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ABREVIATURAS

ADP: Difosfato de adenosina

ATP: Trifosfato de adenosina

B-OHB: Beta hidroxibutirato

CO:z2: Bioxido de carbono

GLUT: Transportador de glucosa

GMPc: Monofosfato de guanidina ciclico

MCC: B—metilcrotonil-CoA carboxilasa

NAD: Dinucleétido de adenina nicotinamida

NADPH: Dinucleétido de adenina nicotinamida reducida fosfato
PARP: Poli (ADP-ribosa) polimerasa

PC: Piruvato Carboxilasa

PCC: Propionil-CoA carboxilasa

PDX-1: Pancreatic Duodenum Homeobox 1

PKG: Proteina cinasa G

SMVT: Transportador multiple de vitaminas dependiente de sodio

STZ: Estreptozotocina
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RESUMEN

El incremento de la diabetes en México y el mundo es alarmante, por ello la
importancia de su prevencion y tratamiento. El objetivo de esta tesis fue analizar el
posible efecto protector de la biotina en el desarrollo de diabetes.

Para demostrar esto se monté un modelo experimental de diabetes (nicotinamida
y STZ) en ratas las cuales habian sido pretratadas con biotina durante 28 dias. En
otro grupo de ratas después de la induccién de diabetes se continué el tratamiento
con biotina. Al inicio del experimento, antes de la induccion de diabetes y una vez
a la semana en las siguientes 4 semanas después de la induccion, se analiz6 la
glucemia y los cuerpos cetdnicos en sangre, asi como la supervivencia. También
se realiz6 un analisis inmunohistoquimico del pancreas.

Se demostré que el pretratamiento con biotina protege del desarrollo de diabetes
en el 20% de los animales, disminuye las concentraciones de cuerpos cetonicos,
reduce la mortalidad de los animales y el dafio de los islotes pancreaticos.

En este trabajo concluimos que la biotina tiene un efecto protector parcial en el
desarrollo de diabetes, disminuye la mortalidad en las ratas diabéticas, disminuye
la produccion de cuerpos cetonicos (cetogénesis hepatica). La morfologia de los
islotes pancreaticos de ratas diabéticas pretratadas con biotina sugiere un menor
dafio tanto morfolégico como histologico. Finalmente concluimos que este es un
buen modelo para abordar los mecanismos moleculares mediante los cuales la

botina u otras sustancias puedan prevenir o mejorar el tratamiento de la diabetes.



INTRODUCCION
BIOTINA

La biotina llamada también Vitamina B7 o vitamina H es una vitamina con una
estructura quimica compleja que posee dos anillos: uno de ellos contiene un grupo
ureido (-N-CO-N-) y el otro anillo contiene azufre que se denomina anillo
tetrahidrotiofeno, de donde se ramifica una cadena lateral de acido valérico (Final
report on the safety assessment of biotin, 2001).

La biotina pertenece al grupo de las vitaminas hidrosolubles del complejo B. En
mamiferos actia como cofactor de cuatro carboxilasas mitocondriales: piruvato
carboxilasa (PC), propionil-CoA carboxilasa (PCC), B-—metilcrotonil-CoA
carboxilasa (MCC), y acetil-CoA carboxilasa (ACC), esta ultima también en su
forma citosdlica. Las reacciones de carboxilacion tienen una participacion muy
importante en el metabolismo intermediario, ya que actian en reacciones clave de
la lipogénesis, el ciclo de Krebs, la gluconeogénesis y el catabolismo de proteinas
y lipidos (Rodriguez- Meléndez, 2000).

Ademas de la participacion de la biotina en procesos metabdlicos como grupo
prostético, la biotina modifica funciones biolégicas como la proliferacién celular, el
desarrollo embrionario, funciones inmunoldgicas y el metabolismo a través de un
efecto sobre la expresion genética. (Rodriguez-Meléndez et al. 2003, Pacheco-
Alvarez et al. 2002).

Metabolismo de la biotina en mamiferos.

La biotina se encuentra presente en pequefias cantidades en una gran cantidad de
alimentos unida covalentemente al grupo E amino de una lisina formando el
dimero conocido como biocitina, péptidos biotinilados, o bien en forma libre
(Dakshinamurti y Chauhan, 1994). Para su absorcidon se requiere romper este

enlace semipeptidico por accion de la biotinidasa pancreatica (Hymes y Wolf,



1996). La biotina libre se absorbe por los enterocitos de la porcion distal del
duodeno y proximal del yeyuno y posteriormente pasa al torrente sanguineo. La
entrada a las células se lleva a cabo a través de un transportador mdultiple de
vitaminas dependiente de sodio (SMVT) que reconoce principalmente la porcion
del acido valérico de la biotina (Cohen y Thomas 1982, Chatterjee et al. 1999). El
SMVT es una proteina transmembranal que funciona como simportador
electroneutro, introduciendo a la biotina y al acido pantoténico junto con el sodio, a

favor de un gradiente de concentracion.

Las carboxilasas son sintetizadas como apocarboxilasas, sin actividad enzimatica,
en el citoplasma. Al unirseles la biotina covalentemente por accion de la
holocarboxilasa sintetasa, se forma la proteina activa u holoenzima (Chapman-
Smith y Cronan, 1999). Esta reaccion se lleva a cabo en dos etapas: en la primera
la biotina se activa al reaccionar con una molécula de ATP, formando el
intermediario biotinil-5"-adenilato. En la segunda etapa el grupo biotinilo se
transfiere a la apoenzima formandose un enlace semipeptidico con un residuo de
lisina, localizada dentro de una secuencia Met-Lys-Met altamente conservada en

todas las apocarboxilasas (Lamhonwah et al. 1987).

El papel de la biotina en las reacciones catalizadas por las carboxilasas es
fundamental, ya que actia como vector para transferir un grupo carboxilo activado,
de una molécula donadora a una receptora, durante la reaccion de carboxilacion
(Jitrapakdee y Wallace, 2003).

Posteriormente, la protedlisis de las holocarboxilasas libera residuos de lisina
unidos covalentemente a la biotina (biocitina). Este enlace se rompe por accion de
la biotinidasa y de este modo la biotina puede ser reciclada e integrarse como
grupo prostético a nuevas carboxilasas sintetizadas, o bien puede catabolizarse
formando otros productos derivados y excretarse. La sintesis de las

holocarboxilasas y su catabolismo se denomina ciclo de la biotina. [FIGURA 1].
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Figura 1. Ciclo de la biotina. Una vez que la biotina es introducida a las células, por sccion de
la holocarboxilasa sintetasa es transformada a biotinil-AMP, v de esta manera ze une
covalentemente a la apocarboxilaza. La forma activa u holocarbaxilasa emplea a la biotina como
acaneador del idn bicarbonato, Una vez gue las carboxilasss son degradadas por protedlizizs, ze
libera la bioting unida & | lizina (hiocting), ¥ este producto por accion de la biotinidasa puede ser
nuevamente utilizada en la formacion de nuevas holocarboxilazas . Modificado de Rodriguez-
heléndez, 2000.

La biotina en la expresion genética.

Ademas de su funcién clasica como grupo prostético, la biotina modifica la

expresion génica, tanto a nivel de la transcripcién como de la traduccion.

A nivel transcripcional regula diversos genes como los que codifican a las enzimas
que requieren de la biotina como grupo prostético y sustrato, como son la

holocarboxilasa sintetasa (HCS) (Rodriguez-Meléndez et al. 2001, Solérzano-



Vargas et al. 2002), la acetil coenzima A carboxilasa -1 (ACC1), la propionil
coenzima A carboxilasa —A (PCCA)( Soldérzano-Vargas et al. 2002), asi como para
proteinas que no la requieren como cofactor; entre estas Ultimas se han
identificado a la glucocinasa hepatica (Chauhan y Dakshinamurti, 1991), la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa hepatica (Dakshinamurti y Li, 1994), la
glucocinasa pancreética (Borboni et al. 1996, Romero-Navarro et al. 1999), la
insulina (Romero-Navarro et al. 1999, Yoshikawa et al. 2002) el factor
transcripcional PDX-1 (Yoshikawa et al. 2002), la interleucina 2 y su receptor
(Rodriguez- Meléndez et al. 2003, Manthey et al. 2002), asi como otros factores

transcripcionales (Scheerger y Zempleni, 2003).

La biotina afecta también la expresion de genes a nivel pos-transcripcional. El
grupo de Stockert encontré que la biotina modifica la expresion del receptor de
asialoglicoproteinas a través de una via de fosforilaciones que requiere de GMPc y
de la proteina cinasa G (Collins et al. 1998, Stockert y Morell 1990, Stockert et al.
1992, Stockert y Ren 1997, De la Vega y Stockert 1999). Por un mecanismo
transcripcional que requiere de la activacion de la PKG, la biotina también regula

la expresion del receptor de insulina (De la Vega y Stockert, 2000).

Efecto de la biotina sobre el metabolismo de los carbohidratos.

Los efectos de la biotina sobre el metabolismo de carbohidratos se han
determinado tanto in vivo como in vitro en diferentes condiciones fisiol6gicas: 1) de
deficiencia de biotina, 2) en condiciones fisiolégicas normales y 3) en estado

diabético.

Efecto de la deficiencia de biotina. Las primeras evidencias que sugirieron que

la biotina intervenia en el metabolismo de los carbohidratos y permitieron el
descubrimiento del efecto de la biotina sobre la expresion genética fueron

reportadas por el grupo de Dakshinamurti et al. (Mistry et al. 1962). Este grupo



demostré que las ratas deficientes en biotina presentaban curvas de tolerancia
significativamente mas elevadas que los animales control y que el contenido de
glucdgeno hepatico y la fosforilacion de la glucosa eran menores en los animales
deficientes de biotina (Dakshinamurti et al. 1968). Asimismo demostraron que las
anomalias en el metabolismo de carbohidratos en ratas deficientes de biotina se
debian a wuna disminucion en la actividad de la glucocinasa hepética
(Dakshinamurti et al. 1970), enzima clave en la captacién posprandial de glucosa
por el higado.

La deficiencia de biotina afecta el metabolismo del islote pancreatico. En nuestro
laboratorio, con ratas deficientes de biotina, se demostré que la carencia de la
vitamina produce una disminucion tanto de la actividad como de la abundancia de
RNA mensajero de la glucocinasa pancreética, enzima clave en el proceso que
permite a la célula B secretar insulina en respuesta a glucosa (Romero-Navarro et
al. 1999). De igual manera se observd que los islotes pancreaticos aislados de
ratas deficientes de biotina, presentan una secrecion disminuida de la insulina en

respuesta a glucosa (Romero-Navarro et al. 1999).

Efectos de la biotina sobre el metabolismo de carbohidratos en diferentes

estados fisiolégicos. En ratas, dosis farmacolégicas de biotina (1mg/kg)

incrementan la actividad de la glucocinasa hepatica, tanto en condiciones
posprandiales como en condiciones de ayuno (Dakshinamurti et al. 1968,
Dakshinamurti et al. 1970, Dakshinamurti et al. 1970b).

En células aisladas de rata cultivadas con biotina, se observé que la biotina tiene
la facultad de regular la expresion genética. Spence y Koudelka (1984)
encontraron que en hepatocitos aislados de ratas normales la biotina incrementa
la actividad de la glucocinasa y este aumento se encuentra precedido por un
incremento en las concentraciones intracelulares de GMPc. Estudios en nuestro
laboratorio demostraron que en cultivos primarios de islotes de ratas normales, el

tratamiento con biotina aumenta la actividad y la expresion de la glucocinasa



pancreatica. Asimismo se ha encontrado que la expresion del gen de la insulina y
la secrecién de esta hormona en respuesta a la glucosa se incrementan con el
tratamiento con biotina (Furukawa et al. 1995). De igual manera, estudios
realizados por Sone y su grupo de trabajo (Laychock et al. 1991) encontraron que
islotes estimulados con 100 uM de biotina, en presencia de 16.5 mM de glucosa,
aumentan la produccién de ATP y de CO,, ademas de que la tasa de oxidacion de
la glucosa fue proporcional a los efectos observados en la secrecion de insulina.
Este mismo grupo también encontr6 que en mitocondrias hepéticas, el estado tres
de la cadena respiratoria aumenta en respuesta a biotina lo cual favorece una
mayor produccion de ATP (Sone et al. 2004). También se ha reportado que la
biotina aumenta la expresion del factor transcripcional PDX-1, el cual es
determinante en el desarrollo pancreatico (Yoshikawa et al. 2002) y en la
expresion de genes que participan en funciones especificas del islote de

Langerhans.

Efectos de la biotina en modelos diabéticos.

Efectos sobre la hiperglucemia: Diversos estudios han encontrado que la
administracion de dosis farmacolbgicas de biotina disminuyen la hiperglucemia:
pacientes con diabetes tipo 1 tratados durante una semana con biotina,
disminuyeron sus concentraciones de glucosa en ayuno (Coggeshal et al. 1985).
En un estudio en pacientes japoneses diabéticos tipo 2 (Maebashi et al. 1993), se
encontré que la administracién oral de 9 mg de biotina diariamente durante un mes
disminuy6 las concentraciones sanguineas en ayuno de glucosa, piruvato y
lactato; al suspender la administracion de la biotina se produjo un retorno a las
concentraciones hiperglucémicas observadas antes del inicio del tratamiento.

Asi mismo, en pacientes diabéticos sometidos a hemodidlisis que recibieron una
dosis equivalente a 21 mg/dia de biotina durante 2 meses, mejoraron sus pruebas
de tolerancia a la glucosa (Koutsikos et al. 1996), mientras que en otro grupo de
pacientes diabéticos con neuropatia diabética, se observdo mejoria después de

recibir una dosis de biotina durante un afio (Koutsikos et al. 1990). Nuestro grupo



ha demostrado que en pacientes diabéticos tipo 2, el tratamiento con 15 mg/dia de
biotina durante 28 dias disminuye el area de las curvas de tolerancia a la glucosa
(Baez-Saldafa et al. 2004).

En modelos animales con diabetes tipo 2 también se ha reportado que la biotina
disminuye la hiperglucemia. En ratones de la cepa KK no obesos y en las ratas
OLETF gque presentan obesidad espontanea, se observd una disminucion de la
hiperglucemia y en la curva de tolerancia a la glucosa en respuesta al tratamiento
con dosis farmacoldgica de biotina (Zhang et al. 1997).

Efectos sobre el higado de animales diabéticos: Estudios en modelos
experimentales de ratas diabéticas inducidas por el tratamiento con alloxana
(Dakshinamurti et al. 1970) o con estreptozotocina (Zhang et al. 1997) encontraron
que la biotina aumentd la actividad de la glucocinasa hepatica, el incremento se
produce a través de un aumento de la sintesis “de novo” de la proteina. El
tratamiento con biotina también incrementé las actividades de las enzimas
glucoliticas: fosfofructocinasa y piruvato cinasa, pero no de la enzima bifuncional
fosfohexosa isomerasa (Dakshinamurti et al. 1970). En otro estudio més reciente
llevado a cabo en ratas cuya diabetes fue inducida por estreptozotocina la biotina
redujo la transcripcién de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, enzima limitante de la
gluconeogénesis (Dakshinamurti y Li, 1994). Estas observaciones apoyan el
concepto de que la biotina posee un efecto hipoglucemiante al favorecer la

glucdlisis y disminuir la gluconeogénesis.

Efectos sobre el pancreas de animales diabéticos: En el modelo diabético
producido por estreptozotocina (dosis de 45 mg por kg de peso), se observé que el
tratamiento por 15 dias con biotina (0.1 mg/rata/dia), aumenta la actividad de la
glucocinasa pancreatica sin afectar la secrecion de insulina (Zhang et al. 1997).
Sin embargo estos resultados son dificiles de interpretar debido a la toxicidad del

tratamiento de la estreptozotocina sobre las células B pancreaticas.



Ademas de su funcion clasica como grupo prostético en el metabolismo, la
vitamina hidrosoluble biotina, regula la expresion genética y muchos de los genes
regulados por esta vitamina participan a su vez en el metabolismo de los
carbohidratos.

El mantenimiento de la homeostasis del metabolismo de carbohidratos en los
mamiferos es regulado de manera integral por diversos érganos como el higado,
el cerebro y el pancreas; participan también el tejido adiposo y el masculo.

El pancreas es un érgano particularmente importante desde el punto de vista
endocrino ya que con sus secreciones hormonales mantiene estables las
concentraciones de glucosa en el organismo, con lo cual, las células obtienen la
energia necesaria para realizar sus funciones de manera adecuada y mantener la
vida.



PANCREAS

La palabra pancreas deriva de las raices griegas pan que significa “todo” y creas
que significa “carne”. El péancreas en los mamiferos consiste de tres
compartimientos principales: el sistema ductal, las células exocrinas acinares que
secretan enzimas hacia el intestino, y células endocrinas que secretan hormonas
hacia la circulacion sanguinea (Slack, 1995).

El pancreas de los mamiferos esta situado en la cavidad abdominal, entre el bazo
y el duodeno (Bishop y Polar, 2003). Esta glandula se conecta al duodeno por el
ampula de Vater, que es la region donde se une el conducto pancreatico principal
con el conducto biliar. [FIGURA 2].

Anatdmicamente el pancreas se divide en cabeza, cuerpo y cola, estos términos
son utilizados para designar las regiones del érgano desde la porcidon proximal
hacia la distal (Hiriart, 2002).

El pancreas exocrino es una glandula acinar ramificada y lobulada. Las células
secretoras estan agrupadas dentro de los acinos que contienen enzimas
digestivas (proteasas, amilasas, lipasas y nucleasas entre otras) y componentes

no enzimaticos incluyendo el bicarbonato (Slack, 1995).

Las células endocrinas se agrupan en los islotes de Langerhans, los cuales se
encuentran dispersos en todo el pancreas, estan compuestos de células epiteliales
dispuestas en cordones, entre ellos hay una red de vasos sanguineos y estan
separados de los I6bulos vecinos por una fina capsula de fibras reticulares.

Existen cinco tipos principales de células endocrinas. Las células B secretan
insulina, y también un antagonista de la insulina llamado amilina, este tipo celular
forma la mayoria de las células en el islote. Las células o secretan glucagon, las
células & secretan somatostatina, las células € secretan ghrelina y las células PP
secretan polipéptido pancreatico. Los islotes ricos en células PP se encuentran
particularmente en la parte posterior de la cabeza (Bishop y Polar, 2003).



ESCIJEMA DE UM ISLOTE DE
LANGERHAMNS DE RATA

Figura 2. Esquema del pancreas y
de un islote de rata. Modificado de
Bishap y Falak, 2003,
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En los roedores existe un patron de segregacion de las células B en el islote,
donde éstas se encuentran en el centro del islote, mientras que los demas tipos
celulares se ubican en la periferia, sin embargo en los humanos esta segregacion,
aunque presente, estd menos clara y definida. La proporcion de células

endocrinas es wuna fraccibn pequefia de la masa pancreédtica total,



aproximadamente 4% del total de células para el caso del raton, sin embargo la
fraccion secretora de insulina comprende cerca del 80% de las células del islote

pancreatico.

Los islotes estan irrigados por un extenso laberinto de capilares. Cada islote esta
normalmente irrigado por 1-3 arteriolas, las cuales abruptamente terminan como
capilares y 1-6 vénulas, dependiendo de la talla del islote. Los capilares en los
islotes pancreaticos incluyen células endoteliales que estan fenestradas para
permitir la rapida captacion de las hormonas peptidicas y es conocido que los
islotes con capilares fenestrados son de 4-7 veces mas permeables que los
capilares no fenestrados Los productos hormonales secretados por las células de
los islotes dentro del fluido extracelular circundante pueden asi atravesar la
membrana basal del endotelio antes de que entren al torrente sanguineo (Norris
1997, Norman 1997).

Son los islotes pancreéticos los que con sus secreciones hormonales, como la
insulina y el glucagon, regulan la captacion de glucosa tanto en la condicién
posprandial como en el ayuno, respectivamente. El desequilibrio de estos
delicados mecanismos que controlan la homeostasis de la glucosa puede

desencadenar la diabetes mellitus.



DIABETES MELLITUS

La diabetes mellitus se define como un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizado por hiperglucemia a consecuencia de defectos en la secrecion de

insulina, la accién de la insulina 0 ambos (American Diabetes Association 2006).

TIPOS DE DIABETES MELLITUS

La diabetes no es una alteracién simple, sino que es la culminacién de un conjunto
de desdrdenes complejos que generan una deficiencia relativa o absoluta de
insulina.

Los niveles de glucosa sanguineos dependen de la tasa en la cual la glucosa entra
a las células y abandona la sangre, asi, defectos en algin punto de esta via
metabolica pueden causar diabetes. Estos defectos pueden ser agrupados en
aguéllos que causan una disminucion absoluta en los niveles de insulina
plasmatica (deficiencia de insulina) o aquellos que interfieren con la funcion de la
insulina sobre los tejidos blanco (resistencia a la insulina) (German, 2000).

Existen dos tipos principales de diabetes: la diabetes tipo 1 (DM1) y la diabetes
tipo 2 (DM2), ademas de las formas monogénicas conocidas como MODY. La
diabetes tipo 1 se presenta cuando hay una destruccién total o parcial de las
células B productoras de insulina en los islotes de Langerhans pancreéticos, y es
causada por un proceso autoinmune en el 95% de los casos. Los pacientes con
diabetes tipo 1 requieren tratamientos con insulina exdgena para sobrevivir. Su

frecuencia es de cerca del 10% de todos los casos de diabetes (Jarret, 1991).

La DM2 se caracteriza por una disminucion en la accion de la insulina y/o una
secrecion anormal de insulina (ADA 2006). Es una de las enfermedades mas
frecuentes en el mundo (aproximadamente 90% de los casos totales de diabetes),
y los estimados globales predicen aumentos de aproximadamente 50% en el

namero de casos, para el afio 2010, con una mayor incidencia en los paises en



vias de desarrollo, debido principalmente a los desequilibrios dietéticos, tales
como una ingesta excesiva de carbohidratos y baja en proteinas (Zimmet et al.
2001).

Fisiopatologia de la diabetes tipo 1

La diabetes tipo 1 es una enfermedad autoinmune en la gran mayoria de los
casos, no obstante en un 5% de los casos la etiologia puede definirse como
idiopética (de causa desconocida).

Generalmente, la patologia se manifiesta en la nifiez. Durante el inicio de la
enfermedad pueden ser detectados anticuerpos anti célula B en la circulacién
sanguinea, entre los que se encuentran anticuerpos contra células del islote (ICA),
anticuerpos contra glutamato descarboxilasa (GAD) y anticuerpos contra insulina
(IAA). Estos anticuerpos pueden ser utilizados para diagnéstico ya que como tal
no causan la destruccion de la célula B. Por otra parte, las células T son las que se
infiltran en los islotes (proceso llamado insulitis) y destruyen las células B. En la
mayoria de los casos, éste es un proceso que puede prolongarse meses y hasta
afos, aun cuando la hiperglucemia ya ha sido cronica y la sintomatologia de la

diabetes ya se ha manifestado (German, 2000).

Fisiopatologia de la diabetes tipo 2

La diabetes tipo 2 incluye al 90% de los casos de diabetes, y se caracteriza por
deficiencias en la accion de la insulina y/o defectos en la secrecion de insulina.
Para entender las alteraciones metabdlicas responsables en el desarrollo de la
enfermedad, es necesario entender la regulacion del metabolismo energético en el

organismo.

Fundamentos de metabolismo energético
Durante el estado posprandial, los carbohidratos y lipidos en exceso son
almacenados en forma de glucégeno vy triglicéridos, respectivamente. En estado

de ayuno estos reservorios energéticos son degradados para proveer de energia



al organismo. Las reservas de energia son sintetizadas y degradadas como
respuesta de mensajes hormonales.

Después de comer, la regulacién de la secrecion de insulina por las células B
pancreaticas junto con la respuesta hacia la insulina por los principales tejidos
participantes en el metabolismo de la glucosa, tales como el musculo, el higado y
el tejido adiposo, mantienen la homeostasis de la glucosa en el plasma. La
insulina promueve la captacién de glucosa, la sintesis de glucégeno en higado y
musculo, asi como la formacion de lipidos para ser almacenados en el tejido
adiposo, y la sintesis de proteinas en la mayoria de las células. [FIGURA 3]. El
paso limitante en la captacion de glucosa en el cuerpo es el transporte de glucosa
dentro de las células del musculo esquelético, lo que corresponde a mas del 75%
de la captaciéon de glucosa (Klip y Paquet, 1990). Asociado con el efecto
estimulatorio de la insulina sobre la sintesis de las reservas energéticas, en el
estado prandial, la hormona inhibe la produccion de glucosa y la lipdlisis. (Barthel
y Schmoll 2003).

Receptor

Amanodcidos o

Glucosa insulina

Figura 3. La regulacion del metabolismo por la insulina. La inzuling ez la hormona anabalica
mejor conocida, ks cual promueve la sintesis ¥ almacenamiento de carbohidratos, lipidos v
proteinas, mientras gue inhibe su degradacion y liberacion a la citculacion. La insuling estimula |
captacidn de glucoss, aminoacidos v acidos grasosz al interior de las células, ¥ aumenta |
expresian o actividad de las enzimas gue catalizan la sintesis de glucdgeno, lipidos v proteinas,
miertras que inhibe la actividad o expresion de aguelas moléculas que catalizan la degradacion.
Modificado de Saltiel v Wahn, 2001 .



Durante el estado de ayuno, disminuyen las concentraciones de insulina en
plasma mientras que las hormonas contrarreguladoras de insulina, como el
glucagon, los glucocorticoides y las catecolaminas, participan en la produccion de
glucosa degradando el glucdégeno y activando la gluconeogénesis, asi mismo
inician la lipdlisis, ademas de disminuir la sintesis de proteinas y aumentar su
degradacion (Bolli y Fanelli, 1999).

Ademas de las hormonas clasicas que participan en la regulacion del
metabolismo, existe evidencia que las hormonas secretadas por el tejido adiposo,
las adipocinas, asi como los acidos grasos libres, influyen en el metabolismo y el

gasto energético (Arner, 2005).

Metabolismo en la diabetes tipo 2

La fisiopatologia de la diabetes tipo 2 se caracteriza por una disminucion en la
accion biolégica de la insulina y/o un dafio en la secrecién de la hormona.

Las etapas tempranas de la enfermedad se caracterizan por la resistencia a la
insulina; un estado inconveniente donde la insulina es incapaz de ejercer sus
efectos biolégicos a concentraciones que son efectivas en sujetos sanos (Saltiel y
Kahn, 2001). La resistencia a la insulina es considerada como el factor que integra
diversas manifestaciones clinicas en el desarrollo del sindrome metabdlico, tales
como la intolerancia a la glucosa, la hipertension y las dislipidemias.

La resistencia a la insulina ocasiona una deficiente captacion de glucosa y por
tanto una inadecuada sintesis de glucégeno en los tejidos periféricos (DeFronzo
1988, Cline 1999).

El escaso almacenamiento de glucégeno en el higado, asi como la actividad de la
glucoégeno sintasa son también observados en la resistencia a la insulina

(Shulman 2000, Bogardus 1984). La resistencia a la insulina causa también una



inhibicion defectuosa de la produccion de glucosa hepatica, lo que ocasiona que
se siga produciendo glucosa en un estado posprandial, semejante a un estado de
ayuno (Barthel y Schmoll 2003). La resistencia a la accién anti-lipolitica de la
insulina también favorece la degradacion de los triglicéridos en el tejido adiposo y
la produccién de acidos grasos libres, los cuales inhiben la captacion de glucosa
estimulada por la insulina asi como el metabolismo en el mudsculo esquelético,
estimulan la gluconeogénesis hepética (Boden y Shulman 2002, Shulman 2000) e
interfieren con la sefalizacién del receptor de insulina (Saltiel y Kahn, 2001). Se
conoce ademas que cambios en los niveles de adipocinas en suero contribuyen al
estado de resistencia a la insulina (Rajala y Scherer, 2003).

La resistencia a disminuir los niveles de glucosa en suero determina que se
presente un ligero aumento en las concentraciones de glucosa lo cual estimula la
secrecion de insulina y se genere hiperinsulinemia. En un inicio, la
hiperinsulinemia es capaz de contrarrestar la resistencia a la insulina. El estado
diabético se desarrolla cuando la secrecion de insulina no puede compensar el
estado cronico de resistencia a la insulina, y es en ese momento cuando la
hiperglucemia se presenta tanto en el ayuno como en un estado posprandial
(Reaven,1988).



COMPLICACIONES CLINICAS EN LA DIABETES

La deficiencia de insulina que se genera en la diabetes tipo 1 y en la diabetes tipo
2 mal controlada, conlleva a complicaciones patolégicas a corto plazo.

Complicaciones patolégicas a corto plazo

La falta de insulina en los érganos blanco para esta hormona, es interpretado
como un estado de ayuno, y las células responden para compensar la situacion. El
higado secreta glucosa producida por glucogendlisis y gluconeogénesis, el
musculo degrada proteinas y libera aminoacidos, mientras que el tejido adiposo
libera acidos grasos. Los niveles de glucosa sanguineos continlan aumentando
hasta que se sobrepasa el limite para reabsorber glucosa en los tubulos
proximales renales y la glucosa aparece en la orina (glucosuria). La glucosuria
genera en la persona diuresis elevada que se describe como orinar

frecuentemente (poliuria) y padecer sed excesiva (polidipsia).

Los cambios repentinos en la concentracion de glucosa plasméatica causan vision
borrosa debido a que la glucosa en plasma se equilibra lentamente con la glucosa

extracelular en los lentes del ojo (Kohner et al. 2001).

El estado catabdlico inducido por la deficiencia de insulina y la degradacién de los
tejidos trae consigo la pérdida de grasa y masa muscular ademas de una falta de
calorias debida a la glucosuria, que se presentan como pérdida de peso corporal,
debilidad (caquexia) y fatiga. La deficiencia de insulina también afecta
disminuyendo la funcion del sistema inmune, lo que ocasiona un aumento en la
probabilidad de contraer infecciones (Frayn, 1986).

La pérdida continua de liquidos corporales ocasionada por la glucosuria genera
una hiperosmolaridad que puede llevar a un estado mental alterado y en
ocasiones causar coma hiperosmolar (Soler et al. 1973).



Sin embargo, en el momento que se presenta la escasez absoluta de insulina ya
existe cetosis lo suficientemente severa para ocasionar cetoacidosis, tiempo antes
gue se presente coma hiperosmolar.

Cuando los niveles de insulina estan disminuidos se favorece la produccion de
cuerpos cetdnicos a causa de un aumento en la cantidad de acidos grasos y en la
B-oxidacién, ademas de un incremento en la cetogénesis hepética y la disminucién
del metabolismo de los cuerpos cetonicos en tejidos periféricos (Mc Garry y
Foster, 1980).

Los niveles de acidos grasos libres aumentan a consecuencia de la degradacion
excesiva de triglicéridos en los adipocitos, esto se lleva a cabo al aumentar la
actividad de la lipasa sensible a hormonas (lipasa intracelular), que en condiciones
normales es inhibida por la insulina. En el higado, se aumenta la (-oxidacién
porgue los niveles de malonil CoA (inhibidor de la Carnitina Acil Transferasa |, que
controla la entrada de acidos grasos a la mitocondria, paso limitrofe en el
catabolismo de los acidos grasos) estan disminuidos dado que no existe el citrato
como sustrato al inicio de la gluconeogénesis activa ni la inhibicion de Acetil CoA
carboxilasa. El acetil CoA, producto de la B-oxidacion, se acumula en la
mitocondria ya que el ciclo de Krebs esta reducido a causa de que el oxalacetato
es llevado a la gluconeogénesis y ademas que los altos niveles de NADPH y ATP
de la B-oxidacion inhiben el ciclo. El exceso de acetil CoA es entonces el sustrato
para la produccion elevada de cuerpos ceténicos (Mc Garry y Foster, 1980).

En la cetogénesis, que causa una cetonemia, y ésta lleva a un estado de
cetoacidosis, gran parte de la acetil coenzima A es utilizada en la sintesis de acido
B-hidroxibutirico y acido acetoacético. El acetoacetato es convertido en acetona a
través de la descarboxilacién espontdnea no enzimética en relacion lineal a su

concentracion (Tavera y Coyote, 2006).

Los cuerpos cetdnicos acetoacetato y (B-hidroxibutirato atraviesan las membranas
tanto mitocondrial como celular y son liberados hacia la circulacion sanguinea

ocasionando cetonemia.



La acidosis es secundaria a la sobreproduccion de acido B-hidroxibutirico y
acetoacético. En condiciones fisiologicas de pH, estos dos cetoacidos se disocian
completamente y el exceso de hidrogeniones se une al bicarbonato, originando un
descenso en los niveles séricos del mismo. Los cuerpos cetonicos circulan en
forma anibnica, lo cual origina acidosis de anion elevado, caracteristico de la

cetoacidosis (Tavera y Coyote, 2006).

La utilizacién de los cuerpos cetdnicos por los tejidos periféricos es activada por la
insulina. Si la produccion de cuerpos cetonicos excede su utilizacion en tejidos
periféricos, los niveles de éstos en el plasma comienzan a aumentar. En el
plasma, el acetoacetato se convierte espontaneamente en acetona, que al ser
volatil confiere un olor frutal caracteristico de la respiracion de pacientes diabéticos
con niveles elevados de cuerpos ceténicos (Tavera y Coyote, 2006).

En la cetogénesis descompensada se sobrepasa la capacidad de los rifiones para
excretar los cuerpos cetdnicos, y el aumento de estos metabolitos diminuye el pH
sanguineo. La tasa respiratoria aumenta en un intento para disminuir el pH
expulsando CO,, y produciendo un patrén de respiracion caracterizado por ser
rapido y profundo que recibe el nombre de respiracion de Kussmaul (Fitzgerald et
al. 1961).

Concomitante al aumento en los niveles de glucosa ocurre una diuresis osmotica,
en donde es muy frecuente que el paciente no puede compensarla bebiendo
liquidos debido a las nauseas y el vémito que potencian la pérdida de volumen
(hipovolemia). Como resultado, la hipotension puede aumentar la secrecion de
epinefrina acelerando la produccion de cuerpos cetonicos. El aumento en los
niveles de glucosa y la excesiva pérdida de agua a causa de la diuresis osmotica y
la hiperventilacion, aumenta la osmolaridad del suero y en conjunto con la
disminucion del pH, se puede afectar el nivel de consciencia (Cruz-Caudillo y
Sabatini, 1995).



Desde el punto de vista clinico, generalmente la cetoacidosis diabética se
acompafa de nauseas, vomito, respiracion difusa y nivel de consciencia alterado.
Asimismo se presenta caquexia, somnolencia, hiporreflexia, hipotension,
taquicardia, signos de deshidratacion y respiracion de Kussmaul con aroma
cetoésico (Fitzgerald et al. 1961)

Las anormalidades clinicas de la cetoacidosis diabética que ponen en riesgo la
vida de un diabético son la acidosis metabdlica, la hiperosmolaridad, la
hipovolemia y los desequilibrios electroliticos (hipocalemia el mas comuan) (Cruz-
Caudillo y Sabatini, 1995).

Complicaciones patolégicas alargo plazo en la diabetes.

Las complicaciones diabéticas a largo plazo se dividen en complicaciones

microvasculares y macrovasculares.

Complicaciones microvasculares

Las complicaciones microvasculares derivan del dafio a los vasos sanguineos de
menor calibre, los capilares y arteriolas precapilares, producido por el
adelgazamiento de la membrana basal del endotelio. ElI adelgazamiento de la
membrana puede observarse al momento del diagnostico de la diabetes, sin
embargo la patologia tisular requiere de afios para desarrollarse y ser detectada

clinicamente (Brownlee, 2001).

Las complicaciones microvasculares comprenden la retinopatia, nefropatia y
neuropatia.

Aunque las manifestaciones clinicas de las complicaciones microvasculares se
presentan en todos los tipos de diabetes, éstas son mas comunes en la diabetes
tipo 1 que en la diabetes tipo 2. El riesgo para desarrollar complicaciones
microvasculares esta estrechamente relacionado al nivel de control glicémico: una
concentracion mas baja de glucosa en plasma propicia una menor incidencia de

desarrollar complicaciones microvasculares (Brownlee, 2001).



Los signos que indican dafio en la microvasculatura de la retina del ojo
comprenden microaneurismos, hemorragias internas, exudados y edema retinal, y
en conjunto conforman la retinopatia no proliferativa. La fuga de capilares dentro
de la macula puede causar pérdida de la vision. Mientras que un aumento
compensatorio en el crecimiento de nuevos vasos es llamado retinopatia
proliferativa que puede causar hemorragia vitrea y desprendimiento de retina
(Kohner et al. 2001).

El cuadro clinico de la nefropatia diabética se caracteriza por proteinuria, que se
detecta por un aumento en la concentracion de albumina en la orina
(microalbuminuria). Cuando este signo es detectado y el paciente no lleva un
control glucémico adecuado, éste puede evolucionar hacia insuficiencia renal
cronica al grado de causar la muerte en el paciente tras la falla renal (Viberti,
1983).

La neuropatia diabética afecta los nervios de manera individual o en grupo. La
forma mas comun de neuropatia en personas diabéticas es la neuropatia
periférica diabética y se manifiesta como adormecimiento y dolor de las
extremidades inferiores, que evoluciona hacia una pérdida de la sensibilidad
donde se pueden involucrar también las extremidades superiores.

La neuropatia autonGmica es también un trastorno comun que se presenta como
hipotension en la postura, taquicardia, gastroporesis (motilidad gastrica deficiente
causando retardo en el vaciado gastrico), diarrea, constipacién, retencion urinaria

e impotencia sexual (Young et al. 1998).

Complicaciones macrovasculares

Las complicaciones macrovasculares son caracteristicas también en todas las
formas de diabetes pero son mas comunes en la diabetes tipo 2. Estas
complicaciones comprenden al infarto al miocardio, los accidentes
cerebrovasculares, la enfermedad vascular periférica y las amputaciones
(Brownlee, 2001).



La diabetes es hoy la segunda causa de muerte en México debido a las
complicaciones de la enfermedad. El estudio de la fisiopatologia de estas
complicaciones y sus posibles tratamientos es dificil en humanos, ademas que
conlleva implicaciones éticas, por ello es muy frecuente el uso de modelos
animales con los cuales se trabaja de una manera controlada y con los cuales se

pueden ensayar distintos tratamientos.



MODELOS ANIMALES DE DIABETES EXPERIMENTAL

Los modelos animales de diabetes asemejan los cambios fisioldgicos y
patologicos caracteristicos de los diferentes tipos de diabetes, y son importantes
para entender de una mejor manera el desarrollo de esta compleja enfermedad y
asi proponer tratamientos farmacoldgicos contra este padecimiento. Los modelos
experimentales de diabetes pueden inducirse por téxicos, por virus o bien ser de
origen genético producidos a través de cruzas, mutaciones espontaneas o

ingenieria genética (Mc Neill, 2000).

Los modelos animales de diabetes tipo 2 de origen genético mas frecuentemente
estudiados son los ratones db/db, ob/ob, KK, NZO, y la rata Zucker fa/fa. En la
mayoria de estos modelos se manifiestan distintos grados de glucemia,
insulinemia y obesidad (Mc Neill, 2000).

Los modelos genéticos de diabetes mellitus tipo 1 incluyen a los ratones NOD y a
las ratas diabéticas BB. En estos animales, la diabetes aparece espontdneamente
con una dependencia total de insulina exdgena para que el animal sobreviva. La
induccién viral de diabetes mellitus dependiente de insulina permite identificar el
papel que llevan a cabo los factores ambientales en la patogénesis de la diabetes
humana (Mc Neill, 2000).

Los agentes quimicos que producen diabetes se clasifican dentro de tres
categorias (Mc Neill, 2000), que incluyen agentes que 1) dafian especificamente a
las células B (estreptozotocina); 2) que causan inhibiciobn temporal de la
produccion de insulina y/o su secrecion (alloxana) y 3) que disminuyen la eficacia
metabolica de la insulina sobre los tejidos donde actia (dexametasona). El agente

quimico empleado mas comunmente es la estreptozotocina (STZ).



Estreptozotocina. La estreptozotocina ademas de ser miembro de las drogas
antineoplasicas alquilantes, posee amplio espectro como antibidtico y muy
frecuentemente es usado para inducir diabetes mellitus en animales experimentales a

través de sus efectos tdxicos sobre la célula 3 pancreatica.

La STZ es un derivado monofuncional nitrosourea analogo de la glucosa, aislado del
fungoide Streptomyces achromogenes. Su estructura molecular corresponde a una

molécula de 2-desoxi-D glucosa sustituida en el C2 con un grupo N-metil-N-nitrosourea.

[FIGURA 4].
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FIGURA 4. Estructhra quimica de la
Estreptozotocina (STZ). En color se
ob=erva el grupo Hitrosmreico que
sustituye a una molécula de D-ghicosa.

La dosis intravenosa que mas frecuente se usa para inducir modelos de diabetes tipol
es de entre 40 y 60 mg/kg de peso (Like y Rossini, 1976). Mientras que con un
tratamiento intraperitoneal de 100 mg/kg de estreptozotocina (Szkudelski, 2001) se

pueden desarrollar modelos que asemejan diabetes tipo 2.

El dafio selectivo de la estreptozotocina a las células 3 pancreaticas esta ligado a la
capacidad del transportador GLUT?2 de transportarla al interior de las mismas (Bolzan
2002, Hosokawa 2001). Reducciones en la expresién de GLUT2 previenen su accion
diabetogénica (Schnedl et al. 1994). La estreptozotocina en el interior de la célula 8
produce dafos por alquilacion del DNA (Szkudelski, 2001). El dafio masivo en el DNA



produce un aumento cercano a 500 veces en la actividad de la poli ADP-ribosa
polimerasa (PARP-1), una enzima nuclear que convierte a la B-nicotinamida-adenin-
dinucledtido (NAD) en polimeros de poli (ADP)ribosa (PAR), los cuales participan en
la reparacién del dafio al DNA (Cipriani et al. 2005, Pieper et al. 1999). La
hiperactivacion de esta enzima por estrés genotoxico, disminuye rapidamente las
concentraciones celulares de su substrato, la NAD. Esta disminucion de la NAD,
produce una disminucién en la produccion de ATP y la célula, en un esfuerzo por
sintetizar mads NAD, consume mas ATP presentandose una crisis energética que
culmina en la muerte de la célula por necrosis (Pieper et al. 1999, Cipriani et al. 2005).
La activacion de la PARP-1 y los efectos subsecuentes son denominador comun del
dafio citotoxico producido por diferentes agentes (Virag y Szabo, 2002), por lo que
acciones dirigidas a contrarrestar estos efectos constituyen herramientas para el
tratamiento de diabetes. Recientemente, varios estudios también han encontrado
que la activacion de PARP-1 promueve una cascada de eventos que provocan
disfuncion mitocondrial y la activacion de apoptosis (Chiarugi 2002, Cipriani et al.
2005). En animales transgénicos con PARP-1 abatida o inhibidores de la actividad de
la PARP-1 se previene el dafio producido por la estreptozotocina a las células
pancreaticas (Pieper et al. 1999, Pieper et al. 1999, Burkart et al. 1999). Igualmente,
la replecion de NAD disminuye el efecto toxico de la estreptozotocina (ver seccion

Nicotinamida).

Otros efectos asociados a la toxicidad de la estreptozotocina son: la inhibicion del
ciclo de Krebs (Turk et al. 1993) y del consumo de oxigeno de la mitocondria
(Nukatsuka et al.1990). Igualmente, el efecto de la estreptozotocina reduce la
actividad de enzimas mitocondriales como la ceto-glutarato deshidrogenasa
(Rasschaert et al. 1992) y la glutamato deshidrogenasa (Eizirik et al. 1988), reduce
también la abundancia del mitARN del citocromo b (Nukatsuka et al.1990, Svensson
et al. 1991) y del translocador del nucleétido de adenina (Welsh et al. 1991). Estos
eventos repercuten en un aumento de nucledsidos, sustratos de la xantina oxidasa,
enzima presente en altas cantidades en la célula B. La reaccion de esta enzima forma

aniones superoxido (Szkudelski, 2001) que también afectan a la célula f. Ademas de



los mecanismos toxicos de la estreptozotocina anteriormente descritos, la accion del
oxido nitrico también parece contribuir al efecto deletéreo de ésta, sin embargo existe

controversia sobre este mecanismo (Papaccio et al. 2000).

Nicotinamida. La toxicidad de la estreptozotocina puede ser atenuada por la
nicotinamida. EI modelo de diabetes en ratas producido por estreptozotocina y
nicotinamida lleva a un estado de hiperglucemia de larga duracion sin elevada
mortalidad (Masiello et al. 1990, Masiello y Bengamini 1977, Mistry et al.1962, Bouix
et al. 1995, Vital et al. 2006).

La nicotinamida, también conocida como niacinamida o vitamina B3, es una amida del
acido nicotinico soluble en agua, es un precursor de la coenzima B-nicotinamida
adenina dinucledtido (NAD") y aumenta la relacion ATP/ADP en la cadena del
transporte de electrones en la mitocondria (Ishaque y Al-Rubeai, 2002). La
nicotinamida protege parcialmente a las células B pancreaticas del efecto téxico de la
estreptozotocina (Schein et al. 1967, Dulin y Wyse 1969), aportando sustrato para la
sintesis de NAD, lo que evita que la célula disminuya el contenido de ATP, presente
crisis energética y muera. Asi la toxicidad de la estreptozotocina puede ser atenuada
por la nicotinamida. Este modelo animal de diabetes inducido por nicotinamida y
estreptozotocina genera un estado de hiperglucemia croénica sin elevada mortalidad
(Masiello et al. 1990).



Hipotesis:
La biotina modifica el metabolismo de los carbohidratos tanto en condiciones

fisiologicas normales como en el estado diabético, entonces, es posible que la

biotina tenga un efecto protector sobre el desarrollo de diabetes.

Objetivo general:
Analizar en un modelo experimental de diabetes inducido por estreptozotocina y
nicotinamida, si la biotina tiene un efecto protector sobre el desarrollo de la

enfermedad.

Objetivos particulares:

1) Montar un modelo experimental de diabetes inducida por STZ y nicotinamida.

2) Evaluar en este modelo los parametros metabdlicos alterados en diabetes:
e El peso corporal
e La sobrevivencia
e La produccién de cuerpos cetdnicos (B-hidroxibutirato)
e Latolerancia a la glucosa

e La sensibilidad a la insulina.

3) Analizar si el pretratamiento con biotina tiene un efecto protector en la induccion

de diabetes.

4) Analizar si la administracion de biotina después de la induccién de diabetes
modifica los pardmetros metabdlicos alterados en la diabetes.

5) Analizar si el pretratamiento con biotina mantiene la morfologia del islote

pancreatico después de 4 semanas de la induccion de diabetes.



Material y Metodologia

Materiales: se adquirieron los reactivos de las siguientes fuentes:
estreptozotocina (STZ) (SIGMA, MO, USA), nicotinamida (SIGMA, MO, USA),
citrato de sodio y sales (JT BAKER, Xalostoc, MEX), PBS, biotina (ROCHE,
Lausana, Suiza), Sevorane (Abott, CA, USA), anestesal (Pfizer, CA, USA)
anticuerpos insulina G-pig a insulina (ICN, CA, USA), glucagon mouse a glucagon
(SIGMA, MO, USA), anticuerpos secundarios FITC y CY5 (Jackson
Immunoresearch, USA).

Animales de experimentacion: Los animales se obtuvieron del bioterio del
Instituto de Investigaciones Biomédicas (lIB) de la UNAM. En todo momento los
animales se trataron de acuerdo con los lineamientos del Comité de Etica para el
manejo de animales del IIB. Se utilizaron 80 ratas macho de la cepa Wistar con un
peso promedio de 250-300 gramos. Al inicio del experimento se les midid el peso
corporal y la glucosa sanguinea en ayuno de 16 h. Las ratas se seleccionaron de
manera aleatoria, y en cada caja fueron colocadas 2 a 3 ratas, con acceso ad

libitum a alimento y agua.

Medicion de peso corporal. Las ratas de ambos experimentos se pesaron cada
semana desde el inicio del experimento. Esto se realizé en una balanza (Ohaus)

para animales propiedad del bioterio del IIB.

Modelo experimental de diabetes: A las ratas se les administré nicotinamida
(87.5 mg/kg de peso corporal) via intraperitoneal, disuelta en solucién salina al
0.9%. Después de 15 min se les inyectd estreptozotocina (STZ) (90 mg/kg de
peso) via intraperitoneal, disuelta en una solucion buffer de citratos 0.1 M (pH 4.5)

preparada justo al momento. A las ratas control se les administrd igual volumen de



la solucion salina sin nicotinamida y solucion de buffer de citratos siguiendo el

mismo orden y tiempos.

Obtencion de suero. Al inicio del tratamiento con biotina o PBS, antes de la
induccién de diabetes y una vez a la semana durante las cuatro semanas después
del desarrollo de diabetes, se midi6 la glucosa sanguinea. Las ratas fueron
ayunadas por 16 horas (de las 18:00 a las 11:00 del dia siguiente), se
anestesiaron con Sevorane y se obtuvo sangre por puncién del plexo intraorbital
retrobulbar y la sangre fue recolectada en un tubo eppendorf de 1.5 mL. Se
recolectaron aproximadamente 700 uL de sangre que se dejaron a temperatura
ambiente. Posteriormente la sangre se centrifugd a 10 000 rpm durante 8 min a
4°C y se obtuvo el suero. El suero de cada animal se refrigeré a -20°C hasta su

analisis.

Medicién de glucosa en sangre. La glucosa sanguinea se midié colocando una
gota de sangre en un glucometro (Medisense Optium Xceed Abbot, CA, USA) y
mediante la reaccién de la glucosa oxidasa proporciona la concentracion de dicho

metabolito.

Prueba de tolerancia a la insulina: Esta prueba refleja la sensibilidad a la
insulina y mide la captura de glucosa principalmente en el masculo. La prueba se
realizd en ratas alimentadas ad libitum, se les administr6 insulina (1 U/kg de peso
corporal) intraperitoneal (IP) y se midi6 la glucosa en una gota de sangre obtenida
de la cola a los 0, 15, 30 y 60 min después de la inyeccion de la hormona. La
prueba fue realizada entre las 11:00 y las 14:00 h (Goren et al. 2004, Vital et al.
2006).

Curva de tolerancia a la glucosa: Esta prueba refleja la accion bioldgica de la
insulina secretada por la estimulacion de glucosa, en la captura de glucosa en
muasculo y grasa, ademas de la inhibicion de la gluconeogénesis hepatica. Las

ratas diabéticas pretratadas con biotina durante cuatro semanas fueron



mantenidas en ayuno por 16 h. Se obtuvo una muestra de sangre, por medio de
una incision en la cola del animal para determinar el tiempo 0. Después de la
obtencion de la muestra de sangre en ayunas, se les administrd solucién de
glucosa al 10 % (2 g/kg de peso) por via intraperitoneal, y a los min 15, 30, 60 y
120 después de la inyeccion se midio la glucosa. La medicion de glucosa se
realizd utilizando un glucometro automatico (Glucémetro Medisense Optium
Xceed).

Medicién de cuerpos cetdnicos: La medicidbn de cuerpos ceténicos se hizo,
mediante una incisiéon en la cola de la ratas, de donde se obtuvo una gota de
sangre que fue colocada en una tira reactiva para medir cuerpos cetonicos
(Glucometro MediSense Optium Xceed). Las tiras de prueba de cetona B son
biosensores que miden el Beta-hidroxibutirato (B-OHB), fisioldgicamente la mas
importante de los tres tipos de cuerpos cetdnicos que se encuentran en la sangre.
Un biosensor electroquimico es un dispositivo quimico que responde a cambios
especificos en el potencial o en la corriente eléctrica como consecuencia de la
presencia de una especie quimica que interactta con él.

Para aumentar la selectividad de estos dispositivos se utilizan elementos
bioquimicos o biol6gicos (enzimas, anticuerpos, acidos nucleicos, células, tejidos,
microorganismos) como elementos sensores. Estos biosensores necesitan de un
elemento interno sensible a la interaccion elemento sensor-analito y que
transporta una sefial hasta un dispositivo de medida y procesamiento de la
informacion capturada (transductor electroquimico).

Cuando se aplica la muestra de sangre a la tira de prueba, el B- OHB presente en
la sangre reacciona con los productos quimicos presentes en la tira de prueba
(biosensor), produciendo una pequefia corriente eléctrica. Esta corriente se puede
medir y se transduce, para luego aparecer el resultado en el monitor. La intensidad
de la corriente depende de la concentracion de B-HOB presente en la muestra de

sangre.



Andlisis del pancreas: Al final del experimento las ratas fueron sacrificadas con
una inyeccion IP de pentobarbital sodico, y fue disecado el pancreas para realizar
un analisis inmunohistoquimico.

Los pancreas de las ratas fueron colocados en una solucion de paraformaldehido
al 4% (paraformaldehido en polvo disuelto en buffer de sales) para su fijacion a
una temperatura de 4°C.

Posterior a la fijacion, los pancreas fueron lavados con agua corriente durante 2 h
y después fueron deshidratados en alcoholes con distintas concentraciones con el
siguiente orden: etanol al 50, 70, 80, 90 y 96 %, alcohol absoluto, alcohol xilol y
xilol. Después de este proceso se embebieron en parafina (Paraplast 58-60 °C)
dentro de moldes de plastico.

Con los pancreas embebidos en los bloques de parafina, se realizaron con un
microtomo, 3 cortes de 5 micras cada uno, obtenidos de la porcion de la cola del
pancreas, que fueron montados en la laminilla de vidrio para obtener la
preparacion histoldgica.

Para comenzar con la inmunohistoquimica, las preparaciones histoldgicas se
colocaron en un horno a 60 °C para ser desparafinados e inmediatamente
después fueron colocados en los alcoholes pero en un orden contrario al de la
deshidratacion. Al final de la técnica de los alcoholes, las preparaciones fueron
lavadas con PBS.

Para iniciar la inmunohistoquimica, los cortes fueron incubados en TBS con tritdn
al 0.3% y suero normal de cabra durante 1 hora a temperatura ambiente.
Posteriormente se incubaron toda la noche con el anticuerpo contra insulina
(desarrollado en cobayo, dilucién 1:1000 marca ICN) a una temperatura de 4 °C.
Al dia siguiente se agreg0 el anticuerpo secundario acoplado a fluoresceina FITC
(1:50) anti-cobayo para detectar insulina y se incubaron durante 2 h a temperatura
ambiente. Posteriormente se agregd el anticuerpo contra glucagon (desarrollado

en raton, dilucién 1:5000 marca SIGMA) y se dejo incubar a 4 °C durante 4 h.



Después se incubd durante 2 h con el anticuerpo secundario acoplado a CY5

(1:50) para detectar glucagon.

Finalmente las preparaciones histologicas fueron observadas en el microscopio
confocal (Axioplan 2 Imaging Zeiss) del Instituto de Investigaciones Biomédicas de
la UNAM vy editadas con el programa PASCAL.

El FITC fue excitado con una longitud de onda de 494 nm, mientras que CY5 fue

excitado a 650 nm de longitud de onda.

Anadlisis estadistico: los datos son presentados como la media + error estandar,
las diferencias significativas fueron evaluadas con pruebas de ANOVA, con un
valor de significancia p<0.0.5. Para todas las pruebas estadisticas se utilizo el
programa STAT VIEW version 4.5 para Windows 1992-1997.



Modelo Experimental:

El objetivo fue determinar si el pretratamiento con biotina durante 28 dias tiene un
efecto protector previo en el desarrollo de diabetes inducida por estreptozotocina
atenuada con nicotinamida. Para cumplir con este objetivo se trabajoé con 40 ratas,
que se dividieron en 2 grupos de 20 ratas cada grupo: uno de ellos se inyecté via
intraperitoneal (IP) con biotina a una dosis de 2 mg/kg y el otro con PBS durante
28 dias. Después de las 4 semanas de tratamiento, 10 ratas del grupo tratado con
biotina (Biotina- Diabetes) y 15 ratas del grupo tratado con PBS (PBS-Diabetes)
fueron inyectadas IP con nicotinamida (87.5 mg/kg) y estreptozotocina (90 mg/kg)
para inducir diabetes. La otra parte de cada grupo recibié por via IP buffer de
citratos, que es el vehiculo donde es disuelta la STZ (Biotina- control y PBS-
control). Antes de la induccion de diabetes y una vez a la semana en las
siguientes cuatro semanas después de la induccion, se obtuvieron muestras de
sangre y se obtuvo el suero de donde se analizaron las concentraciones
sanguineas de glucosa, ademas se analizaron parametros como el peso corporal
y la sobrevivencia en cada grupo. A la tercer semana después de la induccién se
realizaron la curva de tolerancia a la glucosa y la prueba de sensibilidad a la
insulina en las condiciones que marcan ambas pruebas.

Transcurridas las cuatro semanas después de la induccion se realizo el sacrificio
de los animales por medio de una inyeccion via IP de Anestesal (anestésico

pentobarbital sddico), para después hacer la diseccién del pancreas.
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Nuestro siguiente objetivo fue analizar si la administracién continua de biotina aun
después de la induccion de diabetes evita un dafio mayor a las células B por la
accion toxica de la STZ. Para lo cual a un grupo de ratas que recibio el
pretratamiento durante 28 dias antes de la induccion de diabetes, se le sigui6
tratando con biotina aun después de la induccion (Biotina-Diabetes-Biotina). Se
utilizaron 40 ratas de las cuales al inicio del experimento se dividieron en dos
grupos, un grupo de 23 ratas fue tratado via IP durante 28 dias con biotina,
mientras que las ratas restantes, es decir, el grupo control fue inyectado con PBS.
Después de las 4 semanas de tratamiento se llevo a cabo la induccién de
diabetes, 18 ratas del grupo tratado con biotina (Biotina-Diabetes) y 12 ratas



tratadas con PBS (PBS-Diabetes) fueron inyectadas con nicotinamida (87.5
mg/kg) y 15 minutos después con STZ (90 mg/kg), mientras que las ratas
restantes de cada grupo fueron inyectadas con el vehiculo como grupos control
(Biotina-control y PBS-control). Durante 4 semanas después de la induccion de
diabetes, del grupo de ratas que ya habia recibido biotina en el pretratamiento, 10
ratas continuaron recibiendo biotina IP post induccién (Biotina-Diabetes-Biotina).
Después de la induccién de la diabetes se obtuvieron muestras sanguineas de la
cola de ambos grupos de ratas, tanto de las que recibieron biotina como
pretratamiento (Biotina-Diabetes), como de las que recibieron PBS (PBS-Diabetes)
y se determinaron los cuerpos cetdnicos por medio de tiras reactivas.

Antes de la induccién y durante las 4 semanas posteriores que se continu6 con el
tratamiento se obtuvieron muestras de sangre, para realizar mediciones de

algunos parametros metabdlicos.
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Resultados

En un modelo experimental de diabetes inducido por nicotinamida/
estreptozotocina, analizamos si la biotina es capaz de proteger el desarrollo de
diabetes.

Desarrollo de Diabetes.

El andlisis de las concentraciones de glucosa en la sangre demuestran (Figura 1)
que en los grupos inyectados con nicotinamida+STZ, tanto las ratas Biotina-
Diabetes como PBS-Diabetes, desarrollaron hiperglucemia (valores mayores o
iguales a 200 mg/dL). En el grupo Biotina-control el pretratamiento durante 28 dias

con biotina no modificé las concentraciones de glucosa.

La sobrevivencia de los animales.

Una diferencia notable entre los dos grupos se encontro en la sobrevivencia de los
animales diabéticos. En el grupo Biotina-Diabetes observamos que el 90%
sobrevivieron durante las 4 semanas que duré la experimentacion, en tanto que en
el grupo PBS-Diabetes el porcentaje de sobrevivencia registrado fue del 65% a la
segunda semana después de la induccién, y al final del experimento este
porcentaje disminuyod hasta el 35% (Figura 2). En el grupo Biotina-control la

biotina no modificé la sobrevivencia de los animales.
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Figura 1. Efecto de la biotina sobre la hiperglucemia.



100 | s

—4— PBS-CONTROL
—+— BIOTINA-CONTROL
—y— PBS-DIABETES
— BIOTINA-DIABETES

Forcentaje de sobrevivencia ()

o T T T T T T
SEMO PRETX SEM1 SEMI SEMI SEM4

Figura 2. La sobrevivencia de los animales.

Peso corporal.

Durante los 28 dias de pretratamiento con biotina o con PBS no se observaron
diferencias significativas en la ganancia de peso entre los 4 grupos experimentales
(Figura 3). Posterior a la induccion de DM con nicotinamida+STZ, los animales
diabéticos perdieron aproximadamente 25% de peso. No se observo diferencia en
la pérdida de peso entre los grupos Biotina-Diabetes y PBS-Diabetes. Los grupos
Biotina-Control y PBS-Control se observé que continuaron con su patron normal

de crecimiento.
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Figura 3. El peso corporal de los animales.



Prueba de tolerancia a la glucosa.

Esta prueba refleja tanto la secrecidon de la insulina después de un estimulo con
glucosa, como la acciéon de la insulina en la captura de ésta en los tejidos
periféricos principalmente en el musculo, tejido que almacena mas del 85% de la
glucosa en estas condiciones (Saltiel y Kahn, 2001). La prueba se realizo con el fin
de determinar si el pretratamiento con biotina modifica la homeostasis de la
glucosa. Los resultados encontraron que no hubo diferencias en la curva de
tolerancia al a glucosa entre los grupos control (Figura 4). En el grupo de las
ratas diabéticas, los niveles de glucosa al inicio de la prueba se encontraron mas
elevados en las ratas Biotina-Diabetes con respecto al grupo PBS-Diabetes. No se
encontraron diferencias significativas en las concentraciones de glucosa a los 30,
60 y 120 minutos post inyeccion del azucar entre los animales Biotina-Diabetes y
PBS-Diabetes. La glucemia en ambos grupos de ratas diabéticas fue
significativamente mayor con respecto a los dos grupos de ratas control (Figura
4).
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Figura 4. Curva de tolerancia a la glucosa. Los datos representan media y
error.*p<0.05.



Prueba de sensibilidad a la insulina.

Esta prueba refleja la sensibilidad a la insulina de los tejidos periféricos
dependientes de insulina en captar la glucosa sanguinea tras la administracion de
una dosis farmacologica de la hormona. Los resultados obtenidos demostraron
que los grupos control, presentaron curvas de tolerancia a la insulina tipicas, no
habiendo diferencias significativas entre las ratas Biotina-Control y PBS-Control
(Figura 5). Se observaron anomalias en las curvas de sensibilidad a la insulina en
las ratas diabéticas: a los 15 minutos de la prueba, tanto en las ratas Biotina-
Diabetes como en las PBS-Diabetes, no presentaron disminuciones en las
concentraciones de glucosa. Posterior a este tiempo, en las ratas PBS-Diabetes,
se observo una reduccion en la glucemia, alcanzandose concentraciones de
glucosa similares a la de los grupos control; en tanto que el grupo Biotina-Diabetes
fue refractario a la accion de la insulina, no observandose reducciones en las

concentraciones de glucosa ni a los 30 ni a los 120 minutos (Figura 5).
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Figura 5. Curva de sensibilidad a la insulina. Los datos representan media y error.
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Morfologia de los islotes pancreaticos. También analizamos el efecto del
pretratamiento con biotina sobre la morfologia del islote pancreatico. Después de
cuatro semanas de la induccion de la diabetes con STZ y nicotinamida, se realizé
la comparacion de la estructura de los islotes pancreaticos entre el grupo de ratas
control y las ratas diabéticas que recibieron o no el pretratamiento con biotina, por

medio de una doble inmunohistoquimica de fluorescencia.

Descripcion de la distribucion de los islotes en el corte de pancreas. Los
islotes pancreaticos de ratas control presentaron la forma tipica redondeada con

las células B al centro del islote y las células a en la periferia (Figura 6, panel A).

En los cortes de pancreas de los animales diabéticos (Biotina-Diabetes y PBS-
Diabetes), el numero de islotes fue escaso y de estructura desorganizada. No
obstante que el dafio por la STZ fue visible en ambos grupos, existen algunas
diferencias en el arreglo de las células entre los islotes en cada grupo. En los
islotes de ratas diabéticas pretratadas con PBS (Figura 6 panel B) los islotes
presentaron una forma alargada, de apariencia colapsada e indefinida. No se
observoé presencia de fluorescencia correspondiente a la insulina y las células a en
lugar de localizarse en la periferia el centro del islote, se encontraron al centro de
éste ocupando el espacio que corresponde normalmente a las células B. Sin
embargo en los islotes de las ratas diabéticas pretratadas con biotina (Figura 6,
panel B) la mayoria de éstos asemejaron mas la forma redondeada tipica de un
islote, se observaron todavia algunas células conteniendo insulina al centro del
islote y las células a se encontraron en la periferia del islote, lo que sugiere que la
biotina preserva mejor a los islotes del dafio producido por la estreptozotocina.



Figura 6 panel A. Inmunofluorescencia representativa de dos islotes pancreaticos

de ratas control macho. Insulina en verde y glucagon en rojo.



Figura 6 panel B. Inmunofluorescencia representativa de dos islotes pancreéticos
de ratas diabéticas control (a) y dos islotes de ratas diabéticas pretratadas con

biotina (b) durante 4 semanas. Insulina en verde y glucagon en rojo.



En una segunda etapa del proyecto comparamos el efecto de la administracion de
biotina a diferentes tiempos de la induccion de diabetes. Para lo cual en un
segundo lote de animales se adicion6 un nuevo grupo experimental de ratas
(Biotina-Diabetes-Biotina), que ademas de recibir el pretratamiento durante 28
dias antes de la induccion de diabetes, continud recibiendo una dosis de biotina

después de la induccion.

Desarrollo de diabetes.

El analisis de las concentraciones de glucosa en la sangre mostro (Figura 7) que
en las ratas tratadas con biotina Unicamente desarroll6 hiperglucemia (glucemia en
ayuno > 200 mg/dL) el 80% de los animales, mientras que en el grupo control el
100% de los animales desarrollo la enfermedad (Tabla 1).Por lo tanto, el
pretratamiento con biotina durante 28 dias si protege del desarrollo de diabetes

cuando las ratas reciben nicotinamida+STZ.

Desarrollo de diabetes

PBS Biotina
100% 80%

Tabla 1. Desarrollo de diabetes en ratas.

Como era esperado, los grupos pretratados con PBS o con biotina que no
recibieron la nicotinamida+STZ (grupos control) no desarrollaron hiperglucemia.

La sobrevivencia de los animales.

Al igual que en el lote anterior, se observdé una diferencia notable en la
sobrevivencia de los animales. En el grupo Biotina-Diabetes observamos mayor
sobrevivencia que en el grupo PBS-Diabetes. Interesantemente, entre los grupos

pretratados con biotina, las ratas Biotina-Diabetes, mostraron mayor sobrevivencia



que los animales (Biotina-Diabetes-Biotina) que continuaron con el tratamiento con
biotina (Figura 8). Del mismo modo en el grupo Biotina-Control la biotina per se no

modificé la sobrevivencia de los animales.
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Figura 8. La sobrevivencia de los animales.

El peso corporal.

Durante los 28 dias de pretratamiento con biotina o con PBS no se observaron
diferencias significativas en la ganancia de peso entre los 5 grupos experimentales
(Figura 9). Posterior a la induccion de diabetes, los animales diabéticos perdieron
peso. A diferencia de los resultados en el experimento anteriormente descrito,

observamos diferencias significativas (*p<0.05) en peso entre los grupos de



animales Biotina-diabetes y PBS-Diabetes, en estos ultimos la disminucion de
peso fue mucho mas pronunciada que en las ratas Biotina-Diabetes (Figura 9). No
se observaron diferencias significativas en la pérdida de peso entre las ratas
Biotina-Diabetes y Biotina-Diabetes-Biotina.
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Figura 9. El peso corporal de los animales.

Concentracion de cuerpos ceténicos.

Dado que la muerte en el estado diabético agudo se debe a la formacién de
cuerpos cetdnicos, evaluamos si el aumento en la sobrevivencia observada en las
ratas tratadas con biotina modifica las concentraciones de éstos. En la figura 10
panel A, se observa que la formacién de cuerpos cetdnicos a las 24 horas
después de la induccion de diabetes fue significativamente (*p<0.05) menor en las
ratas Biotina-Diabetes con respecto a las ratas PBS-Diabetes. Este efecto fue
similar entre las ratas Biotina-Diabetes-Biotina y las que Unicamente recibieron el
pretratamiento (Biotina-Diabetes). A los 5 dias posteriores a la inyeccion de
Nicotinamida+STZ, encontramos que las ratas PBS-Diabetes, presentaron
mayores concentraciones de cuerpos cetonicos que los animales Biotina-Diabetes,
sin embargo esta diferencia no fue estadisticamente significativa (Figura 10 panel
B). En este tiempo tampoco observamos diferencias en las concentraciones de
los cuerpos cetonicos entre los animales biotina-diabetes-biotina y biotina-

diabetes. Posterior a los 5 dias de la induccidon de diabetes no hubo diferencias



significativas en las concentraciones de

tres grupos.
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hidroxibutirato) en ratas diabéticas.*p<0.05.



Discusiodn

En este trabajo de Tesis demostramos que en un modelo experimental de
diabetes inducida por estreptozotocina atenuada con nicotinamida en ratas, el
pretratamiento con biotina [2 mg/kg peso] durante 4 semanas disminuye la
probabilidad de desarrollar diabetes, aumenta la sobrevivencia y disminuye las
concentraciones de cuerpos ceténicos en las que si desarrollan diabetes. Dado
que la muerte en el estado diabético agudo se produce por cetoacidosis, la
reduccion de la mortalidad observada en las ratas tratadas con biotina podria estar
ligada a efectos de la biotina sobre el metabolismo de los cuerpos cetonicos,

impidiendo la formacion de éstos.

También observamos menor dafio en la morfologia del islote pancreatico y un
pequefio remanente de células conteniendo insulina en los islotes de las ratas
tratadas con biotina. La biotina y la estreptozotocina coinciden en muchos de sus
efectos de manera opuesta. Las acciones toxicas de la estreptozotocina sobre las
células beta pancreéaticas comprenden disminuciones de ATP, en tanto que
existen evidencias que éste nucleétido se aumenta con el tratamiento de dosis
farmacoldgicas de biotina. En el islote pancreatico estudios realizados por Sone y
su grupo de trabajo (Laychock et al. 1991) demostraron que islotes estimulados
con 100 uM de biotina aumentan la produccion de ATP. Igualmente, en nuestro
laboratorio encontramos (Vilches, enviado a publicacién) que islotes incubados
con 1 yM de biotina aumentan su contenido de ATP. Estudios en el higado
también sugieren que la biotina aumenta el ATP. Investigaciones por
Dakshinamurti encontraron que la biotina aumenta la actividad y expresion de
enzimas glucoliticas (Dakshinamurti et al. 1970, Zhang et al. 1997, Dakshinamurti
et al. 1970, Dakshinamurti y Li 1994). Por otro lado, Sone et al. 2004, encontraron
gue en mitocondrias hepaticas, el estado tres de la cadena respiratoria aumenta
en respuesta a biotina. Nuestras observaciones de que existe menor dafio en la
morfologia de los islotes en las ratas diabéticas tratadas con biotina podrian estar

ligadas a menor deplecién de ATP y por ende un menor dafio causado por la STZ,



lo que podria ocasionar una menor pérdida de la morfologia de los islotes, con
respecto a los islotes de los animales no tratados con biotina. Esta posibilidad sera

estudiada en el futuro en el laboratorio.

Como se sefald en la seccion de antecedentes, diversos estudios en humanos y
en animales han encontrado que dosis farmacoldgicas de biotina reducen la
hiperglucemia (Coggeshal et al.1985, Maebashi et al. 1993, Zhang et al. 1997,
Reddi et al. 1988). En nuestros estudios no encontramos reducciones en las
concentraciones de glucosa en respuesta a la administracion de biotina, este
efecto podria deberse a la intensa resistencia a la insulina que observamos en las
ratas diabéticas pretratadas con biotina. La razén de la resistencia a la insulina en
este grupo de animales es dificil de explicar ya que existen reportes por nosotros y
otros grupos que sugieren que el tratamiento con dosis farmacolégicas de biotina
aumentan la sensibilidad a la hormona en individuos y en modelos experimentales
de resistencia a la insulina (Baez- Saldafia y Zendejas et al. 2004, Reddi et al.
1988). También hemos encontrado que la biotina no afecta la sensibilidad a la
insulina en modelos experimentales que no presentan resistencia a la hormona
(Vital et al. 2006), esta falta de efecto también se observa en los resultados de
este trabajo, ya que en las ratas que no recibieron la inyeccién de
nicotinamida+STZ no se observo diferencia en la curva de tolerancia a la insulina
entre los animales tratados con PBS y los tratados 28 dias con biotina. El efecto
de resistencia que encontramos en las ratas diabéticas podria ser inherente a éste
modelo experimental, sin embargo se requeriran otros estudios para determinar
los mecanismos que producen resistencia a la insulina en los animales diabéticos

tratados con biotina.

En resumen, en un modelo experimental de diabetes inducida por
estreptozotocina/ nicotinamida en la rata, encontramos que el pretratamiento con
biotina reduce la mortalidad en los animales y reduce el dafio de los islotes
pancreaticos. Este modelo ser& util para abordar los mecanismos moleculares

mediante los cuales la biotina produce estas acciones.



Conclusiones

La biotina tiene un efecto protector parcial sobre el desarrollo de diabetes
inducida con estreptozotocina bajo la proteccién de nicotinamida.

La biotina disminuye la mortalidad en las ratas diabéticas.

La biotina disminuye la produccién de cuerpos cetonicos (cetogénesis
hepatica), posiblemente sea este mecanismo el que participe en el aumento

en la sobrevivencia de los animales tratados con biotina.

La morfologia de los islotes pancreaticos de ratas diabéticas pretratadas
con biotina sugieren un menor dafio tanto morfolégico como histolégico, no
obstante se debe realizar un estudio mas profundo y detallado para
establecer de una mejor manera el efecto que pudiese tener la biotina sobre

la anatomofisiologia pancreética.
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