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RESUMEN 



RESUMEM 

La biotina, vitamina hidrosoluble, forma parte del 

complejo B y participa en diversas reacciones importantes en 

el organismo humano. Fue identificada por primera ve~ como 

esencial para los seres vivos, cuando KBgl y T6nnis la 

aislaron a partir de •1ema de huevo y probaron su actividad 

como factor de crecimiento para levaduras <KBgl, 1936). 

La eetructura de 1 a bi oti na fue determinada por du 

•Jignard en 1942 <du '.lignard, 1942) y confirmada por Harris y 

colaboradore=, al llevar a cabo su sintesie total <Harris, 

1943). 

La biotina actua como cofactor de lae enzimas que eetan 

involucradas en cuatro procesos de carboxi 1 ación l?n 1 as: 

c~lulas de mamtferoe. Tres de .las en~imas dependientfie de 

biotina se encuentran 1ocali%adas en mi tocondri as: La 

Propionil CoA Carbo>1i 1 asa <PCC>, La O-Metilcrotonil CoA 

CarboY.i!asa CMCCl y la Piruvato CarboY.ilasa CPCl. La primera 

esta involucrada en el catabolismo de la isoleucina y valina 

entre otros, la segunda es necesaria para la degradaciOn de la 

leucina y la tercera metaboli=a el piruvato para produccion de 

oxalacetato en la gluconeog~nesis. 



La cuarta enzima dependiente de biotina es la Acetil CoA 

Carboxilasa <ACCl, se locali:a en al citosol y catali:a el 

paso limitante de la sfntesis de 4cidos grasos <Wolf, 1qa21. 

F.! lnter~s por esta vitamina ha ido en aumento debido a 

la detecciOn de pacientes que deben su deficiencia a un 

defecto genético, como es el caso de loE errores innato: del 

metabolismo, 6 a una ingesta deficiente. 

En el segundo grl1po se incluyen a 1 os pacientes con 

alimentación o nutrición parenteral total prolongada <APT>, 

que no reciben esta vitamina O que su aporte es insuficiente, 

por lo que llegan a presentar el cuadro cllnico atribuido a la 

deficiencia da biotina. Lo!: stntomae c:aractor!sticos son: 

dermatiti= periorificial, alopecia., depresi 6n, hipoton!a 

muscular )' ataxia. Generalmente esta deficiencia no se detecta 

cuando se Gncui:?ntr a a nivel sub el !ni co '/ sólo cuando el cuadro 

c1inico os ~evero =e intenta 5olucionar el problema. 

Las soluciones para alimentación d nutrición parenteral, 

no contienen biotina y en México no <>xist!a un multlvitam!nico 

con esta vitami:i•· En !9B7 se empe:ó a uti li:ar el MlJI-12 

(0.069 mg de biotina en 5 mll, se emplea en muy pocos 

hospitales, debido a su coeto. 



Esta situación ha generado que se incremente el n~mero de 

pacientes con alimentación parenteral total que presentan 

deficiencia de biotina. 

En animalee es donde más estudios sobre deficiencia de 

biotina se han reali2ado, la Piruvato carbowilasa, en pollos, 

es el mejor indicador del estado de esta vitamina 

(~Jhltehead, 1985). En humanos, generalmente se ha medido 

biotina en plasma y orina, pero no carbo>iilasa=. 

En la Unidad de Gen~tica de la Nutrición, interesados en 

este problema, se desarrolló el presente estudio para 

determinar que parámetro es mejor indicador del ~ de 

biotina en el organismo, que funcione a la ve~ como predictor 

de la deficiencia temprana de esta vitamina. 

Se estudiaron 9 pacientes, de los cuales 4 fueron 

sometidos a APT por tiempo prolongado <más de un mes). Esto!: 

pacientes permanecieron hospitalizados en el Instituto 

Nacional de Pedi a tri a y en el Hospital de Especialidad es del 

Centro Médico Naci anal del I. M. s. s., reci bierón el trata.mi en to 

habi tu.al que proporciona el servicio de apoyo nLttricional. 

Desde su ingreso al estudio, recibieron un complejo vitamfnico 

que no contiene biotina CMVI-10) y se mantuvieron de esta 

forma, hasta que, mediante el estudio longitudin~l clfnico-



metabólico se determinó el momento en que se iniciarla la 

administración de esta vitamina. De ninguna manera se puso en 

riesgo el bienestar y la vida del paciente. 

Se midieron las concentracione~ de biotina en plasma Y 

orina. En linfocitos se evaluó la actividad especifica y el 

indice de activación de las carboMilasas dependientes de 

biotina, especificamente la PCC y la PC. El Indice de 

activación se obtiene al dividir la actividad especifica de 

los linfocitos incubados durante dos horas en Medio Esencial 

Mlnimo de Eagle '<MEMl enriquecido con biotina c10-a M> entre 

la actividad en los linfocitos incubados el mismo tiempo en 

MEM sin b!otina. 

En la busqueda de indicadores del status de biotil)•• en 

cuatro de los pacientes <Grupo B), se determino semanalmente 

el nivel de biotina en plasma y orina. Estos cuatro pacientes 

se empe:::a.ron a estudiar desde- el inicio de la alimentación 

parentera.l, sin admini straciOn de biotina. Las muestr•á 

también se tomaron después de que se decidió que era necesario 

suministrar esta vitamina. 

Los cinco pacientes restantes <Grupo A>, se estudiarón 

sólo en dos ocasiones1 cuando presentaban un cuadro 

caracter!stico de la deficiencia de b!otina, provocado por una 



all111entaciOn parenteral total, sin el aporta d11 esta vitamina 

ycuatro meses de!ipU~s de que se le!i administró la biottna. 

Los control es fueron 27 donadores sanos cuyas edades 

••taban entre los 16 y los 38 arros. 

Los pacientes fueron 8 adultos <7 hombres y l mujer> y l 

nlha de 10 arros de edad. Sus diagnósticos eran1 si ndro111e de 

intestino corto, estenOsis esof.1gica.. ileostomta y diarrea 

crónica. 

En los pacientes del grupo A, el nivel de biotina en 

plasma y orina no vario signi+icativamente respecto a los 

controles, tanto en la fase de carencia como en la de 

admlni. straciOn de blotina. 

Al no administrar biotina, la actividad especifica de las 

carboKjlasas disminuyo paulativa1ilente conforme tra.nscurrio el 

tiempo con APT, llegandeo en algLinos casos hasta el 10~~ de su 

valor inicial. La en::ima que presentó cambies mas tempranos 

ante la ausencia de biotina, fue la PCC. En este grupo de 

pacl1>ntes, el indice de activación no presento una tendencia 

clara de comportamiento. 

En 

debajo 

el grupo B, la biotina en plasma se encentro por 

del 10:1. rRspecto a los controles, cuando los pacientes 



presentaron el cuadro el 1nlco de deficiencia de blotina1 <>n 

Igual porcentaje se vieron disminuidas !.as actlv:i.dad•s de las 

carbo><llasas en relaclOn a los controles. 

En ambos grupos 1 a actlvl dad de las carbo><i lasas aumento 

cuando se les administro blotina a los pacientes, pero en la 

mayor fa 

grupo 

no llegó 

B, los 

a nivele& 

sfntomat: 

normales. En los 

de de-fici enc:ia 

pacientes del 

de biotlna, 

desaparecierón en su totalidad con la administración de e!óta 

vi tamlna. 

Anal i :ando 1 os resultados obten! dos de est:e estudio, 

proponemos que la actividad de la Propionil CoA Carbo><ilasa, 

asi como su 1ndice de activación, se pueden utilizar como 

predlctores tempranos del ~de biotina. 



INTRODUCCION 
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INT~ODUCC!ON 

La biotina es cofac:tor do cuatro ""n:imos que catall:on 

proce11os de carbo)!ilaci On en las dlul. as de mamtfaros, estas 

en:::lmas son• la Propionil CoA Carbox i 1 asa CPCCl, involucrada 

en el catabolismo de isoleucina, va.Una. ·:·otros ccmpuestoe. La 

'3-M•tilcrotonil CoACar-boY.llasa IMCC>, que participa en Ja 

deQradac:i dn de leuci na. La Pin1'1C1ito Carboxi lasa IPC>, 

necm;ari ¿;¡ para el meta.bol ismo del pi r uvato y la .Aceti l CoA 

Carboxilasa <ACCl,que a dife,rencia de l. ae tres: primeras que ee 

1 ocal! z an en mi tocondr i a, 1 a ACC •• <>ncuentr a en el e: ito•ol y 

catali::!'a el primer paso de 

<~Jolf, 198!V. 

1 a sfntesi!i de Acidos gra:os. 

La biotina se une a un res:iduo de lisina do 1 a 

apocarbo>1ilasa, mediante un enhcn covalente entre a-1 grupo 

c:.arboY.i lo de la porc:iOn ali -F ~ti.ca de esta vitamina y el grupo 

amino de Ja lisina .. Esta uniOn lbiotini:aciOn), requiere de 

una en::ima llamada holoc::a.rboMilasa sintetasa <HS>, c:uya 

funci On especl flca es formar un comp 1 e Jo a.et i vo, que rea.cc:i ona 

con el grupo ami no de un residuo de lisina en la 

apocarbowi lasa preví amente s.i nteti:a.d.a <Wol 'f, 1982) -
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Anteriormente se pensaba que no era factible encontrar 

casos con deficiencias naturales de biotina, ya que esta 

vitamina se encuentra practicamente en todos los alimentos, a 

menee que la dieta incluyera grandes cantidades de clara da 

h1.u!'vo cruda que contiene avidina, la cual se une a la biotina 

ac:ti vi d~d CSydenstri c:ker, 1942). Sin embargo, y evita su 

recientemente ha aumentado el interés por esta vitamina, 

debido al hallazgo de pacientes con deficiencia por un defecto 

gen~tico <errores innatos del metabolismo> O por la falta de 

aporte· diett:-tico <Wolf, 1qe2>. En el segundo grupo se incluyen 

a los pacientes con alimentaciOn parenteral total <APT> 

prolongada, cm los que el aporte de esta vitamina es 

ineuficiente 

de biotina 

ó nulo, por lo que llc-gan a presentar deficiencia 

<Moch, 1 qss~, las mani festaci enes el! ni cae 

incluyen• 

depi-esiOn, 

dermatitis periorificial, conjuntivitis, alopecia, 

irritabilidad, hipotonfa mL\scular, ata"ia y 

oxcresiciOn anormal de algunos .a.cides org:lnico -3-

hidro>:isovalérico,3-metilcttrico 3-hidroxipropiOnico-

CNyhan, !';>85l. General mente esta def i ci eme! a se detecta cuando 

el estado del paciente es critico. 

Lo: casos reportados de 

alimentac:!On parenteral han 

defi c:i ene! a 

enfocado 

de biotina 

principalmente 

por 

al 

estudio de b!ot!na en plasma y en orina, sOlo en algunos se ha 

incluido la evaluación indirecta de las carboxilasas por 
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medio de la cuant!f!cac!On de ~cides oro~n!ccs <Mcck,1985), 

Todas estas determinaciones se han reali:ado cuando s& 

presenta un cuadre cltnico severo de deficiencia de biotina, 

por lo que nos intereso evaluar diferentes par~metros 

dependientes de esta vitamina antes, durante y después de que 

se presente la deficiencia de biotina, as! como el poder 

conocer cual de ellos se puede utili2ar como indicador del 

estado de la vitamina en el organismo humano y evitar de esta 

forma la deficiencia con una administración oportuna de 

biotina. 

Para profundi~ar la informaciOn sobre el metabolismo de 

esta vitamina en humanos y obtener predictores tempranos de su 

deficiencia son de gran importancia loe pacientes con APT 

prolongada, en quienes es posible controlar el 

biotina y efectuar observaciones precisas de tipo 

bioqu!mico en una forma continua, esto forma 

aporte do 

cl1nico y 

parte del 

presente trabajo y nos~ habJa e~tudiado con anterioridad. 



OBJETIVOS E HIPOTESIS 



OBJET! 1J01 

Ew•luar diferentes parAmetros que dependen de 1 a 

biotina c:omo indic:adores del ilil.J.!Ji. de esta vitamina en 

humanos y como predictores de manifestaciones clfnicas de su 

defic:ienc:ia. 

HIPOTESIS1 

g1 grado de ac:ti vac:i On de las carboMilasas de 

linfocitos in~ubados_ con altas concentraciones de biotina, 

es un mejor indicador del status de esta vitamina, que sus 

niveles en fluidos blo!Ogic:os O que la ac:tlvidad espec:lfic:a 

de lae carbo>ci 1 asas. 

4 



ANTECEDENTES 
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ANTECEDENTES 

Adem~s de 1 ce componentes mayori tari oe: -proteinas, A.cides 

nuclt--icos, glO.cidos y Upidos- tas c~lulas vivas contienen 

e anti da de~ m! ni mas de sub5tanci as orgAni cas 11 ama~das vitaminas 

que son vi tal es para el metabolismo normal de muchas formas de 

•Jida. Su importancia biolbgica se manifestO debido a que 

algunos organismos no las pueden sintetizar <como es el caso 

del humano) y deben adquifirl as de procedencia exOgena 

<Lehninger, 1980). 

Aunque son sumamente heterog~neas en estructura qui mi ca 'I 

en funci On bi olOgi ca, las •.•ita.mi na.e pueden ser agrupadas 

convenientemente en dos clases: las hidrosolubles y las 

liposolubles. 

Las ·1i tami nas 1 i posolubl es comprenden a las vitaminas A, o, 

E y K. No se ha podido establecer claramente su fun-CEiOÍI __ _ 

biológica. Su reser'Jas pueden durar meses y ·llegan a ser 

tOx i cas :·a que no e>1 i sten mecanismos autorreguladores. 

Las vitaminas hidrosolubles incluyen al grupo del complejo 

B y al Acido ascOrbico O vitamina C. Dado que son solubles, 

por lo general se asocian con el compartimiento liquido del 

cuerpo. Se e>ecretan en 1 a orina cuando sus ni veles s~ricos 
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e>eceden 1 a saturaci On tisular y por esta ra:On, deben 

suministrarse en forma continua en 1 a dieta <Martin, 1986). 

La biotina forma parte del complejo B y participa en 

di versas reacci onelii importantes en el oroani smo humano. 

HISTOFIIA 

Se llego al descubrimiento de la biotina por doe vlas de 

e><perimentac:ibni Una, el estudio de un sfndrome t6)(ico que ee 

demostrO final mente, se debe a una sustancia antagonista de la 

biotina1 otra, la investigac!On hecha por Wildiers para 

establecer las necesi da.des de las levaduras para SLI 

proliferaciOn CGoodman, 1978> .. 

En 1916, .Batemen obs~rvo que una alta c:oncentraciOn de 

clara de huevo cruda en l!a dieta era toxica. En 1927, Boas 

conf:I rmO quo 1 as ratas ali ment"adas con un régimen cuya fuente 

de proteJnas era eY.clusiv·amente 1 a clara de huovo cruda 

presentaban un sf ndrome caracteri ~ado por transtornos 

neuromusculares, dermatitis grave, cafda de pelo. La 

investigadora dio a la afecc:ion el nombre de 11 1esion por clara 

de huevoº y demostró que podl a e'1i tarse cociendo 1 a protel nas 

o administrando levadura, hlgado y otros alimentos 

<Goodman,1978; Robinson,1966). 
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Par:on 1/ colaboradores reprodujeron el stndrom& tO>eico en 

diferente" 1>speci es y estudiaron la di stribuci on y el 

comportamiento del factor protector. 

En 1937 Gytlrgy e5tud!b tambil!n la le&ibn por clara de huevo 

cruda y concluyo que el sf n~rome era de origen carencial. En 

consec:uenci a dio a 1 a substancia protectora aislada de h! gado 1 

el nombre de vitamina H, de la palabra alemana Haut, 

piel, CGyllrgy, 1937 y 1939), 

Kllgl y Tllnnis en 1936, al estudiar los factores de 

creci mi en to de las 1 evaduras, aislaron dG la yema de huevo en 

forma cristalina •¡ pura un compueEto que actuaba como .factor 

esencial en su estudio y al cual denominaron biotina n~ógl 1 

1936). 

Al l i son y col aboradore:: hab! an demostrado que la 

proliferaciOn de ciertas cepas de ~ depend!an de una 

substancia a la que 1 lamaron coen:!ima R (~J~st 1 1q39). 

Los caminos de estas i nvestigaci enes se cruzaron cuando se 

demostrO que la biotina, la vitamina H, la coen::.ima R, factor 

llJ b •Jitamina Bw eran la misma. substancia. 
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En 1942 la estructura de la biotina se estableciO por du 

Vl9neud y fue confirmada en 1943 por Harris, llevando a cabo 

la sfnte,.ie total ... de esta vitamina !Harrls, 19431 Goodman, 

1978). 

El isOmero ~-biotina fue aislado por K69l a partir de yema 

de huevo, mientras que el aislado de hfgado fUé llamado n
biotina. Hoy es aceptado que las formas a y n de la biotina 

son id!>nticae <Gy6rgy, 1974>. 

La distr~buciOn de la biotina. en la naturale:a es amplia, 

puede encontrarse en diversos tejidos animales y verduras. Las 

principales fuentes en la dieta del humano son la yema de 

huevo, h!gado de res, de cordero O de cerdo, pescado, levadura 

de cerve~a, frutas y vegetales como son la coliflor, 

calaba2as 1 espinacas y plAtano entre otras. Tambi~n se ha 

aislado a esta vitamina a partir de rinon y pAncreas. En el 

humano es sinteti2ada por bacterias de la flora intestinal 

(Etonjour, 1984>. 

PROPIEDADES QUIMICAS 

La biotina es un Acido organice complejo con peso molec'ular 

de 244.31. 
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La blotlna llbr• es soluble en Alcalis diluidos y en agua 

cal! ente, poco soluble en 

alcohol, •s practi e amente 

orgllnicos, 

/leidos di! u! dos, agua -Fria y 

insoluble en m~s solventes 

La fbrmul a condensada de la biotina es C,oH.O::.N~S y 

estructuralmente esta formada por dos anillos fusionados, uno 

de 1 os cual es es un uréi do y el otro un i mi da:ol <Ti g. At >. 

Junto con 1 a ti amina &en las L\nicas dos vitaminas que 

contienen azufre CGoodman, 1978. Bonjour 1 1984>. 

Han sido e-studiado5 ocho isOmeros de la biotina, pero solo 

el D-bi oti na posee actividad bi el Ogi ca cuando se encuentra 

unido a la en2ima de las cuales es cofactor <Gyt\rgy, 1974), en 

el humano estas en:ima= :on: Propionil CoA Carboxilasa CPCC>, 

ll-Meti lcrotoni l. CcA Carboxilasa <MCCl, Piruvato Carboxilasa 

<PC) y Ac:etil CoA Carbo><il•:a IACC). 

Algunos an~lo~o: de la biotina han :ido sinteti:a.dos 

químicamente o aislados de fuentes naturales. El o><ibiotina b 

el biotinol, pueden~ reempla:ar a la biotina en la nutriciOn y 

aliviar sintomas de deficiencia en animales, sin embargo, 

tienen una baja actividad y no hay reportes de su uso en 

humanos. 



o 

Fig. A-1. Estructura de la d-Biotina 

.... 
o 
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Los an~logos de tiobiotina y el sulfoxido de biotina son 

inactivos en anima.les pero activos en ciertas especies 

microbianas. HomOlogos de la biotina como el norbiotina, el 

homobiotina o la sulfona de b!otina son potentes antagonistas 

de esta vitamina. <Gytlrgy, 1974; Achuta, 1977; Gytlrgy, 1968; 

Mystry,1964>. El u-dehidrobiotina es uno de los m~s potentes 

inhibidores de la biotina, sin embargo no se tienen muchos 

datos sobre est& compuesto que es producido por una c:la6e de 

Sac;charpmyces lydicuc <Hanaica, 1969). 

E~isten compueetos que pueden unirse a la biotina para 

formar un complejo estable que impide la uti li:!'aciOn de e:ta 

vitamina por los animales y microcrgani·smos.. Saccha~·onwces 

ayidioii produce la streptavidina y la stravidina, esto= 

compuestos pueden inactivar a la biotina libre y aparentemGnte 

inhiben la sintes:i: de biotina en microorganismos susceptibles 

<Bonjour, 1º84.\ .. 

Otro compuosto que se una a la biotina es: la ª'.'idina 

(prote!na ~ ... ida); fue ais:lad:l de \a el ar.a de huevo por Eakin 

( 1940>. E:s una gl i coprote! na cor:i peso molecular de 70 000 

daltons, posee un.a estructuras tetramérica con subun1dades 

idtinticas que contiene cada una un eitio de uniOn para la 

biotina por lo que se logra una gran afinidad, no sólo la 

biotina libre es compleja.da por la avidina, tambi~n compuestos 
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estructuralmente semejantes a la biotina que contienen un 

ureido intacto en' una configuraciOn cis.al igual que la 

blocltlna <E-N-biotinil-L-llsina> y la biotlna unida a la 

en:ima. 

El complejo avidlna-blotina esta unido por una d~bll pero 

especifica afinidad de los grupos ureidos, es estable en un 

rango amplio de pH y no es degradado en el tracto 

gastrointestinal (Goddman, 1978; 8onjour, 1984!. 

METABOLISM01 

La biotina de la dieta puede pre=entarse en forma libre o 

m~s fre~u~ntemento.unida en forma covalente a protetnas. Es 

absorbida en el primer tercio del intestino delgado. La 

liberación de la biotina unida a protelnas, una ve: que éstas 

han sido degradadas en el intestino, requiere de la actividad 

dn la biotinidasa, en:ima cuya fLmciOn es hidroli::.ar la unión 

oiotina-lisina para que ya libre, la biotina pueda llevar a 

cabo su actividad biológica. Mo se sabe si esta vitamina es 

liberada en la lu~ del intestino O si se absorbe como 

biocitina y se libera en la sangre y los tejidos. Existe muy 

poca informacitin acerca del tr.:1.:--.sporte, deposito en tejidos y 

almacenamiento en animales y humanos <Achuta,1977; 

Mystry, 1964; 'Jeilker, 1977; Bhagavan, 1970>. 
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En al =or humano gc::noralmonta la cantidad do biotina 

excretada en heces e>tcodE? a la de 1 a di ota; esto se atri bu~'e 

a la stntc::si: do est;l vitamina por la. flora intestinal 

!Mart!n, 1986>. 

La biotina actlla cerno cofactor do las en:imas quo 

catali~an las cuatro reacciones de carboxilacion conocidas on 

1 as cblulas da mamfferos,siendo e:tas1la Propi oni l Col\ 

Carbo::ila5a (PCC), la P.-Motilcrotonil CoA Carbonilasa !MCC), 

la Piruvato Carboxilasa (PC' y la Acetil CoA Carbixilasa CACC> 

Hig. A-2). La biotina se une a un residuo do lisina de la 

apoc.arbo>: i 1 a5a modi ante? un onl ac:C? co•.•al ontl? antro ol grupo 

c¿;rbo>~ilo de la porciOn alif:\tica do la biotina y ol grupo 

~psilon ~mino do la lisina (fig. A-3>. Esta unión roquiro do 

una en~ i ma 11 amada. hol ocarbo>:i 1 asa sintetasa (HS~ 1 cu··,· a 

flmción e5poc'ffica o= formar L1n complojo activo QLI~ reacciona 

con el grupo bp~ilon amino do un res:iduo do lisina cm la 

apocarbo>1ilasa previamcmte sinteti:ada. Las re-acciones quP se· 

llevan ~ cabo s:on las siguiontos1 
nq•t 

ll Btotlna • ATP ••••••• Btotlnll-5'·Adonlllto •PI 

HS 

21 BlotlniH'·Adentlllo • Apombortlm •••• Holombortlm • AllP 
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Fig. A-2. V::Cas rretab61icas en las que participan las carboxilasas dependientes de biotina: J\cetil CbA 
carboxilasa (l), Piruvato carboxilasa (2), B-.Metilcrotonil-CbA carboxilasa (3) y Propi.onil OlA Carboxil.as4 :¡;: 
(4). 



Fig A-3. Estructura de la biotina unida covalentarente a un 

residuo de lisina da una enzima carboxilasa. 

.... 
UI 
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Una 'J"e: formada 1 a holoen~tma Cbioti na-apoen:ima.>, en 

el proceso de carboxilacibn ewiste la fcrmacion de un complejo 

intermediario en donde el grupo carboxibioti 1 funciona como 

acarreador del grupo carbow i 1 o. La reacCiOn se 11 eva a cabo en 

los dos sigui entes pasos: 

11 En:ln-li oll n• + ATP + oco, ---- En?!11-Blot-co. • AD!' + Pi 

2l Enzln·Biot-CD:z f sustrito -·- Sustnto carbo1thdo + Enin-BiotiH. 

Para toda5 1 a=. carboxi 1 a5as el donador del carbo~1i 1 o es 

el ion bicarbonato; se requiere tambi ~n un metal di val ente que 

generalmente es Mgz- aunque también puede ser Mn 3 •. 

Propioni 1 CpA Carboxi lasa CECC> 1 

La PCC es una en:zima mitocondri al que tiene un peso 

mol ec:ul ar de aproximadamente 540,000 dal ton:, es un tetra.mero 

con cada protómero compuesto de do=: tipoe de e:ubunidades, lae 

a cuyo peso molecular C?s 72, 000 y 1 as B es 56(1(10. Contiene 

cuatro moleculas de biotina por ú)Olécula de en:;::ima,locali=a.das 

en 1 as subunidades grandes <ce>. Esta en~ima es activada por 

cationes monovalentes y no se le ha.n encontrado inhibidores 

especfficoe.. Participa en el catabolismo de colesterol, ác.idos 

grasos de nllmero non de carbonos, de los aminoác:i dos 
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lsol.euclna, vallna, metlonlna y treonlna a travl'.'s de la vla 

metabólica del propionato para desembocar on el ciclo de Krebs 

CAchuta,1972¡ Wolf,19821. 

C!=!:!!l.l;J.l¡;rotonil CoA Carboxjlasa <MCCLL 

La MCC es una en::!ima mitocondrial c:onstitulda por cuatro 

protOmeros, cada uno con dos subuni dadas diferentes 11 amadas or: 

y B con peso mol ec:ul ar de 74,000 y 58,00(l 

respec:tivamentes. Esta 

monovalentes y participa 

llegando a la Acetll CoA 

en~ima es activada por 

en el catabolismo de la 

de donde puede desembocar 

daltons 

cationes 

leuc:i na 

en la 

s!ntesis de ~cides grasos o a citrato en el ciclo de Krebs 

CSaudubray, 1981 ¡ Wolf, 19821. 

~ Carbov.ila=a CPC); 

La PC es 1.1na en~ i ma mi tocondri al cuyo peso molec:ul a,. es de 

soo,ooo dal tons, cz.st~ consti tu! da por cuatro protóm~ros 

iguales Cet) con peso molecular de 130,000 daltons cada uno, e= 

activada alo5tericamente por acetil CoA. Se inactiva a ClºC, a 

esta temperatL1ra 54? disocia en CL1atro subunidade5. La 

holoen:!ima contiene cuatro moléculas de biotina unida.5 

e oval entemcmte a 1 a5 cuatro subuni dades. Participa en el 

metabolismo del pi ruvato e atal i ~ando el pa50 de piruvato a 

oxaloacetato como primer paso de la gluconeog~ne5is, además de 
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participar en Ja anaplerosi& del ciclo de Krebs (~lolf, 

1982.Lehninger, 1979). 

Aceti 1 Coenzi ma A Carboxi lasa (ACC> 1 

La ACC esta locali2ada en el citosol; es un poltmero con 

subunidades idénticas Ca) con peso molecular de 250,000 cada 

una. Cada subuni dad con ti ene una moacula de biotina 

!Wolf.1982). 

La Acetil CoA Carbo>!ila:a, participa. en forma importante en 

la stntesis de ~cides grasos, eE controlada en higado y tejido 

adiposo de mamlferos por citrato. La activación por citrato se 

acompatl'a por polimerí:ación de la en:!ima., logrando una forma 

.filamentosa y alcanza pesos moleculares hasta de 5 millones. 

Esta en-:ima es ir1hibida por Malonil CoA y derivados de 

~cidoe-grai::o: de cadena larga (Goodnidge,1972). 

Se han reportado pacientes que presentan deficiencia de 

alguna_ de las carboY.ilasas, asi como pac:ientes con deficiencia 

m\lltiple de carbo><i lasas. Ambos casos se revisará.n a 

continuación .. 
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Oeficiencia. de Propionil CpA Carbgxilac:a 

De las defici .. ncias al si ad as de cada una de las 

carboMi 1 asas, la mlis comtln y meJor caracteri:zada es la 

de.ficiencia de PCC, conocida como acid~mia propiOnica. 

General mente en 1 os ni has afectadoi;; la sintomatol ogf .a. se 

inicia durante el periodo neonatal,. con vomito, letargia e 

hipotonJa CWolf, 1981>. Los individuos: afnctados acumulan 

propionato y sus metabolitos. Excretan grandes concentraciones 

de los ~cides orgAnicos: metilci.trato, 3-hidroY.ipropionato '/ 

propionil glicina en la orina. Una ingestiOn eHcesiva de 

protei'nas 6 s:u e at abol i smo aumentado por infeccione?s 

recurrentes pueden precipitar epi=odios do acidem1a orgAnica, 

C[lt oaci dbe is " hiperamonemia. Existe una considerable 

variaciOn en la e>ipre:iOn clfnic:a de la acid9mia propiOnica. 

Al gLinos paci entQs mani fi es tan poc:os o ni ngLino de los si ntomils, 

mientras que otros, a~in dentro de la mi:ma familia, pueden 

pre-sentar las caracterf sti cas el ~si cas de 1 a enfermedad <Wol f, 

1979>. Las causas de esta variaeiOn clfnica est~n poco claras 

por ahora. 

Deficiencia de 8-metilcrgtonil Coen:;ima A Carbmdlaea 

La deficiencia de B-metilcrotonil CoA carbo>filasa ha sido 

sospechada en 10 casos reportados en la literatura <t-lol~, 
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19811 Bartlett, 19801 Stokke, 1972>1 en 7 de ellos, &e 

encentro que en realidad se trataba de deficiencia mOltiple de 

carbo•ilasas. La deficiencia aislada de Mee fue confirmada 

enzimAticamente sOlo en uno de los casos. En una preparaciOn 

mitocondrial hep•tica s• encentro actividad normal de Pee, 

excluyendo la posibilidad de una deficiencia mOltiple. En la 

orina se encentro excreciOn de los Acidos B-hidroMiisoval~rico 

y B-cetoglut~rico. La paciente reportada en este trabajo 

fallecib a las 13 semanas de edad, antes de que los efectos 

del tratamiento con biotina. pudieran ser evaluados <Finnie, 

1976>. 

Defic:ienc:ia de Piru.,ato Carbgxilaca 

En algunos nif"fos con acidosis congénita ha. sido posible 

identificar la deficiencia enzim~tica responsable; entre ellas 

se encuentra la de PirL1vato Carbov.ilasa <PC). 

La piruvato carhoMilasa tiene un papel central en la 

regul acf on del metabolismo 

aquel 1 os trd idos con una gran 

riNon, sino tambi~n en otros 

de carbohidratos, no solo en 

actividad de PC, ce>mo h!gado y 

tejidos, particularmente en el 

cerebro en desarrollo <Sanders, 1982). Por 1 o tanto, una 

·deficiencia en esta en::ima, pu1~de dar lugar a una gran 

variedad 

Todo!E:' 

de anormalidades 

los pacientes con 

bi oqui micas y de slntomas el lni ces. 

deficiencia de Pe reportados, 
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mostraron concentraciones séricas elevadas de lactato 

usualmente acompahado por aumento de piruvato, as! como de 

alanina. A pesar de la deficiencia de PC, la hipoglicemia no 

ha sido un dato consistente. La sfntesis de Acidos grasos, 

esteroides y cuerpos cetOnic:cs puede estar elevada, debido a 

la alta concentrac:iOn de a.c:etil CoA presente, dado que el 

Si>: ceso de pi ruvatc i nduci rf a, a través del complejo pi ruva.to 

deehidrogenasa, una ~1ntes1~ aumentada de acetil CoA. Esto 

enfati:?a el importante papel que tiene la PC en la regulac:iOn 

del metabolismo de lfpidos. 

Las manifestaciones clJnicas m~s c:omunee son: acidOsis 

mtitabOJic:a, hipoton1a, retraso en el desarrollo mental '/ 

f J sic o . .,, convul si enes. El i ni ci o de l 05 s! ntomas aparece en el 

periodo neonatal g~neral mente y 1 os pací entes mueren poco 

tiempo despuéos. Sn ha sugerido a la deficiencia de PC como 

posible causa de la enfermedad de Leigh: Encefal omi elopati a 

necrosante Eubaguda <EMS> <Grover, "LO., 1972>, enfermeddd 

deg1?nerat i va del tal lo cerebral, frecuentemente caracteri :ad a 

por hallazgos bioquJmicos similares a aquellos descritos para 

la deficiencia de PC. Sin embargo, estudios recientes <Atkín, 

1979; Murphy, J.V., 1981) indicaron que ENS y Ja deficienc1a 

de PC son entidades distintas, y una revisiOn de los pacientes 

en 1 os cual os se habJ a descubierto una actividad diferente de 

PC en sus tejidos, sugiriO que muy probablemente los tejidos 

estudiados fueron conservados y/o ensayados bajo condiciones 
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no Optimas, conduciendo a actividades de PC falsamente 

deficientes. 

La mani festaci Or, el! ni ca m~s grave es el profundo daffo 

neurolOgico que sufren estos pacientes. Una posible 

e>1plicaciOn serta una anaplerosis deficiente, dado que el 

cerebro es virtualmente dependiente del metabolismo aerObico 

que requiere un ciclo de Krebs activo. 

No ewiste tratamiento efectivo de la deficiencia de PC. 

Los principales intentos se han enfocado al reemplazo de los 

i ntarmedi arios del ciclo de krebs que se encuentran 

di smi nui dos. La adrrd ni straci On de dOsi s f armacol Ogi cas de 

biotina se ha intentado, sin ~xito. Una leve mejor!a clfnica 

se ha observado al ad mi ni strar ti ami na, presumí bl emente al 

derivar el piruvato a travOs de Ja v!a de la piruvato 

deshidrogenasa <BrLinette, M.G., 1972>. La deficiencia de PC 

parece sor hereda.da de un modo autosOmi co recei::i "º· 

Qeficiencia de Acgtil Coenzima A CarboYzilasa 

En 1981 se reporte el primer ca5o de defiencia aislada de 

Acetil CoA carba>dlasa (Feldman, G.L., 1981). La paciente, q'ue 

desde reci~n nacida presentaba miopat!a hipotOnica y daNo 

neurol bgi co, excretaba en 1 a orina metabol i tos del ~ci do 
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hexant>ico, como Acido 2-etil-3-ceto-hexanOico, Acido 2-etil-3-

.hidroxi-hexanblco -.;- leido 2-etil-hexanodioico. 

El dlagnOstico ~ue confirmado al encontrar la actividad del 

a ACC hepAtica de la paciente deficiente al compararla con 

Mgado de rata y c:oot0 un IOY. de la actividad normal al medirla 

en sus fibroblastos. La PCC de la paciente se encentro dentro 

de 1 lmi tes normal es CWol f, 1982). 

Deficiencia MOI-iole dR Carbonilaaªs 

La Deficiencia l'lllltiple de Carboxilasas <DMCl es un grupo 

de errores inatos del metabolismo de la biotina, los que se 

heredan en form,;. autosómica recesiva y en donde lar: 

carboui 1 asas 

deficientes. 

depe~dientes de esta vitamina se encuentran 

Existen dos ~:pos de DMC, la debida a deficiencia de 

Holocarbov.ilasa IE:ntetasa CHS> y la ocasionada por deficiencia 

de la Biotinidasa. 

La deficiencia de HS generalmente se. presenta en los 

.Primeros di as de .ii da con un cuadro muy grave de vómito, 

letargia ·e hipotc~!a que evolucionan a coma y muerte del 

paciente. La concentraciOn de biotina en plasma s.e encuentr·.:. 

normal. 
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La d&fici ene! a de Bi otini das a se presenta despuds del 

segundo O tercer mes de vida y tiene como manifestaciones, 

alopecia, dermatitis, atawia, hipotonla y acidosis metabOlica. 

La conc&ntraclOn de biotina en plasma se &ncuentra por debajo 

de los niveles normales. El cuadro cllnico debido a 

deficiencia de biotina (exOgena O gen!>tica) &• similar al 

ocasionado por deficiente absorción intestinal de cinc, en la 

acrodermatitis enterop~tica o de ~cides grasos esenciales. 

Ambos tipos d<> DMC responden a Ja administraciOn de 

biotina <tiJolf,1983; Sweetman,1981>, en dosis farmacológicas en 

el caso de deficiencia de Holocarboxilasa Sinteta=a y en 

cantidades pequerras, en el de defici enCia de Biotinidasa. 
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ALIMEtlTACIOll l llM PAREllTER4'1L TOTAL 

En el ayun nu.,uno prol:. ongado, el org.:tni smo humano puedeo 

subsistir durant jn11nto a\gtll\ tiempo, graciac: a mecanismos do 

reserva que amortjiortiguan, aunq1.11? no evitan, el dal"fo progri?s: i "•'º 

qlle se provoca c:::J Cllando l .a inge-sti On oral Ee encuentra ausente. 

Estos mecanismos ~o= minlmi = .an el con~umo dE? p1-oteJnBs como aporte 

la: grasaE son el principal sustrato 

c·nc-rgético. cuanc::rnendo un s_._1 jeto ,-eci be un traumatismo lc1n11;Ji ,a¡; 

mayores, quem11dun~t:duras 1 sep sis, s!ndrome de i nte:;.tino corto>, se 

1 i beran las slgu:i:opgui entos hormonas: catecol ami nas, gl ucagOn 

corti !:::ona qua rn 'l~!:e oponc::-n a 1 a acción de la insulina a nivel 

central y perl-hr!f~rlco, ocasionando un mayor consumo de 

proteJ nas proveml\'v1millntos del mL\sculo, con una selecc:i ón 

particular de am 111& amlnoicid~E de cadena rami f-icada. El cic:lo de 

Krebs se oncue gu:uontra iE' 1 ter ad o y hay Lina mayor glucOl is 

anaeróbica, o:toot:to pro•.'oc:~ que los pacíentt?s puedan perder hasta 

kg. de pC!E-3~oc:o dlar::.. amente! y llegar a 1 a muerte por 

dosnutri ción lln LUJ n un corto pl,a:!O. 

En la actuc:su:::ualldad -s.e dispone de m~todos parenterales 

eficaces para &-a sumi n :i.. strar todos aquellos elementos 

<carbohidrato5 1 grasas., prote1naS, vitaminas y mineral es) 

suficientes par.::;;1sara lograr la et ntesi s c:el ul ar y por consiguiente 

disminuir el ca'l'o:icatabo\isrnro. Estos mtitodos =en muy llti 1 es cuando 
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se ap~ i can oportunamente, cDn · indicaci enes adecuadas y 

técnicas muy cuidadosas::. 

La ali mentacj 6n parenteral total CAPT) representa uno de 

los adelantos terapeL,ticos mas importantes de los Llltimos 17 

a Nos y ha modificado el curso de mt.tchos padecimientos 

gastrointestinal es. 

E5te procedimiento terap~utico no es inócuo, Se acompaha 

de complicacicnes1 t~cnicas, sépticas '/ metabOlicas. Las 

complicaciones metabOlicas eon ocasionadas en gener~l por 

deficiencias o ~rncesos en ia administración de algunos de los 

elementos necesarios para lograr la s:fntesis celL1lar. 

Estas alteraciones aumentan dependiendo dGl grado de 

trauma con que curse e-1 paciente. Las salidas anormal es del 

contenido del tubo dl gesti vo como en 1 a di arrea y el contenido 

do una .fistula er.terocutánea -3Umentan las pérdidas de todo5 

los nutrimentos. Por 1 o tanto para el éxito del mane Jo de un 

paciente con nutrición entera! o parenteral es necesario hacer 

balances diarios y determinaciones semanales de cada uno do 

lo: r1Lttrimt-nto:. 
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Antecedentes históricos: 

Los primeros intentos de la alimentación parenteral datan 

del siglo XVII cuando Scotus, en 1664 infundio vino a los 

animales de e>rperimentaciOn. Courten, de Inglaterra, en 1669 

inyecto aceite de el i va parent.,ralmente. 

Las epidemias del siglo pasado di erOn 1 ugar a diferentes 

observaci one: como las de Latta en 1832, qui en revi ,/i o- a-_ un 

paciente con infusión salina aplicada por vt a endOvenosa; 

posteri amente, en 187'3, Hodder mostró 1 os efectos .f.!t.voratlres 
-. _·, 

del uso de 1 eche por 1 a vana. En 1920 Vamalia•Ía} "uÚ·1 f:O 

Posteriormento,en 1938, Ross uso por primer.a ve: 

amino~cidos intravenoeos, observando que era pos.ible, con sólo 

estos medios parenterali:s, mantener a un individuo con bucma 

nutriciOn. 

En el postopratorio se observó que el uso de soluciones 

glucosadae ofrecla un aporte energ~tico que ayudaba a los 

enfarmos mientras reanudaban ~LI ali inentáci ón oral; ein 

embargo, sólo con esto no se obtenta una regresión del estado 

catabólico. En 1959 Moore, refiere que el uso de aminoiacidos 

en el postoperatori o produce un aumento en 1 a excresi ón 
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urinaria de estos produc:tos nitrogenados, pero si se asoc:i a su 

adminlstraciOn suficiente cantidad de carbohidratos para 

Qfrecer un buen aporte calórico, s1 se detiene el catabolismo 

postqllin\rgi c:o. E'=tos estudios fueren con.firma.dos por Janes y 

Pi>aston en 1 q66, 

E:n 1968 Dudricl<, en su comunicado sobre nutrición 

parenteral a 1 argo plazo con croci mi en to, desarrollo y ba.l anee 

de nitrógeno po!ütivo indica qua es posible, mediante una 

seriP de r~qt..liEitos 

balance 

parenter~l. 

ni trogeneido 

En 1971 

tticnic:os, lograr con cierta facilidad un 

pasi tivo exclusi v.:\mente por v1a 

este mi !::mo autor publica los principios y 

la prActica. de la n1.1triciOn parentera.l sel"ral '3ndo las mllltiples 

i ndicaci ene; de e\;t& méotodo, sus riesgos y l ~~ fórmulas usadas 

CSahagun, 1982) ~ 

En principio las soluciones parenterale~ deben reproduc.ir 

una im~gen de la alimentac:iOn oral, e-5 decir, incluir 

p~otoi nas, 

vi taminias. 

agu.!\, eal e; mi naral es, 

El valor de I • nutrición parenteral es conocido, s.in 

embargo tambitm lo son las compllcac:i on1>s que se presentan, 

entre las cua!E>S se inc:luye la deliciencia de cinc y.'ó de 

bi otina. 
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Deficiencia de cinc en pacientes con alimentaciOn parenteral 

tgt.il1. 

Existen en el organismo veinticuatro O mAs metaloen2imas 

que contienen cinc, como es la anhidrasa carbOnica, la 

deshidrogenasa l~ctica 1 la fosfatasa alcalina y la cinasa de 

ti mi dina. 

La fuent~ mas importante del metal es la protetna 

animal, en cambio los alimentos procesados, los cftricos y las 

verduras sin hoJas son deficientes en este metal. 

El cine es: secretado en el jugo pancre~t i co y en pequerra 

proporciOn en la bilis; las heces son la principal vta de 

ewcreciOn, aunque también se eliminan cantidades importantes 

en el sudor. El cinc al igual que el cobrE> es fi Jade por la 

mE>talotlonelna hepAtica cuando la ingestión del metal aumenta. 

La deficiencia de cinc ocurre como un trastorno primario 

de su absorciOn, en la acrodermatitis enteropAtica, enfermedad 

genética muy similar clinicamentE> a la deficiencia de biotina. 

La deficiencia secundaria de cinc puede presentarse en la 

malabsorciOn de cualquier origen o por aumento en su e>:creciOn 

urinaria. 



En pacientes con deficiencia de cinc, la actividad de la 

ri bonucl easa 

actividad de 

baja, <Marti n, 

procesos de 

aceleracibn 

s~rica parece estar aumentada, eO tantD que la 

la anhidrasa carbOnica eritrccitaria es 

1985).Se ha discutido la funciOn del cinc en le& 

cicatri2aciOn1 Hallbook. y Lanner demostraron 

en el proceso de cicatrizaciOn cuando se 

administro cinc a pacientes con niveles bajos del metal en el 

suero, pero no cuando las concentraciones fueron normales 

<Henkin, 1974>. Lee y Green, en un estudio en ratas a las 

cuales se les administraron diversas dietas variando el 

contenido de cinc en las mismas, no encontraron diferencias en 

el proceso de cicatrizaciOn <Lee, 1975>. Este aspecto sigue 

siendo motivo de ~ontroversias. 

En la literatura se ha informado deficiencia aguda de cinc 

en pacientes qLte reciben APT, a~m a pesar de recibir cinc en 

el plasma transfundido <Gartside, 1975; Fi sher, 1976; 

Hankins,1976; Haslted,1972; Jacobson,1977; Halsted,1974). 

Algunos de 1 os mecanismos posibles para e>epl i car 1 as 

concentracione= bajas de oligoelementos en el suero durante la 

APT son disminuciOn de la ingesta, aumento en la= p~rdidas, 

incremento en la utili~aciOn bajo el estimulo an~bolico que 

acompaNa a la APT o redietribuciOn con utilización en otros 

compartimientos del cuerpo <Solomons, 1976). Otro mecanismo 
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posible es la disminuciOn en Ja¡ protefnas plaem~ticas con 

disminucibn de las cantidades de cinc ligadas a las mismas. 

Asf mismo, se ha comprobado que er1 los estados de al arma, 

hay un aumento en la excreción urinaria de cinc, sobre todo 

cuando existe catabolismo de la masa muscul&r <Fell, 1973>. 

I2e-Lamache,Carrasco y colaboradores <Ize-Lamache,1981) 

real i:z:aron un estudio prospectivo de 28 pac:i entes sometidos a 

la alimentaciOn parenteral total y se determinaron niveles 

s~ricos de cinc y cobre , asf como las pérdidas urinarias de 

dichos metales. Los pacientes fueron divididos en dos grupos, 

uno considerado como st:tptico •¡ otro no séptico1 a su ve:.!, cada 

gr.upo fue subdividido segtm se administro o no plasma. 

Se encentro disminución de las niveles séricos de ambo~ 

metales en pacientes sépticos y no sépticcs, con aumento di:? 

las p~rdidas por orina en ambos grupos en relación a las 

observadas en los grupos control es; 1 as p~rdi das mayores de 

metales por orina fueron observadas en el grupo de pacientes 

sépticos. Es probable que otras pérdidas hayan sido por 

l!quido de las fistulas enterocut~neas .. 

Dado estos resultados en los pacientes con p~rdidas 

altas de oligoelementos deben administrarse preparado: 

comerciales que proporcionan concentraciones de cinc, cobre y 
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manganeso, en fo"rma que no precipiten con las soluciones de 

alimentacion parenteral. 

Def i ci enc;i e dp biptiOi en pacientes ego alimentac:ión 

pareoteral 

El primer reporte de deficiencia de biotina asociada con 

alimentacl6n parenteral fue hache por Nccl: en 1981 en el cual 

presentó el caso de un niNo quien despu~s de 3 meses con 

alimentac:iOn parenteral total desarrolló un slndrome cl1nico 

que con si stf a de erupción exf ol i ati va y aci duri a orgc\ni ca 

asociada con reduci On de bictina en plasma y orina 

<Moc:J~,1981). Dei:pués de esta información se han publicado 

muchos casos de nirros y adulto:. Esos reportes han· variado 

considerablemente en el criterio para el diagnostico de la 

deficiencia de biotina y en el r~gimen de tratamiento. 

Seo han presentado casos de pac:i entes que no reciben 

biotina ni oral ni parenteralmente llegando a presentar en 

pece ti empc los stntomas de deficiencia de esta vitamina. 

Desput:is de recibir bi oti na en sus sol uci enes parenteral es 1 os 

sfntomas desaparecen. Esto sugiere que la deficiencia de 

bicbna ocurre cuando no se proporciona esta vitamina al 

organismo y su bios1ntesis por la flora intestinal se ve 

comprometida por diarreas o cirugfas principalmente <Sheila 1 

1983). 
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Los factores que contribuyen a la deficiencia de biotina 

en la alimentación parenteral son1 

1> La 

significativa 

alimentaciOn parenter~l es la Onica fuante 

de nutrientes en este tipo de pacientes y es muy 

comOn que la biotina no se encuentre en el suplemento 

vi taml ni ce, 

21 El uso de antibióticos de amplio espectro puede 

provocar disminución en la sfntesis de biotina por la flora 

intestinal. 

31 Grandes pt>rdidas de fluidos entt>rlcos por v!a 

secretoria como fistula o diarrea· principalmente <Mock, 19851. 

La combinación de los sfntomas de deficiencia de biotina 

como son alopecia, dermatitis e irritabilidad ó depr~sión han 

sido muchas veces confundidos con deficiencia de .:1cidos grasos 

O deficiencia de cinc, debido a que los cuadros carenciales 

son muy parecidos.Sin embargo es importante aclarar que al 

referirse a la deficiencia de biotina queda impl\cita la 

deficiencia de Acidas grasos debido a que, como ya se mencionó 

anteriormente, 1 a bi oti na es cofactor de 1 a Aceti 1 CoA 

Carbox i lasa 1 a cual par ti ci pa importan.temente en 1 a sf ntesi s 

de ~cides grasos. 



DISE~O DEL ESTUDIO 
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DISENO DEL ESTUDIO 

- Pacientes con al imentacidn parenteral total CAPTl 1 

Se planeo i>studiar a pacientes que requerirtan de APT por 

tiempo prolongado, es decir, por mas de un mes. Estos 

pacientes estarlan hospital i'ados en el Servicio ·de Apoyo 

Nutricicnal del Hospital de Especialidades del Centro M~dico 

Nacional del I.M.S.5., servicio que esta a cargo del Dr. 

Antonio Carrasco. AdemL\s ee estudio a una nirra con APT, 

internada en el Instituto Nacional de Pediatrta, a cargo del 

Dr. Jai mo Ram! re:. 

Los pacientes recibieron el tratamiento habitual que 

proporciona el Servicio de Apoyo Nutricional. Desde su 

ingreso al eetudio recibieron un complejo vitamlnico que no 

con ti ene bi et i na CMVI 10). Se mantuvieran de esta forma hasta 

que mediante el estudio l ongi tudi nal, el l ni co-metaból i co de 

se determino el momento en que se iniciarla la adminii;tra.ción 

de bi otina, con un nuevo producto, esto fue cuando la 

actividad especifica de las carboxilasas se encontraban muy 

por debajo de los niveles normales. 

En ningl.1n momento se pu:o en peligro el bienestar y menoG 

alln la vi da del paciente. 
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Ccitvcips de inclusiOnt 

1. Paciente• internados en el Hospital de Especial! dad es 

del I.M.s.s. o en el Instituto Nacional de Padiiltrla, qu& 

fuera probable la ali mentaci On parenteral total prcl ongada, es 

decir, por mas de 30 di as. 

Cci tert os de m<cl usi 60; 

1. Pacientes con problemas neurológicos O cut.1neos al 

inlci o del estudio. 

"'. Pacientes cuyo peso del estudio fuera menor del 60~ d& 

acuerdo a eu edad y se>:o. 

Cri.terlos do elimioaciOn; 

1. Pacientes que recibieran biotioa, antes de ser indicado 

por 1 a persona responsable del estudio. 

Los pacientee incluidos en este estudio fueron 'I y se 

describen a continuación: 

Cl ave1 APT-1 

Edad1 33 anos Sexos Maecul i no 
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DiagnOsticot Estenosis esof4gica. 

D!as con APT: 36 

El paciente APT-1 padec!a de Esofagitis de un ano de 

evolución ( 1985) . Cuando ingresó al estudio presentaba 

alopecia, lesiones dérmicas perina5ales y peribucales, no 

mejoró con la aplicación de micostatin, persistier-ón las 

1 esi ones y hubo sangrado en la mucosa nasal . 

La dosiE de biotina administrada en la EOlución pa~enteral 

fue dE> 10 mi de MV!-12 (0.138 mgl en 2000 ml de solución 

parenteral cada .24 horas. 

Clave: APT-2 

Edad 1 ~23~ anos 

Diagnóstico: Sindrome de inte:tino corto. 

Dlas con APT: M~s de 141. 

El Slndrome de intestino corto fué :ecundario a resección 

intestinal por perforación intestinal causado por un legrado 

uterino intrumentai mal realizado. 
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Cuando ingreso al estudio,., presentaba lesiones dérmicas, 

depresión y cata de cabello. 

L!I dosis de biotina administrada en la solución parenteral 

fue de 10 ml de MVI-12 <O. 138 mg> en 2000 mi de solucion 

parenteral cada '.24 horas. Los ~1 timos dt as en el estudio 

recibió dieta blanda. 

Clave1 APT-3 

Edad 1 '38 allos Sexo1 Ma.=:cul i no. 

Di agnósti coi I 1 eostoml a de g;isto alto, 

Olas con APT1 M~s de 114. 

La i l eostom1 a fue consecuencia de una harni a Sedal eclc 

estrangl.11 ada, que ori gin O varias rei ntarvenci enes, sepsi s y 

una ileostomla de gasto alto <m~s de 500 e.e. diarios>. 

Cuando ingreosó al estudio presentaba cuadro multicarencial 
' 

y diarrea severa. 
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La dosis de biotina administrada en la soluciOn parenteral 

fue de 10 mi de MVl-12 (0.136 mg> en 2000 mi de soluciOn 

parenteral cada 24 horas. Los ~!timos dfas en el estudio 

recibió dieta blanda. 

Clave1 APT-4 

Edad: 55 aNoe Sewo1 Masculino. 

DiagnOstico1 Sfndrome de intestino corto. 

Dfae con APT1 Mo determinado, falleciO. 

Sfndrome de intestino corto secundario a complicaciones 

qui rL,rgi cas y trombosis mesentérica. 

Cuando ingresó al estudio presentaba alopecia, depreeión y 

lesiories dérmicas. 

FalleciO por complicaciones debidas a las cirugfas, antes 

de la administración de ciotina. 

Clave: APT-5 

Edad 1 40 aNoe Sexo1 Masculino. 
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OiagnOsticc1 Slndrcme de intestino corto, 

Olas con APT1 MAs de 69. 

La dosis de bictina ad~iniatrada en la scluciOn par~ntaral 

fue de 10 ml de MV1~12 <0.138 mg> en 2000 ml de ~oluciOn 

parenteral cad.a 24 horas. 

Clave1 APT-6 

Edad1 10 atice Sexoa Femenino. 

DiagnOatico1 Diarrea crónica. 

Olas con APT1 137. 

Desde 

pacientes 

Pedi atrl a. 

1990 ten! a prcbl emas 

estuvo hospitali>ada en el 

gastrointestinales. 

Insti tute Nacional 

Esta 

de 

El cuadro clfnicc que presentó por la deficiencia de 

biotina, dobida a la ausencia de esta vitamina en la soluciOn 

parenteral fue1 alopecia,depresiOn y dermatitis peribucal y 

perianal.Ourante su hospitali:zaciOn se desnutrió notablemente. 
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. : . . 
La causa de la. diarrea no se loQrO .~.~~riguar, pesa a 

mOltiples estudios diagnósticos. 

- .. ·, 

' '::,~ -
La administraciBn de biotina .füe \h\:·~f'~·{'.~~~~:~;'.::~.,,-:~~a--.dOSi~--

_ .. _. "-._ "''.'·' ··./-

fue de o. 0276 mg a 0.1104 mg, por dific~Íf.ádes ,e~briomli:a.1r para 

Clave: APT-7 

Edad: 36 '1iros Sexo: Masculino. 

Diagnostico• Fistula. 

D!as con APT1 54. 

Presentó molestias por la fistula tres meses anteriores a 

su Ingreso al hospital. 

Du_r-ante su hospital i :!ación perdi,a 170 ml diarios por la. 

f! stul a. 

La dos:i5 de biotina administrada en la solución parenteral 

fue de 10 ml de MVI-12 <0.138 mg) en 2000 ml de solución 

pnrenteral cada 24 horas. Los ólti~os dfas en el e~tudio 

recibió tés con a20car y posteriormente dieta blanda. 
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Clavel APT-8 

Edad: 64 arras Sexos Maeculino. 

Diagnóetico: Sfndrome de intestino corto. 

Dfas con APT: 79 

Sfndrome de intestino corto secundario por perforacion del 

·ciego par ameboma. 

Inicia padecimi~nto cinco muses antes de su ingreso al 

hospital. 

La dosis de bictina administrada en la solución parenteral 

fue de 1<• mi de MVI-12 <o.138 mg> en 2000 mi de solución 

parenteral cada 24 horas. 

Clave: APT-9 

Edad 1 22 arres Sexo1 Masculino. 

Diagnóstico• Fistula. 
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Olas con APT1 52 

Inició padecimiento un me" antes de 'ingresar'•al hospital. 

La dosis de biotina ·administrada -- en ia soluc:iC!n 

parenteral fue de 10 ml de MVI-12 ::io.138 mgl en 2000 mi de 

solución parenteral cada 24 horas. 

Estos pacientes se di vi di erón en dos grupos: 

Grupo A: Pacientes que 11 evaban ya mucho tiempo con 

alimentación parenteral total y presentaban mani festaci one-s de 

deficiencia de biotina cuando se inicio el estudio, en ese 

momento aon no se contaba en México con multivitamtnico 

parenterales con biotina <MVI-12). De estos pacientes se 

recolectaron dos muestras de sangre y orina: la primera cuando 

i ngrPsr.r6n al es.tudi c. ·y 1 a =.egunda, después de tres mese~ de 

recibir biotina en su dieta ó en la solución parenteral <APT-1 

al APT-S>. 

Grupo B: Pacientes que ingresarón al estudio al iniciar la 

alimentación parenteral total y que semanalmente se les tomo 

muestra de sangre y orina durante el periodo en que la 

solución parenteral no contenta biotina y posteriormente 

cuando se les administró esta vitamina en la solución y/ó 
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dieta <~PT-6 al APT-91 <•>,durante un periodo de 75 dfas en 

promedio. 

A cada paclen\050 U: le practicó vigilancia clfnica continua, 

desde el inicio do la sa APT, haciendo l!>nfasls en el estado 

nutri clonal que tenl• 15 al lnlci o de su tratamiento y durante el 

transcurso del mismo ¡::::¡ por al tiempo que 1 o requer! a.. Asl mismo 

se tuvo un a especial ......, 

cabello, además de la sa 

vlgllanc i a en c:ambi os de la 

l!Mpl or a.ci6n neurológica, 

piel, el 

buscando 

intencionalmente cambioi::ios en e1 estado de animo <depresión>, 

hipotonJa muscular y alt::tO tera.ciones en la marcha <ataxia>. 

Respecto a la busquE3l..i..tedt1 de p ar~metros que :e puedan utilizar 

como indicadores del estado de biotina, se determino en 

promedio semanalmente e el nivel de biotina total en plasma y en 

orina., en linfocitos U Ja actividad especifica y el Indice de 

estimulación de dos carboH i 1 a=::as, es:pec:fficamente de la 

Propionil CoA CarbodlsO asa (PCC) y la Piruvato Carbo>:ilasa 

f PC) • En el grupo A no a:. se determinó la Pi ruvato Carbo>:i 1 asa ni 

e-1 Indice de actlvac!Oé::i ón debido a que este grupo se empezó a 

estudiar en la etapa lniim lcial de J. proyecto. 

En cada uno de los e=: pacientes se cuantificó ademas cine en 

pl a::ma y en orina asl ti como creatinina en ésta 01 tima, el fin 

principal de determlnart.ear crea.ti ni na es el tener un compuesto 
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cuya eHcreosiOn es constante y asi poder referir 1 a cantidad de 

bi otina a éste. 

Los valores normales: <controles) se obtuvierón de donadores 

c:l inic:amente sanos. 



.MATERIAL Y METODOS 



MATERIAL V HETODOS 

Material necesaric• p.:1ra e)('trac:citln de 1 infoc:i tcs1 

- Anticuagulante1 Acido c:itric:o, Citrato de sodio, 
De>:trosa <ACD) 1 
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Peac:ti vos Cantidad 
(g) 

Concentra e i On 
<mH' 

Citrato tri sbdico <A. Chemical) 2.5 
Acido cltrico <Chemicall (1.798 
De>1trosa anhidra (..J. T. Baker) 2. 45 
Cloruro de sodio CJ.T. Baker) O.? 

97. C> 
38. (:) 

136.0 
154. o 

Se afora 1 a soluc:i On a 100 ml .. con agua dest i ladi!, el pH 

es des.o ... 

El anticuagulante se e'E.terili:.a por Tiltraci On ll!ando un 

filtro Mi llipore con poro de (1.2 micras .. Se c:on'5erva en 

re-frigerac:i On r4°C> y en el momento da :L;. u~o ee mantiene el 

frasco cerca del mechero teniendo cuidado de mantener esta 

eol ucibn libre de contaminantes,princ:ipalmente hongos. La 

cantidad usada de anticoagulantees10.38ml. (380 )..•l) por cada 

2 .. 5 mi. de sangre. 



- Solucibn salina amortiguada con tris <TBS>,modificada1 

Reactivos Cantida 
(g) 

ConcentraciOn 
<mH> 

Tris-HCL (Sigma) 1.82 15.0 
Cloruro de sodio CJ.T. Bakerl 9.0 0.9% 
EDTA (J.T. Bakerl 20 ml. de sol. 

stock EDTA 0.1 H. 20.0 
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Se disuelven los reactivos en 900 ml. de agua destilada, 

aJu5tar el pH a 7.4 con ac. clorh1drico y aforar a 1000 ml. 

con agua destilada. 

Se conserva en refrigeraciOn y antes de usar asegurarse 

que el pH sea 7. 4 <pH f i si ol bgi co de 1 a sangre> para evitar 

hemolisis. 

- Fi coll hypaque1 

Reac:ti VC5 

Oiatriooato de sodio <Sigma) 
Fi col l !Sigma l 

Cantidad 
(g) 

20.0 
12.7 
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Se disuelven los reactivos en 190 ml. de agua destiladi' 

y se mide la densidad ajustAndola con aQua hawta tener el 

volumen de 200 ml. 

Se conserva en refrigeraciOn. 

- Medio Esencial Minio.o <MEMl: 

Reactivos 

Medio Mtnimo esencial de Eagle <GIBCO> 
Bicarbonato de sodio <J.T. Baker) 
Piruvato de sodio <Sigma> 
Glutamina 20(l mM <Sigma) 
Antibiótico: IOOX 

- Stock de antibiótico: IOOX: 

Estrepto~icina <Lakeside) 
Unidades de peni ci 1 ina <Lal<esi de) 
Agua bldestllada 

El medio Esencial mlnimo 

Cantidad 

9.8 g. 
2.2 g. 
0.1 g. 

12.0 mi. 
20.0 mi. 

2.c• g. 
2 ){ 10• 

20C1. O ml. 

se esterili=a por 

filtracibn,u:ando un filtro Millipore con poro de 0.22 micrae. 

Su pH es 7.4 y se conserva en refrigeraciOn.Cuando se trabaja 

con este medio se hace en 1 a campana de fl u.io 1 anii nar para 

evitar su contaminaciOn. 
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. Ai sl ami ente de 1 i nfoc:i tos 

Los linfocito& 9& ai&lan a partir de S ml. de gangre 

venosa que se coloca en tubos de centrifuga de 15 ml con 

760µ1 de ACD y se mezcla suavemente. 

La sangre se centrifuga durante 15 minutos a una 

velocidad de 1200 rpm; al terminar la centrifugaciOn se retira 
(¡ 

el plasma, el cual se divide en ali cuotas de 1.5ml, las que se 

congelan para determinacione= posteriores. Al paquete celular 

que se queda en el tubo se le adiciona un volumen de TBS a 

temperatura ambiente igual al del plasma retirado y evitando 

producir hemolisis se le adiciona un volumen adiciona de TBS 

igual a la cantidad inicial de sangre <5 ml.) para asi tlener 

finalmente 10 ml. de sangre diluida 111. 

En tubos de centrifuga de 15 ml. se colocan 4.0 ml. de 

ficoll hypaque 1077 y &obre ~l se van agregando log 10 mi. de 

sangre di luida, evitando que se me~clen. Al terminar de 

adicionar la sangre diluida en el tubo se pueden observar do= 

fases, la inferior incolora y transparente <ficoll > y la 

superior de color rojo <sangre diluida). Centrifugar 30 
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minutos a 1600 rp~ y al terminar esto en los tubos se podran 

observar 4 fases qL1e en orden descendente son11 l Pl i\sma + TBS, 

2lLinfocitos, 3) Ficoll y 4) eri,trocitos y granulocitos (fig. 

Mil. Se desecha la primera fase Cde plasma+ TBS>, la fase de 

1 infoci tos se pasa a un tubo de centrifuga con 3 ml. de TBS y 

posteriormente se lleva el volumen a 15 ml con TBS. Estos 15 

ml se dividen en dos tubos de plAstico cónicos marcados 

previamente "sin biotina" y ''~en biotina 11
• Se centrifugan a 

1200 rpm durante 15 minutos y aiei las céolulas se concentran en 

el fondo del tubo. Se retira el sobrenadante y en la campana 

de flujo laminar se le adiciona a cada tubo 2.5 ml. de HEMJ 

unicamentes al marcado 11 con biotina 11 se le agregan los µ1 

necesarios para tener una concentraciOn de Biotina de 1c,-e M 

<Terttu Sourmala y colbs. 1985) que equivalen a 1.22 ~11 de una 

solución de biotina 5 mg en 100 ml. Se resuspenden las c~lulas 

con una pi peta pasteur y se incuban a :;sac por 2 horas con una 

atmbsfera de C02 al 5% <para mantener el pH del medio) • Esta 

maniobra tiene el objeto de que la biotina del medio penetre a 

, las mi tocondri as y sea usada como cofactor por las 

carbowi lasas <PCC,PC y MCC> .Posteriormente a esta incubaciOn 

se lavan los linfocitos con TBS para eliminar el exceso de MEM 

y se centrifugan 15 minutos a 1200 rpm1 en el fondo del tubo 

se concentran los linfocitos y eritrocitos. Para eliminar los 

eritrocitos, aunque no sean visibles, una vez que se ha 

retirado el sobrenadante se adicionan 300 µl de agua destilada 

helada para provocar la lisis de los mismos por choque 



14lestra de sangre Plasna 

Li.nfoci tos 

Ficoll-paque Ficoll-paque 

!ESPUES DE 
CEN!'RIEllGACICN 

Fig. M-1. Distribuci6n de las células antes y desp.1és de centrifugar en 
presencia de Ficoll-paque. 

U1 
o 
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hipotOnico e hipot~rmicoa ademils se agita en el vorte>C a su 

m6wima velocidad durante 30 segundos cada tubo, se recuperan 

las c~lulas y se colocan en tubos eppcndorf volvi~ndose a 

lavar con TBS. Se centrifuQan a una velocidad d& 7 g durante 5 

minutos, se desecha el sobrenada.nte y :i :e vuelven ·a observar 

eritrocitos se repite el choque, se centrifuga, se secan las 

paredes del tubo y con la boca del mismo hacia abajo se 

congelanen a -70°C hasta el dta del ensayo de carboMilasas. 

rminacibn de actiyidad enzimAtica de carbo>tilasac CPCC v 

Material: 

- Buffer de Tris 8X: 

Reactivos 

Tris <Sigma> 
Cloruro de magnesio (J.T. Balcer> 

Cloruro de potasio (J,T. Baker> 
EDTA <J.T. Baker> 

Can ti dad Cene en trae i On 
<mM> 

9. 69 g. 80(1 
4.8 ml. de 

sol.stock 1M. 48 
2.98 g. 400 
4.0 ml. de 

sol.stock O.IM 4.0 

Disolver los reactivos en qo ml. de agua deEtilada. Usar 

Acido clorhldrico para ajustar pH a B.O y afore la soluciOn 

en 100 mi. con agua destilada. 
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Para conservar el buffer, dividirlo en alicuotas de lOml. 

y tnantaner en ccngel aci on. 

- Bu·ffer de li si"' 

Reactivos 

Tris <Sigma) 
EDTA <J.T, Baker) 

ConcentraciOn 
<mM> 

so.o 
0.025 

Disolver los reactivos en qo ml. de agua destilada, usar 

leido clorhldrico para ajustar pH a.o y aforar a 100 mi. 

Hacer ali cuotas de 10 ml. y conservar en congel aciOn. 

Cuando se requiera el buffer se descongela en baho de hielo. 

- n- Propionil Coenzima A <PC0Al1 

Oisolver 27.6384 mg. de PCoA <peso molecular de 863. 7) en 

1, 5 ml. de agua destilada para tener una soluci On d~ PCcA 

Para =u conservaciOn divir en ali cuotas de 0.5 ml. y 

mantener en refri geraci On. Cuando se utilice se descongela an 

barro de hielo. 
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- Acetil Coenzima A <AcCoA>1 

Disolver 25.0 mg. da AcCoA en 4.2q ml. de agua destilada 

para tener una sclucibn de AcCoA 7.2 mM. 

Para conservarla se hacen alicuotas de 0.5 ml. y se_ 

mantienen en congelaciOn, en el momento de su uso se 

descongela en baNo de hielo. 

- Solucibn stock SX + ATP + Glutation reducido (GSH>1 

Reactivos 

ATP <Sigma> 
GSH (Sigma> 
Buffer Tris BX 

Cantidad• 

0.0144 g. 
0.0061 g. 
1.0 mi. 

El buffer Tris SX se_descongela a temperatura ambiente. 

Se me~clan los reactivos perfectamente y se dejan en baNo de 

hielo para su uso inmediato en el ensayo en2im~tico. 

- Solucibn de citrato sintetasa en piruvato de sodioi 
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Solucibn de piruvato de sodio1 

Disolver 0.0044 g. de piruv;ato de sodio en 1.0 ml. de 

agua desti 1 ada. 

Hacer una di luciOn de citrato sintetasa en piruvato de 

sodio 1110, para esto en un tubo eppendor.f adicionar 90 pl de 

la soluciOn de piruvato de sodio y 10 µl de citrato sintetasa, 

se mantiene en hiel o hasta su uso en el ensayo. 

- Solucibn de centelleo CSoluclbn Bray>: 

Reactivos 

Noftaleno (J.T, Baker) 
PPO <Ne•' Englar.dl 
Etilenglicol (Sigma> 
Metano! <Merck) 
Dio><ano cbp (J.T. 9aker> 

Cantidad 

180 g. 
12 g. 
60 mi. 

300 mi. 
3000 mi. 

Agregar cada uno de los reactivo con agitaciOn hasta la 

completa di sol uc:ibn del Nafta! eno y PPO. Se conserva a 

temperatura ambiente en -frasco &mbar para evitar 

qui mi ol umi ni cene! a. 

- Bicarbonato de eodio radiactivo ~NaH'~CQ3)1 

Actividad especlfica1 7.7 microCi/micromol. 
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\ 

Holaridad1 O. l 

l&Otopo r1diactivo1 a. 4 C 

T~cni ca cara detgminaciAn de actiyidad enzimAtica de pee y PC 

El ensayo de carbo>1ilasas <Sweetman 1992> se ba&a en la 

i nccrpor.lc:iOn de 1"'C0~ del NaHª"'CO., en el sustrato apropia.do 

para dar un produc:to marcado por un isOtopo radiactivo (• 4 C) 

el cual puede ser cuantificado en el contador de centel 1 eo 

ltquido,. mientras que el bicarbonato radiac:tivo que no 

reacci onO ee eliminado como 14CO::oi:. Ast el producto primario de 

la PCC al actuar en el sustrato propi oni J -CoA es 1 ... C

metil mal onil-CoA y el de 1 a PC al actua en el sustrato 

Piruvato es el Ac:ido 1 "'C-ox al acético; como este L\l timo es 

inestable se agrega e i trato si ntetasa a 1 a mezc:l a de reacción 

para convertirlo en ~ci do 11C-ct tri co, el cual s:l es estable. 

La acetil-CoA actda como activador alostérico de la. PC y 

también sirve como sustrato con el Acido 1 '4C-o>calacl!tico para 

la slntes!s del Acido .... C-c!tr!co. 

Las células en las que se real i2a e$te ensayo son 

linfoci~os por su 

obtenc!On. 

contenido de mitocondrias y f&icil 
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En tubos eppendorf previamente m•rcados para reconoc1tr 

lo& blancos y los problemas de cada enzima, se le adiciona a 

cada uno 10 µl de la mezla de raacciOn correspondiente <esto 

se realiza manteniendo los reactivos en baho de hielo), esta& 

~ezcla& contienen en volOmenes iguales lo siQUiente1 

Reactivo Blanco PCC Blanco PC 

para PCC para PC 

Agua 25 25 o (l 

Stock BX+ATP+GSH 25 25 25 25 

CoAs o agua 25 <agua) 25 PCoA 25!agua> 25 AcCoA 
,, 

Citrato sintetasa 

en piruvato de 

sodio o o 25 25 

NaH 1 -4CO!ll · 25 25 25 25 
..... 

Volumen total 100 100 100 100 
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Para romper los linfocitos y dejar ljbres las 

carbo><ilasas mitocondriales, se resuspenden las células en 

JOOµI de buffer de lisis y se tratan con un sonicador Sranson 

modelo 200 descargando en cada tubo 20 pulsos de 0.5 seg con 

un descanso intermedio de 40 seg, sumergidos en hielos .. La 

intensidad ee de 80 watts, estas condiciones de sonicaci6n se 

establecierón en el laboratorio al montar la técnica Ue 

Sweetman Cver en resultados). 

Inmediatamente despóes adicionar 10 µl de c~lulas 

sonicadas a cada tubo con me.:::cla de reacción, mezclar e 

incubar en baho maria 1 hora a 30ªC con agitación. 

Detener la reacción metiendo los tubos en hielo y 

adicionar a cada uno 10 pJ de ~cido fórmico al 15%, me.:::clar 

perfectamente y esperar 15 minutos. 
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Recortar papel Whatman 3 MM para cromatogra~fa, en tiras 

que contengan cuadros de 3 x 3 cm y marcarlos con el nOmero de 

cada tubo¡ aplicar en el centro del cuadro 25 µI de su 

correspondiente mezcla. Oespu~~ de 15 minutos adicionar 30 µl 

de ~cido f6rmico 15% a cada muestra y secar el papel con una 

pistola de aire durante 30 minutos. Colocar en pequehos 

fragmentos cada cuadro de papel en un vi al con 1. O ml. de 

agua destilada para eluir la muestra y agregar 5.0 ml. de 

soluc6n Bray. Agitar y contar en un contador de centelleo 

liquido 10 minutos, isbtopo 1 ~c y =tandard externo. 

Es necesario medir protefnas en las células :onicadas para 

poder reportar la actividad especifica en picomolas de •~ co~ 

fijado por minuto por mg de protelna. 

Oetermi naci bn de protel nae <Lowry. 1951>1 

Material• 

- Carbonato de sodio al 2r. en hldrbxldo de sodio 0.1 Ns 

Reactivos 

Carbonato de sodio (J,T. Baker> 
Hidrbxido de sodio (J.T. Bal:er) 

Cantidad 

20 g. 
4 g. 

Disolver los reactivos en agua destilada, aforar a 10 ml. 
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- Sulfato cOprico 1.0 Y.1 

1.0 g. d• sulfato cllprlco di•olverlo 11n agua deBtllada y 

aforar a 100 ml, 

- Tartrato de sodio y potasio 2.0 Y.1 

2,0 g. de tartrato de sodio y potasio se disuelven-en 

100ml. de agua destilada, 

- AlbOmina sArlca bovina CBSA>1 

100 g. de BSA adicionar an 100 mi. de agua destil•da. 

Hacer al icuotas de volOmenes pequattos y conservar a menes 

20°c. 

Tftcnica dv Lpwry pira dsterminar orgtelnas1 

Solucibn Al 

Carbonato de sodio <J.T. Bak1>rl 2Y. 
Sulfato COprico CJ.T, Bal:erl IX 
Tartrato de sodio y potasio CJ, T. Bak1trl 2'' 

tc>O partes 
1 ·part1> 

1 parta 



SoluciOn B1 

Folin <Sigma) 
Agua dt>&ti lada 

par tu 
parte 

60 

r, 
Ambas 5oluciones 6e debe~ preparar inmediatamente antes da 

usar. 
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Curva 5tAndarJ 

Tubo µl BSA µl agua des::t. µl B. lisis µl Sol.A 

1, 2 (l 500 o 2500 
3, 4 o 480 20 2500 
s, 6 10 470 20 2500 
7, 8 20 460 20 2500 
9,10 40 440 20 2500 

11, 12 50 430 20 2500 
13,14 60 42(1 20 2500 
Mueetra 
ewperimental: 
15, 16 20 46(• 20 2500 

Para desarrollar el color que es proporcional al 

contenido de protelna~, adicionar a todos loe tubos 250 pl de 

solucifln B, me:=clar perfectamente y dejar reposando 30 minutos 

a tempera.tura ambiente antes de 1 a 1 ectura a 700 nm en el 

espectrofotómetro; el color e5 estable por dos horas. 

Graficar colocando en las abscisas los mcg. de alb~1mina 

(protef na> y en el eje de 1 as ordenadas 1 as 1 ecturas a 70(1 nm. 

Trazar la mejor recta respecto a los puntos obtenidos e 

interpolar las lecturas de las muestras. 

Cálculos para determinar la actiyidad appeclfica 

Eficiencia = r. de eficiencia para •~e dividido entre 100, 



DPM CPM .¡. Eficlenci a. 

~~M " 1070 m~! H 2~ ... 
prot DPM 

60 mi nutps 

106cmolee -
mmol 
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pmol ec: l"'CD-pmol es !4C02 filado 

mg protE?J nas incubación - mg.prot. >t minuto 

Oeterminaci 6n de biotina CThuy Le. 1985, cpmuni r-aci óo 

personal>; 

Material a 

- Cloruro de sodio 0.15 M.Con=ervar en refrigE:,.ración. 

- Bi otlna-"'H COupont) 1 

De biotina radiactiva de mC! /mi. Tomar 5 µ! y 

·evaporada en un vi al • Ad! ci onar 2 mi de NaC! o. 15 M. 

Concentrac!6n1 5 µl de biot!na trlt!ada / 4.5 mi. de Cloruro 

d1> sodio. 
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- Biotina 1'frla" <Sigma)1 

Soluc!On A1 

Disolver 5 mg de biotina en 100 ml. de Cloruro de sodio 

~.J5H o 50 pg en nl. de Cloruro de sodio. Hacer pequettas 

alicuotas y conservar en congelación. 

Sol uc:iOn B: 

Diluir la solución A 1:100 en Cloruro de sodio. Conservar 

en congelación pequeNas alicuotas. 

Soluc:ión C: 

Hacer una dilución de la solución B 1:100 en cloruro de 

sodio 0.15 M. Preparar inmediatamente antes de usar y desechar 

el sobrante. 

Avidina1 

Soluc:ión Al 

Disolver 5.0 mg de avidina en 1.412 µl de Cloruro de 
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sodio, para obtener una solución de avidina 40 µM. Conservar 

•n corí11elaciOn en pequ .. rras alicuotas. 

Solución 131 

Hacer una dPución de 11100 de la soJuciOn A con Cloruro 

de sodio. Conservar en congelac:ibn en pequeNae al icuotas. 

Solución C1 

Diluir la Solución B 1:30 con Cloruro de sodio, 

inmediatamente antes de u5er Y. desechar Pl sobrant•. 

- t~nticuerpo anti avidina: 

Se uti 1 i::an anticuerpos anti avidina produc:idos en conejc:t.-

Células de Sti1phi lococus aureus, obtenidas en forma 

comercial como Pansorbi n <Hoechst >. 

\ L\la.cidn de ayidinaa 

1'=\ntee del ensayo de avtdina realizar lo sigui•nte1 
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t. Preparar avidina solución B como se describe antes y hacer 

una diluciOn 1130. 

2. Proseguir come le indica la siguiente tabla1 

Tubo Bictina-"H NaCl 0.15 M Avidina 

1, 2 <Bco) 20 220 
3, 4 20 202 18 
!5, 6 20 200 20 
7, 8 20 198 22 
9, 10 20 196 24 

11, 12 20 190" 30 

3. Me::clar p~rfi?c:tamente y .·deJar .. en rep~s·o. ·.:::;_o .,:tilfriüto5' a· 

temperatura ambiente. 

4. Adicionar 10 µl de anti-avidina (,1110). Mezcle por 30 

minutos a temperatura ambiente. 

5. Adicionar 20 µl de Staphilococus aureus. Mezcle por 30 

minutos a temperatura amnbi ente. 

6. C'entri fLtgar y contar el sobrena.dante. 
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Cálculos• 

Considerar al promedio da lo& tubos 1 y 2 <blancos> como 

el 100 % de biotina radiactiva no unida. 

Elegir la cantidad de avidina que tenga 20-30% de biotina 

radiactiva no unidad <Jo cual equivale a 70 - SOY. de biotina 

unidal. 

Técnica de Thuy Le: 

Para determinar la cantidad de biotina se u:a una técnica 

de dilución isotópica que se basa fundamentalmente en la 

competenci~ entre biotina ''fria'' <B> y biotina tritiada c~HB> 

por la unión a la avidina. Dado que el complejo 

avidina-biotina no tiene un peso molecular muy grande y no se 

precipita 

0<-avidina 

facilmente es necesario unir a éste 

y posteriormente las células de 

el anti cuerpo 

Staphil OCOCUS 

aureus, facilitando as! la separación de la biotina libre y la 

unida por medio de centrifugación. 
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Curva estAndara 

Tubo Biotina µl "HB µl NaCl O. l'S M. Avidina 
<µl sol.Cl (µ1 sol.Cl 

1, 2 o 10 220 o 
3, 4 o 10 200 20 
5, 6 5 !O 195 20 
7, 8 10 10 190 20 
9, 10 20 10 IBO 20 

11,12 40 10 160 20 
13,14 60 10 140 20 

Después de me~clar la biotina 11 frta 11 y la tritiada, 

:gitar perfectamente y centrifugar para evitar perder muestra 

en el momento de.abrir el tubo eppendorf (esto debe hacerse 

después de agregar cada uno de los siguientes compuestos>, 

adicionar la avidina, dejar incubando a temperatura ambiente 

durante 30 minutos,, agregar los anticuerpos a-avidina ( 10pl a 

cada tubo), incubar· 30 minutos, adicionar el Staphi lococus 

aureus ( 10µ1 a cada uno de los tubos) y vol ver a incubar 30 

minutos, centrifugar a 11 >< g por 5 minutos. Tomar una muestra 

de 220 ~l del sobrenadante mezclarla con 2.5 ml de solución 

Bray y contar en el contador para r~~+~11an liquido con las 

condiciones sigui entesa isótopo radiactivo: ~H,tiempo de 

conteo para cada vials 1 minuto cada vial, con el pocentaje de 

des vi aci 6n. 
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Graficar en papel semilogarttmico colocando en el eje da 

1 as ab&ci sas 1 a cantidad de pg de bi oti na que ti ene cada tubo 

y en el eje de las ordenadas el porcentaje de biotina unida, 

de esta forma resulta una c.urva sigmoidea donde se interpola 

el porcRntaje de biotina unida de la muestra para obtener la 

car.tidad de biotina en pQ. Con &lita técnica "'ª determina 

biotina en orina y en plasma. 

La cantidad de biotina que contiene cada tuoo se in~1ca a 

Cantidad de biotina 

1, 2 no avidina 

3, o pg 

5, 6 25 pg 

., 8 50 pg ,,_ 

9,10 100 pg 

11, 12 200 pg 

1'l,14 30(1 pg 
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CAlculos para estimar la biotina unida1 

Considerar los tubos 1 y 2 <no avidina> como el 100!~ de 

biotina libre o no unida. Obtener lo& porcentajes de los d"""As 

tubos cal cu! .!ondol os por regla de tre» en donde el promedio de 

CPM de los tubos y 2 es el lOO:t. y el promedio de CPM del 

siguiente par de tubos es X:t. de biotina libre, por resta :e 

obtiene el porcentaje de biotina unida. 

CPM (tubos no avidina) - 100 :t. 

CPM <tubos subsecuentes)- V •/ __ ,_,. 

X= Porcentaje de biotina no 
unida. 

Biotina unida 100 :t. - Porcentaje de biotina no_unida 

ConversiOn de pg a ng por ml de biotina1 

\W x ~ml x ~---,-¡¡-g 
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Determinación de biotioida,;.a.métpdo colprlm•clmétrl<:;·o CHolf. 19831: 

l'lateri al : 

- Buffer de fosfato monob~sico: 

Disolver 13. 61 g de fosfato monob~a:iá•lco <.J.T. Bal<er> en 

!OC> de agua destilada teniendo se eslafca:l\-forma L..ma soluc:ion con 

200 pmoles en 2(10 ml, ajL1star a pH C.co:·.o cor-1 hidróxido de 

potasio.Conservar en refrigeración. 

- Sol uc:i 6n de EDTI\: 

Di solver 5.848 g de EDTA en 100 mi dsb de agu.a de<ti l. ada para 

tennr una <ol LICiOn con 200 ~•moles de EDTA A"A en l.:xlO mi. conservar 

en refr i goraci On. 

- Al bOmi na s~ri ca bovina: 

Di sol ver 500 mg de al bllm! na s!rlca 1 " bovtn a !Sigma> en 100 

ml de agua destilada.Conservar en. refrlger .. 1~racióf'l• 

- Solución stock de ~c!do N-biotinll·p·am <1emlnob..,..n;,:oato <Sigma> 1 

Disolver 23. 865 mg de N-biot!nll·p-c:i-amln=ben:oato <B-PAB> 
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en 100ml de agua de!itil ada, teniendo a&! una concentr ac!On de 

ISO nM en 100 ml. 

- Acido trlcloroacético <Merckl 30%1 

Mezclar 30 mi de actdo tricloro.icetlco y aforar a 100 ml 

con agua desti 1 ada. Conservar a temperatura ambiente. 

- Ni tri to de sodio !Sigma> O. l'l.1 

0.01 g de nitrito de •odio disolver en 10 ml de agua 

destilada. Preparar inmediatamente antes de usar. 

·- M-1- Naftll etilendlamina hidroclorlco !HNEDl O.l'l. 

DI sol ver O. 05 g de HNEO en 50 mi de a.gua destll ad a. 

Conservar en refrigeración. 

- Sulfonamida <Sigma> 0.5% 

Disolver 0.25 g de sulfonamida en 50 mi 

destilada. Conservar en refrigeracion. 

de agua 
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Tdcnica de Wplf para datprminar la ¡ctivided d1 biotinidas11 

La t~cnica consiste en cuantificar el p-amino benzoato 

<PAB> que es liberado de un sustrato artificial, biotinil-para 

aminobezoato <B-PAB>, al ponerse éste en contacto con la 

biotinidasa del plasma. 

La actividad especifica de la biotinidasa se reporta 

como1 nmoles de PAB liberado por minuto y por mi de plasma o 

también nmoles de PAB liberados por minuto y por mg de 

prote!nas. 

curva estandard1 

TL1bo µl PAB B. monob~si co µl EDTA µl BSA µl Agua 
1, 2 o 200 µl 100 100 1600 
3, 4 5 200 100 IOL) 1595 
5, 6 10 200 100 100 1590 
7, 8 15 200 100 100 1585 
9, 1(• 20 20(1 100 100 1590 

11, 12 25 200 100 100 1575 
13, 14 30 200 100 100 157(• 
15, 16 40 200 IL)0 10•) 1560 

Después de adicionar a cada tubo lo indicado, agregar 

200~•1 de TCA 30:~, mezclar y centrifugar a 6000 rpm por 15 

minutos con freno bajo. Del eabrenadante tomar 1.5 ml. y 

mezclar con 0.5 ml de agua destilada1 posteriormente hacer la 

reacción para desarrollar color. 
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ReacciOn para desarrollar color1 

1.- Agregar a cada tubo 200 µl de soluclOn de nitrito de 

sodio 0.17.. Dejar reposar 3 minutos. 

2.- Adicionar 200 µI de sulfamida 0.57. y esperar 3 

minutos. 

3.- Adicionar 200 µI de HNED 0.1:1. y esperar 10 minutos, 

Proc:e!:ami ente de las mue: tras para determinar 1 a 

actividad de biotinidasa en plasma: 

Tuba µl Amortiguador µI EDTA µI BSA µI Sustrato 

1, 2 

3, 4 

s, 6 

200 

200 

200 

100 

100 

100 

100 

100 

l(l(l 

300 

300 

300 

µl Agua 

-·13(•0 

. 1200 

1200 

Después de adicionar lo Indicado en cada tubo, preincubar 

can agitación par15 minuto5 • 37°C y hacer la siguiente: 



Tubo 
1, 2 
3, 4 
s, 6 

Blanco 
Problema 

Tiempo cero 

µl plasma 
o 

100 
100 + 200µ1 de TCA 30X. 

Incubar con agitación 30 minutos a 37 °C. 
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Adicionar a los blancos y a los problemas 200 µ1 de TCA 

30X Y sumergirlo& en hielo para deterner la reacción. 

Centrifugar a 6000 rpm I 5 minutos con freno bajo. 

Tomar 1.5 mi. del sobrenadante y mezclar con 0.5 mi,. de 

agua. Hacer la reacciOn para desarrollar color y leer en el 

espetrocolorf metro a A~~·· 

Graficar en papel milim~trico colocando en el eJe de las 

absisas nmoles de PAB y en el de las ordenadas la absorbancia 

a 546 nm. Tra~ar la mejor recta respecto a los puntos 

obtenidos e interpolar las absorbancia de las muestras 

problema. 
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C~lculos para determinar la actividad especifica de la 

biotinidasa en plasma1 

nmoles de N-biotinil-p-aminoben20ico de la muestra= 
<nmoles de N-biotinil-p-aminoben20ico del problema> - <nmole• 
de N-biotinil-p-aminoben20ico del tiempo cero>. 

PBA= N-biotinil-p-aminoben20ico 

nmoles de PBA de la muestra " 10 _ nmoles de PBA liberado 
30 minutos de incubacton - minuto x ml. de plasma 

DetprminaciOo de creatinioa; 

Material: 

- SoluciOn stAndar de creatinina Csigmal1 

Sol LICiOn A: 

Disolver 250 mg de creatinina en -SO --mJ - de -- Acido 

clorhldrlco 0.1 N y aforar a SOO mi con agua destilada. 

Conservar en congelaciOn. 
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SoluciOn 81 

Diluir la soluciOn A 1150 con agua destilada la 

concentraciOn es de 50 µg/ml. Conservar sn congelaciOn hasta 

su uno. 

- HidrO•ldo de sodio 0.75 N1 

Disolver 3.0 g de hldrO•ldo de sodio en 90 mi de agua 

destilada y aforar a 100 ml con agua. Conservar a temperatura 

ambiente. 

- Acido plcrico 0.04 M• 

Disolver 0.9164 g de ~cido plcrico en 90 ml de agua 

destilada y aforar a IOOml. Conservar a temperatura ambiente. 

Procedimiento para medir creatioioa en orina; 

La creatlnina puede ser determinada en cualquier liquido 

bioJOgico, pero las muestras que se emplean mAs comunmente son 

plasma, suero y orina. Si se guardan las muestras por perfodoa 

largos deben congelarse. 
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La creatinina en orina Sli determina por medio dli la 

reacc!On de Jaffe, basada en que despuas de la adic!On de una 

sol uci On al calina de picrato se produce una substancl a dli 

color Ambar cuya composic!On todavla no estA establecida. 

Curva st.!lndar: 

Tubo sol. stock creatinina mi Ai;iua ConcentraciOn<µg/mll 

1, 2 o ml 10.0 o.o 

3, 4 o.s ml 9.5 o.s 

s, 6 l. o ml 9.0 0.10 

7, B 2.0 mi e.o 0.20 

9,10 4.0 ml 6.0 0.40 

11, 12 6.0 mi 4.0 0.60 

13, 14 e.o mi 2.0 o.so 

15,16 !O.O ml o.o 1.00 

Tomar 1.5 ml de cada tubo y me:clar perfectamente con 0.5 

mi de hidrOxido de sodio y 0.5 ml de .!leido plcrico, dejar en 

reposo 20 minutos y posterl ormente leer en el 

espectrofOtometro a 520nm. El color final en la reacc!On de 

Jaffe es estable dentro de la primera mRdia hora. 
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Graficar en papel milim~trico colocando en las absisas la 

concentrac:iOn de creatinina y en las ordenadas las 

absorbancias de cada tubo. 

Lae muestras de orina se diluyen 11100 o 11200 con agua 

destilada, se toma !.5 ml de la dilucion hecha y se le agrega 

Cl.5ml de hidrOwido de sodio y 0.5 ml de /leido plcrico¡ se deja 

reposar 20 minutos 

La lectura obtenida 

stllndar. 

e inmediatamente despu~s se leen a 520 nm. 

se interpola en la grllfica de la curva 

Determlnac!On d.e cinc <Fogte. 19821 

Curva de cal ibraci On1 

A partir de una soluciOn stocl< de cinc 50 ppm hacer una 

diluciOn 1150 con agua desionizada para tener una soluciOn 

cuya concentraciOn es 1 ppm y a partir de esta hacer las 

_dil_uciones para tener como concentracion final 10, 20 30, 40, 

60 y 80 ppb. 



Condicion'es de trabajo1 

FluJ01 200 ml/minuto 

Temperatura de secado1 90°C 

Temperatura charring1 600DC 

Temperatura de atomlzaclOn1 2100°c 

tsTA TESIS M6 nEat 
Sfüft DE LA BlBLIOfü~ 
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Tiempt)I 30 IU>QUndD•· 

Ti e1npo1 30 segundos. 

T!empo1 5 segundos. 

Procedimiento para cuantificar cinc en Plasma y orinal 

La determinaciOn de cinc &n plasma y orina se realiza 

ut!l ! z ando un espectrOmetro de absorci On atOmi ca con 

atomlzac:iOn elec:trotl";rmica. 

La curva est:.ndar despu~s de tener el espectrograma. &e 

grafica en papel ml li mt!>tri co col oc ando en las absc:i s;as; 1 a 

concentraciOn de cinc y en las ordenadas los mm. 

Las muestras se diluyen 1:100 o 11200, ;e Inyectan al 

espectrOmetro 20 µJ y los valores obtenidos se lnterpoliln en 

la grAfic:a para obtener ng de c!nc/ml. 



RESULTADOS 



PESULTADOS 

MONTAJE DE LA TECNICA PARA DETERMINAP LA ACTIVIDAD 

ESPECIFICA DE LAS CARBDXILASAS 
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La té>cni ca de SHeetman <Sweetman, 1985> ee mento, 

estableciendo con di ci ones bpt!mas de sonicaciOn 

<Intensidad y Tiempo> para determinar la actividad de dos 

· en:!imae mi tocondri al e5 dependientes de bi atina CPrcpi oni l CoA 

Carbov. i 1 asa y Piruvatc Carbo>l i 1 asa). Todos los ensayos 

reali:::ados para este fin se repitierón cuando meno!: en ~ 

ocasiones, presentando aquf los resultados obtenidos en forma 

resumida o de uno de los m~s repreEentativos. 

Para el montaje de la t~cnica antes mencionada, la en:ima 

que 5e determinb fue la PCC, debido a que es la mAs e:table de 

las carboxilasas y también con el fin de reducir el gasto de 

reactivos. 

Las condiciones que ~e eY.perimentarón y los resultado& 

obtenidos fueron los siguientes1 



2 de 5 seg. cada uno 102,94 

1 de 10 Hg. cada uno 9S,b9 

2 10 pul•o• de 0,5 '"11- e/u 116,9 ,, 

3 2 dn 5 seg. cada uno 233.54 

'3 2 de 10 seg. cada uno 170.bB 

3 20 pulsos deo o.5 1eg. e/u 279,IB 

4 .. 5 2 de 5 seg. cada uno 1 70.92 

1 Actividad especlllca promedio <pmoles de •~ce,. 

fi Jadee minuto·• rng de protE>1 nas·•¡ 

En lnteneldades de s, 6 y b. 5 la muestra se calt'ntO 

demasiado, por lo que se decidtb no hacer lil determinación de 

la actividad de carbowil~sas ya que seguramente la1 en:?1ma!i se 

de~natural i ::aron por eil calor. 

De acuerdo a los resultados: obtenidos, las condiciones que 

se consideraron bptimas par-a la eonicac:iOn de los linfocitos 

fuPrón1 Intensidad 3, do! eerieg de 1 O pulsos de 0.5 seg. cada 

uno, con un descanso intermedio de 40 segundos, durante el 

cual la muestra se mantuvo en baho de hielo. 



82 

RELACION ENTRE LA CANTIDAD DE PRDTEINA Y LA VELOCIDAD 

EMZIMATICA 

Se reali:?arón ene.ayo5 para determinar la relaciOn entre la 

cantidad de protefna y la velocidad enzimática. Al graficar 

los rosultadDs 5e obtuvo Llna linea re-eta en el intervalo de O 

a 4(1 microgramos <Grltfica R-1). 

pg Protafna= tJelocidad Media 

0.0(1 o.oo, O.O(t '-'· (\(1\, 

3,qo 0.25, 0.16 0.20 
13.00· 1.66, 1.86 Í;'.76 
20.19 3.10, 3.31 ':::;~ 20 
40.51 5.99, 5.35 5.61 

---77----------------------------------------------~-------

.RELACION ENTRE TIEMPO DE INCUBACIDN Y ACTIVIDAD ENZIMAT!CA 

Se determinó la relaciOn entre diferentes tiempo~ de 

incubcic:iOn (30, 60 y <?0 minutos> a 30° C •¡la actividad 

enzimlltic:a, obteniéndos:e una recta con pendiente positi•Ja 

CGrMlc21 R-2l, 
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Gráfica R-1. Efecto de la cantidad de orote!nas en la 
velocidad entimática de la Prooionil CcA carbo1dlasa. 
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Gráfica R-2. Efecto del tiE!TlpO de incubaci6n a JQªC 
sobre la ·actividad enz:i.mática de la Propionil O:ll\ 
Carlx>xilasa. 

O) ... 



1!5 

Tiempo de incubación Actividad enzim4tica Media 

<minutos) (pmole& de •4CO: fijado mg prot-•I 

3(1 5571.12, 4455.76, 5426.13 5151.0 

60 13329. 79, 1(1203. 31 11766.55 

90 15543.34, 13696.69, 13145.0b 14120.37 

COEFICIENTE DE VARIACION 

El_ ct.C.fir.iente de variación intra e', interer-sa.}'O fue 

Cor:is(der:andp las' 

14co~ fijado minuto-1mg 

----~:....--...:.~--~------------------------------------------------
1 
2 

... 3 
4 
5 

150.81 1 164.24, 157.67, 158.29 1 147.43 
166.82, 171.92, 174.bl, 147.86, 186.96 
170.17, lbl.04, 183.27, 172.44, 161.14 
127.36, 127.85, 117.62, 124.60, (28.14 
158.05, 15(•.48, 164.51, 146.11, 140.63 



Dla - Media 

1 155.692 
2 169.638 
3 169. 737 
4 125.118 
5 151.959 

Deevi ación 
est.:'linda..r 

6.629 
14.240 
9.234 
4.417 
9.479 

Coeficiente de 
variación 

4.25/. 
B.39% 
5.44% 
3.53% 
6.23% 

86 

Tomando en cuenta los datos anterioree al coeficiente de 

variacibn intraensayo, es en promedio 5.61'l.. 

Dia Media 

---154.429-

oesvi ación 
estó1ndar 

-18.-740 

El_ coeficiente intareneayo es 12.135)!. 

HIDICE DE ACTIVACIDN 

El Indice de activación <rel ac.i ón 

Coeficiente de 
variación 

__ - --12.135%-

de la actividad 

especifica de las carboMilasas de los linfocitos incubados con 

pbiotina y los incubados sin esta vitamina>, propor'ciona una 
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idea de la capacidad de las en:::imas para aumentar su actividad 

en presencia de biotina. 

Para determinar la concentraciOn de biotina del medio que 

active 5ignificativamente a las carbo>:ilasas, se reali:!aron 

~nsayos con mue~tras de una persona el! ni e amente sana y un 

paciente con desnutriciOn severa, se estudió la relación entre 

1 a concentraci On de biotina en el medio de incubación de loe 

linfocitos, y la actividad especifica. 

Las concentraci enes de bioti na en el MEM fueron; o, 101 

20 ')-' 50 nM, los resultados obtenidos son los sigLlientes: 

Donador sano <Gráfica R-3) 1 

Concentracion da biotina. :Actividad espedfica pee 
<nM>_ '(pmoles. de.c1~Co,. .tijadó minuto-•mg prot-'l. 

~·-------o--,-:-=:-'-·:-- ":'---.'--'-'-c·.-o-~- -

' • •• - '' ·~e • • - • •- •• ••- • • ------------------------------------------------------------

___________ ,;;;;;_ __ ·~,_;;:_ ___ .:.;._~:....--..:. __ :.;. __ _:._·:.:.._~.:..--~-----------..:.------
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Gráfica R-3. ¡.;fecto <le la a:mcentración de biotina 
sobre la actividad esoec1fica de la Propionil Col\ 
c:arboxilasa. 

D:lnador clinicanent:P. sam (•) 
Paciente dormutrido (o} 

co 
to 
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Paciente desnutrido <Gráfica R-3>: 

ConcentraciOn de biotina Actividad especffica PCC 
.(nMl (pmol es de .. •ca,. fi Jado mi nuto-•mg prot-• > 

(l. 

le> 
2(1 

81.89 
77.88 
80.18 

111.14 _______ ,;_ ___ :.:.;.:.;;_.;..;.,.;;._.:. _______________________________________ _ 

~lo -.-.;btú•.:imos la concentraci6n de biotina que aumentará 

~~_gni fi c~~i ~ame~te 1 a ac:ti vi dad de la PCC del desnutrí do. En 

este tipo de pacientes la mayorJa de sus en::!imas se encuentran 

como apocarboHilasas y necesitan de biotina para ser activas, 

las concentraciones reqLmr idas son mayores 1 as que 

probamos. Serf a conveniente repetir este en:ayo uti 1 i ::ando 

concentraciones mayores, esto no fue posible para nosotros por 

la falta de un paciente con las caracterfsticas deseada5 

(desnutrición con deficiencia de biotina)_. 

En este exper1 mento pudimos observar que en el donador 

sano, concentraciones altas de biotina provocan que la 

acti v.idad espec1fica de la Propionil CoA Carboxi l a5a 

disminuya, esto no:. sugi E-re que de? alguna forma al encontrarse 

esta en~ima en altas concentraciones de biotina su actividad 

se inhibe. Nosotros esperabamos que al no tener deficiencia de 

biotina el donador sano, la actividad de sus carbo>tilasas 

permaneciera en el nivel basal a~n en presencia de altas 
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concentraci Dnes de esta vitamina, ya que S\.1$ en::imas se 

encuentran como holocarbo>d lasas y por tanto no requieren de 

un c:ofactor para ser activas O aumentar su actividad'. 

Debido a lo anterior se dec:idiO lltilizar la concentración 

de biotina que reporta Sucrma.l a, Bonjcur y colaboradores, 

quienes desarrollarón un mdtodo para di-Ferenciar deficienciaE 

aisla das de r:arboY. i lasas <PCC, PC ~ MCCl y evaluar 1 a 

respL~es;ta de estas en:::!imas a di oferentes conc:entracionE<s de 

biotina en linfocitos y fibrcblastos. La concentración con la 

cual obtuvi erón una mayor es ti mul ación 

1985). 

~ue 10-eM <Suormala, 
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ESTUDIOS EN SUJETOS CLINICAMENTE SANOS 

Con &l fin de tener v•lores·normal&s con loa cuales poder 

colllparar a loe pacientes. estudiiados, •• obtuvo mu9stra de 

eang,..e y de orina de 9 per'scnas clinicamRn\.1111::! ••n•• ' "t mu;eres 

y 5 hombres l, cuyas edades estaban entre 16 y 38 arres, asi 

c:omo 19 muestras de- donadores del Banco de sangre del 

Instituto Nacional de Pediatrfa. L.os re,.ultados obt1>nidcs se 

muestran en la siguiente tabla y las unidades correspondientes 

90tll 

Biotina en plasma: ng de biot1na mi-• 

!Hotina. en orina: ng de biotina mg creatinina 

PCC y PC1 pmoles de '"'CO,. fi jade ·minuto-• mg de prot,.lna-• 

Cinc: en pi asma y orina1 ng de cinc: mJ-• 

Blotinidasa: ·nmoles de PABA liberado minuto-• .,¡ plas.,a-• 

Lea resulta dos se presentan uti l i ~ando pruebas de 

estadlstica no paramt!trica., principalfllente porcentilas (P-a.es, 

p.,..,, y py .. ) que indican que en el grupo estudiado el 25, 50 6 

75~ dG 1 os individuos va a tener ese valor O menos. 

La prueba de I• probAbilidad e•acta d,. Fi&.her dE>termina si 

la diferencia entre los Qr'Upos qu~ "ª comparan 951 

significativa (p .i 0.031 (Siegel,1"186>. 



1HSTRIBUCtON PORCENTUAL DE DONADORES NORMALES 

p,.. P.,o p.,.,. n 

---------------~-----------~-------------------------------, _: ·, 

Blotina en plasma. 7.40 9 

Blotlna. en orlna 276;:so 484.26 q 

PCC 195.00 222.50 300.55 9 

PC .16.70 22.05 JJ.J(I 6 

t.A de PCC 0.51 o.se 0.96 9 

I.A de PC 6 

Clnc en plasma 9 

Cinc en orina B 

Blotinldau 19 

92 
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ESTUDIO DE PACIEMTES CON MAMIFESTACIOMES CLINICAS 

SUGESTIVAS DE DEFICIENCIA DE BIOTINA (GRUPO Al 

Este grupo eetaba integrado por pacientes con alimentací.ón 

parenteral total <APT> en el momento en que se inició el 

estudio, se les tomó muestra de sangre y orina, por presentar 

manifestaciones de deficiencia de biotina y cuatro meses 

después 

en la 

de que tenlan un aporte de esta vitamina en su dieta ó 

solución parenteral, los resultados obtenidos se 

muestran en la siguiente tabla: 

P Pacientes 

N Normal es 
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AMTES DE LA ADMINISTRACION DE BIOTINA 

p,.,, p.,,, n 

------------------------------------~~~~·----------------

Biotina en plasma P 0.23 0.5 0.98 5 

N 4.85 7.4(1 9 

Biotina en ·orina 

Pee 
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DESPUES DE ADMINISTRAR BIDTINA 

p,.,. 

Biotina en plasma p B.45 

N 

Bfotina en orina 

PCC 

Cine: en 
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An~lisis estadlstico: 

Para este an~lisis se compararón los valoreg de donadores 

sanos <normal es) con 1 os de pacientes antes de que rec:i bi eran 

biotina., con el .fin de averiguar el estado de los parámetros 

evaluados cuando los pacientes ingresaron al estudio. Al 

reali~ar la comparación con los pacientes cuando rec:ibierón 

la vitamina nos permitió conocer su recuperación. 

En 1 a prueba de probabi 1 i dad e): acta de f i sher se tomó como 

punto de corte la P2e del primer valor que se menciona en 1 a 

comparación. 

Biotina en plasma: 

---vñr~res-comp~raaos----p-estrmaaa-por-1a------srgñrf rcañcr;-
prueba de probabilidad estadlstica 
e>e acta de Fi sher 

---Ñ;r;~1;;-y-p~~1;ñt;;--------------------------------------

antes de administrar 
biotina. O.C>I Significativo 

Pacientes antes y 
despuds de administrar 
blotina. 

Normal es y pacientes 
después de administrar 
biotina. 

0.62 

0.54 

No significativo 

No significativo 

--------------------------------------------------~--------~--

En el grupo A, cuando los pacientes ingresaron al estudio y 

presentaban sfntomas de deflci encia de biotina, le 
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concE1ntraci On de esta vitamina en plasma se encontrilba 

disminuJda significativamente en relaciOn a los normales. 

Desputos d1> la administrac!On de biotina su nlv"l en plasma 

aumentb hasta normal i z arce aunque aparentemente en forma no 

significativa, este resultado estadfstico se debe a que la 

c:antldad de dato" es reducida. 

Biot i na en orina: 

---vaiores-c;;mparados----¡;-;strmada-¡;or-ra------srgñrfrcañcr:;-
prueba de probabilidad estadtstica 
ewacta de Fisher 

Normal es y paci entE-s 
ante=- de administrar 
biotina. 

Pacientes antes y 
después de ad mi ni strar 
biotina. 

tJormal ee y pací entes 
dPsp¡ 11• .. · de administrar 
hlot; r1.:1. 

0.01 

0.62 

o.54 

Si gni flcatlva 

No significativa 

No si gnl f i catl va ---- . ___________________________________ .:,. _________ .;_~~--------

L11 cantidad de biotina en orina antes y después de la 

administración de esta vitamina fue significativamente menor a 

los niveles normales, posteriormente con la administraclOn de 

biotina se normali2ó su e)(cresiOn. La diferencia entre la 

r:ant!dad antes y des puéis del suministro de 1 a. vitamina 

estadJsticamente no es significativa. 
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Prcplcnll CcA Carbo•llasa1 

---v;1;;;:;;-compa~acios----p-;;timacia-po~-1;------5¡oñiiicañcia-
prueba de probabilidad eatadfstica 
eMacta de Fisher 

Normales y pacientes 
antes de administrar 
biotina. 

Pacientes antes y 
después de administrar 
biotina. 

Normales y pacientes 
después de administrar 

O.l11 

0.62 

Significa ti va 

No significativa 

---~igtlueL---------------------QLQ1 ________ 6lgottl~2tl~2-----

La actividad especifica de la Propionil CoA Carbo>1ilasa de 

Jos pacientes cuando no recibieron biotina fuá menor que los 

normales, esta diferencia fue estadisticamente significativa, 

con la admini~traciOn de biotina llegó a normalizarce. Al 

comparar la actividad de PCC antes y despu&s del ~uministro de 

la vitamina e>fistió un aumento, pero no es: significat1vo1 

segón la prueba de prob.;.:bi l i dad eMacta de Fi sher, sin embargo 

si observamos 1 os resul t ado5, di cho aumento supera al 100%. 



~i ne en plasma: 

---vaíore;-~~mp;;:ados----p-est1;;:;c¡a-¡;o;:-i;------srg;:;rftCañcr;;-
prueba. de probabilidad astadfst!ca 
e)( acta de Fi sher 

Normale5 y pacientes 
antes de administrar 
biot!na. 

Pacientes antes y 
después de administrar 
biotina. 

Normales y pacientes 
despL1és de administrar 
biotina.. 

o.os 

0.62 

0.21 

No significativa 

-No signi.ficativa 

-,· - '·- ·.·:_'_ 

No 
0 

~ig~; ~ic~ti'va _______________________________________ ;:.·---~.:...~::..':.~.~,'.:.;_...:.~,~-..:.-~'~---
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La cantidlld de cinc en plasma ·perm~né~.~ .. -~_-:·~~u'y::~-~-~~~~- :~e lo& 

n1 veles normal es y no tuvo cambi ~s SÍgn_i'-f·f~a_tr~~s -;: antes y 

después de la administrac:iOn de biotina. 

Cine en orina: 

---v;1~~;s-~~mp;r;d~s----p-;st1~;d;-po~-1a------srgñrfrca~cr;-
pr ueb a de probabilidad estadfstica 
e>: acta de Fi sher 

Normales y pacientes 
ante~ de administrar 

,bi otina. 

Pacientes antes y 
después de administrar 
biotina. 

Normales y pacientes 
después de administrar 

0,02 Signlfic:atlva 

0.62 No significativa 

___ ei2ti.D.h ____________________ QL§! _________ ~!;l-!!tQD.i.f16.i!.t!.:>'.i!. __ 
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Cuendo los pacientes ingresaron al e&tudio sin haber 

recibido bj oti na por un tiempo prolongado, la concentraci On de 

cinc en orina fu~ mayor la de normales en forma 

signifi~ativa. Con la administración de esta vitamina aumento 

su ewcresibn y llega a. nivele~ 5uperiores a los normales pero 

no en forma si gni fi c.:.:t i va. 

EFECTOS DE LA SUSPEMSION TEMPORAL OE BIOTINA Y OE LA 

REANUOACION DE SU AOMINISTRACION <GRUPO B) 

DISTRIBUCION PORCENTUAL DE BIOTINA EN PLASMA OURANTE EL 

ESTUDIO 

P:z,. P,,o 

Ingreso al estudio 5.40 a.21.1 12.10 

Ultimo dla sin biot. * 

Fin del estudio O 

Normales: 
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* En promedio transcurrieron 33 dfas entre el ingreso al 

estudio y el ~!timo d!a sin la administración de biotina con 

un intervalo de i7 a 40 dlas. 

tt En promedio transcurrierón 42 d!as entre el inicio de la 

administración de biotina y el final del estudio con un 

intervalo de 7 a 95 d!as. 

Análisis estadfstico: 

Se utili:ó la prueba de probabilidad ewacta de Fisher 

tomando como punto de corte la P~~ del primer valor que se 

menciona en los valores comparados. Los datos incluJdos en 

eista prueba fueron: Normal es y pacientes cuando i ngresar6n al 

estudio, con el fin de determinar el estado en que ingresan 

los pacienteis. 

Entre los mismos pacientes, cuando ingre:arón y el llltimo 

dJa sin biotina, esto nos permitió conocer la evolución de l~s. 

par~metros estudiados en ausencia de esta vitamina. 

Ultimo d!a sin biotina y el fin del estudio, para saber si 

los par~metros evaluados se recuperan con la administracidn de 

biotina. 
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Normi>les y fin del estudio, con asti> informaciOn pudimos 

determinar si lo• pacientes llegarón a normalizarse al final 

del estudio con la administn•ción de la vitamina •. 

'Jalares comparados p estimada por la Significancia 

Mormales y pacientes 
cu~ndo ingresaron al 
estudio. 

Ingreso y t1ltimo dia 
sin biotina. 

prueba de probabilidad estadlstica 
eMacta de Fisher 

(•.50 No significativa 

0.57 No significativa 

Ultimo dla sin biotina 
'/ fin del eetudio. 0.57 No significativa 

Normales y fin del 
astudio o.5o No significativa 

Cuando ingreearón los pacientes, la concentración de 

biotina en plasma se encontraba normal y no tuvo cambios

- sig-ñ{ffCativos en el transcur5o del estudio. 
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DISTRI8UCION PORCENTUAL DE LA PRDPIONIL COA CAR80XILASA 

!PCCJ DURANTE EL ESTUDIO 

P.,.., n 

Ingreso al estudio 86.07 100.06 260.94 4 

Ultimo dfa sin.biot., 7~01 28.94 76.88 4 

Fin dt>I estudi oH 115. 67 - 166.14 183.16 4 

Normal es 195.i)O 222.50 300.55 9 

An~lisis estad!sticoi 
- . -. . . 

----v;1~~;;-~~;p;~;d~;--p-;;t1;;d;-p~~-¡;------~sigQifi~añ~r~ 
prueba de probabilidad .-éstad!stica· 
e>eacta de Fi sher · ,.;. 

---------------------------------------------".--~-----.---------

Normal es y pacientes 
r.:uando i ngresarOn al 
estudio. 

Ingresa y 1:'H timo di a 
sin biotina. 

Ultimo dla sin biotina 
•1 fin del eetu,dio. 

Normal es y fin del 
estudio. 

0.11 

0.22 

C•.50 

0.02 

No si'gni fí ca ti va 

_.No- si'gñificati·:a--

No significativa 

Significativa 

Cuando ingresarón los pacientes al estudio,la actividad 

esPecffica de la PCC se encontraba muy cercana a la normal, en 

ausencia de biotina disminuyo notablemente y posteriormente 
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aumentó sus valores cuando s~ les suminist,.O la. vitamina, 

estas diferenci~s, aunque son gr.~ndes. no son significativas 

et=tadfstieamente, •in embargo el resultado de la prueba no 

p•ram~trica utilisada puede deberse a que lo~ datas e~tudiado~ 

son pocos. Al -final i % ar el estudio, 1 a acti \.11 d¡\d especi T J. ca ae 

los pacientes -Fue me11~, 1 .. p ... .a .it1 11ur-mal en for-ma s1gn1+1ca1:1va, 

este nos indicó que los pac.1 entes no se normal i-: arón con la 

admi ni str ación de la ..,i t. ami na. 

DISTRIBUCtOM PORCENTUAL DIO LA PIRUVATO CARBOXILASA <PC> 

SEGUN EL IOSTADO DE SALUD V LA ADMINlSTRACIDN DIO BIOT!NA 

p.,., p.,.., n 

Ingreso al "'"tud! o 

IJ!ti mo d! a 

Fin· 
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An4"l !sis &!!i:adt st!co: 

Valores comparado• p estimada por la Slgnlflcancia 

Normales y pacientes 
cuando ingresaron al 
estudio. 

Ingreso y 01 timo di" 
sin bioti na. 

prueba de probabilidad estadtstica 
eMacta de Fisher 

0.35 No ei gni f 1 catl va 

0.3~' Ho signiiicai:íva 

Ul tim" dt a sin bioti na .. 

'"19n1fi~atL~'· I fin dlOI e:tudi o. "~'i:i~34 Ho 

tlc1rm.11l o:. fin d;.I .. 
astudiu .. r).23 Mo eignifi t..iHva 

--------------------------------~-----------------------------

1~". ingrt=o=~•- los pacientes l~ ac:tl·1idad especifica di:: l¿t F\:' 

=:r.. encuentr et muy cu1-i:. ar.a a 1 os val ores not .. 111ial es, e1, ausenc".:. 

de biotina l~ actividad disminuyó°>' posteriormenteo aumontó con 

J.:;. .:-;d111inistración dn l-"- >.·it.amina, pi::r-o no llegó a recuperar 

val oro= i rd c1 al ws. Todas 1 as diferencias no son 

i;.ti:ini.f.·~cati•.·a:. 

La e\1oluciOn de 1:31 actividad especifica de la. Propionil-

CoA Carboxilasa y la Piruvato Carbo><ilasa durante el tiempo en 

q1,,1G se e:tudi 6 a cada uno de estos pacientes <APT-6, APT-7, 

APT-B y APT-9), se puede observar claramente en las grAficass 

R-4, R-5, R-6 y R-7, donde en general 1 a actl vi dad especl f i ca 

de 1 a PCC y 1 a PC disminuye en el per! oda en que el paci F r.i:u 
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Gráfica R-4 • Evolución de la actividad es¡.ec!fica de la Pro!Jionil Col\ 
Carboxilasa (e) y la Piruval:D carooxi.lasa (o) en ül ~.studio del oacienta 
JWl'-6. 
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Gráfica R- 5 • E.Voluci6n de la actividad específica de la 
Propionil OlA Carbaxilasa (•) y la Piruvato carboxilasa (o) en 
el estudio del paciente JWr-7. 
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no recibe biotina •1 aumenta cuando se tes suminb;tra e2ta 

yitamina, sin llegar a normali?arc~. 

DISTRIBUCION PORCEMTUAL DEL INDICE ACTl<JACION DE LA 

PROPIONIL COA CARBOXILASA CI.A P¿'C> DURANTE EL ESTUDIO 

p,,., " 

Ingreso-al estudio 1.(17 L42 

Análisis estad!stico: 

__________________________________________ . ___ :_ ______ . _________ _ 
Val ores comparados p estimada por l.a Si gni fi canci a 

prueba de probabilidad estadf stica 
ewacta de Fisher 

Normal es y pacientes 
cuando ingresaron al 
estudio. 

Ingreso y Oltimo d!a 
sin bi"otina. 

Ultimo dla sin biotina 
y fin del estudio. ~"" 

(1.46" No significativa 

0.5Ct No signifi'c:ativa 

0.07 No signific:ati va 



Mormalee y fin del 
estudio. 0.46 

111 

Mo significativa 

El Indice de activación de ltc' PCC fue normel cuando los 

pacientos ingresarón, aumentó cuando no s:e le: administró 

biotina y se normali:?O cuando recibierón esta vitamina. E:n 

todas las comparaciones de valores la diferencia no es 

signific:ativa. 

DI STR I BUC !OM PDRCEMTUAL DEL IMD l CE DE ACTI 1.'AC I OM DE LA 

P!RUVATO CARE<OY. !LASA <l. A PC) DURAMTE EL ESTUDIO 

n 

Ingreso al estudio 0.99 1. 77 

Ultimo d!a sin biot.* 

Fin del ostudi oH 

Normales 
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An,\isis estadtstico: 

Valores comparados p estimada por la Significanci" 

Normales y pacientes 
cuando i ngresarbn al 
estudio. 

lngrQso y Oltimo dta 
sin biotina. 

prueba de probabilidad e&tadtstica 
exacta de Fisher 

0.2'3 No significativa 

o. 14 No significativa 

Ultimo dla sin biotina 
y fin del eo::tudio. 0.21 No significativa 

Normal es y fin del 
estudio .. O.lb No si gni ficati va 

El comportamiento del indice de activaciOn de la PC fue 

diferente a\ de PCC. Al ingresar los pacientes, el Indice de 

activación fue normal, di!:minuyó cuando no recibierón biotina 

)' posteriormente aumentó hasta normalizar ce cuando se le::. 

administró esta vitamina. 
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tllSTRIBUCION PORCENTUAL DE LA CONCEtffRACION DE CINC EN 

PLASMA DURANTE EL ESTUDIO 

p,.. Pmo P-.,. n 

. . ~ ------------------------------------------------------------) 
Ingresa al e5tudio 

Ultimo di• sin biot.* 

Fin del estudlott 

Mormales 

AnHisls 

Val ore:>!! compa.r ad os 

Normales y pacientes 
cuando i ngresarOn al 

. estudio. 

Ingreso y Oltimo dta 
sin biotina. 

L~timo di• sin blotina 
y fin dPl estudio. 

Normal es y fin del 
estudio. 

(l.55 (l.6(1 (l.68 _4 

0.5(1 

0-.57 

l).57-

C•.50 
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Eat1>. oligoelemento s11 admlnietr-d en la aolucidn parentoral 

y su concentraci M en plasma &e mantuvo normal duranto el 

estudio. 

DISTPIBUCION PORCEMTUAL DE LA ACTIVIDAD DE BIOT!NIDASA 

CUANDO LOS PACIENTES PRESENTABAN ACTIVIDAD l'IAXIMA Y MHIIMA DE 

SUS CARBOXILASAS 

P~n n 

Act i .,¡dad mb i ma 4.25 4.99 

Acti>Jidad mlnima 'S.5C1 

Mormales: 5.50 . -:r.20 9 .. 70 ¡q 

An~lisis estadlstico1 

Valores comparados p estimada por la Significancl• 

Normales y pacientes 
cuando la actividad 
do sus carbo>1ilasas 
fue m.!Y.ima. 

prueba de probobilldild estadlstic;o 
&K acta de Fi sher 

0.20 No aignificiltlY1 

Normales y pacientes 
1 

o.50 No significativa 
cuando la acti vi d•d 
de sus carbox i lasas 

___ f!.!!!!_m!oi.mi!L-------------------'-----------------------------



us 

La actividad d" bi 01: i ni da a a an lo• dos momentos 11n qu., se 

cuantificó (mbima y mlnima actividad de las carboK:l. lHnl, no 

varió significativamente en r•laciOn .a lo• normalas. 



DISCUSION Y CONCLUSIONES 
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OISCUSION V CONCLUSIONES 

En 1 os S pacientes del grupo A, qu"' estaban ya con 

APT cuando se Inició el estudio, <tocio& presentaban 

presentaban manifestaciones sugestivas ele deficl ene! a de 

bi otina), los param1Hros dependiente& de esta vi tamlna 

resultaron anormales: 

La concentraciOn de esta •.•itamina en plasma y orina 

disminuyo un 86 • ..,. ~; 82.5".'I. respoctivamante en relación a 

1 oe normal C?S. Esto fue consecuencia de 1 a a.ueonc: i ia dei 

b1ot.~nri. en la a.limr.mtaciOn paronlarJl que recibieron por 

ti Dmpc pro! ongado •. 

Como rasult3.do do la daficien.c.ia de biot~n• er. setos 

pticit:ntes, la actividad de la Propionil CoA Carbo>:ililsa 

di S1i1inuyó un 95. ·14~·~ con respecto a lo= normal.:s. 

El cinc en plasma y orina no pree.entO diferencias 

si gni f lc:ati vas con n:·specto a 1 os normal es, por lo quo Se? 

puedo tanGr plena 

observados en los 

ele biotina. 

seguridad en que los s.t ntomas 

pac:i cmtes son clDbidos a ! a defi ci ene:! a 
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En e5te Qrupo e><lst!O una dl11inl1nilnucldn c&r-Astlca de 

1 os parAmetros dependl entes; do blotln;;nl i na, por :J. o que en 

estos cuatro pacientes eo pudlorOn ol:io obmv1r .stntoma1> de 

doficiencia de blotina como son1 aloF1al.lo¡>Dci11 clSE>rmatltle }' 

depros!On. Esto no ocurriO con el otro olroQru~o d·E:!- pacientes 

<ver mAe .adelante>, ya que no se "' pm!U ~ quv &uSi 

parAmetroe dlsn>inuyeran al nivel quo R'" p&r~lll1>-_..a ob•erv.ar 

el cuadro e: l lnlco do deflci ene! a da biol:ioliollna, 

Con l a adml ni straci On do blotlna,.&IV1a1 ¡1 co;...r"lcentraci On 

da tista vitamina en plasma y crina 'ª se nor""-~a.11:0. La 

Pi·opicni 1 CoA Carbox i ! asa aume11tO su M lll ict¡,ida-c::::ll, quedando 

solo 54.93~ por debajo de la P,e daJosoU01nor1al~s y el que 

no llegara a normali=:arse se debJómW.J• muy ~rob~blsmcmto a 

que la dosiec de biotina administradanoon no os la -=:.pttma \' eu 

rcicuporaci On e:; miis len ta. 

En · 1 º"' paciente= del grupo B, qp quo se e&tudlarOn 

desde su inicio do la alimentaciOnp1r...i11arentor1I =otal <APT

b, APT-7, APT-8 y APT-9>, los par!oetr ilatm dote...-- minados ee 

comportaron de la siguiente formal 
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La biotina en plasma se mantuvo dentro de los 

valores normales¡ no ewistierOn diferencias 

significativas al ingreso, el ~ltimo df a sin biotina y al 

finali~ar el &studio. Esto nos indica, como ya se ha 

reportado por otros autores, que la medición de muchas 

vitaminas en plasma, entre las que se incluye la 

biotina, no es confiable <Whitehead, 1985>, ya que la 

concentración se altera por al contenido de protelnas 

plasm~ticas y el volumen sangutneo del paciente. 

Por otro lado, el comportamiento de la Propionil CoA 

Carbo<ilasa fue diferente al de la biotina. Al ingresar 

los pa:ientes, la actividad espaclfica de la Propionil 

CoA Carboxilasa se encontraba un 13,18% por debajo de la 

P,e de los controles (300.55 pmoles de 1 ~C02 fijado 

minut.-• mg prot.-•), Al no administrarles biotina 

durante un periodo de 33 dtas en promedio, la actividad 

especifica de esta carooxilasa disminuyo en un 70.54% del 

valor inicial y sOlo en uno de estos pacientes <APT-6> se 

presentaron elntomas comot alopecia, dermatitis 

pericrificial y dopresiOn, causado: por la deficiencia de 

b1ot1n~. 
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Posteriormente, con la administración de biotina, la 

actividad espec!fica 

paulativamente y en 

de esta carboxilasa aumento 

42 dias en promedio, llegó a 

recuperanse hasta un 67.89% con respecto a sus valores al 

ingresar y, en el caso de APT-6, los stntomas de 

deficiencia que tenla desaparecierón. 

La actividad especifica de la Piruvato Carboxilasa 

tambi~n disminuyó un 19.15% con respecto al valor 

inicial en el periodo en el que los pacientes· no 

recibieron biotina y se fue recuperando con ··1a -

administración de esta vitamina, pero no alcanzarón 

tampoco los valores normales cuando se finali=ó el 

estudio de estos pacientes. 

El hecho de que los pacientes no tuvieran valores 

normales de la actividad de sus carboxilasas cuando 

ingresaron a este estudio, se debió princ.ipalmente a que 

cuando llQgarón al Hoepital, habtan tenido una serie de 

tratami entes y padC?ci mi entes anter .i ores que provocaron su 

desnutriciOn y/O p~rdidas: de biotina, ambas situaciones 

provocaron una diEminución en la actividad de las 

carboxilasas dependientes de esta vitamina, sin embargo 



, 

al comparar &us actividades especificas con la& 

normales no existieron diferencia& aignificativaa. 

120 

d1> los 

La dependencia de biotina por carboxilasa& es muy 

cl~ra al anali:ar las gr,ficas de evolución de la 

actividad especifica de la Propionil CoA Carboxilaaa y la 

Piruvato Carboxilasa con respecto al tiempo durante el 

cual se estudio a cada paciente <Graf.R-4, Graf .R-5, 

Graf.R-b y Graf.R-71, ya que en el periodo en que no se 

administro biotina al paciente, la actividad disminuyo y 

posteriormente 3L1m1mtO al proporcionarles esta vitamina. 

En ambas carboxil•~•E no se rscuperO &u actividad 

hasta un valor normal debido probablemente a que la dos! s 

dD biotina '/ o:l tiempo de administración no eon lo• 

6ptimos pc!llra normali:ai- la. ~ctividad de esta& enzimas en 

tiempoe menores a ·42 dfas. F'or lo anterior •a propono la 

real12ación de:- un iast1.1dio complementario a ~ste, el cua.l 

tendrla entr~ sue objetivos el dgterminar la cantid•d 

mlnima de biotina necesaria para que no se af&cten lo• 

parámetros bi oqul mi ce• dependientes de esta. vitamina y en 

caso de pacientos con deficiencia, la do&is para lograr 

su recuperación en el menor tiempo po•ible. 
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El Indice de activaciOn se comporto de m;onera 

dif11rente en ambas carbcxilasas. Eri la Propionil CoA 

Carbox!lasa, aumentó haeta un 86.62% al no administrar. 

biotina y disminuyo con la administración da est;;i 

vitamina. 

El aumento en el Indice de act!vaciOn se atribuye a 

que al no proporcionar biotina al paciente, gran parte de 

sus carbo><ilasas se encuentran como apoc:arboxi lasas, por 

lo que no presentan actividad '>' 1 a que se determina en 

el laboratorio es baja debido a que :ola algunas de 

c-stas enzimas aL'n conservan su cofac:tor. En el indice de 

acti vaci ~n ee pretende proporcionar a las apoenzimas 

grandes cantidades de biotina p•ra EstimLllar SLI actividad 

con el fin de relacionar, mediante un cociente, la 

actividad estimulada con la basal, esto permite tener una 

idea de 1 a avi de: de las en~ imas por la ~1 atina, ya que 

conforme aumenta su actividad cuando se incuban los 

linfocito: en un medio rico en esta vitamina, el cociente 

de la actividad especifica con biotina entre la de sin 

bi oti na., t¿¡mbi én aumenta y di ~muye conforme el orgdni eme 

tengan mayor cantidad de esta vitamina disponible para. 

lae enzima:. 
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En una persona sana Sil esperar! a que 111 ln•n!ndlca de 

estimulaciOn fuera 1.0, ya que al tener tin-nantldade,. 

normal es de bi oti na en el organismo te<la''~"'" las 

carboxi 1 asas O Úl mayorl a se encuentran activas as y no 

requieren de más biotina, por lo que el aumento o:c:::i de su 

actividad ser! a muy poco O nulo al incubar lo; lln-n.nfocito1> 

en un medio rico en esta vitamina. 

Sin embargo eNi :te algo de incertiduobre " en la 

interpretaciOn del Indice de activac!On debido a• a que en 

normales, 6iste puede ser i9ual a 1.0 como se &1p11r .. 1ar-a, pero 

en muchos ca.S"os su valor tambi ~n puede ser manor, • , ;sto es. 

consecuencia de que la actlvid;od de 1 a Proplon.nonil CoA 

Car:boY.ilasa disminuye cuando sa incuban los; llnlcc :ioc::itos ¡m 

un me.dio con biotina <gráfica R-3>. 

El 1 ndl ci; do acti vac!On de la Pi rL•·-.-ato Carbd..-lbo•ilae"' 

se comporto de forma contraria al de la Propionr1ooi11!1 CoA 

Carbo><ilasa. El Indice disminuyo a un 55.36'l dealrJ..,l valor 

lnl el al cL1ando no se les administro biotlna &a a los: 

pacientes. s1..~giriendo sus apocarbo;illasu.asas al 

encontra5e en un medio rico en bictina,. éstanoes .estimula 

su actividad por alguno clrcunstanci a dmonc::im..:ic!da O 

eJer%a un efecto negativo por estar en eY.ceso, 
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El Indice de act!vaciOn de la Piruvato CarboMilaea 

en varios donadores sanos no fue menor como se 

esperaba, esto se puede atribuir al desconoci mi en to de 1 a 

forma en que se comporta la Piruvato Carbo><i lasa en 

diferente concentraciones de biotina, ya que como se 

menciono ante5, e~iste 1 a posibilidad de que la 

concentraciOn utili2ada de alguna forma inhiba en lugar 

de activar a la enzima. 

Las variaciones en ac:tividad de las carbo>tilasas. de 

los controles, es debida a la variabilidad que existP. 

entre los: individuos y no a la metodolog:ta, ya -que el 

coeficiente de variac:iOn inter e intraen::a.yo es muy 

pequel"l'o ( 12.13 y 5.61/. reEpectivamente>, por lo que la 

técnica utili~ada es confiable 

El cinc, como se esperaba, no sufrió cambios 

si gni ficati vos. Se les admini strO continuamente este· 

metal a 1 os paci ente11, manteniéndolos dentro de val ores 

normal es dL1rante el estudio, esta fue una variable que 

era importante controlar "7'ª que la deficiencia de este 

metal presenta un cuadro clinico muy parecido al de 

deficiencia biotina. 
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~a biotlnldasa, en:lma que libera a :~ biotlna del 

complejo blotina-lisina llamado biccitina, ~e encuentra 

dentro de los valores normales y no pt .. esen:a. diferencias 

significativa= en su actividad, en la mA"1t111a y mtnima 

actividad de las carboxilasas durante al ;studio de los 

pacientes. Lo anterior nos permite eL.c-~1er que la 

actividad de esta enzima no es consecuenci~ ~el ~de 

biotina en P.l organi=mo 

Por todo lo antes expuesto pademos c:.-·=luir que el 

estudio real i: ado con pac:i entes con ali ment ac: 1 On 

parentoral toti:\l nos perlflitiO contribuir i. ::;,nacimiento 

del comportafl'liento QLte tienlin p.arametro ::-=a-ndiontes da 

biotina, cuando sv mantiene al pacient& 2. y con la 

~dministraciOn de esta vit.;,mina en s~ dieta.: !.'""enteral. 

Oo los p~r~metras bioqulmicos e:t-:.s~o= el que 

reflc.ia en form:. mas confiable el !i~ d~ ::..atina en er 

organismo humano, es la actividad espec:lf::= y el Indice 

de acti"aciOn de la Propionil CoA CarboMilas#. 
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