cuadro 6, al
medir las actividades de dos de las carboxilasas, PC y pCC y
encontrarlas claramente disminuidas. No es necesario medir
las actividades de todas las carboxilasas, puesto que el en--
contrar a dos de ellas deficientes es indicative de una defi-
" ciencia mdltiple y la actividad de la MCC seguramente se en--
contraria disminuida en esta células como se encontrf en 1los

fibroblastos de la paciente ( Ver Introduccifn y Antecedentes).

En la mayoria de los pacientes con DMC estudiades hasta

la fecha, se ha observado excresidn urinaria de metabolitos -~



asociados con un blogueo en dos diferentes vias metab&li-
cas en que participan dos distintas carboxilasas, PC y PCC,
(Bcidos lacticos, metilcitrice, 3-hidroxipropifnico, B-hidro
xiisovalérico, asi como de propionil glicina}, (25, 28, 19).
Mediante andlisis por cromatografia de gases de fcidos orgé-
nicos en orina de ia paciente, solo fue posible detectar --
excrecidn anormal de dcido ldctico y no de los otros meta-
bolitos esperados en una DMC. Se envio entonces wuna mues-
tra de orina al Dr, Stephen Cederbaum del Instituto Neuro-
psiquiftrico de la Universidad de California en Los Angeles,
quien mediante cromatograffa de gases/espectrometria de mé
sas, encontré excrecibn anormal de los dcidos ldctico, metil
citrico e hidroxipropi&njco, La excreci6n de estos dcidos-

esta asociada con un bloqueo tanto de PC como de PCC.

Esto concuerda con una DMC y nos permitié confirmar el-

defecto biocquimico en la paciente.

Se han descrite dos formas distintas de Deficiencia -
Mdltiple de Carboxilasas: 1a forma Neonmatal vy la forma Tar
dia o Juvenil {ver antecedentes). Aunque esta clasifica--
cifn es eminentemente clinica, se ha podido asociar con ca

da una de e¢llas un defecto bioquimico especifico:

a) Deficiencia de la enzima Sintetasa de Holocarboxila-
sas, la cual se encarga de unir de manera covalente

la biotina a las distintas apocarboxilasas (inacti-
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vas) para formar las holocarboxilasas (activas; --

asociada con la forma neonatal [46, 47, 68] vy

b) Deficiencia de biotina, debida a una deficiencia -
en la actividad de la enzima biotinidasa. Esta en
zima se encarga de hidrolizar la biocitina (bioti-
nil-lisina) proveniente de la degradacién de las -
holocarboxilasas y liberar la biotina que puede ser
reutilizada para sintesis de nuevas moléculas de -
holocarboxilasas. La biotinidasa se ha encontrado
deficiente en el plasma de todos los pacientes has
ta ahora estudiados, due presentaban la forma ju-

venil de la DMC [50, 697.

La mejor forma de distinguir entre estas dos formas de

DMC es mediante estudios en fibroblastos en cultivo.

Cuando los fibroblastes con deficiencia de SHC se cre
cen en un medio de cultivo con la concentracifn normal de-
biotina, las actividades de las carboxilasas se¢ encuentran
por abajo de lo normal, pero cuando estos fibreoblastos son
cultivados en un medioc que contenga una concentracidn alta
de biotina (100 veces o mds la normal), las actividades de
las carboxilasas se incrementan  incluse alcanzando valo
res normales. Esto puede explicarse dado que estas célu--
las sintetizan cantidades normales de las diferentes apo--
carboxilasas [29], péro debido a la deficiencia de SHC no-

pueden formar las holocarboxilasas correspondientes, atin -
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en concentraciones adecuadas de biotina, En los pacientes
con deficiencia de SHC estudiados hasta ahora {46, 477, -
se ha encontrado gue el defecto se encuentra en una Xm pa
ra biotina aumentada, de tal forma que aumentando la con--
centracidén de biotina por arriba de esta Km, eventualmente se
llega a alcanzar la.actividad normal de 1laSHC y a poder bio
tinizar las diferentes apocarboxilasas a una velocidad --

normal.

En la forma juvenil de DMC, lo que parece suceder es
que debido a la deficiencia de biotinidasa, no existe una
disponibilidad adecuada de biotina para la sintesis de ho-
locarboxilasas. Se ha postulado que la biotinidasa estd -
involucrada, tanto en el reciclaje de la biotina endSgena a
partir de la biocitina proveniente de la degradacién de las
holocarboxilasas, como en el aprovechamiento de 1a biotina
proveniente de la dieta [51]. Esto tiltimo esta apoyado por
el hecho de que la mayorfa de la biotina en los alimentos-
esta unida a proteinas [8,70], ¥y a que se ha encontrado ac
tividad de biotinidasa en el jugo pancredtico y en las cé-
lulas del epitelio intestinal [51,70], Se cree que las -
proteinas que contienen biotina son degradadas por las dis
tintas proteasas digestivas hasta biocitina o biotinil-pép
tidos, los cuales son hidrolizades por la biotinidasa pro-

veniente del jugo pancredtico para liberar biotina y que -
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de esta forma sea absorbida por el intestino. Otra posibi
lidad serfa que la biocitina o bien los biotinil-péptidos -
fueran absorbidos como tales y que sea en el interior de --
las células intestinales (donde existe biotinidasa), donde
sea liberada la biotina [51]. En los pacientes con defi--
ciencia de Biotinidasa se han encontrado concentraciones san
guineas de biotina cerca del 1fmite inferior normal o subnor
males, existe ademés la posibilidad de que la especie que se
determiné fuera biocitina més que biotina, dado que los méto
dos de cuantificacién empleados (microbiolégiéos o por dilu-

cidén isotdpica) no distinguen entre esas dos especies.

Tomando en cuenta lo anterior, en los pacientes con de-
ficiencia de biotinidasa no existe uno de los sustratos (bio
tina) y no es-posible formar las holocarboxilasas, a pesar-
de que tanto las apocarboxilasas como la SHC son completamen

te normales y se encuentran en cantidades adecuadas.

Cuando se c¢olocan a los fibroblastos de estos pacientes
en las concentracicnes gue comunmente se emplean en los me-
dios de cultive (biotina en su forma libre) aproximadamente-
7.5 yM, las holocarboxilasas sonsintetizadasrmrmahmxme Y sus-

actividades no difieren de las presentadas por cflulas normales.

Dadas estas caracteristicas de 1las diferentes formas-

de DMC vy en funcién de los resultades de 1los estudios rea
lizados en los fibroblastes en cultivo de la paciente, Ila-

causa mis probable de su enfermedad era una deficiencia -
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de la Sintetasa de Holepcarboxilasas, (SHC).

Con el fin de comprobar esta hipftesis, se monté un
ensayo que permitié tener una idea aproximada de la activi

dad de la SHC.

En este ensayo, la actividad de la SHC se estimd, de-
manera indirecta, midiendo la actividad de PCC, en un ho-
mogenade de fibroblastos previamente depletados de biotina,
antes y después de una preincubacidn en presencia de ATP y
biotina. El incremento en la actividad de la PCC represen

td el efecto de la actividad de la sintetasa.

Las actividades de las carboxilasas después de dos --
subcultivos en medio MEM sin biotina (ver material y méto-
dos), son de 2-5% de las presentadaslpor-células crecidas--
en medié MEM normal, cuya concentracidn de biotina es de -
aproximadamente 7:4 nM. .Esta concentracién de biotina es -
mis que suficiente para mantener las actividades de las car
boxilasas en niveles méximos en células normales en cultivo
[71]. Esto lo hemos comprobado creciendo células normales
en medios con 100 6 1,000 veces mis cantidad de biotina, -
sin que se observe un aumento apreciable en las actividades

de las carboxilasas.:

Con &ste método indirecto de estimacidn de la activi--
dad de SHC, atin después de la preincubacién con ATP y biotji

na, no fue posible la recuperacidén del 100% de la actividad
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de carboxilasas que presentaban las células crecidas en me
dio normal.. Saunders y cols. reportaron una recuperacién
de entre el 30 y 40% [47]; la lograda en nuestro caso, --
50% para PCC, concuerda con la reportada. Este fenbémeno-
puede deberse a desnaturalizacién de la sintetasa o de las
apocarboxilasas durante el ﬁrocesamiento de los {fibroblas-
tos, o quizd a pérdidé de algin factor desconocido hasta -
ahora, pero esencial para el proceso de biotinizaCién. Tam
bién se ha reportado que las carboxilasas son menos esta-
bles cuando se encuentran en su forma 'apo' que en su for

ma "holo" [71].

En la figura 21 se observa la relacién entre la concen
tracién de proteina celular y actividad enzimitica, la cual
muestra un comportamiento de tipo expoﬁencial, curvado ha--
cia arriba. Esto se observd tanto en células normales, co-
mo en células de la paciente, encontrindose en este ¢ltimo
caso actividades muy por abajo de las presentadas por el -
control, Este comportamiento es caracteristico de enzimas
que requieren de la presencia de un activador [83]. No se
conoce ningln activador para la SHC, lo cual no significa
que no exista y que esté presente en el homogenado celular,
siendo adicionado junto con la enzima a la mezcla de reac-
cién, de tal manera que al irse incrementando la concentra
cién, una mayor proporcibén de la enzima estard en la forma
activa, obteniéndose la curva de actividad en forma curva-

da hacia arriba,



Otra posibilidad es cuando la enzima activa consiste
de un complejo de sub-unidades, las cuales son inactivas -
en forma individual, siendo activadas cuando se combinan,-
en una especie de cooperatividad positiva. El1 aumento en
la concentracién faveorece la agregacién de la enzima, ori-
ginando que la curva de actividad tome la forma exponencial,
Esta situacién ha sido descrita prefiamente para la enzima

6~fosfofructuoquinasa [84].

En este ensayo es necesario“ﬁtilizaf una concentracibn
grande de proteina celular para obtener actividades lo sufi
cientemente altas y poder comparar a la paciente con 1os =-
controles, por esta razbn, siempre se utilizé aproximada-
mente 1,0 mg de proteina por tubc de ensayo en las determi

naciones de la SHC.

En 1a figura 22 se muestra unz cinética de actividad-
de SHC en funcién de concentraciones crecientes de biotina,
donde puede ohservarse que comparadd con el control, la SHC
presentaba aproximadamente 15% de la actividad normal. -
Es de notarse que el defecto parece encontrarse en la velo-
cidad méxima de la enzima y no en la Km aparente para bio-

tina (figuras 22, 23 ylcuadro 7).

Estos datos muestran que la paciente tenfa una Defi--

ciencia MAltiple de Carboxilasas debida a unia’ deficiencia-



en la actividad de la Sintetasa de Holocarboxilasas.

Como parte de los primeros estudios que se realizaron -
en la paciente descrita, una prueba adicional fue un ayuno-
de 24 horas. Durante este periodo la paciente se mantuvo -
normoglicémica, se elevaron los cuerpos cetdnicos en 1la -
sangre y, las concentraciones de lactato y piruvato (eleva-
das antes del ayuno) descendieron a valores casi normales-
(72). Estos resultados fueron paradfjicos ya que en un -
paciente con una deficiencia de piruvato carboxilasa (enzi-
ma clave en gluconeogénesis) se esperarfa una incapacidad -
para mantener la glicemia normal, o sea formar glucosa a --
partit de sustratos gluconeogénicos como piruvato y aminofci

dos.

También llamé la atenrcién la disminucibn de 1los 4dci-.
dos lactice y pirfivico, 1o cual podrfa explicarse en esta-
paciente, por un aumento en la actividad de la enzima Pi-
ruvato deshidrogenasa, derivando el piruvato a acetil CoA
como alimentador del ciclo de Krebs. Esto es imprébable -
ya que en el ayuno se produce gran cantidad de acetil CoA
a partir de los 4cidos grasos por el proceso de la g-oxida-
cidn y el acetil CoA es un reconocido inhibidor del complejo

enzimitico piruvato deshidrogenasa (27).

Para explicar estos resultados, se sugirif que la movi-

lizacién de grasas produjo unaz elevacibn en la poza de ace
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til CoA (evidenciado por el aumento en la concentracibn de
los cuerpos cetbnicos), y que el acetil CoA, reconocido ac
tivador de la piruvato carboxilasa, pudiera haber activado
a la PC de esta paciente, dando un mayor flujo metabdlico-
a través de la via gluconeogénica, disminuyendo asi las con
centraciones de lactato y piruvato en el plasma de la pa--

ciente y manteniendo la glicemia en niveles normales.

Con el fin de comprobar esta hipétesis, y pensando tanm-
bien en obtener alguna mejoria.clinica, fue que se estudid -
el efecto de un estado de cetosis en la paciente. Este estz
do se indujo mediante dos procedimientos distintos: un ayuno
prolongado (48 hrs.) y la administracién de una dieta cetogé

nica.

Las dietas cetogénicas se han utilizado en algunos erro-
res innatos del metabolismo, como. es el caso de acidosis ldc-
tico pirfivica debida a una deficiencia de piruvato deshidroge
nasa [58,73]. Por otro lado, este tipo de tratamiento se ha-
utilizado como un intento de controlar las crisis convulsivas
en pacientes donde el empleo de productes anticonvulsionantes

no llega a tener efecto [74, 75].

Con base en este (ltimo punto fuc que también se busch,
mediante la dieta cetogénica, disminuir la frecuencia de las

crisis convulsivas en la paciente,
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La dieta cetogénica administrada contenia una relacibn
entre grasas y proteinas + carbohidratos de 2,75:1. La ba
se de esta dieta fue aceite de coco, aprovechando su alfo -
contenido de triglicéridos de cadena media, 15% (cuadro 8),
Se ha reportado {75] que las dietas a base de triglicéridos
de cadena media son mis efectivas que 1a$ llamadas '"altas en
1{pidos™, ya que se requiere de un menor porcentaje de estos
triglicéridos para producir el mismo efecto cetogénico que -
la dieta alta en lipidos. Esto puede deberse a que los fcii
dos grasos de cadena media no necesitan de la participacién
de carnitina para su transporte al interior de las mitoncon-

drias, donde se lleva a cabo su oxidacibn hasta acetil CoA.

La dieta se administr6é a la paciente durante un mes --
aproximadamente. Durante el periodo de ayuno y los siguien
tes 15 'dias, la nifia permanecié constantemente vigilada en
la Unidad de Terapia Intensiva del Instituto Nacional de -

Pediatria.

Los resultados se presentan en la figura 24, Durante-
el ayuno, los cuerpos ceténicos en sangre se elevaron por--
arriba de los valores normales, al mismo tiempo que apare--
cfa cetonurja, La concentracién del dcido pirivico en san-
gre, inicialmente elevada, disminuy6é a valores normales, la
glucosa bajé, aungue nuUnca se presentaron sintomas de hipo-
glicemia clfnica y las convulsiones desaparecieron. La die
ta cetdgénica se inicid con una relacién grasas:proteinas +

carbohidratos de 2:1, con lo cual no se mantuve el estade ce
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ténico: les cuerpos ceténicds en sangre disminuyeron y la -
cetonuria desaparecid, al mismo tiempe que el 4cido pirdvi-
co volvié a elevarse y las convulsiones se reiniciaron. Fue
necesario llevar la proporcién entre grasas y proteinas + -
carbohidratos hasta 2.75:1 para que se mantuviera la cetonu
ria, asi como elevados los cuerpos ceténicos en sangre. La
concentracién de 4cido pirfivico se mantuvo dentro de limites
normales vy las convulsiones cedieron, al mismo tiempo que -
la paciente permanecié normoglicémica. El disefic de las -
diferentes dietas fue realizado por la Licenciada en Nutri-
cién Laura M. Gonzélez Alarcén y las mediciones en sangre -.
de los diferentes metabolitos, fueron realizados por la ---
Q.F.B. Carmen Garay como parte de sus respectivos trabajos

de tesis profesionales.

Al medir las-aectividades de PC y-PCC en células.sangui
neas mononucleares, encontrames que antes del tratamienteo, -
las actividades de ambas enzimas se encontraban disminuidas,
pero después de la dieta la actividad de PC se habfa incre--
mentado a niveles casi normales, en tanto que la actividad -

de PCC no se modificé en el mismo grado, (cuadro ®).

En un estado de cetosis, que consiste en que estan ele
vados los cuerpos ceténicbs: beta-hidroxibutirate y acetoca-
cetato, puede postularse que esto sea un reflejo de un au--

mento en la poza de acetil CoA., Se sabe que el acetil CoA-



es un modulador positivo especifice de la PC [19, 25, 26, -
76], pudiera ser que en las células de la paciente estuvie
Ta ocurriendo unz activacidén de la holo PC por este metabo-

lito, hasta niveles cercanos a la funcién normal,

Con objeto de poner a prueba esta idea, medimos la ac
tivacién de PC por acetil CoA, en un homogenado de fibroblas
tos de la paciente, incubado con concentraciones crecientes-
del modulador. En la figura 25 puede observarsé que alin a
concentraciones muy altas de acetil CoA, la actividad de PC
no superé nunca el 25% de la actividad alcanzada por homoge;_
nados de células normales. En otras palabras, aunque esta--
dos de cetosis '"in vivo" parecian normalizdr la actividad -
de PC -documentado tanto por su medicibén en células sangul--
neas mononucleares, como por la.disminucién del piruvato san
guineo—, esto no se lograba en homogenados celulares; aﬁn a
concentraciones muy altas de acetil CoA. En la discusién se
consideran mecanismos alternos que'quizé puedan explicar los

resultados obtenidos.
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Fig. 21 Sintetasa de Holocarboxilasas vs Proteina en
fibroblastos humanos en cultivo.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES



Los estudios bioquimicos y las determinaciones enzimiti
cas reportados en el presente trabajo, han permitido confir-
mar el primer diagnéstico que se realiza en México de un ca

so de Deficiencia MGltiple de Carboxilasas (DMC).

Si bien todos los casos de DMC estudiados hasta ahora -
constituyen un grupo heterogéheo en cuanto a las manifesta--
ciones clinicas y bioquimicas que presentan [69, 81], es po-
sible distinguir dos formas principales de este Error Innato
del Metabolismo: La forma Neonatal, debida a deficiencia de
la enzima Sintetasa de Holocarboxilasas [46, 47] y la forma -
Juvenil, atribuida a una baja disponibilidad de biotina, tan
to de la biotina endfgena (mediante su reciclaje), como de -
la biotina exégena proveniente de la dieta. Esta condicién
se ha atribuido, en los casos descritos a la fecha, a una dE

ficiencia de la enzima Biotinidasa [50, 51, 69].

Tanto la deficiencia de Sintetasa de Holocarboxilasas,
como la deficiencia de Biotinidasa, conducen a uﬂa baja acti
vidad de al menos las tres carboxilasas mitocondriales, PC,
PCC y MCC y muy probablemente, también a deficiencia de la -

carboxilasa citoplasmitica: Acetil CoA carboxilasa [42].

La administracién de dosis farmacolégicas de biotina res
tauran las actividades de las carboxilasas a niveles normales,

en ambos tipos de DMC [39, 43],

Como ya se describié previamente en este trabajo (ante-
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cedentes y resultados), la distincidén entrc los dos tipos de
DM solo es posible mediante el estudio de las actividades -
de las diferentes carboxilasas en células en cultivo y bajo
diferentes concentraciones de biotina en el medio [43, 45, 71%.
Cultivados en concentraciones normales de biotina, los fibro
blastos con deficiencia de SHC, en los cuales se ha encontra
do una Km para biotina aumentada [46], muestran actividades
bajas de carboxilasas, ¥y estas se elevan al cultivar las
células en medios suplementados con una concentracién de bio
tina superior a su Xm anormal, en cambio los fibroblastos --
con deficiencia de biotinidasa, donde no existe biotina libre
disponible para sintesis de holocarboxilasas, pero con apocar
boxilasas y SHC normales, mostrarfn actividades normales de
" carboxilasas al crecerlos em medios con solo la concentracidn

normal de biotina,

Otra forma de diferenciar entre tipos de DMC es la medi

cibn directa de las enzimas involucradas.

El encontrar que en fibroblastos derivados de la pacien
te, las actividades de las tres carboxilasas mitocondriales
estaban deficientes al crecer las Células en concentracién
normal de biotina, y que estas actividades se elevaban hasta
el 30% de las normales (cuadro 5), sugirid que la DMC debia-
ser causada por una deficiencia de la SHC y ne de la biotini

dasa. Esto fue comprobiddo al estimar la actividad de la SHC



y encontrarla deficiente (figura 21). Por lo tanto, se trata
de una DMC del tipo neonatal, que responde solo parcialmente-
a biotina, pero con caracteristicas bioqufmicas y clinicas pe

culiares.

Como ya se mencioné en el capitulo de resultados (pig. -
63), el comportamiento exponencial que presenta la actividad-
de la SHC al ser medida a concentraciones progresivas de pro-
teina, tanto en células normales como de la paciente, es ca--
racteristico de una enzima que requiere de la presencia de un
activador [83]. La SHC es una enzima poco estudiada y para-
1a cual no se ha descrito ningln activador, por lo que no es
posible por ahora asegurar que &ste sea el caso. También es
posible que se trate de una enzima oligomérica y que el resul .
tado observado sea consecuencia de una especie de cooperativi
dad positiva, como en el caso descrito para la enzima 6-fosfo

fructuocinasa [84].

Este ensayo indirecto de la actividad de la SHC requiere
de altas concentraciones de proteina celular para obtener ac-
tividades lo suficientemente altas y poder comparar a la pa--
ciente con los controles, por esta razén, siempre se utilizé
aproximadamente 1.0 mg. de prote{na por tubo de ensayo en las

determinaciones de la SHC.

La actividad méxima de la SHC de la paciente es similar-
a las reportadas, 15% del control (figs. 21 y 22) pero resul-

ta interesante el hecho de que la deficiencia parece manjfes-
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tarse so0lo en la velocidad mixima de la actividad de la enzi-
ma y no también en la Km aparente para biotina (fig..23y cuadro 7}
Esto quizi pudiera explicar la respuesta solo parcial de las-
diferentes carboxilasas de la paciente a altas concentracio--

nes de biotina,

En estas mediciones se utilizé 1la misma cantidad de pro-‘
teina celular en ambos tipos de células, pero es posible, de-
existir un activador, que la cantidad de éste en el homogenado
celular de la paciente sea mencr que en los controcles norma--
les ¥y que existiera entonces una menor proporcién de enzima -
en la forma activa en las células de 1a paciente. Esto pudié

ra explicar los resultados encontrados,

Existen otros mecaniémos bioquimicos que tal vez pudie--
ran explicar una Vmax disminuida, pero con una Km ap. para --
biotina normal, por ejemplo, que la mutacidén hubiese afectado
la produccién cuantitativa de la SHC, de tal manera que exis-
tieran menos moléculas de enzima por célula, alnque estas mo-
léculas conservando sus propiedades de afinidad por sus sus--

tratos.

Otra posibilidad serfa que se tratara de una sintetasa -
anormalmente 14bil y que fuera estabilizada por grandes canti

dades de biotina.

El encontrar en las células de la paciente una SHC con -

una Km aparente para biotina similar a las normales, pudiera-



ser un artefacto metodolégicb, va que el ensayo empleado mi-
de la biotinizacibn como una sola reaccién, siendo que en --
realidad se trata de dos reaccionesVindependientes, aunque -
acopladas. Ademds no es posible controlar las concentracio-
nes de algﬁnos reactantes, principalmente de ‘las apocarboxi-
lasas, las cuales constituyen los sustratos receptores de la

sintetasa.

Para medir con exactitud la Km para biotina seria necesa
rio contar con un ensayo directo de la actividad de SHC, el -
cual podria ser midiendo lz incorporacién de biotina radioac-
tiva a alguna apocarboxilasa pﬁrificada, de tal manera que sé
pudieran controlar las concentraciones de los sustratos de la

reaccién,

La purificacién de las apocarboxilasas es diffcil, dada-
principalmente su inestabilidad y a que se desnaturalizan muy
fécilmente durante ¢l proceso de purificacién, ademés de que-
es necesario depletar de biotina al animal de donde se van a
obtener las apocarboxilasas, generalmente rata, Este proce--
dimiento es muy lento (1-2 meses) Yy requiere de la preparacibn
de dietas especiales, libres de biotina y ricas en avidina, -
la cual une la biotina procedente de la flora intestinal evi=-
tando su absorcién en el intestino. Se requiere de un gran -

_nﬁmero de animales para obtener la cantidad de apocarboxila--
sas necesaria para llevar a cabe el ensayo en condiciones no

limitantes de este sustrato,



Las manifestaciones clinicas de la paciente no correspon
den a las encontradas en la forma neonatal.de DMC (nunca pre-
sentd acidosis metabdlica ni cetosis). La presencia de una -
actividad residual de carboxilasas tan alta en la paciente --
(20-30% del normal), pu&iera ser la causa de que la nifia no -
presentari cuadros mds graves caracteristicos de esta enferme
dad [68]. Cabe la posibilidad de que el dafio neurolbgico fue
ra consecuencia de la hipoxia neonatal y no del problema meta
bélico. Pudiera pensarse que de no haber ocurrido esa compli
cacibn perinatolégica, la paciente fuera normal, y que con la
actividad enzimitica que ella tenfa, fuera suficiente para --

mantener su metabolismo sin un desequilibrio evidente,

"

El retraso en el desarrollo que presentd la paciente du-
rante toda su vida, no tiene una explicacidn clara, es posi-
ble que se debiera a sus problemas de deglucidn, que no le --

permitieran nutrirse adecuadamente.

La induccién de un estado de cetosis en la paciente, tan
to por un ayuno prolongado, como por la administracién de una
dieta cetogénica, se realizb con el objetivo principal de es
tudiar la hipbtesis de gue la PC de esta paciente podia ser -
activada por cetosis, Esta hipftesis surgfo del estudio pre-
liminar donde, durante un ayuno de 24 horas, la paciente desa
rrollé un estado de cetosis, permanecid normoglicémica y sus-

niveles sangufneos de piruvato y lactato (elevados antes del-



ayuno) descendieron a valores casi normales [72]. En un es-
tado de cetbsis, la elevacibén en los cuerpos cetbénicos proba-
blemente refleje una elevacién en la poza de acetil CoA, el -
cual es un reconocide activador de PC [18, 19], y esto pudie-
ra haber activado a la helo PC, dando un mayor flujo metabéli
co a través de la via gluconeogénica, disminuyendo las conéeg
traciones de lactato y piruvato en el plasma de la paciente y

manteniendo la glicemia en niveles normales.

Los resultados obtenidos: disminucién de la concentracién
sanguinea de piruvato (fig. 24) y la normalizacién de la acti
vidad de PC en linfocitos de la paciente (cuadro 9), parecfan’
apoyar la hipbtesis postulada. Sin embargo, mediante estudios
en homogenados de fibroblastos en cultivo, la PC de células -

de 1la paciente no se normalizé aGn a concentraciones de ace--
til CoA muy por arriba de 1las fisiolégicas (fig. 25}, de he--
cho, la curva de activacifn muestra una velocidad méxima a con
centraciones similares a las del control. Este dato debilita
la hip6tesis anterior. Una alternativa serfa gque la acetil -
CoA no haya sido el metabolito causante de la activacidn, si

no algln otro, quizd producto de la misma g-oxidaciébn,

Otra posibilidad seria que la acetil CoA no solo partici
para en la activacién de la holo PC, sino también en el proce
so de biotinizacidn de la apopiruvato carboxilasa. Esté idea
esta apoyada por los estudios realizados por el grupo Qe Caz-
zulo y cols. [21, 22, 33], «quienes han reportadoe que_eﬁ dos

microorganismos: Bacillus stearothermophillus v Sacharcmyces-
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ceevisiae, la acetil CoA es indispensable en la biotinizacibn
de la apo PC. Esto podrfa explicarse si 1a acetil CoA interac
cionara de alguna manera con la apo PC, modificidndela estruc-
turalmente y convirtiéndola en un mejor sustrato para la sinte
tasa de holocarboxilasas. Esto operaria normalmente en el or-
ganismo sano, pero su efecto quizi se haya visto magnificado -
en la paciente durante el tiempo del tratamiento, permitiendo

ver un mecanismo hasta ahora descoénocido.

Esta hipdtesis se debilita por los trabajos de Madapally
y Mistry {24] y de Chang y Cohen [84] quienes, trabajando res-
" pectivamente con higado de polle y células 3T3 en cultivo, en=-

contraron que la acetil CoA no tiene efecto aparente sobre 1la

biotinizacibn "in vitroe" de apo PC.

Otra explicacién a los resultados encontrados seria un -

posible efecto hormonal.

En ayuno, los niveles de algunas hormonas involucradas-
en el metabolismo de los carbohidratos y grasas se modifican:
la insulina desciende, debido a la baja concentracién de glu-
cosa sanguinea, en cambio el glucagon y el cortisel se elevan
en la sangre [27, 28, 80]. Es bjen reconocido que tanto el-
glucagon como el cortisol estimulan la gluconeogénesis en hi-
gade, aunque por mecanismos diferentes; el glucagen incremen-
tando el flujo de piruvato hacia la mitocondria, provecando -
un aumento en la actividad de PC y otras enzimas gluconeogénj
cas [80], en cambic el cortisol induce la gluconeogénesis pro

moviendo el catabolismo de proteinas en los tejidos periféri-
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cos con el fin de suministrar aminifcidos como sustratos giu
coneogénicos para el higado [27, 80]. También se ha encon-
tradc que el cortisol promueve 1a sintesis de nove de PC -
[27, 80]. Estos e§tudios se han llevado a cabo en higado, vy
dado que no se han encontrado isoenzimas de PC, es factible-
la baja en las concentraciones sanguineas de piruvato en la-
paciente y el sumento en la actividad de PC en linfocitos de
bido a un efecto hormonal, quiza de glucagon y cortisol cam-
binados. Esto también explicaria el gque la paciente permane

ciera normoglicémica.

Un objetivo adiciomal al inducif el estado de cetosis a
1a paciente, fue el intento de controlar sus crisis convulsi-
vas, va que se ha reportado el empleo exitoso de dietas ceto-
génicas en el control de comvulsiones que no ceden con los an

ticonvulsionantes comunes [74, 753].

El principal punto de regulacién del ciclo de Krebs en-
las células esta dado por la enzima citrato sintetasa, cuya -
actividad depende en gran parte de la cantidad de¢ oxaloaceta-

to dispenible para condensarlo con acetil CoA y formar citrato,

En una deficiencia de PC, no se produciria suficiente -
cantidad de oxaloacetato para alimentar el ciclo de Krebs, lo
que se piensa provocaria un ciclo "lento" [34}. Como se sabe,
el tejido nerviosc obtiene su energia principalmente a partir

del mecanismo oxidativo de gluceosa, Una disminucién en este-
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proceso oxidativo, conduciris a una deprivacifn cerebral de-
ATP. Esto pudiera explicar el dafio neuroldégico en los pacien

tes con deficiencia de PC.

Algunos neurotransmisores se sintetizan a partir de in-
termediarios del ciclo de Krebs, un ejemplo es el neurotrans-
misor inhibitorio GABA (4cido y-aminobutirico), formado a -
partir del 4cido glutémico proveniente de la transaminacién -
del o cetoglutarato del ciclo de Krebs, En un ciclo lenteo, -
es posible que se sinteticCe poco GABA y las convulsiones pu--

dieran deberse a déficit de ese neurotransmisor.

El cerebro es capaz de utilizar, en ausencia de concen-
traciones adecuadas de glucosa, a los cuérpos ceténicos como
fuentes de energfa {27, 28], los cuales entran al cicle de-~
Krebs en la forma de acetil CoA [27]. En un estado de cetb-
sis, es posible que los cuerpos ceténicos hayan sido utiliza-
dos por 1as células nerviosas de la paciente como fuente de -
energia. De ser asf, y si la actividad de PC también se in--
crementd en esas células, al igual que en linfocitos, es po-
sible que la formacién de oxaloacetato se incrementara y que
se alcanzara una velocidad normal del ciclo de Krebs, pudien-
dose entonces sintetizar cantidades adecuadas de neurotransmi

sores, controlindose las convulsiones.
; ,

El hecho de que durante el tratamiento de la paciente -

las convulsiones desaparecieran (fig. 24) parece apoyar la hi
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pdtesis antes descrita, sin embargo, la evidencia necesaria-

para comprobar ta hipdtesis debe ser de naturaleza bioqufmica,

La investigacién de las diferentes hipftesis postuladas
en este trabajo requiere de contar con métodos directos de me
dicién de la actividad de la SHC, as{ como de las concentra--
ciones intracelulares e intramitocondriales de acetil CoA y -

metabolitos relacionados,

En 1a Unidad de Genética de la Nutricidém del Instituto-
de Investigaciones Biomédicas de la U.N,AM., se piensa conti
nuar con esta linea de investigacién,‘utilizando tanto célu--
las en cultive como ratas depletadas de biotina, con objeto -
de estudiar en detalle el proceso de biotinizacién, asi como
caracterizar la mutacién de la Sintetasa de lolocarboxilasas-
de la paciente descrita. Los trabajos descritos en el presen
te trabajo contribuyeron a sentar las bases sobre las que se

apoyarén investigaciones posteriores.
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