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Abreviaturas

IA.- Ingesta adecuada.

HCS.- Holocarboxilasa sintasa.

ACC.- Acetil-CoA carboxilasa.

ACCL1.- Isoforma 1 de la ACC.

ACC2.- Isoforma 2 de la ACC.

PCC.- Propionil-CoA carboxilasa.

MCC.- 3-metil-crotonil-CoA carboxilasa.

PC.- Piruvato carboxilasa.

GH.- Hormona de crecimiento.

GHR.- Receptor celular de la hormona de crecimiento.

IGF-I.- Factor de crecimiento | similar a la insulina.

GHRH.- Hormona liberadora de la hormona del crecimiento.

IGFBP’s.- Proteinas de union al factor de crecimiento | similar a la insulina.
ALS.- Subunidad proteica sensible al acido.

KO IGF-I.- Denominacién otorgada a ratones “knockout” para el gen del IGF-I.
LID.- Denominacion otorgada a ratones “knockout” para el gen del IGF-1 hepatico.

HRP.- Enzima peroxidasa del rdbano.
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Introduccion

La deficiencia de biotina causa reduccion en el desarrollo corporal postnatal y pérdida de
peso. El sistema GH/IGF-I es el regulador del crecimiento corporal mejor conocido.
Estudios previos revelan menor disponibilidad de IGF-I sérico en estado deficiente de

biotina.

1. Biotina

La biotina es una vitamina hidrosoluble que forma parte del complejo B, en
ocasiones es llamada vitamina H. La estructura quimica de la biotina (Figura 1), es
un biciclo formado por un anillo con un grupo ureido (-N-CO-N) unido a otro anillo
de tetrahidrotiofeno al que est4d unida una cadena lateral de acido valérico
(Alternative Medicine Review, 2007). Esta molécula podria presentarse en ocho
estereoisdbmeros aungue solo uno de éstos existe naturalmente y es la d-biotina.

Los mamiferos no son capaces de sintetizar la biotina que requieren para llevar a
cabo las funciones fisioldgicas en las que participa asi que dependen de la biotina

contenida en su dieta (Zempleni et al., 2009).
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Figura 1. Estructura quimica de la biotina (Alternative Medicine Review, 2007).

1.1.Descubrimiento de la biotina

En 1916 Bateman describio los efectos toxicos en ratas alimentadas con una dieta
que contiene clara de huevo crudo. Las alteraciones caracteristicas de estas ratas
son pérdida de pelo, dermatitis y menor crecimiento corporal. A esta alteracion se
le llamo “sindrome de la clara de huevo”, el cual se revierte con el consumo de
algunos alimentos tales como higado y rifién por lo que se pensé que existia un
“factor protector” en estas fuentes alimenticias.

La clara de huevo cruda contiene una glicoproteina tetramérica conocida como

avidina, que tiene un peso molecular de 66 a 69 kD y representa el 0.05% de las
;
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proteinas del huevo (Vaghefi, 2002). Esta proteina se une a la biotina formando un
complejo que no puede ser digerido para liberar la vitamina y posteriormente ser
absorbida en el intestino, dando lugar a la deficiencia (Wilson et al., 1978).

En 1936, Kdgl y Tonis lograron aislar 1.1 mg de una sustancia (que actualmente
conocemos como biotina) a partir de 227 kg de yema de huevo, la cual es un
factor de crecimiento necesario para un gran nimero de levaduras por ejemplo
Saccharomyces cerevisiae. Posteriormente, se descubri6 que esta nueva
sustancia era idéntica a un factor de crecimiento que requerian las bacterias que
se encontraban en los nédulos de plantas leguminosas y que se llama “coenzima
R”.

En 1937 Szent-Gyorgy y colaboradores nombraron como “vitamina H” al factor
protector del sindrome de la clara de huevo y en 1940 describieron que se trataba
de la coenzima R. La estructura y las propiedades de la biotina fueron
establecidas por investigadores europeos y norteamericanos entre los aflos 1940 y
1943 y la primera sintesis quimica de la biotina fue realizada en 1945 por Harris,
investigador de la compafiia farmacéutica Merck (McDowell et al., 1989).

1.2.Requerimientos de consumo y fuentes alimentarias

En infantes de 0 a 12 meses de edad, la ingesta adecuada establecida es de 5
microgramos de biotina por dia, calculada en funcién del promedio del consumo
de biotina via leche materna. Para adolescentes y adultos, los requerimientos de
biotina se consideran minimos y son calculados por la extrapolacién de la ingesta
determinada para infantes (Tabla 1). La ecuacion utilizada para individuos
mayores a un afo es:
it = o (22)
PL\-'F

Donde: Al. Ingesta adecuada para adolescente o adulto.
Aline. Ingesta adecuada del infante
Pap. Peso del adolescente o adulto
Pine. Peso del infante

Figura 2. Ecuacion utilizada para calcular la ingesta adecuada (IA) de biotina de
adolescentes y adultos (Food and Nutrition Board of the Institute of Medicine,
1998).
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El resultado de la extrapolacion es de 30 ug de biotina por dia, siendo este valor
suficiente para mantener de manera adecuada las funciones fisiolégicas del
individuo. Debido a que no hay una vasta evidencia de los requerimientos totales
de la biotina influenciados por el sexo y/o la edad, estos parametros no cambian
las cantidades establecidas.

Ingesta adecuada (IA) de biotina.

Individuo IA Biotina pg/Dia ug de ig):[;r::;fg peso | Peso de(ligl;erenCIa
Infantes
0-6 meses 5 0.7 7
7-11 meses 6 0.7 9
Nifios Hombresy Mujeres | Hombres  Mujeres | Hombres Mujeres
1-3 aflos 8 0.6 13
4-8 afnos 12 0.5 22
9-13 afios 20 0.5 40
14-18 afios 25 0.4 0.4 64 57
Adultos 19 a >70 afios Hombresy Mujeres | Hombres  Mujeres | Hombres Mujeres
30 0.4 0.5 76 61
Mujeres embarazadas 30 0.4 -
Mujeres lactantes 35 0.4 -

Tabla 1. IA reportada en ug de biotina por dia y por kilogramo de peso corporal
para la poblacion norteamericana y canadiense. Datos validos para la poblacion
mexicana. *Dato calculado en el presente estudio con base en los pesos promedio
reportados por el IOM 1988-1994 (Food and Nutrition Board of the Institute of
Medicine, 1998).

Varios estudios muestran que algunas mujeres en el primer trimestre de gestacion
tienen una disminucién marginal de los niveles de biotina en el suero y la
excrecion de la vitamina en la orina se reduce (Mock et al., 1997a; 1997b). Sin
embargo, estos datos no son suficientes para justificar un incremento en la ingesta
de biotina durante el embarazo, quedando en 30 ug de biotina por dia. Durante la
lactancia se recomienda aumentar el consumo a 35 pg por dia para reponer la
cantidad de la vitamina que se secreta en la leche. El aporte de biotina
proveniente de la leche materna es mucho menor al minimo requerido por los
infantes alimentados exclusivamente de ésta, por lo que se recomienda que las

mujeres en lactacibn consuman un suplemento de biotina para aumentar la
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cantidad de la vitamina secretada en la leche. Existen casos clinicos en los que se
produce una deficiencia de biotina, como en los pacientes que reciben
hemodialisis, también en aquellos individuos alimentados exclusivamente con una
dieta parenteral sin biotina y en pacientes con tratamientos prolongados de
anticonvulsivantes como carbamazepina y primidona, ya que estas sustancias
impiden la absorcion intestinal y aceleran el catabolismo de la biotina (Food and
Nutrition Board of the Institute of Medicine, 1998; Zempleni, 1999).

La biotina ha sido cuantificada por medio de estudios microbiolégicos en una gran
variedad de alimentos (Tabla 2) y se observGO que se encuentra ampliamente
distribuida (Said, 2008). Como su concentracion en los alimentos naturales es
inferior en comparacion con el de otras vitaminas (por ej., vitaminas C o D), en
alimentos industrializados no se reporta en las tablas de informacién nutrimental.
Algunas fuentes importantes de biotina para la nutricion humana son por ejemplo:
leche, higado, rifién, yema de huevo y algunos vegetales. La biodisponibilidad de
la biotina varia del 5% al 100% y depende del tipo de alimento y la especie
consumidora (Said, 2009).

Alimento | Biotina (ug/100 g de alimento) Alimento | Biotina (ug/100 g de alimento)
Frutas y jugos Pepinos 1
Pasa 5 Papa 01
Platano 4 Semillas y harinas
Melén 3 Harina de soya 70
Uva 2 Nueces 37
Manzana 1 Cacahuates tostado 34
Naranja 1 Harina de maiz 6
Jugo de manzana 05 Huevo y lacteos
Moras 04 Huevo (desecado) 20
Jugo de uva 03 Mantequilla 3
Jugo de naranja 03 Queso 30560
Vegetales Leche {vaca) 2
Soya 60 Leche (humana) 1
Coliflor 17 Carne
Lentejas 13 Carne {Higado, res) 100
Chicharos (frescos) 9 Carne (Ternera) 20-75.0
Jitomate 4 Carne (Pollo) 1
Maiz 6 Carne (Puerco) 5
Zanahoria 3 Carne {Pierna, res) 3
Chicharos (enlatados) 2 Otros
Lechuga 2 Levadura de cerveza 8

Tabla 2. Contenido de biotina en alimentos (ug/100 g de alimento) (En Geigy,
1975).

10
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1.3.Aprovechamiento de la biotina

Como ya se menciond, a diferencia de las bacterias, los organismos mas
complejos son incapaces de sintetizar biotina y es por ésto que dependen
totalmente de la ingesta de esta vitamina a través de la dieta. Si la biotina se
encuentra en cantidades muy bajas en la célula, su homeostasis se ve
comprometida. Para hacer frente a este problema, se ha propuesto que los
mamiferos han desarrollado un sistema para su reciclamiento que asegure un

suministro adecuado de esta vitamina (Figura 2).

Biotina de la dieta ]

:

_/\ < N\

Unida a proteinas \
N

.. Biotina
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v g ;"‘
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de la biotina | 7
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e Holocarboxilasa 1
‘ sintasa i

Holocarboxilasas
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—
Catabolismo de Sintesis de Gluconeogénesis
aminoacidos 4cidos grasos

Figura 2. Ciclo de la biotina en mamiferos (Wolf, 1995).
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La mayor parte de la biotina presente en los alimentos se encuentra unida a
proteinas, que por la digestiéon van a formar pequefios péptidos biotinilados y
biocitina (dimero biotina-lisina). Para que la vitamina sea absorbida requiere estar
en forma libre. La separacién de la biotina de los péptidos biotinilados y de la
biocitina es llevada a cabo por la enzima biotinidasa presente en los jugos
pancreaticos y que se encarga de romper el enlace entre el grupo carboxilo de la
cadena de acido valérico de la biotina y el grupo amino terminal del residuo
especifico de lisina en el sitio activo de la proteina (Wolf et al., 1990).

En la célula, la biotina sirve como cofactor para las enzimas encargadas de fijar
CO;, (carboxilasas), durante procesos metabdlicos. La enzima encargada de unir a
la biotina con los precursores no activos de las carboxilasas (apocarboxilasas) es
la holocarboxilasa sintasa (HCS), formando un enlace biotina-lisina en el sitio
activo. Al terminar la vida util de las carboxilasas, éstas son degradadas
proteoliticamente y de este proceso resultan péptidos unidos a la biotina o
simplemente biocitina. Como se menciond anteriormente, sélo la biotina libre
puede ser utilizada en la formaciéon de nuevas carboxilasas, por lo que, como se
mencionod para la digestion, también aqui se requiere la accion de la biotinidasa
para disponer de biotina libre. Dentro de la célula, la biotinidasa se ubica en el
reticulo endoplasmico rugoso y en el aparato de Golgi (Wolf et al., 1990) y debido
a que es la Unica enzima que puede liberar a la biotina, se establece junto con la
HCS, como elemento obligado para su aprovechamiento y reutilizacién. Después
de cumplir su vida util como coenzima, la biotina se cataboliza en dos sitios
especificos de la molécula que son: la cadena de acido valérico y el grupo sulfuro
en el anillo heterociclico. El proceso catabdlico que afecta la cadena de &cido
valérico es la B-oxidacién (Brady, 1965), que rompe sucesivamente la cadena de 5
carbonos del 4cido formando los metabolitos: bisnorbiotina, tetranorbiotina y otros
compuestos intermediarios (a,B-dehidro-, B-hidroxi- y B-ceto-). Después de la
degradacion de la cadena de acido valérico, el grupo sulfuro se oxida produciendo
biotin-I-sulfoxido, biotin-d-sulféxido y biotinsulfona. En las células de los
mamiferos, estos procesos se llevan a cabo en el reticulo endoplasmico liso, y en
comparacién con los microorganismos, la degradacién es cuantitativamente menor

(Zempleni, 1999).
12
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1.4.Funciones de la biotina

La funcion clasica de la biotina es servir como coenzima esencial de cinco
carboxilasas involucradas en la homeostasis de los acidos grasos, el catabolismo
de la leucina y la gluconeogénesis (Hassan, 2006).

Las carboxilasas que necesitan biotina como coenzima son: la acetil-CoA
carboxilasa (ACC, en sus isoformas 1 y 2), la propionil-CoA carboxilasa (PCC), la
3-metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) y la piruvato carboxilasa (PC). Las ACC 1y
2 se encuentran en el citoplasma, aunque la isoforma 2 estd asociada a la
membrana mitocondrial externa; y las otras tres carboxilasas se encuentran en la
matriz mitocondrial. Las dos isoformas de la ACC estan codificadas en diferentes
genes y su estructura estd compuesta por un polipéptido sencillo (Abu-Elheiga,
1995). La ACC1, se encarga de catalizar la union de CO; a la molécula de acetil-
CoA y asi generar malonil-CoA que es el precursor en la sintesis de acidos
grasos. La ACC2 participa en la regulacion de la oxidacion de los acidos grasos en
la mitocondria (Kim, 1997) catalizando la misma reaccion que la ACC1. La ACC1
se expresa en mayor cantidad en tejidos lipogénicos como higado y rifién,
mientras que la ACC2 es expresada preferentemente en musculo esquelético y en
corazon. La regulacion transcripcional de estas dos enzimas también es diferente,
la ACC1 es regulada por sustancias como la glucosa y la insulina y la ACC2 por
factores celulares musculo-especificos (Lee et al., 2001).

La estructura de la PC comprende cuatro subunidades idénticas unidas, con un
peso molecular de 139 kD y su arreglo es parecido al de un tetraedro. Cataliza la
transformacion de piruvato a oxaloacetato que es un producto intermediario de la
sintesis de fosfoenolpiruvato, por esto la PC es una enzima esencial en la
gluconeogénesis. En humanos se han detectado deficiencias genéticas de esta
enzima en 1 de cada 250,000 individuos, siendo algunas de las manifestaciones
clinicas de esta anormalidad, la acidemia lactica, hiperamonemia, citrulinemia y
retrasos tanto mental como del crecimiento.

La propionil-CoA carboxilasa participa en el catabolismo de aminoacidos
ramificados y de acidos grasos de cadena larga, su funciéon es transformar la

propionil-CoA a metilmalonil-CoA. La PCC esta conformada por dos polipéptidos

13
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(a y B), en donde la biotina se une a la subunidad alfa (Browner, 1989). La
deficiencia de esta enzima es potencialmente letal y los sintomas de este
desorden metabolico son acidemia propidnica, vomito, letargo, hipotonia, acidosis
lactica y cetoacidosis.

La enzima B-metilcrotonil-CoA (MCC) esta involucrada en el catabolismo del
aminoacido leucina catalizando la reaccién de carboxilacién de 3-metilcrotonil-CoA
a 3-metilglutaconil-CoA. Esta enzima se compone de dos diferente subunidades
llamadas alfa y beta de 85 y 60 KDa respectivamente. Las manifestaciones
clinicas y bioquimicas de la deficiencia de MCC son convulsiones, hipotonia y la
orina de los individuos con esta deficiencia contiene altas cantidades de acido 3-
hidroxi-isovalérico (metabolito de la biotina) y 3-metil-crotonilglicina (Baumgartner,
2001). Esta deficiencia tiene una incidencia de 1 en 50,000 nacimientos.

Por otra parte, diferentes grupos han realizado estudios que arrojan evidencia de
gue la biotina afecta la expresion de genes. Estos estudios revelan que la
deficiencia de biotina en ratas causa una reduccion en la actividad de la
glucocinasa hepatica del 40% al 45% y este déficit se restaura al administrar
biotina (Dakshinamurti et al., 1968). Opuestamente, la administracién de biotina
después de un periodo de ayuno de 24 horas incrementa cuatro veces la
concentracion normal de mRNA que codifica para la glucocinasa en higado de rata
y en cultivos de células beta pancreaticas (Chaujan et al., 1991). Estudios en
células mononucleares de sangre periférica y en lineas celulares de
hepatocarcinoma (HepG2), usando técnicas de microarreglos de DNA, han
revelado que poco mas de 2000 genes modifican su expresion en funcion a la
cantidad de biotina del medio (Zempleni, 2005; Rodriguez-Meléndez et al., 2005).
Se ha reportado también que la biotina podria afectar la transcripcién del DNA por
medio de la biotinilacién de las histonas (Hymes, 1995), ya que in vitro la
holocarboxilasa sintasa puede fijar covalentemente la biotina en las histonas
(Narang, 2004).

14
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1.5.Deficienciay suplementacion de biotina

Humanos.- Se han descrito casos de deficiencia de biotina en humanos en
individuos que reciben exclusivamente alimentacion parenteral sin suplementacién
de biotina; en sujetos con deficiencia de biotinidasa o HCS y en personas que
consumen frecuentemente clara de huevo crudo; en este Ultimo caso, como se
menciond, por la presencia de la proteina avidina (Mock, 2004). Los sintomas
clinicos de la deficiencia de biotina provocada por una alimentacion intravenosa
libre de biotina son: dermatitis periorificial, conjuntivitis, alopecia, ataxia, hipotonia,
aciduria, convulsiones, infecciones cutaneas y retraso en el desarrollo de nifios e
infantes. Adicionalmente, los sintomas que presentan adolescentes y adultos que
consumen cantidades importantes de clara de huevo crudo son: adelgazamiento
del cabello a menudo acompafiado con pérdida del color, letargia, alucinaciones,
parestesia de las extremidades, depresién y erupciones cutaneas tipo eccema que
en casos graves se encuentran alrededor de la boca, los ojos y la nariz (Zempleni,
1999).

Se ha encontrado que la biotina estimula la expresion de insulina y de glucocinasa
pancreatica, siendo ambas moléculas muy importantes en el control de la
homeostasis de la glucosa (Romero-Navarro et al., 1999). La suplementacién de
biotina parece mejorar el estado diabético, disminuyendo la concentracién
postprandial de glucosa y mejorando la tolerancia a la glucosa. El tratamiento con
dosis farmacolégicas de biotina (16 mg/dia) durante una semana, redujo la
hiperglicemia en pacientes diabéticos de tipo 1. Esta mejoria también ha sido
observada en estudios realizados en pacientes japoneses con diabetes tipo 2 en
los cuales la hiperglicemia disminuy6 cerca del 45%, observandose este fendbmeno
después de un mes de tratamiento con biotina oral (9 mg/dia) (Fernandez-Mejia,
2005).

Animales.- La dermatitis es el sintoma clinico mayormente observado en aves de
corral y ganado con deficiencia de biotina. En el ganado porcino deficiente de
biotina hay una clara disminucion en su crecimiento corporal antes de que las
alteraciones clinicas como alopecia, ulceraciones en la piel e inflamacion de la

mucosa bucal aparezcan. En los cerdos sometidos a periodos prolongados de
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deficiencia (5 a 7 semanas) se presenta la ruptura de pezuiia que da origen a
lesiones necréticas y severas infecciones. Para remediar la carencia de biotina en
la integridad de las pezufias se ha utilizado la suplementacién con 2 a 3 mg de
biotina por kilogramo de alimento para disminuir el dafio en éstas. En el caso de
deficiencia en las aves de corral, los principales sintomas son: reduccion en el
crecimiento, pérdida de plumas, dermatitis, poca produccion de huevos y
deformidades en pico y patas (perosis). Los sintomas clinicos tienen un desarrollo
caracteristico en los pollos, presentandose primero sequedad y descamacion en
las patas a los 14 dias de edad. A los 18 dias de edad se encuentran pequefias
fisuras en las plantas y a los 25 dias estas lesiones se vuelven hemorrégicas.
Entre las semanas 3 y 4 se observan lesiones por dermatitis en los parpados
ocasionando dificultad para moverlos y en periodos de deficiencia mas largos
terminan por cerrar los ojos. Otro sintoma marcado en las aves de corral con
deficiencia de biotina es la condrodistrofia, condicibn que consiste en la
mineralizacién 6sea normal pero con crecimiento lineal alterado de los huesos
largos, causando en esta poblacion deformaciones principalmente en las patas.
Los piensos con que son alimentadas las aves para consumo humano tienen
niveles bajos y poca biodisponibilidad de biotina, lo que es contrarrestado
utilizando suplementos que permiten a las aves tener un aporte adecuado de la
vitamina, por ejemplo, en la produccion de pavos se utilizan suplementos solubles
gue aportan 0.25 mg de biotina por galon para pavos jovenes y 0.5 mg para pavos
adultos (Russel, 1989).

Como se ha mencionado, la deficiencia severa de biotina en humanos y animales
en desarrollo origina alteraciones en el crecimiento corporal. Estudios anteriores
muestran un desorden en el eje endocrino Hormona del crecimiento/Factor de
crecimiento | (GH/IGF-I, principal responsable del crecimiento) en ratones con
carencia de biotina (Baez-Saldafa et al., 2009), lo cual puede explicar una menor

talla en individuos sin aporte de la vitamina.
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2. Sistema hormona del crecimiento/factor de crecimiento | similar a la
insulina (GH/IGF-I)

La hormona de crecimiento (GH) regula diversos procesos fisioldgicos incluyendo
el crecimiento corporal y el metabolismo de lipidos e hidratos de carbono. La
regulacién puede ser directa por medio de la activacion de los receptores celulares
de la hormona del crecimiento (GHR) o de manera indirecta por medio del factor
de crecimiento | similar a la insulina (IGF-I) (Le Roith et al., 2001).

La estructura de la GH es un polipéptido lineal constituido por 191 aminoacidos, es
producida y liberada por los somatotrofos, células ubicadas en la parte anterior de
la glandula pituitaria. La secrecion de esta hormona ocurre de manera pulsatil con
un auge importante en el inicio del proceso de suefio, y teniendo episodios
secretores menos visibles unas horas después de comer (Ho K.Y. et al., 1988).
Esta hormona es controlada por la accion de dos factores hipotalamicos, la
hormona liberadora de la hormona del crecimiento (GHRH) y la somatostatina, la
cual inhibe la secrecion de la GH. Algunos de los factores que modifican la
frecuencia y magnitud de los pulsos de liberacion de la GH son la edad, la dieta y
el ejercicio (Perrini et al., 2010)

La mayor parte de los efectos somatogénicos de la GH se ejecutan a través del
IGF-1. La mayoria del IGF-I1 que se encuentra en la sangre es sintetizado por el
higado en respuesta a la GH. También es producido por multiples tejidos
extrahepéticos, en donde el IGF-1 actia localmente como un factor de crecimiento.
La estructura de este factor de crecimiento consta de una cadena polipeptidica
sencilla, con un arreglo secundario de a-hélice y tres puentes disulfuro. La
regulacion de la vida media del IGF-1 en circulacién y la unién a sus receptores
especificos en la célula es mediada (positiva o negativamente) por las proteinas
de union al IGF | (IGFBP's; IGFBP1 a IGFBP6). Casi la totalidad del IGF-I
circulante forma parte de un complejo ternario de 150 kD, constituido por una
molécula de IGF-I, una de IGFBP3 y una subunidad proteinica sensible al acido
(ALS), menos del 1% del IGF-I en circulacion se encuentra en forma libre. Este
complejo ternario tiene un papel importante en las funciones endocrinas del IGF-I
(Perrini et al., 2010).
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Con ayuda de estudios realizados con modelos animales y observaciones en
humanos se ha demostrado que el sistema GH/IGF-I es esencial para el desarrollo
fetal y posnatal, asi como para el mantenimiento del tamafio somatico en los
humanos, ya que los defectos de este sistema frecuentemente resultan en
alteraciones en el crecimiento corporal. Los mecanismos involucrados en el
funcionamiento de este sistema son muy complejos y algunos son vulnerables a la
influencia de anormalidades del desarrollo, neoplasias, traumatismos, agresiones
ambientales y defectos genéticos (Wit et al. 2008).

Los trastornos del sistema GH/IGF-I pueden ocurrir en diferentes niveles de la
cascada de sefalizacidén de este eje hormonal, desde la liberacion de la GH por la
adenohipdfisis hasta problemas con la accion del IGF-I en el tejido blanco. Un solo
error en la regulacién de genes que codifican para la ALS, los receptores de la GH
y/o del IGF-I, causan una disfuncion endocrina que resulta en un fenotipo anormal
(Savage, 2009).

En ratones knockout para IGF-I (KO IGF-I) se observa un tamafio del 60% con
respecto a ratones control al momento del nacimiento, si es que llegan a
sobrevivir. Estos ratones tienen una tasa de crecimiento menor a lo normal y como
consecuencia su tamafio a la edad de 8 semanas llegar a ser hasta de un 30%
con respecto a animales no alterados genéticamente. Otras caracteristicas
importantes de estos animales son: infertilidad, muerte en etapas postnatales
tempranas (1 o 2 semanas) y tienen niveles séricos de GH elevados (Liu et al.,
1993). Contrastando con el caso anterior, los ratones knockout para IGF-I hepatico
(LID) aungue tienen una disminucion del 75% de esta hormona en la sangre,
nacen con un peso normal y su desarrollo corporal no presenta diferencias
significativas con respecto a ratones control (Le Roith et al., 2001).

Los ratones con doble KO para el receptor de la GH y para el IGF-I presentan un
patrén de crecimiento postnatal disminuido y su crecimiento llega a ser de solo el
17% con respecto a lo normal, presentandose este porcentaje después de la
semana postnatal 5 y manteniéndose hasta la semana 14 (Lupu et al., 2001). La
doble delecién del gen que codifica el IGF-1 hepatico y de la ALS provoca una
reduccion del 85-90% del IGF-I circulante ademas de una disminucion en el peso
corporal del 20% con respecto a lo normal, esto hace evidente que si bien la
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accion endocrina del IGF-I dependiente de GH es el principal determinante para el
crecimiento corporal posnatal, el IGF-I producido en tejidos extrahepaticos también
participa de manera significativa (Walenkamp, 2007).

También la ingesta de alimento altera componentes importantes para el correcto
funcionamiento del eje GH/IGF-l. Se ha observado que en infantes con
desnutricion crénica y en ratas hembras sometidas a ayunos prolongados, la
actividad de la GH esta reducida, debido a una importante reduccién de los
receptores para GH en el higado (Postel-Vinay et al., 1982). Este defecto impide la
correcta cascada de sefializaciones que culmina en la sintesis y liberacion del
IGF-1 (Villares, 1994). La reduccion en el numero de receptores de GH se revierte
al restablecer la ingesta de alimento. Este tipo de afectaciones se han estudiado
en individuos con desnutricion de tercer grado, en los cuales se alteran las rutas
metabdlicas, la homeostasis del organismo y la produccibn de hormonas
reguladoras de factores de crecimiento como la GH y el IGF-I. En este ultimo caso,
se encontré que en cerdos y otros animales en estado de ayuno prolongado hay
menor cantidad de IGF-l sérico. EI mecanismo de este efecto consiste en una
mayor cantidad de leptina en el suero que actia como un inhibidor para la
secrecion de la GH (Cederholm, 1997; Eckert, 1998; Soliman, 2000).
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3. Justificacion del proyecto

Las investigaciones realizadas en modelos animales con supresion de biotina
sugieren que esta vitamina esta involucrada en la regulacion del crecimiento. Los
estudios en ratones realizados por nuestro grupo de trabajo prueban que los
efectos adversos en la homeostasis del crecimiento corporal estan asociados a

bajas concentraciones de IGF-I en el suero.

4. Hipotesis

La administracion sistémica de IGF-|I revertira las alteraciones en el crecimiento

corporal que causa la deficiencia de biotina.
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5. Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion de IGF-I en el crecimiento de ratones
BALB/c.

Objetivos particulares.-

Generar grupos de ratones suficientes, deficientes y suplementados de
biotina por medio del suministro de dietas experimentales con contenidos
diferentes de la vitamina (4, 0 y 100 mg de biotina/kg, respectivamente).
Evaluar los cambios en el peso corporal a lo largo de 12 semanas de
experimentacion.

Determinar el consumo especifico de alimento en los tres grupos
experimentales a lo largo del estudio.

Medir la concentracion de GH e IGF-I en el suero de los ratones a las 0, 2,
4,6, 8,10y 12 semanas.

Administrar IGF-I a los ratones de los tres grupos.

Evaluar el estado funcional de la biotina por medio de la cuantificaciéon de

su concentracion en el suero.
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6. Materiales y Métodos

Modelo murino.- Se utilizé un lote de 18 ratones macho de tres semanas de edad
de la cepa BALB/CANN obtenidos del bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas (IIB) de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM). Los
ratones se mantuvieron en ciclos de 12 horas de luz-oscuridad y con barreras
microbioldgicas, con agua y alimento ofrecidos ad libitum. Todos los ratones
tuvieron un manejo acorde con los lineamientos del Comité Interno para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del 1IB (Hudson, 2007).

De acuerdo con el modelo murino de experimentacion establecido en el laboratorio
(Baez-Saldafia et al., 1998), al momento de su recepcion (semana 0), los ratones
se pesaron y se dividieron en tres grupos de tal forma que el promedio y la
dispersion del peso corporal fuera equivalente entre ellos. A cada conjunto se le
proporciond una de tres dietas con formulacion idéntica, excepto en el aporte de
biotina (Harlan Teklad. Ver anexo A). La dieta deficiente (TD.06682) no tiene
biotina, mientras que la suficiente (TD.06681) y la suplementada (TD.96075)
fueron preparadas con 0.004 y 0.1g de biotina / kg, respectivamente. Cabe resaltar
que la unica fuente de proteina en las tres dietas es clara de huevo desecada
(30%) que como se mencioné anteriormente contiene avidina, una proteina
antagonica de la biotina que no permite su aprovechamiento (Wilson et al., 1978).
La cantidad de la vitamina presente en la dieta suficiente, fue calculada de tal
forma que asegure la neutralizacién de la avidina y ademas el aporte necesario
para que los ratones lleven a cabo las funciones metabdlicas dependientes de la
biotina (Baez-Saldafia et al. 1998).

Peso corporal y consumo especifico de alimento.- El registro del crecimiento
de los ratones y del consumo de alimento se hicieron dos veces por semana a lo
largo de todo el estudio. EI consumo de alimento se calculé por medio de la

siguiente ecuacion:
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Donde:

Ce= Consumo especifico

Al; = Peso del alimento ofrecido

Ali= Peso del alimento no consumido

d = Numero de dias transcurridos entre mediciones

n = NUmero de animales por caja

PPy = Peso promedio del grupo en el dia de la medicion

Toma de muestras de sangre e insercion de microbombas.- Las muestras de
suero para las determinaciones bioquimicas se colectaron a intervalos de 2
semanas empezando en la semana 0. Durante toda la experimentacién, los
ratones se sangraron sin ayuno a través del plexo ocular bajo anestesia con
Sevorane® (sevoflurano). Al cumplir 8 semanas con las dietas experimentales, a
cada raton se le implanté subcutdneamente una microbomba de funcionamiento
osmotico (Modelo 1004. ALZET® OSMOTIC PUMPS. Cupertino, CA.). Estos
dispositivos se llenaron con una solucion estéril de IGF-1 (1.25 mg IGF-I / mL de
acido acético 0.1 M) siguiendo las instrucciones del proveedor, mismas que de
acuerdo con las especificaciones técnicas de este modelo y lote, deben
administrar 4.46 ug de IGF-I por dia y durante 4 semanas. La implantacion de las
microbombas fue hecha por el personal del bioterio del 1IB. Solamente a las 12
semanas (4 semanas después de la instalacion de las microbombas Alzet), los
ratones fueron sometidos a un ayuno de 18 h, para posteriormente sangrarlos a
blanco por el plexo axilar bajo anestesia profunda con éter etilico y sacrificarlos
por dislocacion cervical. Las muestras sanguineas colectadas a lo largo de la
experimentacion se centrifugaron a 2300 xg durante 10 min a 21°C para después

separar y almacenar el suero a -20°C hasta el momento de su analisis.

Cuantificacién de IGF-I, GH y biotina por ELISA y EIA.- El IGF-I sérico se
determind con un estuche comercial ACTIVE® Mouse/Rat IGF-1 ELISA (Cat. DSL-
10-29200), que consiste en un inmunoensayo enzimatico tipo “sandwich”. Para

llevar a cabo la determinacion, es necesario liberar al IGF-I del trimero formado
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con la IGFBP-3 y la ALS, por lo que los sueros se sometieron a un proceso de
extraccion acida previamente al ensayo siguiendo las instrucciones técnicas del
estuche. A 5 uL de cada suero se agregaron 20 uL de la solucién &cida para
extraccion (DSL-5630) y se agitaron en Vortex; se incubaron por 50 min a
temperatura ambiente para posteriormente centrifugarlos a 9300 xg durante 3 min
a 21°C. 10 pL del sobrenadante se neutralizaron con 50 puL de solucion
neutralizante (DSL-10-29270) y estas muestras se mantuvieron a -20°C hasta su
analisis. El ensayo para determinar la concentracion de IGF-I en las muestras se
inici6 depositandolas en paralelo con los estandares y controles en sus
respectivos pozos. A continuacién se les agregd el anticuerpo conjugado con la
enzima peroxidasa del rabano (HRP). Después de 1 h de incubaciéon a
temperatura ambiente, se vacid el contenido de los pozos y se lavaron con la
solucién correspondiente (DSL-10-4030). El proceso de revelado se hizo
agregando una solucién de tetrametilbenzidina y peréxido de hidrégeno (DSL-10-
9755). Después de 15 min, se detuvo la reaccion de revelado al agregar una
solucién acida (DSL-10-9780) y finalmente se midié la absorbancia de cada pozo a
450 nm. Esta medicién es directamente proporcional a la concentracién de IGF-I
en la muestra, la cual se calculé interpolando el valor obtenido en la curva
estandar de la determinacién. La curva estandar de este ensayo se presenta en el
Anexo C.

La biotina se midié con el estuche ALPCO DIAGNOSTICS™ Biotin (Vitamin H)
EIA (K8140-1081), que es un ensayo enzimatico de unidon. Las muestras, los
controles y las soluciones estandar fueron incubados con estreptavidina- HRP (K
8140K) en tubos eppendorf de 0.6 mL, posteriormente se depositaron 100 uL de
cada mezcla en su respectivo pozo de microtitulacion. Después de 30 min de
incubacion y 3 lavados, se agregaron 100 ulL de solucion de revelado (K
8140TMB), que se incubé 10 min a temperatura ambiente y a continuacion la
reaccion se detuvo con la solucion acida (K 6750AC). La intensidad del color leida
a 450nm es inversamente proporcional a la concentracion de biotina en las
muestras, misma que se calculd a partir de la curva estandar del ensayo. La curva

estandar utilizada para este ensayo se ilustra en el Anexo B.
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Para la medicion de la GH se utilizé el estuche LINCO Rat/Mouse growth hormona
ELISA kit (EZRMGH-45K), con el que se efectué un ensayo de ELISA tipo
“sandwich”. En todas las etapas del ensayo las incubaciones fueron a temperatura
ambiente y con agitacion, efectuando 3 lavados entre cada una de ellas. El
proceso inici6 agregando a los pozos de microtitulacion correspondientes,
previamente cubiertos con anticuerpo policlonal anti-GH (EP45), 10 uL de las
muestras, estandares y controles; en seguida se adicionaron 90 uL de solucién de
ensayo (AB-P) y esta mezcla se incubd por 90 min. Transcurrida la incubacion, se
agregaron 100 uL del anticuerpo de deteccion (E1045) a cada pozo, dejando
incubar por 1 h. Después de este tiempo se agregaron 100 uL de estreptavidina
conjugada con HRP (EHRP), dejandola reaccionar por 30 min. Al terminar este
periodo, la reaccion se reveld agregando 100 uL de solucion con sustrato (ESS-
TMB) y se paré la reaccion después de 10 min con 100 pL de una solucién acida
(ET-TMB). Finalmente la absorbancia en cada pozo se leyo
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 450 nm. La intensidad de
esta medida es directamente proporcional a la concentracion de hormona de
crecimiento en los sueros. La curva utilizada para el calculo de las

concentraciones de GH en el suero de los ratones se presenta en el Anexo D.

Andlisis estadistico.- Para las mediciones de crecimiento, consumo especifico de
alimento, determinacion de las concentraciones de IGF-l y biotina en el suero, se
compararon las medias por medio de un ANOVA de 2 vias utilizando el software
SigmaStat 3.10 (Systat Software, Inc.). La prueba Post Hoc fue Tuckey. Las
mediciones hechas para cada parametro analizado se explican a continuacion:
para el crecimiento corporal se realizaron 26 mediciones del promedio del peso de
cada condicién de biotina utilizada y se uso6 por lo menos una n de 5 ratones para
obtener cada promedio calculado.

En el consumo especifico de alimento se hicieron 12 mediciones para cada
concentracion de biotina estudiada y que resultan del promedio de 2 mediciones
individuales para cada grupo con diferente concentracion de biotina en periodos

semanales.
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Para la determinacion de la concentracion de IGF-I sérico y de la concentracion de
biotina en la sangre, se realizaron 7 mediciones para cada tratamiento de biotina.
Se usaron como minimo 4 sueros sanguineos independientes en cada medicion.

Para el analisis estadistico de la concentracion de GH en el suero se utilizé la
prueba Chi cuadrada, tomando como valor significativo 0.05 y un corte a 20 ng/mL
de GH. Se hicieron 7 mediciones de la concentracion de GH en el suero de los
tres grupos experimentales usando al menos 2 sueros para cada concentracion

medida.
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7. Resultados

En este capitulo se describen los datos obtenidos al estudiar por primera vez
diversos parametros relacionados con el eje endocrino GH/IGF-1 en ratones que
recibieron una dieta con una dosis farmacoldgica de biotina y dichos efectos se
compararon con los obtenidos con las dietas con un aporte deficiente y suficiente
de biotina. Las cantidades de biotina en cada dieta, asi como la conformacion de
los grupos experimentales se detallan en la seccion de Materiales y Métodos.
Adicionalmente, se estudié también por primera vez el efecto de la administracion
sistémica de IGF-I desde la 8% hasta la 12% semana de estudio, sobre los propios

componentes del sistema endocrino GH/IGF-I en los ratones en experimentacion.

Crecimiento corporal.- Debido a que la deficiencia de biotina provoca pérdida de
peso corporal, este parametro se registrd en los ratones de este estudio. En el
Grafico 1 se presentan las curvas de crecimiento de los tres grupos estudiados. El
peso promedio del lote de 18 ratones a la tercera semana de edad (tiempo O de
experimentacion) fue homologado en 12.5 + 0.9 g. Posteriormente, el lote se
dividi6 en tres grupos de seis animales cada uno, quedando de la siguiente
manera: el primer grupo tuvo un peso promedio de 12.70 + 1.0 g, el segundo
grupo tuvo un peso de 12.48 = 0.9 g y finalmente el tercer grupo queddé con un
peso de 12.43 + 0.8 g (promedio * error estandar). Una vez formados los grupos,
a cada uno se le otorgd una dieta diferente de biotina, al primer grupo se le dio la
dieta deficiente de biotina, al segundo grupo se le administré la dieta suficiente de
biotina y al tercer grupo se le alimento con la dieta suplementada de biotina.

Durante el experimento, el peso de los tres grupos fue igual hasta la semana 3y a
partir de la semana 6 fueron diferentes entre si. Después de la tercera semana y
hasta el final del estudio, el grupo deficiente de biotina mostré un menor peso.
Opuestamente, el grupo suplementado fue el de mayor peso desde la semana 6.
El peso maximo del grupo deficiente fue de 18.7 £ 0.4 g (n=6) a las 4 semanas; asi
se mantuvo hasta la semana 7 del estudio (17.93 £ 0.2 g; n=5), disminuyendo a
continuacién hasta 15.78 £ 0.1 g (n=5) en la semana 12. En cambio, el peso de
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los ratones en los grupos suficiente y suplementado tuvo un aumento consistente
durante todo el tiempo de experimentacion terminando a las 12 semanas con 23.8
+ 0.6 g (n=5) y 26.6 = 1.2 g (n=6) respectivamente. Vale la pena resaltar que las
dosis farmacoldgicas de biotina produjeron un aumento significativo en la ganancia
de peso en el grupo suplementado (Figura 3).mientras que la administracion de
IGF-I no modificd las tendencias de crecimiento para alguno de los tres grupos
(Figura 3).

Consumo especifico de alimento.- Este parAmetro permite identificar si existen
diferencias en la ingesta caldrica de los ratones y si los cambios en la ganancia de
peso (sobre todo la pérdida de peso) se correlacionan con problemas en el estado
nutricio de los animales. Los datos en el Figura 4 representan el promedio de dos
mediciones individuales para cada grupo en periodos semanales. Los tres grupos
tuvieron patrones de consumo iguales durante toda la experimentacion con un
periodo de adaptacion al cambio de dieta en las primeras dos semanas Yy
estabilizaciéon de la ingesta después de la semana 4 (Figura 4). Durante la
administraciéon de IGF-I, solamente el grupo deficiente duplicé el consumo
especifico de alimento en la semana 9, siendo este aumento significativo y

Unicamente observado en la semana 9.
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Concentracion de biotina sérica.- Este analisis indica el estado funcional de la
biotina en funcién de la dieta proporcionada a los ratones. En la semana 0 se
midié una muestra representativa del lote, para determinar el nivel inicial de
biotina, observandose una concentracion sérica de 44 + 8 nM (promedio * E.E.,
n=3). Los resultados del grupo deficiente desde las 2 hasta las 12 semanas
representan un solo valor porque se midié la mezcla de voliumenes iguales del
suero de cada raton en el grupo. La biotina circulante fue concordante con lo
esperado de acuerdo al tipo de dieta. Desde la segunda semana del experimento
hay diferencias entre los tres grupos (Figura 5) con concentraciones de 2.4 nM de
biotina en sangre para el grupo deficiente, de 49 nM para el grupo suficiente de
biotina y de 2700 nM de biotina para el grupo suplementado. En la Tabla 3 se
presentan los valores minimos y maximos determinados para cada grupo desde la
segunda hasta la décima semana de estudio; y por separado se muestran los
valores minimos y maximos al inicio de la experimentacion (el valor minimo fue de
28 nM de biotina para los tres grupos y el valor maximo de 78 nM de biotina
también para los tres grupos), asi como en el dia del sacrificio (los valores
minimos y maximos de los tres grupos durante la semana 12 de experimentacion
fueron: en el grupo deficiente fue de 1.3 nM de biotina, tanto para el valor minimo
como para el maximo; en el grupo suficiente de biotina el valor minimo fue de 27
nM y el valor maximo fue de 44 nM de biotina; por ultimo el grupo suplementado
tuvo un minimo de 257 nM y una concentracion maxima de 1440 nM) porque las
condiciones en los dos casos fueron diferentes (Dieta comercial y ayuno por 18
horas, respectivamente).

Concentracion de GH sérica.- Esta hormona se cuantificd para determinar si la
deficiencia o la suplementacion de biotina alteran los niveles séricos o el
comportamiento pulsatil de la GH. Los niveles séricos de esta hormona no fueron
diferentes entre las tres condiciones estudiadas (Figura 6). Se observaron valores
con una gran dispersion en los tres tratamientos, lo cual puede corresponder al

perfil pulsatil de su liberacién (Le Roith et al., 2001).
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Tabla 3. Concentraciones minimas y maximas de biotina (nM) en el suero de los ratones expuestos a
diferentes cantidades de biotina. Los datos se dividen en las tres condiciones diferentes de insumo de
alimento siendo estos: dieta comercial (semana 0), dieta experimental (semanas 2 -10) y ayuno previo a la
obtencién de muestras (semana 12).

Biotina (nM)
Tiempo Minimo Maximo
(semanas)
0 28 78
Grupos
210 Deficiente Suficiente Suplementado
Minimo | Maximo | Minimo | Maximo | Minimo | Maximo
0.6 4.2 11 83 640 4457
12 Ayuno previo de 18 horas
1.3 | 27 | 44 | 257 | 1440
BIOTINA
3000 - Z Administracion de IGF-I
2500 - i i
2000 - J %\l /]
1500 - ) J
E 1000 I
R 3
.g ]
© 80 4 Ayuno
= l prolongado
L2 so-
m | %_______§\
a0 e T 51
J L\
5] \ﬁ/
1 #
It s 41—
12

Tiempo (semanas)

| —&— Deficiente —0— Suficiente —A— Suplementado |

Figura 5. Concentracion de biotina en el suero de los grupos alimentados con 3 dietas diferentes en biotina,
indicando en el recuadro el lapso de experimentacion con IGF-1. Los sueros sanguineos utilizados se
obtuvieron via plexo ocular cada dos semanas y la cantidad de biotina en éstos se midié por método ELISA.
La figura muestra los valores promedio de la concentracion de biotina en sangre de al menos 4 ratones de
cada grupo, expresados en concentracion nM (promedio + E.E.). *P<0.001.
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Estos datos corroboran reportes previos de el laboratorio, en los que la
alimentacién con dietas que carecen de biotina o que la contienen en dosis
fisiol6gicas no alteran la liberacion de GH (Baez-Saldafia et al., 2009). En este
estudio ademas encontramos que ni la alimentacion con cantidades
farmacolégicas de biotina, ni la administracion de IGF-I modificaron el

comportamiento de la liberacion de esta hormona en el suero.

GH

Administracion de IGF-I

a1l

—_
o

1|||||1|

GH sérico (ng/mL)

: T ; T : T E T ! T g T 3
0 2 4 6 8 10 12
Tiempo (semanas)

—&— Deficiente —o— Suficiente —A— Suplementado

Figura 6. Concentracion de GH en el suero de ratones alimentados con 3 diferentes dietas de biotina,
indicando en el recuadro el lapso de experimentacion con IGF-1. Los sueros sanguineos utilizados se
obtuvieron via plexo ocular cada dos semanas y la concentracion de GH en éstos se midié por método ELISA.
La figura muestra los valores promedio de la concentracion de la GH en sangre de al menos 4 ratones de
cada grupo, expresados en ng/mL (promedio + E.E.).
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IGF-I

Administracion de IGF-I

900

800

|
| ool

L prolongado
400 } |

300 - }/ |

200 - *

IGF-I sérico (ng/mL)

— o @

] > | ? | : | ; | X | K
0 2 4 6 8 10
Tiempo (semanas)

—_
N

| —&— Deficiente —o— Suficiente —A— Suplementado |

Figura 7. Concentracion de IGF-I en el suero de ratones alimentados con 3 diferentes dietas de biotina,
indicando en el recuadro el lapso de experimentacion con IGF-1. Los sueros sanguineos utilizados se
obtuvieron via plexo ocular cada dos semanas y la concentracion de IGF-1 en éstos se midié por método
ELISA. La figura muestra los valores promedio de la concentracion de la GH en sangre de al menos 4 ratones
de cada grupo, expresados en ng/mL (promedio + E.E.). *P <0.001 Deficiente vs. Suficiente y Suplementado;
°P<0.050 Suplementado vs. Suficiente; *P<0.050 Deficiente vs. Suficiente.

Concentracion de IGF-I sérico.- Esta hormona fue cuantificada por una parte
para determinar si la suplementacién de biotina modifica su concentracidn
sanguinea y su efectividad durante su administracion a través de las microbombas
osmoticas. Las cantidades de IGF-I en el suero no tuvieron diferencias
significativas entre grupos antes de la semana 4. Solo en la semana 6 el grupo
deficiente de biotina mostré un valor inferior al de los grupos suficiente y
suplementado, con valores de 382 + 46 ng/mL (n=5); 610 = 47 ng/mL (n=6) y 713
+ 58 ng/mL (n=6) respectivamente. La insercion subcutdnea de microbombas
osmoticas cargadas con IGF-1 provocé el incremento de esta hormona solamente
en los individuos de los grupos deficiente y suficiente y Unicamente a las 10
semanas. En el grupo deficiente el aumento fue del 40%, mientras que en el grupo
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con aporte suficiente de biotina fue del 32% (de 272 = 38 ng/mL (n=5) a 382 + 46
ng/mL (n=5); y 590 = 38 ng/mL (n=4) a 778 £ 101 ng/mL (n=5), respectivamente).
Por el contrario el grupo suplementado con biotina, en lugar de que su
concentracion de IGF-I en el suero aumentara, mostré6 una disminucion en la
cantidad de IGF-I dos semanas después de la insercién de las microbombas,
descendiendo de 710 = 83ng/mL (n=6) hasta 609 + 28ng/mL (n=4). Los tres
grupos presentaron la concentracion mas baja a las 12 semanas debido al ayuno
prolongado; efecto que coincide con otros reportes (Postel-Vinay et al., 1982; Le
Roith, 2001).
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8. Discusioén

El crecimiento corporal de un individuo es un proceso complejo que esta
determinado por diversos factores, los cuales se pueden clasificar en dos tipos, a
saber: genéticos y epigenéticos. Los factores genéticos estan definidos por la
estructura del genoma, mientras que los factores epigenéticos modulan la
transcripcion y traduccion del genoma sin modificar la estructura del ADN. Estos
tltimos pueden ser internos (hormonas) o externos como los nutrimentos. El
sistema endocrino GH/IGF-I, crucial para el desarrollo de los mamiferos, esta
comprendido por moléculas que sirven como factores epigenéticos enddgenos.
Dentro de los factores epigenéticos externos se encuentra la alimentacion. En este
trabajo se enfoco particularmente en la vitamina biotina dentro de la alimentacién y
su relacion con el eje endocrino GH/IGF-I.

La administraciéon de IGF-I tuvo un efecto nulo sobre el crecimiento corporal de los
grupos deficiente, suficiente y suplementado de biotina. Lo anterior podria deberse
a diferentes factores, entre los que se puede mencionar que las concentraciones
de ALS y/o de IGFBP-3 fueran insuficientes para unirse al total de la cantidad de
IGF-I dispensado por las microbombas y/o que dichas concentraciones estuvieran
disminuidas en paralelo a las del IGF-I, lo cual explicaria también sus bajos niveles
séricos en los ratones deficientes. Otra explicacion podria ser que la concentracion
de moléculas que modulan la accion del IGF-1 negativamente, tales como la
IGFBP-5, una de las proteinas que degrada esta hormona, estuvieran aumentadas
(Le Roith et al., 2001).

Se ha descrito que el fenotipo de ratones KO para el receptor de IGF-I [Igflr (-/-)] y
el fenotipo de ratones dobles mutantes para el IGF-I y su receptor [Igf1(-/-) / 1gflr(-
/-)] no son diferente entre si; y el peso de estos animales esta disminuido hasta en
un 45% con respecto a los ratones del grupo controle (Liu et al., 1993). Esto pone
en evidencia la importancia del requerimiento del correcto funcionamiento del
receptor de IGF-I para el crecimiento corporal y permite sugerir que el bajo peso
de los ratones deficientes de biotina en el experimento puede se podria atribuir a
la disminucion en la cantidad de receptores de IGF-I.
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Algunos estudios reportan que el tratamiento con IGF-I en trastornos del
crecimiento en humanos, no es tan eficaz para revertir la disminucion del
crecimiento corporal de los pacientes comparandolo con otros tipos de
tratamiento. El resultado se atribuyd a que en esos reportes no se utilizaron las
dosis correctas de la hormona (Rosenfeld, 2007). En el presente trabajo, la dosis
diaria de IGF-I administrada a los ratones (154.5 ug de IGF-I/kg) es equivalente a
6 veces mas, el valor maximo del IGF-I sérico observado en la grafica de
concentracion de esta hormona en el suero de los ratones del grupo suficiente de
biotina a la semana 10. Por lo que se descarta que la falla de la accién del IGF-I
en el crecimiento corporal se deba a la administracion de una cantidad insuficiente
de la hormona.

La administracion del IGF-I no tuvo efecto en el consumo especifico de alimento
de los tres grupos estudiados, aunque en el grupo deficiente, solamente en la
semana 9 hubo un aumento del 50% en el consumo (una semana después de la
administracién del IGF-1), normalizandose en las siguiente 3 y Ultimas semanas del
experimento. Tampoco se observaron cambios en el estado funcional de la biotina,
ni en los niveles de GH a causa de la aplicacion sistémica de IGF-I, sugiriendo que
la interaccion entre esta hormona y la biotina podrian ser mas bien autocrinos /
paracrinos en tejidos como el higado y el musculo esquelético, y/o que las
acciones sistémicas no fueran efectivas por las alteraciones en otros de los
componentes del sistema endocrino GH/IGF-1. La menor concentracién de IGF-I
sérico en la semana 12 observada en los 3 grupos, se puede atribuir al ayuno
prolongado, que como se menciond anteriormente, es una situacion metabdlica en
la que esta descrito que en diferentes especies animales hay bajos niveles de IGF-
| en sangre a causa de periodos largos sin ingesta de alimento (Cederholm, 1997;
Eckert, 1998; Soliman, 2000).

El efecto causado por la suplementacion de biotina en el crecimiento corporal se
observé a partir de la semana 6 del experimento, cuando el peso promedio del
grupo suplementado fue mayor significativamente en un 7% con respecto al peso
del grupo suficiente. Este resultado difiere de lo observado en un estudio realizado
en ratas suplementadas con biotina, en el que se observé que estos animales

tenian una baja de peso dependiente de la dosis con respecto al grupo control
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(Sawamura et al., 2007). Las discrepancias pueden deberse a la diferencias entre
especies animales, y/o a los diferentes disefios experimentales. Las dietas
utilizadas en el experimento con ratas fueron de composicién distinta a las
nuestras, principalmente en la fuente de proteina (caseina), asi como en la
cantidad de biotina utilizada para la suplementacién. En el experimento de
Sawamura y cols. (2007) las dietas contenian de 40 a 1000 veces mayores a las
utilizadas en el presente trabajo de tesis con el grupo suplementado.

En este trabajo de tesis se encontré un efecto dosis dependiente de la biotina en
el peso corporal. Aunque no hay diferencias significativas en el consumo
especifico de alimento entre los tres grupos (Baez-Saldafia et al., 2009a y el
presente trabajo) y los ratones deficientes de biotina crecieron menos, las dosis
farmacoldgicas de biotina causaron un aumento significativo en el peso corporal.
Este resultado es muy interesante, ya que al no haber mayores ingestas caldricas,
ni en cantidad ni en calidad, el peso corporal si se puede asociar directamente con
la dosis de biotina presente en el alimento, pues fué la Unica diferencia entre las
tres dietas; sugiriendo un efecto especifico de esta vitamina en el
aprovechamiento del alimento. No obstante, los mecanismos detras de este efecto
requieren de mas estudios.

La concentracion de biotina en el suero es un parametro que puede servir como
indicador del estado funcional de la biotina, cuando la dieta que se consume es de
composicién constante. Los niveles de biotina en el suero de los ratones del grupo
con una dieta suficiente en biotina fueron iguales a los determinados al inicio de
estudio, cuando los ratones recibieron desde la gestacién y durante la lactancia la
biotina en el alimento comercial para roedores (Harlan Teklad 2018SX). Lo
anterior se suma a evidencias previas (Baez-Saldafa et al., 2009a, 2009b) que
permiten afirmar que la dieta suficiente sirve como control para comparar con las
dietas que carecen o tienen dosis farmacoldgicas de la vitamina. En este estudio
se observd una asociacion positiva entre la concentracion sérica de biotina y su
contenido en el alimento, siendo en el grupo suplementado de 2 érdenes de
magnitud con respecto a la del grupo suficiente y 20 veces menor en el suero de
los ratones deficientes. Es interesante mencionar que el ayuno prolongado redujo

a la mitad los niveles de biotina solamente en el grupo suplementado, sin afectar
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los de los grupos suficiente y deficiente. Estos resultados podrian deberse a una
mayor eliminacion de biotina en los ratones suplementados, ya que se sabe que
en individuos alimentados con dosis farmacoldgicas de vitaminas hidrosolubles
(incluida la biotina), la excrecién de éstas en la orina es mayor con respecto a los
sujetos que consumen cantidades normales o insuficientes (Fukuwatari et al.
2010).

Aunque con el disefio de la administracion de IGF-I en este estudio no fue posible
revertir las acciones deletéreas de la carencia de biotina en el crecimiento
corporal, se considera que se requieren mas experimentos, tanto sistémicos como
moleculares, para descartar definitivamente esta hipotesis. Como perspectivas, se
sugiere medir los niveles séricos de ALS, IGFBP3 e IGFBP-5; analizar el estado
del receptor de IGF-I en el musculo esquelético de los animales deficientes y
evaluar el efecto del restablecimiento de biotina sobre el metabolismo del IGF-1y

de su receptor, asi como en el crecimiento.

9. Conclusiones

La administracion sistémica de IGF-1 en ratones con 8 semanas en restriccion de
biotina no revierte las alteraciones producidas en el crecimiento ni restablece los
niveles séricos normales de esta hormona.

Se observé un efecto positivo dependiente de la dosis en el crecimiento corporal

de los ratones, asociado a la concentracién de biotina en el alimento.

39



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Anexos

Anexo A.- Formulaciéon de las dietas utilizadas

Dieta deficiente de biotina (TD. 06682) g/Kg
Clara de huevo desecada, sélidos 300
Dextrosa monohidratadat 517.344
Aceite de maiz 100
Celulosa 40
Mezcla de minerales (AIN-76, 170915) 35
Fosfato de calcio dibasico 3.41
Vitamina B12 (0.1% en manitol) 0.03
Pantotenato de calcio 0.066
Citrato de colina dihidrogenado 3.497
Acido folico 0.002
Vitamina K3, Menadiona 0.05
Niacina 0.099
Piridoxina HCI 0.022
Riboflavina 0.022
Tiamina HCI 0.022
Vitamina A, Palmitato (500000 1U/q) 0.04
Vitamina D3, Colecalciferol (5000001U/qg) 0.004
Vitamina E, Acetato de 2-ambo-a-tocoferol 0.242
Colorante para alimentos azul 0.15

1. En las dietas suficiente y suplementada se sustituyeron 0.004 (16.4 pmol) y
0.1g (410 umol) de dextrosa por biotina respectivamente.
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Anexo B.- Curva estandar del ensayo de biotina

ng biotina/L

700

600

500

400

300

200

100

Estandar DO. | %Union méxima | ng Biotina/L

A 2.117 1000 0

B 1.388 656 375
C 1.276 60.3 75
D 0.592 28.0 150
E 0.342 16.2 300
F 021 09 600

Curva Biotina y = 11973X-1.3121
R*=0.9642

\

\\

—

10

20 30 40 50

% Unién maxima

60

70
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Anexo C.- Curva estandar del ensayo de IGF-I

Estandar D.O. D.O. neta ng IFG-1 /ml

A 0.098 0.011 51

B 0.138 0.051 225

C 0.481 0.394 945

D 1.176 1.089 1952

E 1.897 1.81 2880

Curva IGFI
y = 373.51x3 - 1333.5x2 + 2752.9x + 51.594
R? = 0.9996

3500
3000

2500 /
2000 /

1500 /

1000 /

Vd

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2

ng IGF-I/mL

D.O. netaa 450 nm
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Anexo D.- Curva estandar del ensayo de GH

Estandar D.O. D.O.neta | ng GH/mL

A 0.055 0 0

B 0.092 0.037 0.07
C 0.141 0.086 0.21
D 0.149 0.094 0.62
E 0.151 0.096 1.9
F 0.308 0.253 5.6
G 0.814 0.759 16.7
H 1.956 1.901 50

Curva GH. y= 3.8223x° + 18.889x + 0.267

R? = 0.9999
60

50

40

30 pd

ng de GH/mL

20 ~

w

0 0.5 1 15
D.O. neta a 450 nm
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