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RESUMEN

Ademas de su papel como grupo prostético de las carboxilasas, la biotina es capaz de
regular la expresion genética. Estudios en humanos y animales han documentado que
concentraciones farmacoldgicas de biotina reducen la hiperglucemia y la hiperlipidemia.
Se desconoce cudl es el efecto de la biotina sobre la expresion de proteinas del
metabolismo de lipidos, por lo que en este trabajo analizamos los efectos de
concentraciones farmacoldgicas de biotina en la dieta sobre la expresion de factores

transcripcionales y de enzimas pertenecientes al metabolismo de lipidos.

Se utiliz6 un modelo experimental de ratones de la cepa BALBc, dividido en dos
grupos: un grupo control (suficiente) y un grupo experimental (suplementado). El grupo
suficiente recibi6 una dieta con la concentracién necesaria de biotina para satisfacer los
requerimientos fisioldgicos de esta vitamina (4 mg biotina / kg peso alimento). El grupo
suplementado recibi6 una dieta con concentraciones farmacoldgicas de biotina
(100 mg biotina / kg peso alimento). Al final de ocho semanas de tratamiento, se les
tomaron muestras de sangre a los ratones y se les sacrificd. Se obtuvo el ARN total del
higado y del tejido adiposo, con el cual se realizaron estudios de PCR en tiempo real

para evaluar la expresion de genes del metabolismo de lipidos.

Encontramos que los ratones alimentados con las concentraciones farmacoldgicas de
biotina presentaron una menor concentraciéon de triglicéridos que los ratones
alimentados con una dieta control (P<0.05). La expresion relativa de genes
correspondientes a enzimas y factores transcripcionales reveld diferencias entre los
grupos. En el higado, encontramos que la dieta suplementada disminuy6 la abundancia
del ARN mensajero de los factores transcripcionales Foxal, Foxa2, HNF-4alfa,
SREBP-1c, y de la enzima lipogénica sintetasa de dcidos grasos (FAS). No se
observaron cambios en la expresion de acetil-CoA carboxilasa (ACC-1). Por otra parte,
se observé un aumento en la expresion de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH).
Ademds, hubo una disminucién en la expresion de piruvato cinasa (PK),
fosfofructocinasa 1 (PFK-1), piruvato carboxilasa (PC) y el transportador de glucosa
GLUT 2. En el tejido adiposo, los ratones suplementados mostraron una disminucién en
la expresion de los factores transcripcionales Srebp-lc, PPAR-alfa y Ppar-gama, asi

como de las enzimas ACC-1, FAS, G6PDH, PEPCK y PC.



Nuestros resultados muestran, por primera vez, una relacion entre la expresion de genes
lipogénicos y el efecto hipotrigliceridémico de la biotina. Dichos resultados sugieren
que la biotina podria ayudar a tratar padecimientos metabdlicos como la

hipertrigliceridemia.



ABSTRACT

Besides its role as carboxylase prosthetic group, biotin regulates gene expression.
Several studies have shown that pharmacological concentrations of biotin reduce
hypertriglyceridemia and hyperglycemia. The molecular mechanisms involved in biotin
effects on lipid metabolism are largely unknown. The present study analyzed the effects
of pharmacological concentrations of biotin on the mRNA expression of various

lipogenic genes.

BALBc mice were divided into two groups. A diet with an enough concentration of
biotin for physiological requirements (4 mg / kg food weight) was given to the control
group, also named sufficient group. A diet with a pharmacological concentration of
biotin (100 mg / kg food weight) was given to the experimental group, also named
supplemented group. Blood samples were taken and mice were sacrified after eight
weeks of diet. RNA from liver and adipose tissue was obtained to perform real-time

PCR in order to assess the expression of lipid metabolism genes.

We found that triglyceride blood level was lower in supplemented group than in
sufficient group (P<0.05). There were differences regarding the genetic expression of
enzymes and transcriptional factors between the groups. In liver, the supplemented
biotin diet was related to a decrease in RNAm levels of HNF-4alpha, Srebp-1c, Foxal,
Foxa2 and fatty acid synthase (FAS). The relative expression of acetyl-CoA carboxilase
(ACC-1) was not changed, but the relative expression of glucose-6-phosphate
dehydrogenase (G6PDH) was increased. Besides, the expression of pyruvate kinase
(PK), phosphofructokinase (PFK-1), pyruvate carboxylase (PC) and glucose transporter
GLUT 2 was decreased. In adipose tissue, supplemented mice showed a decrease in the
expression of the transcriptional factors Srebp-1c, Ppar-alpha and Ppar-gamma, as well

as in the expression of the enzymes ACC-1, FAS, G6PDH, PEPCK and PC.

For first time in literature, our results show a relation between the hipotriglyceridemic
effect of biotin and the expression of lipogenic genes. These results suggest that biotin

should be helpful in the treatment of metabolic disorders such as hypertriglyceridemia.



INTRODUCCION

La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B (vitamina Bg), esencial para la
homeostasis y el crecimiento de todos los seres vivos (Pacheco-Alvarez y Leén del Rio,
2002). Esta vitamina fue identificada por Kogl en 1935, quien la caracterizé como un factor
indispensable para el crecimiento de la levadura (Kogl, 1935). Es un nutriente esencial para
el ser humano cuya deficiencia es rara, ya que se encuentra en varios alimentos
(especialmente en levaduras, visceras como rifion e higado, carne de pollo, huevos,
chicharos, cacao, cereales) y ademds es sintetizada por las bacterias de la flora intestinal

(Melo y Cuamatzi, 2004). La figura 1 presenta su estructura quimica.

Generalmente, la deficiencia de biotina se debe al consumo elevado de huevos crudos. La
clara de huevo contiene una gran cantidad de avidina, una proteina que se une con mucha
fuerza a la biotina e impide su absorcién intestinal, conduciendo a una deficiencia cuyos
sintomas incluyen depresion, dolor muscular, dermatitis y alopecia (Melo y Cuamatzi,
2004). Se piensa que, al inhibir el crecimiento bacteriano, la avidina sirve como defensa del
embrién de pollo. Cuando se cuecen los huevos, la avidina es desnaturalizada, razén por la
que la deficiencia de biotina ocurre al ingerir huevos en estado crudo (Lehninger et al,
2001, cap. 16, p. 586). A la biotina también se le llamé vitamina H (del aleman haut, piel)
debido a su papel protector contra la toxicidad de la clara de huevo, toxicidad manifiesta en

sintomas como dermatitis y alopecia (Melo y Cuamatzi, 2004).

O
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o

Figura 1. Estructura quimica de la biotina.



1. Papel de la biotina en las reacciones de carboxilacion

En mamiferos, la biotina funciona como grupo prostético de las enzimas acetil-CoA
carboxilasa (ACC-1 y ACC-2), piruvato carboxilasa (PC), propionil-CoA carboxilasa
(PCC) y metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC). Estas enzimas catalizan reacciones
fundamentales de procesos metabdlicos como la gluconeogénesis, la sintesis de &dcidos
grasos y el catabolismo de aminodcidos (Rodriguez, 2000). La figura 2 presenta las

reacciones de carboxilacion de estas enzimas.

La ACC cataliza la carboxilacién de acetil-CoA para formar malonil-CoA, molécula que
sirve como precursor en la sintesis de acidos grasos. La enzima ACC regula la [3-reduccion
y la B-oxidacién de dcidos grasos, ademds de intervenir en la génesis de la membrana
celular (Rodriguez, 2000). En humanos, ACC presenta dos isoformas: ACC-1 o ACC-a y
ACC-2 o0 ACC-3. ACC-1 es una isoenzima citosdlica involucrada en la sintesis de acidos
grasos en el citosol, mientras que ACC-2 es una isoenzima mitocondrial responsable de la

B-oxidacién de dcidos grasos (Pacheco-Alvarez y Le6n del Rio, 2002).

La PC es una enzima clave de la gluconeogénesis en higado y rifién, donde cataliza la
sintesis del oxaloacetato a partir de piruvato. También estd presente en tejidos lipogénicos,
en los que actda en la sintesis de dcidos grasos. En todos los tejidos, especialmente en
cerebro, PC tiene un papel anaplerdtico en el ciclo del &cido citrico, al catalizar la

formacion de oxaloacetato (Rodriguez, 2000).

La PCC interviene en el catabolismo de dcidos grasos de cadena impar y de ciertos
aminodacidos (isoleucina, treonina, metionina, valina), al catalizar la conversién de
propionil-CoA en metilmalonil-CoA (Rodriguez, 2000). Este metabolito es transformado
posteriormente a succinil-CoA para entrar al ciclo de Krebs (Pacheco-Alvarez y Leén del

Rio, 2002).

La MCC participa en el catabolismo del aminodcido leucina, convirtiendo al 3-

metilcrotonil-CoA en 3-metilglutaconil-CoA (Rodriguez, 2000).
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Figura 2. Reacciones catalizadas por las carboxilasas dependientes de biotina
(modificada de Zempleni y Mock, 1999).

La unién covalente de la biotina a las carboxilasas ocurre gracias a la acciéon de la
holocarboxilasa sintetasa (HCS), con la presencia de biotinil-AMP como intermediario
(Dakshinamurti y Li, 1994). La biotina tiene un papel fundamental en numerosas
reacciones de carboxilacion puesto que es un acarreador especifico de CO,. Los grupos
carboxilo son activados en una reaccidén que consume ATP y une CO, al complejo formado
por la biotina y la enzima correspondiente. E1 CO,, “activado” de esta forma, es transferido
posteriormente a una molécula aceptora para completar la reacciéon de carboxilacién

(Lehninger et al, 2001, cap. 16, pp. 585-586).



Las carboxilasas dependientes de biotina son sintetizadas como precursores inactivos o
apoenzimas. La proteina activa u holoenzima se forma cuando la molécula de biotina se
une a un residuo de lisina localizado en una secuencia Met-Lys-Met que estd conservada
universalmente en todas las enzimas dependientes de biotina (Chapman-Smith y Cronan,
1999). Esta reaccién se lleva a cabo en dos etapas. En la primera, la biotina es activada
empleando ATP para formar el intermediario biotinil-5’-adenilato (biotinil-AMP). En la
segunda etapa, el grupo biotinilo se transfiere a la apoenzima para unir la biotina al residuo

de lisina previamente mencionado, liberandose AMP (Lamhonwabh et al, 1987).

Una vez formada la holoenzima, procede la reaccién de carboxilacion del sustrato. Por
ejemplo, la piruvato carboxilasa estd compuesta por cuatro subunidades idénticas, cada una
de las cuales contiene una molécula de biotina unida covalentemente al grupo €-amino de
un residuo especifico de lisina en el sitio activo de la enzima. La carboxilacion del piruvato
tiene lugar en dos pasos: en primer lugar, un grupo carboxilo proveniente del HCO;™ se une
a la biotina, y a continuacién el grupo carboxilo se transfiere al piruvato para formar
oxaloacetato. Estos dos pasos tienen lugar en sitios activos diferentes; el brazo largo y
flexible de la biotina permite la transferencia del grupo carboxilo activado desde el primer
sitio activo al segundo sitio activo. El mecanismo es similar para otras carboxilasas

dependientes de biotina (Lehninger et al, 2001, cap. 16, p. 586).

La reaccion de biotinilacion en bacterias es catalizada por la enzima BirA. Se sabe que en
Escherichia coli, BirA es una enzima bifuncional que ademds de catalizar la biotinilacion
de la acetil-CoA, regula la transcripcion de los cinco genes involucrados en la sintesis de
biotina, actuando como un represor de la transcripcién de los mismos. También se sabe que
BirA funciona como un sensor de la cantidad de biotina y de la concentracién de
apocarboxilasas en bacterias. Asi, en un medio donde la concentracion de biotina es baja o
nula, habria transcripcién del operén de biotina, mientras que en un medio donde la
concentracion de biotina es adecuada para la célula, BirA reprimiria la transcripciéon del

operon (Pacheco-Alvarez et al, 2002).



En el caso de los eucariontes, la biotinilacién de carboxilasas se lleva a cabo por la
holocarboxilasa sintetasa (HCS). Se ha clonado el cDNA de la HCS, y se sabe que aunque
su ARNm se encuentra presente en todos los tejidos estudiados, se expresa preferentemente

en rifidén, pancreas y musculo esquelético (Ledn del Rio et al, 1995).

La comparacion de las secuencias de BirA y de la HCS humana revela una homologia en el
extremo carboxilo terminal de ambas enzimas, regiéon correspondiente al dominio de
biotinilacion de BirA. Sin embargo, la regién amino terminal en ambas enzimas no muestra
conservacion en la secuencia de aminodcidos, ya que esta region en BirA es la que confiere
actividad transcripcional y es posible que la pérdida de la capacidad de sintetizar biotina

por los eucariontes sea la causa de estas diferencias (Pacheco-Alvarez et al, 2002).

2. Efecto de la biotina sobre la expresion genética

A finales de la década de 1960 y principios de la de 1970, se observé que la biotina, en
mamiferos, ademds de intervenir en las reacciones de carboxilacién, participa en la
regulacion de la transcripcion genética y de la estructura cromosomica (Dakshinamurti et
al, 1968b; Dakshinamurti et al, 1970). A nivel transcripcional, la biotina puede modificar la
estructura de la cromatina, o regular vias metabdlicas, tanto positiva como negativamente

(Zempleni, 2005).

La biotina participa en la regulacion de la transcripcion de algunas enzimas que la utilizan
como sustrato y grupo prostético: la holocarboxilasa sintetasa (HCS) (Rodriguez-Meléndez
et al, 2001; Solérzano-Vargas et al, 2003), la acetil coenzima A carboxilasa 1 (ACC-1), la
propionil coenzima A carboxilasa (PCC) (Solérzano-Vargas et al, 2002). Ademads, esta
vitamina actia en la regulacion de otras proteinas que no la requieren como cofactor, como
la glucocinasa hepdtica (Chauhan y Dakshinamurti, 1991), la fosfoenolpiruvato
carboxicinasa hepdtica (Dakshinamurti y Li, 1994), la glucocinasa pancredtica (Romero-
Navarro et al., 1999), la insulina (Romero-Navarro et al., 1999), la interleucina 2, el
receptor de interleucina 2 (Manthey et al, 2002; Rodriguez-Meléndez et al, 2003), y los

factores transcripcionales NF-kB, N-myc, c-myb, N-ras y raf (Scheerger et al, 2003).



En los dltimos afios han comenzado a delinearse los mecanismos moleculares a través de
los cuales la biotina modifica la expresion genética. Se han identificado diferentes vias, no
necesariamente excluyentes, que podrian participar en la accién de la vitamina:
la activacion de la guanilato ciclasa soluble y la biotinilacién de histonas (Vilches-Flores y

Fernandez-Mejia, 2005; Hassan y Zempleni, 2006).

El uso de microarreglos ha revelado un nimero mucho mayor de genes que son afectados
por la biotina. En un estudio se hicieron microarreglos de células humanas mononucleares
de sangre periférica (PMBC), y se observo que la suplementacion de adultos sanos con 8.8
pumol/dia de biotina durante tres semanas provoc6 un aumento en la expresion de 139 genes
y una disminucién en la expresion de 131 genes, en comparacién con el estado anterior a la
suplementacién de biotina (Wiedmann et al, 2003). En otro estudio se identificaron 1803
genes dependientes de biotina en células humanas de hepatocarcinoma (HepG2), cultivadas

en medios con diferentes concentraciones de biotina (Rodriguez-Meléndez et al, 2006).

Existe evidencia de que los genes dependientes de biotina no se encuentran repartidos al
azar en el genoma humano, sino que estdn acomodados en clusters, con base en su funcién
molecular: proteinas de unién a ADN, proteinas de uniéon a ARN, genes que tienen
actividad traduccional, proteinas de unién a nucledtidos, y proteinas con actividad de
transferasa. La existencia de clusters asociados con proteinas de unién a ADN, ARN vy
nucledtidos, es acorde con la idea de que la vitamina afecta la regulacion genética al
modificar la estructura de la cromatina o al estimular vias de sefalizacién celular

(Zempleni, 2005).

2.1. Activacion de la guanilato ciclasa soluble

La biotina es la primera vitamina que se ha demostrado que incrementa la actividad de la
enzima guanilato ciclasa. Vesely reporté que la biotina y un compuesto analogo (éster de p-
nitrofenil-biotina), en una concentraciéon de 1 pM, aumentan la actividad de la guanilato
ciclasa soluble en higado, rifién, colon, cerebelo y corazén de rata, incrementando los

niveles de GMPc originales al doble o triple (Vesely et al, 1982).
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Adicionalmente a las evidencias sobre la relacion existente entre la biotina y la guanilato
ciclasa observada por Vesely, Spence y Koudelka (1984) encontraron que el aumento
producido por la biotina en la actividad de la glucocinasa hepdtica estaba precedido por un
incremento en las concentraciones intracelulares de GMPc, lo que sugeria que la biotina
ejerce su efecto a través de este segundo mensajero. A partir de entonces, diversos estudios
han identificado que un denominador comun en el efecto de la biotina sobre la expresion
genética involucra el incremento en la actividad de la guanilato ciclasa soluble (GCs), la
elevacion de las concentraciones de guanosil monofosfato ciclico (GMPc) intracelular, y la
participacion de la proteina cinasa G (PKG) (Chauhan y Dakshinamurti, 1991; De la Vega
et al, 2000; Solérzano-Vargas et al, 2002).

Solérzano-Vargas et al (2002) han propuesto que el compuesto biotinil-AMP es el vinculo
en la cascada de fosforilaciones involucradas en la regulacion de la expresion genética por
la biotina. Dicho compuesto es formado por la holocarboxilasa sintetasa en la primera etapa
de su accién catalitica. Estos investigadores proponen que el biotinil-AMP, por un
mecanismo aun desconocido, activa la guanilato ciclasa soluble, y que, de esta manera, se
incrementa el contenido de GMPc, que a su vez activa a la PKG, favoreciendo asi una serie

de fosforilaciones que modifican la expresién genética (Solérzano-Vargas et al, 2002).

2.2. Biotinilacion de histonas

La biotina podria regular la expresion genética mediante la biotinilaciéon de histonas.
Hymes et al (1995) observaron in vitro que la biotina se une en forma covalente a las
histonas gracias a la accién de la biotinidasa. También se ha descubierto que la
holocarboxilasa sintetasa puede catalizar la biotinilacién de histonas (Narang et al, 2004).
In vivo, se han detectado histonas biotiniladas en diversos tipos de células como células
PBMC (Stanley et al, 2001), células de linfoma (Manthey et al, 2002), células de cancer
pulmonar (Scheerger y Zempleni, 2003), células de coriocarcinoma (Crisp et al, 2004) y

eritrocitos de pollo (Peters et al, 2002).
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Se ha propuesto que la biotinilacion de histonas, similar a otras modificaciones covalentes
como la metilacién y la acetilacion, podria ser parte de los mecanismos a través de los
cuales la biotina modifica la expresion genética. Se ha sugerido que la biotinilacién de
histonas podria estar ligada a la proliferacién celular (Stanley et al, 2001) asi como a la

reparacion y replicacion del ADN (Peters et al, 2002)

Sin embargo, el grupo de investigacion de Polyak publicé que la estreptavidina, proteina de
uso comun en los estudios de biotinilacién de histonas, puede unirse a dichas proteinas de
manera independiente del sitio de unidn a la biotina presente en la estreptavidina (Bailey et
al, 2008). Es importante considerar este articulo, dado que los estudios de biotinilacién
mencionados emplean estreptavidina como sonda (Stanley et al, 2001; Manthey et al, 2002;
Peters et al, 2002; Scheerger y Zempleni, 2003; Crisp et al, 2004). Al parecer, el uso de
estreptavidina marcada para detectar histonas biotiniladas no es un método adecuado
porque esta molécula es capaz de unirse a las histonas en forma independiente de la biotina,

por lo que hay que tener mucho cuidado al interpretar dichos estudios.

3. Efecto de la biotina sobre el metabolismo de carbohidratos

Los estudios de la influencia de la biotina sobre el metabolismo de carbohidratos sentaron
las bases para descubrir el efecto de la biotina sobre la expresion genética, y muchos de los
genes regulados por la biotina participan a su vez en la regulacion del metabolismo de
carbohidratos. Estos efectos se han examinado tanto in vivo como in vitro, en diferentes
condiciones fisioldgicas, tales como la deficiencia de biotina, el estado fisiol6gico normal y

la diabetes (Vilches-Flores y Ferndandez-Mejia, 2005).

3.1. Efecto de la deficiencia de biotina

El grupo de Dakshinamurti encontr6 que las ratas deficientes en biotina presentaban
hiperglucemia, y que el contenido de glucégeno hepdtico y la fosforilacion de la glucosa
también eran menores en dichos animales, en comparacion con los animales control. Los

estudios revelaron que la deficiencia de biotina en ratas provoca una disminucién de la
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actividad de la glucocinasa hepdtica en un orden de 40% a 45%, y que la administracion de

biotina restaura la actividad enzimética (Dakshinamurti y Cheah-Tan, 1968a).

Estudios posteriores mostraron que las anomalias en el metabolismo de carbohidratos en
ratas deficientes de biotina se debian a la disminucién de la actividad de la glucocinasa
hepdtica, enzima clave en la captacion posprandial de glucosa por el higado. El efecto de la
biotina sobre la glucocinasa hepatica se produce a través de un aumento en la transcripcién
del gen de la glucocinasa hepatica (Chauhan y Dakshinamurti, 1991). También se demostré
que la administracién de biotina disminuye la transcripciéon de la enzima gluconeogénica
fosfoenolpiruvato carboxicinasa, PEPCK (Chauhan y Dakshinamurti, 1991). La biotina
tiene un efecto semejante a la insulina, al favorecer el catabolismo de la glucosa
aumentando el RNA mensajero de la glucocinasa y disminuyendo el RNA mensajero de la
PEPCK (Dakshinamurti y Li, 1994). En mamiferos, ésta es la primera vitamina
hidrosoluble de la que se sabe que modifique, tanto en forma positiva como negativa, la

transcripcion de enzimas criticas para el metabolismo de carbohidratos.

Se ha observado que la deficiencia de biotina afecta el metabolismo del islote pancredtico.
Estudios realizados en nuestro laboratorio con ratas deficientes de biotina mostraron que la
carencia de la vitamina produce una disminucién tanto de la actividad como de la
abundancia del ARNm de la glucocinasa pancredtica, enzima clave en el proceso que
permite a la célula [3 secretar insulina en respuesta a glucosa. Nuestros estudios también
revelaron que los islotes pancredticos aislados de ratas deficientes de biotina presentan una
secrecion disminuida de insulina en respuesta a glucosa (Romero-Navarro et al, 1999).
Asimismo, se sabe que la expresion del gen de la insulina y la secrecion de esta hormona en

respuesta a glucosa se incrementan con el tratamiento con biotina (Furukawa et al, 1995).

3.2. Efecto de la biotina en condiciones fisiolégicas normales

El metabolismo de carbohidratos también sufre alteraciones por la biotina atin cuando no

haya deficiencia de esta vitamina. La administracién de concentraciones farmacoldgicas de

biotina en ratas cuyo estatus de biotina es suficiente, incrementa la actividad de la
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glucocinasa hepdtica (Dakshinamurti y Cheah-Tan, 1968b). Este efecto se observoé tanto en
el estado posprandial, situacién en la que la glucocinasa se encuentra normalmente
aumentada, como en condiciones en las que la actividad de la glucocinasa se encuentra
normalmente disminuida, tales como el ayuno o la dieta rica en grasas (Dakshinamurti et al,

1970).

Ademads, se ha observado en estudios in vitro que la biotina altera la expresioén genética. En
hepatocitos aislados de ratas normales, la biotina incrementa la actividad de la glucocinasa,
y, como fue sefialado anteriormente en el apartado 2.1, dicho aumento se encuentra
precedido por un incremento en las concentraciones intracelulares de GMPc (Spence y
Koudelka, 1984). Por otra parte, 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 pancredtica (Romero-Navarro et al, 1999).

También se ha observado en levaduras que la biotina afecta el metabolismo de
carbohidratos. En cultivos de Saccharomyces cerevisiae se encontré que en un medio con
alto contenido de biotina aumentan las actividades de la piruvato carboxilasa y de la
isocitrato liasa, lo que sugiere que el efecto de la biotina sobre el metabolismo aparecid

desde etapas tempranas de la evolucién (Pejin y Rzamovski, 1996).

3.3. Efecto de la biotina en modelos de diabetes

Diversos estudios han encontrado que la administracién de concentraciones farmacoldgicas
de biotina disminuye la hiperglucemia. Pacientes con diabetes tipo 1 tratados durante una
semana con biotina, sin recibir insulina exdgena, disminuyeron sus concentraciones de
glucosa en ayuno (Coggeshall et al, 1985). En un estudio hecho con pacientes diabéticos
tipo 2, se encontré que la administracion oral diaria de 9 mg de biotina durante un mes
disminuy6 las concentraciones sanguineas de glucosa, lactato y piruvato (Maebashi et al,
1993). Nuestro grupo ha encontrado que en pacientes diabéticos tipo 2, el tratamiento con
15 mg de biotina durante 28 dias disminuye el drea de las curvas de tolerancia a la glucosa

(Baez-Saldana et al, 2004). En modelos de diabetes en animales, como los ratones KKy las
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ratas OLETF, también se ha reportado que la biotina disminuye la hiperglucemia (Reddi et

al, 1998; Zhang et al, 1996 y 1997).

3.4. Resumen

El estado nutricional de biotina afecta el metabolismo de carbohidratos. La deficiencia de
biotina produce hiperglucemia en tanto que concentraciones farmacoldgicas de biotina
revierten la hiperglucemia. Este efecto concuerda con la accién estimulante de la biotina
sobre la expresion de genes que favorecen la captacion y el catabolismo de glucosa, como
la glucocinasa hepatica y pancredtica, la insulina y el receptor de insulina; en contraste, la
biotina disminuye la expresion de la fosfoenol piruvato carboxicinasa, enzima de accién

hiperglucemiante que regula la gluconeogénesis.

4. Efecto de la biotina sobre el metabolismo de lipidos

Se ha observado que, en condiciones no deficientes de biotina, el tratamiento con
concentraciones farmacoldgicas de dicha vitamina puede modificar las concentraciones de
lipidos en sangre. En la cepa de ratas BHE con predisposicion genética para desarrollar
hiperglucemia e hiperlipidemia, el tratamiento con biotina disminuyé las concentraciones
plasmaticas de lipidos totales (Marshall et al, 1976). En pacientes con ateroesclerosis e
hipercolesterolemia, la administracién de 5 mg de biotina durante 28 dias produjo un
decremento significativo de las concentraciones de colesterol total; también se observé una
disminucién, aunque no significativa, de las concentraciones de LDL (Dokusova y
Krivoruchenko, 1972). La administracién de 900 g de biotina durante 71 dias, en hombres
y mujeres sanos, redujo las concentraciones plasmaéticas de lipidos totales (Marshall et al,
1980). Nuestro grupo de investigacion encontré que el tratamiento con 15 mg de biotina
durante 28 dias disminuye las concentraciones plasmaticas de triglicéridos totales en

pacientes con hipertrigliceridemia (Revilla-Monsalve et al, 2006).

Existe poca informacién acerca del papel que la biotina pudiera tener como regulador

genético del metabolismo de lipidos. El grupo de Stephens encontré que en la linea celular
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de adipocitos 3T3-L1, un compuesto derivado de biotina llamado CABI (chloroacetylated
biotin) inhibe la actividad de la enzima lipogénica ACC-1 y reduce la expresion de los
factores de diferenciacion PPAR-y, STAT 1 y STAT 5A, factores transcripcionales que se
expresan durante la adipogénesis. Esto sugiere que la biotina podria regular el metabolismo

de lipidos a nivel transcripcional (Levert et al, 2002).

5. Efecto de otras vitaminas hidrosolubles sobre la expresion genética en eucariontes

Con el fin de contextualizar el conocimiento de las acciones de la biotina dentro de la
informacién existente acerca del efecto de otras vitaminas hidrosolubles, se hizo una
revision de la influencia de dichas vitaminas sobre la expresién genética, ya que si bien se
ha publicado una enorme cantidad de articulos acerca de la manera en que las vitaminas
liposolubles afectan la fisiologia, y en particular de las vitaminas A y D como reguladores
de la expresion genética (Pfahl y Chytil, 1996; Clagett-Dame y Deluca, 2002; Christakos
et al, 2003), son muy escasas las revisiones sobre efectos genéticos de las vitaminas

hidrosolubles.

5.1. Acido félico

Los folatos son vitaminas hidrosolubles del complejo B, que actian como cofactores en
reacciones necesarias para la biosintesis de bases puricas y pirimidicas, la sintesis de
metionina y la formacién de eritrocitos. Su deficiencia estd ligada a enfermedades
cardiovasculares y degenerativas, anemia megalobléstica, displasia cervical, cdncer,
defectos en el desarrollo como paladar hundido y defectos en la formacién del tubo neural

(Jhaveri et al, 2001; Courtemanche et al, 2004; Katula et al, 2007).

En un primer estudio de microarreglos, hecho con células humanas KB de carcinoma
nasofaringeo, se encontré que la deficiencia de 4cido félico provocé la modificacién de
ocho genes relacionados con adhesion celular, ciclo celular y formacién de citoesqueleto.

Dicho estudio considerd tinicamente la expresion de oncogenes (Jhaveri et al, 2001).
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En otro estudio de microarreglos con linfocitos T humanos, se encontré que la deficiencia
de éacido félico aumentd la expresiéon de genes que codifican proteinas integrantes de la
cadena respiratoria mitocondrial, como son la citocromo c¢ oxidasa, la NADH

deshidrogenasa y diversas subunidades de la ATPasa (Courtemanche et al, 2004).

En otro estudio mds de microarreglos hecho para observar las consecuencias de la
deficiencia de &cido félico sobre la expresién genética, usando como modelo células
normales de fibroblasto humano, los autores publicaron alteraciones en la expresion de 61
genes, donde predominan genes relacionados con sefializacion celular, formacién de
citoesqueleto y matriz extracelular. Se observé que la deficiencia de dcido félico también
aument6 la expresion del gen que codifica para la monoglicérido lipasa, enzima del

metabolismo de lipidos (Katula et al, 2007).

Asi, puede observarse que la deficiencia de dcido félico provoca cambios en la expresion
de genes relacionados con el metabolismo energético, ademds de su papel tradicional

relacionado con la proliferacion celular y la sintesis de ADN y ARN.

5.2. Acido ascérbico (vitamina C)

El 4cido ascorbico es necesario para la biosintesis de coldgena (Kurata et al, 1993). En ratas
ODS, mutantes con un defecto hereditario en la biosintesis de esta vitamina, se encontrd
que dicha deficiencia disminuye las concentraciones del ARNm de la apolipoproteina Al

en el higado, una proteina que participa en el transporte de colesterol (Ikeda et al, 1996).

También se ha observado que, en cultivos celulares, la vitamina C puede modular la accién
de factores transcripcionales sensibles a estrés oxidativo, como AP-1 y NF-KB. Este efecto
no es sorprendente, dado que la vitamina C es considerada el principal antioxidante de

origen hidrosoluble (Zhou et al, 2001).

Se ha evaluado la influencia del 4cido ascorbico sobre la expresion genética por medio de

microarreglos. En un estudio acerca de la diferenciacion de células madre a neuronas, se
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encontrd que esta vitamina induce la expresion de genes relacionados con la neurogénesis,
la maduracién neuronal y la neurotransmision (Shin et al, 2004). En otro estudio de
microarreglos para estudiar la diferenciacion neuronal, se encontré que la vitamina C
aumenta la expresion de genes que codifican para proteinas de unién a hierro (ferritina y
transferrina), y genes que forman parte de la respuesta celular a especies reactivas de

oxigeno, como glutation peroxidasa (Yu et al, 2004).

Asi, los estudios con cultivos celulares han demostrado que el acido ascérbico puede
afectar la expresion genética, sobretodo a través de sus efectos redox. Algunos procesos
bioldgicos que afecta incluyen la respuesta celular al estrés oxidativo, la diferenciacion
celular, la proliferacion celular y la reparacion del ADN. Se han estudiado poco los efectos
de la vitamina C en la expresion genética in vivo. En un articulo acerca del efecto de dicha
vitamina sobre la expresion genética del higado de rata sometido a choque séptico, se
encontrd que el dcido ascorbico es capaz de inhibir o atenuar el aumento en los niveles del
RNA mensajero de proteinas como TNF-q, la sintetasa de 6xido nitrico, la hemo oxigenasa
1 y la ciclo oxigenasa 2, cuyo aumento en la transcripcion es provocado por el choque
séptico (Kim y Lee, 2004). Se ha sugerido que la vitamina C puede modular el factor NF-
KB in vivo, factor transcripcional conocido como activador de genes durante la respuesta

inmune e inflamatoria (Duarte y Lunec, 2005).

5.3. Tiamina (vitamina B,)

El difosfato de tiamina sirve como cofactor para varias enzimas participantes en el
catabolismo de carbohidratos, como la piruvato deshidrogenasa, la transcetolasa y
la a-cetoglutarato deshidrogenasa. Estas enzimas participan en el ciclo de Krebs y en la via
de las pentosas, siendo muy importantes en la biosintesis de diversos constituyentes
celulares como el NADPH y los neurotransmisores acetilcolina y GABA. Pekovich et al
(1998) han sugerido que la tiamina y sus derivados fosforilados pueden afectar la expresion
de los genes que codifican estas proteinas. Estudiando condiciones de deficiencia y
suficiencia de tiamina en cultivos de fibroblastos, linfoblastos y células de neuroblastoma

de tejidos humanos, encontraron que la deficiencia de tiamina provoca una disminucién en
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los RNAs mensajeros de la transcetolasa y la subunidad E1[3 de la piruvato deshidrogenasa.
Esto indica que la tiamina pudiera regular la expresion de algunos genes que codifican

enzimas que utilizan a la tiamina como cofactor (Pekovich et al, 1998).

5.4. Riboflavina (vitamina B,)

Esta vitamina es necesaria para la formacion de coenzimas como el FAD. La deficiencia de
riboflavina en rata provoca una disminucién acentuada en las actividades de las acil-CoA
deshidrogenasas de cadena corta, media y larga (enzimas participantes en la oxidacion de
acidos grasos), asi como de la flavoproteina de la transferencia de electrones. Nagao y
Tanaka (1992) estudiaron los efectos de la deficiencia de riboflavina y demostraron que el
FAD regula a estas proteinas por un mecanismo de retroalimentacién, aumentando la
cantidad del RNA mensajero en la deficiencia de riboflavina. La deficiencia de riboflavina
también afecta la traduccion, por lo que en dicha condicién se observa una disminucion, a

nivel general, en la sintesis de proteinas (Nagao y Tanaka, 1992).

5.5. Nicotinamida (vitamina B;)

La nicotinamida es esencial en la formacidn de las coenzimas NADH o NADPH, necesarias
para muchos procesos redox. En células Jurkat tratadas con &cido nicotinico vy
nicotinamida, se encontré un aumento en el RNA mensajero de las enzimas gliceraldehido-
3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (Yan et
al, 1999). Esto sugiere que los precursores del NADH pueden proteger contra el estrés
oxidativo y el dafio al DNA, regulando positivamente genes que responden a estrés como

GAPDH y G6PDH (Yan et al, 1999).

5.6. Piridoxina (vitamina Bg)

Esta vitamina en su forma activa, fosfato de piridoxal (PLP), tiene un papel critico en el

metabolismo intermediario y es esencial para el crecimiento y el desarrollo normales.
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Interviene en numerosas reacciones bioquimicas como transaminacién y descarboxilacion.

Mis de cien enzimas requieren PLP como cofactor (Tully et al, 1994, Oka, 1999).

Se sabe que la vitamina Bg puede servir como un modulador de la accién de hormonas
esteroides y como un regulador de la expresion genética de un sin nimero de proteinas.
Concretamente, los niveles intracelulares de PLP alteran la respuesta transcripcional a
hormonas esteroides tales como glucocorticoides, progesterona, androgenos o estrégenos

(Tully et al, 1994; Rodriguez-Meléndez, 2002).

También se sabe que la vitamina Be desregula la expresion del gen de la glicoproteina
humana IIb (Chang et al, 1999). Esta glicoproteina constituye una subunidad del receptor
de membrana GPIIb/IIla en plaquetas, importante en la coagulacion. El efecto del fosfato
de piridoxal sobre la expresion genética de dicha glicoproteina se traduce en una accioén
anticoagulante por parte de esta vitamina (Chang et al, 1999). Ademas, se ha encontrado
que el PLP modula negativamente la expresion genética de la albimina in vitro. E1 PLP
inactiva factores transcripcionales hepaticos como HNF-1 y C/EBP en extractos nucleares

de higado de rata (Oka et al, 1995).

5.7. Cobalamina (vitamina B;)

Esta vitamina es necesaria para la funcion de tres enzimas, la metilmalonil CoA mutasa, la
leucina mutasa, y la metionina sintetasa, enzimas relacionadas con el metabolismo de
aminodcidos. Se ha demostrado que la cobalamina regula la sintesis de un agente
neutrotréfico fisioldgico, el factor de crecimiento epidermal (EGF), en el sistema nervioso
central de la rata (Scalabrino et al, 1999). La deficiencia de cobalamina disminuye el RNA
mensajero del EGF, mientras que el tratamiento con dicha vitamina restaura los niveles
normales del RNA mensajero del EGF y de su proteina correspondiente. También se
demostré que la cobalamina inhibe la sintesis de TNF, un agente neurotéxico fisioldgico.
Es decir, parece que la cobalamina tiene un papel regulador sobre el SNC, importante para

el balance entre agentes neurotréficos y neurotéxicos (Rodriguez-Meléndez, 2002).
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Como puede observarse en los ejemplos descritos, las vitaminas hidrosolubles tienen
diversos efectos sobre la regulacion de la expresién genética de varias proteinas. Estos
efectos pueden darse a nivel transcripcional y traduccional, abarcando también a proteinas

distintas de las enzimas que utilizan a estas vitaminas como cofactores.

6. Metabolismo de lipidos

El tejido adiposo es el 6rgano con mayor capacidad para almacenar energia. Dicha energia
es almacenada en forma de triglicéridos, que pueden provenir de la dieta, o bien, ser
sintetizados a partir de otros metabolitos, principalmente azucares, a través del proceso de
lipogénesis. Cuando se requiere de energia, los triglicéridos son hidrolizados por la via
metabdlica denominada lip6lisis. Estos procesos estdn regulados por hormonas y por

sefnales energéticas (Frayn, 1998).

6.1. Lipogénesis

La biosintesis de d4cidos grasos de novo (lipogénesis) es una actividad metabdlica
fundamental en la homeostasis energética de los animales. La glandula mamaria, el
musculo, el higado y el tejido adiposo efectidan el proceso de lipogénesis; pero es en estos
dos ultimos tejidos donde dicha via metabdlica tiene como fin la regulacién del balance
energético del organismo. La lipogénesis varia entre los mamiferos. En los seres humanos,
el higado es quien tiene un papel central en la sintesis de lipidos; en los roedores, el higado
y el tejido adiposo participan en su sintesis; mientras que en otras especies, Como conejos,
cerdos, perros, gatos, ovejas y ganado vacuno, el tejido adiposo es el sitio primario de la

lipogénesis (Bergen y Mersmann, 2005).

La lipogénesis a partir de carbohidratos utiliza la glucdlisis para producir piruvato, que en
la mitocondria es convertido a acetil-CoA mediante la piruvato deshidrogenasa, y
subsecuentemente en citrato. A través de un acarreador en la membrana mitocondrial, el
citrato sale del organelo hacia el citoplasma donde es transformado por la enzima ATP-

liasa, en acetil-CoA. La enzima acetil-CoA carboxilasa (ACC-1) adiciona un grupo
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carboxilo, y transforma a este compuesto de dos dtomos de carbono en un compuesto de
tres atomos de carbono, malonil-CoA, molécula que constituye el bloque bésico en la
sintesis de los 4cidos grasos. El malonil-CoA se conjuga con una molécula de acetil-CoA
mediante la accion catalitica de otra enzima clave en este proceso, la sintetasa de dcidos
grasos (conocida como FAS por sus iniciales en inglés, fatty acid synthase). El producto de
esta reaccion es el acetoacetil-ACP, el cual forma un dcido graso con un mayor nimero de
atomos de carbono, a través del proceso de [-reduccion y de la posterior conjugacion con
otra molécula de malonil-CoA. Este paso se repite hasta formar 4cidos grasos de cadena
larga (como el palmitato). En esta serie de reacciones se requiere de poder reductor dado
por el NADPH, que proviene de la actividad de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH), enzima de la via de las pentosas. Las dos enzimas reguladoras principales de la
B-reduccion son ACC-1 y FAS (Nguyen et al, 2008). Sin embargo, dado que la glucélisis
participa en la lipogénesis a partir de glucosa, ciertas proteinas criticas en la glucolisis
hepatica (como el transportador de glucosa GLUT2, la glucocinasa y la piruvato cinasa)
tienen también un papel regulador de la sintesis de novo de acidos grasos. En el adipocito,
el transportador de glucosa GLUT4, la hexocinasa II, la piruvato cinasa y la piruvato
carboxilasa son parte importante de la via lipogénica (Large et al, 2004). La figura 3

presenta un esquema de la lipogénesis.

Segtin Smith y Wood (1998), la biosintesis de acidos grasos tiene lugar en dos etapas:

1. La produccién de dcidos grasos a partir de precursores sencillos.
El palmitato es el producto principal de estas reacciones, la via de novo, también
conocida como [-reduccién. Uno de los principales precursores empleados es la
glucosa, cuya oxidacién a acetil-CoA constituye un paso previo a la formacién de
palmitato, por lo que la glucdlisis es el primer paso en la biosintesis de dcidos grasos.
Por lo tanto, la lipogénesis puede considerarse como una extension de la glucdlisis, y
este concepto es apoyado por la observacion experimental de que una dieta alta en
carbohidratos favorece la lipogénesis.

2. Las modificaciones posteriores de estos dcidos grasos recién producidos.
Los cambios incluyen el alargamiento o acortamiento de cadenas, y la introduccién de

uno o més enlaces dobles en el 4cido graso.
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Después de su sintesis, tres moléculas de dcidos grasos de cadena larga se esterifican con
una molécula de glicerol para formar triacilglicerol, cominmente llamado triglicérido. Los
triglicéridos sintetizados en el higado son transportados al tejido adiposo por las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Algunos acidos grasos sintetizados por el

higado son transportados por la albtimina (Large et al, 2004).

El objetivo de esta tesis es estudiar la influencia de la biotina en la primera etapa, la
produccién de 4acidos grasos a partir de precursores sencillos. La segunda etapa, las
modificaciones que sufren los dcidos grasos una vez producidos, o la esterificacién de los
acidos grasos con el glicerol para la formaciéon de triglicéridos, no formardn parte de

nuestro objeto de estudio.
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Figura 3. Esquema metabdlico de la lipogénesis. En la B-reduccion de dcidos grasos se
sefalan las enzimas reguladoras de esta via: la acetil-coenzima A carboxilasa citosélica
(ACC-1) y la sintetasa de acidos grasos (FAS). En el esquema se muestran con letra
cursiva otras enzimas: glucocinasa (GK), hexocinasa II (HK II), piruvato cinasa (PK),
piruvato carboxilasa (PC), fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH); y los transportadores de glucosa GLUT 2 y GLUT 4. Las
enzimas ACC-1 y PC son carboxilasas dependientes de biotina.
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6.2. Factores transcripcionales del metabolismo de lipidos

Se sabe que la lipogénesis es regulada por factores hormonales y nutrimentales como la
insulina y ciertos acidos grasos; ademas, se ha demostrado que dicha regulacion es ejercida
a nivel de la expresion genética por factores transcripcionales, entre los que destacan la
familia de proteinas SREBP (sterol regulatory element binding protein) y la familia de
receptores nucleares PPAR (peroxisome proliferator activated receptor) (Lee y Evans,

2003; Nguyen et al, 2008).

SREBP-1c. Es un factor transcripcional clave en la lipogénesis. Se expresa en la mayoria
de los tejidos, principalmente en higado, tejido adiposo, musculo y cerebro (Eberlé et al,
2004). SREBP-1c¢ actia como mediador de la insulina en la expresion de genes del
metabolismo de carbohidratos y de lipidos, habiéndose identificado sitios de unidén para
SREBP-1c en los promotores de enzimas criticas en la sintesis de triglicéridos como la
acetil-CoA carboxilasa 1 (ACC-1), la sintetasa de acidos grasos (FAS), la ATP-citrato liasa,

la glicerol-fosfato acil-transferasa, entre otras (Foufelle y Ferré, 2002).

HNF-4alfa. HNF-4a (hepatic nuclear factor 4Q) es indispensable para una adecuada
fisiologia hepdtica; ademads, tiene un papel fundamental en la produccién de triglicéridos.
HNF-4a regula la expresion de genes criticos del metabolismo de carbohidratos y de
lipidos, como GLUT 2, aldolasa B, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa y piruvato
cinasa (Stoffel y Duncan, 1997).

PPAR-gama. PPAR-y se expresa abundantemente en el tejido adiposo y en menor
proporcién en el higado (Lazar, 2005). En el higado, induce genes lipogénicos como la
acido graso sintetasa, la ATP citrato liasa y la acil-CoA sintetasa (Way et al, 2001). En el
tejido adiposo tiene un papel fundamental en la diferenciacién del adipocito y en la
expresion de genes de las diferentes vias del metabolismo de lipidos (Rosen y Spiegelman,
2001). A través de PPAR-y actian las tiazolidinedionas (rosiglitazona, pioglitazona),
ligandos sintéticos usados terapéuticamente como agentes sensibilizadores a la insulina

(Lee y Evans, 2003; Lazar, 2005).
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PPAR-alfa. PPAR-0 se expresa abundantemente en el higado y el musculo esquelético.
Aumenta directamente la expresion de genes participantes en la captacion y oxidacién de
acidos grasos ([B-oxidacion, w-oxidacion), como la acil-CoA oxidasa, la acil-CoA sintetasa
y diversas apolipoproteinas (Alemén et al, 2004). Es el blanco molecular de la accion de
los fibratos (gemfibrozil, bezafibrato, fenofibrato), agentes terapéuticos que disminuyen los
triglicéridos séricos e incrementan moderadamente las lipoproteinas HDL en pacientes con

hiperlipidemia (Watts y Dimmit, 1999; Lee y Evans, 2003).

Foxol. Pertenece a la familia de proteinas Forkhead box, de donde proviene su nombre.
Este factor transcripcional tiene un papel importante en la homeostasis de glucosa.
Favorece la expresion de genes gluconeogénicos como PEPCK, y suprime la expresion de
genes glucoliticos y lipogénicos, como glucocinasa y FAS (Zhang et al, 2006; Gross et al,

2008).

Foxa2. Anteriormente llamado HNF-3[3, es un factor transcripcional que también pertenece
a la familia de proteinas Forkhead box. Foxa2 regula en forma positiva la expresion de
genes glucoliticos como glucocinasa y piruvato cinasa, genes lipogénicos como ACC-1 y
FAS, y los factores transcripcionales HNF-4a y Ppar-y (Wolfrum et al, 2004; Kulkarni y
Kahn, 2004).

Foxal. Otro miembro de la familia Forkhead box, es un factor que se ha estudiado muy
poco. Actia como represor de HNF-4a, GLUT 2 y PK (Duncan et al, 1998; Lantz y
Kaestner, 2005).
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ANTECEDENTES DIRECTOS DE ESTE PROYECTO

En estudios recientes (Velasco-Gonzélez et al, 2008) hemos encontrado que ratones que
recibieron una dieta suplementada con concentraciones farmacoldgicas de biotina (97.7 mg
biotina libre / kg alimento) durante ocho semanas, presentaron una disminucién del 35% en
las concentraciones plasmaticas de triglicéridos totales respecto a los ratones que recibieron
una dieta control con concentraciones suficientes de biotina (1.75 mg biotina libre / kg
alimento). Los niveles plasmaticos de triglicéridos totales en el grupo control o suficiente
fueron de 74.2 + 5.9 mg/ml, mientras que el grupo experimental o suplementado mostrd
niveles de 48.3 + 3.6 mg/ml. El efecto hipotrigliceridémico de la biotina, observado en este
modelo, coincide con los resultados de otros autores que han encontrado que
concentraciones farmacoldgicas de biotina reducen las concentraciones de triglicéridos en

sangre (véase el apartado 4 de la introduccion).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos estudios hechos por nosotros y por otros autores han encontrado que la
administraciéon de concentraciones farmacoldgicas de biotina reduce los niveles de
triglicéridos en sangre; sin embargo, se desconoce cudles son los mecanismos que
participan en dicho efecto. En este trabajo estudiamos el efecto de la administracién de

concentraciones farmacoldgicas de biotina sobre la expresion de genes lipogénicos.
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HIPOTESIS

El efecto hipotrigliceridémico de la biotina podria estar ligado a una reduccién en la

expresion de genes que participan en la lipogénesis.

OBJETIVO GENERAL

Analizar la influencia de la biotina sobre la expresion de diversos genes lipogénicos en

higado y tejido adiposo de ratén.

OBJETIVO PARTICULAR

Analizar cambios en la abundancia del ARN mensajero de genes lipogénicos, debido a la

administracion de concentraciones farmacoldgicas de biotina.
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METODOS
Modelo experimental

Ratones de la cepa BALBc/AnN de 21 dias de nacidos se dividieron en dos grupos.
El grupo control (suficiente) recibié una dieta que contiene 4 mg biotina total por kg de
alimento (equivalente a 1.75 mg biotina libre por kg de alimento) (TD-01362, Harlan
Teklad)'. El grupo experimental (suplementado) recibi6 una dieta similar en
composicion de todos los nutrientes (TD-02458, Harlan Teklad), pero cuya cantidad de
biotina fue de 100 mg biotina total por kg de alimento (equivalente a 97.75 mg biotina
libre por kg de alimento)”. La duracién de las dietas fue de ocho semanas. En la tabla 1

se presenta la composicion de ambas dietas.

Componente Suficiente Suplementada Calorias Proteinas
TD-01362 TD-02458 (cal/kg alim) | (g/kg alim)
(g/kg alim) (g/kg alim)
Solidos de clara de huevo 300 300 141 270
Dextrosa monohidratada 537.39 537.39 2149.56
Aceite de maiz 100 100 904.58
Celulosa 20 20
Mezcla de minerales 35 35
Fosfato dibasico de calcio 3.41 3.41
Color vegetal rojo 0.1 0
Biotina 0.004 total 0.100 total
(0.00175 libre) (0.0977 libre)
Vitamina B12 0.030 0.030
Pantotenato de calcio 0.066 0.066
Dihidrégeno citrato de colina 3.497 3.497
Acido félico 0.002 0.002
Menadiona 0.050 0.050
Niacina 0.099 0.099
Piridoxina HCI 0.022 0.022
Riboflavina 0.022 0.022
Tiamina HCI 0.022 0.022
Palmitato seco de vitamina A 0.040 0.040
Vitamina D3 (colecalciferol) 0.004 0.004
DL-Alfa Tocoferil Acetato 0.242 0.242

Tabla 1. Composicién de la dieta.

' Las concentraciones suficientes se definen como las concentraciones de biotina en el alimento que
satisfacen los requerimientos fisiologicos de esta vitamina (4 mg biotina total / kg peso alimento,
equivalente a 1.75 mg biotina libre / kg peso alimento). Las concentraciones farmacoldgicas se definen
como las concentraciones de biotina en el alimento que mantienen niveles séricos farmacolégicos de esta
vitamina (100 mg biotina total / kg peso alimento, equivalente a 97.7 mg biotina libre / kg peso alimento).
? Ambas dietas contienen 300 g de clara de huevo por kilogramo de alimento, lo que aporta 150 mg de
avidina por kilogramo de alimento. Se considera que 1 mg de avidina se une a 15 pg de biotina. Entonces,
150 mg de avidina se unen a 2.25 mg de biotina. Por lo tanto, la dieta suficiente TD-01362, con 4 mg de
biotina total por kilogramo de alimento, contiene 1.75 mg de biotina libre por kilogramo de alimento,
cantidad que cumple con los requisitos diarios de la vitamina (Bdez-Saldafia y Ortega, 2004). De manera
similar, la dieta suplementada TD-02458, con 100 mg de biotina por kilogramo de alimento, contiene
97.75 mg de biotina libre por kilogramo de alimento.
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Extraccion de RNA y obtencion de cDNA

Al final del periodo de tratamiento se aisl el RNA total con Trizol® como se describira
en el siguiente parrafo. El material empleado fue previamente esterilizado y tratado con

dietilpirocarbonato (DEPC) para evitar la degradacién del RNA.

Se homogenizaron 50-100 mg del tejido en 1 mL de Trizol® (Invitrogen) por 20
segundos, en un bafio de hielo. El homogenado se transfirié a un tubo eppendorf, se
incub6 la muestra por 5 minutos a temperatura ambiente con agitacion, se agregé
cloroformo y se agité vigorosamente 15 segundos, se incubé 5 minutos a temperatura
ambiente sin agitacién, se centrifugé 15 minutos a 11,000 rpm. Se transfiri6 la fase
acuosa a un tubo nuevo, se le afadid isopropanol, se incubé por 10 minutos a
temperatura ambiente para precipitar el RNA total, se centrifugé 10 minutos a 11,000
rpm, se removid el sobrenadante, se lavd el pellet de RNA con etanol al 75%, se
centrifugd 5 minutos a 8,800 rpm, se retird el etanol, se disolvi6 el RNA en agua tratada

con DEPC, y se almacené a -70° C.

La cantidad y pureza del RNA fue determinada por espectrofotometria, la integridad del
RNA fue analizada por electroforesis en gel de agarosa con formaldehido. En el caso de
la espectrofotometria, se considera que si la muestra tiene un cociente de valores de
absorbancia Ajgp/Azgg > 1.6, es aceptable la pureza del RNA obtenido. Para verificar
que el RNA no esté degradado, en la electroforesis con gel de agarosa deben observarse
las bandas correspondientes a los RNAr 18S y 28S, y que la banda del 28S sea mayor

en tamaiio e intensidad que la banda del 18S.

A partir del RNA total del tejido a estudiar, se obtuvo el cDNA mediante transcripcion
inversa. Se hizo una reaccién con un volumen final de 20 UL que contiene 500 ng de

RNA, desoxinucledtidos, DTT, oligo dT y la enzima transcriptasa reversa (Invitrogen);

se incub6 a 37° C una hora. El cDNA obtenido se guardé a -20° C.
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PCR en tiempo real

Applied Biosystems fabrica ensayos estandarizados para cuantificar la expresion
genética por PCR en tiempo real (TagMan® Gene Expression Assays). Estos ensayos
permiten medir la sintesis de productos de PCR mediante fluorescencia, cada ensayo
contiene dos oligonucledtidos de inicio y una sonda marcada con un fluoréforo. En la
tabla 2 se presentan los ensayos utilizados en este trabajo, que pueden solicitarse

mediante su identificacion a Applied Biosystems.

Gen de interés Identificacién en Applied Biosystems Nimero de acceso
(simbolo) (Assay ID) en GenBank
ACC-1 Rn00672936_g1 NM_022193.1
FAS Mm00662303_g1 NM_007988.3
FOXA1 Mm00484713_m1 NM_008259.2
FOXA2 Mm00839704_mH NM_010446.2
FOXO1 Mm00490672_m1 NM_019739.2
G6PDH Rn00566576_m1 NM_017006.1
GLUT 2 Rn00563565_m1 NM_012879.2
GK Rn00561265_m1 NM_012565.1
HNF-4a Mm00433964_ml NM_008261.2
PC Mm00500992_ml1 NM_008797.1
PEPCK Mm00440636_m1 NM_011044.1
PFK-1 Rn00566132_ml NM_013190.4
PK Mm00443090_ml1 NM_013631.2
PPAR-o. Mm00440939_m1 NM_011144.6
PPAR-y Mm00440945_m1 NM_013124.1
RNATr 18S Part No. 4319413E X03205.1

Tabla 2. Ensayos de Applied Biosystems para evaluar la expresion genética
(TagMan® Gene Expression Assays). Cada ensayo contiene dos
oligonucledtidos de inicio y una sonda capaz de emitir fluorescencia.

La mezcla de reaccion, con un volumen final de 12 pL, contiene 25 a 100 ng de cDNA
de la muestra, 6 UL de soluciéon amortiguadora (TagMan® Universal PCR Master Mix)

y 600 nL del ensayo (TagMan® Gene Expression Assays).

La reaccién se llevé a cabo con el termociclador ABI Prism 7000, empleando el
software ABI Prism 7000 SDS versiéon 1.1. Cada reaccién se hizo por triplicado
siguiendo el protocolo del fabricante (Applied Biosystems). Como control interno se

utilizo el ensayo de expresion genética del RNAr 18S.
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Analisis de expresion relativa

Se calcul6 la expresion relativa de cada gen con el método de la doble diferencia del
parametro Cr. Este método sirve para calcular la expresion de un gen de interés en
relacion a otro gen que funge como control interno. El Ct se define como el ciclo del
PCR en el cual la sefial del fluor6foro alcanza un umbral determinado arbitrariamente
(Cr significa cycle threshold, es decir, umbral de ciclos) (Schmittgen y Livak, 2008). La
expresion relativa (ER) se calcula de acuerdo a la ecuacion 1, cuya deduccion puede
consultarse en las referencias (Livak y Schmittgen, 2001; Applied Biosystems,
“User Bulletin No. 27):
ER = 244C7 (1)

Esta ecuacion permite comparar la expresion genética de dos muestras (muestra A y B).
En este trabajo se utiliz6 el gen correspondiente al RNAr 18S como control interno, ya
que su expresion no cambia debido a la biotina. La muestra A corresponde al grupo
suplementado de ratones, la muestra B corresponde al grupo suficiente de ratones. Asi,
la doble diferencia del Cr de la ecuacion 1 puede escribirse en su forma completa:

AACt = (Ct gen de interés — CT control interno) AT (Ct gen de interés — Ct control interno) B

Por ejemplo, si tenemos los siguientes valores de Cr para dos muestras de higado:

Muestra Cr (18S) Cr (FAS)
A (SUP) 12.14 19.79
B (SUF) 11.93 18.65

Podemos calcular cambios en la expresion relativa del gen de la enzima FAS (4dcido
graso sintetasa). La doble diferencia del Cr se calcula como sigue:
AACt = (Ct gen de interés — CT control interno ) AT (Ct gen de interés — Ct control interno)

B
AACr=(CTFAS-Cri8s), - (CrFAS-Criss)

AACr=(19.79-12.14) - (18.65-11.93)
AACt=0.93
Y la expresion relativa se calcula de acuerdo a la ecuacion 1:
ER = 24C7
ER = 27093

ER =0.52
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Lo que significa que la expresion relativa de FAS de la muestra obtenida del raton
suplementado es de 0.52 respecto a la expresion relativa de la muestra obtenida del
ratén suficiente. Es decir, en el ratén suplementado la expresiéon de FAS disminuye a la
mitad respecto a su expresion en el ratdn suficiente. En una gréfica lo representariamos

de esta manera:

0.5 1

Suf Sup

FIGURA 4. Ejemplo.
Expresion relativa del RNA mensajero de la enzima FAS en higado,
debido a la suplementacién con biotina (n = 1).

Analisis estadistico

Todos los datos se presentan como media + error estdndar, en donde » indica el ndmero
de sujetos evaluados. Las diferencias significativas se evaluaron por la prueba t de

Student, usando el programa Microcal Origin version 6. El nivel de significancia fue de

p <0.05.
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RESULTADOS

Con el fin de determinar el mecanismo por el cudl la administracién de concentraciones
farmacoldgicas de biotina reduce los triglicéridos plasmaticos, se evalu6 por PCR
cuantitativo en tiempo real la expresion de genes que codifican factores transcripcionales y

enzimas cuya importancia es critica en la lipogénesis.

1. EXPRESION DE GENES EN EL HIGADO

1.1. METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS

1.1.1. Enzimas glucoliticas

La comparacion en la expresion de la abundancia del ARNm de las enzimas glucoliticas,
entre los animales que recibieron la dieta control y los que recibieron la dieta suplementada
con biotina, reveld una marcada disminucién del ARNm de la fosfofructocinasa (PFK-1) en
el higado de los ratones que recibieron la dieta suplementada con biotina con respecto al
grupo control (0.38 + 0.05). También se encontraron reducciones significativas en la
abundancia del ARNm de piruvato cinasa (PK) (0.64 + 0.10). No hubo diferencias
significativas en la expresion de la glucocinasa (GK) (1.04 + 0.16) [FIGURA 5].

Suf Sup " Suf Sup ' Suf Sup
GK PFK-1 PK

FIGURA 5

Expresion relativa del ARN mensajero de tres enzimas glucoliticas, en funcién del tratamiento con
biotina (Suf = dieta suficiente, Sup = dieta suplementada). Enzimas: GK, glucocinasa; PFK-1
fosfofructocinasa 1; PK, piruvato cinasa. n =6 — 12 muestras, *: p< 0.01
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1.1.2. Enzimas gluconeogénicas

En nuestro modelo experimental de suplementaciéon de biotina, no encontramos cambio
alguno en la abundancia del ARN mensajero de la enzima PEPCK respecto al grupo control
(0.93 + 0.10). En cambio, los resultados muestran una disminucién en la abundancia del

ARN mensajero de la enzima PC (0.62 + 0.10) [FIGURA 6].

Suf Sup Suf Sup
PEPCK PC

FIGURA 6
Expresion relativa del ARN mensajero de dos enzimas gluconeogénicas, en funcién del tratamiento
con biotina. PEPCK, fosfoenolpiruvato carboxilasa; PC, piruvato carboxilasa. n =9 — 12 muestras,
k.

1 p<0.01

1.1.3. Transportador de glucosa

Finalmente, se evalu6 la expresion relativa del ARN mensajero de GLUT2, proteina que en
el higado participa tanto en la captacion de glucosa, como primer paso de la glucdlisis,
como en la liberacién de la glucosa, dltimo paso de la gluconeogénesis. Los resultados
demostraron que la suplementacién de biotina disminuye la expresion relativa de GLUT2

(0.47 +0.11) [FIGURA 7].
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Suf Sup
GLUT 2

FIGURA 7
Expresion relativa del ARN mensajero del transportador de glucosa en higado GLUT?2, en funcién
del tratamiento con biotina. n = 7 muestras, *: p<0.01

1.2. METABOLISMO DE LIPIDOS

Evaluamos la expresion relativa de tres enzimas reguladoras de la [-reduccién, para

determinar el efecto de la biotina sobre la abundancia del ARN mensajero.

1.2.1. Enzimas de la 3-reduccion

Analizamos el efecto de la suplementaciéon de biotina sobre la acetil-coenzima A
carboxilasa 1 (ACC-1), enzima reguladora de la lipogénesis. No se observaron cambios en
la expresion relativa de esta enzima debido al tratamiento con biotina (0.91 + 0.06)
[FIGURA 8]. Se encontr6 disminuida la abundancia del ARN mensajero de la siguiente
enzima reguladora de la lipogénesis, la sintasa de acidos grasos (FAS) (0.63 + 0.06)

[FIGURA 8].

También se midi6 la abundancia del ARN mensajero de la glucosa 6 fosfato
deshidrogenasa (G6PDH), primera enzima de la via de las pentosas fosfato que también
participa en la 3-reduccidon de dcidos grasos, a través de la formacion del NADPH, sustrato

necesario para la lipogénesis. La abundancia del ARN mensajero de G6PDH se encontrd
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aumentada (1.86 + 0.34) significativamente en el grupo experimental que recibid la dieta

suplementada con biotina [FIGURA 8].

Suf Sup ' Suf Sup '
ACC-1 FAS G6PDH

FIGURA 8

Expresion relativa del ARN mensajero de enzimas, en funcion del tratamiento suplementado con
biotina. ACC-1: acetil coenzima A carboxilasa 1, FAS: sintasa de dcidos grasos, G6PDH: glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa. n = 13, 12 y 20 muestras respectivamente; *: p<0.01, **: p<0.05

1.3. FACTORES TRANSCRIPCIONALES DEL METABOLISMO DE LIiPIDOS Y CARBOHIDRATOS

También se analizé la abundancia de factores transcripcionales criticos en el metabolismo
de carbohidratos y lipidos. Se observaron reducciones significativas (P<0.05) en la
expresion de Srebp-1c (0.57 + 0.09), HNF-4a (0.73 + 0.07), Foxal (0.64 + 0.09) y Foxa2
(0.61 + 0.05) [FIGURA 9]. En contraste, no se observaron cambios en la expresion relativa
de los factores transcripcionales PPAR-alfa (1.06 + 0.16), PPAR-gama (0.97 + 0.11) y
Foxol (1.03 + 0.09) [FIGURA 10].
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Suf Sup Suf Sup Suf Sup Suf Sup
Srebp-1ic HNF-4 Foxa1 Foxa2

FIGURA 9

Expresion relativa de factores transcripcionales en higado aislado de ratones bajo suplementacién
de biotina. Todos estos factores presentan una disminucion significativa en su expresion respecto al
grupo de ratones con dieta suficiente de biotina, cuya expresion estd normalizada a 1. Sterol element
binding protein 1c (Srebp-1c), Forkhead box a2 (Foxa2), Hepatic nuclear factor 40 (HNF-4),
Fokhead box al (Foxal), sterol element binding protein 2 (Srebp-2). n = 8 — 9 muestras, *: p<0.01

Suf Sup Suf Sup Suf Sup

Ppar-alfa Ppar-gama Foxo1

FIGURA 10

Expresion relativa de factores transcripcionales en higado aislado de ratones bajo suplementacion
con biotina: Forkhead box ol (Foxol), Peroxisome proliferator receptor alpha (Ppar-alfa),
Peroxisome proliferator activated receptor gamma (Ppar-gama). n = 8 — 9 muestras.
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2. EXPRESION DE GENES EN EL TEJIDO ADIPOSO

2.1. FACTORES TRANSCRIPCIONALES DEL METABOLISMO DE LiPIDOS Y CARBOHIDRATOS

En los ratones sometidos a tratamiento suplementado, se observaron disminuciones en la
expresion de los factores trancripcionales Srebp-1c (0.58 + 0.11), PPAR-alfa (0.47 + 0.05)
y Ppar-gama (0.73 + 0.10). El factor transcripcional HNF-4a mostr6 una tendencia a

disminuir que no es significativa (0.63 + 0.18) (P>0.05) [FIGURA 11].
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FIGURA 11

Expresion relativa de factores transcripcionales en tejido adiposo aislado de ratones bajo
suplementacion con biotina. Sterol element binding protein 1c (Srebp-1c), Hepatic nuclear factor 4a
(HNF-4), Peroxisome proliferator activated receptor —alfa o —gama (Ppar-alfa, Ppar-gama).
n =4 -5 muestras, *: p<0.01

2.2. ENZIMAS DE LA [3-REDUCCION

El andlisis de la abundancia de los ARN mensajeros de los genes conocidos por ser
regulados por Srebp-lc, revelé una disminucién significativa en su expresion. Dicha
disminucién se observo en la expresion relativa de los genes que codifican las enzimas

ACC-1 (0.44 + 0.05), FAS (0.48 + 0.14) y G6PDH (0.65 + 0.10) [FIGURA 12].
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FIGURA 12

Expresion relativa de enzimas de la B-reduccion en tejido adiposo: Acetil coenzima A carboxilasa 1
(ACC-1), sintasa de dcidos grasos (FAS), glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa (G6PDH).

n =4 -5 muestras, *: p<0.01

2.3. ENZIMAS GLICERONEOGENICAS

Ademads, se observo una disminucién significativa en la expresion del ARN mensajero que
codifica dos enzimas reguladoras de la gliceroneogénesis: fosfoenolpiruvato carboxicinasa

(0.59 + 0.08) y piruvato carboxilasa (0.68 + 0.11) [FIGURA 13].
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FIGURA 13

Expresion relativa de enzimas gliceroneogénicas en tejido adiposo obtenido de ratones
suplementados con biotina: fosfoenolpiruvatocarboxicinasa (PEPCK) y piruvato carboxilasa (PC)

n =5 muestras, *: p<0.01



40

DISCUSION

Diversos estudios han revelado una correlacion entre el uso de concentraciones
farmacoldgicas de biotina y la disminucién de las concentraciones plasmaticas de
triglicéridos (Revilla-Monsalve et al, 2006; Velasco-Gonzalez et al, 2008). Sin embargo, se
desconocen los mecanismos moleculares mediante los cudles esta vitamina produce dicho
efecto. Nuestro grupo de investigacion observé con anterioridad que la administracién
durante ocho semanas de una dieta con concentraciones farmacoldgicas de biotina redujo
35% las concentraciones plasméticas de triglicéridos en ratones BalbC (Velasco-Gonzélez
et al, 2008). En este trabajo investigamos los cambios en la expresion de diferentes enzimas
que participan en el metabolismo de lipidos, particularmente en la lipogénesis. Acorde con
el efecto hipotrigliceridémico de la vitamina, los resultados obtenidos en este trabajo
revelaron que concentraciones farmacoldgicas de biotina disminuyeron la abundancia del

ARNmMm de enzimas y factores transcripcionales que participan en esta via.

En nuestros estudios se encontré que en el higado, la abundancia del ARNm del factor
transcripcional lipogénico SREBP-1c disminuy6 en respuesta a la vitamina. SREBP-1c es
un factor transcripcional indispensable para la lipogénesis, ya que induce la expresion de
genes como PK, FAS, GLUT2 y ACC-1 (Foufelle y Ferré, 2002; Ferré y Foufelle, 2007).
Acorde con su reduccion, el ARNm de FAS, GLUT?2, PK, proteinas cuya expresion se sabe
que estd regulada por este factor, se encontré disminuido, lo que sugiere una inhibicién de
la lipogénesis debido al tratamiento con concentraciones farmacoldgicas de biotina. De
manera interesante, otras enzimas lipogénicas que son transcripcionalmente dependientes
de SREBP-1c, como ACC-1 y G6PDH, no decrecieron su expresion. No acorde con la
disminucién del ARNm de SREBP-1c, observamos un marcado aumento en la expresion de
la G6PDH, una enzima que, a diferencia de otras enzimas lipogénicas, también participa en
procesos bioldgicos como la proteccion al estrés oxidativo y el crecimiento (Salati y Amir-
Ahmady, 2001), y por ende es regulada por diversas hormonas y factores (Kletzien et al,
1994). Ademds, a diferencia de otros genes lipogénicos cuya expresion depende
fuertemente de la regulacion de su transcripcion, en la expresion de esta enzima también

participa la eficiencia en el procesamiento de su ARNm (Salati y Amir-Ahmady, 2001).
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Estas caracteristicas particulares de la G6PDH, con respecto a otras enzimas lipogénicas,
podrian explicar la discrepancia entre la reduccion en la expresion del factor transcripcional
SREBP-Ic y el aumento observado en su ARNm. La falta de efecto de concentraciones
farmacoldgicas de biotina sobre la expresion de ACC-1 observada en nuestros estudios se

discutird mas adelante.

También analizamos la expresion de enzimas glucoliticas que forman parte de la
lipogénesis de novo. Encontramos que la ingesta de concentraciones farmacoldgicas de
biotina durante ocho semanas no modific6 la abundancia del ARNm de la glucocinasa. En
contraste, se observd una marcada disminucién de la fosfofructocinasa-1 (PFK-1) y la
piruvato cinasa hepatica (PK). Estos cambios difieren del efecto sobre la actividad y la
abundancia del ARNm de estas enzimas reportado por otros autores, que utilizan distintos
modelos experimentales, y que a continuacion se mencionan. En el higado de ratas
diabéticas se encontr que, a las veinticuatro horas de la administracién aguda de una dosis
unica de biotina (1-2 mg/kg peso), se produjo un aumento de las actividades de la
glucocinasa, de la fosfofructocinasa-1 y de la piruvato cinasa (Dakshinamurti et al, 1970).
En ratas normales en ayuno, condicién en la cual la expresiéon de la glucocinasa se
encuentra disminuida, se observé que la administracion intraperitoneal de biotina (2 mg/kg)
incremento la abundancia del ARN mensajero de glucocinasa. Dicho aumento fue aparente
unicamente durante las primeras dos horas después de la inyeccién de biotina, no
observiandose diferencias en tiempos posteriores, en tanto que bajo estas mismas
condiciones, se mantuvo por veinticuatro horas el efecto de la biotina sobre la actividad de
la glucocinasa (Chauhan y Dakshinamurti, 1991). El efecto positivo de la biotina también
se observé en hepatocitos de rata cultivados (Spence y Koudelka, 1984). Las discrepancias
observadas en los efectos de concentraciones farmacoldgicas de biotina, entre los estudios
hechos por otros autores y los reportados en este trabajo, podrian explicarse por las
siguientes razones. Primera: diferencias en la administracion de la biotina. La ingesta de
biotina en nuestros ratones fue de aproximadamente 16.6 mg/kg de peso al dia durante ocho
semanas de dieta, en tanto que en los otros estudios se administr6 una dosis uUnica
intraperitoneal de 1-2 mg/kg peso. Segunda: diferente sensibilidad a los efectos sistémicos

de la biotina entre especies y cepas. Diversos estudios han encontrado que los ratones son
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menos sensibles a los efectos de concentraciones suprafisioldgicas de biotina que las ratas
(Watanabe y Endo, 1989). Tercera: distinta regulacién de estas enzimas entre especies.
Estudios por Ureta et al (1971) encontraron diferencias en la regulacion de la glucocinasa
entre las ratas albinas y los ratones BalbC. En contraste con el aumento de la glucocinasa
en respuesta a una dieta rica en carbohidratos en las ratas, la actividad de la glucocinasa no
se vio modificada en los ratones BalbC. De igual manera, en los ratones, la ingesta de una
dieta alta en grasas y baja en carbohidratos produce una menor reduccién en la actividad de
la glucocinasa que la observada en las ratas. Cuarta: diferencias en el estado metabdlico del
modelo experimental. Es posible que la diferencia en la regulacion de estos genes esté
ligada a la presencia de insulina, la cudl podria enmascarar el efecto de la biotina. Por
ejemplo, estudios hechos por Dakshinamurti observan diferencias entre el efecto de la
biotina sobre la expresion del ARNm de la PEPCK, en animales diabéticos (Dakshinamurti
y Li, 1994) y no diabéticos (Chauhan y Dakshinamurti, 1991). Esta razén podria también
explicar porqué en nuestros experimentos en ratones no diabéticos no observamos cambios

en la abundancia del ARNm de la PEPCK en respuesta a la dieta suplementada con biotina.

Nuestros resultados muestran disminuciones en la expresion de Foxa2 y HNF-4a, dos
factores transcripcionales criticos en el funcionamiento del higado. Foxa2 regula en forma
positiva la expresién de genes glucoliticos como glucocinasa y piruvato cinasa, genes
lipogénicos como ACC-1 y FAS, y los factores transcripcionales HNF-4a y Ppar-y
(Wolfrum et al, 2004; Kulkarni y Kahn, 2004). HNF-4a tiene un papel fundamental en la
produccion de triglicéridos, de manera independiente a la lipogénesis estimulada por Srebp-
Ic (Hayhurst et al, 2001). HNF-4a también regula la expresiéon de genes criticos del
metabolismo de carbohidratos, como GLUT?2, aldolasa B, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (1,3-BGD) y piruvato cinasa (Stoffel y Duncan, 1997); y genes del
metabolismo de lipidos, como la acil-CoA deshidrogenasa de cadena media (MCAD), la
proteina microsomal de transferencia de triglicéridos (MTP) y siete distintas
apolipoproteinas (Hayhurst et al, 2001). En nuestro estudio, la reduccién en la expresion de
HNF-4a se encuentra acorde con la disminucion en la expresion de Foxa2. Asimismo,

la reduccién de HNF-40 y de Foxa2 podria estar ligada a la disminucién en la expresion de
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GLUT?2 y PK. Esta dltima enzima ademds estd regulada por Srebp-1c, factor transcripcional

cuya expresion también disminuye por accién de la biotina.

El tratamiento con biotina también disminuy6 la abundancia del ARN mensajero de Foxal,
un regulador critico de la homeostasis metabdlica, cuyo papel en el higado se ha estudiado
muy poco. El grupo de Stoffel ha sugerido que Foxal es un represor de HNF-4a, GLUT2 y
PK (Duncan et al, 1998; Lantz y Kaestner, 2005). En nuestros resultados encontramos una
disminucion significativa en la abundancia del ARNm de Foxal, pero esto no se traduce en
un aumento en la abundancia del ARNm de HNF-4a, GLUT2 y PK; ya que estas proteinas

mostraron una disminucion en la abundancia de su ARN mensajero.

Foxol es un factor transcripcional que favorece la expresion de genes gluconeogénicos y
suprime la expresion de genes de enzimas glucoliticas y lipogénicas (Zhang et al, 2006;
Gross et al, 2008). En nuestro estudio no hubo diferencias en la expresion hepdtica de
Foxol entre el grupo control y el grupo suplementado con biotina. La falta de efecto
observada en la expresion del ARN mensajero de Foxol difiere de la reducciéon de este
factor producida por la administracién de biotina en ratas tratadas con estreptozotocina,
observada por Sugita y colaboradores (2008). Como se sefial6 anteriormente, es posible que
las diferencias encontradas en el efecto de la biotina, sobre la expresién de genes en
modelos diabéticos y no diabéticos, estén ligadas a un enmascaramiento de las acciones de
la vitamina debido a la presencia de insulina. Por otro lado, nosotros especulamos que,
dado que Foxol es regulador positivo de PEPCK (Zhang et al, 2006) y represor de la
glucocinasa (Hirota et al, 2008; Gross et al, 2008), en nuestro modelo experimental, la falta
de efecto de la biotina sobre estas dos enzimas podria estar ligada a la ausencia de efecto

sobre Foxol.

La piruvato carboxilasa (PC) es una enzima anaplerdtica que participa en procesos
biosintéticos como la gluconeogénesis y la lipogénesis (Wallace et al, 1998). Nuestros
resultados muestran una disminucién en la expresion relativa de la piruvato carboxilasa
debido a la suplementacién con biotina. Si bien el papel mdas conocido de piruvato

carboxilasa es como enzima reguladora de la gluconeogénesis, proceso no alterado en
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nuestro modelo experimental debido a la suplementacion de biotina, es posible que la
disminucién en la expresion de la piruvato carboxilasa sea una respuesta al tratamiento que
forma parte de la inhibicion de la lipogénesis. Esto explicaria porqué no cambia la
expresion de PEPCK hepdtica, enzima que en el higado unicamente regula la
gluconeogénesis, mientras que si hay cambio en la expresién de piruvato carboxilasa

hepdtica, enzima que ademads participa en la lipogénesis.

Como se sefial6 anteriormente, SREBP-1c y Foxa2 regulan positivamente la expresion de
ACC-1. La ausencia de efecto de la suplementacién de biotina sobre la expresion del
ARNm de la ACC-1, a pesar de la reduccién de la expresion de estos factores
transcripcionales, es enigmdtica. Sin embargo, podria explicarse mediante un efecto
positivo directo de la biotina a través de elementos de respuesta a la vitamina, como los
existentes en genes de levadura (Pirner y Stolz, 2006), o alternativamente, por efectos sobre

otros factores transcripcionales no estudiados en este trabajo.

PPAR-y y PPAR-0 son factores transcripcionales que tienen un papel importante en el
metabolismo de lipidos. PPAR-y se expresa abundantemente en el tejido adiposo y en
menor proporcion en el higado (Lazar, 2005). Es el blanco molecular de las
tiazolidinedionas, farmacos que mejoran la sensibilidad a insulina (Lee y Evans, 2003). En
el higado, induce genes lipogénicos como la 4cido graso sintetasa, la ATP citrato liasa y la
acil-CoA sintetasa (Way et al, 2001); y disminuye la expresion de genes participantes en la
gluconeogénesis, la cetogénesis y la [-oxidacion de acidos grasos (Way et al, 2001).
PPAR-a se expresa abundantemente en el higado, en donde aumenta directamente la
expresion de genes participantes en la captacion y oxidacién de 4cidos grasos; y es el
blanco molecular de la accién de los fibratos, agentes terapéuticos que disminuyen los
triglicéridos séricos en pacientes con hiperlipidemia (Watts y Dimmit, 1999). En nuestros
resultados no se encontraron efectos sobre la expresion de estos factores transcripcionales
en el higado, lo que sugiere que el efecto hipotrigliceridémico de la biotina no se efectua

mediante cambios en la expresion de estos factores transcripcionales.
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En resumen, la administracion de wuna dieta suplementada con concentraciones
farmacoldgicas de biotina durante ocho semanas, redujo la expresion en el higado del
ARNm de GLUT2, PFK-1, PK, PC y FAS, asi como la expresion de los factores
transcripcionales SREBP-1c, HNF-4a, Foxal y Foxa2. No hubo cambios en la expresion
de glucocinasa, PEPCK, ACC-1, Foxol, PPAR-a y PPAR-y, en tanto que hubo un

pronunciado aumento en la expresion de la G6PDH.

Hasta la fecha no existen reportes acerca del efecto de la biotina sobre la expresion genética
del tejido adiposo, excepto un articulo que se comentard mas adelante (Levert et al, 2002).
En dicho tejido, nosotros encontramos que la biotina produce importantes reducciones en la

expresion de genes lipogénicos, y que estos efectos difieren de los observados en el higado.

SREBP-1c es un regulador maestro de la lipogénesis en los tejidos correspondientes
(Eberlé et al, 2004), en tanto que la accién de PPAR-y es especifica de cada tipo celular
(Lazar, 2005). En el tejido adiposo, PPAR-y favorece principalmente la expresion de genes
que participan en la lipogénesis, el metabolismo de carbohidratos, el transporte de dcidos
grasos y el depédsito de lipidos (Way et al, 2001). En conformidad con su efecto
hipolipidémico, los resultados de esta tesis sefialan que la biotina redujo la expresion de
SREBP-1c y PPAR-y en el tejido adiposo. Es interesante sefalar que Levert et al (2002)
encontraron reducciones en la expresion de PPAR-y en adipocitos 3T3-L1 tratados con un

compuesto andlogo de biotina (CABI).

Acorde con la disminucion de la expresion de SREBP-1c en el tejido adiposo, nuestros
resultados indican que las enzimas lipogénicas ACC-1, FAS y G6PDH, también sufrieron
disminuciones en su expresion. Estos resultados difieren del efecto observado en el higado,
en donde no encontramos cambios en la abundancia del ARNm de ACC-1 y observamos un
marcado incremento del ARNm de G6PDH. La desigualdad observada en los efectos de
concentraciones farmacoldgicas de biotina sobre la ACC-1 y la G6PDH, entre el tejido
adiposo y el higado, podria explicarse por ciertas diferencias en la regulacién de estas
enzimas en ambos tejidos (Lopez-Casillas et al, 1991; Hodge et al, 1998). Otra posible

explicacion podria estar ligada a la disminucién producida por la biotina sobre PPAR-y en
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el tejido adiposo, ya que este factor regula positivamente la expresion de ACC-1 en dicho

tejido, pero no regula la expresion de la misma enzima en el higado (Way et al, 2001).

En el tejido adiposo, las enzimas PC y PEPCK tienen un papel muy activo en la sintesis de
lipidos, donde precursores gluconeogénicos como el piruvato son transformados para
formar el esqueleto de glicerol (estructura base de los triacilgliceroles) en un proceso
denominado gliceroneogénesis (Beale et al, 2002). Nuestros resultados muestran que, de
acuerdo con el efecto hipotrigliceridémico de la biotina, la dieta suplementada con esta

vitamina disminuyo la expresiéon de ambas enzimas en el tejido adiposo.

A diferencia de la ausencia de cambio en la expresion de los factores transcripcionales
PPAR-a y PPAR-y en el higado, debido a la dieta suplementada con biotina, en el tejido
adiposo observamos una disminucién en la expresion de ambos factores transcripcionales.
Ppar-a estimula la oxidacion de dcidos grasos en el tejido adiposo (Aleman et al, 2004), por
lo que es posible que dicho proceso catabdlico se encuentre afectado en los ratones
suplementados. Ademds, PPAR-a induce la expresién de la enzima PEPCK en el tejido
adiposo (Aleman et al, 2004), por lo que posiblemente la disminucién en su expresion esté
relacionada con el descenso en la expresion de PEPCK. En ratones knockout, la carencia de
PPAR-a en el tejido adiposo produce un notable aumento de los depdsitos de grasa
subcutdnea y visceral debido a un incremento en el nimero y tamafio de los adipocitos
(Knauf et al, 2006). Ya que la reduccion de PPAR-a producida por la biotina en el tejido
graso podria afectar su morfologia, otros miembros de nuestro laboratorio se encuentran

estudiando el efecto de esta vitamina sobre la morfologia del tejido adiposo.

En resumen, los efectos de la biotina sobre la expresion de genes en el tejido adiposo son
mas amplios que en el higado, afectando la lipogénesis a través del factor transcripcional
SREPB-Ic (y de las enzimas ACC-1, FAS y G6PDH) y de la gliceroneogénesis (mediante
las enzimas PEPCK y PC). También se observaron cambios en PPAR-0 y PPAR-y, factores

transcripcionales que participan en la oxidacién de grasos y en la adipogénesis.
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CONCLUSIONES

Se ha reportado anteriormente que la administracion de una dieta suplementada con
concentraciones farmacoldgicas de biotina en ratones BalbC, durante ocho semanas, redujo

las concentraciones plasmaéticas de triglicéridos (Velasco-Gonzdlez et al, 2008).

Es posible que este efecto esté relacionado con cambios en la expresion de enzimas y
factores transcripcionales que regulan la lipogénesis. En higado de ratén se observé que la
dieta suplementada con concentraciones farmacoldgicas de biotina disminuyé la
abundancia del ARN mensajero de los factores transcripcionales HNF-4a, SREBP-Ic,
Foxal y Foxa2, asi como de la enzima FAS. También disminuy6 la expresiéon de PK,
PFK-1, PC y GLUT2. No se observaron cambios en la expresion de ACC-1 y se observé un
aumento en la expresion de G6PDH. En el tejido adiposo, los ratones que recibieron la
dieta suplementada con concentraciones farmacoldgicas de biotina mostraron una
disminucién en la expresion de los factores transcripcionales SREBP-1c, PPAR-a y

PPAR-y, asi como de las enzimas ACC-1, FAS, G6PDH, PEPCK y PC.

En este trabajo se estudia, por primera vez, las bases moleculares del efecto
hipotrigliceridémico de la biotina, sugiriendo que dicha vitamina podria ayudar al

tratamiento de padecimientos metabdlicos como la hipertrigliceridemia.
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