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- ARTICULO ORIGINAL

Ensayo cuantitativo para la determinacion de
la actividad hidrolitica de 1a enzima biotinidasa

Ernesto C. Gonzalez ', Libertad Diaz * Amarilys Frometa ',
Darlenis Herrera ', Adonis Montenegro ®

Laboratorio de Tamizaje Necnatal, Ceniro de Inmunoensayo, La Habana, Cuba,
# instituto de Ciencias Basicas v Preclinicas Viclona de Girdn, Departamento de Inmunologia, La
Habana, Cuba.

El presente trabajo describe |a estandarizacion de un ensayo disefado para cuantificar la
sctividad hidrolitica de la enzima biotinidasa en muesiras de suero humanao, el cual se basa
en el método de Walf v colaboradores, que emplea el N-biotinil-p-aminobenzoico (BPABA)
como sustrato. Con la adicion de detergentes a |a solucion de nitrito de sodio, se eliminan las
burbujas de nitrégeno formadas durante la reaccidon de diazolacion v se mejora la precision
del ensayo. Se observd que la congeiacidn-descongelacion de las muesiras de suero no
afecta la actividad hidrolilica de la enzima bictinidasa. La evaluacidn de la interferencia de
farmacos en el ensayo mostrd que con el suifametoxasal/trimetoprim y la procainaf
benzilpenicilina hay desarrollo de color en ausencia del susirato BPABA. Los valores promedio
de actividad hidrolitica de la biotinidasa, obtenidos en un grupo de 205 nifios sanos, fue de
7,04 + 2 2 nmol/min/ml. Mo se enconltraron diferencias estadisticamente significativas al evaluar
la actividad de la enzima por sexo, raza y grupos de edad. Este ensayo se puede emplear en la
determinacion de la actividad hidrolitica de la enzima biotinidasa en muestras de suero humanao
y, especificamente, en la confirmacion de los casos detectados por los programas de lamizaje
neonatal para la deficiencia de biotinidasa.

Palabras clave: deficiencia de biotinidasa, ensayo coloimétrico, tamizaje neonatal,
Quantitative assay to determine the hydrolytic activity of biotinidase

A guantitalive assay was slandardized to delermine the hydrolytic activity of biotinidase in hu-
man serum samples. The current Wolf et af. assay uses N-biotinyl-p-aminobenzoic acid as
substrate. The assay's precision was improved by the addition of delergents to the sodium
nitrite solution. This eliminaled the formation of nitrogen bubbles during the diazotation reac-
tion. Freezing and thawing of the serum samples did not affect the hydrolytic activily. Farmaco's
interference test showed positive results with sulfametoxasolftrimeloprima and procaine/
benzylpenicilline. The hydrolylic activity of biolinidase averaged 7.04 + 2.2 nmolimin/ml in a
group of 205 healthy children. No statistically significant differences in enzymatic activity was
observed between variables of sex, races and age group. The standardize assay can deter-
mine the hydrolylic activity of biotinidase human serum samples and can confirm the positive
cases detected by neonatal screening programs for biolinidase deficiency.

Key words: Biotinidase deficiency, colorimetric assay, neonatal screening.

Uno de los errores innatos del metabolismo dela  biotinidasa, Descrita en la década de los 50, la
biotina lo constituye la deficiencia de la enzima  biotinidasa es la enzima encargada del reciclaje
de la biocitina obtenida de la degradacion de las

Correspondencia; 5 ; 24 st s
Emesto C. Gonzalez, Aparlado postal 5653, Cubanacin, carboxilasas y de la liberacion de la biotina unida
Playa C, Habana, Cuba. alas proteinas de la diela, llevandolas a una farma
Recibido: 07/05/01; aceptado: 18/11/01 biolégicamente viable (1,2).
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La deficiencia de biotinidasa es un trastorno
metabdlico autosémico recesivo que se clasifica
en deficiencia total (<10% de actividad hidrelitica)
o parcial (10-30%)(3-5). El cuadro clinico y &l
tiempo de presentacion de los sintomas es muy
variable (6-10). La sintomalologia inicial esia
relacionada con el sistema nervioso: hipotonia
muscular, ataxia y retraso en el desarrollo
psicomotor (6,8). También puede observarse
perdida de la audicion, atrofia optica, alopecia,
problemas respiratorios, dermatitis, conjuntivitis,
infecciones fingicas e inmunodeficiencias (8). Las
manifestaciones bioguimicas mas frecuentes son
la acidosis cetolactica y la aciduria organica. La
descompensacion metabolica puede llevar al

coma y ala muerte (6). Un diagnostico temprano |
en el periodo neonatal permile una terapia efectiva

con biotina (6-8).

En 1984, se comenzd el primer programa de
tamizaje neonatal de |a deficiencia de biotinidasa
en el estado de Virginia, Estados Unidos (11),
Otros paises también han desarrollado programas
para el tamizaje de la enfermedad como un acto
de medicina preventiva (12-21). Se estima que la
incidencia mundial de |a deficiencia de biotinidasa
es de 1:680.000 (4). Su incidencia es baja si se
compara con otras patologias conocidas como
son el hipotiroidismo congénito (1:4.000) y la
fenilcetonuria (1:15.000), pero es similar a otras
como la galactosemia (1:60.000).

El presente trabajo describe la estandarizacion
de un ensayo colorimetrico que permite la
cuantificacion de la actividad hidrolitica de la
enzima biotinidasa en muestras de suero humano.
La interferencia de los medicamentos de |a familia
de las sulfonamidas se ha informado en los
ensayos para la deteccion de la deficiencia de
biotinidasa que emplean el BPABA como sustrato.
Por tanto, es importante evaluar el posible efecto
de farmacos de uso com(n en el periodo neonatal
y en la infancia sobre este tipo de ensayo, para
disminuir la posibilidad de falsos resultados
{11.22),

Materiales y métodos

Reactivos

El acido tricloroacético (TCA), el N-bictinil-p-
aminobenzoico (B-PABAY), el p-amino-benzoico

DETERMINACION DE LA DEFICIENCIA DE BIOTINIDASA

{PABA), el fosfalo de potasio, el nitrite de sodio
{NaMNO2), el sulfato de amonio, el N-1-naftiletil-
endiaminadihidroclorure (vitamina K-8) y el acido
etilendiaminatetraacético (EDTA) se obtuvieron de
Sigma Chemical Co,, St. Louis, U.S.A.

Ensayo para determinar la actividad
hidrolitica de la enzima biotinidasa en
muestras de suero humano

El ensayo se basa en una modificacion al metodo
descrito por Weolf et al. (23), en la cual se adicionan
25 ml de suero a una mezcla de reaccion
compuesta por 200 mM del sustrato B-PABA y
4.5 mM de EDTA en solucion lampon fosfato de
potasio, 47 mM, pH 6,0 para un volumen final de
500 ml. Se empled una curva de calibracion de 5,
10, 20, 40 y 80 mM de PABA y 4,5 mM de EDTA
en solucion tampon fosfato de potasio, 47 miv,
pH 6,0. Se incubd a 37 “C en camara himeda
para que ocurriera la reaccion enzimatica. Se
detuvo la reaccion con 50 ml de una solucion fria
de TCA (1,84 M). Despues de 10 minutos, se
centrifugd a 16.000 g; se tomaron 300 ml del
sobrenadante v se le afiadieron 100 ml de agua
destilada. Luego, se adiciocnaron 40 ml de los
siguientes reactivos con intervalos de 3 minutos:
nitrito de sodio (14,5 mM), sulfamato de amaonio
(43,8 mM) y vitamina K-6 (3,86 mM). Se esperaron
10 minutos vy se transfirieron 200 ml a placas
microELISA. Se midid la densidad 6ptica a 546 nm),
empleando el lector de placas Fluorimetro-
Fotémetro PR 521 (Tecnologia SUMA, Centro de
Inmunoensayo).

La figura 1 muestra el diagrama de la reaccidn
enzima-sustrato, los productos obtenidos y las
reacciones que dan lugar a la formacion del
complejo coloreado.

La aclividad enzimatica se calculd segun la
siguiente formula:

actividad enzimatica = nmoles de PABA
producides/tiempo de incubacion/volumen de
muestra.

Se determind si la adicion de detergentes a la
solucién de nitrito de sodio eliminaba las burbujas
de nitrégeno formadas durante la reaccion de
diazotacion, las cuales interfieren en la senal
oblenida de absorbancia. Se emplearon los
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Biotina-PABA
BIOTINIDASA Biotina =
reaccion
anzimatica
L
PABA
PABA + NaNO, + sulfamato de amonio »FPABA diazotizado + Nitrdgeno i
| reaccion
PABA diazotizado + vilamina k-6 - » Cromoégeno purpura (A= 546 nm) colorimétrica

Figura 1. Hidralisis del sustrato BPABA por la enzima bictinidasa (reaccion enzimatica) y deteccion del PABA farmado

(reaccién colorimetrica)

detergentes no ionicos tween 20 y tritén X-100,
los cuales se afiadieron a la solucion de nitrito de
sodio en concentraciones de 0,1 v 0,5%.

Se eslablecid el tiempo optimo de incubacion del
ensayo y se evaluaron los valores promedio de
absorbancia obtenidos con los diferentes puntos
de la curva de PABA (n=5) y con una muestra de
suero humano con actividad normal de biotinidasa
(n=5). Los tiempos estudiados fueron 0, 10, 20,
30, 60, 90 y 120 minutos y se determind como
optimo el tiempo a partir del cual no variaba la
sefial obtenida de absorbancia.

Se evalud la interferencia con la reaccion
colorimétrica de los siguientes farmacos:
sulfametoxasol/trimetoprim, ampicilina, genta-
micina, fenobarbital y estreptomicina a
concentraciones de 0,625, 1,25, 2,5, 5 y 10 mg/m|
y de procaina/benzilpenicilina a 188, 375, 750,
1.500 y 3.000 unidades internacionales (Ul). Se
empled un suero humana libre de actividad de la
enzima biotinidasa al que se le adicionaron los
farmacos. En esle ensayo, las muestras se
incubaron con el tampoén fosfate en suslitucion
del sustrato.

Se estudid la interferencia de farmacos en
muestras de nifios que estaban recibiendo
medicamentos en el momento de la toma de la
muestra. Este ensayo se realizé incubando
simultaneamente las muestras con tampon fosfato
y con la solucion sustrato.

Se estudid el efecto de eventos repelidos de
congelacidn-descongelacion de las muestras de
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suero humano sobre la actividad hidrolitica de la
enzima biotinidasa. Las muestras se sometieron
a 5 ciclos de congelacidn a -35 °C durante 30
minutos y descongelaciones a temperalura
ambiente. Se calculd la actividad enzimatica de
la biotinidasa para cada uno de los ciclos de
congelacion-descongelacian.

Para la determinacion de los coeficientes de
variacidon (CV) intra e interensayo, se evaluaron
muestras de actividad conocida de biotinidasa. El
CV se definid como la division entre la desviacion
estandar y el valor promedio de cada muestra,
multiplicado por 100.

Se determinaron los porcentajes de recuperacion
obtenidos para el ensayo al mezclar muestras de
suero humano con actividad biotinidasa conocida.
El porcentaje de recuperacion se definid coma la
divisién entre la actividad biotinidasa obtenida y la
actividad esperada, multiplicado por 100,

Determinacion de la actividad hidrolitica de
la biotinidasa en muestras
de suero humano

Se emplearon muestras de suero de un grupo de
nifos (n=205) con edades comprendidas entre
1 y 17 afos, a quienes se les habian ordenado
ensayos clinicos de rutina. Estas muestras se
obtuvieron en el Laboratorio de Bioguimica del
Hospital Pediatrico de Centro Habana, Ciudad de
La Habana, Cuba. Los nifios presentaban
enfermedades frecuentas en esta elapa de la vida
{(influenza, enfermedades diarreicas) cuyos signos
clinicos excluyen desordenes neuroldgicos y
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metabclicos que puedan asociarse con la
deficiencia de biolinidasa.

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico de los datos se utilizd
el programa Stalistics for Windows, version 4.5.
Para evaluar la influencia del proceso de
congelacion-descongelacion sobre la actividad de
la biolinidasa en mueslras de suero humano, se
utilizé un analisis de varianza (ANOWVA) de
clasificacion simple. En la comparacién de los
valores promedios de aclividad hidrolitica de la
enzima biotinidasa, obtenidos por sexo, raza y
grupos de edad se empled la prueba t de Student.
Con ambos datos esladisticos se trabajo para un
nivel de significacion de p<0,05.

Resultados y discusion

Evaluacion de la adicion de detergentes a la
solucion de nitrito de sodio y determinacion
del tiempo éptimo de incubacion del ensayo

En la figura 2 se muestran los valores promedio
de absorbancia obtenidos para cada punto de la
curva de PABA al evaluar la adicion de los
detergentes no idnicos triton X-100 y tween 20 a
la solucion de nitrilo de sodio, con el objelivo de
eliminar las burbujas de nitrégeno formadas durante
la reaccion de diazotacion y que pudieran interferir
en la medicion de la absorbancia.

Los altos valores de absorbancia para la condicion
en la cual no se adiciond ningln detergente estan
asociados con las inlerferencias provocadas por
la presencia de las burbujas en la solucion. No se
observaron grandes diferencias en los valores
promedios de absorbancia obtenidos entre todas
las condiciones donde se adiciond detergente.
Sin embargo, la evaluacion visual mostrd gue sdlo
se eliminaban completamente las burbujas de
nitrégeno en la solucién empleando el nitrito de
sodio que contenia triton X-100 al 0,1%. Este
delergente en concenlraciones entre 0,1 y 0,5%
no afecto la actividad de la enzima y ya habia
sido empleado en el tampadn sustrato (24). Conla
adicion de esle delergenle a la solucion de nitrito
de sodio, se mejoraron los valores de absorbancia
que se obtienen para el calibrador de concentracidn
de PABA igual a 0. Eslo garanliza una mejor
separacion entre los dos primeros puntos de la

DETERMINACION DE La DEFICIENCIA DE BIOTINIDASA,

curva de calibracién y mejora la precision del
ensayo.

El cuadro 1 muestra los valores de absorbancia
obtenidos al incubar a 37 °C la curva de PABA a
diferentes tiempos. El tiempo de incubacién no
afectd los valores de absorbancia obtenidos para
las diferentes concentraciones de la curva de
calibracion v se obtuvo una buena correlacion
{0,999) entre todos los tiempos estudiados.

Se evaluo el efecto del tiempo de incubacion sobre
los valores promedio de absorbancia obtenidos
con una muestra de suero humano con aclividad
normal de biotinidasa. Los resultados se pueden
observar en la figura 3.

A partir de los 60 minutos de incubacion de las
muestras con la solucion sustrato, se obtuvieron
valores de absorbancia que no variaron con el
liempo de incubacion. Estos valores de
absorbancia se encuentran en una zona media
de la curva de PABA lo cual nos permite hacer
una buena discriminacion entre las muestras de
individuos afectados con la enfermedad e
individuos con actividad normal de biotinidasa.

A partir de estos resultados, se decidid emplear
en el ensayo un tiempo de incubacion de 60
minutos. La absorbancia se pudo medir en el lector
fluorimetro-fotometro PR 521, 10 minutos después
del desarrollo de color v se observd que esla senal
era estable durante dos horas si se mantenian
las placas protegidas de la luz.

Precision y exactitud

En el cuadro 2 se muestran los coeficientes de
variacion (CV)intra e interensayo. En ambos casos
se evaluaron muestras de actividad de biotinidasa
conocida y gue abarcaban un amplio intervalo de
la curva de calibracidn del ensayo. En todos los
casos, los coeficientes de variacion fueron
inferiores al 10%.

Los porcentajes de recuperacion obtenidos para
el ensayo al mezclar muestras de suero humano
con actividad de biotinidasa conocida, fueron de
98,347,5% v los porcentajes individuales oscilaron
entre 94 y 108%,

Los resultados anteriores nos permiten plantear
que el ensayo es preciso y exacto dentro de un
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intervalo que garantiza poder diferenciar
poblaciones con diferentes valores de actividad
de la enzima biotinidasa.

Determinacion del limite de deteccion

Ellimite de deteccidn del ensayo se definié como
el valor promedio de absorbancia del calibrador 0
de la curva de calibracidon mas tres desviacianes
estandar. La actividad minima delectable fue de
0,64 nmol/minfml. Este valor de aclividad nos
permite utilizar el ensayo para evaluar la actividad
de la enzima biotinidasa en poblaciones normales

0 5in detoegenin

03 Trindn X-100) {0.06%)
0 Tribdn X100 {0,1%)
W Trman 20 (0.05%]

I;D.US-!-:- T

Figura 2. Comparacién de los valores promedio de
absorhancia (n=5) obtenidos para los puntos de la curva de
PABA al emplear detergentes en la solucidn de nitrito de
sodio,
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y clasificar la deficiencia en total o parcial. La
deficiencia total se informa para valores de
actlividad inferiores a 0,7 nmol/min/ml y la
deficiencia pargial en un rango de actividad entre
0,7:y 2.1 nmol/min/ml. Los heterocigoticos
obligados muestran una actividad enzimatica entre
2,2 y 5,2 nmol/min/ml {24).

Pruebas de interferencia

En ausencia de sustrato no hubo interferencia en
las muestras de suero a las que se le adicionaron
las diferentes concentraciones (0-10 mg/ml) de

Tiempo do incubacién [minutos)

|
I |
Figura 3. Efecto del tiempo de incubacion sobre los valores
de absorbancia en una muestra de suero humano con
actividad normal de la enzima bistinidasa.

Cuadroe 1. Valores promedic de absorbancia de la curva de PABA a diferentes tiempos de incubacion

Curva
{pmoliml) - Tiempo (min)
0 10 20 30 60 90 120 cv
1] 0,049 0,045 0,048 0,047 0,048 0,048 0,045 3,2
5 0,110 0,089 0,103 0,108 0,110 0,106 0,102 4.0
10 0,176 0,160 0,175 0,171 0,168 0177 0,178 ar
20 0,272 0,296 0.307 0,298 0,297 0,308 0,310 43
a0 0,541 0,537 0,554 0,562 0,560 0 544 0,560 1,8
20 0,980 0,941 0,885 0,882 1,014 0,883 0,861 23
CV: coeficiente de variacion para cada punto de la curva
Cuadro 2. Precision del ensayo.
Actividad enzimatica Desviacidn cv Actividad enzimatica Desviacion cv
{nmelimin/ml) estandar intraegnsayo (nmoL/minfml) estandar  interensayo
(n=20) (n=10)
2,61 0,20 T.7 4.1 0,31 7.5
571 0,29 51 G0 0,31 59
10,12 0,67 6,6 8.5 0,70 7.8
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ampicilina, genlamicina, fenobarbilal y estrepto-
micina. Los valores de absorbancia obtenidos
fueron similares al valor del calibrador 0 del
ensayo, que fue de 0,09. Los sueros que contenian
sulfametoxasol/trimetoprim y procaina/benzil-
penicilina si interfirieron.en el ensayo. Estos
resultados se muestran en el cuadro 3. El valor
de absorbancia del calibrador de 80 uM de la curva
de calibracion de PABA fue de 1,25 Con el
sulfametoxasolftrimeloprim, para todas las
concenltraciones estudiadas, los valores de
absorbancia fueron superiores al valor del
calibrador de 80 uM de PABA. En el caso de la
procaina/benzilpenicilina, los valores de
absorbancia disminuyeron a partir de 750 UI,
aunque lodavia a la concentracion de 188 Ul esos
valores de absorbancia interfirieron en el ensayo.

Entre las muestras provenientes del Hospital
Pediatrico de Centro Habana se encontraron 5
ninos gue estaban en tratamiento con
sulfameloxasol/trimetoprim. En el cuadro 4 se
observan los valores de absorbancia y de actividad
enzimatica calculada para esas muestras, antes
y después de corregida |a posible interferencia
con el farmaco. Esla correccion se realizo teniendo
en cuenta la absorbancia obtenida con las
muestras en ausencia de sustrato. En las mueslras

DETERMINACION DE LA DEFICIENGIA DE BIOTINIDASA

1, 2 y 3 se observd la interferencia del farmaco, lo
que hace que en lodos los casos la actividad real
de la enzima sea mucho menor. Al ser corregida
la actividad enzimatica en las muestras 2 y 3
pudimos observar que los nifios gue presentaban
una actividad de biotinidasa por encima del valor
promedio de la poblacion (7,1 nmolfmin/ml},
realmente clasificaban dentro del grupo de
heterocigéticos obligados (24). Las muestras 4 y 5
no mostraron sefales de interferencia, pues los
valores de absorbancia obtenidos en ausencia de
sustrato son similares a los del calibrador 0 de la
curva de PABA (0,045). La ausencia de
interferencia en las dos dltimas muestras puede
deberse a que, en el momento de la toma de la
muestra, el farmaco ya habia sido metabolizado
por el organismo. No se pudieron precisar en
ninguno de los casos las dosis y el tiempo de
tratamiento.

Se conocia de la interferencia producida por los
medicamentos pertenecientes a la familia de las
sulfonamidas (11,22). En el caso de la procaina/
benzilpenicilina la interferencia se debe al grupo
4-aminobenzoico en la estructura de la procaina.
En ambos medicamentos, la interferencia esta
asociada con la similitud estructural del farmaco
con el PABA. La presencia de grupos aminos

Cuadro 3. Valores promedio de absorbancia oblenidos con los sueros a los que se les adicionaron los madicamentos

suffametoxasolitrimetoprim y procaina’benzilpenicilina.

Sulfametoxasolitrimetoprim Absorbancia

Procaina/benzilpenicilina Absorbancia

(mgim) (546 nm) Ul {546 nm)
n=5 n=5
10,0 3,00 3.000 2,88
5,0 299 1.500 1,81
25 225 750 0,66
1.25 218 375 0,64
0,625 1.53 188 0,27

Cuadro 4. Interferancia del sulfametexazol/trimetoprim en la determinacidn de la actividad de biotinidasa en muestras de

ninos.
Muestras Absorbancia Actividad enzimatica Absorbancia Absorbancia Actividad enzimatica
total total sin sustrato corregida corregida
(nmol/minfml) {nmolfmin/ml)
1 0,55 134 0,18 0.37 8,58
2 0,46 10,6 0,26 0,20 3,90
3 042 10,0 0,24 0,18 3,39
4 0,37 86 0,05 0.32 7.7a
5 0,28 6,1 0,03 0,25

5,44
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primarios en la estructura aromatica de estos
farmacos contribuye a la formacion del complejo
coloreado aun en ausencia de la enzima
biotinidasa. Los estudios gue se han realizado no
han analizado las condiciones farmacolégicas de
biodisponibilidad y degradacion del medicamento
(11,22), lo gque no descarla la posibilidad de gue
algunos de sus melabolitos puedan generar ofros
interferentes.

Los farmacos evaluados son de uso comun en el
periodo neonatal y en la infancia en general, por
lo que estos estudios de interferencia son un
elemento muy importante a tener en cuenta al
emplear este ensayo, ya que la presencia de
ciertos farmacos puede ser una fuente de falsos
negativos y, en aquellos casos en gue se oblengan
valores de absorbancia muy altos, se debe
sospechar la presencia de interferentes. De hecho,
se recomienda realizar las dos determinaciones
simultaneamente {en ausencia y presencia de
sustrato) para descartar posibles interferencias
(11,22).

Efecto de la congelacion-descongelacion
sobre la actividad enzimatica

El cuadro 5 muestra los resultados obtenidos al
evaluar el efecto de la congelacidn-descongelacion
sobre la actividad enzimatica de la biotinidasa en
cinco muestras de suero humano. El proceso de
congelacion-descongelacion no afecto
significativamente la aclividad de la enzima
biotinidasa.

En esle trabajo nos referimos a la actividad
hidrolitica de la enzima, pues es |a (nica funcian
que se puade medir con el ensayo. Por tanto, no
podemos afirmar que las otras funciones de la
enzima biolinidasa, por ejemplo, la actividad
biotiniltransferasa (24), no se vean afectadas por
el proceso de congelacidon-descongelacion. Hay
que sefalar que este estudio se realizd con
muestras recientes, por lo que seria interesante
evaluar este efecto con muesiras conservadas
por largos periodos a diferentes temperaturas.

Determinacion de la actividad de la enzima
biotinidasa en muestras de suero humano

El valor promedio de actividad hidrolitica de |a
enzima biotinidasa obtenido al evaluar un grupo
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Cuadro 5. Efecto de la congelacidn-descongelacion de las
muestras de suero humano sobre la actividad de la
biotinidasa; para el analisis astadistico se empled un analisis
de varanza (ANOWVA) de clasificacion simple.

Actividad Descongelaciones

anzimatica

{nmelminimil) 1 2 3 4 5 [
6,831 7TE62 TA119 T 198 7825 T.A8B1 007
5,731 5450 5925 6631 5650 6,756 027
T.037 7,938 T413 8288 8913 7800 010
5631 6,869 62313 5756 6381 6788 OMN
6,163 7356 6856 YeB62 70068 7,813 0,19

de nifios (n=205), con un promedio de edad de
6,544 2 afos, fue de 7,04£2 2 nmol/min/ml, Este
resultado es similar a lo informado para otras
poblaciones con actividad normal de la enzima
(25,26).

Mo se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores promedios de
actividad de la enzima al realizar el estudio por
sexo (p=0,33) y raza (p=0,38). La deficiencia de
biotinidasa ha sido descrita en distintas
poblaciones y no se ha determinado la existencia
de una mayor frecuencia de aparicion por sexo o
raza.

En el cuadro 6 se pueden observar los valores de
actividad enzimatica obtenidos para tres grupos
de edad diferentes. El valor medio de actividad
de biotinidasa obtenido para el grupo 1 fue
ligeramente mayor que en el resto de los grupos;
sin embargo, no hubo diferencias estadistica-
mente sigrificativas al realizar |la prueba t de
Student entre los grupos 1y 2 (p=0,11), los grupos
1y 3({p=0,21)ylos grupos 2 y 3 (p=0,84).

Se ha informado que los niveles de actividad de
biotinidasa en recién nacidos es entre 50 y 70%
inferior al valor promedio de la poblacion adulta
(22); pera los niveles de actividad en adultos se
alcanzan al mes de nacidos (27). Esto coincide
con nuestros resultados, en los cuales el valor
medio de actividad de biotinidasa por grupos de
edad &s similar a lo informado para la poblacién
adulta. Los valores de actividad enzimatica
obtenidos con las muestras 2 y 3 {cuadro 4), que
los define como heterocigaticos obligados, hablan
de la necesidad de realizar estudios que permitan
evaluar la frecuencia de portadores de genes para
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Cuadro 6, Estudio de la actividad hidrolitica de la enzima
bictinidasa por grupos de edad ; para el analisis estadistico
se ampled la prueba t de Student.

Grupos Edad n Actividad
enzimatica
[anos) [nmolfminfmi}
1 1-5 95 727 +£213
2 610 69 6,75 & 2,06
3 11-17 41 6.78+ 2,09

Datos expresados: media £ D.E.

la deficiencia de bictinidasa en la poblacién
cubana. Estimados inlernacionales obtenidos de
los programas de tamizaje neonatal muestran una
frecuencia de portadores de 1 por cada 123
individuos (28).

La incidencia de la deficiencia de biotinidasa en
muchos palses es desconocida. Segln los
resultados de los programas de tamizaje neonatal,
la incidencia de la deficiencia total es
aproximadamente de 1 en 110.000 y, teniendo en
cuenta los casos de defliciencia parcial, se estima
una incidencia mundial de 1 en 60.000 (4). El
diagnadstico temprano de esta enfermedad
mediante los programas de tamizaje neonatal, asi
como una efectiva suplementacion oral con biotina
libre, previene la aparicion de sintomas.

Este ensayo colorimétrico cuantitativo que emplea
como sustrato el B-PABA tiene |la venlaja de
emplear pequenos volumenes de muestra (25 ml
de suero) sin que se afecte la precision y exactitud
(29,30} y puede utilizarse dentro de los programas
de tamizaje neonatal para la confirmacion y
clasificacion de los casos en que se sospeche la
deficiencia de biotinidasa, Ademas, puede
emplearse en la realizacion de estudios familiares
y en el analisis de individuos gue presenten
algunos de los sintomas de la enfermedad.
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