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RESUMEN

INTRODUCCION: La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B esencial en
la dieta de los mamiferos y ubicua en los seres vivos, esta involucrada en el metabolismo celular
intermedio, en donde actia como grupo prostético de 5 enzimas carboxilasas y tiene otras
funciones no prostéticas relacionadas con la regulacion de la expresion génica y el ciclo celular.
La deficiencia de biotina, produce pérdida de peso en animales de experimentacion, efecto que
se ha reportado como consecuencia de una menor ingesta de alimento. Ademas, en ratones
deficientes de biotina se observan concentraciones séricas alteradas de los factores de
crecimiento generales conocidos como Hormona de Crecimiento (GH) y Factor de Crecimiento
I similar a la Insulina (IGF-I). Estas observaciones ameritan mayor estudio, dado que la GH
controla el crecimiento corporal de los mamiferos mediante la estimulacion de la sintesis de
proteinas, la proliferacion celular y el crecimiento de los tejidos, particularmente de cartilago,
hueso y musculo esquelético. A su vez, la mayoria de las acciones de la GH se efectuan a través
del IGF-I, el cual incrementa la sintesis de proteinas e inhibe la protedlisis de diversos tejidos,
como el hueso y el misculo esquelético. Por otra parte, es bien conocido que, en todos los seres
vivos, la desnutricion produce pérdida de peso. En este trabajo se estudia el consumo especifico
de alimento por los ratones que reciben una dieta que ademas de carecer de biotina, la elimina; y
las acciones de un suplemento de IGF-I sobre el desarrollo corporal de estos animales.

OBJETIVOS: General: Comprobar si la reduccion en el crecimiento corporal y las
bajas concentraciones séricas de IGF-I en ratones deficientes de biotina, son consecuencia de la
desnutricion. Determinar si el menor desarrollo corporal de estos animales se corrige con la
administracion de IGF-I.

Especificos: 1) Medir el consumo de alimento de ratones de laboratorio alimentados
con tres dietas que contienen diferentes cantidades de biotina. 2) Comparar la interaccion de
IGF-I con el desarrollo de ratones de laboratorio alimentados con tres dietas que contienen
diferentes cantidades de biotina; determinando el consumo de alimento, el peso corporal y la
longitud y peso del fémur.

METODOLOGIA: Se utilizaron tres lotes de ratones macho de la cepa BALB/cAnN de
tres semanas de edad. Todos ellos recibieron una de tres dietas; a) dieta control, b) dieta
suficiente de biotina y ¢) dieta deficiente de biotina. En los lotes 1 y 2 (n = 50 ratones) y durante
20 semanas, se determino el peso corporal una vez por semana y el consumo de alimento tres
veces por semana. En el lote 3 (n = 18 ratones), a partir de la 4* semana de estudio y durante 4
semanas mas, se les implantaron microbombas osmoéticas para administrarles IGF-1 (1 mg IGF-
I/2 mL).

RESULTADOS: En los ratones del lote 1, el consumo diario de alimento por cada ratéon
fue alrededor de 2.9 g para los grupos con dieta control y dieta suficiente de biotina, mientras
que en el grupo con dieta deficiente de biotina fue menor (1.9 g de alimento). Cuando se calculd
el consumo especifico de alimento (alimento consumido / gramo de peso corporal *dia) no hubo
diferencias entre los tres grupos que recibieron las dietas con distintas cantidades de biotina.
Con las dietas control y suficiente de biotina, los ratones aumentaron de peso durante las 20
semanas, alcanzando 27.4 £ 2.75 g. En cambio, los ratones alimentados con dieta deficiente de
biotina alcanzaron su peso maximo a la cuarta semana (17.7 + 1.5 g), manteniéndolo asi hasta la
9" semana y perdiendo peso a partir de la 10" semana, terminando con 13.75 + 1.7 g. a las 20
semanas de experimentacion.

En el lote 2, los ratones del grupo con dieta deficiente de biotina y sometido durante 4
semanas a la administracion de IGF-I, aumentaron 1.33 g (6.9%); mientras que los que
recibieron placebo ganaron 0.74 g (4.3%). Asi mismo, la administraciéon de IGF-I no modifico
el patron de ganancia de peso de los ratones alimentados con dietas control y suficiente de
biotina, ni influyd en la longitud y el peso del fémur de los tres grupos.



CONCLUSIONES: En este trabajo se reprodujeron los efectos de la deficiencia de
biotina en el crecimiento corporal en los ratones macho BALB/cAnN. Este estudio es el primero
en el que se usan microbombas osméticas con IGF-I en ratones con dieta deficiente de biotina y
aunque los resultados son preliminares, permiten concluir que la administracion de IGF-I
durante 4 semanas, restaura sélo ligeramente la ganancia de peso, sin efectos adicionales ni en
el consumo diario de alimento, ni en la longitud y peso del fémur.

Abreviaturas utilizadas: GH (Hormona del crecimiento), IGF-I (Factor de crecimiento
I similar a la insulina)



ABSTRACT

INTRODUCTION: Biotin is a water soluble B complex vitamin that is essential in the
mammal diet and is ubiquitous in all living beings. It is involved in the intermediate metabolism of
the cell, where it is a prosthetic group for 5 carboxylase enzymes and also has important no
prosthetic functions related with gene expression and the cell cycle. Biotin deficiency produces
weight loss in laboratory animals, this effect had been reported as a low food intake consequence.
Besides, altered serum concentrations of the general growth factors known as Growth Hormone
(GH) and Insulin-like Growth Factor-I (IGF-I) can be observed in biotin deficient mice. Those
observations deserve more studies, given that the GH regulates the corporal growth in mammals
through the stimulation of protein syntesis, cell proliferation and tissue growth, particularly
cartilage, bone and skeletal muscle. Almost all of the GH actions are done through the IGF-I, which
increases protein synthesis and inhibits proteolysis in several tissues, such as bone and skeletal
muscle. Additionally, it is well known that in all living beings, malnutrition produces weight loss.
This work studies the specific food intake of mice fed with a biotin depleting diet and the possible
actions of an IGF-I supplement in the corporal development of these animals.

OBJECTIVES: General. To verify whether the body growth reduction and the low serum
IGF-I concentrations in biotin deficient laboratory mice are consequences of malnutrition. To
determine if the low corporal development of these animals is corrected with IGF-I administration.

In detail: 1) To measure the food intake in laboratory mice fed with three diets, each one
with different biotin contents. 2) To compare the IGF-I interaction with development in laboratory
mice fed with three diets, each one with different biotin contents, determining the food intake, body
weight, and femur length and weight.

METHODS: Three lots of BALB/cAnN strain male mice of 3 week of age were used.
Every one received one of three diets: a) control diet, b) biotin deficient diet and, c) biotin sufficient
diet. In lots 1 and 2 (n = 50 mice) and during 20 weeks, body weight was determined once every
week and food intake three times per week. From the fourth week of study and during 4 weeks
more, in lot 3 (n = 18 mice), osmotic micropumps were implanted to administer an IGF-I solution
(1 mg IGF-I/ 2 mL).

RESULTS: In the mice lot 1, average daily food intake per mouse was 2.9 g for the control
and biotin sufficient diet groups, while it was lower in the biotin deficient group (1.9 g of food).
When daily food intake by body weight (food intake / body weight gram*day) was calculated, there
were no differences between the three groups who received the diets with different biotin contents.
The mice with the control and biotin sufficient diets showed body weight gain during the 20 weeks
of study, reaching 27.4 + 2.75 g. On the other side, the biotin deficient mice reached their maximum
body weight (17.7 + 1.5 g) in the fourth week, and it remained constant until the ninth week of the
study, and then a weight loss from the tenth week, finishing with 13.75 + 1.7 g at 20 weeks of
study.

In lot 2, the group of the biotin deficient mice administered with IGF-I during 4 weeks
increased their body weight gain 1.33 g (6.9%), while the ones who received placebo gained 0.74 g
(4.3%). Besides that, the IGF-1 administration did not modified the weight gain pattern in the mice
fed with control and biotin sufficient diets, and did no influenced the femur length and weight in the
three diet groups.

CONCLUSIONS: In this work biotin deficiency effects were reproduced in body growth on
male BALB/cAnN mice. This is the first study that uses osmotic micropumps loaded with IGF-I in
biotin deficient mice, although the results are preliminary, they let us conclude that IGF-I
administration during 4 weeks, lightly restores body weigth gain, with no additional effects on daily
food intake or femur length and growth.

Abreviations: GH (Growth Hormone), IGF-I (Insulin-like Growth Factor I)



1. ANTECEDENTES

1.1 Sintesis y metabolismo de la Biotina

La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B y como tal debe
proveerse en la dieta de los mamiferos ya que estos organismos no la sintetizan. Desde
1936 fue reconocida como un factor esencial de los sistemas vivos. La molécula de

biotina consiste en dos anillos heterociclicos unidos a una cadena de acido valérico

(Figura 1), (1-4)
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Figura 1. Estructura quimica de la biotina.

En los mamiferos, la biotina participa directamente en los procesos metabolicos
de gluconeogénesis, sintesis de acidos grasos y catabolismo de aminoacidos en donde
actia como grupo prostético de las cinco enzimas carboxilasas que efectian estas
reacciones (Figura 2). Cuatro de estas enzimas, piruvato carboxilasa (PC), propionil
coenzima A carboxilasa (PCC), f—metilcrotonil CoA carboxilasa (MCC) y acetil CoA
carboxilasa 2 (ACC2) son mitocondriales y sélo la acetil CoA carboxilasa 1 (ACC1), es
citosolica (1-4).

En la célula, la cantidad de biotina libre es controlada por un balance entre la
captura y la liberacion, asi como por el recambio de la unida a las carboxilasas. Para

cumplir con los requerimientos de biotina, los organismos han desarrollado un ciclo de



utilizacion que permite el aprovechamiento de esta vitamina tanto en la célula como en
los alimentos (1-4). En los mamiferos, el paso final en la biosintesis de las carboxilasas
es la formacion de las holocarboxilasas por medio de la unién covalente de biotina a un
residuo especifico de lisina en el sitio activo de la apoenzima. Esta reaccion es ejecutada
por la holocarboxilasa sintasa (HCS) (Figura 2). Al término de su vida, las carboxilasas
son degradadas proteoliticamente en el sistema autofagico lisosomal (3). En este
proceso, se producen péptidos biotinilados y el dimero biotina-lisina que se conoce
como biocitina. La biotina de estos compuestos es liberada por la accion de la enzima
biotinidasa, permitiendo que una porcion importante de esta vitamina sea reutilizada
(Figura 2). La biotinidasa también estd presente en la mucosa intestinal de varias
especies, en el jugo pancredtico y en granulos de zimoégeno de las ratas (2-4) y tiene una
funcién importante en el aprovechamiento de la biotina de la dieta de los mamiferos. La
biotina que contienen los alimentos, se encuentra principalmente unida a proteinas, en
las cuales después de una proteolisis extensiva en el intestino se produce biotina libre
que ahora estara disponible para su absorcion y posterior utilizacion por la HCS.
1.2 Otras funciones de la Biotina

Varios estudios proponen que la biotina puede participar en la regulacion de la
expresion génica. Por ejemplo, la administracion intraperitoneal de biotina a ratas
deficientes de esta vitamina, estimula la sintesis de acido ribonucleico (RNA) total y
proteinas totales en el higado (5), asi como la incorporacion de aminodcidos en
proteinas totales in vivo e in vitro en higado, pancreas, mucosa intestinal y piel (6).

La biotinidasa también cataliza tanto la biotinilacion como la debiotinilacion de
las histonas (9). Stanley y colaboradores (8) determinaron que las cinco clases de

histonas extraidas de linfocitos humanos pueden ser biotiniladas por la biotinidasa y que
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Figura 2. Ciclo de la Biotina. La holocarboxilasa sintasa, une covalentemente a la
biotina con las diferentes apocarboxilasas para formar las holocarboxilasas activas. La
biotinidasa es una hidrolasa que libera a la biotina de la biocitina y de los péptidos
biotinilados pequefios que se formaron por la degradacion proteolitica de las
holocarboxilasas: piruvato carboxilasa (PC), propionil coenzima A carboxilasa (PCC), B—
metilcrotonil CoA carboxilasa (MCC), acetil CoA carboxilasa 1 (ACC1) y acetil CoA
carboxilasa 2 (ACC2) (3).
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en estas células varios residuos de lisina en las histonas H2A, H3 y H4 son sitios de
biotinilacion. Algunos de estos residuos de lisina también son sitios de acetilacion y
metilacion. Las especies K8 y K9 de la histona H4 parecen estar participando en la
formacion de heterocromatina y en el apagado de algunos genes, proceso que puede
revertirse al retirar la biotina. En nucleos tanto de tejidos normales como de células
tumorales se detecta biotina proponiendo que puede ser la que se encuentra unida
covalentemente a las histonas (7).

La suplementacion con biotina produce, en células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) de humanos un aumento en la abundancia de los RNA mensajeros (mRNAs) que
codifican para Interleucina—Ip (IL-IB), Interferon-y (IFN-y) y para la cadena a de la enzima
MCC; mientras que el mRNA que codifica para Interleucina-4 (IL-4) disminuye (10). En
las PBMC humanas estimuladas con mitogénos, se incrementa la biotina intracelular desde
la fase G; y permanece elevada durante las fases S (sintesis de DNA), G, y M (mitosis).
Ademas, las actividades especificas y la expresion de los mRNA de las carboxilasas MCC
y PCC aumentan durante la proliferacion celular (11).

La biotina también regula la expresion de genes criticos en el metabolismo
intermedio de los carbohidratos. Estimula la actividad y la transcripcion del mRNA de la
glucocinasa hepatica, siendo esta enzima la que regula la captacion de glucosa en el higado
(12, 13). En las células B del pancreas de rata, la biotina estimula la expresion tanto de
insulina como de la glucocinasa, la enzima que regula la secrecion de insulina en respuesta
a cambios en las concentraciones de glucosa en la sangre (17). En ratas diabéticas, la

biotina reduce la actividad y expresion del mRNA de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa en
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el higado (14); mientras que la administracion de biotina a ratas deficientes de esta
vitamina, estimula un incremento en la actividad de la 6-fosfofructocinasa (15 y 16).

1.3 Deficiencia de biotina en animales de experimentacion

En 1916 se describi6 una patologia caracteristica en las ratas que recibian dietas con
una alta concentracion de clara de huevo seca como unica fuente de proteinas, a la que se
llam6 “el dafio de la clara de huevo”. Estos animales desarrollaron un sindrome
caracterizado por trastornos neuromusculares, dermatitis severa y pérdida de pelo.
Posteriormente se demostrd que esta condicidon es prevenida cuando la clara de huevo se
desnaturaliza con calor o por la administraciéon de alimentos adicionales como levadura,
higado o un compuesto de la yema de huevo que promueve el crecimiento de la levadura.
Este ultimo compuesto fue identificado posteriormente como biotina y la glicoproteina
avidina como la causante del “dafio de la clara de huevo” (1, 3).

Ademas de la rata, los trastornos producidos por la deficiencia de biotina se han
estudiado en varios animales de experimentacion. Por ejemplo, en pollos alimentados con
una dieta purificada deficiente de biotina ocurre una reduccién en el crecimiento y en el
peso corporal, dermatitis, deformaciones en las patas (19, 20) y maduraciéon anormal en los
huesos (18). En nuestro laboratorio desarrollamos un modelo experimental murino para
estudiar la participacion de la biotina en el crecimiento corporal. Con este modelo
reportamos que durante las primeras 6 semanas de estudio, los ratones alimentados con la
dieta deficiente de biotina tuvieron una ganancia de peso corporal menor a la de los
controles; y entre las semanas 7 a 20 del estudio hubo una pérdida progresiva de peso
corporal (21). Las concentraciones séricas de biotina libre, disminuyeron significativamente
en los ratones con dieta deficiente y la actividad especifica de las carboxilasas en el higado

bajo 85% después de 4 semanas (21). Adicionalmente, los ratones deficientes de la
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vitamina, en comparaciéon con los ratones control y suficientes de biotina, tuvieron
reducciones estadisticamente significativas en la talla corporal (22) y menor largo y peso
del fémur (23), lo que demuestra que la biotina participa en la homeostasis del desarrollo y
el crecimiento corporal.

1.4 Contenido de Biotina en muestras bioldgicas

Las concentraciones de biotina en alimentos, tejidos y fluidos bioldgicos se han
medido por ensayos de crecimiento microbioldgico y por ensayos de uniéon competitiva que
usan biotina marcada radiactivamente (3). Mas recientemente, se han determinado por
métodos competitivos de union a ligandos (Enzyme linked immunoabsorbent assay o
ELISA) (24-27, 28) y por cromatografia liquida de alta eficiencia (High-Performance
Liquid Chromatography o HPLC) seguida de un sistema de unidon con avidina conjugada
(29-31). Aunque la biotina se encuentra ampliamente distribuida en fuentes naturales de
alimento, aun en las fuentes mds ricas su concentracion absoluta es muy baja en
comparacion con el contenido de las otras vitaminas. El higado, rifién, yema de huevo y
algunos vegetales son buenas fuentes de biotina pues contienen de 20 a 120 ug/100 g,
mientras que la carne, leche, fruta, cereales y productos de panaderia la contienen de 1 a 10
ug/100 g (1-3).

1.5 Deficiencia de biotina y consumo de alimento en animales de laboratorio

Tomando en cuenta que en el raton adulto, el peso corporal es de 20-40g; el
consumo de alimento es de 12-18g/100g peso corporal/dia y el consumo de agua de 15
ml/100g peso corporal/dia (32), es posible demostrar que la deficiencia de biotina produce
pérdida de peso en modelos de experimentacion animal (18-20) y que este efecto se

encuentra relacionado a un menor consumo de alimento (18). Asi, en ratas alimentadas ad
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libitum con dieta deficiente de biotina, se observa una disminucion en el consumo de
alimento por dia. En cambio, cuando a este mismo grupo de ratas se le administra biotina,
se observa un aumento en el consumo de alimento por dia, lo que se refleja en el peso
corporal y en la desaparicion progresiva de los sintomas caracteristicos de la deficiencia de
biotina (33-35).

1.6 Hormona del crecimiento (GH) y Factor de crecimiento | similar a la
insulina (IGF-I)

La hormona del crecimiento (GH) controla el crecimiento corporal de los animales y
modula la glucosa sérica. La secrecion de la GH esté bajo el control de dos neurohormonas
liberadas por el hipotdlamo, la hormona liberadora de la GH (GHRH) y por la
somatostatina (SRIF). Las concentraciones de GHRH y SRIF son reguladas en parte por los
niveles de glucosa en la sangre (36). La GH estimula la sintesis de proteinas y el
crecimiento de tejidos, como cartilago, hueso y musculo esquelético, por proliferacion
celular (36-39). En la rata macho, la GH es secretada en pulsos discretos con bajos niveles
entre picos. En contraste, en la rata hembra la secrecion de GH exhibe un patron menos
pulsatil y tiene niveles entre picos relativamente altos. De igual manera en los humanos
existe un dimorfismo sexual similar al patron de secrecion de esta hormona en la rata (40).
El érgano mas importante donde la GH ejerce sus funciones de regulacion metabdlica es el
higado (40).

Los efectos de la GH en el crecimiento del esqueleto y los tejidos blandos, son
mediados primordialmente por los factores de crecimiento similares a la insulina (IGFs)
(36). El factor de crecimiento I similar a la insulina (IGF-I), es miembro de una familia de
factores de crecimiento y moléculas relacionadas, que estd compuesta de ligandos (IGF-I,

IGF-II e insulina), 6 proteinas de union a los IGFs (IGFBPs), y receptores en la superficie
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celular que median la accion de los ligandos (receptor de IGF-I, receptor de insulina, y
receptor de IGF-II manosa-6-fosfato) (40). El higado produce el 75% del IGF-I sérico (36-
40). Las acciones bioldgicas del IGF-I son moduladas por las IGFBPs, que son producidas
por muchos tejidos y se encuentran en el suero y en los compartimentos extracelulares. Mas
del 90% del IGF-I presente en la sangre y en otros fluidos bioldgicos estd unido a IGFBPs.
Esta interaccidon sirve para propositos especificos como mantener las reservas de estos
factores de crecimiento (41-44); inhibir o potenciar sus efectos, e incluso pueden tener
efectos independientes (45). La IGFBP-3 en conjunto con otra proteina, la subunidad
inestable en medio acido (ALS), forma un trimero de 150 kDa con el IGF-I el cual es el
responsable de mantener los niveles de IGF-I en la sangre ademas de prolongar la vida
media del IGF-I sérico de 10 minutos a 15 horas, previniendo los efectos hipoglucémicos
de los IGFs libres. Todas las IGFBPs inhiben el crecimiento porque impiden la unién del
IGF a su receptor; sin embargo, el secuestro de IGF por estas proteinas de union puede
mejorar sus efectos presentandolo y liberandolo lentamente a su receptor y a su vez, este
mecanismo protege al receptor de la regulacion negativa por la alta exposicion al IGF-I (41
y 44).

1.7 Modificaciones Génicas del sistema GH/IGF-I

Los ratones transgénicos para el antagonista de la GH (GHa), ademas de sufrir
reducciones significativas en el peso corporal y en las concentraciones séricas de IGF-I,
también tienen menor concentracion de glucosa e insulina en el suero y desarrollan
incremento en la sensibilidad a la insulina periférica (46). La administracién subcutdnea de
GH recombinante humana (thGH) (3 mg/kg dos veces al dia), tanto a los ratones nulos
("knockout”) para el gen de IGF-I (46) como a los ratones nulos en la produccion de IGF-I
hepatico (LID) (47-48), restablece la ganancia de peso corporal. De la misma manera,
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cuando se les administra IGF-I (1 mg/kg dos veces al dia) a los ratones knockout para la
proteina ALS (ALSKO), asi como a los dobles mutantes nulos en la produccion de IGF-I
hepatico (LID) + knockout para la proteina ALSKO (LID+ALSKO) se observa un
incremento en la longitud corporal y el largo del fémur (49).

1.8 Nutricion y sistema GH/IGF-I

Uno de los principales reguladores del contenido plasmatico de IGF-I, es la
nutricién. Las concentraciones plasmaticas de IGF-I se reducen por deficiencia en la
ingestion de proteinas y calorias (50-51), aun cuando las concentraciones plasmaticas de
GH sean elevadas (42). Usualmente, el grado de disminucion en las concentraciones de
IGF-I es proporcional al grado de la deficiencia nutricional y los niveles de este factor de
crecimiento se incrementan significativamente con la restauracion adecuada de la ingesta
de calorias. En particular, la normalizacion del IGF-I después de un periodo de restriccion
calorica, requiere un contenido de proteinas suficiente en la dieta (52).

Los procesos biologicos que subyacen a los efectos de la deficiencia de biotina
sobre el crecimiento corporal indican, que el sistema GH/IGF-I estd involucrado en este
mecanismo. Empleando nuestro modelo experimental murino, en un trabajo previo
encontramos que los ratones alimentados con una dieta sin esta vitamina, tienen menor
concentracion sérica de glucosa e IGF-I total, mientras que la de GH circulante es igual o
mayor que en los controles (23). Debido a que la concentracion de IGF-I disminuye con la
reduccion en la ingesta de proteinas y/o calorias (51) y a su vez la deficiencia de biotina
disminuye el consumo de alimento (35), se vuelve imprescindible estudiar tanto el consumo
de alimento como los efectos de la administracion de IGF-I en los ratones de nuestras series

experimentales.
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1.9 Métodos de administracion de IGF-I

Debido a que el IGF-I tiene una vida media muy corta, es necesario administrarlo
repetidamente para observar sus efectos, por lo que uno de los esquemas utilizados consiste
en la inyeccion subcutanea de 1 mg/kg de rhIGF-I dos veces al dia (49). Otra forma de
administrar el IGF-I es por medio de los liposomas vesiculares (DepoFoam) que consisten
en multiples cdmaras acuosas no concéntricas unidas por una red de membranas lipidicas.
Las particulas DepoFoam contienen un lipido neutro que es un componente integral, que le
da su estructura multivesicular unica y contiene 95% agua, lo que la hace ideal para
encapsular moléculas y farmacos solubles en agua, que en este caso mantienen estable al
IGF-I encapsulado y lo liberan lentamente durante 4-7 dias (53). Otra forma de
administracion cronica de IGF-I, es mediante la implantacion de microbombas osmoéticas

(50).
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2 HIPOTESIS

Hipotesis nula: La disminucion en el crecimiento y desarrollo corporal, asi como en
la concentracion sérica de IGF-I causadas por la deficiencia de biotina, son consecuencia de
desnutricion y prevalecen durante la administracién de IGF-1.

Hipotesis alterna: La disminucion en el crecimiento y desarrollo corporal; asi como,
la concentracion sérica de IGF-I causadas por la deficiencia de biotina, no son consecuencia
de desnutricion y se corrigen con la administracién de IGF-1.

3 OBJETIVOS

General: Determinar si la reduccién en el crecimiento corporal y las bajas
concentraciones séricas de IGF-I en el estado deficiente de biotina, son consecuencia de la
menor ingesta de alimento y por consiguiente desnutricion.

Especificos: 1) Determinar el consumo de alimento por ratones alimentados con
dietas que tienen diferentes cantidades de biotina. 2) Comparar el crecimiento de los
ratones con la clase y la cantidad del alimento consumido. 3) Determinar el efecto de la
administracion de IGF-I sobre el consumo de alimento, el peso corporal y la longitud y el
peso del fémur, en los ratones alimentados con dietas que tienen diferentes cantidades de
biotina.

4 METODOLOGIA

Ratones. Se utilizaron 3 lotes de ratones macho de 3 semanas de edad de la cepa
BALB/cAnN con un total de 68 animales. Cada lote se dividid6 en tres grupos
experimentales definidos por el tipo de dieta: a) control, b) suficiente de biotina y c)
deficiente de biotina. Todos los animales estuvieron en un ciclo de luz y oscuridad de 12
horas cada uno, a una temperatura de 25 °C y fueron colocados 6 ratones por caja. El grupo
control (C) fue alimentado con la dieta comercial que reciben los ratones de
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experimentacion en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM
(S2018S, Harlan Teklad); el grupo suficiente de biotina (SB) fue alimentado con una dieta
que contiene 30% de clara de huevo seca como unica fuente de proteina y adicionada con
0.004 g (16.4 umol) de biotina/kg; y los ratones del grupo deficiente de biotina (DB)
recibieron la misma dieta que el grupo suficiente, pero sin el suplemento de biotina
(TD.06682, Harlan Teklad). Todos los grupos de ratones fueron alimentados y se les
proporciono agua ad libitum. Como se menciond anteriormente, la ingesta de clara de
huevo cruda produce deficiencia de biotina porque forma un complejo que impide la
absorcion de la vitamina por el intestino (1, 3).

En dos lotes con un total de 50 ratones y durante 20 semanas, se determiné el peso
corporal semanalmente los miércoles, y el consumo de alimento tres veces por semana los
lunes, miércoles y viernes, generalmente entre las 9 a.m. hasta las 12 p.m. El lote restante
(n=18), fue utilizado para estudiar el efecto de la administracion de IGF-I. Se asignaron al
azar seis animales de cada grupo y en la semana 4 de experimentacion, a cuatro ratones se
les implant6 subcutaneamente en el dorso, una microbomba osmotica (ALZET Modelo
1007D) conteniendo IGF-I en concentracion de 1 mg IGF-I/ 2 mL. Como control, dos
ratones de cada dieta fueron implantados con microbombas osmoticas con placebo (ALZET
Modelo 2004). En la semana 8 del estudio, los ratones fueron sacrificados para medir la
longitud y el peso del fémur.

5 ANALISIS ESTADISTICO

Utilizando el software STATISTICA 5.0 (StatSoft), se compararon las medias de
cada una de las variables dependientes por medio de un ANOVA de 2 vias, excepto en el
largo y peso del fémur donde se utilizO6 ANOVA de una via. *Se consider6 P < 0.05 como

valor significativo. La prueba Post Hoc fue la prueba de Tukey HSD.
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6 RESULTADOS

El consumo de alimento no disminuye en los ratones con deficiencia de biotina.
La cantidad de alimento ingerido diariamente por cada raton se mantuvo, durante 20
semanas, oscilando alrededor de 2.9 g en los individuos de los grupos control y SB,
mientras que para los del grupo DB fue proximo a 1.9 g [ANOVA F (59, 2) = 1.033, P =
0.406, Figura 3]. Si bien, la ingesta de alimento fue menor por los ratones del grupo DB,
cuando se calculd el consumo diario de alimento por gramo de peso corporal, no hubo
diferencias entre los tres grupos que recibieron las dietas con distintas cantidades de biotina
[ANOVA F (19, 2) = 1.485, P = 0.059, NS: Figura 4]. Por lo tanto, la deficiencia de
biotina no produce menor apetito, ni menor consumo de alimento.

No obstante a que los ratones DB consumen diariamente casi 2 g de alimento, esta
ingesta no se ve reflejada en el peso corporal, ya que la curva temporal de crecimiento es
igual a la que ya esta reportada con este modelo de deficiencia de biotina (21). El peso de
los ratones al destete (t = 0) fue de 11.3 + 1.3 g. Los ratones con dietas control y SB
alcanzaron un peso corporal de 22.9 + 1.4 g en la octava semana de estudio; mientras que,
los ratones alimentados con dieta DB alcanzaron su peso maximo en la cuarta semana (17.7
+ 1.5 g), sin cambios adicionales hasta la novena semana y pérdida de peso desde la semana

10 hasta la 20 [ANOVA *F (20, 2) = 30.929, P = 0.001; Figura 5].
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Figura 3. Promedio + DE del consumo de alimento de n= 50 ratones machos BALB/cAnN con dietas Control (O), Suficiente de
biotina (A), y Deficiente de biotina (m). P = 0.406 (NS).
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Figura 4. Promedio + DE del consumo de alimento relativo al peso corporal de n= 50 ratones machos BALB/cAnN con dietas Control
(O), Suficiente de biotina (A), y Deficiente de biotina (m). P = 0.059 (NS).
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Figura 5. Ratones macho BALB/cAnN alimentados con dietas Control (O),
Suficiente de biotina (A), y Deficiente de biotina (m). (Promedio + DE; n= 50; *P =
0.001).

Efectos en el peso corporal por la administracion de IGF-I

La administracion de IGF-I, no modificé el patron de crecimiento corporal en los
ratones de los grupos control y SB. Estos dos grupos pesaron 20.65 = 1.21 gy 23.01 +
0.82 g alas 4 y 8 semanas de estudio, valores que son los caracteristicos en este modelo
murino experimental (ANOVA F (4, 5) = 2.12, *P = 0.013; Figura 6). De manera
interesante, la administracion de IGF-I a los ratones DB, desde la cuarta hasta la octava
semana, si provoco un aumento de peso de 1.33 g (18.24 £ 2.17 g a 19.57 + 2.31 g),
cantidad que representa el 6.9%. Si bien, este aumento es discreto, hay que tener en
cuenta que durante el mismo intervalo, no se observa ganancia de peso en este grupo
experimental y no resultod significativo porque el nimero de ratones es muy pequeno

(ANOVA F (4, 1) = 0.285, P = 0.883; NS, Figura 7).

23



El procedimiento quirGrgico para implantar la microbomba no afectd el

desarrollo caracteristico de los ratones en los tres grupos experimentales. Aunque el

analisis se hizo en tan s6lo dos ratones con cada dieta, los pesos coinciden con los que

se presentan en la Figura 5 y que a su vez, como se menciona en el parrafo anterior,

concuerdan con los que recibieron tratamiento con IGF-I (Cuadro 1).

Cuadro 1. Se presentan los pesos corporales determinados en los ratones con
dietas Control, Suficiente de biotina y Deficiente de biotina e implantados con

microbombas ALZET.
TIEMPO (Semanas) PESO CORPORAL (g)
Promedio + D.E.
CONTROL SUFICIENTE DEFICIENTE
0 (n=18) 12.00 + 1.32
2 (n=6) 19.90 + 1.14 17.34 +0.98 16.58 +1.99
4  (n=6) 21.20+1.23 19.58 +£0.79 18.24 £2.17
6
IGF-I  (n=4) 22.47+1.13 21.49 +£0.57 18.93+2.22
Placebo (n=2) 2291 21.96 15.51
8
IGF-I  (n=4) 23.62 +0.73 22.39+0.18 19.57 £2.31
Placebo (n=2) 24.61 24.10 16.75
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Figura 6. Peso corporal promedio = DE de n = 18 ratones BALB/cAnN, con
dietas Control (¢), Suficiente de biotina (0), y Deficiente de biotina (A) y placebo en
microbombas y, con dietas Control (¢), Suficiente de biotina (m), y Deficiente de biotina
(A) con IGF-I en microbombas a partir de la semana 4 de estudio. *P = 0.013
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Figura 7. Peso corporal promedio = DE de n = 18 ratones BALB/cAnN, con
dieta Deficiente de biotina (A) y placebo en microbombas y, con dieta Deficiente de

biotina (A) con IGF-I en microbombas a partir de la semana 4 de estudio. P = 0.883
(NS).
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La longitud y el peso del fémur no cambian al administrar IGF-I. En el lote
de ratones con microbombas, se observd que los ratones de todas las dietas que fueron
administrados con IGF-I durante 4 semanas no incrementaron el largo del fémur
significativamente en comparacion con los ratones de los grupos placebo (ANOVA F
(5,5)=0.587, P =0.710; NS, Figura 8).

En el peso del fémur, tampoco hubo diferencias significativas entre los ratones
que fueron administrados con IGF-I y los ratones de los mismos grupos que no lo
recibieron (ANOVA F (5, 5) = 1.586, P = 0.242; NS, Figura 9).

Largo del Fémur 8 semanas

1.55 1

1.50 4 (
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1.30 -

W Def + IGF-I @ Def Placebo m Suf + IGF-I O Suf Placebo @ Ctrl + IGF-I @@ Ctrl Placebo

Figura 8. Longitud del fémur a las 8 semanas de experimentacion en ratones
BALB/cAnN machos (promedio + DE, n = 18) con dietas Control, Suficiente de
biotina, y Deficiente de biotina (con placebo n = 2, y con IGF-I n = 4 en cada tipo de
dieta). P = 0.710 (NS).
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Figura 9. Peso corporal del fémur a las 8 semanas de experimentacion en
ratones BALB/cAnN machos (promedio + DE, n = 18) con dietas Control, Suficiente de
biotina, y Deficiente de biotina (con placebo n = 2, y con IGF-I n = 4 en cada tipo de
dieta). (P = 0.242, NS).

27



7 DISCUSION

El IGF-I incrementa la sintesis de proteinas e inhibe la protedlisis y la apoptosis
en muchos tejidos, como el hueso y el musculo esquelético (40-42). Cuando los IGFs
fueron descubiertos, les denominaron Factores de Sulfatacion debido a que estimulan la
incorporacion de sulfato en el cartilago de rata (43). Asi mismo, la produccion de IGF-I
en los osteoblastos humanos, es estimulada por la vitamina 1,25(OH), D; y la
calcitonina (42). Sin embargo, en el presente estudio el IGF-I parece no sustituir a la
biotina, dado que las ganancias de peso no se restablecen por el IGF-I, en los ratones
sometidos a la dieta deficiente de biotina y las curvas de ganancia de peso son
semejantes al placebo.

En este estudio encontramos que la deficiencia de biotina, produce los signos
indicados anteriormente, como reduccion del peso corporal, y de la longitud y el peso de
un hueso largo como es el fémur (23); sin embargo, cuando el IGF-I es administrado
mediante microbombas subcutaneas, se restaura ligeramente la ganancia de peso
corporal (6.9%), sin alcanzar el criterio de significancia estadistica.

Asi mismo, en el grupo de ratones alimentados solamente con las diferentes
dietas, el peso corporal es menor en los ratones con dieta deficiente de biotina,
resultados similares a observaciones previas (23) y de manera similar en el caso de los
ratones dobles mutantes (“knockout”) IGF-KO y ALSKO (47) y en los dobles mutantes
LID+GHa (46), debido a la falta de factores de crecimiento. Nosotros, no observamos
aumento de la longitud del fémur con la administracion de IGF-I, a diferencia de los
ratones IGF-IKO y ALSKO tratados con IGF-I en inyecciones diarias por 4 semanas
(47), lo que podria sugerir una sensibilidad diferente entre estas cepas y la utilizada en

el presente trabajo.
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Thissen y colaboradores (51), Zotkova (42) y Scacchi y colaboradores (52)
demostraron que las concentraciones séricas de IGF-I disminuyen con la deficiencia de
calorias y proteinas, lo mismo sucede con la deficiencia de biotina, de tal manera que en
un estudio experimental podria determinarse que la administracion de biotina
reestablece este factor de crecimiento y no la administracion de IGF-I. Ademas es
importante sefialar que asi como el IGF-I es estimulado por la biotina, también la
vitamina 1,25(OH), D3 (42) produce este efecto, sin embargo, la deficiencia de la
biotina produce los efectos mencionados sobre el crecimiento, independientemente de
que esté presente o no la vitamina Ds en la dieta.

Se puede presentar resistencia al IGF-I en la transduccion de senales, debido a
interrupciones en los segundos mensajeros intracelulares o por mutaciones en el
receptor para IGF-I. Otra posibilidad de esta resistencia, es una hormona que compite
por segundos mensajeros compartidos, lo que puede ocasionar resistencia secundaria al
IGF-I (54).

La vida media del raton es de 2.5 afos. Desde el nacimiento, un ratéon con la
nutricion adecuada crecera en su peso corporal siguiendo una curva sigmoide,
mostrando aceleracion en la pubertad y desacelerando cuando alcanza la madurez (33-
34). Los factores que afectan el crecimiento postnatal después del destete de los
mamiferos son: el genotipo, el control hormonal, el genotipo de la madre, la nutricion,
el sexo, el peso al destete, y otros factores ambientales como la temperatura, la
humedad, la luz y la higiene (33). La madre influye en las caracteristicas de su progenie
en al menos tres formas: a), contribuye en cada cria con la mitad de sus genes; b),
condiciona la expresion del fenotipo en su progenie; y, c), la influencia ambiental sobre
la madre puede causar variaciones del crecimiento de sus crias (34). Estas variables

genéticas y ambientales pueden ser la causa por la cual a pesar de trabajar con ratones
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singénicos y seleccionados para comenzar las dietas con peso corporal homogéneo, no
siempre se obtiene la curva de crecimiento esperada.

En el consumo de alimento, al igual que en el trabajo de Patel y Mistry (35),
nuestros ratones alimentados ad libitum con la dieta deficiente de biotina tienen
reducciones en el consumo de alimento / dia (Figura 3), sin embargo, esta diferencia es
de un gramo en comparacion con los grupos con dieta control y suficiente. Por el
contrario, en el consumo de alimento relativo al peso corporal, no hay diferencia en los
grupos con dieta control y suficiente, en cambio en el grupo con dieta deficiente de
biotina se presenta un incremento en el consumo de alimento relativo al peso corporal a
partir de la semana 16 de estudio (Figura 4). En modelos animales de experimentacion
como los ratones; las altas temperaturas, estimulos molestos, conflictos sociales u otros
factores ambientales suelen reducir el consumo de alimento y pueden hacer necesario
dar dietas con mayores concentraciones de nutrientes. Los procesos experimentales que
producen estrés, como las cirugias, también pueden alterar el consumo de alimento (55).
En este trabajo, a pesar de las diferencias en la composicion de las dietas control y
suficiente, ambas proporcionaron los nutrientes necesarios para el adecuado desarrollo
del organismo. Si consideramos que la actividad de las carboxilasas que participan en el
ciclo de la biotina, es un indicador del estado funcional de la misma, seria conveniente
determinar la actividad especifica de estas enzimas hepaticas para confirmar que
efectivamente se debe a la deficiencia de biotina como se ha reportado anteriormente
(21) y no a las variables ambientales y sociales mencionadas (55).

En lo correspondiente al consumo de alimento, los resultados obtenidos en
nuestro trabajo, coinciden con los presentados por el grupo de Furukawa (56), quienes
en un estudio en ratas alimentadas con dieta deficiente de biotina que presentan los

signos fisicos tipicos de la falta de esta vitamina como la reduccion en el peso corporal,
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proponen que este efecto puede ser inducido por la deficiencia de biotina y no es
resultado de una menor ingesta de alimento. De tal forma que, podemos reiterar que,
todos los efectos que produce la carencia de biotina se deben a la ausencia de la misma.
Las cepas de ratones pueden diferir en sus requerimientos de vitaminas y otros
nutrientes. La deficiencia de algunas vitaminas produce reducciones en el crecimiento
corporal de los ratones asi como otros signos. En este estudio, los signos fisicos que han
mostrado los ratones alimentados con dicta deficiente de biotina, afectan el crecimiento
y el desarrollo corporal de forma similar a los que producen las deficiencias de otras
vitaminas (55 y 57). Asi por ejemplo, el crecimiento corporal es reducido pre y
postnatalmente en ratones con deficiencia de &cido folico, otros signos de esta
deficiencia incluyen reducciones en el crecimiento del higado y el cerebro. La
deficiencia de &cido pantoténico en ratones en crecimiento, se caracteriza por pérdida
de peso, alopecia, dermatosis, paralisis parcial de las extremidades posteriores y otras
anormalidades neurologicas, y acromotriquia. Los signos de la deficiencia de
riboflavina; ademas, del desarrollo de epidermis hiperqueratdsica o atrofica,
degeneracion de la mielina en la columna vertebral y vascularizaciéon corneal con
ulceracion, incluyen también, pérdida de peso en ratones adultos y crecimiento reducido
en ratones jovenes. Los signos de la deficiencia de tiamina son convulsiones violentas,
hemorragias cerebrales, reduccion en el consumo de alimento y el crecimiento corporal,
mortalidad temprana y degeneracion testicular. La deficiencia de vitamina Bg
(piridoxina, piridoxal o piridoxamina), ademas de reducir el crecimiento corporal
produce hiperirritabilidad, paralisis posterior, degeneracion necrotica de la cola y
alopecia. Los ratones jovenes con deficiencia de vitamina Bj; muestran retraso en el
crecimiento y atrofia renal. Esta deficiencia causa mortalidad antes y después del

nacimiento. El principal signo observado en la deficiencia temprana de vitamina A es
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una reduccion en la ganancia de peso corporal, conforme la deficiencia progresa,
muchos tejidos epiteliales son queratinizados. Ocurre xeroftalmia, si el raton estd en
condiciones no sanitarias o sujeto a estrés. Otros signos son; temblores musculares,
diarrea, pelo erizado, abscesos, hemorragias rectales y vaginales, abortos y esterilidad
permanente en machos (55 y 57). Debido a lo mencionado anteriormente, puede
concluirse la importancia de la biotina obtenida en la dieta ya que produce efectos

similares a los que ocurren con la deficiencia de otras vitaminas.

8 CONCLUSIONES

De este trabajo, podemos concluir las siguientes observaciones:
Una dieta deficiente de biotina se asocia a:

a) Baja ganancia de peso corporal.

b) Disminucion en el desarrollo de un hueso largo como el fémur.
El suplemento de IGF-I por medio de microbombas osmoticas:

a) Restablece ligeramente la ganancia de peso corporal.

b) No tiene efecto sobre la ingesta de alimento.

¢) No tiene efecto sobre el desarrollo del fémur.
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