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RESUMEN

La biotina s una vitamina que actua ¢Omo grupo prostético de enzimas que fijan
CO, en diversas reacciones metabdlicas. Se puede inducir la deficiencia de biotna en
animales de experimentacién, cuando se les proporciona una dieta que contiene clara de
huevo cruda como inica fuente de proteina. En humanos se han descrito dos defectos en el
ciclo de aprovechamiento de la biotina que se conocen como Deficiencia Multiple de

Carboxitasas (DMC). Animales de experimentacion deficientes de biotina y humanos con

TR smmmcmmbne albmanntamas ae ol Frrminsmnmainemtn Aal Qlatnein Tomsama T o b Lamania daAl
arivany P WAASLLASS MALLLA MawaN sl mas v AR RS aawAdL L WA e ansbtiime ssassa - Ao N

dafto inmunolégico no se entiende todavia.

En esta investigacion se establece un modelo experimental murino que permite
profundizar en el estudio del proceso involucrado en la relacién que existe entre la
deficiencia de biotina v la funcién det Sistema Inmunitario. Tres grupos de ratones macho
Balb/cAnN de 4 semanas de edad recibieron durante 20 semanas. dieta control, depletante
de biotina y suplementada con biotina. No se observaron diferencias significativas entre los
grupos control y suplementado para ninguno de los parametros determinados. Desde las dos
semanas con dieta depletante de la vitamina, los ratones Balb/cAnN tuvieron una ganancia
de peso significativamente menor. en comparacién con los ratones de los grupos comrol ¥
suplementado. Durante las 20 semanas de experimentacion, en los ratones deficientes el
desarrollo del higado y las actividades de dos enzimas biotiniladas,- propionil CoA
carboxilasa (PCC) y piruvato carboxilasa (PC)-, fueron significativamente menores que ¢n
los animales del grupo control. Con respecto al efecto de la deficiencia de biotina sobre el
Sisterna Inmunitario, los ratones deficientes de biotina en comparacién con los ratones con

dicta control, tuvieron reducciones estadisticamente significativas en e} desarrollo de higado.



bazo y timo; en la celularidad de! bazo, en la proliferacion de linfocitos T del bazo inducida
por mitGgenos, asi como alteraciones en las proporciones de las subpoblaciones de linfocitos
de bazo y timo.

Estos hallazgos sugieren que la biotina puede tener un efecto importanie en la
maduracion de los linfocitos, asi como en la respuesta a diversos estimulos y
consecuentemente en la capacidad del Sistema Inmune a responder ante un reto antigénico.

Debido a que no se observaron correlaciones directamente proporcionales entre la

disminucién de 1a actividad esnecifics de lac carhovilasas POC v PO u Ine rambine on ol necn
corporal, desarrollo de higado, bazo y timo, proporciones de subpoblaciones de linfocitos de
bazo y timo y celularidad en el bazo, es posible que estos efectos se lleven a cabo

indirectamente por las enzimas biotiniladas, o directamente por la biotina.



ABSTRACT

Biotin is a water-soluble vitamin of the B complex that serves as a cofactor of four
enzymes which fixes CO and participates in various pathways of the cellular metabolism,
Biotin deficiency is induced in experimental animals by giving them a diet which only source
of protein is raw egg white. There are two defects in the biotin cycle that have been
observed in humans, and both of them ate known to cause Multiple Carboxylase Deficiency
(MCD). Humans with MCD and biotin-deficient experimental animals have an altered
Immune System functioning, but the process that takes place in it is not known yet. For the
sake of this study, a murine experimental model was established in order to aliow an insight
into the process involving biotin deficiency and the Immune System functioning. In the
model, three groups of 4 weeks old Balb/cAnN male mice received control, biotin depleted
and biotin supplemented diets for 20 weeks. There were not significant differences between
mice from the control and supplemented groups for any parameter determined.

In comparision with control and supplemented groups, mice with biotin depleting
diet showed a significantly slowed growth rate from the 2" week on. From weeks 3 to 7 the
weight remained constant, and from weeks 8 to 20 there was a significantly progressive
weight loss. The tiver, spleen and thymus of biotin-deficient mice. showed a diminished
growth rate weight as compared to the control and supplemented mice. From weeks 4 to 20
the specific activities of two biotin-dependent enzymes -pyruvate carboxylase (PC) and
propionyl CoA carboxylase (PCC)- were significantly low in liver, spleen an thymus of the
biotin-deficient mice. With respect to the effects of biotin deficiency on the Immune System,
statistically significant changes in the total number of spleen cells and in the proportions of

spleen and thymus cells carrying different phenotypic markers were observed. Also, the



mitogen-induced proliferation of spleen cells was slower in biotin-deficient mice than in mice
on control diet.

These observations suggest that biotin couid have an important role in lymphocyte
maturation and in responsiveness to stimulation, and consequently in the capacity of the
Immune System and its response to an antigenic challenge. A direct correlation between the
decrease in specific activities of PCC and PC in the organs studied. and the alterations
described (corporal weight; liver, spleen and thymus development; cellularity in the spleen;

ce amd msnmnmtinmn AF rheanaletiane Af cnlaan

uluuu:u pluulctauuu \u apn.\..u A_yu:yuuw_, L e B e T A
and thymus lymphocytes) was not found. Thus, this lack of correlation suggests the
possibility that the alterations found could be caused indirectly by biotinilated enzymes or

directly by the biotin.



INTRODUCCION

INMUNOLOGIA NUTRICIONAL

Desde tiempos ancestrales se sabe que la salud est4 directamente relacionada con el
estado nutricional. Escritos antiguos de Egipto. India y biblicos incluyen recomendaciones
acerca de los alimentos y la salud (5). Al igual que en muchas otras disciplinas, los
conocimientos de la relacion nutricion-salud surgieron inicialmente como observaciones
aisladas v nosteriormente se efectuaron estudios disefiados nara aclarar aleunos temas en
particular. Paralelamente a estas observaciones dispersas. también se ha desarrollado el
conocimiento de la funcién del Sistema Inmunitario asi como de otros aspectos de la
Biologia, los cuales ocasionaron el surgimiento, hace poco menos de 20 afios, de la
subdisciplina cientifica que actualmente se conoce como Inmunologia Nutricional o
lamunonutricién (5).

J. F. Menkel es considerado actualmente como el padre de la inmunologfa nutricional
porque fue el cientifico que, por primera vez. en 1810 correlacion6 la desnutricion con la
atrofia timica (6). Segun Ranjit Kumar Chandra, esta subdisciplina ha pasado por varias
etapas sucesivac, €n sus inicios por observaciones anecdéticas y de importancia historica y
recientemente por sofisticadas investigaciones a nivel celular y molecular (7). Es un hecho
que millones de personas del tercer mundo, asi como miles de pacientes que asisten a los
modemos centros de salud porque tienen severas enfermedades, neoplasias o traumas,
sufren de lo que se denomina "Sindrome de Deficiencia Inmunoldgica Nutricionalmente
Adquirida”" (NAIDS por sus iniciales en inglés: Nutritionally Acquired Immunodeficiency

Syndromes) (6).



Respuestas Inmunologicas en Desnutricién.- Es claro que las numerosas
observaciones del funcionamiento del Sistema Inmunitario que se han hecho en animales o
individuos con cuadros de desnutricidn grave, son el resultado de la suma de todas las
contribuciones y respuestas de los diversos componentes del sistema inmune, los cuales a su
vez, se encuentran alterados por la deficiencia simultinea de muchos nutrimentos. En la
actualidad se tienen evidencias claras de que el sistema inmune no puede funcionar en
condiciones optimas si estd presente la desnutricién; no obstante, se puede decir que son
muy pocos 10§ estudios dirigidos a cmendel ivs Bieuius Yue vausa i Ci alatcnia LniuLiar v

la deficiencia puntual de un nutrimento particular (8).

VITAMINAS

Son sustancias organicas de bajo peso molecular, constituyentes de la dieta, que
actian esencial y exclusivamente como catalizadores y que el organismo requiere en
cantidades muy pequeiias para su desarrollo normal. No son componentes estructurales del
cuerpo ni son sintetizadas por €, o tal vez no en cantidad suficiente, por lo que deben ser
ingeridas en la dieta o adquiridas de otra forma. La deficiencia de vitaminas produce
enfermedad, la que se cura por la administracion de las mismas (1).

Es posible que en la actualidad se conozcan todas las vitaminas que los humanos
requicren para su desarrollo. Muchos afios de experiencia han mostrado que los pacientes
gue son alimentados por via totalmente parenteral (es decir que reciben dosis intravenosas
de factores nutricionales conocidos), no presentan un desarrollo deficiente ni sintomas de

enfermedad por deficiencia de vitaminas (4).



Absorcion Intestinal y Transporte.- Para la mayoria de las vitamninas se requieren
mecanismos especializados de transporte. Para muchas de ellas la absorcion intestinal
muestra una cinética de saturacién y es estéreo especifica, lo cual indica la existencia de
acarreadores particulares. Algunas vitaminas son metabolizadas durante la asimilacién y
otras ademds se unen a proteinas especificas, como parte de los mecanismos de absorcion. A
través del intestino, las vitaminas entran a la circulacion y por medio de ¢ésta son distribuidas
a todo el organismo. Ya en el interior de la célula las vitaminas deben transformarse a su
forma bicldgicamente activa (1.

Determinacion del estado funcional de las vitaminas.- Durante las primeras tres
décadas del siglo XX se utilizaron animales de experimentacion para el estudio de la
enfermedad por deficiencia de vitaminas, asi como para probar los efectos curativos de las
preparaciones que las contienen. El protocolo mas usado ha sido el curativo, que consiste en
suministrar a los animales una dieta completa que s6lo carece de la vitamina en estudio.
Después de cierto tiempo, se observan los sintomas de deficiencia como: crecimiento
reducido, lesiones en la piel y la pérdida de la funcién de ciertos érganos, entre otros.
Posteriormente, se afiade la vitamina a la dieta y se observa como desaparecen los sintomas
de deficiencia. en la medida que éstos sean reversibles.

Los métodos enzimaticos para determinar el estado funcional de una vitamina en los
humanos son posibles para aquellas vitaminas que, después de haber sido adecuadamente
modificadas, sirven como coenzimas. La deficiencia de la vitamina ileva a una caida de la
actividad enzimatica, ta cual puede ser cuantificada. En el humano, la determinacion mas

confiable del estado funcional de una vitamina no consiste en la medicién de la actividad
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enzimatica absoluta, sino en establecer el cociente « que resulta de las actividades
detectadas antes y después de la administracion de la vitamina (3).

Desde el punto de vista clinico y preventivo, la determinacion del estado funcional de
una vitamina es més importante en aquellos casos en donde hay una deficiencia marginal de
ésta, es decir, cuando aln no estd presente ningin sintoma clinico en particular. En esta
etapa los sintomas inespecificos que se expresan usualmente son, entre otros, la reduccion en

la defensa a agentes infecciosos, irritabilidad, somnolencia y pérdida del apetito. En estos

naoen Yo Anfininmnin anlamannta moanda dasammadonann ceclionomda 1o mnelo2dad Ao 1o ooain.
e e L L LT L L A chhehadd mwr s ARAAR S nihe T Y RS AAALLwens and Whw b d T FRARILL WA dlL \.dll.-l-llll-lﬂ hll-l\-

requieren a la vitamina.

Ingesta recomendada.- Los requerimientos de vitaminas por un organismo estin
siempre sujetos a grandes variaciones ya que, al igual que su metabolismo, depende de
diversas influencias y desafios como enfermedad, etapa de la vida y edad. De aqui que la
demanda cuantitativa de las vitaminas sélo puede establecerse como una aproximacion que
se denota con el término “ingesta recomendada”. En los humanos. la ingesta diaria de
vitaminas puede calcularse por el contenido de éstas en los alimentos, aunque el resultado
debe tomarse con ciertas reservas, puesto que ademas de las variaciones mencionadas, el
aprovechamiento de las mismas es diferente en los diversos componentes dietéticos.
Adicionalmente, la determinacion analitica del contenido de vitaminas en los alimentos esta
sujeta a un considerable rango de error.

El suplemento de vitaminas con propositos terapéuticos se recomienda en situaciones
especiales como enfermedad, embarazo, edad avanzada o cuando se usan productos
farmacéuticos y drogas. El uso de megadosis de vitaminas se recomienda sélo en tres

situaciones: 1) enfermedades congénitas que responden a vitaminas; 2} en caso de



alteraciones en el transporte de vitaminas, como por ejemplo, mala absorcidn intestinal y 3)
para contrarrestar los efectos de antivitaminas toxicas (4). En general, se considera que
grandes cantidades de vitaminas sclubles en agua no son tdxicas porque su exceso se elimina
en la orina, mientras que se han observado efectos toxicos con altas dosis de vitaminas
liposolubles como A y D.

Deficiencia de vitaminas.- Actualmente, en los paises econdmicamente
desarrollados los casos clinicos de deficiencia de vitaminas son muy raros, pero en los paises
del tercer mundo son muy comunes. va aue ésta coincide generalmente con la falta de
nutrientes. En general se considera valido, para todas las vitaminas, que los sintomas clinicos
de deficiencia son la etapa final de un proceso muy largo.

Antagonistas.- Hay sustancias que s¢ consideran como antivitaminas o antagonistas
de vitaminas porque su administracién produce los mismos sintomas de deficiencia que se
observan cuando la vitamina est4 ausente y porque la administracion de la misma revierte los
sintomas de deficiencia. De estos antagonistas se conocen dos tipos: los que actian
directamente sobre la vitamina, como por ejemplo la avidina y los analogos estructurales que
afectan a la proteina transportadora, o a una enzima dependiente de la vitamina. La
aplicacién precisa de un antagonista adecuado permite bloquear un paso particular de la
reaccion dependiente de la vitamina, generando los sintomas especificos de su deficiencia.
De aqui que las antivitaminas sean herramientas muy importantes para el estudio de los

mecanismos de accion de las vitaminas.



ANTECEDENTES

BIOTINA

La biotina pertenece al grupo de las vitaminas hidrosolubles del complejo B y estd
ampliamente distribuida en los alimentos de los mamiferos y aves (9, 23), ya sea en forma
libre {en vegetales. leche, frutos, salvado de arroz), o unida a las proteinas a través de un
residuo especifico de lisina (en tejidos animales, semillas de plantas y levaduras). En 1936, F
Kogl y B Tonis identificaron a la biotina como un factor de crecimiento de la levadura (23).
La biotina corresponde quimicamente al hexahidro-2-oxo-1H-tieno [3,4-dlimidazol-4-dcido
pentanoico (Fig. 1-a).

El compuesto biotina-lisina es una substancia natural conocida como biocitina (g-N-
biotinil-lisina) que también es biolégicamente activa en mamiferos (Fig. 1). Algunos
anlogos de la biotina, como la oxibiotina y el biotinol, pueden sustituirla en la nutricion asi
como aliviar algunos sintomas de deficiencia en animales, aunque con menor actividad (24).
La destiobiotina y el sulfoxido de biotina son andlogos activos solamente en ciertas especies
microbianas. Los homélogos de Ia biotina que tienen la cadena lateral mas corta o més larga,
como la norbiotina y homobiotina, son antagonistas estructurales muy potentes (Fig. 1-b).
La o-deshidrobiotina es uno de los inhibidores mas potentes conocidos hasta ia fecha,
Ademds de estos antagonistas existen proteinas que se unen a la biotina formando complejos
estables que previenen su aprovechamiento por animales y/o microorganismos. Estas

proteinas son estreptavidina, estravidina y avidina; las dos primeras son producidas por el
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FIGURA 1. Se presentan las formulas de: a) Biotina v sus andlogos con actividad

biologica y b) Antagonistas de la biotina.



microorganismo Saccharomyces avidinii y la tercera por las aves (24).

Desde ¢l inicio del presente siglo, se conoce que la clara de huevo contiene un
nutrimento téxico.‘el cual ha sido identificado como avidina; una glicoproteina con peso
molecular de 67 kDa que consiste en una estructura tetramérica de subunidades idénticas,
cada una con un sitio de unién a biotina (30), Las modificaciones en el anille de tiofeno o en
la cadena lateral de la biotina no afectan la formacién del complejo con la avidina, por lo que
tanto la hiocitina como la biotina unida a proteinas se unen a la avidina. El complejo es
CoLavIE v wi fangS iy amplin Ae nH v nn es degradado en el tracto intestinal, por lo que la
ingesta de avidina ha sido utitizada para producir deficiencia de la vitamina en sujelos
experimentales, tanto humanos (29) como animales (25, 28).

Funcidn bioguimica.- A mediados de este siglo el interés por la biotina se enfocd a
definir su papel como cofactor para sustentar el crecimiento de microorganismos y a
entender su metabolismo y modo de accién en la célula. Los estudios para definir su funcion
se enfrentaron a la dificultad que representa el que la biotina es activa solamente si se
encuentra unida covalentemente a su enzima a través de un residuo especifico de lisina. Se
dedujo la existencia de este tipo de union porque el grupo de K. Folkers en 1952 logré aislar
la biocitina (Fig. 1-a) de los extractos de levadura (43). En la primera mitad de los afios 60's
se dilucidé que la funcién especifica de la biotina consiste en ser cofactor para los procesos
de transferencia de CO,, actuando como grupo prostético en las enzimas en las que la region
biotinilada funciona como acarreador carboxilico movil (33). Detalles sobre la quimica de la
biotina que incluyen su aislamiento, estructura y propiedades fisicas y quimicas pueden

encontrarse en algunas revisiones publicadas (40-41).
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Se conocen nueve enzimas biotiniladas que incluyen seis carboxilasas, una
transcarboxilasa y dos descarboxilasas, de las cuales sélo cuatro se han encontrado en
células de mamiferos, a saber: Propionil CoA carboxilasa (PCC), Piruvato carboxilasa (PC),
Metilcrotonil CoA carboxilasa (MCC) y Acetil CoA carboxilasa (ACC), las tres primeras
mitocondriales y la cuarta citoplasmatica (Fig. 2). Las cinco restantes se han descrito
exclusivamente en organismos microbianos (23).

La PC produce oxaloacetato a partir de piruvato, para lo cual requiere acetil-CoA.
Esta es una reaccion clave en ef proceso de formavicn 38 ghizosn » partie de nrecursores que
no son carbohidratos. Adicionalmente, tiene una funcién muy importante en el proceso
citoplasmético de lipogénesis, ya que la acetil-CoA, que no es permeable en la membrana
mitocondrial y se requiere para la sintesis de cidos grasos, es condensada en la mitocondria
con el oxaloacetato produciendo citrato. El citrato, que si atraviesa la membrana
mitocondrial, pasa al citoplasma en donde se rompe en oxaloacetato y acetil CoA, De esta
manera, ¢l oxaloacetato de la mitocondria se estd removiendo continuamente por la
formacion de citrato para la lipogénesis y reponiéndose para la actividad normal del ciclo del
4cido citrico.

La ACC lleva a cabo la primera reaccion de la sintesis de acidos grasos, carboxilando
la acetil CoA para formar maloni] CoA. la cual es utilizada por el complejo citosélico
multienzimatico "acido graso sintetasa" gque va a producir palmitato.

La PCC cataliza la formacién de metilmalonil CoA a partir de propionil CoA. La
metilmalonil CoA después es convertida en succinil CoA, y €sta subsecuentemente sufre una
seric de reacciones que terminan con la produccion de oxaloacetato y después, glucosa o

CO, y agua. De esta manera, et propionato que es producido en los tejidos animales por la
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PCC = Propionil CoA carboxilasa; f-MCC = B-metilcrotonil CoA carboxilasa; PC = piruvato carbo ilasa; ACC = acetil CoA carboxilasa. Se han
descrito deficiencias aisladas de las tres primeras enzimas, mientras que la deficicncia en la actividad le la ACC sélo se ha descrito en un caso. Las
cuatro enzimas parecen ser insuficientes en la deficiencia de la holocarboxitasa sintetasa y en la defici :ncia de biotinidasa. La orina de los niflos con

deficiencias de carboxilasas aisladas o multiples tienen concentraciones altas de los metabolitos indica los con minusculas (34).
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oxidacién de 4cidos grasos de cadena impar, 0 por la degradacion de aminodcidos de
cadena ramificada. -isoleucina, valina, metionina y treonina,- se aprovecha tante para la
produccion de glucosa comao de energia.

La MCC interviene en el catabolismo de la leucina, en donde se forma como
intermediario el 3-metilcrotonilo y éste, por la accitn de ia MCC, se convierie en 3-
metilglutaconil CoA, que es hidroxilado y posteriormente fragmentado para producir acetil

CoA y acetoacetato.

Ciclo de 1a biotina

Los mamiferos no pueden sintetizar biotina, de tal forma que la adquieren de los
alimentos. Aunque se encuentra ampliamente distribuida en los nutrientes naturales, su
concentracion absoluta adn en las fuentes mas ricas, es muy pequefia en comparacion con la
de otras vitaminas. El higado, el rifion, la yema de huevo v algunos vegetales son buenas
fuentes de biotina porque contienen entre 20 pg/100 gy 120 pg/100 g; en cambio los frutos,
cereales, pan y carne magra la contienen de 1 pg/100 g a 10 pg/100 g de alimento (35).

Del total de biotina que se ingiere en la dieta, sélo una porcion puede ser utilizada en
los procesos metabélicos. Los diversos factores que afectan el aprovechamiento de los
alimentos por el érgano blanco son: digestibilidad, absorcion y utilidad de! nutrimento ¢n la
forma apropiada. La ingesta recomendada para la poblacion infantil de Estados Unidos de
Norteamérica es de 35 pg/dia y para los adultos de 150 a 300 pg diariamente (36) y se
considera que su poblacion ingiere cada dia tres a cuatro veces la cantidad recomendada

(37). Son escasos los reportes que describen sintomas de deficiencia de biotina en humanos,
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causados por el consumo de una dieta pobre en la vitamina y que incluye clara de huevo
cruda {10, 26-27).

Durante los tltimos 50 afios se ha asumido que la microflora intestinal es capaz de
sintetizar el total de la biotina que necesita ! organismo o bien, suplementar la que se ingiere
en la dieta (51). Sin embargo, no se han efectuado estudios confiables que indiquen con
precision cul es la contribucién de la flora intestinal en el suministro de esta vitamina y se
tienen algunas evidencias que sugieren que ni la dieta ni la microflora intestinal, por si solas,
pueden satistacer la aemanda G viviwa S5 P i nahlacidn normat (2).

Los ratones de experimentacién practican la coprofagia, pero a diferencia de otras
especies de roedores que también son coprofagos, parecen necesitar mas biotina de la que
obtienen por este habito. Con base en el Unico estudio que se conoce sobre la necesidad de
la biotina por la especie murina, el Instituto Americano de Nutricion recomienda una dieta
que contiene 0.2 mg d-biotina‘kg (38). Las ratas de laboratorio en condiciones normales no
requieren biotina en la dieta porque se considera que la adquieren en cantidades suficientes
de los microorganismos en su excremento: sin embargo, el mismo Instituto Americano de
Nutricién recomienda que se les proporcione la misma cantidad de biotina que a los ratones
(38).

En virtud de que las enzimas proteoliticas no pueden liberar a la biotina, el producto
més pequefio de Ia proteolisis es el compuesto biotina-lisina (biociting). La biotinidasa es la
dnica enzima que se conoce que puede actuar sobre la biocitina y liberar biotina (Fig.3).
Estudios "in vitro" han mostrado que la biotinidasa del plasma humano es mas eficiente para

la biocitina, su sustrato natural, que para péptidos biotinilados. Se considera que esta enzima



puede tener una funcién muy importante en la digestion y recaptura de la biotina de la dieta

de los mamiferos (22).

Hidrdlisis de biociting y péptidos biofinilados
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Figura 3. La hidrélisis de biocitina y péptidos biotinilados se lieva a cabo por la biotinidasa.

Absorcién intestinal de la biotina.- En humanos, este proceso ha sido muy poco
estudiado, pero hay muchos reportes sobre la absorcion intestinal en numerosas especies de
mamiferos empleando diferentes sistemas. Los resultados han sido poco consistentes, va que
se han observado sistemas de transporte mediados y no mediados tanto entre distintas
especies como en los diferentes sistemas de 6rganos usados (39). En el intestino de ratas,
conejos, conejillos de indias, carpas y hurones, la biotina no se acumula en contra de
gradientes de concentracién. mientras que si lo hace en el intestino de harnsters, ardillas,
ratones blancos y ardillas tistadas. Fn estos estudios se usaron concentraciones tanto
farmacolégicas como fisiologicas de biotina, lo cuat puede contribuir a la variacion en los

resultados obtenidos.



Transporte y recaptura de biotina.- La biotina se une inespecificamente a
proteinas del plasma (44} y se ha propuesto también que algunas proteinas, incluyendo a la
biotinidasa, unen especificamente a la biotina. Sin embargo, Ja existencia de estas proteinas
no ha sido confirmada y en su caso, se Tequiere investigar si también tienen alguna funcion
en la regulacion de la concentracion de biotina en la sangre y otros tejidos (2).

El transporte de biotina se ha estudiado en una gran variedad de sistemas
experimentales como células aisladas de higado de rata. cultivos de células Hela,
&heablactac humanas fihrohlastos de ratén v hepatocitos de rata, vesiculas de membranas de
borde estriado v basolaterales preparadas de corteza de rifion de conejo, cerebro de rata
perfundido y plexo coroideo de conejo. Los resultados obtenidos con los distintos sistemas
han sido variables; per ejemplo, en fibroblastos de ratén la recaptura es sensible a la
temperatura y aparentemente controlada por dos procesos, uno saturable y otro mediado por
acarreador (2). Ademas, en hepatocitos aislados de rata los resultados son controvertidos:
un reporte concluye que el transporte de biotina depende de ATP, sodio y es mediado por
un acarreador (16), mientras que ¢l otro concluye que es dependiente de la temperatura ¥
proporcional a la concentracion exégena de biotina, pero independiente del pH y de la
concentracion de sodio (45). Es probable que estas inconsistencias se deban en parte a
diferencias metodologicas, pero independientemente de ellas, parece ser que hay diferencias
notables en la absorcién intestinal y la recaptura de biotina entre distintas especies y Organos
(2).

Biosintesis y degradacicn de enzimas biotiniladas - El paso final de la sintesis
de las carboxilasas activas consiste en la union covalente de biotina a residuos especificos en

el sitio activo de las apocarboxilasas (Fig. 4). La unién de la biotina a la proteina. es decir, la
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formacion de la holoenzima a partir de la apoenzima, se lleva a cabo por la holocarboxilasa
sintetasa en una reaccion que consta de dos etapas. La holoenzima sintetasa es altamente
especifica para la D-biotina, pero puede actuar sobre distintas apoenzimas, posiblemente
porque la secuencia de aminoicidos que rodea a la fisina del sitio de biotinilacion es
conservado en las distintas carboxilasas de las especies estudiadas (42, 70). Estas enzimas
poseen la secuencia -Ala-Met-biocitina-Met- en ¢l sitio de acarreo del COa, por lo que se
piensa que la secuencia -Ala-Met-Lis-Met- puede funcionar como un sitio de
TECONOCITUENIO PAra Ia SINTESiS. 1.4 €1apa WCIinAi C11 i Jegiauacion ue ids Las DuALlasas © 1a
separacion de la biotina del grupo e-amino de la lisina, la cual se lleva a cabo también por la
biotinidasa, pues como arriba se menciond, es la \inica enzima conocida que puede efectuar
esta reaccion.

Deficiencia Milltiple de Carboxilasas (DMC).- En ¢l humano se han descrito dos
defectos en el ciclo de utilizacion de la biotina y los dos producen DMC. La deficiencia en la
holocarboxilasa sintetasa también conocida como DMC Neonatal o de aparicidn temprana,
consiste en un trastorno en la biotinilacién y debe su nombre a que los sintomas se prescntan
poco después del nacimiento. La DMC Juvenil o de aparicion tardia, es causada por la
deficiencia de biotinidasa, lo que ocasiona un defecto en el reciclamiento de la biotina (2,
13).

Gompertz y cols. identificaron por primera ocasion un error congénito en el
metabolismo de biotina, la B-metilcrotonil glicinuria (11). Subsecuentemente, han surgido
numerosos reportes describiendo a nifios con una o multiples deficiencias de enzimas
dependientes de biotina. En general. los nifios con deficiencia cn alguna de las carboxilasas

no responden al tratamiento oral de biotina, mientras que la mayoria de los individuos con
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Figura 4.- Se muestra el reciclamiento metabllico de la biotina. Las dos enzimas
principales relacionadas con este ciclo son la holocarboxilasa sintetasa (HCS) y la biotinidasa
(B'asa). La HCS unc covalentemente a la biotina con las diferentes apocarboxilasas para
formar las holocarboxilasas. La B'asa es la hidrolasa que libera a la biotina de la biocitina y
de pequefios péptidos biotinilados que se formaron en la degradacion proteolitica de las
holocarboxilasas y de la biotinz unida a las proteinas de la dieta.

26



algin tipo de DMC que se han tratado con biotina han mejorado con la administracion de
dosis farmacolégicas de la vitamina. En los nifios afectados, ademas de los efectos de la falta
de esta vitamina sobre el cabello y la piel, y sobre el metabolismo de carbohidratos,
aminoacidos y 4cidos grasos, s¢ han manifestado también perturbaciones importantes en las
funciones del sistera inmune (12).

Hasta ahora s¢ han estudiado a una docena de nifios con DMC Neonatal y 80 con
DMC Juvenil (2). Sin embargo, actualmente no se puede definir un cuadro clinico
CAFACIENISTICO Ut Gaias Ueacicnzing dehidn » In oran variabilidad observada en Ia expresidn de
estos errores del metabolismo, asi que el diagndstico se confirma con la determinacioén de la
actividad especifica de la biotinidasa sérica y de las carboxilasas mitocondriales, ya sea en
cultivo de fibroblastos y/o en linfocitos de sangre periférica. También se ha visto que en
algunos pacientes con DMC Neonatal, el fenotipo no se manifiesta en los fibroblastos de la
piel aunque si se expresa en los linfocitos periféricos (54).

De los pacientes con DMC Juvenil. mas de la mitad presentaron infecciones en la
piel, una tercera parte conjuntivitis y la cuarta parte infecciones por hongos. patologias que
se consideran como resultado de un sistema inmune deprimido. Fn una familia se
diagnosticaron tres nifios con deficiencia de biotinidasa. Los tres mostraron dermatitis
causada por Candida (14). Dos de ellos pudieron ser evaluados inmunologicamente
mostrando ausencia de hipersensibilidad retardada en pruebas dérmicas y por pruebas in
vitro de linfocitos estimulados con Candida (14, 46), mientras que ¢l cultivo de linfocitos
dio respuesta normal a la fitohemaglutinina. Uno de ellos tuvo hipergamaglobulinemia pero
con deficiencia en el isotipo IgA ¥ no produjo anticuerpos al neurmococo después de las

inmunizaciones correspondientes. El otro present¢ una cantidad subnormal de linfocitos T



en sangre periférica. Un tercer nifio afectado, que fue estudiado antes del tratamiento con
biotina, tuvo proporciones normales de linfocitos petiféricos T y B y respondié normaimente
2 la prueba dérmica con Candida (47).

Un paciente con acidemia propionica (deficiencia de PCC) resistente al tratamiento
con biotina, fallecié a los 10 meses de edad a pesar de una cuidadosa terapia dietética y
después de episodios infecciosos recurrentes acompafiados de desordenes metabglicos. Tuvoe
repetidas leucopenias, linfopenias, granulopenias y trombopenias. En diversas ocasiones se le
identificaun baviviies paiéginas oo ko piel v mmcneac v a Ia edad de 9 meses presentd
niveles bajos de IgG y normales para IgM e IgA, titulos normales para la [gM de diversas
bacterias, pero no formd anticuerpos para 15 virus comunes (50). Otro paciente tuvo
proporciones normales de linfocitos B, concentraciones normales de inmunoglobulinas pero
la mitad de la cantidad normal de linfocitos periféricos T. Los feucocitos de este paciente
tuvieron una menor actividad microbicida contra Candida. Qtro nifio, mostré un defecto en
la actividad in virro de los linfocitos periféricos supresores y baja produccién de
prostaglandina E, (15, 48). Un paciente que ingreso con inmunodeficiencia combinada
severa fue tratado con trasplante de médula Gsea sin presentar mejoria; posteriormente se
diagnosticé con DMC y los sintomas se remitieron cuando se le administré biotina (49).
Algunos de estos pacientes presentaron alopecia total y kerato-conmjuntivitis, los cuales
desaparecieron en aquéllos a los que se les administré biotina (10 mg/dia) por via oral {15).

Los hallazgos de estos reportes son fragmentos anecdéticos incompletos. por lo que
se requiere de una evaluacién inmunologica sistematica en los nifios con algin tipo de DMC

para caracterizar mejor la disfuncion inmune en este tipo de defectos.



Deficiencia de biotina en animales de experimentacion.- Desde hace mas de 40
afios se observo que la deficiencia de biotina produce aiteraciones del Sistema Inmune en los
animales deficientes de esta vitamina. Ratas macho Sprague-Dawley. inoculadas con toxoide
diftérico 4 semanas después de recibir alimento depletante de biotina, tuvieron una respuesta
débil de anticuerpos antitoxoide diftérico; el 45% de las ratas deficientes tuvo reaccion nula,
en cambio el 70% de las ratas controles presentaron reacciones positivas con titulos de
1:6400 hasta 1:12800 (17). La administracién intravenosa de 4 x 10* eritrocitos de carnero
en ratas Holtzman alimentadas por 8-12 semanas con dieta gepletanie de Divtlit, prusuv w
desarrollo de células de bazo sintetizadoras de anticuerpos hemoliticos menor que el
observado en las ratas control (18). Este efecto se considera caracteristico de la deficiencia
de la vitamina, pues otros estudios han demostrado que las ratas con inanicién no tienen
alteraciones en las células formadoras de anticuerpos (58). La autoinmunidad inducida
experimentalmente es susceptible a la influencia nutricional de Iz biotina, ya que las ratas
Lewis inmunizadas con proteina basica de mielina de cobayo, después de cuatro semanas de
recibir dieta deficiente de biotina y con clara huevo, no desarrollaron encefalomielitis
alérgica. (19). Adicionalmente, estas ratas presentaron una respuesta deprimida a la
inoculacién con eritrocitos de carnero. asi como una marcada reduccién en la celularidad y
tamafio del timo. aunque en el bazo de las ratas suficientes y deficientes, se encontraron
cantidades iguales de células T totales y de los subtipos ayudadoras y supresoras (19).

Ratas hembras Sprague-Dawley deficientes de biotina tuvieron disminucion en la
velocidad de crecimiento corporal. menor peso de timo, bazo y nddulos linfaticos
intestinales y mayor conceniracion de péptidos activos que controlan el patrdn de

transcripcion del DNA, tanto en el timo como en el suero (59-6()). Este efecto fue reversible

29



después de administrarles 200 pg de biotina a las ratas deficientes, en dias alternados,
durante tres semanas. La cantidad de DNA total en el timo y en el bazo disminuyé por la
falta de biotina, mientras que los nédulos linfiticos no tuvieron ningun cambio- ante la
carencia o suplementacion de biotina, (60). Se ha sugerido que la involucion del timo no estd
relacionada con las células que producen los péptidos actives que controlan el patrén de
transcripcion de DNA, ya que no hay diferencia en la inhibicion de la sintesis in vitro de
RNA, cuando se usa la misma concentracién de péptidos extraidos del timo de ratas
suficientes o deficientes de biotina. Sin embargo, en el plasma de ratas deficientes, la
concentracién de estos péptidos activos es ocho veces mayor que en el plasma de las ratas
controles v la actividad inhibidora especifica de la sintesis in vitro de RNA, es mayor en los
animales deficientes que en las ratas controles. Estos efectos también fueron reversibles con
la administracion de biotina (61).

Otro estudio ha mostrado que para la generacién in vitro de linfocitos T citotoxicos
de bazo de ratén. se requiere de biotina en el medio de incubacion (20). Este grupo de
investigacion uso células de peritoneo de ratones DAB/2 como células estimuladoras, células
de bazo de ratéon C57BL/6 como células de respuesta y como células blanco las células de
mastocitoma P-815 marcadas con **Cr. La liberacion del *Cr sirvi6 para medir la
citotoxicidad mediada por células. Este grupo propuso que la biotina pudiera ser un factor
esencial en el medio de incubacion por su papel como grupo prostético de la ACC, la enzima
clave de la lipogénesis. Como la avidina también inhibio la citotoxicidad de células T en el
medio suplementado con 4cidos grasos y suero fetal bovino y se sabia que las células de
mamiferos en cultivo tienen la capacidad de usar los 4cidos grasos unidos a la albiimina para

la sintesis de novo de lipidos estructurales (62), se propuso que la biotina en estas
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condiciones funciona como moduladora de la poza de 4cidos grasos destinada para la
sintesis de lipidos estructurales,

En cobayos hembra, la alimentacién durante ocho semanas con dieta depletante de
biotina, causé cambios en la cantidad y en las proporciones de los leucocitos circulantes. El
nimero de leucocitos/mm’ se duplicé en los animales deficientes debido al incremento en la
proporcion de neutrdfilos con la consecuente disminucion de los linfocitos B y T. Cuando
estos globulos blancos se incubaron in vitro por 30 min a 37°C con biotina en
concentraciones de 82 pM y 4UY pM, ia capucidad v voias SSinias pore farmar rneetac
aumenté significativamente (21).

En condiciones opuestas a la carencia de biotina, se conocen varios reportes sobre el
efecto de la suplementacién de biotina a individuos sanos con nutricion adecuada. La
administracion de biotina a ratas normales (1 mg/rata/dia) causé un aumento de peso del
bazo y de los nodulos linfaticos intestinales, aunque no modificé el peso del timo ni ¢l peso
corporal. En estos animales la administracion intraperitoneal de *H-timidina, tuvo un
aumento en la incorporacién de la marca al DNA del bazo y de los nodulos linfaticos. asi
como mayor velocidad de desaparicion de la marca por mg de DNA en el timo y en los
nédulos linfaticos (60). La suplementacion de biotina a ratas normales aumenté la
reactividad inmunolégica, favoreciendo mayor produccion de hemolisina por la inoculacién
de eritrocitos de carnero y protegiendo de la infeccion con Haemobartonella a las ratas
esplenectomizadas (21). Adicionalmente, aumenté la actividad del Sistema de Fagocitos
Mononucleares determinado por medio de la cinética de desaparicion del carbén coloidal en
el torrente sanguineo o por la reaccion granulomatosa a la inoculacion subcutdnea de agar en

gel. También produjo una mayor fagocitosis de Staphylococcus epidermidis por los
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neutrofilos de humanos v de ratas, debido al incremento tanto en el indice fagocitico (mayor
porcentaje de neutrofilos que englobaron a la bacteria), como en el indice de avidez (mayor
nimero de bacterias internalizadas por fagecito).

Los linfocitos aislados de sangre periférica de humanos sanos modificaron su
capacidad de formar distintos tipo de rosetas con eritrocitos de carnero. después de
incubarlos con biotina o con Concanavalina A (ConA) (63). La respuesta es dependiente de
las concentraciones y tanto la biotina como la ConA, en las condiciones del ensayo,
produjeion wi awikins Sgmifcative en lae rocaracF de alta afinidad. lo oue sugiere un
efecto selectivo para algunas subpoblaciones de linfocitos T.

Los hallazgos anteriormente descritos proporcionan evidencias clinicas y
experimentales que indican que la deficiencia de biotina tiene efectos significativos en la
inmunidad celular y humoral mediada por linfocitos T y B. La patogénesis de la alteracion
inmunolégica en los estados de deficiencia de esta vitamina no se entiende todavia,
adicionalmente ain no se sabe cudl via dependiente de biotina, si es que la hay, es mas

importante para mantener la inmunidad normal.
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OBJETIVOS

El presente trabajo tiene como propdsito general profundizar en el conocimiento de
algunas alteraciones en las funciones del Sistema Inmunitario cuando hay carencia de biotina
en el organismo y con ello aclarar el posible proceso que las produce.

Los objetivos particulares de este trabajo son:

a} Establecer un modelo experimental con ratones suficientes y deficientes de biotina,

b) Determinar en los ratones en estudio algunos indicadores de! estado funcional de la
biotina. Estos parametros son: actividad especifica de PCC y PC en higado, bazo y timo y
concentracion sérica de biotina libre.

¢) Precisar en los ratones suficientes y deficientes de biotina algunos pardmetros que sirvan
como indicadores directos o indirectos del funcionamiento del Sistema Inmune. a saber:
peso de organos linfoides primarios y secundarios, celularidad en el bazo, indice de
proliferacion de linfocitos T del et bazo, produccion de anticuerpos especificos y

proporciones de las subpoblaciones de los linfocitos en bazo y timo.
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MATERIALESYMETODOS

Disefio experimental

Los estudios fueron realizados en ratones macho de la cepa BALB/cAnN a los que
se les produjo una deficiencia puntual de biotina. En estos ratones s determiné el estado
funcional de Ia biotina midiendo 1a actividad especifica de las carboxilasas PCC y PC en higado,
bazo y timo y se cuantificé la concentracion sérica de biotina Libre. En cuanto al estudio del
Sisverma imune, s¢ midio ia proiiieracion de ios (NIOCILOS A€l DAZO INAUCIAA POT €l Miogeno
ConA ssi como la reactivacion in vitro de las dos carboxilasas monitoreadas. También se
evaluaron las proporciones de linfocitos B y T, asi como de los subtipos CD4 y CDS8 en el
bazo y en el timo. Adicionalmente se estudié la amplitud de la respuesta humoral a

inmunizaciones con DNP-ovoalbimina

Animales de experimentacién

Se utilizaron ratones macho Balb/cAnN proporcionados por el bioterio del Instituto
de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Se usaron seis lotes de ratones de por lo menos 24
o hasta de 72 individuos, dependiendo de los propésitos establecidos para cada ocasion,
Cada lote de animales se dividié en tres grupos experimentales: control, suplementados con
biotina y deficientes de biotina. Después de! destete (entre tres y cuatro semanas de edad) y
hasta por 24 semanas, el grupo control se alimentd con una dieta comercial (Dieta Teklad
para ratones €n reproduccion, Cat. 8626, Harlan Teklad, EUA); los ratones del grupo
deficiente recibicron una dieta depletante de biotina, que ademas de que carece de biotina

contiene 30% de clara de huevo desecada como {inica fuente de proteina (Harlan Teklad,
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Cat. TD-81079); finalmente, los animales del grupo suplementado recibieron una dieta igual
a la del grupo deficiente a la que se le adicionaron 4 mg de biotin’kg de alimento (Harlan
Tekiad, Cat. TD-96075). Los ratones se mantuvieron en ciclos de iz y obscuridad de 12
%12 hs. con agua y el alimento respectivo ad libitum.

Despues de iniciar Jas dietas correspondientes, a los tiempos indicados se sacrificaron
ratones de los tres grupos experimentales y se les extrajeron los tejidos de interés para esta
investigacion. Cada animal se sangré por el plexo axilar bajo anestesia con éter etilico; la
saugiT 5 WU a ispsiatuta amviems (1A} pul 3U T 1V Imin, y ¢ SUero s¢ Separo pbr
centrifugacién durante 10 min. a 1200 x g 2 20°C y se mantuvo congelado a -20 °C hasta el
momento de su andlisis. Inmediatamente después del sangrado, el ratén se sacrific por
dislocacion cervical y se le extrajeron el bazo, el timo y el higado. El higado se congelo
inmediatamente a -70°C y con el bazo y el timo se prepararon suspensiones de células para
los estudios subsecuentes.

En el suero se midio la concentracion de biotina libre y en los sueros de los ratones
sometidos al estudio de produccién de anticuerpos especificos, se determiné la

concentracion de los anti-DNP-OVO,

Preparacion de soluciones
Las concentraciones y la forma de preparar las soluciones y reactivos que se usaron
para las determinaciones que se describen a continuacion, se encuentran especificadas en el

Apéndice B,
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Determinacién de biotina libre en el suero

La vitamina se extrajo del suero descongelado mezclindolo vigorosamente con
cuatro volimenes de etanol absoluto; esta mezcla se incubé por 18 h a -20°C y después se
centrifugd durante 10 min 2 1200 x g y 6°C. El extracto etandlico se scpar6 de los solidos
sedimentados y se seco en un evaporador-concentrador con sistema de vacio (Savant
Instruments). Los extractos secos se almacenaron a 4°C hasta el momento del ensayo. Para
establecer la eficiencia y recuperacion del método de extraccion, soluciones con
concentracién conocida de biotina fria y alicuotas de una mezcla de sueros a 1as que se 1€5
agregaron diferentes cantidades de *H-biotina, se procesaron de la misma manera que los
problemas.

Ensayo de Biotina Libre por Unién Competitiva.- En el momento de la
determinacién. los extractos secos se resuspendieron con amortiguador TBE (ver Apéndice
1} en un volumen igual al del suero extraido. En la Tabla I se presenta el protocolo
detallado para el ensayo. en el que tanto la curva estandar como los problemas se procesaren
por duplicado. E} disolvente de las soluciones de biotina fria, biotina radiactiva y avidina fue
TBE. Se tomé la alicuota apropiada de los controles de union inespecifica y unién maxima
(tubos 1,2 y 3,4 respectivamente), de las soluciones de biotina fria para ia curva estandar y
de cada extracto resuspendido y cada una se diluy6 hasta el volumen final de 200 pL. A
éstos se agregaron 10 pL (15000 dpm) de solucion de *H-biotina (actividad especifica 45
Ci/mmol) y 10 pL de solucién de avidina (aproximadamente 16 pmol/mL, Sigma Chem.).
Esta mezcia de reaccion se incubd durante 24 + 2 ha 4°C en un agitador orbital a 200 r.p.m.

(Orbit Shaker, Lab Line), después se agregaron 80 pL de una suspensicon 1:1 de
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TABLA 1.- PROTOCOLO PARA EL ENSAYO DE BIOTINA

#TUBO MUESTRA TBE Bt* H-Bt AVIDINA Ab-AvS
1,2 0 pg (u.i)’ 20pL - WOpL e 80 pL
34  Opg(umix)) 210pL  -——-- 10uL 104l 80 plL
5,6 10 pg 200yl 10pLD  10pL 104l 86 L
7.8 20 pg 190pl.  20piD  10pL  10pL 80 uL

9,10 40 pg 170l 40uL D 10pL 10 uL 80 uL
11,12 80 pg 130pL  80uLD  l0uL  10uL 80 pl
1214 140 nn anout 1RO T D 100k 10 ul. 80 uL
15,16 320 pg 146 pl. 64 uL C 10 puL 10 uL 80 pL
17,18 control 10 uL 200 uL 10 ul 10 pL 80 pL
19,20 w.i. control 20 uL 200pL 10pL  --emeee 80 uL
21,22 Problema 10 uL 200 pL 10l 10 ul 80 uL
23,24 i problema 20 b 200 pl 10pL  w=ee-- 80 pl

2 Unién inespecifica; ® Unién maxima: © Solucion D =1 ng biotina/mL, Solucién C = 5 ng biotina/mlL..

suero anti-avidina acoplado a Sepharosa-6B (Pharmacia Fine Chemicals) y la incubacidn
continué por otras 24 £ 2ha 4°C también con agitacion. La mezcla se centrifugé a 130xg
durante 3 min a 4°C y se tomo la mitad del sobrenadante para medir la cantidad de *H-
biotina no unida por centelleo liquido en un contador de centelleo p (Beckman. Mod.
LS6500).

Cdlculos.- El porcentaje de *H-biotina no unida y unida se calculé considerando que
las d.p.m. medidas en los tubos donde no se agrego avidina son el 100% de *H-biotina no
unida, y por diferencia, 0% de ’4-biotina unida. Posteriormente se calculd el porcentaje de

la unién maxima de 3H-biotina unida considerando como 100% de unién el porcentaje de
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*H-biotina unida en los tubos donde no se agregd biotina fria (tubos 3,4; unién méxima). La
concentracién de biotina en cada suero se calculé interpolando su porcentgje de unidn
méxima de *H-biotina en una curva estdndar trazada en escala logit-log con los porcentajes
observados de unién maxima de *H-biotina de soluciones con 10 a 320 pg de biotina. En la
Fig. § se presenta una curva esténdar tipica.

Con cada grupo de sueros en los que se midi6 la concentracion de biotina se efectud
la curva estandar correspondiente. La unién inespecifica de los reactivos fue de 0% a 6%
(n=14) v la 1miAn mAxima se AilIstd entre. 70% v 85% usando la dilucion apropiada de cada
lote de avidina (cada lote comercial tiene distinta pureza y por consiguiente distinta actividad
especifica). En estas condiciones el ensayo puede medir adecuadamente desde 20 hasta 300
pg de biotina por tubo de reaccion. El coeficiente de variacién (CV) de una combinacién de
sueros analizada en paralelo en cada ensayo fue de 15%. La eficiencia de la extraccion de la
vitamina en sueros a los que se les agregaron cantidades conocidas de biotina fue de 96.5%
+ 10% (n=20).
Determinacién de la actividad enzimitica de PCCy PC

La actividad enzimitica en los homogenados se determiné por un método
radioenzimatico (54). Todo el procedimiento para preparar los homogenados se efectud en
bafio de hielo. Como el ensayo utiliza bicarbonato radiactivo, todo ¢l procedimiento del
ensayo radioenzimético, excepto la incubacion en bafio Maria, se efectué en campana con
sistema de extraccion de aire. Las mezclas de reaccion consistieron en amortiguador Tris-
HCI 100 mM pH 8.0, que contiene Na;EDTA 0.5 mM: KCL 50 mM; MgCl; 6 mM;

Glutatién 2.5 mM; ATP 3.3 mM; NaHCO; 10 mM y propionil CoA 2.4 mM para la determi-
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FIGURA 5.- Promedio  DE de la unién méxima de *H-biotina obtenida cuando se
agregan 10, 20, 40, 80, 160 y 320 pg de biotina no radiactiva a 15000 dpm. de *H-bio-
tina y 0.16 pmol de avidina.

1000

nacién de la PCC; o acetil CoA 0.9 mM, piruvato de sodio 4.5 mM y citrato sintetasa 24
unidades/mL, para la medicién de la PC. En los tubos de los blancos de reaccion se
omitieron las coenzimas correspondientes {propionil CoA vy acetil CoA).

Los higados se descongelaron, se pesaron y se homogenizaron con un pistén de
politetraflucroetileno (Teflon) en siete volimenes de PBS frio. El homogenado se centrifugo
a 1200 x g durante 10 min a 4°C y se descarté el sobrenadante. Los eritrocitos sedimentados
se lisaron con 1 mL de la solucion hemolizante por dos minutos v en seguida se afiadieron
10 volumenes de PBS. Después de centrifugar por 10 min a 1200 x g y 4°C, se descario el
sobrenadante. se resuspendieron los hepatocitos y se agregaron ocho volimenes de PBS
frio. Esta suspension de células se diluyé 1:4 con amortiguador de lisis y las células se
rompieron con un homogenizador ultrasénico (Serie 4710; Cole Parmer Instrument Co.)
aplicando dos ciclos de 20 pulsos de 1 seg a 24 W. Una alicuota de 10 pL del homogenado

sonicado se depositd en tubos para microcentrifuga de 0.5 ml. gue contenian 10 pL de la
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mezcla de reaccion correspondiente. La actividad enzimatica se inicié incubando los tubos
tapados en baflo Maria a 30°C por 30 min y se termind pasando los tubos a bafio de hielo y
agregando inmediatamente 10 pL de dcido formico al 15%. Despuds de 15 minutos, los 30
ML de cada tubo se depositaron en tiras de papel Whatmann 3MM de 1.3 em x 30 em
rayadas con lapiz cada 2.5 cm (se aplicaron 10 muestras por tira); se dejaron secar por 20
min y se terminé de eliminar el bicarbonato radiactivo que no reacciond, afiadiendo en cada
punto de aplicacién, otros 30 pL de dcido formico al 15%. Las tiras se secaron nuevamente
por lo menos durante 30 min y ya secas, cada muestra en el papel se recorté en 9 pedazos,
se depositaron en un vial de vidrio con 6 mL de solucion de centelleo liquido y se conté la
radiactividad en un contador de centelleo liguide Beckman L86500.

La concentracion de proteinas en los homogenados se midié por el método de
Bradford (55). Alicuotas de 10pL de cada homogenado sc depositaron por duplicado en
microplacas flexibles no estériles con fondo en U (Costar, Cat. 2797), el volumen se ajusto a
160 ul. con amortiguador de lisis y a continuacion se agregaron 40 pl de solucidn de
Bradford (BioRad protein assay, Cat. 500-0006). La densidad dptica de esta mezcla se
midié a 550 nm en un lector de microplacas (Lector de ELISA BioRad, Mod 3550). La
concentracion de cada muestra se calculé interpolando su densidad 6ptica (D.O.) en una
curva estandar trazada con las lecturas obtenidas con soluciones conteniendo de 1pg a 16
ug de BSA en amortiguador de lisis.

Para medir la actividad especifica de PCC y PC en las células de bazo y timo, los
botones almacenados se resuspendieron en 1 mL de amortiguador de lisis/20x10° células y
se sonicaron igual que como se describe anteriotmente para los hepatocitos. Las actividades

enzimdticas se determinaron siguiendo el mismo procedimiento (54).
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Proliferacién in vitro de células de bazo inducida por Concanavalina-A

Los ensayos de proliferacion de las células de bazo estimuladas con ConA {un
mitégeno de células T), se efectud por el método descrito (53). Todo el procedimiento se
llevé a cabo en condiciones de esterilidad y, como diluyente y/o medio de cultivo, se usé el
medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM por sus iniciales en inglés: Dulbecco's
modified Eagle's medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) libre de
biotina; L-glutamina 2 mM; 100 mg de estreptomicina/L y 100 x 10’ U penicilina/L. El SFB
((TRCO RRT) Asnlatadn de hintina e Aranard incuhandn S0 ml con | ml e avidina
acoplada a Sepharosa (Sigma Chem.) por 16 h a 4°C en un agitador orbital a 200 r.p.m.
Antes de agregarlo al medio, el suero se centrifugé a 150 x g por 5 min a 4°C, el
sobrenadante se decanté y se esterilizo por filtracion a través de un filtro de membrana de
0.22 um (Millipore Corp.). La concentracion de biotina en el SFB antes y después de Ia
incubacion con avidina-Sepharosa fue 106 nM y 0.4 nM respectivamente. Debido a que la
cromatografia en avidina-Sepharosa ha sido utilizada para purificar carboxilasas de distintas
muestras biolégicas. las cuales contienen biotina unida covalentemente (56. 57) se considero
que este procedimiento removié la totalidad de la biotina presente en el SFB, tanto libre
como unida reversible o covalentemente.

Tres ratones de cada grupo se sacrificaron por dislocacion cervical. se les extrajo el
bazo el cual se depositd en 5 ml. de DMEM suplementado con 10% de SFB libre de biotina
como se describié con anterioridad. La suspension de las células se preparé mediante la
presion del tejido con pinzas hasta que se quedd vacia la capsula fibrosa del érgano (53). De
esta suspension se tomaron las alicuotas necesarias para los estudios de proliferacion asi

como de reactivacion in vitro de carboxilasas (ver mas adelante). Se sembraron 160
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uL/pozo de una suspensién que contenia 2.5 X 10° células/pozo, se agregaron biotina (en
concentraciones de 0, 10 y 800 nM) y ConA (en concentraciones de 0, 1.0 y 5.0 mg/L),
ajustando el volumen final a 200 pl/pozo. Cada condicién experimental se estudié por
triplicado y la profiferacién se midié por la incorporacién de timidina radiactiva. Después de
48 h de incubacion se agregé 0.5 pCipozo de *H-timidina (actividad especifica: 6.7
Ci/mmol; cat. NET-027 Dupont NEN Research Products) y se continu6 la incubacién
durante 24 h mds. Al final de los dos periodos de incubacién. las células se cosecharon sobre
papel filtro (Printer Filter-mat A; Pharmacia) con un cosechador automdtico (Skatron
Instruments, Sterling, VA). La radiactividad presente en el papel filtro se cuantific por

centelleo liquido en un Betaplate 1205 (Wallac Oy, Turku, Finland.

Reactivacién in vitro de carboxilasas en células de bazo

Como se menciona en el apartado anterior, los estudios de reactivacion de PCC y PC
se efectuaron simultaneamente con los estudios de proliferacion celular con ConA. De la
misma suspension de células de bazo en DMEM suplementado se sembraron. en cajas de
Petri de plastico de 5 cm de didmetro, 10 X 10° células en 5 mL de DMEM suplementado al
que se le agregaron biotina en concentraciones 0 y 800 nM y ConA en concentraciones 0 y
5.0 mg/L. Después de 48 h de incubacién a 37°C en atmésfera himeda con 5% de CO.. las
células se cosecharon en tubos conicos de plastico de 15 mL y se centrifugaron por 5 min a
400 x g a 4°C: se decant$ el sobrenadante. las c¢élulas se lavaron con 15 mL de PBS v se
repiti6 la centrifugacion en las mismas condiciones. Se decant6 el PBS y el botén de células
seco se almacend a -70°C hasta el momento de medir la actividad enzimét'ica de las

carboxilasas.
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Estudio de la produccién de anticuerpos

Cinco ratones de cada uno de los tres grupos experimentales fueron inoculados con
2 4-dinitrofenol-ovoalbimina (DNP-OVO) segun el procedimiento sugerido (64). El
esquema de inmunizaciones fue el siguiente:

Primera inmunizacién: 25 pg de DNP-OVO en 100 pL de una emuision de
adyuvante de Freund completo y NaCl 0.15 M (2:1) aplicados subcutédneamente en ¢l lomo
de cada raton.

Segunda mmumizacion. 235 pg de DNP-OVO en 100 pL de una emulsion de
adyuvante de Freund incompleto y NaCl 0.15 M (2:1) aplicados subcutdneamente en el lomo
de cada raton.

Tercera inmunizacion: A cada ratén se le aplicaron intraperitonealmente 25 pg de
DNP-OVO en 100 uL de NaCl0.15 M.

El primer estimulo se aplicé cuando los animales tenian cinco semanas con la dieta
correspondiente. Las aplicaciones se hicieron a intervalos de tres semanas y 10 dias después
de Ia dltima inyeccion, de cada raton se extrajeron por via ocular y bajo anestesia profunda
con éter etilico, aproximadamente 300 pL de sangre periférica. La sangre se incub6 a T.A.
durante 30 + 15 min y el suero se separé del paquete globular después de centrifugar la
sangre a 1200 x gy 20°C por 10 min El suero se congeld a -20°C hasta el momento de

determinar la concentracién de los anticuerpos especificos para DNP-OVO (aDNP-OVO).
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Determinacion de los aDNP séricos

E! método utilizado fue un inmunoensayc desarrollado en el laboratorio que se
fundamenta en el uso de un inmunoabsorbente ligado a una enzima (ELISA por sus iniciales
en inglés, "Enzyme linked immunosorbent assay). La sensibilizacion de las placas (Costar de
alto pegado, Cat. 2797) se hizo por el siguiente procedimiento:
a) Sensibilizacion de las placas.- En cada pozo se depositaron 200 uL de BSA al 0.5% en
Tris-HC1 0.125 M, pH 9.5. Después de incubar durante 2 h a 37°C. se lavaron dos veces con
100 pl. PBS/pozo y una vez con 1UU Bl de amortiguador de boralos/pozo. A continuacion
se agregaron 100 pL/pozo de écido trinitrobencensulfonico (TNBS) 0.1 M en amortiguador
de boratos. En cada placa se destinaron pozos para medir la unién inespecifica en los que se
depositaron exclusivamente 100 uL del amortiguador de boratos. Después de incubar
durante 90 min a 37°C, las placas se lavaron tres veces con 100 ul. PBS/pozo y por iltimo
se incubaron durante 18 % 6 h a 4°C con BSA al 0.5% en PBS (200 nL/pozo).
b) Inmunoensayo.- Después de retirar la solucién de albimina, se depositaron en triplicado
100 pl. de una dilucion 1:20 de los sueros de los ratones en estudio. A partir de esta
dilucién se hicieron otras subsecuentes en multiplos de 6 hasta 1:155520. En los pozos
destinados a medir la unién inespecifica se depositd el suero en la dilucion inicial (1:20). El
control positivo utilizado fue un anticuerpo monoclonal especifico para el 2.4 DNP-OVO
(3BS) y el control negativo fue una mezcla de tres sueros de raton del mismo lote que nunca
se habian inyectado. Después de incubar por tres h a 37°C, las placas se lavaron tres veces
con 100 pL de PBS/pozo. A continuacion se agregaron 100 uL de anticuerpo de conejo

contra IgG de ratén acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed, cat. 61-6522) diluido 1:500 con



BSA al 0.5% en PBS y nuevamente se incubaron a 37°C durante 90 min. Después de lavar
las placas tres veces con 100 uL de PBS/pozo, se revelaron con 100 pL de p-nitrofenil
fosfato disédico {1 mg/mL, Sigma Chem.} en amortiguador de dietanolamina. incubando a
T.A: hasta observar la aparicién de un color amarillo. La reaccién se paré agregando 50 pL
de NaOH 2N por pozo y finalmente se midi6 la densidad 6ptica a 405 nm en un lector de

ELISA (BIO-RAD, Mod. 3550).
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Suspension de células de organos linfoides.- Después de 4, 8, 12, 16 y 20
semanas de experimentacion se extrajeron el bazo y el timo de tres animales de cada grupo
de experimentacion. Los bazos y los timos se pesaron y se prepararon las suspensiones de
sus células y después de tomar las alicuotas necesarias para los estudios por citometria de
flujo, las células sobrantes de cada 6rgano se congelaron inmediatamente a -70°C y asi se
almacenaron para los analisis enziméticos de PCC y PC.

Marcado directo para citometria de flujo.- Los bazos y los timos se colocaron
por separado en tubos conicos de pléstico de 15 mL conteniendo 5 mL de PBS* frio (ver
Anexo B). Todo el proceso se efectué manteniendo el material en bafio de hielo. Se prepard
la suspensién de células mediante la presion del tejido con pinzas hasta que se qued6 vacia la
capsula fibrosa del 6rgano (53). Esta suspension se centrifugé a 400 x g durante 5 min a 4°C
y se deseché el sobrenadante. El boton de células se resuspendié golpeando suavemente el
fondo del tubo y los eritrocitos se lisaron agregando 2 mL de solucidn hemolizante para los

bazos y | ml para los timos. durante un minuto. Inmediatamente después se ajusto el
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volumen a 15 mL con PBS*; se centrifugo, se deseché el sobrenadante y el botén de células
se resuspendi6 en SmL de PBS* y se contaron en una cdmara de Neubauer.

En cada uno de tres tubos de plistico de 12 x 73 mm. {Falcon, Cat. 2054) se
depositaron 10° células de bazo, se ajusté el volumen a 90 pl y los linfocitos se tifieron con
1 ug en 10 pL de PBS* de cada uno de los siguientes anticuerpos monoclonales marcados
con isotiocianato de fluoresceina (FITC) o con ficoeritrina (PE): anticuerpo de cabra contra
1gG (H+L) de raton marcado con FITC (Zymed Laboratories Inc. cat. 62-6511): anticuerpo
de rata (IgGgy) contra CL}4 de raton conjugado con +iiC (Ubco BKL, cat. 1¥80U-U.)
combinado con anticuerpo de rata (IgGz,) contra CD8a-R de ratén marcado con PE (Gibeo
BRL, cat. 19869-023) y con anticuerpo de hamster (IgG) contra CD3-¢ de rat6n conjugado
con FITC (Boehringer Manheim; cat. 1242-202). En otros dos tubos de pléstico de 12 x 75
mm se depositaron 10" células de timo, se ajustd el volumen a 90 uL y los linfocitos se
tifieron con | pg en 10 pL de PBS* de cada uno de los siguientes anticuerpos: anti-CD4 de
ratén conjugado con FITC combinado con anti-CD8a-R de ratén marcado con PE y con
anti-CD3-¢ de raton marcado con FITC. Los tubos con las células sin marcar y las marcadas
para medir union inespecifica se procesaron de la misma manera. En las células sin marcar se
sustituy6 el anticuerpo por PBS* y en los controles de isotipo se agregd 1 pg de
inmunoglobulina de raton purificada 1gG2a,x (UPC-10) conjugada con FITC (Sigma Chem.
Cat. F6522) y 1 ug de inmunoglobulina de raton purificada 1gG2a,x (UPC-10) conjugada
con PE (Sigma Chem. Cat. P4810).

Esta mezcla se incubd durante 60 min a 4°C en obscuridad y después de lavar tres

veces con 1 mL de PBS* las células se resuspendieron en 100 pL de paraformaldehido al



2% en PBS pH 7.4. Las células marcadas y fijadas se pueden almacenar ¢n esta solucién en
obscuridad a 4°C hasta por 7 dias.

Adquisicién de datos en el citometro de fluyjo FACScan.- Los datos de las
células marcadas y fijadas se obtuvieron generalmente de dos a cuatro dias después de la
tincién. El manejo y la calibracién del equipo fue siempre efectuada por el especialista
responsable del uso y manejo del equipo. La regién de los linfocitos se establecio
experimentalmente con la gréfica de linearidad vs. celularidad de las células "blanco™; los
nardmetrac de andlicic v ainste de Ia sencihilidad del detactar ce hicieran ran céhilac an
inmunofluorescencia positiva y los ajustes de compensacién se efectuaron con los controles
de referencia para establecer la zona de inmunofluorescencia inespecifica.

Andlisis de los datos adquiridos en el FACScan.- Para cada muestra en
particular se determiné el punto de corte de la fluorescencia. con base en la fluorescencia de
ios controles de isotipo respectivos. Después de definir el punto de corte para la
fluorescencia, se determinaron los porcentajes de células con fluorescencia superior al punto
de corte usando el programa de analisis estadistico del FACScan. Las células de bazo 1gG” y
CD3* se analizaron por medio del histograma correspondiente. Para la determinacion de las
células CD3" el punto de corte se definié como la fluorescencia superior al punto de
interseccion de las curvas correspondientes a la tincion con el isotipo control y con el anti-
CD3. Las células de timo CD4'CD8", CD4"CD8 asi como las CD4"CD8" y las CD4°CD8’ se
analizaron en una grafica de inmunofluorescencia de FITC vs. PE.

Anilisis estadistico
Los resultados estan reportados como promedio = DE. Los anlisis estadisticos de

las diferencias entre los tres grupos experimentales, se hicieron por anlisis de varianza de
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dos vias (ANOVA de dos vias) seguido de la comparacion miltiple de todos los pares por el

método de Student-Neuman-Keuls. Para estos analisis se uso el programa SIGMASTAT

(Jandel Scientific Software).
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RESULTADOS

Los datos presentados en esta seccion fueron obtenidos del estudio de ocho lotes

diferentes de ratones BALB/cAnN.

Ffecto de la deficiencia de biotina sobre el peso corporal

Los ratones de los grupos comtrol. suplementado y deficiente se pesaron
individualmente cada semana; los resultados se muestran en la Figura 6. Los ratones en ¢l
grupo contro] tUVIEron una ganancia ae peso CONIINUA UUTAINE 1S PLULICIA> 13 3TUkuds 1l
estudio, de 15.7+2.9 g al inicio de la experimentacion (semana 0, n = 76) adquiriendo el
peso méximo de 28.2 £ 2 g en la semana 13 a partir de la cual permanecieron con peso

constante hasta la semana 20 cuando tuvieron 28.04 £ 1.8 g (n = 36). El desarrollo corporal
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FIGURA 6. Promedio (+ DE} dei peso corporal de ratones machos Balb/cAnN alimentados con una dieta
comercial no purificada (O, grupo contral}, con una diela depletante de biotina suplementada con biotina (A.
grupo suplementado), o con una dieta depletante de biotina (M, grupo deficiente). *Diferencia significativa
con los grupos control y suplementado, P < 0.05.
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de los animales con dieta suplementada fue similar af del grupo control, iniciando con 15.8 &
2.1 g en la semana 0 (n = 76), alcanzando un promedio de 27.8 £ 1.9 g en la semana 13 a
partir de la cual el peso se mantuve constante, siendo de 28.6 £ 2.1 g al final del estudio
(semana 20 de experimentiacién, n= 5).

En contraste, la curva de crecimiento de los ratones que recibieron la dieta depletante
de biotina tuvo un patrén trifasico: de 15.8 + 1.6 g en la semana 0 (n = 88), ganaron peso
igual que los animales de los grupos control y suplementado durante las dos primeras
semanas, cuando tuvieron 19.5 % 1.7 g (n = 78). De aqui en adelante la curva de crecimiento
de los animales deficientes se separé de la curva de los grupos control y suplementado;
aleanzando en la tercera semana un peso maximo de 20.6 + 1.6 g (n = 72). Este peso se
mantuvo relativamente constante hasta la semana 7 cuando tuvieron 20.7 £ 1.7 g (n = 50), a
partir de la cual mostraron pérdida progresiva de peso hasta la semana 20, en que pesaron
15.4 £ 1.3 g (n = 24). EI ANOVA de dos vias se efectud con los datosalas 4, 8.12, 16 y 20
semanas de estudio para los tres ratones de cada grupo que se sacrificaron en la semana 20
(el resto de los animales se fueron sacrificando a lo largo del estudio). Se encontraron
diferencias significativas del grupo deficiente con los grupos control y suplementado (P <
0.05) mientras que no hubo diferencia entre el grupo control y el suplementado. También
hubo una interaccion significativa entre dieta y tiempo (£ < 0.001). En el Apéndice C se
puede consultar el reporte del ANOVA de dos vias realizado para el peso de los ratones,

que es representativo de todos los que se realizaron en este trabajo.
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Sintomas clinicos asociados con la deficiencia de biotina

Los ratones fueron observados cada semana por la misma veterinaria para determinar
cualquier signo patologico. Todos los ratones del grupo deficiente, ademas del peso
reducido, adoptaron desde la 3* semana una posicién encorvada como la de los gazapos. El
14% de los ratones deficientes tuvo pérdida o falta de renovacién de pelo (alopecia). De
éstos, el 28% tuvo alopecia generalizada desde la 6" semana en experimentacion,
quedandose pricticamente sin pelo 5 semanas después y moribundos fueron sacrificados a
las 18 semanas. El /2% restante wuvo alupeiia a paiu 00 & 5oman 12, siends mée covera
en las 4reas que rodean la boca y ¢l ano, permaneciendo asi hasta el final del estudio.
Adicionalmente, el 50% de los animales deficientes presentaron desde la 8" semana, una
ligera secrecion ocular en alguno de los dos ojos, misma que les impedia mantenerlo abierto,
Esta secrecién progresé durante las cuatro semanas subsecuentes, de tal forma que en la 12°
semana, en el 75 % de los ratones, la secrecién fue evidente en los dos ojos, permaneciendo
asi hasta el fin del estudio. A partir de la 9 semana el 50% de los ratones deficientes también
mostraron opacidad en la cornea. Ademas de estos sintomas, la veterinaria no detectd otro
signo patolégico.

Cuando uno de los lotes estudiados cursaba la 6 semana de experimentacion, se
establecié la temporada anual de calor con una temperatura ambiental de 31 £ 2 °C, entre las
12 hs. y 17 hs. misma que prevalecié aproximadamente durante 10 semanas. En este lote. el
50% de los ratones deficientes presentaron diarrea progresiva y muerte en el curso de las

siguientes 6 semanas.
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Concentracién de biotina libre en el suero

La biotina en el suero se midié en los extractos etanolicos por el método de unién
competitiva descrito en el capitulo de Materiales y Meétodos. Para determinar la eficiencia de
la extraccién, soluciones de biotina de concentraciones conocidas, asi como mezclas de
sueros a las que se les agregaron diferentes cantidades de “H-biotina fueron sometidos al
mismo procedimiento que los sueros. En la Tabla 2 se muestra la cantidad de biotina
observada en siete soluciones procesadas en dias diferentes y en dos ensayos independientes,
fa que correspondio al 7.7 + 11.2% de la cantidad que contenian las soluciones. En la
Fabla 3 se describe la radiactividad medida en los extractos de cinco alicuotas de suero de 1
mL cada una, a las que se les agregaron diferentes cantidades de H-biotina. En éstos, las
dpm observadas correspondieron al 99 7.6% de la radioactividad agregada antes de la

exiraceion.

TABLA 2.- EFICIENCIA DE LA EXTRACCION DE BIOTINA NO
RADIACTIVA EN SOLUCIONES DE CONCENTRACION CONOCIDA *

Ensayo 1 Ensayo 2
pg Presentes  pg Observados % Recuperacion  pg Observados % Recuperacion
244 22 90.2 22 90.2
36.6 35 95.6 32 87.4
48.8 58 118.8 52 106.5
61.0 nd. n.d. 58 95.1

n.d. no determinado. * Promedio de recuperacion: 97.7 + 11.2% (n=7}
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TABLA 3.- EFICIENCIA DE LA EXTRACCION DE
34-BIOTINA AGREGADA AL SUERO*

dpm Agregadas dpm Observadas % de Recuperacién

15,840 17,015 107.4
31,680 28,255 89.2
63,360 63,662 160.5
126,720 118,367 93.4
13,920 14,572 104.7

' R::::T?:—;An rurnmﬂ'lin' 99 + 7.6% {n=5)

La concentracion de biotina libre sérica (Bls) se midi6 en el suero de los animales al
inicio del estudio y a las 2, 4, 8 y 12 semanas después de iniciar las dietas correspondientes.
Para trabajar con un volumen de 750 uL en cada determinacion, se combinaron los sueros
de tres ratones del mismo grupo y con igual tiempo de experimentacion. Los ratones recién
destetados (semana 0 de estudio) tuvieron una concentracién de Bls de 164 £3.3 nM (n=
5). Para los grupos control y suplementado los sueros estudiados en los tiempos indicados
mostraron una concentraciéon de biotina oscilante dentro de un amplio intervalo alrededor
del promedio (Tabla 4). En los ratones del grupo controt la concentracion de Bls fue 30.9 +
20.4 nM (n = 13) y en los del grupo suplementado fue 43.0 + 28.7 nM (n = 13). Los ratones
del grupo deficiente desde las dos semanas en experimentacién tuvieron una concentracion
de biotina en el suero de 2.08 + 1.04 nM (n=3) y el promedio entre las 2, 4, 8 y 12 semanas
fue de 3.50 £ 0.73 nM (n = 10).

El ANOVA de una via indicé que no hubo diferencia significativa entre la biotina

jibre en el suero de los ratones controles y suplementados (£ > 0.05} y que si la hubo para el
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suero de los ratones deficientes con respecto a los de los grupos control y suplementados (

<0.05).

TABLA 4.- CONCENTRACION DE BIOTINA LIBRE EN EL SUERO

Dieta Concentracién de biotina (nM)
Control 30.9£20.4 (15)
Suplementada 43.0+£28.7(13)
Deficiente 3.5+0.73 (10)

* Los datos representan ¢! promedio + D.E de la concentracion de biotina medida en la combinacién
del suero de tres ratones en experimentacion. Entre paréntesis se indica en nimero de

determinaciones.

Desarrollo de higado, bazo y timo

El desarrollo del bazo, timo e higado fue menor en los ratones deficientes de biotina
en comparacion con el de los drganos de los ratones controles y suplementados. En la
Figura 7 se presentan las graficas del peso de estos tres érganos a lo largo de 20 semanas de
estudio en los ratones de los tres grupos experimentales. El peso promedic del bazo al inicio
del estudio fue de 125.3 + 4 mg (n=5, semana 0} y se mantuvo relativamente constante en
los ratones controles y suplementados durante las 20 semanas, con un peso de 115.1 £ 12,5
mg (n = 42). El peso del bazo de los ratones deficientes de biotina tuvo una marcada
disminucion en las dos primeras semanas cuande fue de 76.3 + 5.5 mg (n=6); permanecid
alrededor de este peso entre las 4 y las 12 semanas cuando tuvo 68.6 £ 11.8 mg (n = 21),

después de las cuales se redujo hasta 45.5 + 3.0 mg (n = 6) en las semanas 16 a 20.
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FIGURA 7. Peso del bazo, timo ¢ higado de ratones machos Balb/cAnN (promedic + DE). Los drgancs
fueron extraidos de individuos atimentados con una dieta comercial no parificada (O, grupo control), con
una dieta depletante de biotina suplementada con biotina (V, grupo suplementado), o con una dieta
depletante de bictina (M, grupo deficiente). *Diferencia significativa con los grupos control y suplementado,
P <0.05.
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El peso del timo en los ratones al inicio del estudio fue de 81.8 £ 7.1 mg. (n = 6,
semana 0). En los controles y suplementados, al inicio y durante las primeras dos semanas de
estudio, se mantuvo constante con un peso de 84.3 + 7.4 mg (n = 6); a las 4 semanas
disminuyé hasta 58.6 £ 10.4 mg (n =8) y a partir de este tiempo se establecié en 53.9£11.6
mg (n = 29) hasta el fin de la experimentacion. El peso del timo en los ratones deficientes
durante las primeras cuatro semanas disminuy6 pronunciadamente; en las dos primeras bajo
hasta 62 £ 1.7 mg y en las dos semanas siguientes disminuy6 hasta 32.5 + 14 mg. Este peso
se mantuvo hasta la 8 semana, después continud el descenso hasta 16.8 £ 11.2 mg (n=11)
en las semanas 16 y 20.

El peso del higado al inicio del estudio fue de un promedio de 1.02 £0.05 g (n = 3).
En las primeras cuatro semanas aument6 hasta 1.62 + 0.22 g (n = 8) en los ratones de los
grupos control y suplementados y después de este tiempo entre las 4 y 20 semanas tuvo un
peso promedio de 1.40 +0.19 g (n = 30). En los ratones deficientes de biotina no se observd
el incremente que mostraron los higados de los ratones controles y suplementados en les
primeras 4 semanas, sino que se mantuvo en 1.02 £ 0.13 g (n = 34) hasta las 16 semanas,
después de este tiempo disminuyo hasta 0.76 £ 0.14 g (n = 6) en la 20° semana.

Para el bazo, timo e higado, el ANOVA de dos vias indicd que hay diferencias
significativas entre los promedios de las distintas dietas con respecto al tiempo (P < 0.001),
entre los promedios de los tiempos con relacién a las dietas (P < 0.001) y también es

significativa la presencia de interacciones entre dieta y tiempo (P <0.001).
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Efecto de la deficiencia de biotina sobre las actividades enzimdticas de las
carboxilasas

Las actividades especificas de PCC y PC en los homogenados de higado y de células
de bazo y timo de los ratones de cada grupo experimental, se determinaron al inicio del
estudio v a las 4, 8, 12, 16 y 20 semanas (Figura 8). En general, las actividades especificas
de las dos enzimas fueron mayores en e! higado que en el bazo y el timo. Adicionalmente, en
los érganos de los ratones del grupo suplementado, las actividades enzimdticas tuvieron
valores semejantes a los del grupo control. Fn el higado de 10s raiwues Ge ius gupds contre!
y suplementado la actividad especifica de la PC fue el doble que la de PCC; en contraste, en
¢l bazo la actividad especifica de la PCC fue 5-8 veces mayor que la de PC. En el timo la
actividad especifica de PCC fue 3-5 veces mayor que la de PC. Las actividades especificas
de las dos enzimas en los érganos de los ratones del grupo deficiente fueron menores que las
correspondientes en los animales de los grupos contro! y suplemnentado.

Las unidades de actividad enzimatica para PCC y PC para los tres organos
estudiados estan expresadas como nmol CO: fijadas x min” x mg proteina’. Las actividades
especificas promedio de PCC y PC en el higado de los ratones controles y suplementados
fue 72 y 130, mientras que en los animales deficientes de biotina fue de 15.1 y 35.4,
respectivamente. En el bazo, las actividades especificas promedio de PCC y PC en los
animales controles y suplementados fueron de 3.75 y 0.30 y en los deficientes 0.90 y 0.12
respectivamente. En las células del timo de los ratones con dietas control y suplementada,
las actividades especificas de PCC y PC fueron 1.92 y de (.51 mientras que en los ratones
con dieta deficiente fueron 0.305 y 0.074 respectivamente. No se¢ encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre las actividades de ninguna de las dos enzimas en los
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FIGURA 8. Actividades enziméticas de propionil-CoA carboxitasa (PCC) y piruvato carboxilasa {PC) en
higado, bazo y timo. Ratones recién destetados (3-4 semanas de edad) fueron alimentados con una dieta
comercial no purificada (Q, grupo control), con una dieta depletante de biotina suplementada con biotina (V.

grupo suplementado), o con una dieta depletante de biotina (M, grupo deficiente).
T Actividad especifica en nmol CO fijadas x min"! x mg de proteina”’. Los resultados estin expresados como

promedio + DE de tres animales por grupo en cada tiempo estudiado. *Diferente significativamente con los
grupos control y suplementade, £ < 0.05.
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érganos de los ratones de los grupos contro] y suplementado. En contraste, s¢ observaron
diferencias significativas en las actividades especificas de cada enzima en el higado, bazo y
timo, entre los ratones del grupo deficiente y los de los grupos control y suplementado
(P<0.05). También se observé interaccion estadisticamente significativa entre dieta y tiempo
para PC en higado y bazo y para PCC en el bazo y el timo (P=0.018, , P=0.014, P= 0.006 y
P=0.049, respectivamente). No se encontré interaccidn significativa entre dieta y tiempo

para la PCC en el higado ni para la PC en el time (P=0.061 y P=0.0083).

Proliferacion de linfocitos de bazo inducida por Concanavalina-A

Como se mostrd en las paginas anteriores, los bazos de los ratones en el grupo
deficiente fueron consistentemente mAas pequefios que los bazos de los ratonmes
suplementados y controles, lo que se reflejo en un menor numero de células obtenidas de
ellos. En promedio, los bazos de los animales controles y suplementados contenian 120 x
10° células, mientras que en los ratones deficientes el promedio de células fue 54 x 10°
(Tabla 5).

A diferentes tiempos después de iniciadas las dietas, las células de bazo de tres
ratones de cada grupo experimental se usaron para medir la proliferacion inducida por
ConA, un mitégeno especifico para linfocitos T. Para establecer ios posibles efectos de la
biotina durante el ensayo de proliferacion, las células de cada raton se analizaron
simultaneamente en medio de cultivo adicionado con biotina exogena en concentraciones de
0, 10 y 800 nM. En todos los expetimentos efectuados, la incorporacién maxima de [HI-
Timidina se observd con una concentracién de ConA de 5 mg/L. Los resultados de un

ensayo de proliferacion representativo, efectuado 18 semanas después de iniciar las dietas
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TABLA 5.- CELULARIDAD EN EL BAZO'

Tiempo de Control Suplementado Deficiente
Estudio

4 semanas 120£19(n=3) 117+£31(n=3) 59+18(n=173)

8 semanas 126 £ 16 (n=13) 12247 (n=3) 61£12(n=13)

12 semanas 109+17{a=13) 09+ 20{n=13) 4B+ (n=2}

16 semanas 114+ 6 (n=06) 138 £25(n=06) 56t11{n=¢6)

20 semanas 137+ 17(n=3) 128+ 13(n=13) 46+4(n=73)

' Ratones de 4 semanas de edad (recién destetados) fueron alimentados con las dietas correspondientes. En
lne timmnne indicados, se les extraio el bazo, de éste se prepararon suspensiones de células aisladas en medio
de cultivo DMEM y s¢ contaron en un hemocitOmetro. LOS valunms icpivownien fmiionis fo ~dhrlee
expresadas como el promedio + DE de los datos. Entre paréntesis se indica el nimero de animales.

correspondientes, se presentan resumnidos en ¢l Tabla 6. A pesar de las variaciones en el
promedio de dpm incorporadas en diferentes experimentos después de la estimulacién con
ConA (con intervalo de 40000 a 200000 dpm), los resultados de los experimentos con
células de bazo obtenidas a las 4, 8, 12. o 18 semanas en estudio. mostraron esencialmente el
mismo patrén: los linfocitos del bazo de los grupos suplementado y control tuvieron una
incorporacién similar de [*H] timidina; mientras que la captacion neta por las células de los
ratones deficientes fue 20-25% menor. A pesar de que la incorporacidn de timidina
radioactiva por células de los ratones deficientes fue siempre menor, el ANOVA de dos vias
no detectd diferencias significativas entre los tres grupos (P > 0.05). Cabe hacer notar que
en todos los experimentos, la presencia o ausencia de biotina en el medio de cultivo, no
afectd la proliferacién de las células de bazo de los ratones en cuaiquiera de los tres grupos

experimentales {Tabla 6).



TABLA 6. INCORPORACION DE *H-TIMIDINA POR LINFOCITOS DE BAZO'

Control Suplementado Deficiente
Biotina ConA Con A Con A
Qug/mL Spe/ml _Ougfml Sug/mL Oug/ml Sug/ml
Bq

0oM 0501352 182416 0.7 29.28 152144 0.54+0.13 132+£29
10aM  0.62+£0.29 195+42 0.721£0.31 233160 0.54 £0.22 123 £31

800 0M  0.68037 166 + 39 0.66+0.23 172 £ 45 0.45+0.19 119+£20

1Los ratones fueron sacrificados después de 18 semanas de recibir el atimenw Wi vopusiinis pors eede
grupo. Las células aisladas de bazo (2.5 x10%/pozo) se incubaron sin ConA (0 pg/ml) o con ConA (5
pg/mL} en DMEM, conteniendo las concentraciones de biotina indicadas. Los resultados expresan el
promedio = DE; n=3 por grupo. Las células de cada animal se analizaron en triplicado.
Reactivacién in vitro de la actividad enzimatica de PCC'y PC en esplenocitos

La observacion de que la biotina en el medio de incubacién no modifica la
proliferacion causada por ConA en los linfocitos de bazo, especialmente en las células de los
animales deficientes, nos motivé a analizar si este comportamiento sc debia a la falta de
capacidad de estas células para internalizar a la biotina del medio y/o unirla a las
apocarboxilasas. Por lo tanto, estudiamos si la incubacién en presencia de biotina tenia algin
efecto sobre las actividades especificas de PCC y PC en las células de bazo de los ratones de
los grupos control v deficiente. En las células de los ratones alimentados durante 8 semanas
con dieta depletante de la vitamina, la incubacion por 48 h en presencia de biotina 800 nM
(sin el estimulo del mitogeno). produjo un incremento de 2.36 + 0.16 y 2.59 + 0.26 veces ¢n
las actividades especificas de PCC y PC respectivamente, en comparacion con las células

incubadas en el medio sin biotina (Tabla 7). Los linfocitos de los ratones control incubados

con biotina 800 nM tuvieron un incremento méas moderado de 1.13 x 0.26 y 1.27  0.11
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veces para PCC y PC respectivamente. Durante la incubacion en el medio con 5 pg/ mL de
ConA {sin bictina presente), estos linfocitos de bazo de los ratones deficientes mostraron
una disminucién de 36% y 32% en las actividades especificas de PCC y PC y los de los
ratones controi disminuyeron 21% y 25% correspondientemente. Cuando las células de los

ratones depletados de biotina se incubaron con el mitégeno y la biotina presentes en ¢l

TABLA 7. ACTIVIDAD ENZIMATICA DE PCC Y PC EN LAS CELULAS DE

BAZO ESTIMULADAS CON Con A EN rKESENCIA DE DioTimA'

Semans  Biotina Con A Actividad de PCC Actividad de PC
nM mg/L

Controt Deficiente Control Deficiente
] 0 0 1.00£0.19 1.00 £ 0.06 1.00 + 0.08 1.00 .60
8 800 0 1.13£0.26  236+0.16 1.27 £ 0.11 2.59+£026
8 0 5 0791024 0.64+028 | 0.75£007 0.68+0.40
8 800 5 219+ 0.31 3.36 £0.27 3.07 £ 0.86 826+ 1.24
12 0 0 1.00 £ 0.07 1.00+.29 1.00 £ 0.06 1.00 £0.41
12 800 0 0.82+0.14 1.44+033 | 0.8910.18 1.68£0.13
12 0 5 n.d. n.d. n.d. n.d.
12 800 5 1.61 £ 0.51 5.63+£0.79 1.79+0.65  6.97 +0.83

! Cuatro ratones de cada grupo experimental fueron sacrificados a las § o 12 semanas recibiendo el alimento
correspondiente. Las células de bazo (10x10%) se incubaron en 5 mL DMEM con las concentraciones
indicadas de biotina (0 o 800 nM) vy Con A (0 o 5 ng/mL) durante 48 hs. Al final de ésta las células se
cosecharon, lavaron y se midieron las actividades especificas de PCC y PC. Los resultados estin expresados
asignando valor de 1.00 a las actividades especificas de fas células sin biotina y ConA. nd.= No
determinado.
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medio, se produjo un incremento en la actividad de PCC en controles y deficientes y en PC
de controles, equivalente a la suma de las actividades individuales observadas. Solamente
para la actividad enzimdtica de la PC en los linfocitos de los ratones deficientes se observé
un efecto sinergistico, ya que aumentd 8.26 + 1.24veces.

En los linfocitos de bazo de los ratones con 12 semanas en experimentacion, la
incubacién en las mismas condiciones con biotina (sin mitégeno) aumentd la actividad de
PCC en 1.44 + 0.33 veces en las células de los deficientes y disminuy¢ hasta 0.82+0.14en
las células de los controies, micnrus Yus ia aviviasd 32 DT aumentd an | AR + 0.13 veces
en los linfocitos de los animales deficientes y disminuy6 hasta 0.89 £ 0.18 en los controles.
La incubacion en presencia simultanca de biotina 800 nM y ConA 5 pg/mL causé que los
linfocitos de los ratones control aumentaran 1.61 + 0.51 veces la actividad de PCC'y 1.79 £
0.65 veces la de la PC. En cambio en los linfocitos de los ratones deficientes el aumento fue

mas notable; de 5.63 + 0.79 para la PCC y de 6.97 + 0.83 para la PC (Tabla 7).

Determinacion de la produccién de anticuerpos especificos para DNP

Cinco ratones de cada grupo recibieron el esquema de inmunizaciones con DNP-
ovoalbimina como se describié en Materiales y Métodos. Los anticuerpos anti-DNP
producidos, fueron titulados por un ensayo de ELISA indirecto. En la Figura 9 se presentan
las curvas de titulacion de los sueros de ratones de los tres grupos experimentales. En
comparacién con la curva de titulacion del suero negativo, los tres grupos de
experimentacion respondieron especificamente y de manera similar a las inmunizaciones con
DNP-OVO. No se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos estudiados r

=0.213).
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FIGURA 9. Determinacién de la produccion de anticuerpos 1gG especificos para DNP en cl suero de ratones
machos Balb/cAnN alimentados con una dieta comercial no purificada (O, grupo controi). con una dieta
depletante de biotina suplementada con biotina (V, grupo suplementado), 0 con una dieta depletante de
biotina (M, grupo deficiente). El suero combinado de tres ratones del mismo lote que nunca recibieron
ningin estimulo se usé como control negative ( T ). Los resultados son el promedio + DE delaDOdela
reaccion a la dilucién indicada.

Efecto de la deficiencia de biotina sobre las subpoblaciones de linfocitos de bazo
y timo

Los porcentajes de las células que expresan inmunoglobulina de superficie (slgG,
H+L), y los marcadores CD3-g. CD4 y CD8 en las células de los bazos de los ratones de los
tres grupos experimentales se muestran en la Figura 10. Ya que e anticuerpo IgG (H+L)
gue se us6 reconoce determinantes de ja inmunoglobulina. tanto de las cadenas pesadas
como de las ligeras (x, A), este reactivo puede reconocer todas las subclases de
inmunoglobulinas. Los porcentajes de las células CD3-¢7, CD4" y CD8" fueron mayores en

los ratones deficientes que en los de los grupos control y suplementado; mientras que el
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FIGURA 14. Porcentaje de células que expresan inmunoglobulinas de superficie (sIg”) y los marcadores
CD3-c, CD4 y CD8 en el bazo de ratén. Ratones recién destetados (3-4 semanas de edad) fueron
alimentados con una dieta comercial no purificada (O, grupo control), con una dieta depletante de biotina
suplementada con bietina (V, grupo suplementado), o con una dieta depletante de biotina (B, grupo
deficiente). Individuos de cada grupo fieron sacrificados en los tiempos indicados y se determinaron los
porcentajes de las céluias que expresan cada marcador por citometria de flujo. Los datos estdn presentados
como promedio + DE de cince 2 nueve ratones por grupo para cada tiempo de analisis. *Diferencia
significativa con los grupos control y suplementado, P < 0.05.
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porcentaje de linfocitos slg” fue menor en los animales deficientes que en los ratones de los
otros dos grupos experimentales. El ANOVA de dos vias para cada pardmetro, mostré que
las diferencias de promedios entre las tres dietas y entre los distintos tiempos son
estadisticamente significativas (P < 0.001). En las células del bazo sélo para el indicador
CD4 hubo interaccién significativa entre los diferentes niveles de dieta y tiempo (P = 0.001),
mientras que no fue significativa para los indicadores slg (P = 0.093): CD3-¢ (P = 0.166) y
CD8 (P = 0.117). El promedio global de células de bazo slg® fue de 28.3 + 1.1% para el
grupo deficiente de biotina, mientras que para el grupo contro! y suplementado iuc 2.2 i
1.1% y 41.5 £ 1.1% respectivamente. Las células de bazo CD3-¢" a lo largo de Ia
experimentacion correspondieron al 45.7 + 0.69% en el grupo control. al 44.3 £ 0.65% en e!
grupo suplementado y al 58.3 = 0.69% en el grupo deficiente. Los porcentajes de los
indicadores sIgG y CD3-¢ en el grupo deficiente son diferentes significativamente a los
porcentajes de los grupos control y suplementado (P<0.05) mientras que no hay diferencia
significativa de estos dos indicadores. entre los grupos suplementado y control (P > 0.05).
En el bazo de los ratones controles y suplementados, las células CD4" a las 2
semanas de estudio correspondieron al 35.4% y 29.3% y a las 4 semanas fueron el 35.4% y
el 34.8% respectivamente. En el bazo de los ratones del grupo deficiente de biotina, a las 2
semanas de estudio se observé un 32.9 + 1.54% de células CD4™ y a las 4 semanas 37.6
1.54; se mantuvo dentro de este nivel a las 8 semanas con 36.9% y aumenté en la 12°
semana hasta 41.1% manteniéndose dentro de este porcentaje hasia el fin del estudio. A su
vez. las células CD4" en los bazos de los ratones de los grupos suplementado y control

fueron de un 29.6 + 0.63% y 32.8 £ 0.63% respectivamente a lo largo de las 20 semanas de
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experimentacion. El ANOVA de dos vias para las células CD4” y CD8" en ¢l bazo indicd
que hay diferencias significativas entre los tres grupos experimentales (£ < 0.03).

En la Figura 11 se muestra que en el timo de los ratones experimentales, desde las 2
hasta la 12 semanas en estudio, no hay diferencias entre las proporciones de células que no
expresan los marcadores CD4 ni CD38 (CD4'CDE’, dobles negativas), las que expresan los
dos indicadores (CD4'CD8", dobles positivas), y las que expresan solo uno de ellos
(CD4'CDY, CD4CD%’, sencillas positivas). Sin embargo. desde la semana 16 hasta la 207,
los porcentajes de estas cuatro Subpubiaviis a2 Enfagitee del timo en los ratones
deficientes de biotina son diferentes significativamente a los porcentajes de estos subtipos de
células en el 1imo de los ratones de los grupos controt y suplementado (P < 0.05).

En el timo de los ratones deficientes las células dobles negativas aumentaron
significativamente de 1.22% en la semana 12 8 11.4% y 25.6 % en las semanas de estudio 16
y 20 respectivamente, mientras que en los timos de los ratones con dieta suplementada y
contro! tuvieron 3.01% y 1.13% de células dobles negativas en los mismos tiempos de
analisis (Figura 11). Opuestamente. el porcentaje de células dobles positivas en el timo de
los animales deficientes de biotina, disminuyé de 86.3% en la semana 12 de estudio hasta
47.0% y 35.5% en los tiempos correspondientes a 16 v 20 semanas en experimentacion. Los
porcentajes de esta subpoblacién cefular en los timos de los ratones con dieta control vy
suplementada fueron de 87.0%, 83.8% y 87.7% respectivamente. para las semanas de
estudio 12, 16 y 20.

Las células de timo CD4 CD8 también aumentaron significativamente en los ratones
del grupo deficiente, teniendo 9.2% en la semana 12:35.2% en la semana 16 y 35.7% en la

semana 20 de estudio. mientras que en los timos de los ratones con dieta control fueron de
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FIGURA 11. Porcentaje de céluias que expresan los marcadores CD3-¢, CD4 y CD8 en el timo de ratdn.
Ratones recién destetados (3-4 semanas de edad) fueron alimentados con una dieta comercial no purificada
(O, grupo control), con una dieta depletante de biotina suplementada con bictina (V, grupo suplementado}, o
con una dieta depletante de biotina (ll, grupo deficiente). Individuos de cada grupo fueron sacrificados en los
tiempos indicados y se determineron los porcentajes de las células que expresan cada marcador por
citometria de flujo. Los datos estan presentados como promedio = DE de tres a seis ratones por grupo para
cada tiempo de anilisis. *Diferencia significativa con los grupes control y suplementado, P < 0.05.
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10.4%, 12.8% y 9.6% en las semanas 12, 16 y 20, respectivamente. Y en los mismos
tiempos de andlisis, los porcentajes de este subtipo de células en el timo de los ratones
suplementados fueron de 7.6%, 9.5% y 9.5% respectivamente

Para el fenotipo CD4'CD8" el aumento en el porcentaje aunque también fue
significativo, no fue tan pronunciado como en las células dobles negativas y CD4"CDS§. En
los timocitos de los ratones deficientes de biotina, los porcentajes de células sencillas
positivas que expresan el marcador CD8 fueron de 1.6% en la semana 12 de estudio; 6.2%
en la semana 16 y 6.0% en la semana Zu. &n Caliy, tas wililos dz time CTACTRT en los
ratones con dieta control y suplementada de biotina fueron del 2.2%, 2.5% v 1.5% en los
tiempos de andlisis de 12, 16 y 20 semanas.

Por tltimo, las proporciones de timocitos que expresan el indicador CD3-¢ con baja
intensidad no tuvieron cambios significativos a lo largo de las 20 semanas en
experimentacion y mostraron un promedio global de 61.0 + 1.5 % para los ratones del grupo
control, 57.3 £ 1.5% para los del grupo suplementado y de 61.6 = 1.5% para ios del grupo
deficiente de biotina. En cambio los timocitos de los animales deficientes de biotina
expresaron en la semana 20, un aumento significativo en el porcentaje de células CD3-¢" de
alta fluorescencia pasando de 12.8% en la semana 12 de estudio a 34.3% al final de la
experimentacion ( semana 20, P < 0.05). A diferencia de los ratones deficientes, €n las
semanas 12 y 20 de estudio el timo de los ratones control tuvo 12.9+£2.3%y 11.1 £2.3%
de células CD3-g” de alta fluorescencia respectivamente, mientras que los suplementados
tuvieron 13.6 + 2.3% y 12.3 + 2.3% en los mismos tiempos de andlisis. El total de células de
timo que expresan CD3-¢ (la suma de las que tienen baja y alta fluorescencia) indico que no

hay interacciones significativas entre dieta y tiempo (P = 0.072). Las células de timo CD3-€”

69



de los ratones alimentados con dieta control tuvieron un promedio general a lo largo de las
20 semanas de experimentacién de 76.7 £ 1.6%. las de los ratones con dieta suplementada

de biotina de 73.0 £ 1.6% y los animales con dieta depletante de biotina 81.1 + 1.6%.
y
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DISCUSION

Hay evidencias aisladas que sugieren que la deficiencia de biotina produce, tante en
humanos como en animales de experimentacion, un efecto daftino sobre el funcionamiento
del sistema inmunitario. En humanos y animales de experimentacién éstos incluyen: mayor
susceptibilidad a infecciones (particularmente por hongos). carencia o menor produccién de
anticuerpos en respuesta a diversos antigenos y disminucion en los linfocitos circulantes (2,
68). En animales de experimentacion se pueden agregar ademas: disinbucion o8 I
corporal asi como del bazo, del timo y de nédulos linfaticos intestinales (59-60); cambios en
la cantidad y proporciones de leucocitos circulantes (21): menor concentracion de DNA
total en bazo y timo (60) y menor generacion in vitro de knfocitos T citotdxicos (20). Sin
embarga, los procesos que provocan estos sintomas se desconocen.

Este estudio se llevo a cabo para obtener mayor conocimiento acerca del proceso por
el cual la deficiencia de biotina afecia al estade funcional del Sistema Inmunitario de los
ratones. Se escogié esta especie porque es en los mamiferos, después de los humanos, en los
que mejor se ha estudiado el Sistema Inmune. En contraste, el estudio experimental de las
alteraciones metabdlicas inducidas por la deficiencia de biotina se ha ilevado a cabo
principalmente con ratas. Esta es la razon por la que paralelamente se¢ determinaron algunos
indicadores del estado funcional de biotina en los ratones BALB¢/AnN alimentados con
dietas control, suplementada y deficiente de biotina. Estos indicadores fueron: la
concentracidn sérica de biotina libre y la actividad especifica de PCC y PC en higado. bazo y

{imo.



La deficiencia de biotina fue inducida en los ratones (grupo deficiente)
proporcionandoles una dieta comercial sin biotina que contiene clara de hueve seca como
linica fuente de proteina. Un grupo equivalente de ratones se alimentd con una dieta igual
pero suplementada con (.004 g biotina’kg de alimento (grupo suplementado). Esta cantidad
de la vitamina representa un exceso de la que puede secuestrar la avidina en la clara de
huevo, lo que asegura que los ratones puedan recibir la cantidad de biotina recomendada por
el Subcomité sobre Nutricién de Animales de Laboratorio del Consejo Nacional de
Investigacién de kstados unidos de Woncawia (385, Un Zrupc sguivalenta da ratomes
que recibié una dieta comercial no purificada se usé como control. No hubieron diferencias
estadisticamente significativas entre los ratones de los grupos control y suplementado, para
ninguno de los indicadores estudiados. como son: crecimiento, concentracion sérica de
biotina libre, actividad especifica de PCC y PC en higado. bazo y timo, captura de [°H)-
timidina por linfocitos de bazo inducida por ConA, proporciones relativas de células de bazo
slg” (linfocitos B) y CD3-¢” (linfocitos T) y proporciones relativas de células de timo que
expresan los marcadores CD4 y CDS8. Esto indica que la dieta comercial suplementada con
biotina que se les proporciond a estos ratones, contiene todos los nutrimentos necesarios
para un desarrollo y crecimiento adecuado. Debido a que la misma dieta (pero sin el
suplemento de biotina) se les suministrd a los ratones del grupo deficiente, se puede decir
que las diferencias observadas entre estos ratones y los de los grupos control y
suplementado pueden atribuirse directamente a la ausencia de biotina en la dieta.

La deficiencia de biotina afecta el crecimiento de los ratones, ya que los ratones de
los grupos control y suplementado casi duplican su peso durante las primeras 13 semanas en

experimentacion, manteniendo el mismo peso de ahi en adelante. Mientras tanto, los ratones
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del grupe deficiente incrementaron su peso a la par que los ratones con dietas control y
suplementada en 23.4% durante las primeras 2 semanas. de agui a la tercera alcanzaron el
miximo incremento de un 30.1% y de este tiempo hasta la semana 20 perdieron peso
alcanzando ef que tuvieron al inicio del estudio. La biotina es un factor de crecimiento
esencial (25), por lo que este efecto era esperado en los ratones deficientes. Se considera
que el periodo inicial de ganancia de peso (primeras dos semanas con dieta depletante de
biotina) puede reflejar el tiempo que tarda el organismo en depletarse de biotina sin mostrar
afecracion. A palii de caic mwunaly, O Sresinionts o0 ¥mitado entra la 9% v 7' cemana para
suspenderio totalmente desde este momento hasta la 7' semana. De ahi en adelante, ya no es
posible enfrentar la carencia de biotina y ¢l cuerpo pierde peso gradualmente mientras
prevalezca la falta de suministro de la vitamina.

El disefio de este estudio no permite determinar un indice de mortalidad por
deficiencia de biotina. Sin embargo, los ratones macho Balb/cAnN con dieta depletante de
biotina cuande se encuentran en condiciones de temperatura ambiental entre 15° y 27° C,
aproximadamente el 4% de ellos muere después de cuatro meses de experimentacion y los
que no fueron sacrificados a lo largo del mismo mueren después de 25 a 27 semanas {datos
no presentados).

El intervalo de la concentracion de biotina libre sérica en los ratones del grupo
control fue de 9.9 - 54.1 nM y en los del grupo suplementado fue 10.2 - 74.6 nM. la cual no
fue diferente significativamente. Hasta donde se conoce, no hay otro estudio en el que se
haya determinado este parametro en ratones, aunque Fields v cols. (65) reportaron una
concentracion similar en el suero de ratas normales de la cepa Sprague-Dawley. En

contraste, los ratones deficientes tuvieron un intervalo de concentracién de biotina libre
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sérica de 2.] - 4.5 nM. Como se mencioné en Materiales y Métodos. ¢l procedimiento que
se utilizo en este estudio para determinar la concentracién de biotina libre esta fundamentado
en el uso de avidina como ligando. Recientemente se reporté que solamente la mitad de las
substancias del suero humano que se unen a avidina, corresponden a biotina, siendo la otra
mitad sulfoxido de biotina y bisnorbiotina (66). Se considera que estos hallazgos no
invalidan la conchision de que en el suero de los ratones controles y suplementados se
encontraron concentraciones similares de biotina libre sérica vy que éstas fueron
significativamente mayores que > v 5 FRiSnes dal ormma  deficiente. La baja
concentracién de Bls en los ratones del grupo deficiente puede sugerir que en general, las
células de estos ratones tienen un suministro limitado de biotina para llevar a cabo el paso
final de la sintesis de las enzimas dependientes de biotina. Sin embargo. segin Bonjour (67),
todavia no hay una interpretacion adecuada de las bajas concentraciones séricas de biotina.

Los pesos del bazo, timo e higado. fueron afectados diferencialmente por la
deficiencia de biotina. Con referencia al peso del érgano correspondiente en los ratones
controles y suplementados, el menos afectado fue el higado y el més afectado el timo. A las
dos semanas con la dieta deficiente de biotina, el bazo, el timo y el higado de estos ratones
fue menor en un 33.7%, 26.5% vy 13.6%, respectivamente. A las cuatro semanas de estudio,
sblo el timo y el higado disminuyeron mas, hasta un 44.5% y 25% respectivamente, mientras
que el bazo permaneci6 alrededor del mismo decremento. Entre las 16 y 20 semanas. e} bazo
habia disminuido hasta en 60.4%; el timo hasta en 69% y el higado a las 16 semanas seguia
mostrando un 25% de disminucién y finalmente llegé al 45.7% en la semana 20.

No hay una correlacién directa entre el efecto de la deficiencia de biotina sobre el

peso corporal y el efecto sobre el peso los 6rganos estudiados en los ratones depletados de

74



la vitamina. El tamafie de! higado disminuyé solamente entre las 2 y 4 semanas de estudio
(menor en 13.6% y 25% respectivamente), mientras que el peso corporal a las 2 semanas fue
igual para los tres grupos y disminuy6 en 12.2% a las 4 semanas. A las 8, 12 v 16 semanas el
peso del higado fue menor en 25%, mientras que €l peso corporal tuvo un decremento de
21.5%. 39.0% y 39.3%. A la 20° semana la disminucién del peso del higado y del peso
corporal fueron 45.7% y 44.6% respectivamente.

Tampoco hay correlacién entre la celularidad del bazo. su peso y el peso corporal.
Desde las cuatro semanas y hasta las 1o semanas en capoiiumaiavidi, 105 S2zzs de loe
ratenes del grupo deficiente contenian tan solo el 50% de las células que se obtenian de los
bazos de los ratones controles y a las 20 semanas el porcentaje fue del 34%. Desde este
punto de vista, estos resultados sugieren que 1a biotina puede tener una funcién importante
en Organos linfoides primarios y secundarios.

Las actividades especificas promedio de PCC y PC en el higado de los ratones
controles y suplementados fueron 72 y 130 nmol CO; fijadas x min"' x mg proteina.
respectivamente. Estas actividades especificas de PCC y PC son 8 y 25 veces mas altas,
respectivamente, que las encontradas en los higados de las ratas (69). Estas diferencias en el
contenido enzimatico pudieran reflejar diferencias entre especies o entre distinias cepas de la
misma especie. Un factor adicional que pudo haber contribuido a las altas actividades
enziméticas de este estudio puede ser de tipo metodolégico, ya que se usd una solucion
hemolizante para eliminar los eritrocitos. En cambijo. hasta donde se sabe, no se ha
reportado otro estudio que haya medido las actividades enzimaticas de PCC y PC en células

de bazo y timo.
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A diferencia de los cambios en los pesos de estos organos, en términos generales la
deficiencia de biotina provoca una disminucion en las actividades especificas de las dos
enzimas utilizadas como indicadores del estado funcional de biotina, desde las cuatro
semanas en experimentacién. En promedio, la actividad especifica de PCC en higado, bazo y
timo de ratones deficientes fue 80%, 76.1% y 86.1% menor y la de la PC 82.9%, 62.9% y
86.6% menor a las actividades en los drganos de los animales control.

La dieta depletante de biotina ocasioné un cambio significativo en el estado funcional
Ge It viwming, winu e prachan loo cambics ohesrvadng en la concentracién sérica de
biotina libre asi como en las actividades especificas de dos de las enzimas que utilizan a ia
biotina como cofactor (PCC y PC) en el higado, bazo y timo de los ratones. En el higado,
aunque a las cuatro semanas ya se observo una marcada reduccion en la actividad de las dos
enzimas, la maxima disminucion se alcanzé después de 8 semanas, permaneciendo en este
nivel por el resto del tiempo de estudio.

No obstante las pronunciadas diferencias en la actividad especifica de PCC y PC en
los linfocitos del bazo, la incorporacion de [*H]timidina por los esplenocitos de los ratones
deficientes de biotina fue tan sélo 25 a 30% menor que ia captada por las células de bazo de
los ratones controles. Sin embargo. se mostrd que la deficiencia de biotina indujo un
enriquecimiento relativo de las células T del bazo, ya que en los bazos de los animales
control, en promedio, el 45% de las células son del tipo T, mientras que en los bazos de los
ratones deficientes aproximadamente el 54% de los linfocitos son del subtipo T (Figura 10}.
En virtud de que la ConA es un mitogeno especifico de células T. se puede estimar
aproximadamente que en los ratones controles, 42% de 2.5 x 10° células incorporaron 181

Bq (1.73 mBg/célula), mientras que para los ratones deficientes . el 54% de 2.5 x 10° células
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incorporaron 124.5 Bq (0.92 mBg/célula). Entonces, con base en una relacion de célula a
célula, la incorporacion de [*H]timidina por los esplenocitos de ratones deficientes de biotina
fue aproximadamente 46% menor que en las células de bazo de los animales controles. Se
considera que esta respuesta disminuida no se debié a la baja actividad especifica de las
carboxilasa dependientes de biotina durante los ensayos de proliferacion, porque la adicion
de biotina al medio de incubacion (800 nM final) aumenté la actividad de las dos enzimas
(Tabla 7), aunque no tuvo ningun efecto en la incorporacion de [*HJtimidina. Mas bien, esto
pudiera ser el resultado de un desarreglo tuncional ae 1as ceiuks WLUILSS U vs auaivs
alimentados con la dieta depletante de biotina, el cual no puede revertirse con la incubacion
en un medio que la contiene.

El porcentaje de células slg” (células B) en el bazo, fue significativamente menor en
los ratones del grupo deficiente (27% a las 12 semanas) que en los ratones de los grupos
control y suplementado (47% en promedic para ambos grupos) con un incremento
concomitante ¢n ¢l porcentaje de células T (54% vs.42%). Este aumento en células T se
debi6 principalmente al aumento en la proporcion de células del fenotipo CD4 (ayudadoras)
(71). Estos resultados sugieren que la deplecion de biotina afecta diferencialmente, la
produccion, maduracion, o ambas, de las células By T.

Debido a que no hay una correlacion directa entre los trastornos sobre el Sistema
Inmune v las actividades enzimaticas de PCC y PC, es probable que la deficiencia de biotina
actile por un mecanismo indirecto y/o independiente de las enzimas biotiniladas.

La cantidad relativamente menor de células B pudiera correlacionarse con la
respuesta disminuida de anticuerpos y de células formadoras de placa que se ha reportado en

ratas deficientes de biotina (17-19). Sin embargo, no se detectaron diferencias en la
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respuesta de anticuerpos a la inmunizacion con DNP-OVO. Esto puede deberse a que se
utiizé un esquema de inmunizacion disefiado para inducir una respuesta vigorosa
(adyuvante, inmunizaciones repetidas) o bien a que el inmundgeno utilizado no fue el
adecuado. Es probable que en condiciones suboptimas de inrunizacion, o en respuestas a
otros retos antigénicos, la disminucién absoluta del nimero de linfocitos T y B resulte en
una respuesta disminuida.

El timo es el 6rgano en donde maduran los linfocitos T, mediante un proceso de

-—ods o dilisidaros fuar Anéndica Y Fn el pceso de maduracion de

WICMHIUII W W llﬂ \alll‘.:\-..wu L e i

linfocitos T inmaduros a linfocitos T maduros, estas células atraviesan por cuatro etapas
definidas por la expresion de los antigenos CD4 y CD§ (72). Un esquema de la secuencia
propuesta esta en la Figura 12 y es la siguiente:

i Linfocitos T inmaduros, CD4'CD8’ (dobles negativos).

if) Etapa intermedia de corta duracién, linfocitos T inmaduros CD4°CD8" 6

CD4'CDS".

i)  FEtapa media, linfocitos T inmaduros CD4'CD§’".

iv)  Ftapa final. linfocitos T maduros CD4'CD8’ & CD4CDS8".

Los datos presentados en esta invetigacién muestran que la deficiencia de biotina
induce. después de las 12 semanas, un aumento significativo de las células CD4'CDE’;
CD4"CD8 y CD4CD8". También se observé una disminucion de las células CD4'CDS".
Estos resultados podemos pueden indicar un arresto de la maduracién de los linfocitos antes
de su conversion a células dobles positivas. La incapacidad de las células de completar su
maduracién, provoca la acumulacion en el timo de células inmaduras tanto dobles negativas

como positivas sencillas (Figuras 10y 11).
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Resumiendo. se han caracterizado los efectos de una dieta depletante de biotina
sobre ratones. El crecimiento se afectd severamente y mis profundamente las actividades de
PCC y PC en higado, bazo y timo. Los datos presentados en este trabajo identificaron cuatro
cfectos que se cree afectan la capacidad del Sistema Inmunitario para el montaje de una
respuesta adecuada contra un reto antigénico. Estos son: proliferacién deprimida de células
T en respuesta a un estimulo mitogénico, disminucion en el peso del bazo y del timo, menor
cantidad de células B en €l bazo y un arresto en la maduracion de células T en el timo. Lo
cuz i gue ia Suiviescia 32 Sisting tiene Impontantes afartas enhre ot Sictema Tnrmine de
los ratones.

Aungue se requiere de investigaciones detalladas de otros posibles indicadores de la
disfuncion inmune, este modelo animal puede ser de utilidad para explorar tanto, los
mecanismos que subyacen en este fenémeno en particular. como para profundizar en el

estudio de los efectos de la deficiencia de biotina en el Sistema Inmunitaric en general.
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Figura 12. Esquema de la maduracion de los linfocitos T en el timo.
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Biotin deficiency induces changes in subpopulations of spleen

lymphocytes in mice'

Armida Bdez-Saldafia, Georgina Dioz, Bertha Espinoza, and Enrique Ortega

ABSTRACT Biotin deficiency is kmown 1o affect immunc
function in both humans and experimental animals. In this study,
we determined the effect of biotin deficiency on 4-wk-old
Balb/cAnN mice during 20 wk of experimentation. The growth
rate of mice slowed significantly during rhe first 6 wk of con-
sumptine of a disr decioned to induce biotin deficiency; there-
after. from weeks 7 to 20 there was progressive weignt s iu
the mice receiving the biotin-deficient diet. In the livers of
biotin-deficient mice, the specific activities of twa biotin-depen-
dent enzymes—pyrovate carboxyiase and propionyl-CoA car-
boxylase —decrensed by as much as V5% and 80%. respectively,
and in spleen lymphocytes the specific activities of these two
enzymes decreased by 63% and 75%, respectively. With respect
to the effects of biotin deficiency on the immune system, we
observed statistically significant changes in both the absolute
number of spleen cells and in the proponions of spleen cells car-
rying dilferent phenotypic markers: afier 16 wk the percentage
of cells expressing surtace immunoglobulin (slg} decreased from
47% (control and supplemented) 1o 27% (deficient) and CD3*
cells increased {from 42% (control and supplemented) to 54%
{deficient). The milogen-induced proliferation of spleen cells
from deflicient mice was lower than that of spleen cells from the
control mice. These findings sugges! that biotin could have an
important role in iymphocyte maturation and responsiveness to
stimulation, and consequently in the capacity of the immune sys-
tem to respond 10 an antigenic challenge. Am 4 Clin Nutr
1998:67:431-17,

KEY WORDS Biotin deficiency, pyruvate carboxylase, pro-
pionyl-CoA carboxylase. immune system. mice. spleen, lympho-
cyle subsets

INTRODUCTION

Biotin is a water-soluble vitamin of the B complex that serves
as a cofoctor of four enzymes: propionyl-CoA carhoxylase
{PCC), pyruvate carboxylase {PC). methylcroloneyl-CoA car-
hoxylase, and acetyl-CoA carboxylase. The [irst three of these
enzymes are found in mitochondria and the fourth in the cyto-
plasm. These four enzymes participate in various pathways in
the metabolism of proteins, lipids, and carbohydrates (1).

Studies of patients with impaired biotin metabolism and of
biotin-deficient animals have established that normai biotin
intake and metabolism are imporiant for the defense mechanisms
of the organism. Two defects in the biotin utilizalion ¢ycle are
known in humans; abnormalities in the activity of either holo-

carboxylase synthetase (the enzyme responsible for covalently
attaching biotin to specific lysine residues on the carboxylases)
or in biotinidase (the enzyme responsible for detaching biotin
from biocytin) resuht in multiple carboxylase deficiency, which
has been reported to be associated with clinical manifestations of
immune dysfunction, including mucocutaneous candidiasis,
hypeegammegiohnlinemia with immunoglobulin A (IgA) defi-
ciency, overwhelming infections, and a diminished annoouy
response to Candida or pnevmococcal antigens (2, 3). Some
clinical symptoms of multiple carboxylase deliciency have been
reparted to disappear after the oral administration of biotin (4).

Likewise, biotin-deficient rats showed n weak antibody
response against diphtheria toxoid (5) as well as a lower number
of antibody-forming cells in the spleens of the rats immunized
previously with sheep erythrocytes (6). In another siudy, an
important reduction in the size and celtularity of the thymus was
found in biotin-deficient rats, which also had a depressed
immune response againsi sheep erythrocytes and did not develop
experimental allergic encephalomyelitis afler immunization with
myelin hasic protein (7). Biotin has alse been shown to be essen-
tial for the in vitro generation of cytotoxic T lymphocyies from
maouse spleen (R), In guinea pigs, biotin deficiency induced an
increase in the number of circulating nentrophils and a decrease
in lymphocytes carrying B and T cell markers (9).

The clinical and experimental evidence summarized above
indicates that biotin deficiency has significant cffects on the
ability of the organism 1o mount an adequate immune response.
However, the precise functions that are affected, the possible dif-
ferences in biotin metabolism among species, as well as the
pathopgenesis of the immune deficiency remain to be established,

We siudied the effect of biotin deficiency on indicators of the
immune fenclion in mice. We assessed the functional state of
biotin in the same experimental animals, as reflected in the
serum concentration of free biotin and in the specific activity in
liver and spleen of two hiolin-dependent enzymes: PC and PCC.
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MATERIALS AND METHODS

Mice

Male Balb/cAnN mice were obtained from the breeding
colony of the Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.
Two different lots of animats were used for this study, one con-
sisting of 54 animals and ancther of 24 animals. Each lot of ani-
mals was divided into threc experimental groups: controd, biotin
supplemented, and biotin deficient. After weaning (at 34 wk of
age) and for up to 20 wk the control group was fed a commer-
cial, nonpurified diet (8626 Teklad Mouse Breeder Diiet; Harlan
Teklad, Madison, Wi); animals in ihe deficient group received a
biotin-depleting diet lacking biotin and with 30% dried egg
while as a protein source {catalog no. TD-81079; Harlan Tekiad),
whercas animals in the supplemented group received a modified
biotin-depleting diet, which contains 0.004 g biotin/kg diet (cat-
alog no, TD-96075; Harlan Teklad). Egg white contains avidin,
a glycoprotein that binds biotin, forming a noncovalent complex
lhal lS nol absorbed into the blood (1). Animals were maintained
2 2ok muclac and allnwed water and the respec-

wn 2o Bt
tive food ad libitum.

At the indicated times afier beginning (he respective diet,
mice from the three experimental groups were bled from the
axillar plexus under ethilic eiher anesthesia. Afier bleeding, the
animals were killed by cervical dislocation and the spleen and
liver of each animal was removed for subsequent use.

The guidelines followed were those of an institutional com-
mittee for animal care and use, composed of scientists and the
veterinarian in charge of the animals, in accordance with inter-
national standards of eaperimentation in animals.

Determination of free biotin in serum

Sera were separaled by centrifupation at 1200 X g at room
temperature for 10 min and were kept frozen at -20 °C until
used. For determination of frec biotin, the vitamin was extracted
with four volumes of absolute ethanol, and the ethanolic eatract
was dried in a Speed-Vac concentralor-cvaporator (Savant
Instruments, Farmingdale, NY). Dricd extracts were kept at 4°C
until used. The concentration of biotin was determined by a com-
petitive radioassay as follows: immediately before measurement
the dried extracis were resuspended in a velume of a solution of
44.5 mmol tris-HCLIL, 44.5 mmol sodium borate/L, | mmol
EDTA/L, and 200 mg sodivm azide/L, in water, pH 7.4 (TBE),
equal to the original volume of serum. From this, an appropriate
aliquot was taken and diluted with TBE to obtain a final volume
of 200 uL. to which 0.22 kBg d-[8.9](-'H(¥)-biotin (specific
activity: 1665 GBg/mmol; DuPont NEN Research Products,
Boston) and 0.16 pmol avidin (Sigma Chemical Co, $t Louis)
were added. The reaction mixtere was then incubated for 24 =+
2 h at 4°C in an orbital shaker at 200 rpm. Anti-avidin poly-
clonal antibodies coupled to Scpharose (Pharmacia, Uppsala,
Sweden) were added and incubation continued for another 24 =
2 h. After centrifugation at 130 X g for 3 min at 4°C, half of the
supernate was taken to determine the concentration of unbound
{*H]biotin by scintillation counting in an LS6500 liquid scintit-
lation counter (Beckman, Fullerion, CA). The percentage of
[*H]biotin bound was calculated by the difference between total
and unbound [*Hbictin. The biotin concentralion in each sample
was assessed by interpolation in a logit-log standard curve drawn
by using the percentage of maximal {'H]biotin bound observed
for solutions containing from 0 to 320 pg biotin in 200 wL TBE.

Nonspecific binding (in the absence of avidin) was in the range
of from 0% to 6% (n = 25) and the maximum binding was
adjusted to between 70% and B5 %. Under these conditions the
assay can properly determine Trom 20 to 300 pg biotin per reac-
lion tube. The interassay CV ol a pooled sample assayed in par-
allel was |5%. The recovery efficiency in sera to which known
amounts of biotin were added was 96,5 = 10% (n = 2.

Determination of enzymatic activity of PCC and PC

After 4.8, 12,16, and 20 wk of experimentation. the liver and
spleen of three animals from each cxpcnmenlal group were
remaven #s describervbey s The ot o v U aC Lacanediately
and kept at -70°C uniil used. The spleens were placed in ice-
cold phosphate-bulfered saline (PBS) and a ccll suspension was
prepared, After the cells were washed with PBS, erythrocytes
were hemolyzed by hypotonic shock as described elsewhere
{10}. The cell suspension was centrifuged at 400 X g for 5 nin
al 4°C and the peller was kept frozen at =70 °C until used.

To determine the enzymaltic activities of PCC and PC. the liv-
ers were thawed and homugenizcd wilh o pobytetrafluorocthylene
PISLON LR SEVEN ¥YOIUIIEs Ul inimvaand DO, ThHE brmeapanata wag
centrifuged at 1200 X g for 10 min a1 4 °C and the superniate was
discarded, The ervihrocytes were destroved by pouring
i mL ammonium chloride lysing bufier onto the cell pellet Tor
2 min (10}, followed by the addition of 10 volumes of cotd PBS.
After centrifugation. the supernate was discarded and eight vol-
urnes of cold PBS were added. This cell suspension was diluted
1:4 with tris lysis buffer (50 mmel tris/L, 0025 mmal EDTAML;
pH 8.0) and cells were disrupted with an Ulirasonic Homogenizer
(4710 Series; Cole Parmer Instrument Co, Chicago) at 24 W tiwo
cycles of 20 X 1 5). Enzymatic activity was determined in 10 pl
of the sonicated samples by a radicenzymatic method (11), The
assay was lincar up 1o 4 pg protein for 120 min. Aliquots of the
homtogenates containing 2 pg protein in 10 pL were used and the
reactions were incubated for 60 min. Protein conceniritions in the
sonicates were determined by the Bradford method (12).

To determine enzymatic activities of PCC and PC in spleen
cells, the frozen pellews were thawed, resuspended in 1 mL lysis
buffer/20%10° cells, and sonicated as described above for 1he
liver. PC and PCC activilies were determined by e same
radioenzymatic method (11).

Concanavalin A-induced proliferativn of spleen cells in
vitro

Proliferative assays of spleen cells stimulated with the T cell
milogen concanavalin A (ConA) was performed essentially as
described (£0). The tissue culture medium was Dulbecco’s mod-
ified Eagle's medium supplemented with 10% biotin-free fetal
calf serum (FCS), 2 mmeol L-glutamine/L, 100 mg strepio-
mycin/L, and 100 X 10" U penicillin/L. Biotin-free FCS was
prepared by incubating FCS (GIBCO BRL. Gaithersburg, MD)
with avidin-Sepharose {Sigma Chemical Co) for 16 h at 4%C in
an orbilal shaker at 200 rpm. Before being added 10 the medium,
the serum was separated by centrifugation a1 150 X g for 5 min
at 4°C and sterilized by filtration through a 0.22-pm filter mem-
brane (Millipore Corp, Bedford, MA). Biotin concentrations in
the FCS before and after incubation with avidin-Sepharose were
106 and 0.4 nmol/L, respectively. Because avidin-Sepharose
chromatography has been shown to relain quantitatively car-
boxylases with covalently bound biotin from various sources
(13, 14), it is assumec. that the procedure removes all biotin
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(iree, reversibly bound, and covalently bound) preseni in the
FCS.

Three mice per group were killed and their spleens were
removed. Spleen cell suspensions were prepared in Dulbecco's
modified Eagle's medium supplemenied with 10% biotin-free
FCS and seeded in microwells (2.5 % 10° cells/well). The cells
were incubated with 0, 10, and 800 nmel bictin/L and 0, 1.0, and
5.0 mg ConA/L (Sigma Chemical Co) in a total volume of 200
KL Each experimental condition was assayed in triplicate wells.
At the end of a 48-h peried, [*H)thymidine (18.5 kBg/well, cat-
atog no. NET-027, specific-activity: 247 9 tifigrmmal; DuPont
NEN Research Products) was added and incubation continued
for 24 h. [*H]thymidine incorporation was determined after the
cells were harvested automatically onto filter papers with a cell
harvester ({Skatron Instrumenis, Sterling, VA). Radioactivity in
the filiers (Printer Filier-mat A; Pharmacin)} was quantitated by
scintillation counting in a 1205 Betaplate (Wallac Oy, Turku,
Finland),

Determination of lvymphocyte subpoputations

At the indicated times. three mice from each group were
killed and their spleens removed as described above. Singte-cell
suspensions of spleen cells from each mouse were stained (15}
with Muorescein anti-mouse lg (Zymed Lahoratories, South San
Franciscor. fluorescein  anti-mouse  CD3-e  (Bochringer
Mannheim, Mannheim, Germany), (luorescein anti-mouse CD4,
or phycocrythrin anti-mouse CD8 (GIBCO BRL) for 60 min on
ice. The cells were washed, fixed with 1% paraformaldehyde,
and analyzed in a FACScan cytofluorometer (Becton Dickinson,
San Jose, CA). The resuits are expressed as the percentage of
positive cells Tor each marker (eg, slg*).

Statistical analysis

Results are reported as means = SDs, The statistical analysis
of the differences among (he three experimental groups was per-
formed by two-way analysis of variance (ANOVA) followed by
an all pairwise multiple comparison by the Student-Neuman-
Keuls method. SIGMASTAT software (Jandel Scientific Soft-
ware, Rafael. CA) was used for this analysis.

RESULTS

The data presented in this section are the combined daia
obtained from two dilterent lots of male Balb/cAnN mice siudied.

Eifect of hiotin deficiency on hady weight

Mice in the control, supplemented, and deficient groups were
weighed individualty every week; the results are shown in Fig-
wre 1. Mice of the control group showed a steady weight gain
during the 20 wk of the stdy, from 17.3 = 2.36 g at week 0 (n =
263 to 314 = 13 p at week 20 {n = 3}. The growth curve of the
supplemented mice was similar to that of the control group,
increasing from 17.2 = 20 g at week 0 (n = 26) 10 30.1 £ 0.7 ¢
at week 20 (n = 3). The growih curve of mice that received the
biotin-depleting diet showed a biphasic pattern: from 17,1 =
2.3 g a1 week O (n = 26) it reached a maximum of 23.6 = 1.4 g a1
week 6 (# = 20} and decreased thercalter to 17.0 2 2.3 g a1 week
20 (n = 3). A two-way ANOVA was performed with weight data
at0,2,4,8, 12,16, and 20 wk for the three mice of cach group
that were killed at week 20 (the rest of the mice in each group
were kitled at differemi times). Significant differences were
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FIGURE 1, Mean (1 SD} corporal weight of male Balb/cAnN mice
fed a commercial nonpurified diet ¢Q, contra) group), 3 hiotin-depleting
dict supplemented with hiotin {4, supplemented group), or a biotin-
depleting dietd (B, deficient proup). For the three groups, 1 = 26 (weeks
(had}, 1= 20 (weeks S-8). 0= 14 (weeks 9-12), 8 = 9 (weeks 13-16) n
= 6 (weeks 17-18), and » = 3 (weeks 19-21. *Signihicamly dilferent
from the control and supplemented groups, P < (.08,

found between the deficient and the control groups and between
the deficient and the suppltemented groups (P < 0.05), whereas
no significant difference was found between the control and sup-
plemented groups. Also, there was a significant imteraction
between diet and lime (P < 0.001).

Clinical symptoms associated with biotin deficiency

Mice were observed every week by the same veterinarian to
determine any pathologic signs. In addition to the smaller size of
mice in the deficient group, some of these mice showed alopecia,
which was more severe in the areas surronnding the mouth and
anus. The biotin-deficient group also adopied a squatted position.,
No other pathologic signs were detected by the veterinarian.

Concentration of free biotin in sera

Concentrations of free biotin in sera of the experimental ani-
mals were measured 4, 8, and 16 wk after the study started, The
concentration of free hiotin in the sera of controt mice was 40.5
= 11.8 nmol/L (# = 12). The concentration of free biotin in the
sera of mice from the supplemented group was 54.5 = 170
nmol/L (n = 12), The concentration of free biotin in sera of mice
in the deficient group was 3.66, 3.87, and 2.97 nmol/L. at 4, §,
and 16 wk, respectively, yielding a global average of 3.46 2 0.77
nmol/L (n = 12}, Thus, the concentration of free biotin in the sera
of mice from each experimental group remained fairly constant
during the study.

Effect of biotin deficiency on enzymatic activities of
carboxylases

The enzymatic activities of PCC and PC in liver homogenates
and in spleen cells of mice from the three experimental groups
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were determined at the beginning of the study and at 4, 8,12, 16,
and 20 wk of experimentation (Figure 23. On the whole, specific
activities of both cazymes were higher in the fiver than in the
spleen. In the liver of the contral mice. the speeific activity of
BC was twofold higher than that of PCC: in contrast, in splecn
cells the specific activily of PCC was 5-8-[okd higher than thal
of PC. In general. the specific activitics of buth cnzymes in the
orzans of mice in Lhe supptemented group were similar to the
corresponding values of the control group whercas the activities
af both enzymes in mice from the deficient group were smaller.
A two-way ANOVA was performed 1o analyze differcnces in the
specitic activity of each carboxylas: in boil ‘iver and spleen. No sig-
nilicant dilferences were found between the activities of both
cuzymes in ntice from the control and supplemented groups. In con-
trast. there were significant diffcrences in the speeilic activities of
cach enzyme in both liver and spleen between the deficient and con-
tra! groups and between the delicient and supplemented groups <
0.05). A sipnificam interaction between time and dict was observed
for #C in he fiver and for PCC and PC in the spleen (P = 0018, P =
0000, and P = 0014, rospectively). No significant interaction
between time and dict was fouad far BOC inahe liver 12 = 00ATY

Concanavalin A-induced proliferation of spleen
Iymphocyles

The spleens of mice in the deficient group were consistently
smaller (han the spleens of the supplemented and contral mice,

PCC activity in liver
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which was reflecied in the lower number of cells obtained from
thems. The average number of cells obtained from the spleen of
control and supplementcd mice was 120 X 10* cells: from the
spleen of deficient mice the average number was 54 X 10 cells
{Table 1). .

Al differcnt wmes aller the specilic dicts began, the spleen cells
from three mice from each proup were used 10 measure profiferation
induccd by the T cell milogen ConA, To assess the possible effect of
biotin during the proliferative axsay. the cells from cach mouse werc
simultancously assayed in culture medin containing exogenously
added biotin at concentrations of 0, 10, or 00 nmol/L, In all exper-
iments conducted, maximum [PHlthvimidine incorporation was
abserved at § mg ConA/L. Thic resulls from a representative prolif-
crative assay pertormed 18 wk aller the biotin-depleting diet started
are summarized in Table 2. Despite variations in the act mean bee-
querels incomared afier Cond stimulation in different experiments
(ranging from &4 v 327 Bg). the resulis from experiments with
spleen cells oblained at 4, 8, 12, or 18 wk afier the specific diets
began showed essentially the swme pattern: the spleen cells frony the
supplemented and contrel groups showed a similar ['Hjthymidine

Alln demens mlam e

n:'\l"l-n swharmae tha ot "."""'" k: ~ - .
smaller by 20-25%. However, two-way ANOVA revealed no signif-
icam differences among the three groups, Note that in ali experi-
ments the presence or absence of biotin in the culture medium had
no effect on the proliferation of spleen cells from animals belonging
10 any of the experimental groups (Table 2).
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FIGURE 2. Specific activity of propionyl-CoA carboxylase {PCC) and pyruvate carboxylase (PCY in Tver and spleen. Mice aged 3—4 wk were fed
1 commercial apapurified diet (O, contral group), a biotin-depleting dict supplemented witls bictia (& supplemented group).or a bivtin-depleting dict
(M. deflicient group). Resulls are reported as the mean + SD of three animals per group for each time paint. *Significantly different Tfrom the control

and suppiemenied groups. < 0.05.
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TARLE 1
Number of cells in the spleen of mice in the three groups’

Biotin deficiency was induced by giving mice (deficient
group} a commercial diet with dried epg white as the prowein
source and without biotin, An equivalent group of mice was fed

Time of swdy Control Supplemented Deficient a similar diet but supplemented with 0.004 g biotin/kg diet (sup-
4 wk 120 £ 193] 17 =313 591 1813] plemented group), This amount of biotin was in excess of the
8wk 1265 £ 1643 673 615+ E213]  biotin that the avidin in the diet could potentially bind. to make
12 wk 1089 417 [3] 9R8 2 2013) 48913 sure that the biotin intake was in ¢xcess of the biotin require-
16 wk 1142 616) 137.6 £ 23 4] 556 1116] ments recommended by a Subcommittee on Laboratory Animal
20wk 137+ 17031 128+ 13 Y b ol Nutrition of the National Rescarch Council (17). An equivalent

!X £ SD (millions of cells); m in brackets, Mice siarted receiving the
corresponuling diet ufter weaning. At the indicated times, the spleens were
removed and disgrepated in Dulbecco’s modilicd Eagle’s medium. The
number of cetls obtained were counted in a hemocytomelter.

Effect of biotin deficiency an subpoepulations of lymphocytes
in spleen

Percentapes of cells expressing CD3-e, CD4, CDE, and surface
immunoglobulin (sIg) in the spleens of mice from the three experi-
mental groups are shown in FIEUNE 3, 10C PEICERIRES UF C o o,
and CDAR cells was higher and the percentage of sg? cells lower in the
delicient mice than in the control and supplemented mice. Two-way
ANOVA showed that for each of the four markers there were signifi-
cant difierences between the deficient and control groups as well as
between the deficient and supplemented groups (i < 0.05). There
were na significant differences in any of the four markers between the
supplemented and control groups. There was a significant interaction
between time and diet Tor s1g*, CD<4*, and COB* markers (P < 0.001).

DISCUSSION

Fragmented pieces of evidence have sugrested that biotin
deficiency has a deleterious effect on several immune pheaom-
ena, incltuding a higher susceptibility to infections (particularly
fungal infections), a diminished antibody response against vari-
ous antigens, and a decrease in circulating lymphocytes (2, 16).
However, the mechanisms wnderlying these observations are
unknown. This study was undertaken 1o gain insight into the
mechanism by which biotin deficiency affects the immune statos
of mice. This species was chosen because mice are, after
humans, the mammals whose immune system has been most
studied. In contrast, the metobolic alterations induced by biotin
deficiency have been studied mainty in rats. Thus, we started by
determining some indicators of the functional state of biotin in
control, supplemented, and biotin-deficiens BALB/cAnN mice.
These indicators were the concentration of free biotin in serum
and the specific activity of PC and PCC in liver and spleen.

group of mice that received a comme. dai nompurified dict
served as the control. No significant differences were found
hetween the control and supplemented mice for any of the ind:-
cators studied, including growih, free bhiotin in serum, specific
activity of PC and PCC in liver and spleen, ConA-induced
|'H)thymidine uptake by spleen lymphocytes. and the relative
proportions of sIg* (B cells) and CD3-€* (T cells) spleen cells.
This indicates that when supplemented with biotin, the commer-
cial diet given to these mice contitined #11 the pecessiry nulsients

alammant Boranes tha came (lied fht
:

without biotin supplementation) was given to the mice in the
deflicient group, it ean be suggested that the differences observed
between these mice and those in the control and supplemented
proups were caused by the absence of biotin in the diet.

So significantly did biotin deficieney affect the growth of the
mice that whereas the mice in the control and supplemented
groups almost doubled their weight during the 20 wk sdy,
those in the deficient group had a1 weight increuse of 36.4% dor-
ing the first 6 wk but lost weight subsequently. returning 1o their
original weight by the end of the swudy. Biotin is an essential
growth factor and thus the effect of biotin deficiency on growth
was expected. The initial period of weight gain (althougly smaller
than that of control mice) could have reflected the time it takes
to deplete the biotin stored in tissues.

The average concenteations of free biotin in sera of control
and supplemented mice were 40 and 54 nmol/L. respectively.
which were not significantly different. We do not know of any
study in which free biotin was determined in mive. This coneen-
tration is similar 1o that found by Fields ct al (I8) in the sera of
normal Sprague-Dawley rats, In contrast, the average concentra-
tion of frec biotin in sera of deficient mice was only 6% of that
in sera of contral and supplemented micc. As mentioned above.
the method used 10 determine free biotin in this study is based on
avidin binding. It was reported recentiy that only about hall of
the total avidin-binding substances in human sera correspond Lo
biotin, the rest being biotin sulfoxide and bisnorbiotin (19). We
do not think that this could invalidate our corclusion that mice

TUr prapes 500

TABLE 2
o _ _Comral . __ __Supplemented . L Deficient
Biotin Unstitnulated Stimulated Unstinuated Stimulared Unsiimulated " Stimulnted
Iy |
0 nmol/L. 0.50 = 0,14 183+ 36 073 £ 028 163 = 44 0.54 £0.13 132229
10 nmol/L. 0.62 +£ 029 195 + 42 07220 233+ 60 0,54 022 1230
%) nmul/L 0.68 x 0.37 166 + 1% 0.66 £ 0,23 172 2 45 0451019 £ 20

'% 2 5D n =3 per group, Cells from cach animal were assaved in triplicate. Mice were saceificed after 18 wk of receiving the speeific dict for each
group. Spleen cells (2.5 X 10%well) were incubated without {unslimulated) or with (stimulated) 3 my concanavalin AfL., in Dulbecvo™s modilied E
fiedium containing the indicated hiotin concentration. After 48 b, (*H]thymidine was added and after 24 h the radioactivity incorporated per well was men-

sured.
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FIGURE 3, Percentage of cells expressing surface immunoglobulin (s1g"). C123-¢, CD4. and CDR markers in the spleens of mice. Mice aped 34
wh were fed a commereiab nonpuritied diet ¢ O, cantrol group}. u biotin-depleting diet supplemented with bintin {4, supplemented groupt, or a biotin-
depleting dict (8. deficicnt group), Mice fram cach growp were killed at the indivated times and the pereentage of cells expressing each marker was
determined by Mow cytometry. Results are reported as the mean £ SI3 of threee 10 six animals per group for each time pain, * Sigailicily dilferent

from the control and supplemenied groups, ” < 0,05,

in the contre! and supplemenied groups had similar concentia-
tions of free biotin in serum and that this conceniration was sig-
nificantly higher than that found ia sera of mice in the deficicnt
group. The lower concentrations of free biotin in sera of mice in
the deficient grovp could suggest that, in peneral. the cells of
these mice had a limiled supply of biotin Tor the synihesis of
biatin-dependent enzymes. However, it was pointed oul by Bon-
Jour (20} that the proper intcrpretation of serum concentrations
of biotin remains to be determined.

The mean specific activities of PC and PCC in liver of contrel
and supplemenicd mice were 130 and 72 amol €O, fixed min™!

mg protein™!, respectively. These specific activities of PC and
PCC found in the livers of mice in the control group were 25 and
§ times higher, respectively, than those found in the livers of rats
(21). This could reflet differences in enzyme conlent among
different species or among different strains within the same
species. Another factor that may have contribuled to the higher
specific activities found in this study was the method used to
ctiminate erythrocytes (hypoionic shock).

As reftected by both the concentration of free biotin in sera
and the specific activitics in liver and spleen of two of the
cnzymes that utilize biotin as a cofactor, PC and PCC, the biotin-
depleting diet caused a significanl change in the functional state
of biotin in mice. Overall, the specific activity of PCC in the
fiver dropped by 809 and by 75% in the spleen whercas the spe-
cific activity of PC in the liver dropped by 73% and by 63% in
the spteen. En the liver, aithough at 4 wk there was already a sig-
niticant deercase in the wctivities of hath enzymes, the maximum

decrease was observed alter 8 wk and remained at about the
same level Tor the rest of the studky. In cantrast. the speeilic agtiv-
ity of both PCC and PC in the spleen was alfready diminished
after 4 wh of experimentation.

After 4 wk and for up to 16 wk of experimentation. the
spleens of mice in the deficient group yiekded only 507 of the
number of cells oblained trom spleens of the control mice: a1 20
wk the percentage dropped to anly M. The weight of the
spleens showed the same reltive differences (data aol shown).
This effcel of bintin deficiency on spleen size was not propor-
tional to the effect on corporal weipht, which at4. 8,12, and 16
whk was 92%, $2%, 00%, and 55% of the respeelive weight of
mice in the control and supplemented groups.

Despite the prenounced differences in the specific activity of
PCC and PC in spleen lymphocytes, ConA-stimulated
|*H|thymidinc incorporation by splenocytes (rom the mice of the
deficient group was only 25-30% lower than that of control
mice, However, biotin deficiency was shown to induce a relative
enrichment of the T cell subpopulation: in the spleens of control
animals, an average of 42% of the cells were T cells whereas in
the spleens of deficient mice T ccbls accounted for =54% of the
cclis (Figure 3). Because ConA s o T cell-xpecilic mitogen. une
can calculate that for conirod mice, 42% of 2.5 % 10° eelts incor-
parated an average of 181 Bq (1.73 mBy/eelly whereas for defi-
cient mice, 54% of 2.5 3 16° spleen cells incorported 124.% By
(0.92 mBy/eeld), Thus, on a cell per cell basis. |'Hthymidine
incorporation by T cclls from biotin-delicient mice was dimin-
ished by 6% comparcd with hat in conrol animaks, We
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betieve that this diminished response was not due to the low spe- 4. Munnich A. Fischer A, Saudubray JM, ¢t al, Biolin-responsive

immunoregulatery dysiunction in multiple carboyylise deficiency. J
Inherit Metab Dis 1981411134,

5. Pruzansky J, Axelrad AR Aptibady productiun t diphihena tosid
in vitamin deficiency states, Iroc Sac Exp Biol Med 1935

cific activity of the biotin-dependent carboxylases during the
proliferative assay because the addition of 800 nmol biotin/L. to
the incubation medium increased the activity of both enzymes

(data not shown) yet had no effect on the incorporation of £0:1915

[*Hlthymidine. Rather, 1!1|5 may vac rc.su_lted fmmlan improper 6. Kumar M. Axelrad AE. Celtular antibody symhesis in thiamin,
develapment of lymphoid cells in the animals subjected to the riboflavin, biotin and folic acid deficient rare, Proe Soc Bxp Biol
hiotin-depleting diet, which cannot be reversed by incubation in Med 1978:157:421-2,

a medivm that contains biotin. 7. Rabin BS, Inhibition of experimentally induced anoimmunity in

The percentage of slg® cells (B cells) in he spleen was signifi- rats by biotin deficiency. J Nuir 1983:113:2316-22

camily fower in the deficient group (2773 e ¢ R ~aa o and 8. Kung JT, Mackeazie TC, T =27 70 The o vizzent for biotin
supplemented mice {average for both groups: 47%) after 16 (30%) and fanly acids in the cytotoxic T-cell response. Cell Immunol

1979;48:100-10.

and 20 (43%) wk of the study, with a concomitant increase in the " . . . o
9. Perelli F, Moretti P, Campanati G, Suslies an e relationships

: s (59% : ith 42%), mai : ) :
hp::-ce_nug;)jf T:dk ( (.,;;“T:F;rm wuhl 42%) mmr:lly ?]r ".K between biotin and the hehaviour of B and T lymphocytes in the
rM.( ) phenalype ('_ - phese rc.f.u 1s suggest that biotin gunea pig. Expericatia 1981:37:1204-6,
depletion affects the production, maturation, or bothof Band T 14 ¢ 1500 JE. Kruisheek AM, Margulies DH, Shevach EM. Stsaber W,

cells differently. A relatively lower number of B cells could corre- cds. In vitro assays for lymphocyte funciion. In: Current protocals
late with the diminished antibody response and low number of in immunology. Vol 1. New York: John Wiley and Sons, 1991:
plaauc-forming cells found in biotin-deficient rats (5-7). 3.0.5-317.10,

In summary, we charucterized the eftects of a bictin-depleting 11, Burri BE, Sweetman L, NYRan W L. FCICTORCICIY &1 IIGIE iy -
diet in mice, Growth was severely affected and the activities of lase synthetase in palients with bioun-responsive multiple carbovy-
PC and PCC in the spleen and liver diminished sigaificantly, In lase deficiency. Am J Hum Genet 1985:37:326-37,
adiition, we showed that biotin deficiency had important effects 12. Brudford MM. A rapid and sensitrve methe! for the guantitation of

microgram quantites of prowein utilizing the principle of protein-
dye binding. Anal Biochem 1976:72:248-54,

13, fenrikson KP, Allen SHG, Maloy WL, An avidin monomer affinity
colomn for the purificaion of hiotm-contmmng cnzymes. Anal
Biochem 1979:94:366-70,

on the immune system of mice. Although a detailed investigation
of other possible indicators of immunc dysfunction is needed, the
data presented in this study have already identificd two effects
that are thought to affect the ability of ihe immune system o

mopnt an adequate immune response np,:u_nsl “f‘ antigenic chal- 14, O¢i ], Rohinson BH. Simultaneous preparaton of the three biotin-
tenge. These are the depressed T cell proliferative response to a containing mitochondrisl carboxytases fenm rar biver. Biochim Bio-
mitogenic stimulus and the low number of B cells in the spleen. phys Acta [9R5:R40:1-5.
This animal mode! should be useful for exploring the mecha- 15. Coligan JE. Kruisbeeh AM, Marpufies DH, Shevach Eb, Strober W,
nisms vnderlying these phenomena in particular and the cffects of eds, Flow cytomerry. In: Current protocols in smmunelogy, Mal 1,
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16. Dakshinamurti K, Chashan J. Biotin. Vitam Horm 1989:45:337-84,
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APENDICE B
PREPARACION DE SOLUCIONES

TBEpH 7.4

Tris-HC1 44,5 mM; 4cido borico 44.5 mM; EDTA 1.0 mM; azida de sodio al 0.02%,
pH 7.4 en agua.
Solucién concentrada de biotina

Pesar 5.0 mg de biotina y disolverlos en 100 mL de TBE. Se almacena a -20°C en
alicuotas de 10 mL.
Solucion concentrada de avidina

Se pesaron 5.0 mg de avidina de (Sigma Chem.) y se disolvieron en 2.0 mL de TBE.
Se almacend en alicuotas de 10 pL a -40°C,
PBSpH 7.4

NaH,PO; H;0 2.6 mM; Na;HPO, anh. 7.74 mM; NaCl 0.16 M en agua a pH 7.4.
PBS*pH 7.4

NaH;PQ, H;0 2.6 mM; Na;HPO, anh. 7.74 mM; NaCl 0.16 M: suero fetal bovino al
5%; azida de sodio al 0.02%; en agua a pH 7.4.
Solucién hemolizante

KHCO; 1.0 g/L; NH,C18.3 g/L; EDTA 3.7 mg/L en agua a pH 7.4.
Amortiguador de lisis pH 8.0

Tris 50 mM; EDTA 0.025 mM en agua a pH 8.0.
TRIS 8X pH 8.0

Tris 800 mM; MgCl, 6H;0 48 mM; KCl 400 mM y EDTA 4mM; en agua a pH 8.0.



DMEM suplementado

Al medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM por sus siglas en inglés:
Dulbecco's modified Eagle's medium) se le adiciono 10% de suero fetal bovino (SFB) libre
de biotina ; L-glutamina 2 mM; 100 mg de estreptomicina/L y 100 x 10’ U penicilina/L.
Amortiguador de boratos para ensayo de ELISA

Acido bérico 0.2 M, NaCl 0.15 M en agua a pH 8.5.
Amortiguador de dietanolamina para ensavo de ELISA

Dietanolamina al 10%; MgCl,#6H,0 0.5 mM; azida de sodio al 0.04% en agua , pH
9.8,
Paraformaldehido al 2%

0.5 g de paraformaldehido se agregan a 25 mL de agua caliente; se afiaden 2-4 gotas
de NaOH IN hasta que se vea una solucidn transparente, se ponen 22 mL de agua y 2.5 mL
de PBS 20X; se ajusta el pH 2 7.4 y se afora a 50 mL (se puede almacenar a 4°C durante

tres semanas).
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TWO WAY ANOVA:
Balanced Design

Dependent Variable: PRSO

Normality Test:

Pagged (P > 0.200)}

Bqual Variance Test: Failed (P = 0.002)

Source of

Variation DF Sss MS
DIETA 2 4730.1281 2365.0640
TIEMPQ 4 227.8495 56.9624
DIRTA x TIEMPO 8 960.4879 120.0610
Resgidual 285 1151.6240 4.0408
Total 299 7070.0895 23.6458

F P

5.851e+002 <« 0.001
14.097 < 0.001
29.712 < 0.001

The differences in the mean values among the different levels of DIETA are
greater than would be expected by chance after allowing for the effects of
differences in TIBMPO., There is a statistically significant difference

(P < 0.001). To isolate which groupi(s) differ from the nrhave uro =

mileinls momooTicue pauLEUULE.

The differences in the mean values among the different levels of TIEMPO

are greater than would be expected by chance after allowing for the

effects of differences in DIETA. There is a statistically significant
difference (P < 0.001). To isoclate which group(s) differ from the others

use a multiple comparison procedure.

The effect of different levels of DIETA depends on what level of TIEMPO is
present. There is a statistically significant interaction between DIETA

and TIBMPO (P < 0.001),

Least square means for DIETA:
Level

CONTROL

SUPLEMENTADO

DEFICIENTE

Least square means for TIEMPO:
Level

4.000

8.000

12.000

16.000

20.000

Mean

26.
26.
17.

445
069
840

Mean

21.
23,
23.
24,
23.

Least sgquare means for DIETA x TIEMPQ:

Level Pairs

CONTROL x 4.000
CONTROL x 8.000
CONTROL x 12.000
CONTROL x 16.000
CONTROL x 20.000
SUPLEMENTADO x 4.000
SUPLEMENTADO x 8.000
SUPLEMENTADO x 12.000
SUPLEMENTADO x 16.000
SUPLEMENTADC x 20.000
DEFICIENTE x 4.000

835
570
678
482
632

Mean

23
25
27
28
27
22
25
26
28
27

.065
.545
.710
.160
.745
.285
L2490
.725
.185
.910
20.

155

std

Std

w
ct
o cocooo

OO0 O0O0OCOOCOO

Err

.201
.201
.201

Brr

.260
.260
.260
.260
.260

Err

. 449
.449
.449
.449
.449
.449
-449
.449
.449
. 449
.449



DEFICIENTE x 8.000 19.925
DEPICIENTE x 12.000 16.600
DEPICIENTE x 16.000 17.100
DEFICIENTE x 20.000 15.420

Multiple Comparisons: Student-Newman-Keuls test

All Pairwise Comparisons on DIETA (marginal):

Pactor Pairs Mean Diff Std Brr DF
CONTROL vs DEFICIENTE:

8.605 0.201 285
CONTROL vs SUPLEMENTADO:

0.376 0.201 285
SUPLEMENTADO vs DEFICIENTE:

8.229 0.201 285

All Pairwise Comparisons on TIEMPO (marginal):

Pactor Pairs Mean Diff std Brr DF
1€, 000 wn 2 200

2.647 0.260 285
16.000 vs 8.000:

0.912 0.260 285
16.000 vs 12.000:

0.803 0.260 285
16.000 vs 20.000:

0.79%0 0.260 285
20.000 vs 4.000:

1.857 0.260 285
20.000 vs 8.000:

0.122 0.260 285
20.000 vs 12.000:

0.013 0.260 285
12.000 vs 4.000:

1.843 0.260 285
12.000 vs B.000:

0.108 0.260 285
8.000 vs 4.000:

1.735% 0.260 285

0.449
0.449
0.449
0.449

2
2

All pairwise Comparisons on DIETA v TIEMPO (all cells):

Factor Pairs Mean Diff Std Brr DF
(SUPLEMENTADO: 16 .0Q00) v(DEFICIENTE:20.000) :

12.765 0.449 285
{SUPLEMENTADO:16.000)v(DEFICIENTE:12.000) :

11.585 0.449 285
{SUPLEMENTADOQ: 16 .000) v(DEFICIENTE:16.000) :

11.085 0.449 285
(SUPLEMENTADO:16.000) v(DEPICIENTE:8.000) :

B.260 0.449 285
(SUPLEMENTADC:16.000) v{DEFICIENTE:4.000) :

8.030 0.449 285
(SUPLEMBNTADO:16.000) v {SUPLEMENTADQ:4.000)

5.900 0.449 285
(SUPLEMENTADO:16.000) v{CONTROL: 4.000) :

5.120 0.449 285

{SUPLEMENTADO:16.000) v (SUPLEMENTADOQ:8.000) :
2.945 0.449 285

p
15
14
13
12
11
10
9
8

42.

40.

10.

25

24

18

17

13

11

807

.870

937

199

.513
.096
.044
-154
.469
.051
-103
417
.686

-390
.774
.661
.376
.865
.126
.351
.552

P<.05
Yes
No

Yes

Pe.05S
Yes
No
DNT
DNT
Yes
No
DNT
Yes
No

Yes

P<.05
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes
Yes

Yes



(SUPLEMENTADO : 16.

(SUPLEMENTADO: 16
(SUPLEMENTADO: 16
{SUPLEMENTADO: 16
(SUPLEMERNTADO: 16

{SUPLEMENTADO:16

000} v(CONTROL:8.000) :
2.640 0.449

.000) v (SUPLEMENTADO:12.000) ¢

1.460 0.449
.000) v{CONTROL:12.000) :
0.475 0.44%9
,000) v (CONTROL:20.000) :
0.44¢0 0.449

.000) v{SUPLEMENTADO:20.000} :

0.275 0.449
.000) v{CONTROL:16.000) :
0.025 0.449

{CONTROL:16.000} v (DEFICIENTE:20.000) :

12.740 0,449
(CONTROL:16.000) v{DEFICIENTRE:12.000) :
11.560 0.449
{CONTROL:16 .000) v(DEFICIENTE:16.000) :
11.060 0.449
{CONTROL:16.000)v(DEFICIENTE:8.000):
8.235 0.449
(CUNTHUL:16.000)v(DEFICIENTE:4.000) :
8.005 0.449
(CONTROL:16.000) v (SUPLEMENTADO :4. 000} :
5.87% 0.449
{(CONTROL:16.000) v(CONTROL :4.000} :
5.095 0.449
(CONTROL:16.000) v (SUPLEMENTADO: 8,000} :
2.920 0.449
{CONTROL:16.000) v(CONTROL:8.000} :
2.615 0.449
{CONTROL:16.000}) v ({SUPLEMENTADO:12.0080) :
1.435 0.449
{CONTROL:16.000} v(CONTROL:12.000C)} :
0.450 0.449
{(CONTROL:16.000) v{CONTROL:20.000) :
0.415 0.449
{CONTROL:16.000) v (SUPLEMENTADO: 20.000) :
0.250 0.449
(SUPLEMENTADQ:20.000)v{DEFICIENTE:20.000) :
12.490 0.449
{SUPLEMENTADO:20.000) v{DEFICIENTE:12.000Q) :
11.310 0.449
(SUPLEMENTADOQ:20.000) v{DEFICIENTE:16.000) :
10.810 0.449
(SUPLEMENTADQ:20.000} v(DEFICIENTE:8.000) :
7.985 0.449
{SUPLEMENTAD(C :20.000) v{(DEFICIENTE:4.000) :
7.755 0.449

{SUPLEMENTADO : 20.

{SUPLEMENTADO : 20,

{SUPLEMENTAD(: 20

(SUPLEMENTADC: 20.

(SUPLEMENTADOQ: 20

{SUPLEMENTADO: 20

000) v{(SUPLEMENTADO:4.000} :
5.625 0.449

000) v(CONTROL:4.000) :
4.845 0.449

.000) v (SUPLEMENTADO: 8, 000)

2.670 0.449
000) v(CONTROL: 8.000} :
2.365 0.449

.000} v (SUPLEMENTADC:12.000) :

1.185 0.449
.000) v{CONTROL:12.000) :
¢.200 0.449

285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285

285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285
285

285

285

285

14
11
12
11

10

13
12
11

10

28
25
24
18
17
13

11

27

25.

24.

17

17.

12

10.

.873
.248
.057
.979
.612
.056
.343
.718
.606
.321
.B0S
.070
.335
.496
.818
.193
.001
.923
.556

.787

162
050

.765

253

.514
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APENDICE D

DESARROLLO Y SELECCION DE LINFOCITOS T EN EL TIMO

Los linfocitos T son células esenciales dentro de la respuesta inmune. Los
precursores de los linfocitos T se originan en la médula 6sea. Estos progenitores entran al
torrente sanguineo y llegan ai timo en donde ocurren importantes procesos de maduracién y
seleccion, que dan como resultado a la poblacion de linfocitos T maduros que abandonan el
Lino y pasan el resto de su vida recirculando por todo el organismo.

El desarrollo y la diferenciacion de las células T para reconocer antigenos no propios
y para desarrollar diferentes funciones ocurre en el timo. Al mismo tiempo. en el timo se
{leva a cabo el importante proceso de seleccidn que asegura que entre los linfocites maduros
que salen del timo no haya clonas que sean activadas por antigenos del propio organismo.
En este apéndice se resume el estado actual del conocimiento sobre estos importantes
procesos de maduracion y seleccion.

Para responder a diversos tipos de agentes patégenos y/o retos a la homeostasis del
organismo que presentan distintas propiedades biolégicas, existen varios subtipos de células
T programadas para iniciar respuestas distintas ante diferentes tipos de antigenos.

Con base a las cadenas que componen ¢l receptor para antigeno del linfocito T
{TCR), los linfocitos T pueden ser de uno de dos subgrupos: las células que expresan TCR
a:p (la mayoria de las células T maduras) y las células que expresan TCR y:8.

Células T y:8
Las gran mayoria de células T v:8 no expresan las moléculas CD4 ni CDS, y la

naturaleza de sus ligandos naturales no esti bien establecida, aunque se ha sugerido la
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posibilidad de que estas células reconozcan antigenos en su forma nativa sin la necesidad del
procesamiento y presentacion del antigeno por células presentadoras de antigeno
profesionales (74, 75).

Funcionalmente, las células T y:6 han demostrado ser importantes en la resistencia a
ciertas enfermedades infecciosas (76-77) y también se ha demostrado que pueden secretar
varias linfocinas asf como lisar células blanco (revisado por Haas et al. 1993; 78).5e sabe
muy poco acerca de las etapas del desarrollo y maduracion timica de las células y:3.

Células T a:p

Se ha logrado un conocimiento mis completo de los procesos de maduracién y las
funciones de las células T o.:p. Una de las caracteristicas principales de estas células, es que
no pueden reconocer al antigeno en su forma nativa, sino que reconocen fragmentos
antigénicos presentados sobre una célula presentadora de antigeno en combinacion con
moléculas codificadas en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).

Con base en la expresion de los co-receptores CD4 y CD8, las células T que
expresan ¢l receptor o:f pueden dividirse entre aquéllas que reconocen péptidos
presentados por moléculas de MHC tipo 1 (CD8") o péptidos presentados por moléculas de
MHC tipo I} {CD47). Las células CD4°CD8’ constituyen cerca del 60% de la poblacion de
linfocitos T v las eélulas CD4'CDB" el 40% restante.

Con base en su funcion, los linfocitos T a:P pueden dividirse en por lo menos dos
subgrupos, célubas T ayudadoras (Tw) y células T citotéxicas (Tc). Las células Ty al
activarse secretan citocinas que controlan y coordinan a otras células que participan en la
respuesta inmune. Dentro de las células Ty se conocen dos subtipos (Tul y Ty2) de acuerdo

a las citocinas que secretan en respuesta a un estimulo antigénico. Por su parte, las células
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Tc adquieren la capacidad de lisar células blanco que presenten antigenos reconocidos por
su TCR

Aungue se han documentado cada vez mis excepciones, los subtipos de células T
definidos por los criterios previamente mencionados estin relacionados de la siguiente
manera: las células T c:p CD4'CD8’ son células T ayudadoras (Tw) y las células CD4CDY’

son células T citotoxicas (Tc)-

Desarrollo y seleccion de celuias 1 en ei umo

Las subpoblaciones de linfocitos T que participan en distinias funciones, son los
productos finales de un proceso de desarrollo ontogénico de las células T durante e} cual se
activa o inhibe, en un orden preciso, la expresion de varios genes y de sus productos. Esta
expresién secuencial de ciertas moléculas permite distinguir varias etapas en el desarrollo
intratimico de los linfocitos. Con base en la expresién del TCR en la superficie celular, el
proceso de desarrollo intratimico se puede dividr en tres fases:

Una fase temprana en la que no hay expresion de las cadenas variables del TCR: una
fase intermedia que es dependiente de la expresion de la cadena P del TCR; y una fase tardia
que depende de la expresion del complejo a:f.

Los timocitos mas inmaduros son CD2'CDSCD25 y expresan CD16, CD44 y
niveles bajos de CD4 (79). En este estadio todavia no se detectan rearreglos en los genes de
las cadenas a y P del TCR. Los primeros eventos en la diferenciacion intratimica de estos
progenitores de células T son ia regulacion negativa de la expresion de CD4. v se inicia la
expresion de CD2 y CD25 (IL-2Ra) (80). Eventuslmente, las células CD44" CD25°

cambian a CD44'CD25", las cuales muestran rearreglos en la cadena p del TCR (pero no en
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la @) y producen transcritos de TCR B (81, 82). También expresan CD3e, aungue no es
claro si esta cadena se asocia con otras cadenas de receptor en la superficie de la céluta.

La expresion de la cadena B del TCR ¢s necesaria para que la célula continie su
proceso de diferenciacién mas alld de la etapa de CD44°CD25™ (83) En este momento la
cadena P se expresa en la membrana asociada covalentemente a una proteina altamente
glicosilada designada como gp33 o cadena pre-a del TCR (84, 85) Se ha sugerido que el
complejo gp33-B se asocia con moléculas del CD3 y este complejo es capaz de inducir
ailalcs imracelulares necesarias para que continte el proceso de diferenciacién. Es probable
que en este proceso de sefializacidn intervenga la cinasa de tirosina p36 Ick (86) Las sefiales
intracelulares asi generadas inducen la progresion en el desarrollo, incluyendo un
incremento en la divisién celular, rearreglo del gen de la cadena a y la expresién de las
moléculas CD4 y CD8, entre otros. En este momento ocurre el cambio de CD4CDg
(dobles negativas) a CD4"CD8” (dobles positivas).

Una vez que el complejo gp33-f ha inducido sus sefiales intracelulares, se generan
grandes niimeros de células CD4'CD8 en las cuales procede activamente el rearreglo del
gen de Ia cadena «. Cuando el rearreglo ha sido efectivo se induce la regulacion negativa de
la proteinz gp33. de modo que la cadena B ahora puede formar complejos con la cadena a.
La transicién de células dobles negativas a timocitos CD4"CD8” ocurre de una manera tal
que el CD8 se expresa antes del CD4 (lo mds comiin) (87) o en algunos ratones CD4 se
expresa antes de CD8 (88). Los timocitos CD4"CD8” se dividen y empiezan a expresar TCR
«:p en la superficie. En este momento las sefiales inducidas a t-avés del TCR en timocitos
inmaduros CD4°CD8" producen cambios celulares muy diferentes a los que ocurren en los

linfocitos T maduros. Los timocitos CD4"CD8” tienen una vida relativamente corta; estas
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células estan programadas para morir después de 3.5 dias, a menos que interactiien de
manera especifica con una molécula sobre la superficie de otra célula. Este proceso de
seleccion positiva, que de hecho es un rescate de una muerte celular programada, es
escencial para la generacién de células T maduras (CD4'CD8 o CD4'CDS8"). Se ha
demostrado que la generacion de células positivas simples especificas para un péptido
presentado por una cierta molécula de MHC, requiere la presencia de la molécula de MHC
en el timo (89).

Lo micraccin wiiiv vl 1w W ¥ I8 (ICculd de VML responsable de la seleccion
positiva ocurre en células que ain son dobles positivas. En las células seleccionadas
positivamente empieza una regulacion negativa del correceptor CD4 o CD8. El mecanismo
que determina cual de estos correceptores es regulado negativamente no estd claro,
probablemente es un proceso estocastico (90). Los linfocitos cuyo TCR-af y correceptor
(va sea CD4 o CD8) puedan unirse con la misma molécula de MHC. continuaran hasta
alcanzar la etapa de linfocitos maduros. Alternativamente, si la combinacion TCR-
correceptor no es capaz de unirse a la misma molécula de MHC, la célula muere por
apoptosis.

Otro punto importante que esta todavia en debate, es la naturaleza dei ligando unido
al MHC que es capaz de inducir la seleccion positiva. Parece bastante claro que las partes
polimérficas de la molécula de MHC determinan la seleccidn positiva, pero ain no es claro
el papel que juegan los péptidos en este proceso. Por un lado. se sabe que la expresion
estable de las moléculas de MHC en la superficie celular requiere la presencia de un péptido
unido en el espacio de unidn. Sin embargo, no esta claro si los péptidos presentados en las

moléculas de MHC durante el proceso de seleccion positiva son los mismos que activaran a
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la célula T una vez madura (91). Es posible que aun cuando la presencia de un péptido es
necesaria y puede influenciar la seleccion positiva, sea mas bien la molécula de MHC que la
secuencia del pétido, lo que determine la seleccion positiva. Con respecto a la identidad de la
célula presentadora de antigeno durante este proceso de seleccion positiva, parece ser claro
que son células epiteliates del timo (92).

Ademas de rescatar de muerte celular programada a las células potencialmente dtiles
al organismo (scleccion positiva), en ¢l timo se lleva a cabo la eliminacién de clonas
potencialmente autorreactivas (seleccifn maativa) oo 2rmfios Cveuive Ut seivecion
negativa ocurren en linfocitos en la etapa de células CD4°CDS’, los cuales son inducidos a
apoptosis como resultado de la interaccion especifica de sus TCR-af con células
presentadoras de antigeno. Se ha demostrado que condiciones idénticas de estimulacion
inducen apoptosis en timocitos CD4°CD8", mientras que en células T maduras inducen
proliferacién (93) Esto indica que los TCR-aff de timocitos dobles positivos pueden
transducir sefiales capaces de inducir proliferacién o apoptosis. El cambio de proliferacién a
apoptosis en respuesta a la estimulacion a través del TCR ocurre en la etapa de desarrollo
intratimico en que las células se convierten en CD4’CD8 0 CD4'CDS",

Aparte de la etapa de maduracién del timocito, parece ser importante para la
seleccidn negativa, la avidez de la interaccion del TCR con los complejos péptido-molécula
MHC. La induccién de muerte celular por apoptosis a consecuencia de una interaccion con
alta avidez, puede ocurrir no solamente en células jnmaduras. sino también en linfocitos T
maduros (94). La diferente sensibilidad de los linfocitos dependiendo de su estado de
maduracién puede estar relacionada con la expresién de moléculas involucradas con el

mecanismo de apoptosis, como los productos de los genes bel-2, e-myc o Nur-77 (95-97).
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El propésito de los eventos de seleccion positiva y negativa en el timo es la
separacién de los linfocitos T potencialmente utiles para el organismo, tanto de células
potencialmente dafiinas por ser autorreactivas asi como de aquellas que, en virtud de no ser
capaces de interactuar con las moléculas del MHC del organismo, serian inutiles. Las células
T maduras abandonan el timo y se integraran a un proceso de recirculacién a través del

sistema circulatorio, linfitico y 6rganos linfoides secundarios.
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