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RESUMEMN

La biotins es cnfa:tar de las carhnxilasas e

amifercs. Se
une -a :una 11 ina’ de estas‘ enzimas'

covalente.

Nutrxt 43:

169 73, 1988}

Eéto" puede deberse

paf;iéi@eﬁﬁe a.la actividad.de bic xnidasa sérica, la cual
ar debzdn a gue muchas
prﬁtEiﬂa€‘ .séric;s,i: cwcalbamina, estan
disminuidas en la DE?.

Con el fin de conocer la‘actividad de biotinidasa sérica en

nifas con DEP,raveriguaf si e&isgé en ‘ellos una relacidn de
esta can el  status dé ﬁiatiﬁa‘y Val mismo tiempo coan  la
cancentracisén défaibqiiﬁa.:se‘efe:tuaron las determinaciaones
:orrespondlentes.l
Se estudiaron 3? pacxentes con DEF, 26 nifios con marasmo y

13 cnn; kwashiarkara'Los,:entroles normales fueron 17 nifos

sgnoé de edad ' y'sexa similar a los nidos con desnutricién.

La:actiyidéd .dérﬁiuﬁinidasa fue determinada par el método

colarimétrica de  Wolf. El satus de biotina fue determinado




midiendo la . actividad. 'de " la PCC

kradiuenzimé{i:é de’ Sweetman y la albumina

usando verde de bromocresol ‘y un.autoanal

La actividad Bé‘biatiﬁﬁdasaren 1@5 ﬁiﬁp‘,coh kﬂashiéfkbE, se
encontré mas elevada que én los hiﬁqs cﬁﬁ'@arggﬁn e incluso
quel’en ios controles sanos, con dn’é?n@édid?de 11.96 nmolas
x min—l % ml;lb Y una dEsViaciéﬁ. estéﬁqér‘de 2.54; en los
nifos con -ma;asmc el promedio fue dé 7.35 con desviacidn
estandar.-de 2.22 'y :en .los controles sanos de 8.08 con
desviacién  de 1.5i. La albumina tal comoc se esperaba se
encontrd mds baja en los nifos con kwashiorkor que en los
0150%  caﬁrmarasma, mientras que en los nifos sanos, se
,Enﬁﬁntrﬁ normal. E1 promedio de concentracion de albumina en
nifos' con ‘kwashiorkor fue de 2.16 con desviacién estandar de
0.863. en‘nifios con marasmo, fue de Z2.81 con desviacion
estandar dé ,6.60 y en los nifos sanos. €1 promedio fue de
3.83 con desviacidn de 0.24. Al analizar el comportamiento
de 'la'PCC, se’' obtuvieron los siguientes datos: en nifios con
kwashiorkor, la actividad se encontrd en limites normales,
en niﬁoé con marasma, s& encontrd por debaijo de la actividad
que presentan los controles (260-580 pmolas 14 C0O2 fijadas
®min % mg de proteina).

Al - analizar la actividad de biotinidasa, se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
de kwashiorkor y los grupos de marasmo y normales Yy solo
entre el grupo de marasmo Yy sanos, no existe diferencia

estadistica significativa (andlisis de varianza vy prueba de



Estos re;@ltéqns

"biotinidasa éérica a’una;;‘probable deficiencia de biotina en

15 BEP. No ;esféJ ¢iara‘kla ,razén para Esfe incremento
paradéjico en la‘acﬁiviagd,.de biotinidasa ‘en kwashiorkor.
Fuede deberse a Vun‘admentoide moléculas de biptinidasa por
liberacianrde los téjidns daRados, o bien, si el numero de
moléculas  estuviera disminuide o  incluso igual, el

sincremento én,la'ra:tividad enzimatica, podria deberse a
disminucion _ de - inﬁibidores de 1la enczima (peptidos
bintiniladus) uné nnrmélmente se encuentran presentes en

individuos ‘sanos.
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1. INTRODUCCIDN

‘1. Antecedentes

Biotina.

El . descubriniento de la b?ntina e; el re%ultadc de tres
lineas independientes de iﬁvestigacianrcon un denominador
comin: estudios sobre 1los” efe:gos de  una deficiencia
nutricional. La primera pista de un factor nutricional para
las levaduras, fue dada por Wildiers en 1901, seguida por
Boas en 1927 para las ratas vy por Allison y cols. en 1933

para las bacterias (1i).

En 1901, E. Wildiers bhizo una observacion importante, que
las levaduras no solo requieren sales y azticar para su'
crecimiento, sino también extracto de carne vy levadura. El
factor regquerido para este crecimiento fue llamadé "bioéxg e

inmediatamente se iniciaron esfuerzos para su aislamiento.



. I",“ fue pgsteriormente
EV factor “bios IIA®
de la
"", fﬂe‘aisladn de la yema de huevo

-Koglen 1936. A este factor, &l le

~la ‘biotinar fue ayudado por otra
por  F. Steinitz en 1898, de que los

en 1a'dieta;;de los animales, les resultaban

rseritonicosy: vd'éilgs‘igsibqes en la piel causadas por esta

'dieﬁa pod;énréef;vcﬁrédag méaiante tratamiento a base de un
%%étarrtéerfestéble, el cu$1 se encontraba presente en las
}éy;dhraé o en el higado. Este factor fue llamada "vitamina
H" (;sté por'."Héuﬁh qué en alemadn significa piel). Pasaron
muﬁhcs afos para que E.E. Snell en 1941, descubriera que la
avidina, un antagonista de la biotina, es la causa de la
toz;cidad de los huevos crudos.

F. Gyorgy, ‘en 1939 encontré gque la "vitamina H", era en
realidad bictina (3).

La éstéuétu?a de . la biotina fue determinada en 1942 por V.

g

iéﬁeaudi(4$——¥y -confirmada por la sintesis total (K.

-Folkefé,'en'1943) vy analisis de rayos X (W. Traub, en 1956).




A:imxentn por

~b10t1na en el Aspergxllusr

par—dxchc acido. - Esto pErmltLO que - se postulara

el Acido

ncnnt}O que la -sintesis de

n;ger, era fuertemente estimulada

en forma

correcta’ que el - acido pimélico estaba involucrado en la

Acido 7,8 di 1,
cido iaminopelargénico H3C CH (CHZ)ACOOH

Detiobiotina

biosintesis de biotina. Ahora se conoce gque la secuencia
biosintética de 1la bigtina en la mayoria de los
microorganismos incluye las siguientes reacciones:
GOOH CoA ! l-Alanina ?HZ ﬁ
CH,(CH,),,COOH \2 C-SCoA S Hclz——tl:
+
ATP,Mg PLP
CHZ(CHZ)ACOOH Hac CHZ(CHZ)ACOOH
Acido Pimélico Pimeloil-CoA Acido 7 oxo 8
B aminopelargénico
NH NH 0 ﬁ
Il
S-adenosil -
metionina He CH T? Mg C Q\
—
PLP H3C CHZ(CH )4C00H | TH
——
HC—CH . HC—CH

HC CH(CHz)ACOOH

\/

S

Biotina



‘esf

La

concentﬁacinnes ?
hﬁevo y‘ a1§ﬁhqs{vegeté;;5.
parc}élheﬁﬁ;j‘ nFo :
parcialmente

(3).

reacciones de

“Tres. - de estas

»propionii Coﬁ carboXilasa uvaﬁd carboxilasa (FC) vy

3-heta-metilérotonil

‘Con icarboxilasa’ (MCC). Una mas, la

acetil CuAicarbq ilasa (Atc),vesté en el citosel.

La  biotipa  sellung un: . residuo’ de lisina de las

;pccarboxilasa; medi}ﬁﬁe'un enlace' covalente entre el grupo
carboxiiordezlg porcioﬁ'aiifatica de . la biotina vy el grupo
épsilon-amino . de .'la i;éina. - Esta - union  requiere de una
enzima llamada sintetasa; ’dey holocarboxilasas (SH). La
espe:ifi:idaa de‘ esta enzi&a péfar la biotina es muy alta,

con una Km de 4.2 x 10-7 M (&)

0
| -
A o Msinglo
Biotina HC—(l:H v 0 - COOH

|

JCH SN\ TNENZINA

w b oo
2C\. /C"(C“z)l.CNH(C?*z)
5 S i NH, .



Farece existir lasas ‘para

todas - las carboxilasas, sido . “solo

citosol puede activar igualﬁehté
.carboxilasa (enzima mitocondriai) co;b
carboxilasa (enzima citasalica),‘ysugirxenda; estéyque -una
sintetasa de holocarborilasas pugde:ké t;;;k;%éVinaas Lés

apocarboxilasas.

La PFCC ha sido aislada y“pu?ifiﬁada”'de’hémogenadus de
mitocondrias de corazén de :erdc (8;9); de mitocondrias de
rifion de res (10) y de higado humana (il). Mas recientemente
esta enzima ha sido purifi:aaa del higado de la oveja {(12).
En todoe los casos, se ha encontrado gque la enzima consiste
de 2 subunidades no-idénticas: la que tiene el peso
molecular mAas elevado es la que transporta la molécula de
biotina. En la PCC de higado humano, la subunidad que
contiene  a la  biotina tiene un peso molecular de 72,000
(subunidad alfa) y la subunidad libre de biotina tiene un

pesao molecularl de 56,000 . {subunidad beta). La PCC esta

involucrada ' en el catabolismo de aminodcidos (isaleucina,

valina, treonina “y:metionina), al rigdal que en el - del

colestercl vy en el.de los Acidos grasos de cadena impar.
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La PC.aisladsa 'de tejidos animales: esilna

Estd compuesta’ de’suﬁuniaades similére
polipéptido contieneun
la - conversién “iide:

gluconeogéneéié“

de biotina: es 1a” ‘acetil CoA

cataliza-la sintesis de

Mgléhir s—:uﬁor,de lasi,pasas lemitantes de la
5int§si§:dé:$cidps:éfa%os'(13). Lg‘ACC tiene una estructura
compleja;-:sgjefa’abirggulacian alosteérica, particularmente
por el ci@rato. La enzima- de tejidos animales puede
en:untrarse€‘én' ‘Qn estado protomérico, cataliticamente
ina:tiva; y en. estado polimérico, el cual es el estado
activo de la enzima. El citrato favorece la formacion de
polimeros.  La . forma - polimerica puede ser disociada en

"p;gtgmgrosf los cuales estan compuecstos de 4 polipéptidos de

diferente ‘pesoc malEcuiar:V Ll%,oéo, i2§,000 y 139,000." Lta
biotina se asocia con los polipeptidos con peso molecular de



=B

117,000 (14

La ‘biot

producto.

';;C "
e i
'H9—4$H_.f 9 9 =0
Hzc\'/9H<CBZ)QCNH(CH2)A9H
NH

Biocitina Biotina S Lisina

La " biotinidasa  fue descrita inicialhénta por VTHoma Y
7 Pégersdﬁrén 1954  los cuales identifiéarnn'uaé ‘enzima en el
higado y rifdn del cerdo capaz-de convertir la biotina unida
a proteinas a biotina libre. Ellos propusieron el nombre de
“biotinidasa” para esta enzima (17). Durante el mismo aRo,

Wright vy cols. (16) observarén una enzima similar en el



-

plasma  humano ' que:-hidrolizaba’ fla biccitinG. @ En 1963,

Koivusalo y:.cols’ pqrifitaréﬁ fé Biptinidaéa de la.bacteria,

En 19&3,(Koivusalo'y: Pispa‘esfudiéron la distribucién de la

,é:tividad . e : ot Jen:  1¢5 tejidos  animales. La

actividad de | biotinidasa en el suero de 1a rata fue de la

sma”‘magnitudiqﬁé’ en’el suera himano. ~Considerablemente

menor S actividad- fue detectads ‘en €1 suera obtenide de

rddbaycs crde: cénejas.f El ’Higadé e intestino de' . rata )

s mostraron’tener uﬁa'

ﬁrifiqd;garcialméhté

\dgl;‘tafdb; ue’la-actividad de

:(iﬁbh,— intestino y

carniVnrds,mDstrérnn,attxvxdades mas

 hervi5ora; (20).

Mas recientemente,

plasma. -y suero
mostrado.  ser una"glitopfoteina"que contiene residuos de

scido sidlico. (22,24)



Estuqios, de.ratas thpatectomi:adas Y Fatasrt;étadésn
tetraclorura de' carbono ' ‘sugieren . que lia ‘bioggniaséévrsen
sintefizéiérimgfia&ghtelen el higado(20). Estqdios'iﬁ vivo
de 1a aﬁﬁi;idéq“de' biotinidasa eﬁ individuos: cSn’cirkosis
hepééi&é:yfégfp&io% iﬁ vitro de cultivos de.heﬁatccitcs de

lmah, = este hallazgo (28). Estudios de

rata _cbn%'
fra;; onémieﬁtu}fsubﬁelular indican que _la biotinidasa se
1a¢a¥;£;x én.“ias tracciones microsomal y nuclear de 1os
heﬁgfogiéo;€(éd;é4). Se ha propuesto que la biotinidasa se
*giqgéti;ér;;~:ei'reticdlo endoplédsmice rugoso, es sialilada
en ‘el apé?atu”Lﬁe Golgi y-finalmente es secretada al plasma
aqndé actua sobre”_la:biu:itina o sobre pequedos péptidos
ﬁioé;niiados ‘(245. La actividad  especifica relativamente
alta de layrbiotiAidasg en el suero es consistente con esta
teoria.
Estg enzima es indispensable para la utilizacidn tanto de la
biotina unida a proteinas, proveniente de los alimentos,
como de 1a enddgena’ producto del recambio de 1las
carboxilasas. La enzima humana tiene un pH dptxmo amplio {pH
5-7), v es especifica para el residuo biotinil de varios

sustratos. hidrolizando las uniones amidas o éster.

El1 peso molecular de la enzima se encuentra entre 58,000 vy
76,000 daltones; migra a la regidn alfa -1 por
electroforesis del suero (19). Muestra una banda uUnica de

proteina en electroforesis en gel y poliacrilamida (21,22).



Estos hallazgos; sugie

polipéptida’

La actividad de.'biotin

ha . sido determinad

biocitina aminocromoféricas - de los

sustratﬁé fbiotinilfﬂmino;7ﬁ(26;20) o cbmo el sustrato
éftifié;éx,ﬁ"q—ﬁi&ﬁinii-pfamiﬁobenzoato. Las Km de 1la
Vpiét;ﬁidééai serica pafa” el”éusé?atQ' artificial y . para el
sustrato n;turalv ibiocigina)'sélencuéntran en un intervalo

de 5 a 10 pM (21,22).
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La deficiencia:genét: carencia de
biotina y.lés: enc imiltiple de

Cerupcisn . cutanea,

- alopecia almente  rétraso en

el deséfral La" deficiencia de

“uslalmente aparecen en los
diaside v ivida,. incluyendo vémitas, letarga,
hipqtnnié y5évéiﬁ210n a un-cuadro muy grave vy muerte (28).

Ambos. tipos de. DMD : responden satisfactoriamente a la

administracién de grandes cantidades de biotina.

Ademas de las formas genéticas, la DMC puede tener un origen
nutricio, en sujetos gque ingieren grandes cantidades de la
proteina avidina (que une muy fuertemente a la biotina y que
e2sta presente en la clara de huevo)s en pacientes can
alimentacion parenteral total prolongada con instficiente
biotinas en pacientes can hemodidlisis prolongada (29) y en
ngiétﬁs con terapia  anticonvulsivante pralongada —primidona

Y carbamazepina~ (30).




"'quevviyen'
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‘desnutricion
El y usti ‘1a: denominacidn

r'gxén caldrica ‘proteica y. . describir ‘un

grupo de:.enfe recuentemente afectan a los nifos

pobresde los ' paises en vias de

nie sistémica e inespecifica por cuanto

variable- ‘a  todas y a cada wuna de las

:élulasj del’: brganiémc y se instala cuando el balance

negativo de alguno.-de los componentes del complejo nutricio

desencadena Una.alteracion metabsdlica que afecta al resto de

los compunentes.'Comn, éonsecuen:ia, la sintomatologia de

“este estado patolagico es extraordinariamente diversag

practicamente no ‘tiEHE limite, y atin en el terreno de lo
bioquimico  existe 'la’ posibilidad tedrica de que en algun

momento. cada  una de las diversas funciones del organismo.

se vea ‘atectadal
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L& desnutricison. tfadiciohalmente,se’ha’clasificada en tres

gradosi . (34)

ca. Desriutricion de’primer“gradc{:Phede ser aéuda. subaguda o

Craénica.. Es 1a‘mas‘frchEnte; Se lincluyen pacientes con peso

poco: a*eétadp, (1@—25%)j;due,'~én:1os Casos’ cronicos. se

énﬁpéntfé‘ en’ ‘equilibrio’ aceptable’icon “la ‘talla; estos

enfermos nd,'huéspran‘gdema ni‘alteraciones ostensibles de

mucosas; piel o estructurasiaccesorias.

b, Desnutricién ger shbaguda’’ o

crénica. Jfrecuente la “anterior. " Los

cenfermos c de 'segundo grado. no-presentan

: edema iy Seu

vistal -p LaibéFdida de peso es

mayor que ‘eniel casc anterior. (25-40%):-

e : Desnutriéiéni de- ’teré;r_»érédo. Es una condicidn
nécesa?iamente créniﬁa, aunque‘, en ell; se establezcan
frecuentemente episodios agudos los cuales originan la
muefte del enfermo. En el terreno clinico este tipo de
desnutricion puede manifestarse en diversas formas, cuyos

- extremos son dos formas diametralmente opuestas:
desnutricidn crénica avahzada sin edema ni lesiones muy
ostensibles de la piel y mucosas, y desnutricién cronica
avanzada con edema y lesiones extensas e intensas de la piel

¥ mucosas. La pérdida de peso es de mas del 40% .
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Convaiene aclararyla“connotacian de algunas;dénominaciones

para 10s Casos. extremos de desputricion:

t Marasmo. Se  consideran ‘marasméticos a. . los . nifos ‘muy
gravemente : -desnutridos ¥y sin edema,.ya. Que su printipal
caracteristica. es -la ausencia de paniculo adiposoj.la piel

- estuniformemente - gqueratdsica-y descamarenﬂfnrha' torpiday

71urfuracea. Las lesiones en'mucdsBEVSQnVmﬁyupocétgﬁﬁép#cﬂaé.
Generalmente se presenta en lactantés menorés de,uh:éﬁall "
i Ewashiorbor. Bajo este‘ termino sﬁniclaéificédns'lnsyniﬁos
conrdesnutricxén grave, caﬁ edeﬁa v 1e§ioﬁes atentuadéé de
la piel. El paniculo adiposo erxiste en. cantidad variable 'y
el edema es un signo caracteristico de estos enfermos, que
con frecuencia enmascara’ la magnitud del deficit ponderal.
tas lesiones " de la piel” 'son discrdmicas y gqueratdsicasi a
veces revisten un  aspecto pélagrnide. otros, el de gota de
esmélte,v o bien -se ' situan sobre trazos previos de piel
marmérea o snbre> leéiones : anteriores de purpura. Las
alterécianés de "las fﬁucbsasfson de .diversidad muy grande y
de diferente grado de ‘inﬁensidad: las faneras estan
necesariamente afectadas. Bengralmente se presenta en nifos

en edad preescolar (31).




i presentan manifestaciones

con_kwashiorkor, tienen

. yifuncionamiento renal gue
limarasmo se observa reduccién

es menor,

‘é?avqué su concentracién en el plasma se
debe . serlo también en el espacio

las alteraciones bioguimicas que se

,.pbsgrgan'gq  1$ deéhutri:ién, la hipoalbuminemia es la mas
da;é:geriéﬁicéL(S;).' Cohen y Hansen (32) encuentran que la
:albﬁmiﬁa total - del organismo se reduce hasta en un 50% en
los - enfermos con kwashiorkor, siendo la reduccioén
proporcianalmente mayor en el espacio extravascular que .en

el intravascular.

'Algun;s’de las manifestaciones de deficiencia de biotina son
similéres a las observadas en algunos pacientes con
desnutricidn energético-proteica (DEP) de tercer grado,
particularmente nifios con kwashiorkor. Aunado a lo anterior,
es  importante mencionar que Wolff (33) ha comunicado 1a
eristencia de anormalidades de lipidos en membranas de
eritrocitos vy en suero de nifos desnutridos, que él
pPropusc que podrian ser debidas a deficiencia de biotina,

principalmente en nifos con kwashiorkor. Mas recientemente,
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- . K . i : . P

en nuestro. laboratorio, .demostramos la‘deficiencia ' de esta
vitamina  en nifos . con:desnutricion . energético-proteica; a
este . respecto,’ es‘interesante .sefalar- que’ no todos los

desnutridosfdué “estudiamos ‘tuvieron deficiencia. de biotina

éﬁéibno, Wolt¥ (35} ha reportado que en
JCirrosis hepatica la actividad de bictinidasa
Eﬁtra:ﬁor debajo de los limites normales. Esta
s:;déj: interés  para los éstudios sobre
rya que en estos pacientes existe una alta

‘entre esta actividad y la concentracién de otras

Jen particular’ la albumipa,- la ‘' cual



2, Jusﬁifitécibh

Se puede sﬁponer que - ‘en‘la desnutricién energético—protéica
(DEF), la  biotinidasa sérica se encuentra mis baja que en
los nifos sanos, tal :ama sucede con muchas otras proteinas
de! suero, entre ellas la albumina. Esto podria contribuir a
la deficiencia de biotipa, especialmente si, como ha sido
propuesto por Wolf (36), el reciclamiento de esta vitamina
se lleva a cabo principalmente en el torrente sanguineo.
Asi, la desnutricion energético-protéica padria
considerarse, praobablemente, una fenocopia nutrimental de la
deficiencia genética de biotinidasa. ¥ si, al igual gque la
albumina, la biotinidasa sérica estuviese aun mas baja en
kwashiorkaor que én marasmo,; entonces esto podria explicar el
par qué. las manifestaciones clinicas vy bioquimicas
sugestivas‘de> deficiencia de biotina son mds frecuentes en

el primero deestos dos tipos de DEP.




Con.' base

siguientes

d. lExiste una asociscidn “entre la actividad de biatinidasa

“estado® nutricio -de.--biotina_ en. nifos con

desnutriclbn‘éhérgético—protéi:a?‘




4. Objetivos

a. Conocer Ya ‘actividad de biotinidasa sérica en niAos con

_deeﬁutriciankenergéti:o—pkotéi:a;

c. Conocer .ei s aci | airactividad - de

biotinidasa-gérica albuminaen-suero

nifos desnutridos;-estimado. po

FCC de Vinfocitos de sangre, periférica.




S. Hipdtesis

a. La actividad. de. biotinidasa sérica es diferente en nifos

con. desputricion energético-protéica que en nidos sanos,

b. La actividad ' de la:biotinidasa sérica Es menor-en nifos

‘nifRosT éon marasmo .

con-kwashior Kar gue’ e

d. Existe una :orrelac1ﬁn pos;tlva

biotinidasa sérica v el estado nutr;:;o de bxutxna de n;nos

desnutridos, estimado por medxa de la ac ivxdad de la PLC de

linfocitos de sangre periférica.
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6. ‘Disefio del ‘estudio

foléﬁfi?q, " observacional "y

Se  trata... de un'»‘estgdiof

transversal.

'~ elaboracién del protocole © -

—~ captacion 9 se\e:cian de lalmuestra definida

-~ toma y procesamiento de ias’muestras

- determinacion de la actividad de biotinidasa sérica
- determinacidn de la actividad de PCC en linfocitos

~ determinacién de la concentracidn de albdamina sérica
- analisis e interpretacién de los resultados

- analisis estadistico

~ manejo e interpretacion de la bibliografia

- comparacion de la bibliografia con los resultados
obtenidos

— elaboracidén de conclusiones s



~23-

11. MATERIAL ¥

Se estudiaron  a 39

.imanifesta

. biotina:

1. Ni%os  con DEP y. i con
ingresaron al servicio de’

el ses

METODOS ..

datos

nifios-sanos de edad vy sexo

desnutrician; acudieron al
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2. Hibps oon LEF v con diagnostico de-marasmo que . ingresaron

4l servicio de nittorcion del INP, sin importar elisexag.

Z.  Nifos de
productos para:cirugia : L mexo
similares ‘a’los derlos nifios con:-DEF

Cfueran

Tamado de’la muestrai

Esta consistid’ en los rifes © con kwashiorkor .y . con marasmo

Que Inaressiion sl servicia de nutricién del INP del mes de

TEnera 08T 1967 @l mes - de s Hdelio < dELLL990: Ty que tno

correspondi

antezs Tadoy




METODOS

1. DETERMINACION: DE LA ACTIVIDAD Dﬁ'B{UTIN;DASQ

FPara determinar

método descr1to por Nolf (a?).

que mx e cnlo,

el p—amxnoben-o t producta‘de la hxdrallsxs

Vart)fxc:al N biotinil- p—amxnobengoato.

g;l Reactivos

1.1.1.7561uéiﬁh’émbrtigﬁadﬁré'déffnsfato dq'pctaain:‘ 1M

Se dxguelven lo.&l' de fosfatn monabé51 o (J.T. Béké?) en

100 ml de agua dest.\lada AR pnater;urmente, se;a u-_—':EE a ;iH de
b (s con el fc=P1Lm de- pntasla dlbaSLLO {a.T. E¢Per) dlsuelto
. :«jnn dr,:-,:\l)m, @ (3.40. g eyt 20 mll. - Conservar. wn

CIERAS ES TR S FE Ko L




“so%’ =TCA- (3.T. Baker).
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1.1.7. Nitrits de sodie al 0:1% i

Disolver 001
destilada. E

usar.,

se d;sue;an 500 mg de.s

de:agua desti Con




1.2 Técnica~péraigeteghinér la a:tiyidad(de biotinidasa

lsrminqtpé"a 37 ' grados
ni;iﬁjaéragando 0.1 ml
ué*échtiene 200 .umol de
de pctasxo “pH &—, 20
0.5 mg de

de N—bxot;nzl p—amxnoben cato,

IXEvanda El vulumen f1na1 arigh ml. Esta mezcla:se 1n:ubd!par:

77 gradns cent;grados Y. la reacc;ﬁn se:d t

agreéandd O. ml de Ac1do tri:luroacétx:o al

) Qegui&a:fé‘mé c;a se centrxfuga a7"3000° RPM pur 10 m‘nutos-

la. ‘cual .a‘yxntervalos ‘.dE -3 minutos  se agregaron

siguxantes react'vn o. 2 ‘ml de nitrito de sodio al i0:1%:;"

0.2 “ml del sult. mato de Camonic al’ ©.8% y 0.2 ml .de
h}drpc!drhidru N—L—naftll etilendiamino (HNED). al 0;1%
PusteridrmenteA:cn uan inte}valo dé 10 minutos se procedid a
la medicitn colorimétrica del p-aminobenzoato liberado (546

nm) .

La actividad de biotinidasa se expresa como nmolas de p-

aminobhenzoato liberado por minuto vy por ml de suero.



-.Acidore

Dextrosa

Nacl (3

Se_ afara-la agua-destilada‘y-seajusta

a‘pHide T8 tracien usando un

filtro. Millipafl .2 hitras;k Se conserva en
refrigeracicn,. .. .
La. cantidad ‘usada de - ACD-es.

sangre.

LTBS)

a. Tris—HC1 (Sigm#);
b. NaCl (J.T. Baker): = “ 6.0 g i

€. EDTA (J.T. Bakerj: - . 20.0-ml



Se disuelven los reactives en 900 m! de agua destilada y se

ajusta el pH.a 7.4 con.acido clorhidrico, se afora a 1000 ml

con agua destilada. Se conserva en refrigeracidn.

2.1.3. Ficull;Hypaque

a. Diatrizoato- de sodio (Sigma): 720.0 g

b. Ficoll (Sigma): ) 12.2.g
Se disuelven.los reactivos en.. 190 .ml .de.agua destilada y se

mide la densidad ajustandola a 1,077 'g/ml con agua, hasta

tener un volumen de 200 ml. Se conserva en refrigeracidn.

2.1.4. Medio minimo esencial

a. Medio minimo esencial eagle (Eibcﬁ): - 9.8 g
b. Bicarbonato de sodio (J.T. Baker):ﬂ .o R2.2°g
c. Piruvato de sodio (Sigma): ,,,”:W°-1'9 7 S
d. Glutamina (Sigma): : 12.0°m1

e, Antibidticos 100% 20.0-ml




f;liréciéh'usandu

~poro’de 0.22 ‘micras.. Se conserva en
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2.2 Técnicazpafé‘exfkaﬁciéﬁ~dé linfocitos

Los vlinfncgtés:sé a Yp;riir de I ml de sangre

venosa, .. 1a “inmediatamente ‘en tubos de

centrifqéalyﬂe 1l con. o380 w1l de ACD, mezclandose

suavémén{eli’manténiénanse a temperatura ambiente.
L la ﬁﬁestbsfsé éentrifuga durante 15 minutos a 1200 RPM , al
'téfminu“aejlé éentrifugacién se retird el plasma el cual fue

diyididéf‘en alicuotas de 300 pl en tubos Eppendorf :para

vpasteriur ente'cohgelarse.

Al pgquete globular gque guedéd en el tubo sg le-adiciond un
valumen de TBS & temperatura amhiente igual al  del plasma

retirado, evitando producir hemdlisis para tener finalmente

una dilucidn L:i,

En tubos de centrifuga de 15 ml se colocaron 4 ml de ficoll-~

hwypague 1077 vy sobre &l se agregd la sangre diluida,

evitando su me:zcla. Al terminar de agregar la mezcla, se

observaron dos fases: 1a inferior incolora (ficoll-~-hypague)

¥y la superior roja (sangre). Se centrifugd durante 30

minutos a 1800 RFM y al terminar esto se observaron en los

tubos 4 fases: plasma y TBS, linfocitos, ficoll-hypaque vy

eritrocitos.



méﬂameﬁﬁe 0.5 cm -de

la"cual se colectd vy

tr;fujahdo a 1200. RPM por 15 minutos en cada

1 fih de . concentrar en: el fondo los iinfocitos,

f1u orlamgpar §eragrega'a cada tubo 2.5 ml

n;pibeta' pasteur. La incubacidn se 1llevo a
Vﬂgn Lﬁc;h;dorrcan atmosfera humeda con 5% de CO2 y
‘951vﬁé air;'5737°c durante 2 horas, con el obieto de gque la
Biotiha “del medio  penetrara a las mitocondrias de las
celulas y -fuese ‘utilizada como cofactor estimulando 1la

actiQidad de las carboxilasas.

Finalizada la incubacién se lavaron los  linfocitos con TBHS
para eliminar el exceso de medio de- cultive y se
-+-centrifugaron - a . 1200 RFM .durante 15 . miputos,  retirando
después el sobrenadante; en el fondo del tubo se

concentraron los linfocitos y eritrocitos.
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Una vez retirado. el sobrenadante, se-adicionaron 300 upl de
agua helada para dar un choque hipotdnico e hipotermico y de
esta manera lisar ibﬁ_ eritrocitos remanentes, agitandose en

vortex durante‘SO"éégundos cada tubo. Se recuperaron los

linfocitos- y. cafpn en un tubo Eppendorf volviendo a

lava{ncqn“TBS entrifugd a 1800 RPM por S minutos; se
desechod.” te secdndose posteriormente las paredes
del th ) ca del mismo hacia abajo, se congelaran

1os iin °C hasta el . dia del ensayo enzimatico.

2,3 Lisado de linfocitos

Para la preparacién del homogenado celular, 1los linfocitas
se descongelaron justo antes del ensayo enzimdtico vy se
colocaren en hielo, se diluyeron con 300 pl de buffer de

lisis y se resuspendieron muy bien con una pipeta pasteur.

La ruptura de 11los linfocitos para dejar libres las
carboxilasas mitocondriales, se lleva a cabo mediante
saonicacion descargando en cada tubo 20 pulsos de 0.3
segundos con un descanso intermedis de 40 segundos,

manteniendo las tubos en hielo,
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isdtopo:radiactive:(

un’’ contado

Estadete

estado nutrici

LD

- 3,1.1.’Salu:iﬁh amortiguadara de Tris. @X 3

a. Tris (Sigma): -

RACI 7.69 g
b. MgCl (J.T. Baker):’. - 4.8 ml solucidn concentrada 1 M
c. KC1 (J.7T. Baker): - .2.98 g

d. EDTA (J.7T. Baker): 4.0 ml solucién concentrada 0.1 M



Se  disuelven los reactivos en 90 ml de agua  destitada,
ajustanaa el pH a 8.0 con Aacido clorhidrica. Se afor; ia
solucidn. & 100 ml con agua destilada. Para conservar la
solucian amortiguadora se divide en alicuotas dé 10'ml vy se

mantiene en congelaciédn.

3.1.2. n~Rropianil Caenzimi A’ (PCaR)

,Diﬁolvér 2?.6384‘:ﬁgide FCoA en 1.5 ml de agua destilada.
Para conservar la'solucidn se divide en alicuotas de 0.5 ml
YT ee maﬁtiada a@n’ congelacidn. Cuando se utilice, se

descongela en hielo.

3.2.3, Solucion concentrada 8X + ATP +  glutation reducido

{GSH)

a. ATP (Sigma): 0.0144 g

p. GSH (Sigmay}: Q.0061 g
€. Solucién amortiguadora“Tris 8X:...00 1.0 ml
La solucion amortiguadora tris 8% se descongela a

temperatura ambiente, se mezclan 1o0s reactivos perfectamente
¥ se dejan en hielo para su uso inmediato en el ensayo

enzimatico.
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3.1.4. Solucidn

Etilengii;ﬁl
d. Metapol (Merck):..

e, Dioxanao cbp (J.T. Eakgf){

Agregar cada uno de los reactivos

con.-agitacidn:

completa disolucién del naftaleho_ryrf ﬁaﬁﬁenér ‘é

temperatura ambiente en.. un. . frasco 'paré‘_évitar

quimioluminiscencia.

3.1.9. Bicarbonat e‘sodia’ radiactivo’




3.2 Té:nxca para 15 determxnacibn de la‘a;tividad

en‘imatica de PCC

Las células en las que se realiza este ensayo son linfocitos
par- su’gran ccntenxdn de mitocondrias y facil obtencion.

En_tqbos Eppendart previamente marcados para reconocer 1os
p)an:os Yy ios problemas de cada encima, se le adiciona a
cada - uno Lo ul-de la meszcla de reaccidn correspeondiente
(manteniendo les tubes y reactivos en hielo). Estas mezclas

contienen en volumenes iguales los siguientes reactivos:

Reactivos blanco PCC (pl) PCE (nl)’
Agua 25 ; 25

Stock BX+ATP+GSH 25 : -y

CofAs o Agua 25 (agua) 25 (PCoA)

Bicarbonato de sodio

radiactivo 25 SR
(55%10 dpm)

Volumen taotal 100 100

Una vez que se tienen preparados los tubos con las me:zclas
de reaccidn, se prepara el homogenado de linfocitaos e
inmediatamente se adicionan 10 pl de las células sonicadas

a cada tubo que contiene la mezcla de reaccion, después de
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:mezclaf‘y tapar los tubos, para evitar la evdporacion del
biﬁarﬁcnato, se incuba en bafo maria durante una hora a 30°C
’ccn agitacién.

Pméteriormente la reaccién se detiene metiendo los tubos en
hielo y se adiciona a cada tubo 10 pl de Acido formico al
187% ,se mezcla muy bien y se espera 15 minutos.

Se . recorta papel Whatmann de 3mm para cromatografia, en
tiras gue contengan cuadros de 3 % 3 cm y se marcan con el
nimera de cada tubo; aplicar en el centro de cada cuadro 25
1l de su correspondiente. mezcla. Se deja secar 15 minutos y
se adicionan 30 pl de acido férmico al 15% a cada muestra y
se seca el papel con una pistola de aire durante 30 minutos.
Posteriormente se corta el papel en pequefos fragmentos y se
coloca en viafes de vidrio con 1 ml de agua destilada en
caaa uno para eluir la muestra vy se agrega 5 m! de solucidn
Bray. Se agita ;igurosamente Yy se pone a <contar en el
contador de centelleo  1liquido, 10 minutos, cada vial, el

isdtopo 14C y &) standard externo.

Es necesario medir proteinas en las células sonicadas para
poder reportar 1a a:tividad especifica en pmolas de 14 CO2
fijado por minuto 7;a;jﬁgn”aefﬁk6teiné. " (Método de Lowry)

(39).



a.’ Carbonato dé’spd oI

b: Hidréxido.de:sadia:(J.Ti: Ba

¥ Tartrato de sodioc y potasio 'at 2%4.: 2.9 de - tartrato de

sodio y potasio se disuelven en 100 ml de agua destilada.

¥ Albumina sérica bovina (BSA): Pesar 100 g de BSA vy
adicionar 100 ml de agua destilada. - Hacer alicuotas . en

pequedos voldmenes y conservar a —20°C
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4.2 Técnica dé Lowry para determinar'pﬁateinas

VCakbbnStbi '5ddib>§1'22 (JiT." HBaker):" 100 partes

Sulfato caprica.al 1% (J.T. Baker): .1 parte

c. Tartrato de'Nary K al' 2% (J.T. Baker):s - . 1 parte
 2.,So1uéiéan_

a. Folin (Sigma): . 1 parte

b. Agua destilada:. . ° : 1 parte

Ambas- soluciones deben ser preparadas inmediatamente antes

de usarse.

A los tubos se les adiciona 20 pl  de albumina, 460 nl de
agua destilada, 20 pl de buffer de lisis y 2500 pl de la
solucidn A3 para desdrrollar el color que es proporcional al
contenido de proteinas, se adiciona a todgs los tubos 250 ul
de la solucidn B, se mezcla perfectamente y se deja reposar
30 minutos a temperatura ambiente antes de la lectura a 700
nm en un espectrofotédmetro. E1 color es estable por dos

horas.
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Se grafica: pg de . proteina —albimina- :iabscisaé)f'cnntra

QEnsidad dptica (ordenadas}).

se utilize Ta “prueba:-A-Gentid
cual  es un sistema reactivo’

albumina en el “suero (a0) .

a. Verde de bromocresol
b. Acido succinice e . 100.8"

c.. Tris  (hidroximetil)aminometano 55

La prueba A-Gent para albumina estd basada en la capacidad
de la albumina para unir verde de bromocresecl. La prueba
fue desarrollada por la division de diagnédstico de Abbott

para utilizarse en los analizadores bicromaticos Abbott y
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para otros de. uso rutinario. La-prueba requiergé. de un soclo

reactivo que se suministra en forma seca. No es necesario

ningun pretratamiento prrnﬂucto final absaorbe

en el rango de lqivﬂ odc es sencillo, preciso,
especifico: yriiheal

analizada en’'5

téecnicas 1igadoras de

,6 g8 albumina y estan basadas
éﬁ'nla pabsciéad de '1$ ;ratei;a de tormar un camplejo
éé}qr;pté—prateiné' que muestra propiedades oOpticas
diferentes ; lqﬁ que presentan los colorantes libres.

Los  colorantes como el naranja de metilo, A4cida 2-(4-
h;droxia:obencénu) benzdico (HABA) y verde de bromocresol
(BCG) han sido empleados para la determinacidn de albldmina.
De estos colorantes. el procedimiento que utiliza verde de
bromocresocl es mas especifico para la medicidn de albuamina

en suero y es 20 veces mas sensible gque el método HABA.

t.a albumina del suero une al verde de bromocresol a pH de
4.2 vy forma un complejo gue absorbe a 630 am. La presencia
de un factor tensoactivo evita la precipitacion del complejo

albimina—-RBCGE y proporciona linearidad.



T

Analisis de datos

El analisis de los datos, asi como los m2todos estadisticos

aplicados se describen en la seccién de resultados,



-85~

ITI. RESULTADOS

1. Estandarizacien delrenséyn‘dE;biotinidasa

*cnica’ 'y saber las condiciones Gptimas

biotinidasa, se procedid a

a. Efecto de‘1a temperatura de almacenamiento.

Se observd que - la actividad de la biotinidasa no variaba a
lo largo de varios meses independientemente de si 1la enzima
se almacenaba a -10°C & a —-70°C (Fig. 1)}.

b. Efecto del tiempo de incubacidn.

Se aobservéd que cuando menos hasta las 90 minutos de

incubacién habia linearidad entre el tiempo de incubacién y

la actividad enzimAtica (Fig. 2).
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c. Efecto de.la cantidad de proteina.

También - se observd linearidad al- agregaf diferentes

cantidades de - volumen de suero (350-200: ul) yt 6bseryar la

actividad enzimatica (Fig. 3).

densidad ﬁptica, se ubservérlineg

de p—éminnbenznata (Fig; 4);
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CURVA ESTANDAR DE PRODUCTO / DENSIDAD OPTICA
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2. Actividad de Biotinidasa sérica en los sujetos estudiados

(Tabla’i, Tabla 25 Tabla’

a;iLaiactividsﬂ dé_ sintiﬁidasa:én los nifios. con kwashiorkor
fué en prnmédio de” 11.96 nmolas miﬁ—l ml—-1 con una
desviacidn esténdar de 2.54; se encontrd mids elevada que en
los niXos con marasmo e incluso ‘més elevada que en los

sujetos controles sanos.

b. El promedio de actividad de biotinidasa en los nifos can
marasmo fue de 7.35 nmolas min=-i mi-1 con wuna desviacidn
estandar de 2.22. Aunque como grupo no fue estadisticamente
diferente del grupo control (ver mAs adelante), varios
pacientes con marasmo tuvieron actividades de biotinidasa

considerablemente por debajo del grupo control (Figura 3).

c. El promedio de actividad de biotinidasa en los controles
sanos fue de 8.08 nmolas min-1 ml-1 can una desviacidén

estandar de 1.51.
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d."f-\l 'an;l}.‘zar‘la actividad de bictinidasa se encaontracon
difaréhé as éétééisﬁicamenta significativas entre el grupo

de kwashiorkor ¥y 105 grupos de marasmo y comtroles, mientras

observaron diferencias estadisticamente

entre los narmales Yy los pacientes con
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7T Tabla™y it L e

ACTIVIDAD DE BIOTINIDASA SERICA EN:NIXOS'CON DEF TIFO




ACTIVIDAD' DE BIOTINIDASATBERICA EN NIWOS CON DEP TIPO

MARASHO

' Biptinidasa  (nmolasimin=1." ml=1)

T 10.95°"
' 8.55
7:500

988 s
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Tabla 2 —continua-

ACTIViDAD—DE—BIDTINIDASA SERICA EN NIMDS CON DEP TIPO

MARASMO
21, 5.04

22, '7.55

23. B o i1.00°

24, 9.04

25, 10,79

26 .8.87






BIOTINIDASA SERICA EN DIFERENTES FENOTIPOS CLINICOS
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3. Debido a que 1os resultados anteriores fueron diferentes
a lo esberada, se analizé el comportamiento de la albamiAé
en los diferentes tipos de desnutricién y en los ;ontrclésf
sanos,. para descartar un sesgo de muestreo y.ée,en;oétééj§o

siguiente {Tabla 4, Tabla 5, Tabla & y Figura‘'é):

Va; La #1bﬁdina; tal "como se esperaba, fue mas “bajaven-los

‘nifos éahfkwasﬁiorkor que-en -los Nifios con: marasmo, mientras
_qﬂé en los ‘controles” ‘sanos, se encontrd normal, E1 promedio

de”la concentracion de albumina en ‘los niRos con kwashiorkor

“d1-1 con una desviacion estandar de 0.86

b." El prcﬁedio de la conecentracién de albumina para los
nifios con  marasmo fue de 2.81 g dl—-1 con una desviacion

estandar de 0,50

©. El promedio de la concentracidn de albumina para los
controles sanos fue de” 3.837g7"dl-1 - con una desviacioén

estdndar de 0,24
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d. No :ser¢obéérva
biotinidasa. s ina’en suero

(Fighra(’i.




S Tablaid

Ciel T TELAH] : ‘ 1T

13, E.N.M . C1.e
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16, 3.D.T o ‘Zo
17. v.F.u o2ls
18. F.H.M o 3.2

19 AHLT . 2.5
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. Tablais- —continua-j'

CONCENTRACION . DE' ALBUMINA EN.NIADS CON DEP T1PD MARASMO
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BIOTINIDASA vs ALBUMINA EN DESNUTRICION ENERGETICO-FROTEICA
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(Tabla -

b..La-ac 'ldgd,de PCC..en nifos con marasmo, se en:pntrb_por
‘debajn de la‘actividad “'de los nifos con kwashiorkor, con-un

promedio de:208.05 y una desviacidn estandar de 130.1%

c. Aunque no se midid en este estudio, 1la actividad de PCC
en NifAos normales en nuestro laboratorio se encuentra entre

240 a 580 pmolas 14 CO2 fijadas min—1 mg-i de proteina.

d. 8i se encontré correlacidn entre la actividad de
biotinidasa y l1a actividad de PCC (utilizada en este trabajo
como indicador del estado nutricio de biotina) en los nifos

con DEP.
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. Tabla 7

ACTIVIDAD: DE PEC EN NIA0S CON'DEF T1PO KWASHIORKOR

Paciente



iTablae

ACTIVIDAD DE ‘PCC’ EN NINOS'EON DEP TIFO MARASMO

ijadas:min=17mg. .
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Metodos esfadisticos™

1 ahalisigideU§OSﬁdatos

1. Iﬁicialmente se determine si‘la disﬁribucion de los datos

rparaﬁtlar' bxntinxdasa en 'lcsr tres . grupos

éé€QdiaQQé‘ f;rﬁq;mai, p#ra esto ;e‘déterminé el sesgo y la
cﬁrfééién péré'”caaéy grupé Yy se obéervo que los datos
prE§entéhan una distribucion normal. Fosterior a estao, se
reali:ﬁ{ pruéba de . analisis 7 de Qarian:a y al existir
'd;fe;enciaé'estadisticamente significativas, se procedid a

realizar una prueba de comparacidén multiple de medias -—

_Tukey-. (Tabla 9).

2. Fosteriormente se determind mediante sesgo y curtosis qué
los datos para la concentracién de albumina presentﬁrdh una
distribucidn normal, motivo por el cual  se ‘caLcula El:
coeficiente de correlacion de Pearson entre ‘bgotinidaéa v

albumina (Tabla 10).

& que los

3. Al mismo tiemgé sé ;b;er; 7a;tds obtenidos para
la  PCC . también presenta?on yuna distribucién normal al
realizarseles sesgo y curtosis, motivo por el que también se
determind el coeficienté de co?relacién de Fearson entre

biotinidasa y PCC (Tabla li) (41).
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Tabla: 9. . . -~

ANALISIS ESTADISTICO DE LA ACTIVIDAD DE BIOTINIDASA '

Tcurtosis ?‘2}15'

.Prueba-de Tdkgy: ,co;:alfg de 0.08

- diferencia entre normales y DEF-M

R

0.74
- diferencia entre DEP-Kw y DEP-M = 5.63

EH-1)

- diferencia entre normales y DEP-Kw



ANALISIS.ESTAD}STIé 

‘a.
b.
C .
a. . Sesgo

b, Curtosis =

272~

Tabla: 10

DE LA CONCENTRACION, 'DE ALBUMINA

T, Ceeficienté-delcorrelacian de Fearson-(r) = .74
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I1V. DISCUSION

En este’ trabaj

desnutridoé .'Qash‘ﬁrkpr ‘tuvieran actividades de

‘de-'los normales. En contraste,

-mayor

ghifi;ét va

cpn.kwashibrkcr difiere del de otras proteinas

‘séricas comg “la aibumina, a pesar de que al igual que ellas

i';igﬁetizada en el higado vy secretada a la circulacion.

'Es{q'es particularmente sorprendente, en vista de que Wolf
(35) ‘encontrd. una escelente correlacién entre la actividad

""dela biotinidasa vy la concentracién de albumina en suero,

en pacientes con cirrosis hepatica.

El in;rementn en la actividad de la biotinidasa sérica en
los nifios con kwashiorkor podria deberse a un mayar numero
de ﬁnléculas de biotinidasa en su plasma, O bien a una mayor
actividad con o sin cambio en su concentracién. FPara aclarar

esta cuestidn, seria necesario determinar la concentracién

‘encontramos’que, en promedio, los pacientes



~The

de la biutinidaéé} Qtiliiéhdd”anfiéyerﬁns:Vaﬁti—bictinidésa

abiotinidasa . se

sangre, ésta
circdlacian de

an inada en los tEJldDS, par dafio

wash arkur ES una farma de’ 'DEF mas- aguda gue

pllcar;a la diferencia entre ambas.

Esta h1p¢t9515 puede evplorarse determinando ' la proporcién

de h1 tlnxddsa sérxca que tenga Acido sidlico. Wolf (36) ha

que normalmente la biotinidasa en la sangre tieneg

~acido 51&11:9. al igual que muchas otras glicoproteinas

(camn la alhum;na) circulantes; en contraste, la biotinidasa

"qqersg enquengra en  los tejidos no estd sialilada. El acido

. sié;itn'ign ‘glicoproteinas del suera parsce impedir su

céptatiéﬁjy degradacion rapida por drganos como el higado.

En* ei,cééo de que el numero de moléculas de biotinidasa

fuese “igual:io: incluse menor de lo normal, en nifios con

kwashiorkor., los resultados observados en el presente

éstgdio serian  consecuencia de upa mayor actividad por
melécula de enzima. Se sabe que en sujetos <sanos, la
biotinidasa sérica se encuentra fuertemente inhib:da, al
parecer par péptidos biatinilados gue circulan por el
torrente sanguineo (42). Es concebible que en kwashiorkor la

biotinidasa sérica esté menos inhibida que en sujetos sanos,
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en: cantidad-menor g‘la
‘ V'L;na ; bééible
] .én~. menores
'bibtiniléddsb(;unqde 7Ee;.
Lo iAferéséntg _;sfqué

iveles en

Para’ ello basf;??a

“con una’  preparacion

actividadeé ‘asil sers mas bajas en aquellos

desnutridc con:marasmo). que tuvieron niveles mis bajos de

- la deficiencia genética de

-hay,defidrehc a multipie'dé carboxilasas (37). Lta actividad

‘de estas carboiilasas, en particular la de PCC, parece ser

indicador del . estado nutricio de biotina (34.43).

'Pof‘ésﬁn, una poéJble interpretacién de nuestros resultados
zés q@ei en alguhns de 1lgs nifios con marasme existiera una
defitiénciéb(subclinica) de biotina —puesta en evidencia por
las 'bajas actividades de las carbouilasas— y que esta
deficiencia esta en parte condicionada por 1la actividad

‘deficiente de biotinidasa sérica.
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Aunque:gh gﬁ gstuaio fprey;d‘(34)ven:paqi nte
parente?al,'ﬁpfél"hrdlbﬁgada;’
nb;éfvémos‘uné asd;ia;ién_;eﬁéré bio
Niﬁguna‘dg los 5uje£as 'esﬁud};dds'ehkdn

subnormales’ de " biotinidasa;: por-:;

son estrictamente comparables.

No: . es ‘posible concluir. resbe;to,:a una asociacion entre

biotinidasa’'y carboxilasaébty‘egtado nutricio de biotina) en
nifos . con kwashio?kor. ‘De 1os- 13 nifos con este tipo de
de;ﬁutricibn, Séldrrén'sbrpudimos estudiar sus carboxilasas
linfncitarias v de‘elios, 3 no- presentaron manifestaciones
clinicas sugestivas de deficiencia de la vitamina y solo uno
las tuvo - en grado importante. Habra pues que estudiar una

muestra mayor -y .con un numerc suficiente de pacientes con

deficiencia de’ biotina.




‘encontraisustancialmente

en:los.:

c. No'existe correlac

la’ ‘concen d
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