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w Generalidades

1. Generalidades

1.1 Biotina

La biotina, acido D(+) p-hexahidro-2-oxo-1-H-tieno-3,4-imidazol-4-valérico, es una
vitamina hidrosoluble del complejo B (B7), también conocida como vitamina H.
Quimicamente es un heterociclo formado por un anillo ureido y un anillo
tetrahidrotiofeno y un sustituyente de acido valérico que estd unido a uno de los
atomos de carbono del anillo tetrahidrotiofeno (Figura 1). Debido a que la molécula de
biotina tiene tres carbonos asimétricos, se pueden formar ocho estereoisémeros; sin
embargo unicamente la D(+)biotina se encuentra en la Naturaleza (Friedrich, 1988;
Berdainer, et al., 2009).

H H OH

S O

Figura 1. Estructura quimica de la D(+) biotina

Desde 1936 la biotina fue reconocida como un factor indispensable para los seres
vivos, siendo en los mamiferos un cofactor de cinco enzimas conocidas como
carboxilasas, las cuales catalizan reacciones metabdlicas esenciales para la célula
(Figura 2). Tres de las cinco carboxilasas son mitocondriales: Piruvato Carboxilasa
(PC), Propionil CoA Carboxilasa (PCC), B—Metilcrotonil CoA Carboxilasa (MCC).
Mientras que la Acetil CoA Carboxilasa 1 (ACC-1) es citosodlica y la Acetil CoA
Carboxilasa 2 (ACC-2) esta asociada a la membrana mitocondrial externa (Friedrich,
1988; Abu-Elheiga, et al., 2003).
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La PC cataliza la conversion de piruvato a oxalacetato, intermediario del Ciclo de los

Acidos Tricarboxilicos. La PCC esta involucrada en el catabolismo de aminoacidos
(valina, isoleucina, metionina, treonina) y de acidos grasos de cadena impar y la MCC
cataliza uno de los pasos de la degradacién de leucina. La ACC-1 y la ACC-2 catalizan
la conversiéon de acetil-CoA a malonil-CoA que, en el caso de la ACC-1, sirve como
sustrato para la sintesis de acidos grasos (Zempleni y Mock, 1999; Pacheco-Alvarez,
et. al., 2002), mientras que en el caso de la ACC-2 actua como regulador de la
carnitina palmitoil transferasa 1, inhibiendo el transporte de acidos grasos a la

mitocondria para la B-oxidacion (Abu-Elheiga, et al., 2003).

Valina
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l Metionina

Treonina
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&
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PrHietlg Piruvato —— Lactato«—— Propionil CoA > Propionato

l / T 3-hidroxipropionato
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/
ACC l PCC
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Figura 2. Vias metabdlicas en las que participan las carboxilasas
(Fuente: Wolf, 1995).
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A diferencia de las bacterias, los mamiferos no pueden sintetizar a la biotina, por lo que
ésta debe proveerse en la dieta para satisfacer los requerimientos, los que se han
estimado desde 5 ug hasta 30 ug por dia durante la vida postnatal (Tabla 1). Estas
cantidades son de 10-1000 érdenes de magnitud menores a los requerimientos de
otras vitaminas hidrosolubles descritas (Berdainer, et al., 2009). En la dieta, la biotina
esta en concentraciones de 1.3-31.6 pug/100g alimento y se puede encontrar en su
forma libre (vegetales, frutas, leche y cereales) o unida a proteinas (tejidos animales,

semillas de plantas y levaduras) (Friedrich W., 1988).

Tabla 1. Requerimientos de Biotina (Bt)

Poblacion ng Bt/dia* | ng Bt/kg de p.c al dia**
Lactantes
0-6 meses 5 1.5-0.64
6-12 meses 6 0.64-0.59
Nifos
1-3 afios 12 0.59-0.54
4-8 afios 20 0.71-0.46
9-13 afos 20 0.69-0.45
14-18 afios 25 0.48-0.38
Hombres >19 ainos 30 0.46
Mujeres >19 afios 30 0.54
Lactancia 35

Fuente: * Instituto de Medicina (IOM), 1998.

** Valor calculado de acuerdo a las tablas de peso para la edad de la NOM-031-SSA2-1999 y
de la Academia Mexicana de Pediatria. El peso considerado para los hombres y mujeres >19

afos fue de 65 kg y 55 kg respectivamente.
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En los alimentos, la biotina se encuentra principalmente unida a proteinas. Para su
absorcion es necesario primero digerir a las proteinas hasta pequefios péptidos
biotinilados o biocitina (dimero biotina-lisina) a través de enzimas proteoliticas y
subsecuentemente romper los enlaces con biotina por la biotinidasa pancreatica. La
biotina libre se absorbe por las porciones distal del duodeno y proximal del yeyuno de

donde pasa al torrente sanguineo.

En las células de los vertebrados se ha propuesto un proceso de reciclamiento de la
biotina que garantice su suministro y la homeostasis energética de la célula (Figura 3).
La biotina de la sangre entra a la célula por la accién del transportador multiple de
vitaminas dependientes de sodio (SMVT) en donde se incorpora al ciclo para ser unida
covalentemente a un residuo especifico de lisina en las apocarboxilasas. Esta reaccion
esta catalizada por la holocarboxilasa sintasa, con la cual se activan las carboxilasas.
Las holocarboxilasas a través de enzimas proteoliticas se degradan para producir
péptidos biotinilados y el dimero biocitina, la cual a su vez es hidrolizada por la

biotinidasa para liberar a la biotina y entre nuevamente al ciclo (Wolf, 1995).

Biotina Dieta
|

Absorcion intestinal
I

Biotina libre

Biotinidasa Holocarboxilasa sintasa
Biocitina Apocarboxilasas
(biotina-lisina) (PC,PCCMCC, ACC)

Enzimas prmteo't& /
Holocarboxilasas

PC,PCC,MCC, ACC

Figura 3. Ciclo de la biotina
(Fuente: Wolf, 1995).
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1.1.1 Deficiencia de biotina

La deficiencia de biotina se produce por un consumo prolongado de clara de huevo
cruda, la cual contiene avidina, una proteina que posee gran afinidad por la biotina y
gue una vez unidas, no permiten ser degradadas por las enzimas digestivas impidiendo
en consecuencia su absorcidon. La nutricion parenteral sin complementacién de biotina,
la Desnutricién Energético-Proteinica (DEP) de tercer grado, la administracion crénica
del anticonvulsivante carbamazepina, la hemodialisis y la Deficiencia Multiple de
Carboxilasas (DMC) son otras situaciones que causan la deficiencia de esta vitamina
(Berdainer, et al., 2009; Shils, et al., 2002).

Independientemente de la etiologia de la deficiencia de biotina, los sintomas clinicos
son esencialmente los mismos, aunque el orden de aparicion y su magnitud pueden
ser diferentes. Los sintomas observados son: retraso en el desarrollo corporal
postnatal, pérdida de peso, alopecia, dermatitis periorificial, conjuntivitis y acidosis
metabdlica (Friedrich, 1988; Berdainer, et al., 2009).

Ademas se han observado efectos de la deficiencia de biotina desde niveles
moleculares hasta sistémicos, como la regulacion de expresion de genes, proliferacion
celular, en 6rganos del sistema inmune, en el aparato reproductor femenino del ratén y
durante la gestacion (Baez-Saldafa, et al., 1998, 2009; Shils, et al., 2002; Mock, 2005).

El estado funcional de la biotina se ha relacionado de manera importante con el
metabolismo de hidratos de carbono (HC) (Wagle, 1963). Las primeras evidencias
fueron reportadas por Dakshinamurti y colaboradores quienes encontraron que las
ratas con deficiencia de biotina presentaban curvas glucémicas posteriores a una carga
de glucosa significativamente superiores a las de las ratas sin deficiencia y que la

fosforilacion de glucosa y la incorporacion de glucogeno en el higado eran menores.

La deficiencia de biotina afecta negativamente la expresion del gen de enzimas
involucradas en el metabolismo de HC como la glucocinasa hepatica, enzima clave en

la captacion posprandial de glucosa, glucocinasa pancreatica, enzima involucrada en la

-5-
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homeostasis de glucosa y del gen de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa hepatica,
enzima que estimula la produccién de glucosa (Citado por Baez-Saldafia, et al., 2004).
Adicionalmente, la estimulacién del glucagén hacia la gluconeogénesis a partir de

lactato en los hepatocitos es negativa en este estado (Daskshinamurti, 2005).

Estudios realizados en ratas deficientes de biotina mostraron una alteracion en el
metabolismo del islote pancreatico, produciendo una disminucion en la secrecion de
insulina en respuesta a la glucosa (Vilches-Flores y Fernandez-Mejia, 2005). De la
Vega y Stockert en la linea celular HuH7 derivada de hepatocitos humanos cultivados
en ausencia de biotina encontraron que esta vitamina regula la expresion del receptor

de insulina (Citado por Vilches-Flores y Fernandez-Mejia, 2005).

1.2. Digestion y absorcion intestinal de hidratos de carbono

Las fuentes principales de HC en la dieta humana normal son sacarosa, lactosa y
almidones, los cuales se encuentran particularmente en los granos de cereales y en la
leche. Otros HC presentes en la dieta son el glucégeno, acido lactico, acido piruvico,

pectinas y dextrinas.

La digestion de HC comienza en la boca al masticarse el alimento y mezclarse con la
saliva, la cual contiene a la enzima ptialina también conocida como a—amilasa salival,
secretada principalmente por las glandulas parétidas. Esta enzima hidroliza
parcialmente el almidén en una mezcla de dextrinas, glucosa y maltosa. Los alimentos
no permanecen mucho tiempo en la boca y al pasar la mezcla al estbmago, el jugo
gastrico inhibe la actividad de la a—amilasa salival debido al pH que desciende hasta
menos de 4.0. Al vaciarse el quimo del estbmago hacia el duodeno, se mezcla
inmediatamente con las secreciones pancreaticas, en donde la a—amilasa pancreatica
hidroliza las dextrinas en maltosa e isomaltosa. En las células epiteliales del intestino

delgado existen cuatro disacaridasas: lactasa, sacarasa, maltasa y a-—dextrinasa,
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capaces de desdoblar los disacaridos correspondientes en sus monosacaridos

constituyentes y ser absorbidos hacia la sangre portal.

La mayoria de los HC se absorben del intestino principalmente en forma de glucosa,
galactosa y fructosa; algunos de estos monosacaridos entran a los eritrocitos, mientras
que los otros entran a las células de la mucosa intestinal (Frayn, 1998). La absorcion
de monosacaridos hacia el interior de la célula depende de la presencia de
transportadores en la membrana celular; los cuales se han descrito de dos tipos, unos
dependientes de sodio (SGLT) localizados en el intestino y rifidn y los otros
denominados GLUT localizados en diferentes 6rganos y tejidos, ver Tabla 2 (Guyton,
1989; Montgomery, et al., 1980).

Tabla 2. Transportadores de glucosa

Transportador Sustrato Distribucion tisular
GLUT1 Glucosa, galactosa, Eritrocitos, cerebro
manosa
GLUT2 Glucosa, fructosa Higado, célula B—pancreatica, intestino, rifidn
GLUT3 Glucosa Cerebro
*GLUT4 Glucosa Musculo esquelético y cardiaco, tejido adiposo
GLUTS Fructosa Intestino (yeyuno)
SGLT1 Glucosa, galactosa Intestino (duodeno y yeyuno), tubulos renales
SGLT2 Glucosa RifAdNn

*Transportador de glucosa sensible a insulina.
Fuente: Baynes, et al., 2005; Frayn, 1998.

La glucosa es bombeada al interior de las células epiteliales del intestino a través del
transportador dependiente de sodio (SGLT-1) y sale a la circulacién de la vena portal
hepatica por difusion facilitada por GLUT2 (Figura 4). La galactosa es absorbida por un
proceso similar, compite junto con la glucosa por los transportadores, mientras que la

fructosa es absorbida por difusidn facilitada en el epitelio intestinal (Guyton, 1989).
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Figura 4. Transporte de glucosa desde la luz intestinal hacia la sangre
(Fuente: Frayn, 1998).

No todos los hidratos de carbono son absorbidos y liberados a la circulacion portal,
algunos se metabolizan por las células de la mucosa intestinal hasta lactato para
generar ATP; aun no se conoce la cantidad de hidratos de carbono que son absorbidos

y transformados en lactato (Frayn, 1998).

1.3 Desnutricion Energético-Proteinica (DEP)

La DEP es un estado patoldgico que se deriva por la carencia de multiples nutrimentos.
Este desequilibrio comprende desde deficiencias energéticas, proteinicas, especificas

de una 0 mas vitaminas y/o minerales.

Para la clasificacion de la DEP, Touissant y Garcia-Aranda en 2008 consideraron los

siguientes factores:

1) Etioldgico.
Primaria: ingesta deficiente de alimento en cantidad y calidad.
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2)

3)

Secundaria: el alimento no se aprovecha por diversas situaciones
fisiopatologicas.

Mixta: combinacion de las dos situaciones anteriores.

Tiempo de evolucion a partir de los indicadores establecidos por Waterlow (peso

para la estatura y estatura para la edad).

Magnitud o gravedad establecida por Gémez, el cual considera el peso para la
edad y el género. Los términos que establece son: Primer grado o leve
(90-76 %),
grave (<60 %).

Segundo grado o moderado (75-60 %) y Tercer grado o

Dentro de la DEP de tercer grado se presentan diferentes casos clinicos (Tabla 3).

Tabla 3. Caracteristicas desnutricion DEP tercer grado

Desnutricién calérica

Marasmo

Desnutricion proteinica

Kwashiorkor

Evoluciéon

Crodnica

Aguda

Tejido muscular

Muy disminuido

Muy disminuido

Tejido adiposo

Muy disminuido

Presente pero escaso

Higado Normal Esteatosis,
Hepatomegalia
Piel Seca, sin dermatosis Lesiones humedas con
dermatosis
Proteinas séricas Casi normales Disminuidas

Recuperacion

Prolongada (meses)

Breve (semanas)

Fuente: Touissant y Garcia-Aranda 2008.

Los signos caracteristicos de la DEP independientemente de su magnitud son la

pérdida de peso, retraso en el crecimiento y diferentes sintomas clinicos asociados a la

deficiencia de vitaminas o minerales (Alvarez, et al., 2008).
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1.3.1 Estado nutricional

El estado nutricional es el equilibrio entre la ingesta de nutrimentos y su gasto en
diferentes funciones metabdlicas asi como con el estado de salud de un individuo. Su
evaluacion es compleja y debe ser individualizada, de manera tal que evalue la dieta y
los diferentes indicadores antropométricos, bioquimicos y del sistema inmune
establecidos que en conjunto proporcionan un panorama del estado general del
individuo (Jeejeebhoy, 1998; Sacher, 1991).

La evaluacion de la dieta consiste en conocer los habitos de alimentacién asi como los
grupos de alimentos incluidos y las cantidades que se consumen. La evaluacion de los

indicadores dependera de las condiciones mas adecuadas en el momento.

Los indicadores antropométricos son métodos no invasivos en los cuales se evalua el
tamafo o la composicién corporal de un individuo, a través de su estatura, peso
corporal y pliegues subcutaneos. Los indicadores bioquimicos miden la concentracion
de un nutriente o metabolito en sangre, orina, heces o tejidos, algunos de ellos son:
proteinas totales, albumina, prealbumina, transferrina, la proteina fijadora de retinol y
actividad enzimatica. Finalmente los indicadores inmunitarios utilizados son el recuento
total de linfocitos, recuento de linfocitos T y los niveles de inmunoglobulinas (Fang, et
al., 2006; Burtis, et al., 2001). Cabe mencionar que es de suma importancia comparar
los indicadores con los valores de referencia establecidos de acuerdo a la edad vy

género.

-10-
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2. Justificacion

Los modelos animales de deficiencia de biotina, describen la disminucién en la
ganancia de peso como una caracteristica distintiva de esta condicion, misma que
durante mas de cuatro décadas se habia adjudicado a un menor consumo de alimento
y como consecuencia de desnutricion. Recientemente se demostrd, que la reduccion
de peso corporal en los ratones deficientes de biotina no tiene relacién con una menor
ingesta de alimento, ya que ésta es igual o mayor a la de los ratones suficientes de la
vitamina. Este hallazgo sugiere que la biotina podria estar involucrada en el proceso de

aprovechamiento de los alimentos.

2. Hipotesis

La pérdida de peso de los ratones deficientes de biotina es ocasionada por una

alteracion en el proceso de digestidn y absorcion intestinal de hidratos de carbono.

-11 -
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2. Objetivos

General

Evaluar el estado nutricional, el proceso de digestidén y absorcion intestinal de hidratos

de carbono en ratones alimentados con dietas de distinto aporte de biotina.

Particulares

» Determinar el estado nutricio de los ratones en estudio a través de su
crecimiento corporal e ingesta de alimento y la concentracidn en suero

sanguineo de proteinas totales y albumina.
» Relacionar el aporte de biotina en la dieta con el metabolismo de glucosa.

» Valorar la digestion de hidratos de carbono complejos a través de la actividad

enzimatica de la a—amilasa sérica.

» Evaluar la absorcion intestinal de glucosa realizando una curva de absorcion de

glucosa via oral.

» Analizar si existe un efecto dosis-respuesta en los parametros estudiados.

12 -
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3. Modelo animal

Todos los procedimientos efectuados durante la experimentacién con los ratones,
fueron aprobados por el Comitée de Bioética para el Uso de Animales de

Experimentacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

En este trabajo se utilizaron tres dietas experimentales denominadas: Deficiente,
Suficiente y Suplementada que contienen 0 mg Bt/kg, 4 mg Bt/kg y 100 mg Bt/kg,
respectivamente (Catalogo TD.01363, TD.01362 y TD. 02458, marca Harlan Teklad,

ver Anexo 1).

En estudios realizados anteriormente se comparé el efecto en el peso corporal de la
dieta suficiente con la dieta comercial (Catalogo 2018S, Harlan Teklad) utilizada
generalmente por los bioterios de investigacion en el peso corporal. Los resultados
mostraron que no existe diferencia significativa en el crecimiento corporal de los
ratones alimentados con las dietas suficiente y la comercial, lo cual indica que el
alimento experimental proporciona los nutrimentos necesarios para el adecuado
crecimiento de los ratones (Baez-Saldana, et al., 1998 y 2004) y por lo tanto en este

trabajo se considera como dieta control.

En las dietas suficiente y suplementada no toda la biotina esta biodisponible debido a
que el alimento contiene como fuente proteinica clara de huevo desecada en la que
esta presente la glicoproteina avidina. La biotina biodisponible en la dieta suficiente y
suplementada es de 1.8 mg Bt/kg y 97.7 mg Bt/kg, respectivamente (Baez-Saldafia, et
al., 2009), mientras que con el alimento deficiente ademas de no contener biotina, se

elimina la vitamina previamente presente en el organismo.

-13-
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Desarrollo experimental

4. Desarrollo experimental

4.1 Diagrama General de Trabajo

Ratones macho cepa
BALBc/AnN
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v

Grupo Deficiente
0 mg biotina/kg
n=6
12.65g p.c + 0.96

v

Grupo Suficiente
1.8 mg biotina/kg
n=6
11.82 g p.c + 0.67

v

v

Grupo Suplementado
97.7 mg biotina/kg

13.50 g p.c + 0.46

n=6

v

Seguimiento (dia 0-56)

Pesaje de animales y alimento

dosvecesporsemana

\ 4

Separacion del suero para
las determinaciones
bioquimicas.

A

\ 4
A los 56 dias se
realizé una curva de
absorcion de glucosa

Figura 5. Diagrama general de trabajo

A 4

Muestras de sangre cada
dos semanas
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Como se observa en el diagrama anterior de la Figura 5, a los 56 dias de

experimentacion se realizd una curva de absorcion oral de glucosa, segun el

procedimiento detallado en la Figura 6.

Ayuno 18 h
Grupos Deficiente, Suficiente y Suplementado

v

Pesaje, muestra basal de sangre y administracion
via oral de glucosa (2 mg Glc/g peso) t=0

v

Muestras de sangre a los 15 y 30 min
t=1 y t=2 respectivamente

v

Sangrado a blanco a los 120 min t=3

v

Separacion de suero sanguineo para las
determinaciones de Glc y actividad de a—amilasa

Figura 6. Diagrama de trabajo de la curva de absorcién de glucosa via oral

El estudio se realizé con 18 ratones de la cepa BALBc/AnN del Bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM, que tenian tres semanas de edad y un peso
promedio de 12.66 + 0.97 g al inicio de la experimentacién. Se mantuvieron durante el
estudio en condiciones controladas de luz/oscuridad (12 h x 12 h), con alimento y agua
ad libitum. Los animales fueron distribuidos en tres grupos, cuidando que tuvieran entre
ellos el mismo peso promedio y dispersion, al momento de asignarles las dietas

denominadas Deficiente, Suficiente y Suplementada.
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El momento en que se formaron los grupos se consideré como tiempo cero y a partir

de éste se realizd el seguimiento registrando el peso individual de los ratones y el
consumo de alimento por grupo, dos veces por semana aproximadamente a la misma
hora del dia y hasta el final de la experimentacion. Ademas se tomaron muestras de
sangre del plexo ocular en intervalos de dos semanas. En el suero sanguineo se
determinaron las concentraciones de proteinas totales, albumina, glucosa (Glc) y la

actividad enzimatica de a—amilasa.

4.2 Consumo de alimento

El consumo de alimento se registré dos veces por semana para cada grupo. Los

calculos se realizaron de la siguiente forma:

({--F)/n) I= alimento inicial (g)
Consumo de alimento pordia= ———— F=alimento final (g)
t n=numero de ratones
t=tiempo (dias)
. . _ Consumo de alimento por dia P= peso promedio grupo (g)
Consumo especifico de alimento = >

4.3 Anélisis en suero sanguineo

Las muestras de suero colectadas a lo largo del estudio, se obtuvieron cuando los
ratones estaban sin ayuno. A las ocho semanas de experimentacion, los ratones se
mantuvieron en un ayuno de 18 h para evaluar la absorcién oral de glucosa. Para
comparar los parametros determinados en este trabajo a las 8 semanas sin ayuno,
éstos se midieron en un grupo paralelo de ratones con el mismo tiempo y condiciones

de experimentacion.
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En cada tiempo de analisis, los animales fueron anestesiados con Sevoflurano
obteniendo las muestras de sangre a través del plexo ocular usando un tubo de vidrio
capilar. El suero se obtuvo por centrifugaciéon a 5000 rpm durante 10 min y se fracciond
en diferentes volumenes para almacenarlos a -20 °C hasta el momento de su analisis.
Las determinaciones bioquimicas en el suero se realizaron por espectrofotometria y en
cada uno de los ensayos se realizé la curva estandar correspondiente. Para calcular la
concentracion del indicador en el suero, el valor de la absorbancia se interpol en la

curva estandar y dependiendo del caso se multiplico por el factor de dilucion.

4.3.1 Proteinas totales por el método de Bradford

Fundamento
Los grupos funcionales acidos y basicos de las proteinas interactuan con el reactivo
azul de Coomassie formando un compuesto colorido cuya intensidad es proporcional a

la concentracion de proteinas (Bradford, 1976).

Reactivos
*Reactivo de Bradford (Bio-Rad 43622A)

*Estandar de albumina 1 mg/mL. Se disolvieron 0.0109 g de albumina sérica bovina
fraccion V (BSA) (Roche 10735086001) en 10.9 mL de agua destilada que se

almacenaron en alicuotas de 1 mL a -20°C.

Curva de calibracion
El estdndar de albumina se diluyé 1:10 con agua destilada y a partir de éste se
tomaron alicuotas de 0, 20, 50, 100, 150 uL y se ajustaron a un volumen final de

200 pL con agua destilada.

Preparacion de la muestra

Las muestras de suero se diluyeron 1:3000 con agua destilada.
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Procedimiento
1. En cada pozo de una microplaca para EIA/RIA (Costar 9017), se depositaron en
triplicado 160 uL de la muestra o estandar y a continuacion se agregaron 40 pL
del reactivo de Bradford.
2. La mezcla de reactivos se incubd a temperatura ambiente por cinco minutos con
agitacién en el agitador de microplacas (Boekel Scientfic Microjive).
3. En un lector de microplacas (Biotek EL808) se midi6 la absorbancia a una

longitud de onda de 595 nm.

4.3.2 Albumina por el método colorimétrico (verde de bromocresol)

Fundamento
La albumina a pH &cido se fija al verde de bromocresol (VBC) produciendo un cambio
de color del indicador de amarillo verdoso a verde azulado que es proporcional a la

concentracion de albumina presente en la muestra ensayada (Doumas, 1970 y 1996).

Reactivos

* Solucién amortiguadora de succinato 50 mM, pH 4.0: Se disolvieron 1.1835 g acido
succinico (Sigma S-2378) en 150 mL de agua destilada; se adicion6 ProClin 200
(Supelco S-00380) al 0.04 %, y se ajustd a un volumen final de 200 mL con agua

destilada. Se ajusto6 el pH a 4.08 + 0.02 y se almacené a 4 °C.

* Solucién estandar de Verde de Bromocresol (VBC) 0.3 mM: Se disolvieron 0.0419 g
VBC (Sigma 114359) en 1 mL de NaOH 0.1 N. Posteriormente se diluyé con agua
destilada hasta llegar a un volumen final de 200 mL. Se almacend a 4 °C protegido de

la luz.

* Reactivo de albumina: Se diluyé un volumen de solucion estandar de VBC con tres
volumenes de la solucién amortiguadora de succinato 50 mM, se adiciond Tween 20
(Sigma P-5927) al 0.4 %. Se ajustd el pH a 4.23 + 0.02 y se almacend a 4 °C protegido

de la luz.
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* Estandar de albumina 0.1 g/mL: Se disolvié 1.0027 g de BSA y se llevé a un volumen

final de 10 mL con agua destilada. Se almacenaron en alicuotas de 1 mL a -20 °C.

Curva de calibracion
A partir del estandar de albumina se tomaron alicuotas de 0, 100, 300, 500, 800 y

1000 uL y se ajustaron a un volumen final de 1000 uL con agua destilada.

Procedimiento
1. En cada pozo de una microplaca para EIA/RIA (Costar 9017) se depositaron por
triplicado 2 uL de muestra o estandar y a continuacion se agregaron 200 uL del
reactivo de albumina.
2. La mezcla de reactivos se incub6 a temperatura ambiente por cinco minutos con
agitacién en el agitador de microplacas (Boekel Scientfic Microjive).
3. En un lector de microplacas (Biotek EL808) se midi6 la absorbancia a una

longitud de onda de 630 nm.

4.3.3 Glucosa por el método de o-Toluidina

Fundamento

La glucosa reacciona en medio acido y en presencia de calor con la o-toluidina para
formar un compuesto de color azul-verde (N-glucosilamina) proporcional a la
concentracion de glucosa presente en la muestra ensayada. Es el método mas
utilizado debido a su alta especificidad, sencillez y a que no se tiene que desproteinizar

el suero en la determinacion (Henry 1974).

Reactivos
» Reactivo o-Toluidina. Se disolvieron 0.5040 g de tiourea (Sigma T-8656) en 9 mL de
o-toluidina (Merck K33102610) y se llevé a un volumen final de 100 mL con acido

acético glacial (Merck K33688063). Se almacendé en un frasco color ambar en

refrigeracion.

-19-



g Desarrollo experimental

» Estandar de glucosa 1 mg/mL. Se disolvieron 0.01 g de glucosa anhidra pura
(dextrosa) (Sigma G-6152) en 10 mL de agua destilada. Se almacenaron en alicuotas
de 1 mL a -20 °C.

Curva de calibracién
La solucién estandar de glucosa se diluy6é 1:10 con el reactivo de o-toluidina. De esta
dilucion se tomaron alicuotas de 0, 10, 20, 50 y 150 uL y se ajustaron a un volumen

final de 250 uL con el reactivo de o-toluidina.

Preparacién de la muestra
En un tubo Eppendorf se depositaron 5 uL de suero y a continuacion se adicionaron

245 ulL del reactivo de o-toluidina.

Procedimiento
1. Se colocaron los tubos Eppendorf (muestras y estandares) en un bano de agua
a ebullicién durante 10 min.
2. Una vez frios los tubos se depositaron 200 uL de los estandares y de las
muestras en cada pozo de una microplaca para EIA/RIA (Costar 9017).
3. En un lector de microplacas (Biotek EL808) se midi6 la absorbancia a una

longitud de onda de 630 nm.

4.3.4 Actividad enzimética de a-amilasa

Se empled un método sacarogénico para medir la actividad de a-amilasa debido a que
es uno de los mas confiables y utilizados (Kaplan, 1990). En una reaccion enzimatica
se pueden distinguir tres fases: la de retardo, la lineal y de agotamiento. Para
determinar la actividad de una enzima es necesario estar en la zona lineal para que la
formacion de producto sea constante y unicamente dependa de la concentracion de la
enzima presente en la muestra (Eisenthal, 1992; Harris, 2009). Aunque en la literatura
se indica que el tiempo de incubacién del sustrato con la enzima es de 30 min; en este

trabajo se realizé un estudio cinético para verificar que en el laboratorio este tiempo
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estuviera en la zona lineal. El método consistio en medir la absorbancia en diferentes
tiempos de incubacion (10, 20, 30, 45 y 60 min).

Fundamento

Los productos liberados por la accion de la amilasa sobre el sustrato son sustancias
reductoras, las cuales reaccionan en presencia de metales pesados. La actividad
enzimatica es directamente proporcional a la cantidad de sustancia reductora
producida (Henry, 1960 y 1974).

Reactivos

* Solucion de fosfatos 0.1 M pH 7. Se disolvieron 1.1121 g de KH,PO4 (Baker 3246-01)
y 2.3366 g Na,HPO, (Baker 3818-01) en 100 mL de agua destilada y se llevaron a un
volumen final de 250 mL. Se midié el pH de la solucién el cual fue de 7.02 + 0.02.

» Sustrato. Se disolvieron 1.5329 g de almidén soluble grado alimenticio en 100 mL de
la solucion de fosfatos pH 7.02 + 0.02 y se calent6 a ebullicién durante tres minutos. Se
enfrio a temperatura ambiente y se llevd a un volumen final de 140 mL con la solucién
de fosfatos.

* H,SO,4 0.66 N. Se diluyeron 5.5 mL de acido en 300 mL de agua destilada.

*» Tungstato de sodio 10 %. Se disolvieron 2 g de tungstato de sodio (Técnica Quimica
T1230) en 20 mL de agua destilada.

» Estandar de maltosa 0.1 g/mL: Se disolvieron 0.1139 g de maltosa monohidratada
(Sigma M-5885) en 1.139 mL de agua destilada. Se almacend6 a -20 °C.

* Reactivo de cobre. Se disolvieron 2.0054 g de Na,CO3; anhidro (Merck 6392) en
20 mL de agua destilada. Se adicionaron 0.375 g de acido tartarico (Baker Analyzed
33717) y una vez disuelto se agreg6 0.225 g CuSO4 5H,0 (Sigma C-7631). Se mezclé

y se llevd a un volumen de 50 mL con agua destilada.

* Reactivo de acido fosfomolibdico. Se disolvieron 3.4928 g de acido molibdico
(Reasol) y 0.5118 g de tungstato de sodio en 20 mL de NaOH 10 % y 20 mL de agua

destilada. Se hirvieron durante 30 min para eliminar NH;.  Posteriormente se enfrid a
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temperatura ambiente y se agreg6 agua destilada hasta llegar a un volumen de 20 mL.
Se adicionaron 12.5 mL de acido ortofosférico concentrado (85 % H3PO,) y se llevo a
un volumen final de 50 mL con agua destilada.

» Solucion de cloruro de sodio al 0.9 %. Se disolvieron 0.7220 g de NaCl (Sigma
S7653) en 80 mL de agua destilada y se almacen6 a 4 °C.

Curva de calibracion
A partir del estandar de maltosa se tomaron alicuotas de 0, 15, 30, 45, 60y 75 uL y se

ajustaron a un volumen final de 500 uL con agua destilada.

Preparacion de la muestra

Las muestras de suero se diluyeron 1:2 con solucion salina al 0.9 %.

Procedimiento

1. En un tubo Eppendorf se adicionaron 70 uL del sustrato y se incubaron en un
bano de agua a 37 °C durante cinco minutos y a continuacion se
agregaron 10 uL de suero diluido, se mezcl6é y se colocaron nuevamente en el
bafo de agua. Las determinaciones se realizaron por duplicado.

2. Después del tiempo de incubacion establecido se retiraron los tubos del bafo e
inmediatamente se agregd a cada tubo 15 uL de H,SO4 0.66N y se mezclo,
después se agregaron 5 uL de tungstato de sodio al 10 % y nuevamente se
mezclo.

3. Se centrifugd a 5000 rpm por dos minutos y se transfirieron 40 uL del
sobrenadante a un tubo Eppendorf.

4. Los productos obtenidos de la accion enzimatica se cuantificaron por el método

de azucares reductores. Para los estandares se procedio de la misma forma.

Método de Folin-Wu (azucares reductores)
5. A cada tubo Eppendorf se le agregaron 40 uL del reactivo de cobre y se agitaron

en vortex durante cinco segundos.
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6. Se colocaron los tubos en un bafio de agua hirviendo durante 10 min.

7. Los tubos se enfriaron a temperatura ambiente y se adicioné a cada tubo 40 uL
del reactivo de acido fosfomolibdico y se colocaron en un bafio de agua
hirviendo durante cinco minutos.

8. Posteriormente se diluy6 1:10 con agua y se mezclé por inversion.

9. En cada pozo de una microplaca para EIA/RIA (Costar 9017), se depositaron
200 pL de los estandares y de las muestras.

10. En un lector de microplacas (Biotek EL808), se midié la absorbancia a una

longitud de onda de 420 nm.

Los resultados del estudio cinético mostraron que la respuesta es lineal desde los 10
hasta los 30 min de incubacion (Figura 7), en tiempos posteriores la respuesta se
mantuvo constante y por lo tanto la actividad de la enzima no se encuentra en la zona
lineal. Para cuantificar la actividad de la enzima en el suero de los ratones se
establecio como tiempo de incubacion 30 min puesto que se reprodujo en el laboratorio

lo descrito en la literatura.

0.75 -
0.65
0.55
0.45
0.35
0.25
0.15

0.05 T T ' T T S
0 10 20 30 40 50 60

Absorbancia

Tiempo incubacion (minutos)

Figura 7. Linealidad de producto formado por a—amilasa sérica de raton
Valores promedio + D.E, n=3
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4.4 Andlisis Estadistico

Desarrollo experimental

El analisis estadistico se realizd para cada determinacion utilizando el software
SigmaStat 3.1, comparando las medias a través de un ANOVA de dos vias seguido de

una prueba de comparacion multiple.
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5. Resultados

Peso corporal y velocidad de crecimiento. Durante el tiempo de experimentacion se
realizd el seguimiento de los grupos registrando el peso individual de los ratones (dia
0-56); a partir del cual se elaboré la curva de crecimiento (Figura 8), misma que fue
similar para los tres grupos hasta el dia 28. Posteriormente, se observo que la curva
del grupo deficiente se ubicoé por debajo de las otras dos permaneciendo constante
hasta el final del estudio. Este comportamiento se puede apreciar mas claramente en la
Tabla 4 en donde la velocidad de crecimiento del grupo deficiente es la misma a los 42
y 53 dias. Consecuentemente al término del estudio, tanto el peso como la velocidad
de crecimiento del grupo deficiente fueron menores a las de los grupos suficiente y

suplementado.

En la curva de crecimiento a los 53 dias se observo diferencia significativa entre el
grupo suficiente y suplementado. Este comportamiento también se observé en el grupo
en paralelo que se estaba trabajando en el laboratorio (mismas condiciones
experimentales), el cual fue sometido a un tiempo de experimentacion mayor, de tal
forma que se puede decir que la suplementacion de biotina favorece el crecimiento de

los animales.

Como se describid en el procedimiento experimental, previamente al sacrificio los
ratones se sometieron a un ayuno de 18 h y cabe mencionar que esta condicion
produce la inmediata reduccion del peso en 5.9 %, 6.6 % y 7.6 % en promedio para los
grupos deficiente, suficiente y suplementado, respectivamente; aunque estos valores

no se presentan en las curvas de la Figura 8 ni en la Tabla 4.
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Figura 8. Curva de crecimiento de los tres grupos experimentales
Valores promedio + ESM, n=6
* Diferencia significativa entre grupos (P<0.001)

Tabla 4. Velocidad de crecimiento?!

Grupo VC- (g/dia) [VCi4(g/dia) | VCag (g/dia)| VCsz(g/dia) | VC42 (g/dia) | VCss(g/dia)
Deficiente 0.32+0.07 | 0.24+0.5 |0.22+0.02| *0.17+0.01 | *0.11+0.01 | *0.10+0.01
Suficiente 0.28+ 0.08 | 0.32+0.05(0.29+0.02 | 0.29+0.02 | 0.22+0.01 | 0.19+0.01

Suplementado| 0.18+ 0.05 | 0.24+ 0.05 | 0.22+ 0.03 | 0.21+ 0.03 0.19+ 0.02 | 0.18+0.01

Valores promedio + ESM, n=6

* Diferencia significativa entre grupos (P<0.01)

Velocidad de crecimiento (VC)= (Peso final-Peso inicial)/Nimero de dias del

bioensayo.

El subindice en la velocidad de crecimiento (VC) indica el dia en que se calculé.
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Consumo de alimento. El seguimiento del consumo especifico de alimento se
presenta en la Figura 9. Durante la primera mitad del experimento el consumo
promedio de los ratones en los tres grupos oscil6 alrededor de
0.15 g alimento/dia * g p.c y fue menor en 30 % en la segunda mitad. No se observaron

diferencias significativas entre los tres grupos experimentales a ninguno de los tiempos

estudiados.
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Dia 14 Dia 28 Dia 42 Dia 53
m Deficiente = Suficiente = Suplementado

Figura 9. Consumo de alimento de los tres grupos experimentales
Valores promedio + ESM, n=4

* Diferencia significativa entre grupos (P<0.006)
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Indicadores del estado nutricional. Ademas del peso corporal, las concentraciones
de proteinas totales y albumina en el suero sanguineo se han utilizado ampliamente
para evaluar el estado nutricional de los individuos (Touissant y Garcia-Aranda, 2008;
Jeejeebhoy, 1998). En la Tabla 5 se muestran estos indicadores bioquimicos junto con

los datos del peso corporal de la Figura 8 para hacer mas clara la comparacion.

Igual que para el consumo especifico de alimento, estos parametros no tuvieron
diferencias significativas entre los tres grupos estudiados y ademas se mantuvieron
dentro del valor de referencia reportado (Suckow, et al., 2001), reiterando que la
pérdida de peso en el grupo deficiente no se debe a desnutricion por menor ingesta de
alimento ni por mala digestion o absorcion de proteinas. Es importante resaltar que
tampoco hay diferencias entre los valores al inicio de la experimentacion (Dia 0),
momento en el que los ratones se encuentran alimentados con la dieta comercial
control, lo que confirma nuevamente que la dieta denominada suficiente cumple con
todos los requerimientos para el desarrollo adecuado de esta especie (Baez-Saldafia,
et al., 2004). Adicionalmente, el ayuno de 18 h no causé algun cambio en estos

indicadores.
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Tabla 5. Indicadores del estado nutricional
Dias de Peso Corporal Proteinas Albdmina
estudio Grupo (9) Totales (g/L) (g/L)
0 Dieta control 12.66 + 0.97 526 +2.3 39.0+1.2
Deficiente 16.00 + 0.54 50.9 + 4.1 37.5+23
14 Suficiente 16.31 + 0.82 548 +4.1 424 +1.2
Suplementado| 16.92 + 0.58 479+4.2 36.6 + 1.4
Deficiente 18.68 + 0.47 63.5+29 374+23
28 Suficiente 20.04 + 0.62 58.3+1.7 | 429+0.8
Suplementado| 19.79 +0.78 53.6+1.7 | 40.2+0.7
Deficiente *17.39 + 0.58 59.5+ 3.7 39.2+3.0
42 Suficiente 21.04 + 0.38 61.5+1.8 39.8+1.8
Suplementado| 21.30 + 0.69 61.6 +2.8 40.7 + 1.7
Deficiente *17.33 +0.14 51.7+22 35.7 + 2.1
56° Suficiente 22.54 + 0.70 55.5+2.0 38.3+0.7
Suplementado| *25.31 + 0.57 544+ 34 409+29
Ayuno 18 h
Deficiente *17.08 + 0.55 65.3+35 | 481+34
56 Suficiente 20.55 + 0.40 63.2+15 | 46.8+3.8
Suplementado| 21.55+ 0.59 64.5+ 3.3 429+ 2.4

Valores promedio + ESM, n=6
* Diferencia significativa entre grupos (P<0.001)
@ Resultados de los grupos que se trabajaron en paralelo bajo las mismas condiciones

experimentales.

Glucosa sérica. El estado funcional de la biotina se ha relacionado de manera

importante con el metabolismo de la glucosa. Los efectos de la deficiencia de esta

vitamina son controvertidos, ya que en ratas se ha observado hiperglucemia (citado por

Romero-Navarro, et al., 1999), mientras que en ratones se ha observado hipoglucemia
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(Del Vecchyo, 2006). En la Tabla 6 se muestran las concentraciones de glucosa en

donde se puede apreciar que el grupo deficiente a los 28 dias entré en un estado de

hipoglucemia, el cual permaneci6 hasta el final de la experimentacion, mientras que los

grupos suficiente y suplementado se mantuvieron dentro de los valores normales y

ademas no presentaron diferencias significativas entre ellos. En la Figura 10 se puede

observar mas facilmente este comportamiento, en donde se utilizaron los valores de los

ratones del grupo suficiente como referencia para evaluar los de los otros dos grupos

(Ver Anexo 2).

Tabla 6. Glucosa sérica

Dias de Glucosa
estudio Grupo (mM)

0 Dieta control | 5.1 +0.2

Deficiente 3.9+0.3

14 Suficiente 49+0.6

Suplementado| 4.4+ 0.5

Deficiente *2.7+0.3

28 Suficiente 51+05

Suplementado| 5.5+ 0.6

Deficiente *2.5+0.3

42 Suficiente 42 +0.6

Suplementado| 4.4 +0.5

Deficiente 2.4 +0.5

56 Suficiente 4.0+0.6

Suplementado| 5.7 + 0.6

Valores promedio + ESM, n=6

* Diferencia significativa entre grupos (P<0.001)
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Figura 10. Glucosa sérica normalizada con grupo suficiente
Valores promedio + ESM, n=6
* Diferencia significativa entre grupos (P<0.098)

Actividad enzimética a—amilasa. En el suero se encuentran dos isoenzimas, la forma
(S) salival y la (P) pancreética en una proporcion 60:40 respectivamente, de tal forma
gue sin diferenciarlas, se evalud su actividad en el suero de los ratones (Henry, 1960;
Kaplan, 1990). En la Tabla 7 se muestra la actividad de éstas, misma que no presento

diferencias significativas entre los grupos estudiados.

En estudios in vitro se ha observado que la actividad de la a-amilasa es practicamente
igual con almidén o con glucosa como sustratos (Baks, et al., 2005), por lo cual en este
trabajo también se midi6é su actividad durante el experimento de la curva de absorcion
de glucosa. En la Figura 11, se muestra que en los tres grupos experimentales la

actividad de la a—amilasa no presenta diferencias significativas entre ellos.
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Tabla 7. Actividad enzimatica de a—amilasa sérica

Dias de o—amilasa
estudio Grupo (umol maltosa/min*mL)

0 Dieta control 14.5+0.9

Deficiente 11.9+04

14 Suficiente 12.0+1.3

Suplementado 13.7+ 11

Deficiente 10.6 + 0.6

28 Suficiente 13.0+ 0.9

Suplementado 11.8+11

Deficiente 12.1+ 0.9

42 Suficiente 12.4 +0.8

Suplementado 13.7+1.3

Deficiente 14.1+0.3

56 Suficiente 14.6 + 0.7

Suplementado 16.4 +1.2

Valores promedio + ESM, n=6
* Diferencia significativa entre grupos (P<0.002)
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Figura 11. Actividad enzimatica a—amilasa sérica en la curva de absorcion de glucosa
via oral
Valores promedio + ESM, n=6
* Diferencia significativa entre grupos (P<0.002)

Absorcion intestinal de glucosa. La absorcion intestinal de glucosa se evalué a
través de una curva de absorcién oral después de un ayuno de 18 h, cuantificando la
glucosa a los 15, 30 y 120 min posteriores a su administracion. En la Tabla 8 se
muestran los valores numéricos de la concentracion sérica de glucosa y en la Figura 12
se presenta la forma gréfica de éstos. Con relacion a la glicemia sin ayuno (Tabla 6), el
ayuno causo que este hidrato de carbono (HC) disminuyera 10 veces, mientras que en
el suficiente y suplementado 6 y 4 veces, respectivamente. A los 15 min de la
administracion los niveles de glucosa en sangre aumentaron con respecto a la basal
31, 14 y 10 veces en los ratones deficientes, suficientes y suplementados,
respectivamente. En los tiempos consecuentes los niveles séricos de glucosa

disminuyeron en los tres grupos (Tabla 8).
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Tabla 8. Concentracion glucosa sérica (mM) en la curva de absorcion oral de glucosa

Grupo Basal 15 min 30 min 120 min
Deficiente 0.25+05(1*.5+10| 6.1+11 | 39+0.5
Suficiente 066+05( 94+0.7 | 71+08 | 55+0.7

Suplementado|1.15+0.2| 9.3+0.7 | 6.3+0.6 | 5.9+0.6

Valores promedio + ESM, n=6
* Diferencia significativa entre grupos (P<0.001)

Glucosa sérica (mM)

12.0 -

0o 15

—o—Deficiente —-®-Suficiente

30

45

60

75

Tiempo (minutos)

Suplementado

20

105

120

Figura 12. Curva de absorcion oral de glucosa
Valores promedio + ESM, n=6

* Diferencia significativa entre grupos (P<0.001)
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6. Discusion

El propdsito de este estudio fue determinar el mecanismo que produce la pérdida de
peso cuando hay deficiencia puntual de biotina. Se abordaron dos posibilidades:
a) Alteraciones en la digestion y/o absorcion de proteinas e hidratos de carbono e
b) Indicadores bioquimicos que correspondan a desnutricion. Por otra parte, también
se estudio si la alimentacion con una dieta que aporta dosis farmacolégicas de biotina

(50x) tendria un efecto dependiente de la dosis en los mismos parametros analizados.

Cabe resaltar que para todas las determinaciones, no se observaron diferencias
significativas entre los ratones alimentados con la dieta comercial (Dia 0) y la dieta
suficiente, lo cual aporta nuevos elementos para establecer que esta dieta cumple
satisfactoriamente con todos los requerimientos necesarios para el adecuado
desarrollo de esta especie. Como ya se habia mencionado, la unica diferencia entre las
dietas experimentales es el contenido de biotina, asi que es posible afirmar que los

efectos observados se deben especificamente al aporte de esta vitamina.

Una de las caracteristicas distintivas de la desnutricion es el retraso en el crecimiento,
misma que se presenta con la deficiencia de biotina en donde la disminucién en el
peso corporal fue de 16 % con respecto a los otros dos grupos. En humanos esta
reduccion en el peso corporal corresponderia a Desnutricidon Energético-Proteinica
(DEP) de segundo grado de acuerdo a la clasificacion de Gémez (Gémez, 2003 y
Touissant y Garcia-Aranda, 2008), sin embargo no se puede aseverar como tal para
los ratones. Para poder afirmar que existe un cuadro de DEP, ademas de bajo peso se
deben presentar otros indicadores bioquimicos caracteristicos de esta condicion, entre
los que se encuentran bajas concentraciones séricas de proteinas totales y albumina.
Esta ampliamente aceptado que las proteinas totales permiten evaluar el estado
proteinico del organismo, de tal manera que cuando hay desnutricion proteinica
disminuyen (Touissant y Garcia-Aranda, 2008). Este analisis generalmente se
complementa con el de albumina, debido a que esta proteina responde rapidamente a
los cambios que se presenten en el metabolismo proteinico y refleja el estado

nutricional de las ultimas tres semanas (Berthil, et al., 2004 y Fang, et al., 2006).
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Los niveles de albumina sérica menores a 30 % del intervalo normal se asocian en los
humanos a un deterioro en la nutricién y se relacionan de manera directa con la ingesta
de los aminoacidos de cadena ramificada, leucina, isoleucina y valina (Touissant y
Garcia-Aranda, 2008). Adicionalmente, alteraciones en los niveles séricos de albumina
son indicativas de insuficiencia hepatica y de deshidratacion (Jeejeebhoy, 1998; Fang
et al., 2006). Teniendo en cuenta todo lo anterior, en este trabajo se demuestra que la
deficiencia de biotina no presenta las caracteristicas bioquimicas de un déficit

proteinico y se descarta la posibilidad de una insuficiencia hepatica o deshidratacion.

Los hidratos de carbono (HC) constituyen la mayor parte de la dieta y representan del
50 al 70 % del total de las calorias ingeridas (Guyton, 1989). Después de una comida
estandar, la mitad de los HC ingeridos son oxidados y la otra mitad es almacenada en
el higado y en musculo esquelético en forma de glucéogeno. Los HC antes de ser
metabolizados, tienen que ser degradados hasta su forma mas simple. Las enzimas
digestivas, entre las cuales se encuentra la o—amilasa son las responsables de
hidrolizar estos combustibles en el intestino delgado. En general, las actividades
elevadas de a—amilasa se presentan en enfermedades del pancreas exécrino como la
pancreatitis. La causa mas comun de esta enfermedad es la obstruccion del conducto
de Vater, situacidn que genera alteraciones en la digestion y un proceso que termina
en la degradacion del pancreas (Guyton, 1989). En la mayoria de los casos con DEP
hay patologias que se han relacionado con pancreatitis y alteracion en la digestion de
HC. En este trabajo no se observaron diferencias en la actividad de la a—amilasa en los
ratones alimentados con las distintas dietas; por lo anterior se puede aseverar que no
hay alteraciones en el funcionamiento del pancreas exodcrino y por consiguiente no
sugiere que la deficiencia de biotina cause DEP. Esta afirmacion se ve fortalecida con

la similitud en la curva de la a—amilasa después de la administracion oral de glucosa.
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La curva de absorcion oral de glucosa ademas de ser indicativa de la absorcion
intestinal de este HC, también puede proporcionar informacién sobre el
aprovechamiento de la misma. Aparentemente la absorcién de glucosa por los ratones
del grupo deficiente es menor con respecto a los otros grupos, sin embargo, al
normalizar el incremento a los 15 min con respecto a los niveles basales se puede
observar una absorcion de mas del doble (31x Grupo Deficiente vs 12x Grupos
Suficiente y Suplementado). De esta misma manera es posible interpretar la
hipoglucemia en la deficiencia de biotina como resultado de una mayor necesidad de
glucosa por el organismo, de tal forma que los diferentes tejidos la absorben con mayor
rapidez, especialmente por el cerebro y musculo esquelético que utilizan como fuente

de energia principal a la glucosa (Frayn, 1998; Brandan, 2002).

En la deficiencia de biotina el metabolismo energético esta alterado debido a la baja
actividad de las carboxilasas, las cuales participan en diferentes rutas metabdlicas que
confluyen en la via principal de conversion de los alimentos en energia (Ciclo de los
Acidos Tricarboxilicos) (Friedrich, 1988; Montgomery 1980). Asi, la hipoglucemia que
se presenta en los ratones se puede explicar por la baja actividad de estas enzimas en
el higado. Este es el 6rgano con mayor cantidad de carboxilasas y en los ratones
deficientes de biotina, las actividades de la PCC y PC que estan involucradas en la
gluconeogénesis, se reducen 85 % a las cuatro semanas (Baez- Saldafia, et al., 1998 y
2009), de tal forma que la unica fuente de glucosa para el organismo es la proveniente

de la dieta.

El higado es el érgano que provee energia y proporciona combustible a otros tejidos.
Durante estados de ayuno y en deficiencias nutricias, esta energia la demanda el
musculo esquelético. Los acidos grasos son la principal fuente comun de energia en el
higado y musculo esquelético (Brandan, 2002). En el higado, la ACC1 afecta la primera
reaccion para la sintesis de acidos grasos, mientras que en musculo esquelético la
ACC2 es la enzima que frena la oxidacién de acidos grasos y en la deficiencia de
biotina su actividad esta disminuida. Esto representa que la sintesis de glucosa y

4cidos grasos, asi como la produccién de energia a través del Ciclo de los Acidos

-37-



-

Tricarboxilicos estarian muy bajas; mientras que la oxidacion de acidos grasos podria

Discusién

estar acelerada. El musculo esquelético es el tejido mas abundante en el cuerpo y
principal sitio de actividad metabdlica en un individuo, con una constante entrada vy
salida de los intermediarios del Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos. Teniendo todo lo
anterior en cuenta, es posible proponer que la casi nula actividad de las carboxilasas
esta induciendo el catabolismo del musculo esquelético para proveer de aminoacidos
al higado para la sintesis de proteinas, explicando la pérdida de masa muscular en los
ratones deficientes de biotina sin afectar las concentraciones de proteinas y albumina.
No obstante, el higado no puede proveer de glucosa, aunque tenga aminoacidos

gluconeogénicos por la falta de la actividad de las PCC y PC.
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7. Conclusiones

>

Se corrobord que la dieta suficiente al igual que la dieta comercial control,

cumple con todos los requerimientos para el desarrollo adecuado de los ratones.

La digestién y absorcién intestinal de proteinas e hidratos de carbono no se

encuentran afectadas ante la deficiencia de biotina.

Se encontré una tendencia dependiente de la dosis de biotina, aunque no
significativa, en la actividad enzimatica de a—amilasa y en la concentracion de

glucosa sérica.

En los ratones deficientes de biotina, la unica fuente aparente de glucosa del
organismo es la proveniente de la dieta, debido a que la actividad de las
enzimas Piruvato Carboxilasa y Propionil CoA Carboxilasa se encuentran

disminuidas.

La hipoglucemia observada en los ratones deficientes de biotina sugiere una
mayor utilizacion de glucosa para cubrir los requerimientos energéticos de los

diferentes 6rganos y tejidos que utilizan como combustible a los acidos grasos.

La pérdida de peso de los ratones deficientes de biotina puede ser producida por
la utilizacion de grasas principalmente y de aminoacidos musculares para

mantener el metabolismo energético del higado.
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Anexo 1

Composicién de Dietas

Suficiente| Deficiente |Suplementada

Ingrediente g/kg a/kg a/kg
Clara de huevo deshidratada 300 300 300
Dextrosa monohidratada 517.340 517.340 517.340
Aceite de maiz 100 100 100
Celulosa 40.000 40.004 39.904
Mezcla de minerales, AIN-76 (170915) 35 35 35
Fosfato de Calcio dibasico 3.41 3.41 3.41
Biotina 0.004 0.000 0.100
Vitamina B2 0.030 0.030 0.030
Pantotenato de Calcio 0.066 0.066 0.066
Colina 3.497 3.497 3.497
Acido Fdlico 0.002 0.002 0.002
Vitamina K3 0.050 0.050 0.050
Niacina 0.099 0.099 0.099
Piridoxina 0.022 0.022 0.022
Riboflavina 0.022 0.022 0.022
Tiamina 0.022 0.022 0.022
Vitamina A 0.040 0.040 0.040
Vitamina D3 0.004 0.004 0.004
Vitamina E 0.242 0.242 0.242
Colorante 0.150 0.150 0.150

*Fuente: Harlan Teklad

El ajuste en el contenido de biotina se realiza incrementando o disminuyendo la

celulosa
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Anexo 2

Normalizacién de datos con respecto al grupo suficiente

Glucosa sérica (mM) grupo deficiente y suficiente

Grupo Deficiente Grupo Suficiente

#ratbn Semana4 | #ratbn Semana 4

1 3.2 7 4.3

2 3.1 8 4.8

3 2.3 9 4.8

4 1.9 10 5.4

5 21 11 4.0

6 3.7 12 7.5

promedio 2.7 promedio 5.1

D.E 0.72 D.E 1.3

% C.V 26.4 % C.V 24 4

Normalizando a uno el grupo suficiente, se realizé el calculo para cada dato de

cada semana de experimentacion:

Gn N= Normalizacion
N== Gn= Glucosa sérica del raton n (m)
¥= Promedio de la Glc sérica del grupo suficiente (miv)
Ejemplo:
_43 _
N= 51 - 0.64

Para normalizar los datos del grupo deficiente con el grupo suficiente, se realizo el
mismo calculo para cada dato de cada semana de experimentacion. Estos

calculos se realizaron también para el grupo suplementado.
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Glucosa sérica normalizada con grupo Suficiente

Grupo Deficiente Grupo Suficiente
#ratbn Semana4 | #ratbn Semana 4
0.63 0.84
1 7
0.61 0.94
2 8
0.45 0.94
3 9
0.37 1.1
4 10
0.41 0.78
5 11
0.72 1.47
6 12
_ 0.53 1.0
promedio promedio
D.E 0.14 D.E 0.25
% C.V 26.5 % C.V 24.7
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