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Abreviaturas

ACC1 Acetil-CoA carboxilasa isoforma 1

ACC2 Acetil-CoA carboxilasa isoforma 2

ADP Adenosin difosfato

AMM Acidemia metilmalodnica

AMP Adenosin monofosfato

AMPK Proteina quinasa activada por adenosin monofosfato
ANOVA Andlisis de la varianza de una via (One-way Analysis of Variance)
AP Acidemia propidnica

ARG Arginina

ATP Adenosin trifosfato

Bt Biotina

BtD Deficiente de biotina

BtD+C Deficiente de biotina suplementado con carnitina
Co Carnitina libre
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C12 Dodecanoilcarnitina
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Resumen

Es conocido que los nutrientes pueden interactuar con rutas metabdlicas en varios
niveles, un ejemplo es la biotina (vitamina B7) que, ademas de participar como grupo
prostético de algunas carboxilasas que desempefian un papel importante en la
regulacion del metabolismo energético, también interviene en inmunidad celular,
crecimiento, desarrollo fetal, expresion génica, senalizacién celular y estructura de la
cromatina. Debido a la importancia de esta vitamina, se realizé este estudio con el
objetivo de identificar las diferencias en el metaboloma de ratas deficientes de biotina,
ratas control y ratas deficientes suplementadas con carnitina. El tratamiento duré 4
semanas, tras las cuales se tomaron muestras de sangre en papel filtro para determinar
las concentraciones de 8 aminoacidos y 17 acilcarnitinas mediante espectrometria de
masas en tandem. Todos los metabolitos estudiados mostraron diferencias
significativas (P<0.05, FDR<0.05) entre los grupos. El analisis de componentes
principales reveld la existencia de 3 grupos definidos por su metaboloma. Catorce
metabolitos fueron responsables de la diferencia observada entre el grupo deficiente de
biotina y el control, la 3-hidroxiisovalerilcarnitina y la propionilcarnitina se encontraron
elevadas, otros 12 metabolitos estuvieron disminuidos en el grupo deficiente. La
deficiencia de biotina disminuye el flujo de la B-oxidacién, y la suplementacién con

carnitina confirié una recuperacion metabdlica parcial.



Antecedentes

Descubrimiento

Originalmente, la biotina fue reconocida como un factor de crecimiento microbiano.
Eugene Wildiers, en 1901, sugirio que las levaduras necesitaban de una sustancia
organica accesoria, la cual llamo “Bios”. Quince afios después, W. G. Bateman reporto
que las ratas se enfermaban cuando ingerian huevo crudo en la dieta, aun cuando el
huevo era inocuo. Margaret Averil Boas, en 1927, reportd que cuando las ratas eran
alimentadas con una dieta que incluia huevo como fuente de proteina éstas
desarrollaban dermatitis severa, alopecia, posturas anormales tipo canguro (atribuidas a
espasticidad) y, en ultima instancia, la muerte a las 6 semanas; la patologia recibio el
nombre de “Lesién por clara de huevo” (egg white injury). Posteriormente, ella misma
encontrdé una sustancia presente en levadura e higado crudo que era capaz de curar
dicha lesion, al cual denomind Factor Protector X. Los trabajos siguientes fueron a
cargo de Franklin Allison, Sam Hoover y Dean Burk, quienes describieron un factor de
crecimiento accesorio que aislaron de la yema de huevo, el cual era necesario para el
crecimiento de Rhizobium; nombraron a este factor “Coenzima R” porque pensaban que
era un cofactor para la respiracion. En 1936, Fritz Kégl y su alumno Benno Ténnis
lograron aislar una sustancia cristalina de la yema de huevo de pato, le denominaron
“Biotina” porque creian que era uno de los componentes del factor “Bios”. Un afio mas
tarde, en 1937, Paul Gyorgy y colegas, descubrieron la vitamina H (del aleman Haut, en
espanol piel), la cual era capaz de prevenir la lesidbn por clara de huevo. Estudios

posteriores determinaron que la lesion por clara de huevo se daba unicamente cuando
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la biotina se unia a la avidina, una proteina tetramérica que presenta cuatro sitios de
union a la biotina.”

Vincent du Vigneaud y sus colaboradores descubrieron la estructura de la biotina, la
cual consta de dos anillos: uno contiene un grupo ureido (N-CO-N) y el otro un grupo
tetrahidrotiofeno unido a una cadena de acido valérico (Figura 1). Debido a su
estructura con tres centros quirales, pueden existir ocho estereoisémeros de biotina; sin

embargo, unicamente la D-biotina es biolégicamente activa.

O
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H H

111" >"">COOH

Figura 1. Estructura de la biotina

Funciones de la Biotina

La biotina actua como grupo prostético de las enzimas carboxilasas, ademas tiene un
extenso repertorio de efectos sobre otros procesos tales como inmunidad celular,>**
metabolismo de glucosa®® y en el desarrollo fetal.”® Adicionalmente a su rol metabdlico,
la biotina tiene un importante papel en la expresion génica, existen abundantes reportes

acerca de un gran numero de genes que parecen ser afectados por el status de

biotina.> ™
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Carboxilasas dependientes de biotina

La biotina es necesaria para llevar a cabo las reacciones en las que un grupo carboxilo
es transferido a una molécula aceptora mediante una de las cuatro carboxilasas
dependientes de biotina: piruvato carboxilasa (PC), 2 isoformas de acetil-CoA
carboxilasa (ACC1 y ACC2), propionil-CoA carboxilasa (PCC) y 3-metilcrotonil-CoA
carboxilasa (MCC). Estas enzimas dependientes de biotina estan involucradas en
gluconeogénesis (PC), sintesis de acidos grasos (ACC1), oxidacion de acidos grasos
(ACC2), metabolismo de algunos aminoacidos y degradacién de acidos grasos de
cadena ramificada y de cadena impar (PCC) y metabolismo de leucina (MCC). Todos

ellos involucrados en procesos energéticos como se puede ver en la Figura 2.
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Figura 2. Rol de las carboxilasas dependientes de biotina en procesos energéticos:
gluconeogénesis (piruvato carboxilasa, PC), metabolismo de leucina (3-metilcrotonil-CoA
carboxilasa, MCC), metabolismo de aminoacidos y acidos grasos (propionil-CoA carboxilasa,
PCC), sintesis (acetil-CoA carboxilasa, ACC1) y oxidacion de acidos grasos (acetil-CoA

carboxilasa, ACC2).
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Las carboxilasas son sintetizadas como apoenzimas que se activan cuando la biotina
se une covalentemente al grupo g-amino de un residuo de lisina en el sitio activo. El
proceso mediante el cual se forma la holoenzima se conoce como biotinilacién y
requiere que la holocarboxilasa sintetasa (HLCS) catalice la reaccion de union entre la
biotina y cada una de las apocarboxilasas. La biotinilaciéon de las apocarboxilasas
requiere la activacion de biotina por medio de ATP, con lo cual se forma el intermediario
biotinil-adenilato. Posteriormente, el grupo biotinilo es transferido a la apoenzima para

formar la holoenzima. La reaccién ocurre en dos pasos de la siguiente manera:"’

HLCS+Mg*
d-biotina + ATP d-biotinil-5’AMP + PPi

HLCS+Mg*
d-biotinil-5’AMP + apocarboxilasa ™) | o|ocarboxilasa + AMP

La PC (EC 6.4.1.1) es la enzima encargada de catalizar la conversién de piruvato a
oxaloacetato, paso crucial para reponer intermediarios del ciclo de Krebs y catalizar la
primera etapa de la gluconeogénesis. Fue descubierta en 1959 por Utter y Keech."
Esta presente en bacterias, hongos, plantas, vertebrados e invertebrados. En las
células eucariontes (excepto en hongos filamentosos y levaduras), la PC se localiza en
la mitocondria.

La disminucién en la actividad de la PC ocasiona una disminucién en la secrecion de
insulina estimulada por glucosa, por lo que se ha llegado a relacionar la actividad y la

regulacion de la PC con la incidencia de Diabetes Tipo 2."
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PC-biotina

i B —— .
Piruvato + HCO3 + ATP ) Oxaloacetato + ADP + Pi

La ACC (EC 6.4.1.2) cataliza la conversion de acetil-CoA a malonil-CoA. En mamiferos,
existen dos isoformas: ACC1 y ACC2. La ACC1 se localiza en el citosol y sintetiza
malonil-CoA para la formacién de acidos grasos, por lo que se encuentra principalmente
en tejidos lipogénicos como higado, tejido adiposo y glandulas mamarias.'* Por el
contrario, la ACC2 se encuentra principalmente en la mitocondria y sintetiza al malonil-
CoA para inhibir la B-oxidacion, por lo que su expresion es mayor en musculo
esquelético y corazén. Por lo tanto, las ACCs tienen un papel clave en la sintesis y
metabolismo de acidos grasos.

La actividad de las ACCs en mamiferos es estimulada por el acido citrico; inhibida por
acil-CoA saturados de cadena larga e inactivada mediante fosforilacidn, especialmente
por accion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) y la proteina quinasa A

(PKA).™

ACC-biotina
. - — . .
Acetil-CoA + HCO3 + ATP Malonil-CoA + ADP + Pi

La PCC (EC 6.4.1.3) cataliza la conversion de propionil-CoA a D-metilmalonil-CoA. En
mamiferos se encuentra en la matriz mitocondrial y es activada por cationes
monovalentes como K*, NH,*, Cs*, entre otros.'® La PCC es crucial para el catabolismo

de isoleucina, valina, metionina y acidos grasos de cadena ramificada e impar.
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PCC-biotina

Propionil-CoA + HCO3 + ATP =) [)-|\\etilmalonil-CoA + ADP + Pi

La MCC (EC 6.4.1.4) cataliza la conversidén de 3-metilcrotonil-CoA a 3-metilglutaconil-
CoA. Es esencial para el catabolismo de leucina en la mayoria de los organismos. La

MCC se localiza en la matriz mitocondrial en eucariotes.

MCC-biotina

3-Metilcrotonil-CoA + HCO3™ + ATP = 3-Metilglutaconil-CoA + ADP + Pi

Metabolismo: Ciclo de la biotina

La biotina es importante para el metabolismo de todos los organismos, pero no todos
son capaces de sintetizarla; las células animales dependen de la ingesta de biotina de
los alimentos y del aporte de la microbiota intestinal para cumplir con los requerimientos
de esta vitamina. Sin embargo, la biotina esta presente en muy bajas concentraciones
en la naturaleza, poniendo en riesgo la homeostasis celular. Para compensar esta
situacion, los mamiferos han desarrollado un eficiente ciclo de la biotina para asegurar
su suplemento y adecuada utilizacion (Figura 3).

La activacion de las carboxilasas dependientes de biotina se lleva a cabo gracias a la
actividad de la holocarboxilasa sintetasa, formando primero un compuesto intermediario
(d-biotinil-5-AMP). Las holocarboxilasas, después de efectuar sus funciones, son
degradadas a péptidos en el intestino delgado para ser absorbidos a través del epitelio
intestinal. En este proceso catabdlico, la biotina es recuperada y liberada de la biocitina

16



(péptido pequerio en el que se encuentra la vitamina) por accién de la biotinidasa. La
biotinidasa corta especificamente la union del péptido entre la biotina y el grupo €-amino

del residuo de lisina, dejando a la vitamina libre para su reutilizacién.®

Fuentes de biotina
La biotina se encuentra ampliamente distribuida en los alimentos, tanto en su forma
libre como biocitina, en concentraciones bajas. Entre los alimentos que son un buen
aporte de esta vitamina se encuentran: higado y huevo; en cambio, son fuentes pobres
de biotina: los granos de cereales, algunos vegetales, y frutas.'® La biotina es un
compuesto termoestable, por lo que la coccidn de los alimentos no la desnaturaliza.
De acuerdo con the Food and Nutrition Board, la Ingesta Diaria Recomendada de
biotina tiene variaciones de acuerdo con la edad, sin llegar a tener diferencias
dependiendo del sexo. Las cantidades requeridas son bajas, pues no supera los 35 ug
al dia (Tabla 1).
No se ha reportado toxicidad asociada a la ingesta de biotina, incluso en dosis
farmacéuticas, las cuales son del orden de 5-20 mg diarios."”
Se han validado tres medidas como indicadores de biotina:

1. Alta excrecion del acido 3-hidroxi-isovalérico (refleja actividad disminuida de

MCC).
2. Baja excrecion de biotina urinaria.

3. Actividad de PCC en linfocitos de sangre periférica.

17



Biotina de la dieta

Unida a proteina Libre

\ /

Biotina

Biotinidasa

Lisina o péptidos
de lisina

CICIO de Apocarboxilasas
Biotina (PCC, MCC, PC, ACC)

Biocitina

Holocarboxilasa
sintetasa

Holocarboxilasas

Sl N

Proteinas Lipidos Carbohidratos

Figura 3. Ciclo de la Biotina. La biotina ingerida o adquirida de la microbiota intestinal activa las
apocarboxilasas mediante la holocarboxilasa sintetasa; las holoenzimas llevan a cabo
importantes funciones en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y proteinas. La biotinidasa es

la enzima que libera a la biotina de la biocitina, para reciclarla.
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Tabla 1. Ingesta Diaria Recomendada de biotina por etapa de vida y en pacientes con

errores innatos del metabolismo (EIM).™

Ingesta
Etapa de vida Edad recomendada
(hg/dia)
0 a 6 meses 5
Infantes
6 a 12 meses 6
1 a 3 afios 8
Nifios 4 a 8 afos 12
9 a 13 afios 20
Adolescentes 14 a 18 afios 25
Adultos Mayores de 18 anos 30
Embarazo 14 a 50 afios 30
Lactancia 14 a 50 anos 35
EIM Todas 5-20 mg/dia
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Deficiencia de Biotina

La deficiencia severa de biotina es muy rara, sin embargo, se ha reportado deficiencia
de biotina en pacientes con algunos errores innatos del metabolismo, terapia a largo
plazo con agentes anticonvulsivos, nutricion parenteral (cuando no es debidamente
suplementada con esta vitamina), desnutricion y personas que ingieren grandes
cantidades de huevo crudo.” Se ha llegado a presentar deficiencia marginal de esta
vitamina en mujeres embarazadas, personas que llevan una dieta vegetariana y
personas con alcoholismo crénico.?%!

Algunas manifestaciones clinicas que se dan cuando hay deficiencia de biotina son:
dermatitis, conjuntivitis, alopecia, ataxia, hipotonia, acidosis lactica, convulsiones,

infecciones cutaneas y retraso en el desarrollo. En algunos casos se ha llegado a

reportar depresion, letargia, alucinaciones y parestesia en extremidades.

Errores innatos del metabolismo de biotina

Los errores innatos del metabolismo son un grupo heterogéneo de desérdenes
causados por el defecto de una enzima en una ruta metabdlica, llevando a la alteracion
del metabolismo y la acumulaciéon de moléculas téxicas.?? En el metabolismo de biotina,
se llegan a presentar dos desoérdenes autosémicos recesivos (Figura 4): deficiencia de
biotinidasa y deficiencia de holocarboxilasa sintetasa; esta ultima suele presentarse
durante el periodo neonatal (early-onset), mientras que la deficiencia de biotinidasa lo
hace durante la juventud (late-onset); sin embargo, el periodo de inicio de sintomas es
muy variable.”® Ambos desérdenes llevan a la deficiencia de la actividad en las

carboxilasas dependientes de biotina y se manifiestan comiunmente con acidosis
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metabdlica asociada con anormalidades neuroldgicas y trastornos de la piel, ya sea

erupcion cutanea y/o alopecia.

:_I

Figura 4. Patron de herencia de una enfermedad autosémica recesiva
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Deficiencia de holocarboxilasa sintetasa

Previamente se menciond que la holocarboxilasa sintetasa (HLCS) se encarga de unir
covalentemente a la biotina con las cuatro carboxilasas dependientes de esta vitamina
para activarlas y que sean capaces de llevar a cabo sus funciones.

La deficiencia de HLCS [OMIM 253270] es una enfermedad que se trata facilmente con
biotina. Lo importante es diagnosticarla para evitar los sintomas tipicos de esta
enfermedad que se presenta en el periodo neonatal o en la infancia: acidosis
metabdlica, hiperamonemia, taquipnea, erupciones cutaneas, problemas de

alimentacién, hipotonia, convulsiones, retraso en el desarrollo, alopecia y coma.?

Deficiencia de biotinidasa

La deficiencia de biotinidasa [OMIM 253260] es una enfermedad que puede presentarte
en dos tipos: profunda o parcial. La profunda se define como aquella con una actividad
sérica media menor al 10%, mientras que la parcial es aquella con actividad sérica
media entre el 10 y el 30%.% Se han reportado mas de 165 mutaciones en el gen de
biotinidasa que causan la enfermedad.”® La gravedad de los sintomas tiene un factor
genotipo-fenotipo altamente variable.

Si los nifios que padecen esta enfermedad en modalidad profunda no son tratados,
pueden presentar uno o mas de los siguientes sintomas entre la semana y los 10 afios
de vida: hipotonia, convulsiones, erupciones cutaneas escamosas, alopecia, problemas
respiratorios (hiperventilacion, estridor laringeo y/o apnea), conjuntivitis, candidiasis,
ataxia, retraso en el desarrollo, pérdida de cabello y problemas de visién.*’

A los pacientes se les suplementa con dosis farmacolégicas de biotina para disminuir

los sintomas, pero el dafio previo es irreversible.?
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Carnitina y B-oxidacién
La carnitina (acido y—trimetilamino-B-hidroxibuturico) es una amina cuaternaria (Figura

5) que fue descubierta en un extracto de musculo en 1905.%

H,C

\. o

HC” \
CH;  oH O

Figura 5. Estructura de la I-carnitina.

Ademas de su funcion en la transferencia de los acidos grasos de cadena larga hacia la
mitocondria para la B-oxidacion, la carnitina se une a residuos acil-CoA derivados del
metabolismo intermedio de los aminoacidos y ayuda en su eliminacion. Este
mecanismo es esencial en la unidn y remocion de acidos organicos anormales en
algunas acidemias organicas y explica la deficiencia secundaria de carnitina que resulta
de éstas, reportada por Chalmers y colaboradores.*®

La conjugacion de carnitina disminuye el numero de residuos de acil-CoA unidos a la
Coenzima A (CoA) y aumenta la proporcién entre acil-CoA/CoA, este mecanismo se
vuelve especialmente importante en los desérdenes de oxidacion de acidos grasos
cuando se acumulan los acil-CoA en diferentes 6rganos, induciendo apoptosis e

inflamacion. La conjugacion de diferentes residuos acil-CoA con carnitina produce las
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acilcarnitinas, la cuales pueden ser empleadas como biomarcadores para el diagnostico
de errores innatos del metabolismo."

Recientemente, se ha empleado la carnitina para el tratamiento de diferentes
enfermedades debido a que se han demostrado propiedades antioxidantes y
antiapoptéticas asociadas a su administracion.* De igual manera, se ha reportado que
la carnitina ayuda para aminorar o prevenir el daino hepatico de diversas etiologias
como la hepatitis y carcinoma hepatocelular.®

Independientemente de la fuente (exdgena, sintesis de novo o hidrdlisis intracelular) los
acidos grasos intracelulares se convierten en acil-CoA, mediante tioesterificacién. Este
proceso es catalizado por las acil-CoA sintetasas y tiene como resultado la formacion
de los grupos acil-CoA, la forma activada de los acidos grasos intracelulares. Cuando
las células requieren energia, los acil-CoA pueden ser transportados hacia la
mitocondria y los peroxisomas. La oxidacién en ambos organelos es diferente. Debido a
que la membrana interna de la mitocondria es impermeable a los acil-CoA, éstos deben
estar conjugados con carnitina para poder entrar a la mitocondria y que se lleve a cabo
la B-oxidacion.?®

La ruta metabdlica mas importante para la oxidacion de los acidos grasos es la [3-
oxidacion, en esta via, los acidos grasos se convierten en acetil-CoA (y propionil-CoA
cuando son de cadena impar) para finalmente oxidarse, proporcionando una importante
fuente de energia; se lleva a cabo en la matriz mitocondrial y es el principal proceso
productor de energia, pero no el unico. Los acidos grasos de cadena corta, media,
ramificados o insaturados requieren modificaciones de la [-oxidacion o rutas

metabolicas distintas (a-oxidacion, w-oxidacién) para su oxidacion.*

24



Metabolémica

El estudio de moléculas pequefas para determinar el estado de salud se remonta a la
época 2000-1500 a.C. cuando los médicos chinos empleaban hormigas para evaluar la
cantidad de glucosa en la orina. Alrededor del 300 a.C. los antiguos griegos
reconocieron que era esencial examinar los fluidos corporales (llamados humores) para
diagnosticar enfermedades.*® En 1614 Santorio Sanctorius realizé un trabajo sobre la
pérdida de peso debido a lo que llamé “transpiracion insensible”. Para llevar a cabo su
trabajo, él inventd su propio instrumento para las mediciones y lo prob6é en si mismo
antes de emplearlo en el estudio de pacientes. Se le considera el padre de los estudios
de balance metabdlico porque fue el primero en proporcionar una base cuantitativa para
la patologia.®

Los metabolitos son las pequefas moléculas intermediarias o productos finales del
metabolismo, tipicamente menores de 1500 Da; al conjunto completo de metabolitos en
los seres vivos se le denomina metaboloma. Por décadas se han empleado diferentes
metabolitos tales como glucosa, creatinina, acilcarnitinas, urea, acido urico, bilirrubina,
colesterol, aminoacidos, acidos grasos, entre otros, para explorar el estado de salud.

La metaboldmica es la disciplina que se dedica al estudio global de los metabolitos, su
dinamica, composicion, interacciones y respuestas a intervenciones o cambios en el
ambiente celular de tejidos o biofluidos. En la actualidad, la metabolémica permite
analizar al mismo tiempo miles de compuestos enddégenos y exdgenos con diferentes
propiedades fisicas y quimicas, por lo que su campo ha crecido rapidamente debido a
que hace posible la identificacion de alteraciones en rutas metabdlicas, asi como el
descubrimiento de nuevas funciones de los genes, gracias a que representa una

medicion sensible del estado bioldgico en condiciones de salud o enfermedad.®” Esta
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herramienta es la estrategia de eleccidn para propositos médicos y nutricionales, pero
su aplicacion es tan amplia que incluso se emplea rutinariamente para realizar analisis
toxicoldgicos y biotecnoldgicos.*®%

Las técnicas mas empleadas en este campo son la resonancia magnética nuclear y la
espectrometria de masas,*® su desarrollo ha sido un paso importante para mejorar el
diagndstico y seguimiento de enfermedades, desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas e identificar biomarcadores, proporcionando herramientas que permitan
tener un mayor entendimiento de la fisiopatologia, su impacto en el organismo y la
respuesta de éste para contrarrestarlas.*’

La metabolémica puede llevarse a cabo mediante alguna de las dos estrategias: dirigida

y no dirigida.

Metabolémica no dirigida

Es el analisis de todos los componentes que se puedan medir en la muestra, incluyendo
los desconocidos. Debido a su naturaleza exhaustiva, la metabolomica no dirigida debe
ser acoplada a técnicas quimiomeétricas, como analisis multivariados, para trabajar con
un numero manejable de senales. Este tipo de estudio requiere investigacion e
identificacion posterior mediante Quimica Analitica, pero ofrece la oportunidad de
descubrir nuevos blancos terapéuticos y biomarcadores. Sin embargo, los mayores
retos son: el tiempo requerido para procesar la enorme cantidad de datos crudos, la
dificultad en identificar y caracterizar moléculas desconocidas, la dependencia en la
cobertura analitica intrinseca de la plataforma empleada y la parcialidad en la deteccion

de moléculas abundantes.®’
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Metabolémica dirigida

Proporciona informacidn sobre una lista predefinida de metabolitos o rutas metabdlicas
de interés y es util para responder preguntas bioquimicas especificas. La informacién
obtenida es confiable ya que se cuantifican y analizan compuestos conocidos
empleando métodos especificos y estandarizados que son mas sensibles que los
utilizados en metabolémica no dirigida, en consecuencia, las plataformas metabdlicas
dirigidas son preferibles para metabolitos con concentraciones bajas, los cuales suelen
son bioactivos y desempefiar papeles importantes en los sistemas biolégicos. Ademas,
cuando el principal interés es una clase especifica de metabolitos o una ruta
metabdlica, los enfoques dirigidos pueden proporcionar una mejor vision en la meta
especifica.*? Este enfoque se ha empleado previamente como herramienta para

identificar biomarcadores de la dieta y deficiencias nutricionales.*?

Espectrometria de masas

La espectrometria de masas (MS) es una técnica que emplea la relacion masa-carga
(m/z) especifica de una molécula para identificar y cuantificar sustancias de diversas
fuentes.** Un equipo de espectrometria de masas consta de: sistema de introduccién de
muestra, fuente de ionizacién, analizador de masas, detector y procesador de datos;
estos 5 médulos en conjunto permiten detectar y cuantificar selectivamente multiples
analitos dentro de una familia de compuestos.*

El término tandem significa arreglo de dos o mas cosas una después de la otra.*® Un
espectrometro de masas en tandem (MSMS) consta de varios espectrometros de
masas vinculados en serie, convencionalmente un MSMS cuenta con dos analizadores

de masas separados por una celda de colisiéon. Debido a su rapidez, especificidad y
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sensibilidad,*’ asi como a la gran variedad de fluidos que la MSMS permite analizar,
esta técnica se ha empleado, sola o en combinacién con otros métodos de analisis,
para el diagnostico de errores innatos del metabolismo,* trastornos inmunolégicos,*

analisis de polimeros sintéticos,*® metabolismo de farmacos,®' entre otros.

Enfoque estadistico en la metabolémica

La metabolémica proporciona una gran cantidad de informacion acerca de variaciones
metabdlicas en respuesta a un estimulo, por lo que requiere métodos estadisticos
especificos que permitan analizar el conjunto completo de datos. Existen cuatro
métodos principales que son empleados para garantizar la correcta interpretacion:
métodos no supervisados, de conglomerados (clustering), supervisados y de analisis de
via (pathway analysis). Los métodos no supervisados (Figura 6) permiten identificar
diferencias entre grupos estudiados gracias a que analiza los datos obtenidos sin
importar el grupo al cual pertenecen. Los métodos de conglomerados agrupan a los
sujetos de acuerdo con su similitud. Los métodos supervisados discriminan la
informacion obtenida de acuerdo con el grupo al que pertenecen, con el propdsito de
hacer predicciones precisas en estudios posteriores. Los métodos de analisis de via
son utiles para detectar los mecanismos biolégicos en los que participan los metabolitos

analizados.*®

Componente 2

Componente 1

Figura 6. Proyeccion de un Analisis de componentes principales (PCA), prueba multivariada no

supervisada.
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Justificacion
La deficiencia de biotina puede ocasionar trastornos metabdlicos graves, ademas suele
estar asociada a deficiencia secundaria de carnitina, sin embargo, no son
completamente conocido los cambios metabolomicos que produce y si éstos pueden
revertidos por la administracién de carnitina. En este estudio se empleara metabolémica
dirigida para determinar la concentracién de aminoacidos y acilcarnitinas en tres grupos
de ratas diferentes (Control, BtD y BtD+C) con la finalidad de comparar sus perfiles
metabolomicos. Se ha comprobado la similitud del metabolismo de biotina en ratas y en
humanos, por lo que el analisis metabdlico en el modelo animal permite inferir las
posibles consecuencias metabolémicas desencadenadas por la deficiencia de biotina

en humanos.

Hipotesis
Existen diferencias metabolémicas causadas por la deficiencia de biotina que afectan el

metabolismo intermedio y podrian ser revertidas mediante la administraciéon de

carnitina.

Objetivos

General
s Emplear un analisis metabolémico dirigido para identificar diferencias potenciales
en el metabolismo intermedio de ratas deficientes de biotina y probar si la

administracién de carnitina es capaz de revertir dichos cambios.

29



Particulares
% Cuantificar los aminoacidos y acilcarnitinas en sangre en papel filtro mediante
espectrometria de masas en tandem.

% Analizar los resultados obtenidos mediante el empleo de un programa estadistico

especifico para analisis metabolomicos.
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Procedimiento experimental

Clasificacion del estudio

Este estudio es de tipo experimental, transversal y prospectivo.

Poblacion

Se trabajo con ratas Wistar macho de 21 dias y 50-60g de peso, distribuidas en 3
grupos:

El grupo Control estuvo constituido por 10 ratas alimentadas con una dieta comercial
(con 30% de clara de huevo como fuente de avidina), suplementada con 4mg/Kg de
biotina (TD. 97,126 Harlan Teklad. Madison, WI).

El grupo deficiente de biotina (BtD) formado por 8 ratas en las que se indujo deficiencia
de biotina mediante una dieta comercial suplementada con 30% de clara de huevo
como fuente de avidina (TD. 81,079 Harlan Teklad. Madison, W1).

El grupo de Deficiente de biotina suplementado con carnitina (BtD+C) (n=8). Estas ratas
recibieron el mismo tratamiento que las deficientes de biotina y ademas fueron
suplementadas con |-carnitina, via intraperitoneal (200mg/Kg) cada 24 horas.

Todas las ratas fueron alojadas de manera individual en jaulas de filtro de aire y
sometidas a ciclos de 12 horas luz/oscuridad con acceso libre a agua y alimento. El

tratamiento tuvo una duracion de 4 semanas.
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Analisis de aminoacidos y acilcarnitinas

Obtencion de muestras

A las cuatro semanas de tratamiento, de los animales alimentados at libitum, se
obtuvieron 3 gotas de sangre por cortes en la cola de cada animal, se recolectaron en
papel filtro Whatman 903 y se dejaron secar en posicion horizontal a temperatura

ambiente.

Andlisis de aminoacidos y acilcarnitinas
Se realizé por espectrometria de masas en tandem empleando un espectrometro de

PerkinElmer MSMS Micromass QuattroMicro API, con un kit NeoBase®.

Descripcion de la metodologia

Realizar una perforacion de 3mm de diametro del papel con la muestra, depositar
confetis en pozos de una microplaca con fondo en V truncado, agregar a cada pozo
100pL de solucion de extraccidn del kit, cubrir placa con plastico adhesivo para evitar la
evaporacion y agitar durante 45 minutos a 45°C y 750 rpm en el Incubador/Agitador de
placas. Retirar cubierta de la placa, transferir contenido a microplaca con fondo en V y

cubrir con una lamina de aluminio.

Andlisis estadistico

Se llevé a cabo utilizando el software Metaboanalyst version 3.0, con el cual se
normalizaron los datos mediante Auto-escala (media centrada y dividida por la
desviacion estandar de cada variable) para darle la misma importancia a la
concentracion de cada uno de los metabolitos y reducir los efectos del ruido.

Posteriormente se realizaron pruebas univariadas, multivariadas y de conglomerados
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(cluster): Analisis de la varianza (ANOVA) permite conocer los metabolitos que
presentan diferencias, mientras que la prueba de Fisher (Fisher's LSD) indica entre qué
grupos se presentan dichas diferencias; analisis de componentes principales (PCA) es
una prueba multivariada no supervisada que transforma un conjunto de variables
originales correlacionadas entre si, en un conjunto sintético de variables no
correlacionadas (componentes principales) que conservan la mayor parte de la
variacion original y la representan en términos de porcentaje; el mapa de calor
(heatmap) prueba no supervisada de conglomerados que muestra, graficamente y de
manera individual, la concentracibn de analitos por gradiente de colores,
proporcionando una visualizacion del conjunto de valores obtenidos; analisis
discriminante de minimos cuadrados parciales (PLSDA) que es una prueba
supervisada, multivariada, principalmente empleada en estudios transversales para
determinar la varianza entre dos grupos en términos de porcentaje; las variables de
importancia en la proyeccion (VIP) asociadas al PLSDA permiten identificar los analitos
responsables de la variacion que se llegue a presentar entre los grupos de estudio. La

lista de metabolitos analizados se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2. Metabolitos analizados en la sangre de las ratas

Nombre Simbolo
Valina VAL
Leucina LEU
» | Ornitina ORN
% Metionina MET
E Fenilalanina PHE
£ [Arginina ARG
Citrulina CIT
Tirosina TYR
Carnitina libre Co
Acetilcarnitina C2
Propionilcarnitina C3
Butirilcarnitina C4
3-Hidroxi-butirilcarnitina C40H
Isovalerilcarnitina C5
3-Hidroxi-isovalerilcarnitina C50H
§ Hexanoilcarnitina Cé6
E Octanoilcarnitina C8
.<—§ Decanoilcarnitina C10
< Decenoilcarnitina C10:1
Dodecanoilcarnitina C12
Tetradecanoilcarnitina C14
Tetradecenoilcarnitina C14:1
Tetradecadienoilcarnitina C14:2
Palmitoilcarnitina C16
Oleilcarnitina C18:1
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Resultados

Las ratas estudiadas no presentaron caracteristicas fisicas ni trastornos del
comportamiento que indicaran la necesidad de suspender el tratamiento. El peso de los
animales no presentd diferencias significativas entre los grupos y fenotipicamente no

presentaron cambios evidentes.

Pruebas univariadas

La mediana, media aritmética y el error estandar de las concentraciones de los
metabolitos por grupo se muestran en la Tabla 3. Se presentan los datos previos a la
normalizacion (datos crudos), se puede apreciar que existe un gran intervalo de
concentraciones en los metabolitos estudiados, que va de 0.015 uM (C14:2 en el grupo

control) hasta 205.154 uM (VAL, grupo BtD+C).

El ANOVA muestra que todos los metabolitos estudiados presentan cambios
significativos entre los grupos (P<0.05). EI metabolito con un valor de P mas
significativo fue C50H (3.71E-17). De acuerdo con la tasa de falso descubrimiento, no
existen falsos positivos (FDR<0.05). El analisis post-hoc de Fisher muestra que de los

25 metabolitos cuantificados, 16 presentaron diferencias entre los 3 grupos (Tabla 4).
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Tabla 3. Concentracion micromolar (WM) de aminoacidos y acilcarnitinas, expresadas como Mediana, Media £ Error

estandar (EE).
CONTROL BtD BtD+C
n=10 n=8 n=8
Metabolito Mediana Media EE Mediana Media EE Mediana Media EE
VAL 98.180 95.336 + 4.218 124.485 123.032 + 8.761 203.490 205.154 + 8.353
LEU 126.795 126.514 + 2.459 98.145 106.716 + 7.068 143.685 143.081 = 6.600
ORN 19.695 18.075 + 1.551 11.345 13.172 + 1.348 12.715 13.319 £+ 1.144
MET 46.755 47.779 + 3.353 33.990 36.188 + 2.775 57.895 60.111 £ 3.141
PHE 47.995 47.731 £ 2.092 36.960 39.083 + 2.590 55.900 56.446 + 2.426
ARG 109.815 113.549 + 5.916 49.175 65.364 + 9.730 61.580 62.594 + 4.796
CIT 53.435 56.218 + 2.190 45.380 47.425 + 2.715 51.800 48.031 + 2.384
TYR 68.565 69.126 + 3.157 68.025 65.881 + 2.222 90.725 92.051 + 3.112
Co 22495 22554 + 0.945 7.080 7.464 + 0.417 26.235 26.405 + 1.631
C2 17.625 16.882 + 0.618 7.300 7.876 + 0.516 24.310 23.941 * 0.945
C3 2.040 2173 + 0.140 5545 5263 + 0.362 14.550 15.821 = 1.541
C4 0.785 0.790 + 0.029 0.320 0.363 + 0.030 1.085 1.116 + 0.056
C5 0.165 0.175 + 0.013 0.125 0.124 + 0.014 0.545 0.524 * 0.030
C40H 0.200 0.201 + 0.006 0.040 0.043 + 0.004 0.155 0.158 * 0.011
C6 0.080 0.083 + 0.004 0.030 0.044 + 0.008 0.095 0.091 %= 0.005
C50H 0.040 0.039 + 0.002 0.335 0.275 + 0.039 0.315 0.311 = 0.014
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Tabla 3. Concentracion micromolar (uM) de aminoacidos y acilcarnitinas, expresadas como Mediana, Media £ Error

estandar (EE) (continua).

CONTROL BtD BtD+C
n=10 n=8 n=8
Metabolito Mediana Media EE Mediana Media EE Mediana Media EE

C8 0.110 0.109 + 0.005 0.030 0.048 + 0.011 0.115 0.120 = 0.005
C10:1 0.050 0.054 + 0.002 0.035 0.038 + 0.004 0.115 0.119 % 0.006
C10 0.140 0.145 + 0.003 0.040 0.059 + 0.015 0.110 0.109 % 0.009
C12 0.180 0.190 + 0.009 0.045 0.078 + 0.023 0.130 0.138 = 0.013
C14:2 0.015 0.015 £ 0.002 0.015 0.016 + 0.002 0.040 0.044 * 0.004
C14:1 0.070 0.072 + 0.004 0.040 0.050 + 0.007 0.115 0.115 % 0.009
C14 0.240 0.244 + 0.014 0.060 0.105 + 0.029 0.140 0.156 % 0.015
C16 1.455 1.443 + 0.066 0.555 0.780 + 0.158 1.945 1.999 + 0.113
C18:1 0.630 0.629 + 0.032 0.445 0.507 + 0.046 1.700 1.696 + 0.066
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Tabla 4. Andlisis de la Varianza, analisis post-hoc de Fisher y graficas de todos los metabolitos analizados en los tres grupos.

Metabolito p.value’ FDR? Fisher's LSD? Gréfica®

C18:1 6.15E-16 7.99E-15 0-1; 0-2; 1-2 2

T
Control BtD BtD+C

C16 2.33E-11  6.06E-11 0-1; 0-2; 1-2

T
Control BtD BtD+C

T
[

C14:2 7.10E-08 9.71E-08 0-2; 1-2 Y

0.02

0.01

0.00 - :
Control BtD BtD+C

' P.value (valor de P). Indica la probabilidad de que la diferencia de perfiles sea debida a variacién aleatoria.

2 FDR (False Discovery Rate). Es la proporcién de falsos positivos entre las pruebas que fueron significativas.

® Fisher's LSD (Fisher's Least Significant Difference). Indica los grupos entre los cuales se presentaron las diferencias estadisticas:
Control=0, Deficiente de biotina=1, Deficiente de biotina suplementado con carnitina=2.

* La escala indica la concentracién micromolar.

38



Tabla 4. Analisis de la Varianza, andlisis post-hoc de Fisher y graficas de todos los metabolitos analizados en los tres grupos (continua).

Metabolito p.value’ FDR? Fisher's LSD? Gréfica®
C14:1 5.09E-08  7.35E-08 0-1; 0-2; 1-2
Control BtD BtD+C
C14 1.78E-09  2.89E-09 0-1; 0-2; 1-2
C12 423E-10  8.46E-10 0-1; 0-2; 1-2

Control

' P.value (valor de P). Indica la probabilidad de que la diferencia de perfiles sea debida a variacién aleatoria.

2 FDR (False Discovery Rate). Es la proporcién de falsos positivos entre las pruebas que fueron significativas.

® Fisher's LSD (Fisher's Least Significant Difference). Indica los grupos entre los cuales se presentaron las diferencias estadisticas:
Control=0, Deficiente de biotina=1, Deficiente de biotina suplementado con carnitina=2.

* La escala indica la concentracién micromolar.
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Tabla 4. Andlisis de la Varianza, analisis post-hoc de Fisher y gréficas de todos los metabolitos analizados en los tres grupos (continda).

Metabolito p.value’ FDR? Fisher's LSD? Gréfica®
C10:1 1.91E-13  1.65E-12 0-1: 0-2: 1-2
Control BtD BtD+C
C10 2.20E-12  7.13E-12 0-1: 0-2: 1-2
e Control BtD BtD+C
cs 9.00E-13  3.83E-12 0-1: 1-2

0.00 -

Control

' P.value (valor de P). Indica la probabilidad de que la diferencia de perfiles sea debida a variacién aleatoria.

2 FDR (False Discovery Rate). Es la proporcién de falsos positivos entre las pruebas que fueron significativas.

® Fisher's LSD (Fisher's Least Significant Difference). Indica los grupos entre los cuales se presentaron las diferencias estadisticas:
Control=0, Deficiente de biotina=1, Deficiente de biotina suplementado con carnitina=2.

* La escala indica la concentracién micromolar.
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Tabla 4. Andlisis de la Varianza, analisis post-hoc de Fisher y gréficas de todos los metabolitos analizados en los tres grupos (continda).

Metabolito p.value’ FDR? Fisher's LSD? Gréfica®

C6 9.36E-10 1.74E-09 0-1;1-2 "

0.02

0.00 -
Control BtD BtD+C

C5 1.03E-12 3.83E-12 0-2; 1-2

Control BtD BtD+C

0.3

C50H 3.71E-17 9.64E-16 0-1; 0-2 "7

0.1

0.0 -
Control BtD BtD+C

' P.value (valor de P). Indica la probabilidad de que la diferencia de perfiles sea debida a variacién aleatoria.

2 FDR (False Discovery Rate). Es la proporcién de falsos positivos entre las pruebas que fueron significativas.

® Fisher's LSD (Fisher's Least Significant Difference). Indica los grupos entre los cuales se presentaron las diferencias estadisticas:
Control=0, Deficiente de biotina=1, Deficiente de biotina suplementado con carnitina=2.

* La escala indica la concentracién micromolar.
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Tabla 4. Analisis de la Varianza, andlisis post-hoc de Fisher y graficas de todos los metabolitos analizados en los tres grupos (continua).

Metabolito p.value’ FDR? Fisher's LSD? Gréfica®
0.15 o I
C40H 2.79E-13  1.81E-12 0-1;0-2; 12 .|
0 contral BD  BiD:C
124 T
1.0 J_
C4 1.75E-11 5.05E-11 0-1; 0-2; 1-2 06
v Control BtD BtDIi-C
C3 1.45E-10 3.14E-10 0-1; 0-2; 1-2 . l
7 Control BtD BtDIi-C

' P.value (valor de P). Indica la probabilidad de que la diferencia de perfiles sea debida a variacién aleatoria.

2 FDR (False Discovery Rate). Es la proporcién de falsos positivos entre las pruebas que fueron significativas.

® Fisher's LSD (Fisher's Least Significant Difference). Indica los grupos entre los cuales se presentaron las diferencias estadisticas:
Control=0, Deficiente de biotina=1, Deficiente de biotina suplementado con carnitina=2.

* La escala indica la concentracién micromolar.
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Tabla 4. Analisis de la Varianza, andlisis post-hoc de Fisher y graficas de todos los metabolitos analizados en los tres grupos (continua).

Metabolito p.value’ FDR? Fisher's LSD? Gréfica®
25 T
20 H J_
C2 6.56E-13  3.41E-12 0-1; 0-2; 1-2
o Contral BtD BtDI+C
30 "|'
25: l
Co 540E-11  1.28E-10 0-1; 0-2; 1-2

10 A

T
Control BtD BtD+C

200 H J_

150 H

VAL 1.16E-09 2.00E-09 0-1; 0-2; 1-2

100 +

50

T
Control BtD+C

' P.value (valor de P). Indica la probabilidad de que la diferencia de perfiles sea debida a variacién aleatoria.

2 FDR (False Discovery Rate). Es la proporcién de falsos positivos entre las pruebas que fueron significativas.

® Fisher's LSD (Fisher's Least Significant Difference). Indica los grupos entre los cuales se presentaron las diferencias estadisticas:
Control=0, Deficiente de biotina=1, Deficiente de biotina suplementado con carnitina=2.

* La escala indica la concentracién micromolar.
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Tabla 4. Analisis de la Varianza, andlisis post-hoc de Fisher y graficas de todos los metabolitos analizados en los tres grupos (continua).

Metabolito p.value’ FDR? Fisher's LSD? Gréfica®
LEU 2.55E-04  2.89E-04 0-1; 0-2; 1-2
PHE 9.11E-05  1.08E-04 0-1; 0-2; 1-2
Control BtD BtD+C
TYR 5.92E-06  7.69E-06 0-2; 1-2

Control BtD BtD+C

' P.value (valor de P). Indica la probabilidad de que la diferencia de perfiles sea debida a variacién aleatoria.

2 FDR (False Discovery Rate). Es la proporcién de falsos positivos entre las pruebas que fueron significativas.

® Fisher's LSD (Fisher's Least Significant Difference). Indica los grupos entre los cuales se presentaron las diferencias estadisticas:
Control=0, Deficiente de biotina=1, Deficiente de biotina suplementado con carnitina=2.

* La escala indica la concentracién micromolar.
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Tabla 4. Analisis de la Varianza, andlisis post-hoc de Fisher y graficas de todos los metabolitos analizados en los tres grupos (continua).

Metabolito p.value’ FDR? Fisher's LSD? Gréfica®
60 T
50 + l
MET 7.78E-05  9.63E-05 0-1: 0-2: 1-2 Y

ARG 2.74E-08 4.20E-08 0-1; 0-2 I
T
1
CIT 3.56E-03 3.86E-03 0-1; 0-2
Control BtD BtDIi-C

' P.value (valor de P). Indica la probabilidad de que la diferencia de perfiles sea debida a variacién aleatoria.

2 FDR (False Discovery Rate). Es la proporcién de falsos positivos entre las pruebas que fueron significativas.

® Fisher's LSD (Fisher's Least Significant Difference). Indica los grupos entre los cuales se presentaron las diferencias estadisticas:
Control=0, Deficiente de biotina=1, Deficiente de biotina suplementado con carnitina=2.

* La escala indica la concentracién micromolar.
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Tabla 4. Analisis de la Varianza, andlisis post-hoc de Fisher y graficas de todos los metabolitos analizados en los tres grupos (continua).

Metabolito p.value’ FDR? Fisher's LSD? Gréfica*

ORN 4.14E-03 4.31E-03 0-1; 0-2

T
Control BtD BtD+C

' P.value (valor de P). Indica la probabilidad de que la diferencia de perfiles sea debida a variacién aleatoria.
2 FDR (False Discovery Rate). Es la proporcién de falsos positivos entre las pruebas que fueron significativas.
% Fisher's LSD (Fisher's Least Significant Difference). Indica los grupos entre los cuales se presentaron las diferencias estadisticas:

Control=0, Deficiente de biotina=1, Deficiente de biotina suplementado con carnitina=2.
4 La escala indica la concentracion micromolar.
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Pruebas multivariadas

No supervisadas

El analisis de componentes principales (PCA) revela claramente la separacion de los
grupos estudiados, con una varianza en dos componentes del 84.2% (PC1=48.7%,
PC2=35.5%), lo que indica que los tres grupos presentan un metaboloma diferente, sin
ninguna superposicién entre los grupos, el grupo control presenta una menor

variabilidad interindividual. No se observan valores atipicos (Figura 7).

El mapa de calor muestra la concentracion individual de las muestras y agrupa a los
animales como resultado de un analisis de conglomerados no supervisado de acuerdo
a su perfil metabdlico, cada fila corresponde a un analito y cada columna a un individuo.
El dendograma revela que cada grupo tiene un perfil metabolémico caracteristico y
sefala una mayor semejanza entre el grupo BtD+C y el Control. El gradiente de color
que va de anaranjado a amarillo indica la concentracion de cada metabolito, como se
observan todos los resultados al mismo tiempo es posible comparar a los individuos
dentro del mismo grupo (variabilidad intragrupal) o de un grupo con respecto a otro
(variabilidad intergrupal). En el grupo BtD la mayoria de los metabolitos se encuentran
en concentraciones bajas (celdas anaranjadas), con excepcion de C50H, C3 y VAL.
Comparado con el grupo control, en el BtD+C los metabolitos presentan
concentraciones elevadas (celdas amarillas), excepto en C40H, C14, C10, C12, ORN,

ARG y CIT. El grupo BtD+C presenté mayor variabilidad intragrupal (Figura 8).
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Figura 7. 2D-PCA. Representacion grafica de los datos metaboldomicos obtenidos en las
muestras de sangre, resumidos en los 2 componentes principales. Cada punto corresponde a
un animal, la cercania ellos refleja similitud metabolémica. Las elipses representan las regiones
con el 95% de confianza. Grupos: Control=azul, Deficiente de biotina=rojo, Deficiente de biotina

suplementado con carnitina=verde.
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Figura 8. Mapa de calor. Muestra la vision del conjunto de datos obtenidos en forma de matriz
con celdas de colores de acuerdo con la concentracion relativa que se ve reflejada en el
gradiente de color que va de amarillo (mayor) a anaranjado (menor) de los metabolitos
analizados. Cada fila corresponde a un analito y cada columna a un individuo. En la parte
superior de la imagen se muestra un dendograma que agrupa a los sujetos de acuerdo con la
similitud entre sus perfiles.

49



Supervisadas

El resultado del analisis discriminante de minimos cuadrados parciales (PLSDA)
muestra la diferencia metaboldémica entre los grupos Control y BtD. En el PLSDA se
observa una contundente separacién entre los 2 grupos, con una varianza del 78.7%
(PLS1=69.1%, PLS2=9.6%). La prueba indica que tanto el ajuste del modelo como la
prediccidén son muy buenos (R2=0.99719, Q2=0.97971). Las variables de importancia
en la proyeccién (VIP) revelan que 14 metabolitos son responsables de la separacién
entre los grupos (VIP score>1), y de éstos, C50H y C3 se encuentran elevados en el

grupo BtD (Figura 9).

Analisis de vias metabdlicas

Los 14 metabolitos responsables de la diferencia de perfiles metaboldmicos de las ratas
deficientes comparadas con las controles fueron relacionados con las vias metabdlicas
en las cuales participan, las graficas se observan en la Figura 10. C50H y C3 estan
involucrados en el metabolismo de las carboxilasas, en ambas graficas se observa que
el grupo control tiene la menor concentracion (Figura 10A). En los metabolitos
relacionados con la B-oxidacion, el grupo BtD presenta niveles bajos comparados con el
grupo Control (Figura 10B). ARG fue el unico aminoacido involucrado en la
diferenciacién de perfiles entre los grupos, este metabolito, junto con CIT y ORN,
participa en el ciclo de la urea, los 3 aminoacidos muestran la misma tendencia,
presentando una menor concentracion de estos aminoacidos en el grupo BtD (Figura

10C).
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Figura 9. PLSDA (A) y su correspondiente VIP (B). EI PLSDA compara al grupo Deficiente de
biotina (rojo) con el Control (azul), las elipses corresponden a las regiones con el 95% de
confianza. La VIP muestra los metabolitos responsables de la separacion entre los grupos
observada en el PLSDA. Las cajas de colores a la derecha indican la concentracion relativa de

los metabolitos correspondientes en cada grupo de estudio (rojo= elevado, verde=disminuido).
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Figura 10. Graficas de los metabolitos relacionados con A) metabolismo de carboxilasas, B) (3-

oxidacion y C) ciclo de la urea.
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Discusion

Existe evidencia que diversos grados de deficiencia secundaria de biotina pueden
ocurrir en diversas patologias; las deficiencias severas ocurren en enfermedades

genéticas, provocando una variedad de consecuencias en la salud.>***

La deficiencia de esta vitamina se ha estudiado principalmente en modelos animales
entre 6 y 8 semanas, cuando las ratas presentan todos los signos de la deficiencia y
ademas tienen asociada una severa desnutricion.”®*® Actualmente los estudios estan
enfocados a observar diferencias en deficiencias de marginales a moderadas. Se ha
demostrado que en un lapso de 4 semanas con carencia de esta vitamina, las ratas
presentan cambios genéticos y metabdlicos que aparecen antes de efectos de

desnutricion o adaptativos.>’

El analisis de componentes principales y el dendograma del mapa de calor revelan la
existencia de tres grupos perfectamente definidos lo que indica que el metaboloma de

las ratas es influenciado por la deficiencia de biotina y la suplementaciéon de carnitina.

De acuerdo al modelo de PLSDA se identificaron 14 compuestos (VIP>1) responsables
de las diferencias entre el grupo control y el grupo BtD. Dentro de las acilcarnitinas
destacan C50H y C3 que presentaron concentraciones mayores en el grupo BtD
(Figura 9B) (Figura 10A), ambas acilcarnitinas se emplean como biomarcadores

58,59

patolégicos de deficiencia de biotina genética como adquirida, ademas es un
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indicador temprano y sensible de deficiencia marginal.?® Por su parte, la C3 es el
biomarcador caracteristico de deficiencia en el metabolismo del propionato: acidemia

metilmaldnica (AMM) y propidnica (AP).%’

Varias acilcarnitinas se encontraron disminuidas en el grupo BtD, destacan de manera
importante C16, C2 y C40H que se sabe son fuertes marcadores de la B-oxidacion,®?
sin embargo existe discordancia entre datos previamente reportados donde se observa
un aumento en la trascripcion de genes involucrados con la $-oxidacion incluso en el
periodo postprandial,®® indicando que los cambios genéticos no necesariamente se
pueden utilizar para inferir un flujo en el metabolismo.®*®® En este caso también
observamos que la CO se encuentra disminuida en el grupo BtD, por lo que la baja
concentracion de acilcarnitinas puede ser secundaria a la falta de sustrato. Se esperaria
que la baja actividad de ACC, debido a la deficiencia de biotina, conlleve a un
incremento en el transporte de acidos grasos y la B-oxidacién, lo que aumentaria los
niveles de ATP; sin embargo, resultados previos sehalan escasez energética en
deficiencia de biotina, probablemente causada por reduccién en la anaplerosis del ciclo
de Krebs debido a la baja actividad de la PCC y debido al dafio mitocondrial reportado

en ratas deficientes de biotina.?®

La deplecién de CO tiene repercusiones muy importantes pues juega un papel vital en la
produccion de energia, el metabolismo de acidos grasos y las funciones del sistema
inmune.®” Participa ademas en la detoxificacion de compuestos acil-CoA que se
encuentran elevados en pacientes con acidemias organicas. La deficiencia de carnitina

secundaria en acidemias organicas ha sido reportada previamente y suele ser
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suplementada como parte del tratamiento.®®*®® En este estudio, la suplementacién con

carnitina confirié una recuperacion metabdlica parcial al grupo correspondiente.

La ARG fue el unico aminoacido que contribuyé a la diferenciacion de perfiles,
encontrandose en menor concentracion en el grupo BtD, lo que sugiere una
disminucion en el flujo del ciclo de la urea, presumiblemente se encuentra asociada a la
acumulacion de Propionil-CoA que es un potente inhibidor de la formacion de N-
acetilglutamato, un activador alostérico de la carbamilfosfato sintetasa 1, enzima que
cataliza la condensaciéon y activacion de amonio y acido carboénico para formar
carbamilfosfato, esta reaccion esencial e irreversible es el paso limitante del ciclo de la
urea.”” Los 3 aminoacidos que participan en el ciclo de la urea ARG, CIT y ORN
mostraron una concentracion mayor en el grupo Control que en los grupos BtD y
BtD+C, indicando que la suplementacion con carnitina no alcanza a revertir el efecto de
la deficiencia de biotina en esta via metabdlica. Este resultado concuerda con un
estudio previo en el cual se reporta disminucion tanto en la expresion del gen de
ornitina transcarbamilasa como en la actividad enzimatica, sin que se vea reflejado en

el flujo del ciclo de la urea.”
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Conclusiones

Los resultados muestran que la deficiencia de biotina induce cambios metabolémicos.
Catorce metabolitos fueron responsables de la diferenciacion entre los perfiles del
grupo BtD y Control, dos se encontraron elevados y doce disminuidos en el grupo BtD.

La deficiencia de biotina disminuye el flujo de la B-oxidacién debido a la falta de sustrato
y probablemente relacionado con baja obtencién de energia, la suplementacion con

carnitina confirié una recuperacién metabdlica parcial.
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Perspectivas

La metaboldmica es un enfoque que puede ser empleado para entender tanto la
fisiopatologia de enfermedades como el analisis de la interaccidén entre los nutrientes y
el metabolismo, también permite generar modelos computacionales que pueden ser
empleados como herramientas predictivas para analisis posteriores, lo que hacen de
este enfoque una poderosa herramienta para el estudio de desérdenes metabdlicos, asi

como aspectos nutricionales.
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