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RESUMEN

INTRODUCCION: La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B que participa como
cofactor de las carboxilasas. Se ha encontrado que a concentraciones farmacologicas la biotina
modifica la expresion génica y tiene multiples efectos en procesos sistémicos. Se han propuesto
dos mecanismos para explicar el efecto de la biotina sobre la expresion génica: 1) la biotinilacion
de histonas y 2) la via de sefializacion de la guanilato ciclasa soluble/proteina cinasa G. Varios
estudios han demostrado que las concentraciones farmacolégicas de biotina reducen la
hipertrigliceridemia en humanos y en modelos experimentales animales. En un estudio previo
nuestro laboratorio reporté que este efecto esta relacionado con la disminucion en la expresion
de genes lipogénicos. En el presente trabajo, analizamos vias de sefializacion y mecanismos
postranscriptionales que participan en los efectos hipotrigliceridémicos de la biotina sobre dos
diferentes vias metabdlicas de los lipidos: la lipogénesis en el higado y la oxidacién de los acidos
grasos en el muasculo. METODOLOGIA: Utilizamos ratones machos BALB/cANN Hsd que fueron
alimentados con una una dieta control o una dieta suplementada con biotina (1.76 0 97.7 mg de
biotina/kg dieta, respectivamente) durante 8 semanas después del destete. Determinamos las
concentraciones seéricas de triacilgliceroles y é&cidos grasos, el contenido hepatico de
triacilgliceroles y de GMP ciclico. También en el higado analizamos la abundancia proteica de
SREBP-1c en su forma madura, FAS, ACC-1 total y fosforilada y la cinasa AMPK fosforilada. En el
musculo analizamos la abundancia de las proteinas ERK 1/2 y ACC-2 total y fosforilada; PPAR-a y
AMPK fosforilada. También se determiné la expresion del ARN mensajero de las proteinas CPT-1
y ACC-2 y el contenido muscular de carnitina libre y acilcarnitinas. RESULTADOS Y DISCUSION:
Comparado con el grupo control, los ratones suplementados con biotina tuvieron menor
concentracion en suero de triacilgliceroles y acidos grasos, asi como una disminucion en el
contenido total de triacilgliceroles intra-hepaticos. El andlisis de la abundancia de diferentes
proteinas en el higado reveld incrementos en la masa fosforilada de ACC-1 y de AMPK y una
disminucion de la abundancia de la forma madura de SREBP-1c y FAS. Aunado a estos efectos se
encontr6 un aumento en el contenido hepatico de GMPc. En el musculo encontramos que,
comparados con el grupo control, los ratones que recibieron la dieta suplementada con biotina
mostraron un aumento en la abundancia proteica de PPAR-a, las formas fosforiladas de AMPK, y
de ACC-2, en tanto que se observo una disminucién en la masa fosforilada de las ERK1/2, sin
cambio en su masa total. Ademas, encontramos un aumento en el mensajero de la enzima CPT-1
pero no en el de ACC2. Analisis de las concentraciones de acil-carnitinas revelaron que la
suplementacion con biotina disminuyd las acilcarnitinas (C2-C18) pero no la concentracion de
carnitina libre muscular. Nuestros datos indican que, en el higado, las concentraciones
farmacoldgicas de biotina disminuyen la lipogénesis mediante un mecanismo que involucra un
aumento de GMPc y activacion de AMPK, lo que ocasiona aumentos en la fosforilacién de ACC-1
y disminuciones en la expresion de la forma madura de SREBP-1c y FAS. En el musculo, los
resultados indican que la suplementacion con biotina incrementa la oxidacién de los acidos
grasos a través de un mecanismo en que participa la fosforilacion de AMPK y ACC-2; asi como
aumentos en la expresion de genes que regulan la B-oxidaciébn como PPAR-alfa y CPT-1. La
inactivacion de las proteianas de sefializacion ERK 1/2, posiblemente mediada por aumento en la
actividad de AMPK, también parece estar involucrada en los efectos farmacologicos de la biotina.
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CONCLUSIONES: Nuestros resultados demuestran por primera vez que AMPK participa en los
efectos hipotrigliceridémicos de la biotina, regulando dos vias importantes del metabolismo de
lipidos (negativamente la lipogénesis hepatica y positivamente la oxidacion muscular). Estos
datos ofrecen nuevos conocimientos del mecanismo molecular de la biotina sobre la regulacion
del metabolismo lipidico, estos conocimientos podrian llevar a nuevas estrategias en el
desarrollo de agentes terapéuticos y su posible uso en dislipidemias o padecimientos asociados
al metabolismo de lipidos.



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

ABSTRACT

INTRODUCTION: Biotin is a water-soluble vitamin that acts as a covalently bound coenzyme of
carboxylases. In addition, pharmacologic concentrations of biotin modify gene expression and
have manifold effects on systemic processes. Two mechanisms have been proposed to explain its
pharmacologic effects: 1) histone biotinylation, and 2) soluble guanylate cyclase/protein G kinase
signaling cascade. Several studies have shown that pharmacological doses of biotin reduce
hypertriglyceridemia in humans and animal experimental models. In a previous study our
laboratory reported that this effect is related to the decrease in lipogenic gene expression. In this
thesis, we analyzed signaling pathways and posttranscriptional mechanisms involved in the
hipotriglyceridemic effects of biotin on two different lipid metabolic pathways: liver lipogenesis
and muscle fatty acid oxidation. METHODOLOGY: Male BALB/cAnN Hsd mice were fed a control
or a biotin-supplemented diet (1.76 or 97.7 mg of free biotin/kg diet, respectively) over 8 weeks
post-weaning. We determined the serum triglyceride and fatty acid concentrations, as well as
the hepatic levels of triglycerides and cyclic GMP (cGMP). We also analyzed in the liver the
abundance of mature sterol regulatory element-binding protein (SREBP-1c), fatty-acid synthase
(FAS), acetyl-CoA carboxylase-1 (ACC-1) and its phosphorylated form, and AMP-activated protein
kinase (AMPK) were evaluated in the liver. In the muscle we analyzed the total and
phosphorylated protein abundance of ERK1 / 2 and ACC-2, phosphorylated, and the protein
abundance of of PPAR-a and phosphorylated AMPK. As well, the mRNA expression of CPT-1 and
ACC-2, and free carnitine and acylcarnitines content were measured. RESULTS AND DISCUSSION:
Compared to the control group, biotin-supplemented mice had lower triglyceride and fatty acid
concentrations, as well as hepatic triglyceride content. In the liver, biotin supplementation
increased the phosphorylated forms of AMPK and ACC-1, whereas decreased the abundance of
the mature form of SREBP-1c and FAS. Along with these effects hepatic cGMP content was
increased. In the muscle, we found that biotin supplementation increased protein expression of
PPAR-alpha, AMPK and ACC-2 phosphorylation. We also observed decreased phosphorylated
ERK1/2 protein mass, without change in its total mass. In addition, increased CPT-1 mRNA but no
changes in ACC-2 mRNA, were found in the supplemented group. Acyl-carnitine concentration
analysis revealed decreased (C2-C18) acyl-carnitine concentrations but no changes were
observed in the concentration of free carnitine. Our data indicate that, in the liver,
pharmacologic concentrations of biotin reduced lipogenesis by a mechanism that involves an
increase in cGMP content and activation of AMPK, leading to augmented ACC-1 phosphorylation
and decreased levels of both the mature form of SREBP-1c and FAS expression. In the mucle, the
results suggest that pharmacologic concentrations of biotin increase fatty acid oxidation by a
mechanism that involve AMPK and ACC-2 phosphorylation, as well as increased expression of
genes that regulate beta-oxidation such as PPAR-a and CPT-1. The inactivation of signal
transduction protein ERK 1/2, possibly due to increased AMPK activity, also appears to be
involved in the pharmacological effect of biotin. CONCLUSIONS: Our results demonstrate for the
first time that AMPK participates in the effects of biotin supplementation regulating negatively
hepatic lipogénesis and positively fatty acid oxidation in the muscle. These data offer new
insights into the mechanisms of biotin-mediated hypotriglyceridemic effects and may lead to to
new strategies in the development of therapeutic agents.
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1.- INTRODUCCION

1.1. LABIOTINA

La biotina (vitamina B7) es una vitamina hidrosoluble del complejo B, esencial para la
homeostasis metabolica y el crecimiento celular (Zempleni, 2005). También se le conoce como
vitamina H (del aleméan haut, piel) debido a su rol protectora contra sintomas de dermatitis y
alopecia (Melo y Cuamatzi, 2004). Fue descubierta por Boas en 1927 (Boas, 1927) y caracterizada
por Kogl y Tonnis como un factor indispensable para el crecimiento de levaduras (Kogl y Tonnis,
1932). Quimicamente la biotina es un compuesto heterociclico, con un anillo de imidazolidona
enlazado a un anillo de tetrahidrotiofeno y éste unido a una cadena lateral de acido valérico
(Figura 1). Es soluble en agua, insoluble en disolventes organicos y estable entre un rango de pH
5 a 8 (Sarawut y Wallace, 2003). La rol mas conocida es la de participar como grupo prostético de
las carboxilasas: acetil-CoA carboxilasa (ACC) (E.C. 6.4.1.2), piruvato carboxilasa (PC) (E.C.
6.4.1.1); propionil-CoA carboxilasa (PCC) (E.C. 6.4.1.3) y metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC)
(E.C.6.4.1.4) (Figura 2). Las carboxilasas son sintetizadas como apocarboxilasas en el citoplasma y
participan en diversos procesos metabdlicos como la gluconeogénesis, la lipogénesis, oxidacion

lipidica y el catabolismo de aminoéacidos (Sarawut y Wallace, 2003).

k@

HN NH

Figura 1. Formula quimica de la biotina. Es un compuesto heterociclico, con un anillo de
imidazolidonaunido aun anillo de tetrahidrotiofeno y con un &cido valérico unido lateralmente.


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

o}
I

H,C—C— SCOA e

Acetil-CoA

6]

I
H,C—C—COOH

Acido piravico

0
H,C —CH, —C— SCoA

Propionil-CoA

0]
HSC\ H
~G=GCH—C— SCoA
H,C

B-Metilcrotonil-CoA

CITOSOL

ACC ‘|:’
HOOC—HQC—A:— SCoA
Malonil-CoA
MITOCONDRIA
PC ‘ﬁ
—_— HOOC—H,C—C—COOH

Acido oxalacético

PCC HOO? ﬁ
— HSC—E—C— SCoA
Metilmalonil-CoA
MCC (\:HS ﬁ

=3  HOOC—CH,— C=CH—C— SCoA

B-Metilglutaconil-CoA

Figura 2. Reacciones catalizadas por las carboxilasas. ACC, acetil-CoA carboxilasa; PC, Piruvato
carboxilasa; PCC, Propionil-CoA carboxilasa; MCC, Metilcrotonil-CoA carboxilasa (Modificado de
Zempleni'y Mock, 2001).

La acetil-CoA carboxilasa (ACC) cataliza la carboxilacion del acetil-CoA para formar
malonil-CoA. Esté integrada por tres subunidades (Tanabe et al., 1975) y se han identificado dos
isoformas: ACC 1 (~265 kDa) y ACC 2 (~280 kDa) como productos de distintos genes (Ha et al.,
1994). La ACC-1 es citosolica y se expresa fundamentalmente en tejidos lipogénicos (hepético y
adiposo), donde tiene un papel primordial en la sintesis de acidos grasos (Kim et al, 1989). La
ACC-2 esta asociado a la cara citoplasmica de la mitocondria (Abu-Elheiga et al, 2000), se expresa
principalmente en tejidos oxidativos (musculo e higado) y es importante en la oxidacién de los
acidos grasos (Abu-Elheiga et al., 1997; Abu-Elheiga et al., 2001). Se ha propuesto que la ACC-2

también juega una rol importante en el almacenamiento de biotina (John et al., 1989).
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La piruvato carboxilasa (PC) (E.C. 6.4.1.1) se expresa en una amplia gama de tejidos
(Ashman et al, 1972). Esta compuesta por cuatro subunidades idénticas de aproximadamente
120-130 kDa y esta localizada en la mitoconcdria. Cataliza la carboxilacion de piruvato a
oxalacetato, el cual es un importante intermediario en el ciclo de Krebs. Ademas, se utiliza en
distintas vias biosintéticas, como la gluconeogénesis, sintesis de acidos grasos y la biosintesis de

neurotransmisores (Sarawut y John, 1999; Wallace et al, 1998).

La propionil-CoA carboxilasa (PCC) (E.C. 6.4.1.3) es una enzima mitocondrial
heteropolimérica compuesta por subunidades o y B. (Gravel et al, 1980). Participa en el
catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada, de acidos grasos de cadena impar y del
colesterol. El propionil-CoA, un producto de las rutas anteriores, es carboxilado por la PCC para
formar metilmalonil-CoA, que a su vez se convierte en succinil-CoA y entra en el ciclo de Krebs.

(Sarawut y Wallace, 2003).

La 3-metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) [E.C. 6.4.1.4] se compone de seis heterodimeros
de cadenas a y B (Cochran y Fall, 1980). La enzima cataliza el cuarto paso en la degradacion del
amino&cido de cadena ramificada leucina para formar 3-metilglutaconil-CoA. La MCC es una
enzima mitocondrial y se expresa fundamentalmente en el rifién y el higado (Cochran et al,

1980).

La biotina participa directamente en la transferencia de grupos carboxilos (Jitrapakdee y
Wallace, 2003) y se une covalentemente a las apoenzimas carboxilasas por medio de la enzima
holocarboxilasa sintetasa (HCS). Esta reaccion se realiza en dos etapas: 1) la biotina se activa al
reaccionar con una molécula de ATP, formando el intermediario biotinil-5-AMP. El grupo
biotinilo se transfiere a la apoenzima formandose un enlace semipeptidico con un residuo de
lisina (Figura 3), localizada dentro de una secuencia Met-Lys-Met altamente conservada en todas
las apocarboxilasas (Lamhonwah et al., 1987). Las carboxilasas dependientes de biotina
requieren un ion divalente libre (Mg*?) en exceso para formar el complejo de la primera reaccién

parcial (Knowles, 1989).
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Figura 3. Biotinilacion de las apocarboxilasas. La activacion de las carboxilasas se produce por la
adicion de una molécula de biotina a un residuo de Lys especifico enla cadena del polipéptido. Esta
reaccion es catalizada por holocarboxilasa sintetasa (HCS) y necesita de ATP (Modificado de Sarawut

etal., 1999).

La protedlisis de las holocarboxilasas libera residuos de lisina unidos covalentemente a la
biotina (biocitina). Este enlace se rompe por accion de la biotinidasa y la biotina puede ser
reciclada e integrarse a nuevas carboxilasas sintetizadas, o puede catabolizarse formando
productos derivados y excretarse como bisnorbiotina, tetranorbiotina sulfoxido y biotina sulfona
(Fernandez, 2005; Cristina y Maria-Luisa, 2010). Los mamiferos no pueden sintetizar biotina, por
lo que es necesario consumirla en la dieta diaria. Se encuentra en los alimentos principalmente
unida al grupo g-amino de una lisina formando el dimero biocitina, péptidos biotinilados o en
forma libre (Dakshinamurti y Chauhan, 1994). También se puede obtener del aporte de las
bacterias de la flora intestinal (Melo y Cuamatzi, 2004). La biotina que se encuentra unida a
péptidos deber ser hidrolizada para su absorcién, rompiendo el enlace semipeptidico por la

accion de la biotinidasa pancreatica (Hymes y Wolf, 1996). La biotina libre se absorbe por los
4
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enterocitos de la porcion distal del duodeno y proximal del yeyuno y posteriormente pasa al
torrente sanguineo. La entrada a las células se lleva a cabo a través de un transportador multiple
de vitaminas dependiente de sodio (SMVT) que reconoce principalmente la porcion del acido
valérico de la biotina. EI SMVT es una proteina transmembranal que funciona como simportador
electroneutro, introduciendo a la biotina y al &cido pantoténico junto con el sodio, a favor de un

gradiente de concentraciéon (Coheny Tomas, 1982; Chatterjee et al., 1999).

La ingesta adecuada de biotina es 30 pg/d para adultos, en mujeres embarazadas y
durante la lactancia, es de 35 pg/d y para bebés (0-5 meses) de 5 ug/d. Estas recomendaciones
se basan principalmente en dos estudios, en donde encontraron que dosis diarias de 60 pg (Innis
y Allardyce, 1983) y 28 a 42 ug (Chatterjee et al., 1998) de biotina en adultos no dieron ningin
indicio de insuficiencia de biotina En ratones adultos los requerimientos diarios de biotina se
basan principalmente en las dietas de bioterio y son de 1.76 mg/kg dieta o 35 pg/diarios para

ratones de 20 g de peso (Baez Saldafia y Ortega., 2004).

1.2. LA SUPLEMENTACION CON BIOTINA REGULA LA EXPRESION DE GENES

Estudios en los afios 60’ mostraron que concentraciones farmacolégicas de biotina
aumentan la actividad de la glucocinasa hepética (Dakshinamurti y Cheah-Tan, 1968;
Dakshinamurti y Chong, 1970) en ratas y en hepatocitos en cultivo (Spence y Koudelka, 1984).
Posteriormente, en la década de 1990 se demostrd que éste efecto se produce por un aumento
en la transcripcion del gen de la glucocinasa (Chauhan y Dakshimamurt, 1991). También se
reportd que en ratas con diabetes experimental inducida por aloxana, la actividad de las enzimas
glucoliticas: fosfofructocinasa y piruvato cinasa en el higado se incrementan en respuesta a dosis
farmacoldgicas de biotina (2mg/Kg) (Dakshinamurti y Ho, 1970). En contraposicion con el efecto
positivo de la biotina sobre enzimas de la glucdlisis, otros estudios encontraron que la

administracion aguda de biotina (1mg/kg peso) en ratas diabéticas redujo la abundancia del
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ARNm de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, enzima de accion hiperglucemiante (Dakshinamurti
y Li, 1994).

En un estudio de microarreglos en personas adultas sanas, se encontré que la
administracion de 2.15 mg al dia de biotina durante 21 dias en individuos sanos modificd
positivamente la expresion de 139 genes, mientras que disminuyé la de 131 en células
mononucleadas de sangre periférica (Wiedmann et al., 2004). Esto indic6 un amplio efecto en la
expresion génica. Otros estudios identificaron que la biotina regula a nivel transcripcional la
abundancia del ARNm de proteinas que la requieren como grupo prostético y sustrato, como la
holocarboxilasa sintetasa (HSC) (Rodriguez et al., 2001), las carboxilasas (PC y PCC) (Solozarno et
al., 2002) y el transportador mdltiple de vitaminas dependiente de sodio (SMVT) (Pacheco et al.,
2004). Asi como de proteinas que no la requieren como cofactor: la interleucina 2 y su receptor
(Rodriguez et al., 2003), los factores transcripcionales NF-kB (Rodriguez y Zempleni, 2003), N-
myc, c-myb, N-ras, raf (Scheerger y Zempleni, 2003) y SERCA 3 (Griffin et al., 2006), también se

modifican en respuesta a concentraciones farmacoldgicas de biotina.

A nivel traduccional se encontr6 que también regula a varias proteinas. En estudios de
proteémica encontraron que en la linea celular HepG2, aproximadamente 40 proteinas
cambiaron al menos 25% su abundancia en respuesta a la suplementacion con cantidades

farmacoldgicas de la vitamina (Rodriguez et al., 2005).

1.2.1. MECANISMOS MOLECULARES DEL EFECTO DE LA BIOTINA SOBRE LA EXPRESION GENICA

A pesar de que existen varios estudios sobre el efecto de la biotina en la modulacion de la
expresion en una amplia gama de genes, los mecanismos moleculares por los cuales se producen
sus efectos son desconocidos. Hasta el momento se han propuesto dos mecanismos (Rodriguez y

Zempleni, 2003; Zempleni, 2005). Uno de ellos esté ligado a la via de sefializacion de la guanilato
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ciclasa soluble/proteina cinasa G (GC/PKG) y el otro a la biotinilacion de histonas. Estos dos

mecanismos no son necesariamente excluyentes, por lo que podrian coexistir.

1.2.1.1. Biotinilacién de histonas

Varios estudios han demostrado que la biotina se une a proteinas de histonas de manera
especifica en varios tipos de celulares y sugiere que podria modificar la expresién génica a este
nivel molecular (Hassan y Zempleni, 2006). Entre las funciones relacionadas con la biotinilacion
de histonas esta un decremento de linfocitos polimorfonucleares durante la proliferacién celular
(Zempleni et al., 2001), cambios durante el ciclo celular de células de sangre periférica humana
(Stanley et al., 2001), incremento en la biotinilacion de histonas por luz ultravioleta en células
jukarts (Peters et al., 2002) y cambio en el patron de biotinilacion de histonas en Drosophila m.
(Hoi et al., 2007). Sin embargo, estudios recientes han cuestionado el papel de la biotinilacion de

histonas como mediador de los efectos de la biotina (Bailey et al., 2008; Healy et al., 2009).

1.2.1.2. Via de seiializacién de la quanilato ciclasa soluble/proteina cinasa G (GC/PKG)

Estudios pioneros en 1982 demostraron que la adicion de biotina en lineas celulares
aumentaba la actividad de la guanilato ciclasa soluble (GCs) (Vesely, 1982). En otros estudios en
ratas de Spence y Koudelka, encontraron que en sus hepatocitos aumenté la actividad de la
glucocinasa hepatica producido por biotina (1mg/kg de peso) y este aumento estaba precedido
por un incremento en las concentraciones intracelulares de guanosin monofosfato ciclico
(GMPc). Sugeriendo que la biotina en concentraciones farmacologicas ejercia su efecto génico a
través de este segundo mensajero. A partir de entonces, pocos pero solidos 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 GCs, la elevacion de las concentraciones de GMPc

intracelular y la participacion de PKG. Se ha propuesto que en el mecanismo de activacion de la
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GCs participa el biotinil-5"-AMP, producto catalitico de la holocarboxilasa sintetasa, quién por un
mecanismo aun desconocido aumenta la actividad de la GCs (Solorzano et al., 2002) (Figura 4).
Entre los genes cuya expresion se ha demostrado se encuentran regulados mediante esta via,
estan las carboxilasas (ACC-1 y PCC) (Solorzano et al., 2002), el transportador mdultiple de
vitaminas (SMVT) (Pacheco et al., 2004), el receptor de asialoglicoproteinas (Stocker, 1990;
Stocker y Ren, 1997), el receptor de insulina (De la Vega y Stocker, 2000) y la glucocinasa
pancreatica (Vilches et al., 2010). Ademas, recientemente se encontr6 que la biotina reduce la
hipertension arterial y que este efecto esté relacionado con la via de CGs/PKG (Watanabe et al.,
2008).

0
w'“u Biotina

5! i \.HCS
o

¢ Biotinyl-AMP
wErn

Figura 4. Mecanismo de accion de la biotina a través de la via de GC/GMPc/PKG. La holocarboxilasa
sintetasa (HCS) produce el intermediario biotinil-AMP, éste por un mecanismo aun desconocido
aumenta la actividad de la guanilato ciclasa soluble (GC). El incremento de las concentraciones de
GMPc intracelular activan a la proteina cinasa G (PKG), la cual puede fosforilar diferentes proteinas
que participan en la regulacion de la expresion genética.

Existen dos estudios que han abordado los mecanismos de la biotina sobre la expresion
de genes mas alla de la participacion de PKG. En nuestro laboratorio se demostré que en el islote
pancreatico (Vilches et al., 2010), la via de sefalizacion de GC/PKG es necesaria para
desencadenar un aumento de ATP. Lo que induce la secrecion de insulina y su accién autocrina a
través de la via de sefializacion de Akt, produciendo un aumento en la transcripcion del gen de la

8
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glucocinasa pancreatica. Otros estudios efectuados por el grupo de Stockert encontraron que la
activacion de PKG conduce a un aumento en la fosforilacion y activacion de la subunidad a-COP,
una proteina coatomérica asociada a un complejo de la traduccion en la region TRANS de la
membrana del Golgi. (De la Vega, 1999). Esta es hasta el momento la Gnica proteina identificada

cuya fosforilacion se produce en respuesta a la biotina.

1.3. EFECTO DE LA BIOTINA EN EL METABOLISMO DE LOS LIPIDOS

Existen menos conocimientos del efecto de concentraciones farmacoldgicas de biotina
sobre el metabolismo de lipidos, que los existentes sobre el de carbohidratos (glucosa). Dado
que la biotina interviene directamente como cofactor de ACC (1 y 2), enzimas cruciales en la
sintesis y oxidacion de &cidos grasos, existe una relacion directa entre esta vitamina y el
metabolismo de lipidos (Dakshinamurti y Desjardins 1968, Suchy y Wolf, 1986). Se ha reportado
gue el tratamiento con dosis farmacoldgicas de la biotina puede modificar de manera benéfica

las concentraciones de triacilgliceroles y colesterol.

En estudios hechos en 1960 por Steigerwal y Bohele, encontraron que 30 minutos
después de la inyeccion de 10 mg de biotina en adultos sanos se produjo un decremento en la
concentracion de lipidos séricos totales (Steigerwal y Bohele, 1960). En otro estudio, la
administracion de 5 mg de biotina durante 4 semanas en pacientes con ateroesclerosis e
hipercolesterolemia, produjo un decremento en las concentraciones de colesterol total
(Dokusova y Krivoruchenko, 1972). En voluntarios sanos se encontrd que la administracion de 0.9
mg/dia de biotina produjo modificaciones en los niveles de lipidos plasmaticos, las cuales
variaron dependiendo del tiempo de administracion, encontrdndose que durante las primeras
dos semanas se incrementaron las concentraciones de lipidos totales, fosfolipidos y lipoproteinas
alfa y beta. Posterior a este periodo, se produjo una disminucion en las concentraciones lipidicas
y estas variaciones fueron mayores en los individuos que presentaron hiperlipidemia (Marshall et

al., 1980). En nuestro laboratorio (Baez-Saldafia et al., 2004; Revilla-Monsalve et al., 2006)
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encontraron que el tratamiento con 5mg de biotina tres veces al dia en pacientes diabéticos y no
diabéticos, disminuyd las concentraciones de triacilgliceroles plasmaticos. La disminucion fue
mas pronunciada en pacientes cuyas concentraciones de triacilgliceroles se encontraban por

arriba de los limites normales de triacilgliceroles sanguineos.

En estudios con animales de experimentacion también se encontré que la biotina
modifica la hiperlipidemia. En la cepa de ratas BHE con predisposicion genética para desarrollar
elevadas concentraciones sanguineas de glucosa y lipidos (Marshall et al., 1969), el tratamiento
con biotina disminuyd las concentraciones de lipidos séricos (Marshall et al., 1976). Levert y
colaboradores encontraron que en la linea celular de adipocitos 3T3-L1 un analogo
cloroacetilado de biotina (CABI), inhibe la actividad de ACC-1 y reduce la expresion de los
factores STAT-1, STAAT-5a y PPAR-y, factores transcripcionales que juegan un papel muy
importante en el metabolismo de lipidos (Levert et al., 2002). Estas evidencias sugieren que el
mecanismo de accion por el cual la biotina afecta al metabolismo de los lipidos esta relacionado

con la modulacién en la expresion de genes.

Nuestro laboratorio ha estudiado cual es el efecto de la biotina sobre la expresion de
genes del metabolismo de lipidos en diferentes modelos animales. En ratones sanos
encontramos que una dieta suplementada con biotina durante 8 semanas, disminuyd los niveles
séricos de triacilgliceroles; esta disminucion se encontré asociada a una menor expresion del
ARNm de enzimas y factores transcripcionales lipogénicos. En el tejido adiposo, la abundancia del
ARNmM de SREBP-1c, ACC-1, FAS y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-PDH) fue menor que
lo observado en los ratones control. En el higado de los ratones suplementados con biotina, se
observo reduccion en la abundancia del ARNm de SREBP-1c, asi como de FAS, PC y el
transportador de glucosa (GLUT2); pero no en el ARNm de ACC-1. No encontraron diferencias
entre los grupos en la abundancia del ARNm del factor PPAR-y en higado, pero si en tejido
adiposo en los tratados con biotina. En tanto que el ARNm de PPAR-a no se modificO ni en

higado ni en tejido adiposo (Larrieta et al., 2010).

10
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También encontramos que el efecto hipotrigliceridémico de la biotina se produce en ratas
hipertrigliceridémicas. En este modelo se observo que el tratamiento con biotina (2 mg/kg)
durante 28 dias a decremento las concentraciones de triacilgliceroles sanguineos y la expresion
en el tejido adiposo de genes lipogénicos como factor SREBP-1c y de las ezimas ACC-1 y FAS,
cuya expresion esta regulada de manera positiva por SREBP-1c. Igualmente la biotina redujo la
expresion PPAR-y asi como de de enzimas que participan en la produccion de glicerol de novo,
fosfoenol piruvato carboxicinasa (PEPCK) y piruvato carboxilasa (PC) (Vital et al., 2006). En tanto
gue en el higado no encontraron diferencias significativas en la abundancia del ARNm de

ninguno de estos genes (Vital et al., 2006).

Por otro lado, existen comercialmente medicamentos disponibles que contienen
cantidades farmacoldgicas de biotina (2mg) en combinacién con el picolinato de cromo (600 pg),
los cuales producen una reduccidn significativa de triacilgliceroles totales en suero y de la
proporcion de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y aumenta las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) (Albarracin et al. 2007).

1.4. METABOLISMO DE LIPIDOS

El término lipido se utiliza de manera genérica para nombrar a diversas biomoléculas de
estructuras muy diferentes, pero que tienen en comun el ser hidrof6bicas. Los lipidos tienen
diversas funciones en los seres vivos, entre ellas estén las estructurales, de sefializacién y como
fuentes de energia. Los triacilgliceroles son la principal fuente de energia, ya que aportan el
mayor valor energético de todos los nutrimentos (David y Michael, 2000). También sirven como
depésito de acidos grasos esenciales y no esenciales que se utilizan como precursores en la
sintesis de fosfolipidos estructurales y funcionales en todas las células (Gibbons et al., 2000).
Ademas, los triacilgliceroles atendan la sefializacion por diacilglicerol (DAG), ya que la elevacién
sostenida de sus niveles se relaciona con la transformacion maligna en varios tipos celulares

(Colemany Lee, 2004).

11
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Al higado se le considera el principal érgano involucrado en la regulacién del metabolismo
de lipidos, ya que participa en su sintesis, exportacion, captacion y oxidacion (Abou-Rjaili et al.,
2010) (Figura 5). Todos estos procesos son regulados de diferentes maneras que incluyen
mecanismos alostéricos, transcripcionales y postraduccionales, los cuales son mediados por

hormonas y metabolitos (Nguyen et al., 2008; Coleman y Lee, 2004).
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Figura 5. Sintesis, exportacion, captacion y oxidacion de lipidos en el higado. El higado es el érgano
mas importante en la homeostasis lipidica por la cantidad de vias metabdlicas en las que participa:
lipogénesis, B-oxidacion, exportacion y captacion. ALB (Albdmina); QMR (Quilomicrones
remanentes); LDL (Lipoproteinas de baja densidad); HDL (Lipoproteinas de alta densidad); AG (Acidos
grasos); TG (Triglicéridos).

Los lipidos provienen de la dieta o son sintetizados de novo, como por ejemplo los
triacilgliceroles a partir de azUcares mediante el proceso denominado lipogénesis y son
almacenados en el tejido adiposo cuando hay un exceso. Cuando se requiere de energia, éstos
son hidrolizados en acidos grasos y glicerol por la via metabdlica denominada lipdlisis. Estos
metabolitos son oxidados en otros tejidos, para la obtencién de energia. En la oxidacion de
acidos grasos participan principalmente el tejido muscular y en menor grado el higado

produciendo cuerpos cetdnicos en periodos de ayuno prolongado (Figura 6).
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Figura 6. Principales 6rganos que regulan la homeostasis lipidica. Los lipidos pueden provenir de la
dieta o ser sintetizados de novo. Estos se almacenan en el tejido adiposo en forma de triglicéridos y
en condiciones de ayuno, los triglicéridos se hidrolizan (lipolisis) y liberan para ser utilizados como
fuente de energia principalmente el musculo y en menor grado en el higado. En periodos
prolongados de ayuno el higado produce cuerpos cetonicos como fuente de energia. ALB (Albumina);
AG (é&cidos grasos); TG (Triglicéridos); VLDLs (Lipoproteinas de muy baja densidad); CK (Ciclo de
Krebs).

1.4.1. LIPOGENESIS

La lipogénesis es un proceso en que participan la sintesis de acidos grasos (B-reduccion) y
su conjugacién con el glicerol para formar triacilgliceroles (esterificacion). En los humanos el
higado tiene el principal rol en éstos dos procesos (Nguyen et al., 2008). La sintesis de novo a
partir de carbohidratos utiliza la via glucolitica para formar estos productos. El producto final de

esta via, el piruvato, mediante la accion enzimatica del complejo piruvato deshidrogenasa (PDH)
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se convierte en acetil-CoA y subsecuentemente en citrato en la mitocondria. El citrato sale del
organelo hacia el citoplasma donde es hidrolizado por la citrato liasa (CL), en acetil-CoA y
oxalacetato. La carboxilasa ACC-1 transforma este compuesto en malonil-CoA, molécula que
constituye el bloque basico en la sintesis de los acidos grasos. El malonil-CoA mediante la enzima
acido graso sintasa (FAS) se conjuga con una molécula de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA,
gue a su vez se conjuga con el bloque basico, el malonil-CoA, formando un &cido graso con
mayor numero de carbonos; este paso se repite hasta formar acidos grasos de cadena larga

(Bergen'y Mersmann, 2005).

Durante el proceso de sintesis de acidos grasos es necesario del cofactor NADPH, el cual
proviene de la via de las pentosas y de la conversién en el citosol de piruvato a malato por la
enzima malica (ME). Ademas, los acidos grasos sintetizados pueden ser desaturados antes de ser
incorporados al esqueleto de glicerol, por la estearil-CoA desaturasa (SDC) (Pawel et al., 2010).
Las dos primeras enzimas en la sintesis de acidos grasos, ACC-1y FAS, regulan la velocidad de la
via, pero es la ACC-1 la enzima paso limitante. La esterificacion se realiza al unirse tres acidos
grasos de cadena larga con una molécula de glicerol, por medio de las enzimas glicerol fosfato
acil tranferasa (GPAT), acil glicerol fosfato acil transferesa (AGPAT), monoacil glicerol acil
transferasa (MGAT) y diacil glicerol acil transferasa (DGAT) para formar triacilgliceroles o
triacilgliceroles (Coleman et al., 2000). Los triacilgliceroles sintetizados en el higado son
exportados por medio de lipoproteinas a otros tejidos y en particular al tejido adiposo donde son

almacenados (Figura 7) (Abou-Rjaili et al., 2010).
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Figura 7. Lipogénesis hepatica de novo. La sintesis de novo de acidos grasos (B-reduccion) se realiza

enel citosol a partir de carbohidratos y utiliza la via de la glucolitica para formar estos productos y la
esterificacion se realiza a unirse 3 &cidos grasos con una molécula de glicerol para formar
triacilgliceroles. PDH (Complejo piruvato deshidrogenasa);CL-ATP (Citrato liasa); ACC-1 (acetil-CoA
carboxilasa 1); FAS (Acido graso sintasa); acil-CoA (&cido graso de cadena larga-CoA); PUFA (&cidos
grasos poliinsaturados); SDC (estearil-CoA desaturasa); GPAT (glicerol fosfato acil tranferasa); AGPAT

(acil glicerol fosfato acil transferesa); MGAT (monoacil glicerol acil transferasa); DGAT (diacil glicerol
acil transferasa); CK (Ciclo de Krebs).

1.4.2. OXIDACION DE ACIDOS GRASOS

Los &cidos grasos se oxidan principalmente en el tejido muscular, pero también son una
fuente de energia muy importante para el higado y la corteza renal. Durante el ayuno
prolongado la oxidacion de lipidos representa casi un 70% de la energia necesaria (Large et al.,
2004). Los acidos grasos son oxidados en el proceso denominado B-oxidacion, principalmente en
la mitocondria y una pequefia fraccion en los peroxisomas. La B-oxidacidn peroxisomal no

proporciona energia directamente, pero es capaz de acortar los acidos grasos de cadena muy
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larga, preparéndolos para su posterior B-oxidacion mitocondrial. Los &cidos grasos de cadena
larga entran a la mitocondria mediante el sistema de transporte de carnitinas y los de cadena

corta no requieren de proteinas transportadoras para entrar.

La regulacion de la B-oxidacion en el musculo esquelético es compleja y esta controlada a
diferentes niveles: 1) la tasa de transporte a través de la mebrana celular de los &cidos grasos, 2)
su capacidad de transporte dentro del citoplasma, 3) su velocidad de tranporte a través de la
membrana mitocondrial, 4) la capacidad oxidativa mitocondrial en términos del contenido y
actividad enzimatica, 5) retroalimentacion por intermediarios de la via oxidativa, y 6) la relativa
disponibilidad de carbohidratos como fuente de energia. La importancia de cada nivel de
regulacion puede variar dependiendo el estado celular, es decir, el paso limitante bajo cierta
circunstancia no necesariamente es el paso limitante bajo otra circunstancia (Thomson y Winder,
2009). Se ha propuesto que el sitio mas importante en la regulacion de la oxidacion de los acidos
grasos es el transporte de los acil-CoA de cadena larga del citosol a la matriz mitocondrial
(Ruderman et al., 1999). La enzima paso limitante en este proceso es la CPT-1y en el masculo
esquelético la ACC-2 juega una importante rol en su regulacién produciendo malonil-CoA que

inhibe alostéricamente a CPT-1 (McGarry y Brown, 1997).

Posterior a su entrada a la mitocondria, el &cido graso-CoA (acil-CoA) formado por la acil-
CoA-sintetasa, es oxidado en una espiral de reacciones que incluyen a las enzimas acil-CoA
deshidrogenasa, la 2-3 enoil-CoA hidratasa, la 3-hidroxiacil CoA deshidrogenasa y la B-cetoacil-
CoA tiolasa. El acetil-CoA generado se metaboliza subsecuentemente en el ciclo de Krebs.
Finalmente, de los equivalentes reductores flavin adenina dinucleétido reducido (FADH,) y
nicotinamida adenina dinucledtido reducido (NADH+H), producidos en las reacciones del ciclo de
Krebs se obtiene energia por medio de la cadena respiratoria y la fosforilacién oxidativa (Figura
8) (Simon et al., 1996).
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Figura 8. Oxidacion de &cidos grasos. En la mitocondria, los &cidos grasos se conjugan con COASH y
se metabolizan por medio de varios ciclos de oxidacidn, en los cuales se producen equivalentes
reductores FADH2 y NADH+H que se oxidan en la cadena respiratoria/fosforilacion oxidativa. El
producto final de la -Oxidacion, el acetil-CoA, se metaboliza en el ciclo de Krebs. ACoAS (acil-CoA-
sintasa); CPTl y Il (Camitina palmitoiltransferasa, I, Il); MME (Membrana mitocondrial externa); MMI
(Memebrana mitocondrial interna); CACT (carnitina acilcarnitina translocasa); FADH, (flavin adenin
dinucledtido reducido); NADH+H (nicotinamida adenin dinucledtido reducido) CR/FO
(Cadenarespiratoria y fosforilacion oxidativa).

1.4.3. SISTEMA DE TRANSPORTE DE CARNITINAS EN LA OXIDACION

Los grupos acil-CoA son imprescindibles en la oxidacion de &cidos grasos. Debido a su alta
actividad biolégica se mantienen separados en diferentes compartimentos celulares.

Consecuentemente, la célula posee un mecanismo para el control de las concentraciones de
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ésteres de CoA que es rapido y no involucra las energéticamente costosas hidrdlisis y resintesis
de los ésteres. La célula consigue todos estos requerimientos gracias a un simple mecanismo, la
trans-esterificacion entre los acil-CoA y la L-carnitina (3-hidroxi-4-trimetilaminobutirato) para

formar el correspondiente ester de carnitina y regenerar el grupo CoA (Zammit, 1999).

Este sistema de trans-esterificacion estd compuesto por diferentes enzimas,
distinguiéndose entre ellas por la afinidad hacia la longitud de la cadena del acil-CoA que utilizan
como sustrato. La carnitina octanoiltrasferasa (COT) facilita el transporte de acil-CoA de cadena
media (C8-C12) de los peroxisomas o el citosol a las mitocondrias a través de la conversion de los
acil-CoA de cadena muy larga (C20-C26) acortados tras la B-oxidacion peroxisomal
(Ferdinandusse et al., 1999). La COT tiene también una importante accion destoxificadora sobre
moléculas como eicosanoides y xenobioticos. Las carnitina palmitoiltransferasas (CPT-1 y 2)
facilitan el transporte de los acil-CoA de cadena larga (C14-C18) a la matriz mitocondrial
(McGarry y Brown, 1997). Finalmente, la carnitina acilcarnitina translocasa (CACT) transfiere a la
matriz mitocondrial al &cido graso unido a la carnitina y restituye la carnitina al citosol. Otra
caracteristica que diferencia a las carnitina aciltransferasas es su sensibilidad a la inhibicion por
malonil-CoA. La CPT-1 es muy sensible a malonil-CoA, la COT es poco sensible, mientras que la
CACT y la CPT-2 son insensibles al malonil-CoA (Bieber, 1988).

1.4.4. REGULACION DE LA LIPOGENESIS Y LA OXIDACION

1.4.4.1. Requlacién por enzimas y metabolitos

1.4.4.1.1. En la lipogénesis

Esta via puede ser regulada por cambios en la transcripcion de dos enzimas, la ACCly la
FAS. También diversos metabolitos actian como factores alostéricos de la lipogénesis.La

carboxilasa ACC-1 esta regulada por el citrato y el glutamato quienes la activan promoviendo su
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oligomerizacion. En cambio, los acil-CoA, &cidos grasos libres y el malonil-CoA son importantes
inhibidores alostéricos de esta enzima. La regulacion de FAS es también llevada a cabo por la
concentracion de acidos grasos en el citosol, cuyo incremento inhibe la actividad de la enzima

(Nobuko, 1992).

1.4.4.1.2. En la oxidacién

La enzima ACC-2 es regulada alostéricamente de manera positiva por citrato y glutamato
y de manera negativa por altas concentraciones de acidos grasos saturados, lo cual provoca un
aumento en las oxidaciones de éstos (Tong, 2005). Otro punto de control es el paso catalizado
por la B-cetoacil-CoA tiolasa, la enzima que cataliza la reaccién final de la B-oxidacion: hidrolisis
del B-cetoacil-CoA en acetil-CoA y acil-CoA. El acetil-CoA es un inhibidor alostérico de esta
enzima y cuando se acumula, la tiolasa se inhibe y esto provoca una disminucién en la B-
oxidacion (Liang et al., 2001). La ACC-2 y el malonil-CoA, producto de su actividad, regulan la
oxidacion de los acidos grasos de manera negativa (Yong et al., 2010; Tong, 2005). El mecanismo
se produce a través del aumento de este metabolito, el cual inhibe alostétricamente a CPT-1y
produce una disminucion del transporte de acidos grasos dentro de la mitocondria para su

oxidacion.

Otro modulador de la B-oxidacion son los niveles de carnitina que acttan sobre la CPT-1.
La carnitina es sustrato para la CPT-1 y por lo tanto es necesaria para el transporte de acidos
grasos al interior de la mitocondria. Por esta razon, la carnitina juega también un papel
importante en la regulacion de la oxidacion de acidos grasos (Roepstorff et al., 2004). Por
ejemplo, en situaciones en las que la intensidad de ejercicio va aumentando, la formacion de
acetil-CoA a partir de piruvato excede la capacidad del ciclo de Krebs para utilizarlo,
acumulandose acetil-CoA. Para restaurar los niveles de CoA-SH libre, los acetilos se unen a la
carnitina formandose acetil-carnitina, disminuyendo los niveles de carnitina libre y por lo tanto la

actividad CPT-1 (Hiatt et al., 1989).
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1.4.4.2. Por vias de sefalizacidn

1.4.4.2.1. Sefializacién por insulina via proteina cinasa B (PKB/AKT)

La interaccidn de la insulina con su receptor promueve la autofosforilacién de éste,
produciendo cambios conformacionales que catalizan la fosforilacion de proteinas intracelulares.
Posterior a la fosforilacion de las proteinas IRS (IRS-1 e IRS-2 principalmente), éstas activan a la
enzima fosfoinositol 3-cinasa (PI3K), la cual produce fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3). Este
metabolito promueve la activacion de cinasas dependientes de fosfoinositol (PDK-1) y en
consecuencia, la PDK1 activa a la proteina PKB por fosforilacion en la treonina 308. Esta proteina
fosforilada tiene un papel central en las acciones metabdlicas de la insulina. La cascada de la
sefializacion de la insulina se inhibe por fosfatasas especificas. La protein-tirosin fosfatasa 1B
(PTP1B), la proteina homologa a fosfatasa y tensina (PTEN), la SHP2, y la proteina SOCS-3
(proteina supresora de la sefalizacion de citocinas-3) que actdan en la terminacion de la

sefializacion de la insulina.

En el metabolismo de los lipidos la via de sefializacion de la insulina via PI3K/PKB favorece
la lipogénesis y la sintesis de colesterol, activando al factor transcripcional SREBP. Existen varias
hipotesis para explicar como la via de PKB puede influenciar al factor SREBP: uno de ellos es a
través de la estabilidad del ARNm, PKB fosforila a la cinasa GSK3 inactivandola (Cross et al., 1995)
y se sabe que ésta cinasa puede forforilar a SREBP promoviendo su degradacion proteosomal por
ubiquitinacion (Bengoechea-Alonso, 2009). Otra posibilidad es a través del complejo mTORCL1, se
ha propuesto que este multimero puede regular la estabilidad y abundancia de SREBP maduro
regulando positivamente su procesamiento y transporte del reticulo endoplasmico al aparato de
Golgi (Porstmann et al., 2008; Liu y Zheng, 2007). Ademas, la via de sefializacion de la insulina a
través de PKB/Akt inhibe la lipdlisis disminuyendo el AMPc mediante la activacion de la
fosfodiesterasa-3B (PDE3B) (Gonzéalez y Sanchez, 2006).
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1.4.4.2.2. Sefializaciéon por proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPKSs)

La via de sefializacién de la insulina después de la activacion de las proteinas IRS 1/2 es
mediada por varios caminos, siendo uno de los mas importantes el de las proteinas cinasas
activadas por mitdgenos (MAPKs). En término generales, la sefial se transporta mediante las la
subfamilia de factores de intercambio de nucleétidos de guanina GRB2 y de SOS a la proteina Ras
(una proteina G monomeérica). Esta proteina activada, estimula a proteinas cinasas que actdan de
forma secuencial y culminan con la activacion las ERKs (cinasas reguladas por sefiales
extracelulares). Las cuales son serina-treonina cinasas capaces de translocarse al nicleo y regular

la transcripcion de diversos genes diana (Inbal et al., 2011).

En el metabolismo de lipidos varios estudios han demostrado que la activacion de la
cascada de sefializacién de ERK1/2 regula la transcripcion del receptor de lipoproteinas de baja
densidad (rLDL) (Punita et al., 1999; Gurpreet et al., 2002). Ademas, se propone que existe una
interaccién entre las vias de sefializacion de AMPK y las ERK 1/2, ya que se ha visto que una
disminucion en la fosforilacion de ERK 1/2 incrementa la actividad del factor transcripcional
PPAR-a via activacién de la cinasa AMPK y por lo tanto aumentaria la oxidacion de acidos grasos
(Jianhai et al., 2008; Rongsen et al., 2011).

1.4.4.2.3. Sefializacién por glucagon y catecolaminas via la proteina cinasa A (PKA)

Hormonas como el glucagon, la adrenalina y la noradrenalina ejercen su accion mediante
receptores acoplados a proteinas G. La interaccidon de estas hormonas con su respectivo receptor
produce cambios en la conformacion de éste que favorecen su interaccion con el complejo de
proteinas G membranales (G-a, -B y -y). Esta interaccion causa el reemplazo del GDP (que se
encuentra unido a la subunidad G-alfa) por GTP. Este intercambio de nucleétidos promueve la
union de G-alfa con la enzima adenilato ciclasa, aumentando la formacion de AMPc. Este

nucleétido ciclico activa a su vez a la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) que fosforila a
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diferentes proteinas modulando asi la actividad de éstas y como consecuencia modificando el

metabolismo (Lawrence et al., 2009).

El efecto del glucagdn sobre el metabolismo de lipidos es través de la via de PKA,
activando la oxidacion de acidos grasos mediante la fosforilacion de ACC-2 y disminuyendo la
lipogénesis por fosforilacion de ACC-1 (Brownsey et al., 2006). Por otro lado, el glucagén
incrementa la lipdlisis en el tejido adiposo por fosforilacion de PKA sobre la lipasa sensible a
hormonas (Rodgers, 2012). Otros reguladores de la lip6lisis son las catecolaminas (epinefrina y
norepinefrina) quienes regulan la lipdlisis por medio de la via de sefializacion de PKA, via tres
subtipos de receptores B-adrenérgicos (Tavernier et al., 2005). Los eventos metabdlicos estan
conectados principalmente con el incremento en los niveles de AMPc, activacion de la PKA y la
fosforilacion activa tanto de la LSH como de la perilipina A, siendo la LSH la de mayor influencia

en la regulacion de la lipdlisis estimulada por receptores adrenérgicos (Brenda, 2006).

1.4.4.2.4. Sefalizacién por cambios en el contenido energético via la cinasa activada por AMP

(AMPK)

El metabolismo de lipidos esta regulado por la via de sefalizacion de AMPK, la cual
responde a las condiciones energéticas intracelulares de las células. A diferencia de las vias de
sefializacion por hormonas, la mediacion de sus efectos no se produce por receptores
membranales, sino a través del aumento en las concentraciones del AMP. Esta enzima esta
formada por tres subunidades (a, B y y) y se encuentra activa en su forma fosforilada en treonina
172 de la subunidad alfa, debido a un cambio conformacional producido por la unién del AMP en
la subunidad y, que permite que sea fosforilada y activada por otras cinasas como LKB1, CaMKK-
B y TAK-1 (Rutter et al., 2003). Las adipocinas, leptina y adiponectina activan a AMPK, pero la
leptina también la puede inhibir en el hipotdlamo, lo que controla la ingesta de alimento
(Barbara et al., 2005; Hardie, 2011). Se han reportado varios compuestos que también pueden

activar a AMPK de manera indirecta incrementando la concentracion de AMP intracelular: 1)
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inhibiendo la cadena respiratoria (biguanidinas, galegina, troglitazona, fenobarbital, berberina),
2) inhibiéndo la sintesis mitocondrial de ATP (oligomicina y resveratrol), 3) inhibiéndo la glicolisis
(2-deoxiglucosa), 4) incrementando el Ca2+ (A23187), (5) mimetizando al AMP (AICAR) (Simon et
al., 2010). En el musculo, se ha encontrado que AMPK también puede ser activada por la via de
sefializacion de GC/PKG (Deshmukh et al., 2010).

La cinasa AMPK a través de reacciones de fosforilacion favorece las vias metabdlicas cuya
rol es la produccion de energia, como la oxidacion de acidos grasos y disminuye la actividad de
vias que consumen energia, como la lipogénesis (Hardie, 2011). Entre los mecanismos por los
cuales AMPK disminuye la lipogénesis se encuentran: La regulacién del factor transcripcional
lipogénico SREBP-1c, la inactivacion por fosforilacion de la enzima glicerol fosfato acil
transferasa, clave en la esterificacion del glicerol-3-fosfato con los &cidos grasos (Nguyen et al.
2008) y la regulacion de la fosforilacion de ACC-1. Se ha reportado que AMPK fosforila a SREBP-
1c disminuyendo su procesamiento proteolitico del reticulo endoplédsmico y por la tanto su forma
activa y localizacion nuclear (Zhou, et al 2001; Li et al., 2011). También se ha propuesto que la
disminucion del ARNm de SREBP-1c por la activacion de AMPK, se debe a una disminucion del
factor transcripcional del receptor X del higado (LXR), el cual regula positivamente a SREBP-1c
(Jian et al., 2009). La AMPK también regula a la esterificacion de acidos grasos con glicerol a
través de la inactivacion de la enzima glicerol fosfato acil transferasa (GPAT), la cual es clave en
éste proceso; lo que conlleva a un decremento en la produccion de triacilgliceroles y por lo tanto

en la produccion de VLDL (Nguyen et al., 2008).

Otra accion de la cinasa AMPK es la regulacion de la produccion de malonil-CoA,
metabolito inicial de la lipogénesis que, a su vez, regula la oxidacién de los acidos grasos: En este
mecanismo participa la fosforilacion de las carboxilasas ACC-1y 2, que produce la disminucion de
su actividad. Lo que provoca un decremento en la sintesis de malonil-CoA y por ende una
reduccion en la sintesis de acidos grasos y un aumento en sus oxidaciones, debido a un mayor

transporte de éstos a la mitocondria por una desrepresion en la actividad de CPT-1. Ademas,
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AMPK regula de manera positiva a la malonil-CoA descarboxilasa (MCD) lo que también

contribuye a una disminucion en la concentracion de malonil-CoA (Hardie, 2011).

Con respecto a la oxidacién de los acidos grasos la AMPK produce un efecto positivo por
medio de una estimulacion indirecta de CPT-1, via fosforilacion de componentes del
citoesqueleto (Velasco et al., 1998). En estos estudios se propone que la proteina cinasa B
dependiente de Ca*/calmodulina (CamKK-B) y AMPK juegan un papel central, no sélo activando
la CPT-1, sino también fosforilando e inactivando la ACC-2 y por lo tanto reforzando la activacion
de la CPT-1 mediante la disminucion de los niveles de malonil-CoA. Otras acciones de la AMPK
sobre la oxidacion de acidos grasos es llevada a cabo a nivel transcripcional y pos-transcripcional,
a través de los factores transcipcionales PPAR-a y el coactivador PGC1-a (Hardie, 2011), que son
imprescindibles en el control de la oxidaciéon de acidos grasos y en la biogénesis mitocondrial

respectivamente.

1.4.4.2.5. Sefalizacién por la via de guanilato ciclasa, GMP ciclico vy proteina cinasa G (GC/GMPc

/PKG)

Si bien la participacion del guanosin monofosfato ciclico (GMPc) como regulador de
funciones bioldgicas se describio hace varias décadas, es recientemente que se ha investigado su
cascada de fosforilacién y su efecto sobre la expresion de genes (Pilz y Casteel, 2003). El GMPc es
generado por diferentes procesos: 1) mediado por la guanilato ciclasa soluble (GCs), la cual es
activada por Oxido nitrico, mondxido de carbono (Pilz y Casteel, 2003) y biotina (Stockert y
Morell, 1990; Solorzano et al., 2002) y 2) por la guanilato ciclasa particulada (GCp), los agonistas
de ésta son los péptidos natriuréticos y las guanilinas (Pilz y Broderik, 2005). Las proteinas
efectoras del nucleotido incluyen: 1) fosfodiesterasas (PDEs); 2) proteinas cinasas dependientes
de GMPc (PKG-1y 2) y 3) canales ionicos (Kimberly et al., 2000).
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Estudios in vivo e in vitro encontraron que donadores de éxido nitrico (cuya accion es
incrementar el GMPc) reducen la hipercolesterolemia (Kurowska y Carroll, 1998). Ademas, se
observd que en modelos animales de diabetes tipo 2, el aumento en la producciéon de 6xido
nitrico reduce las concentraciones séricas de triacilgliceroles totales y VLDL (Miguez, 2004). En
tanto que la alimentacion de ratas con inhibidores de la 6xido nitrico sintasa (eNOS), produjo
incrementos en suero de triacilgliceroles, colesterol y VLDL. En cardiomiocitos de ratones
transgénicos con una forma constitutivamente activa de la guanilato ciclasa, se observé una

modulacion en el tréfico y la acumulacién de lipidos (Khedara et al., 1999; Khairallah et al., 2008).

Garcia-Villafranca encontré en hepatocitos aislados de rata, que el tratamiento con
donadores de 6xido nitrico inhibio la sintesis de novo de acidos grasos y la actividad de ACC-1y
se incremento la oxidacion de los acidos grasos. Este efecto fue mimetizado con 8-Br-GMPc y
suprimido con KT5823, un inhibidor de PKG (Garcia-Villafranca et al., 2003). De manera similar
Hayden y colaboradores encontraron que en hepatocitos de rata, analogos del GMPc inhibieron
la formacion de lipidos a partir de acetato marcado radiactivamente (Hayden et al., 1983). En
ratas, la reduccion de GMPc mediante la alimentacion con L-N-omega nitroarginina, un inhibidor
de la enzima eNOS, disminuyd la oxidacion hepatica de acidos grasos (Khedara et al., 1996). El
efecto del GMPc también se obsevé en el masculo esquelético, en donde el donador de 6xido
nitrico, nitroprusiato de sodio, incrementd la oxidacion de palmitato por un mecanismo que

requiere de la activacion de PKG (Young y Leighton, 1998).

1.4.4.3. Por factores transcripcionales

Existe una amplia variedad de factores transcripcionales que regulan el metabolismo de
lipidos en respuesta a las vias de sefializacion (Donald et al., 2005; Béatrice et al., 2006), entre los
gue podemos mencionar, al receptor LXR (Baranowski, 2008), receptor RXR, receptor FXR (Yan-
Dong et al., 2008), receptor TH (Yan-Yun y Gregory, 2010), factor ChREBP (Poupeau y Postic,
2011), SREBP (Rajendra et al., 2008), factor HNF4-a (Gonzalez, 2008), FOXO (Zhiyong y Morris,
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2011), PGC1-a,B (Handschin y Spiegelman, 2005) y a el factor PPAR (Michael y Mitchell, 2010).
Todos los factores transcripcionales trabajan de manera orquestada en una compleja red y cada

vez emergen nuevos factores e interacciones entre ellos.

1.4.4.3.1. SREBP-1c

Los factores SREBP juegan un rol central en la sintesis de lipidos. Se conocen tres
isoformas del factor SREBPs, denominados SREBP-la, SREBP-1c y SREBP-2 con una alta
homologia a nivel de secuencia. Todos ellos presentan un dominio N-terminal de transactivacion,
seguido por un motivo de unién al DNA (cremallera de leucinas) y por ultimo dos dominios
hidrofobicos implicados en su localizacion en el reticulo endoplasmatico. Se expresa
ampliamente en todos los tejidos, pero principalmente en el higado y en el tejido adiposo.
SREBP-1c actia como mediador de la sefial de la insulina en la regulaciéon de la expresion de

genes del metabolismo de carbohidratos y lipidos (Rajendra et al., 2008).

Los SREBPs son sintetizados como precursores de alto peso molecular que necesitan ser
hidrolizados para activarse. Sus formas inactivas se encuentran unidas a la membrana del
reticulo endoplasmatico y para ser activas tienen que ser procesadas proteoliticamente dejando
libre el dominio N-terminal, el cual se transloca al nacleo donde se une a los elementos de
respuesta a esteroloes (SREs) y activa la transcripcion de mdultiples genes diana. Cuando las
concentraciones de esteroles son bajas, SREBP forma un complejo con SCAP (SREBP Chaperone,
proteina chaperona de SREBPS) lo que permite el paso de estas proteinas desde el reticulo
endoplasmético al aparato de Golgi via vesiculas COPII. En el aparato de Golgi mediante dos
pasos proteoliticos se deja libre el extremo N-terminal de SREBP de forma que puede
translocarse al nicleo donde regula genes de la sintesis de acidos grasos asi como de colesterol
(Goldstein et al., 2006). Por lo contrario cuando los niveles de esteroles en la célula son elevados,

INSIG (Insulin Induced Gene 1, gen inducido por insulina) se une a SCAP, impidiendo la formacion
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del complejo SCAP/SREBP e inhibiendo tanto el movimiento hacia el aparato de Golgi como el

procesamiento y activacion de SREBP (Sun et al., 2007).

El factor SREBP-1c es un importante regulador transcripcional de las enzimas involucradas
en la sintesis de novo de acidos grasos, como ACC-1, FAS, SCD-1, ME y CL (Foufelle y Ferre, 2002).
De igual forma, se ha visto que SREBP-1c puede regular positivamente la expresion de la glicerol
fosfato acil transferasa mitocondrial (MGPAT) y también de la enzima ACC-2 (So-Young, et al.,
2003; Seung-Soon et al., 2009).

1.4.4.3.2. PPAR-a

Los factores PPARs son proteinas que pertenecen a la superfamilia de receptores
nucleares. Se conocen 3 isoformas denominadas a, B/ y v, las cuales son codificadas por genes
individuales con alto grado de similitud. Ademaés, existen tres variantes transcripcionales
derivadas del gen PPAR-y, denominadas y1, y2 y y3. Los PPARs participan en la regulacion de la
expreson de genes especificos, a través de un mecanismo que es comun a los miembros de la
superfamilia de receptores nucleares. La unon del ligando a PPAR resulta en la activacion de éste
como factor transcripcional. El receptor dimeriza, formando un heterodimero con el receptor del
acido retinoico (RXR). El receptor activado se une a secuencias de DNA especificas PPRE,

presentes en los genes bajo control (Michael y Mitchell, 2010).

La isoforma PPAR-a aumenta la expresion de genes que participan en el catabolismo de
los &cidos grasos. Regula de manera positiva genes involucrados en el transporte de acidos
grasos, como CPT-1 y la proteina de unidén a &cidos grasos libres (FABP). Asi como genes
involucrados en las oxidaciones de acidos grasos en la mitocondria, en los peroxisomas y en el
reticulo endoplasmico (microsomas) (Michung, 2009). Entre los genes regulados en las
oxidaciones estan los que codifican para las enzimas: acilCoA deshidrogenasa de cadena media y

de cadena larga, la acilCoA oxidasa y la acilCoA sintetasa de cadena larga (Norbert et al., 2000).
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En los ultimos afios, se ha identificado una veintena de proteinas que se asocian al
extremo carboxilico de éstos receptores nucleares y actian como co-activadores o co-represores
de la transcripcién. La unon del ligando induce un cambio conformacional en el receptor nuclear,
que permite el reclutamiento de los coactivadores o co-represores de la transcripcion, como

(PGC1) (Norbert et al., 2000).

1.4.4.3.3. PGCl-ay PGC1-3

Los coactivadores PGC1-a/B pertenecen a una familia de coactivadores que interactla
con varios factores transcripcionales incrementando su actividad. Ambas isoformas tienen
funciones muy parecidas en el metabolismo de lipidos, pero el coactivador PGCl-a estd
involucrado también en la sintesis de glucosa hepética. Estos coactivadores pueden interactuar
con factores transcripcionales que participan en la lipogénesis, oxidacion y exportacion
(Handschin y Spiegelman, 2005), por ejemplo, interactua con SREBP-1c y LXL en la sintesis de
lipidos. En las oxidaciones PGC 1-a se asocia con PPAR-a regulando directamente a CPT-1
(Prabodh et al., 2007); en tanto que en la exportacion de triacilgliceroles del higado PGC 1-8
interactla con FOXA 2 (Wolfrum y Stoffel, 2006). Ademas, el coactivador PGC 1-a regula la
expresion de las subunidades codificadas en el genoma nuclear de cada uno de los complejos de
la cadena transportadora de electrones y a varios genes que proporcionan proteccion contra el

efecto de las especies reactivas del oxigeno (ROS) (Handschin y Spiegelman, 2005).
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2. JUSTIFICACION

La dislipidemia, la intolerancia a la glucosa y la hipertensiébn son padecimientos
involucrados en el sindrome metabdlico que aumentan la predisposicion a desarrollar diabetes
tipo 2 y enfermedades cardiovasculares (Reza y Khosrow, 2009). En México estas enfermedades
constituyen actualmente las primeras causas de muerte (INEGI, 2009). El rapido incremento de
estas enfermedades hace apremiante el estudio, desarrollo de farmacos y estrategias para su
prevenciéon y tratamiento. La biotina podria ser usada con estos fines, ya que modifica la
expresion genética de enzimas lipogéncias y dosis farmacoldgicas reducen los triacilgliceroles
séricos en humanos y modelos murinos. Hasta el momento se conoce muy poco sobre los
mecanismos moleculares mediante los cuales produce sus efectos hipotrigliceridémcos. En
estudios previos, encontramos que dosis farmacoldgicas de biotina reducen la expresion de
genes de enzimas y factores transcripcionales de la via lipogénica en el higado y tejido adiposo
(Larrieta et al., 2010). Sin embargo, se desconoce si la biotina tiene efecto sobre otras vias
metabolicas de los lipidos y sobre los mecanismos de sefializacion que podrian estar mediando
sus efectos. Por lo tanto, en este proyecto proponemos estudiar los efectos de la biotina sobre

diferentes vias metabdlicas de los lipidos y sobre mecanismos involucrados en estos efectos.

Los resultados que se obtengan en el desarrollo del proyecto: a) brindaran conocimientos
sobre el efecto de la biotina en vias metabdlicas de los lipidos; b) ayudaran a definir si los efectos
de la vitamina sobre las vias metabdlicas de lipidos estdn mediados por el GMPc; ¢) permitirén
revelar si la fosforilaciobn de proteinas es un mecanismo de accion de la biotina sobre el
metabolismo de lipidos; y d) identificaran vias de sefializacion involucradas en respuesta a la
vitamina. Estos datos daran nuevas pautas en la comprension del efecto de la biotina en el
metabolismo de los lipidos. Conocimientos de ciencia basica necesarios para determinar su
posible uso, o analogos de ella, en el desarrollo de nuevos productos farmacoldgicos para el

tratamiento de padecimientos asociados al metabolismo de lipidos.

3. HIPOTESIS
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El efecto hipotrigliceridémico de la biotina se produce por mecanismos que disminuyen la

sintesis de triacilgliceroles en el higado y favorecen su oxidacién en el muasculo.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar los mecanismos mediante los cuales la biotina a concentraciones

farmacoldgicas reduce los triacilgliceroles sanguineos.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

Determinar los cambios que produce una dieta suplementada con biotina durante ocho

semanas sobre el metabolismo de lipidos analizando:

1. Las concentraciones séricas de triacilgliceroles y acidos grasos libres

2. El contenido de triacilgliceroles en el higado

3. La fosforilacion de proteinas reguladoras del metabolismo de triacilgliceroles en el higado
y musculo

4. Elcontenido de GMP ciclico en el higado

5. La expresiobn del ARN mensajero de proteinas que regulan el catabolismo de
triacilgliceroles en el musculo

6. Laconcentraciéon de acilcarnitinas en el musculo

6. MATERIALES
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6.1. Dietas para ratones

Dietas de Harlan Teklad WI Madison (Estados Unidos):

A) Con biotina suficiente (TD-01362) (1.76 mg biotina/kg dieta)
B) Con biotina suplementada (TD-02458) (97.7 mg biotina/kg dieta)

La composicién detallada de la dieta esta publicada en el articulo de Baez-Saldafia y
Ortega, 2004

6.2. Reactivos y soluciones

A) Extraccion de triacilgliceroles de tejido hepético
e Triton X-100 5 %
e Solucion de fosfatos salina (PBS) (Cloruro de sodio 148 mM, Cloruro de potasio 3 mM,
fosfato dibasico de sodio 8 mM, fosfato monobaésico de potasio 1.5 mM)

B) Estuche de reactivos para la cuantificacion de triacilgliceroles (SPINREACT)

C) Estuche de reactivos para la cuantificacién de acidos grasos libres FFA Half Micro test (ROCHE)

D) Extraccion y visualizacion de ARN total
e Trizol (Invitrogen)
e Cloroformo (SIGMA)
e Etanol (SIGMA)
e Dietilpirocarbonato (DEPC) (SIGMA)
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Gel de agarosa al 1.5 % (0.3 gr/20 ml de agua bidestilada con DEPC 0.1 %)

Solucion de Tris-boratos (10X) (Acido bérico 900 mM, EDTA 25 mM, Tris-HCI 900 mM,
agua bidestilada c.b.p 1000 mly ajustar el pH a 8.3)

Solucién de carga de ARN 10X (MOPS 10X, 95 % formamida, SDS 025%, azul de
bromofenol 0.025%, bromuro de etidio 0.025 %)

Bromuro de etidio (10 mg/ ml de agua bidestilada) (SIGMA)

E) Retrotranscripcion y PCR en tiempo real

Retrotranscriptasa reversa del virus M-MVL RT (Invitrogen)

oligo dT (Invitrogen)

Solucion TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystem)

Desoxirribonucle6tidos trifosfato (ANTPs) (200 uM, dATP, dCTP, dGTP y dTTP) (Invitrogen)
Cloruro de magnesio (Cl,Mg) (SIGMA)

Sondas TagMan marcadas en el extemo 5 con el fluorocromo-FAM (ACC-2 Rn
01499224 m1; CPT-1 Mm 00550438_m1, Applied Biosystem)

Sondda del gen de referencia 18S marcada con fluorocromo-VIC (Applied Biosystem)

F) Extraccion de proteinas totales

Solucién de lisis (HEPES 50 mM, KCI 50 mM, EDTA 2 mM, EGTA 2 mM, orthovanadato de
sodio 2 mM, fluoruro de sodio 25 mM, pirofosfato de sodio 5 mM, DTT 1 mM, TritonX-
100 0,1%, marca SIGMA y coctel de inhibidor de proteasas “Mini complete”, marca
ROCHE)

Solucién de carga 2X (SDS 10%, glicerol 30 %, Tris-HCI 100 mM, pH 6.8, B-mercaptoetanol
0.02 %y azul de bromofenol 0.02 %, SIGMA)

Cuantificacion de proteinas con reactivo de Bradford Protein Assay (Bio-Rad)

G) Electroforesis de SDS-PAGE
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Solucion de acrilamida al 30% (30 gr de acrilamida y 1 gr de bis-acrilamida, marca Bio-Rad,
en 100 ml de agua grado MiliQ)

Tris-base 1.5 M pH 8.8 y Tris-base 1 M pH 6.8

SDS 10 %

TEMED (SIGMA)

Persulfato de amonio 10 % (SIGMA)

Solucion amortiguadora de corrida (Glicina 192 mM, Tris-base 25 mM y SDS 0.1 %)

H) Transferencia en cAmara himeda

Membrana de nitrocelulosa de 0.45 mm (Bio-Rad)
Solucion de transferencia (Tris-base 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20 %).

Solucién de Stripping (glicina 250 mM, SDS 1%, con pH 2)

[) Tincién de membrana con rojo de Ponceau

Solucidn de rojo de Ponceau (rojo de ponceau 0.3 % y acido acético 3 %) (SIGMA)

J) Inmunodeteccion

Solucion de TBS 1X (Tris-base 100 mM y NaCl 150 mM)

Solucion de TBS-T 0.1% (Tris-base 100 mM y NaCl 150 mM y 0.1 % de Tween 20)

Solucién de blogueo (5% de leche libre de grasa Blotto marca Santa Cruz Biotechnology
en TBS-T 0.1 %)

Anticuerpos policlonales (anti-FAS, anti-ACC-1, anti-fosfo-ACC-1 y anti-fosfo-AMPK-a,
anti-fosfo-ERK1/2, Cell Signaling; anti-SREBP-1c, anti-ERK1/2, anti-fosfo-ACC-2, anti-
conejo-1gG-HRP, anti-raton-lgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology)

Anticuerpo monoclonal (anti-tubulina-a monoclonal, Santa Cruz Biotechnology)

Solucion de quimioluminiscencia Chemiluminescent HRP substrate (MILLIPORE)

Films para la autoradiografia (KODAK)

K) Andlisis de acilcarnitinas por espectrometria de masas en tandem
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Perforador de papel de 3mm de didmetro (DELFIA Plate Punch)

Estandares internos de isotopo-estable de carnitina libre y acilcarnitinas (PERKINELMER):

de-carnitina libre (dg-CO) ds-Decanoilcarnitina (ds-C10)
ds-acilcarnitina (ds-C2) ds-Glutarilcarnitina (dg-C5DC)
ds-propionilcarnitina (ds-C3) ds-Lauroilcarnitina (ds-C12)
ds-Butirilcarnitina (ds-C4) ds-Miristoilcarnitina (ds-C14)
do-Isovalerilcarnitina (dy-C5) ds-Palmitoilcarnitina (ds-C16)
ds-Hexanoilcarnitina (ds-C6) ds-Octadecanoilcarnitina(ds-C18)
ds-Octanoilcarnitina (ds-C8) 13¢5 succinilacetona

Fase movil: mezcla grado HPLC; acetonitrilo-agua

Solucién de extraccién: mezcla de metanol grado HPLC-agua
Hojas de aluminio

Microplacas claras de fondo V

Incubador/agitador de placas Labsystem iEMS Incubator/Shaker HT

7. METODOS
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7.1. MODELO EXPERIMENTAL

Utilizamos el modelo experimental previamente usado por nuestro grupo, en el cuél la
suplementacién de biotina en la dieta disminuyé las concentraciones de triacilgliceroles en suero
(Larrieta, 2010). Ratones machos de la cepa BALB/cANN de tres semanas de edad recién
destetados se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM bajo ciclos de luz-obscuridad de 12 h, con libre acceso a agua y alimento durante todo el
periodo experimental, a excepcion de los periodos de ayuno. Los procedimientos fueron
aprobados por el comité de Etica y Experimentacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas.
Los ratones recibieron una dieta control o una dieta suplementada durante ocho semanas. El
grupo control recibi6 una dieta con 1.76 mg de biotina/kg alimento (TD-01362, Harlan Teklad); el
grupo suplementado recibi6 la misma dieta conteniendo 97.7 mg de biotina/kg de alimento (TD-
01363, Harlan Teklad). La informacion completa de la dieta ha sido publicada previamente (Béez-
Saldafia y Ortega). La dieta control proporciona suficiente cantidad de biotina para cubrir las
necesidades metabdlicas de los ratones, mientras que la dieta suplementada contiene
cantidades de biotina de aproximadamente 56 veces la concentracion del control, proporcion
comparable a la de los suplementos vitaminicos de biotina recomendados para el tratamiento de
dislipidemia (Albarracin et al., 2005; Geohas et al., 2007). El peso corporal y el consumo de
alimento se determinaron cada semana. Posterior a las ocho semanas de alimentacion con las
dietas, los ratones se ayunaron por 16 h, se anestesiaron con Sevorane (Sevofluorano, Abbott) y
se les extrajo sangre, el higado y musculo. Los ratones fueron sacrificados por dislocacion

cervical.

7.2. CONCENTRACIONES SERICAS DE TRIACILGLICEROLES
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Separamos el suero de la sangre por centrifugacion durante 10 minutos a 1200 rpm. Las
muestras la guardamos a -70°C hasta la cuantificacion. Los triacilgliceroles los determinamos por
un método fotocolorimétrico, mediante un estuche de reactivos marca SPINREACT. El método se
basa en la hidrolisis de los triacilgliceroles a glicerol y &cidos grasos libres por la lipoproteina
lipasa. El glicerol liberado es usado por una serie de reacciones acopladas y catalizadas por las
enzimas glicerol cinasa, glicerol fosfato oxidasa y peroxidasa. El producto de la ultima reaccion
(quinona) absorbe a 505 nm y el incremento en la absorbancia es proporcional a la
concentracion de triacilgliceroles presente en la muestra. EIl método tiene una linearidad en un

rango de 0.7 a 1000 mg/dL.

7.3. CONTENIDO DE TRIACILGLICEROLES HEPATICOS

Los triacilgliceroles totales los cuantificamos a partir de 100 mg de higado congelado a -
70°C. Las muestras las homogenizamos en 1 ml de solucion de lisis (5% Triton-X 100 en solucidn
amortiguadora PBS1X). Calentamos las muestras lentamente a 50-60°C en un bafio de agua
durante 5 min y enfriamos a temperatura ambiente. Repetimos el calentamiento una vez mas
para solubilizar todos los triacilgliceroles. Centrifugamos durante 15 min a 14 000 rpm para
remover cualquier material insoluble y ultracentrifugamos durante 30 minutos a 150 000 rpm.
Tomamos la parte superior y diluimos 10 veces en una solucion al 0.9% de NaCl antes del ensayo.

Los triacilgliceroles los cuantificamos como se describié anteriormente.

7.4. CONTENIDO DE ACIDOS GRASOS EN SUERO

La determinacion de contenido de &cidos grasos no esterificados en suero la realizamos
por un método fotocolorimétrico mediante estuche de reactivos para acidos grasos: Free fatty

acids half-micro test (ROCHE). El principio se basa en que los acidos grasos libres en presencia de
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acil-CoA sintetasa y ATP son convertidos a acil-CoA, AMP y pirofosfato. Los acil-CoA reaccionan
con oxigeno en presencia de acil-CoA oxidasa para formar enoil-CoA y peréxido de hidrégeno. El
altimo producto absorbe a 546 nm y la absorbancia es proporcional a la concentracion de acidos
grasos libres. Brevemente, se tomaron 5 L de suero, se mezclaron con un 1ml del reactivo Ay se
incubd 10 min a temperatura ambiente. Se afiadid 5 pL del reactivo 3, se mezcld y se leyd en un
espectrofotometro 546 nm (Al). A la mezcla se le afiadio 5 L del reactivo B y se incub6 15 min a
temperatura ambiente, al terminar se determind la absorbancia (A2). El calculo se obtuvo con la
formula c=[(V)/e x d x v]x AA, donde V= volumen final (ml); v= volumen muestra (ml); d= paso luz
(cm); &= coeficiente de absorcion (19.3); AA= diferencia de absorcion del blanco y las
absorbancias A1 y A2. El método presenta una linearidad en un rango de concentracion de 0.3
mM a 1.5 mM. Las muestras de suero las obtuvimos como previamente se describid para la

cuantificacion de los triacilgliceroles en suero.

7.5. ANALISIS DE LA ABUNDANCIA DEL ARNm

El ARN total lo aislamos por el método de Trizol. La cantidad y pureza de ARN lo
cuantificamos por espectrofotometria a 260 nm, la pureza con la relacion de absorbancias a
260/280 y verificamos la integridad del ARN en geles de agarosa al 1.5%. La abundancia del
ARNm la determinamos por RT-PCR en tiempo real. Brevemente, homogenizamos en Trizol
100mg de tejido precipitando con cloroformo-etanol. Hicimos la sintesis del ADN de cadena
sencilla (CADN) con 0.5ug de ARN total por la reaccion de transcripcion reversa con la enzima
retrotranscriptasa reversa del virus M-MVL RT (500 U) y oligo dT para aislar el ARN mensajero. El
ADNCc lo mezclamos con una solucion TagMan Universal PCR Master Mix, dNTPs, Cl,Mg, y las
sondas TagMan marcadas en el extemo 5 con el fluorocromo-FAM. Determinamos las
temperaturas y tiempos 6ptimos de los ciclos de amplificacion en el termociclador para cada
fragmento geénico, en rol de las caracteristicas del fragmento y la Tm de los cebadores
empleados. Como gen de referencia de expresion enddgena utilizamos el ARN ribosomal 18S con

fluorocromo-VIC. En todos los ensayos verificamos la ausencia de contaminacion mediante una
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reaccion de control negativo a la que no se incorpord cADN. La deteccién de cada gen la
realizamos por triplicado para cada muestra en un instrumento ABI PRISM 7700 (Applied
Biosystems), equipado con placas épticas de 96 pocillos cubiertas de tapas adhesivas operado
bajo las especificaciones del fabricante. Para cuantificar la expresién de los genes, calculamos el
valor umbral del ciclo (CT, cycle threshold) para cada gen de la parte logaritmica de la curva,
usando el método de cuantificacion relativa doble delta-CT (2-AACT) (Livak and Schmittgen,
2001).

7.6. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION PROTEICA POR EL METODO DE BRADFORD

El método se basa en el hecho de que el reactivo de Bradford contiene cobre en solucion
con acido ortofosférico y metanol. Cuando la proteina une el cobre, su maximo de absorcion
cambia de 465 nm a 595 nm. Este método es altamente sensible y lineal. Se utiliz6 albdmina de
suero bovino (BSA) como estandar en rango de 1-20 pg/ul. La cuantificacion proteica la
realizamos utilizando el Kit protein assay siguiendo las instrucciones del fabricante (Bio-Rad).
Brevemente, a 798 pL de agua grado MiliQ le agregamos 2 pL de los extractos proteicos y 200 pL
del reactivo de Bradford, se mezclaron y se incubd a temperatura ambiente durante 5 min,
medimos la absorbancia del blanco, los patrones y las muestras a 595 nm en un volumen final de

1 ml en cubetas de plastico de 1 cm de paso de luz.

7.2.7. WESTERN BLOT

Utilizamos éste método para cuantificar la abundancia de las proteinas en su forma total
y fosforilada. Homogenizamos 100 mg de higado o mdsculo con un politron en solucion de lisis
fria. Centrifugamos los extractos de tejido a 14000 x rpm durante 15 minutos a 4°C para eliminar
material insoluble y la concentraciébn de proteinas la cuantificamos como se describio

previamente. Cargamos un total de 75ug de proteina para AMPK y 100ug para el resto de las
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proteinas (ERK 1/2, ACC1 y 2, PPAR-a y SREBP1-c) en cada carril en un gel de SDS-PAGE al 8% y

utilizamos un aparato para electroforesis “Mini-Protean III” (Bio-Rad).

La electrotransferencia de las proteinas a membranas de nitrocelulosa la hicimos por 1 h
a 100 V (constante) con un aparato de electrotransferencia humeda (Bio-Rad). Al terminar,
lavamos la membrana con TBS 1X y la eficiencia de la transferencia la comprobamos con solucion
de Ponceau. La solucion tifie las proteinas de rojo, permitiendo comprobar su integridad si y se
transfirieron correctamente. Para eliminar la tincion lavamos la membrana con TBS-T 0.1 %
durante unos minutos. La membrana la bloqueamos con solucion de bloqueo por 1 h a
temperatura ambiente para impedir uniones inespecificas con el primer anticuerpo. Después de
bloquear la incubamos durante la noche (14 hs) a 4°C, con los respectivos anticuerpos. Al dia
siguiente lavamos cuatro veces durante 5 min con solucion TBS-T 0.1% e incubamos con el
anticuerpo policlonal anti-lgG-HRP de conejo diluido 1:4000 en solucién TBS-T 0.1% con 5% de
leche por 1 h a temperatura ambiente, al terminar lavamos nuevamente como se describimos

anteriormente.

Afiadimos solucion de gquimioluminiscencia a las membranas y visualizamos las bandas
inmunorreactivas con el equipo Molecular Imager Chemidoc XRS (Bio-Rad) o con peliculas de
autorradiografia (KODAK). La intensidades de las bandas las cuantificamos por densitometria
usando el software imagen J 1.40 (HIMH, Bethesda, MD, USA). Para corroborar la homogenidad
en la cantidad de proteinas, reutilizamos las membranas para detectar una proteina de expresion
constante, como la tubulina. Realizando un Stripping, que consiste en la desuniéon de los
anticuerpos para poder proceder a otra incubacién con otro anticuerpo sin que haya una
interferencia entre ellos. Lavamos las membranas con la solucién de Stripping durante 30 min en
agitacion suave y después lavamos 3 veces durante 5 min con TBS-T 0.1% con agitacion fuerte.

De esta manera la membrana esta lista para volver a ser utilizada en otro Western blot.

7.8. CUANTIFICACION DE GMPc EN TEJIDO HEPATICO
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Lo realizamos por un método de quimioluminiscencia que se basa en la competencia que
se establece para unirse a un anticuerpo especifico, entre la sustancia a cuantificar (GMPc) y
cantidades conocidas de la misma sustancia. El ensayo lo realizamos segun descripcion del
fabricante cyclic GMP chemiluminescent kit (B-Bridge InteARNtional). La cantidad de GMPc en las
muestras se calculd después de hacer la correccion de la dilucién. Se hizo una curva patron con
un estandar de GMPc a diferentes concentraciones (3, 1.5, 0.75, 0.375, 0.188, 0.094 y 0.047
pmol/ml). El tejido se molié en un mortero con nitrogeno liquido hasta obtener un polvo fino. Se
afiadio 1 ml de tampon diluyente por cada 100 mg de tejido triturado, se incub6 10 min en hielo
y se centrifugd a 10 000 rpm durante 15 min a 4°C. Se tomo el sobrenadante y se hizo el ensayo.
En una placa de ELISA de 96 pozos, se colocaron los 50 pL del iniciador, 75 uL del tampon
diluyente (NBS, union no especifica), 50 pL del tampdén diluyente (BO, méaxima union con el
anticuerpo) y 50 L de la muestra. Enseguida se afiadieron 25 pL de 1X GMPc conjugado y 25 pL
del anticuerpo anti-GMPc, excepto a los pozos NBS. Se cubrié la placa con un sello plastificado y
se agito a 250 rpm por 15 min a temperatura ambiente. Se colocé la placa a 4°C por 16 hs y al
otro dia se lavd 4 veces con tampén de lavado 1X. Se afiadieron 100 pL del substrato para
guimioluminiscencia e inmediatamente se leyd en un lector de ELISA synergy HT (Biotek) a 405

nm. Todo se realizé por duplicado para mayor exactitud.

7.9. EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE CARNITINAS EN MUSCULO

El uso de la espectrometria de masas en tandem (en sus siglas inglesas MS/MS), es la
herramienta mas poderosa y versatil que aparecid en los ultimos 30 afios en el campo del
diagnostico neonatal de los errores inatos del metabolismo (Chace, 2001; Chace y Kalas, 2005;
Millington et al., 1991).

Utilizamos un equipo de espectrometria de masas en tandem, de triple cuadrupolo

(PERKIN ELMER, modelo Micromass Quattro microTM API) equipado con una bomba binaria de
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liquidos de alta resolucion (WATERS, modelo 1525) para realizar infusiones individuales. Como
gas de colision y cortina se empleo nitrégeno. Las muestras las infundimos con un equipo de
HPLC con automuestrador (WATERS, modelo 2777C). Los resultados fueron adquiridos con el
software Neolynx. Reconstituimos los liofilizados de los estdndares deuterados de acilcarnitinas
con 1mL de solucion de extraccion, posteriormente realizamos una diluciéon 1:10 y obtuvimos la
solucion de trabajo. En una placa de ELISA de 96 pozos de fondo cénico trunco, colocamos 50 L
de muestra. Las placas las incubamos durante 30 minutos a 45°C con una velocidad de agitacion
de 650 rpm, las colocamos en el automuestreador y por altimo las introdujimos al espectrémetro

de masas en tdndem mediante la bomba de liquidos.

Para el procesamiento de la muestra tomamos 50 mg de tejido muscular y lo
homogenizamos con un politrén en una mezcla de acetonitrilo:metanol (3:1). Centrifugamos a
14,000 rpm durante 5 min a 4°C y el sobrenadante lo purificamos pasandolo por una columna
con una membrana de celulosa regenerada (Amico Ultra, MILLIPORE), la cual centrifugamos a
13,000 rpm durante 10 min a 4°C. Tomamos la parte superior de la columna y la guardamos a -
70°C hasta cuantificar las carnitinas. La pastilla obtenida en la primera centrifugacion la lavamos
2 veces con PBS, decantamos y resuspendimos en solucién de lisis para la extraccion de las

proteinas que cuantificamos por el método de Bradford.

7.10. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico lo calculamos con el programa Statview 4.57.0.0 (Abacus Concepts
Inc, Berkeley, CA, USA). Los datos los presentamos como el promedio + error estandar (ES). La
significancia estadistica la determinamos por la prueba de ANOVA de una via, seguida de la
prueba de Fisher de multiple rango. Consideramos como estadisticamente significativa una P<
0.05.
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8.RESULTADOS

8.1. PESO CORPORAL, INGESTA DE ALIMENTOS Y GLUCOSA

De acuerdo con lo observado en estudios previos no encontramos cambios en el peso
corporal (Controles: 22.6+0.5; Suplementados: 22.5+0.5 g), ni en la ingesta de alimento
(Controles: 2.610.12; suplementados: 2.6+0.08g alimento/raton/dia) entre el control y los
ratones suplementados con biotina. Tampoco hubo cambios en los niveles de glucosa sanguineos

en ayunas entre los grupos (Controles: 82.6+3.3; Suplementados: 81.6+3.0 mg/dl).

8.2. CONCENTRACION DE TRIACILGLICEROLES EN SUERO E HIGADO

En concordancia con los estudios reportados en nuestro laboratorio (Larrieta et al., 2010),
encontramos que 8 semanas de suplementacién con biotina, disminuyeron las concentraciones
de triacilgliceroles séricos (Controles: 81.2+1.2; Suplementados: 52.09+1.0 mg/dl; P< 0.05)
(Figura 9, panel A). Para determinar si la reduccion de triacilgliceroles no fue consecuencia de
una retencion de éstos en el higado, analizamos el contenido de triacilgliceroles en este tejido.
Los datos (Figura 9, panel B) revelaron que los higados de ratones suplementados con biotina
presentaron concentraciones de triacilgliceroles menores a las presentadas en el grupo control

(Controles: 20.5+0.6; Suplementados: 12.9+0.5 pg/mg proteina, P<0.05).
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Figura 9. Concentraciones de triglicéridos en suero e higado. PANEL A. Concentracion de
triglicéridos en suero. Los valores representan la media terror estandar de 10 ratones de cada grupo.
PANEL B. Contenido hepético de triglicéridos. Los valores representan la media terror estandar de 9
ratones de cada grupo. Las barras oscuras: grupo control; barras blancas: grupo suplementado con
biotina.*P<0.05.

8.3. CONCENTRACION DE ACIDOS GRASOS LIBRES EN SUERO

El efecto de la suplementacién con biotina sobre las concentraciones de &cidos grasos
sanguineos no ha sido reportado, por lo que analizamos la concentracion de éstos. Los resultados

encontraron que la administracion de la dieta suplementada con biotina produjo una
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disminucion del 25% (P< 0.05) en el contenido de &cidos grasos séricos con respecto al control

(Figura 10).
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Figura 10. Concentracion de acidos grasos en suero. Los valores representan la media terror
estandar de 10 ratones de cada grupo. Barra oscura: grupo control; barra blanca: grupo
suplementado con biotina. *P<0.05.

8.4. ABUNDANCIA DE LA PROTEINA DEL FACTOR SREBP-1¢ EN EL HIGADO

En estudios anteriores, nuestro grupo demostré que en ratones suplementados con
biotina hubo una reduccion en la abundancia de ARNm del factor transcripcional lipogénico
SREBP-1c (Larrieta et al.,, 2010). Dado que esta proteina requiere una modificacion
postraduccional para convertirse en su forma madura, la cual activa transcripcionalmente en el
nucleo a varios genes lipogénicos (Horton et al., 2002). Por lo que decidimos investigar el efecto
de la suplementacion con biotina sobre los niveles de la forma madura de la proteina SREBP-1c.
Los resultados mostraron una reduccion en la abundancia de SREBP-1c maduro de

aproximadamente el 40% (P< 0.05) (Figura 11).
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Figura 11. Abundancia de la forma madura de SREBP-1c. A. Western blot representantivo de la masa
total de la forma madura de SREBP-1c. B. Andlisis densitométrico de la abundancia de SREBP-1c.
Barra oscura: grupo control; barmra blanca: grupo suplementado con biotina. Datos de la grafica
representan la media+ error estindar de 8 ratones por cada grupo. *P<0.05.

8.5. ABUNDANCIA DE LA MASA TOTAL DE LA SINTASA DE ACIDOS GRASOS EN EL HIGADO

En los estudios previos (Larrieta et al., 2010) se encontré una reduccién del ARNm de la
proteina FAS en los ratones tratados con biotina. Para confirmar que esta reduccion del mensaje
estuviese relacionada con una disminucién en la abundancia de su proteina, cuantificamos la
masa total de FAS, enzima cuya actividad es imprescindible en la sintesis de &cidos grasos
(Horton et al., 2002). Después de ocho semanas de suplementacion con biotina, hubo una
evidente disminucion en la cantidad de proteina en los animales tratados con una dieta
suplementada de biotina (Valores densitométricos: Controles: 0.42 +0.03; Suplementados:

0.13+0.5, P< 0.05) (Figura 12).
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Figura 12. Abundancia de la enzima FAS. A. Westem blot representativo de la masa total de la
enzima FAS. B. Cuantificacion densintométrica de la masa total de FAS. Barra oscura: grupo control;
barra blanca: grupo suplementado con biotina. Datos de la grafica son el promedio + error estandar
de 8 ratones de cadagrupo. *P<0.05.

8.6. ABUNDANCIA DE LA MASA TOTAL Y FOSFORILADA DE LA ACETIL-COA CARBOXILASA-1 EN EL
HIGADO

La fosforilacion de ACC-1 es un paso critico en la lipogénesis. La enzima fosforilada en la
serina 79 es inactiva, mientras que la desfosforilacion activa la enzima (Ha et al., 1994). Para
evaluar los efectos de la suplementacion con biotina a nivel postraduccional, cuantificamos la
masa fosforilada y total de la proteina ACC-1. La suplementacién con biotina aumenté el nivel de
fosforilacion de ACC-1 en la serina 79 (Valores densitométricos: Controles: 0.29+0.06;
sumplementados: 0.65+0.05; P< 0.05) (Figura 13, panel B), pero no modificé la cantidad total de
ACC-1 (Valores densitométricos: Controles: 0.13+0.02; suplementados: 0.13+0.02) (Figura 13,

panel A).
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Figura 13. Abundancia de la masa total y fosforilada de la enzima ACC-1 en el higado. PANEL A.
Western blot representativo de la masa total de ACC-1. En laparte inferior del panel A; cuantificacion
densitométrica de ACC-1 total. PANEL B. Western blot representantivo de ACC-1 fosforiladaen serina
79. En la parte inferior del panel B; cuantificacion densitométrica de ACC-1 fosforilada. Barras

oscuras: grupo control; barras blancas: grupo suplementado con bictina. Los datos de las gréaficas son
los promedios error estandar de 8 ratones de cada grupo. *P<0.05.

8.7. ABUNDANCIA EN LA MASA FOSFORILADA DE LA PROTEINA CINASA ACTIVADA POR AMP EN
EL HIGADO

La fosforilacibn de ACC-1 por la activacibn de AMPK en el higado produce una
disminucion en la sintesis de lipidos (Viollet et al., 2009), por lo que analizamos la forma activa de
la AMPK (fosforilada en la treonina 172 de la subunidad alpha) para determinar si el aumento en
la masa fosforilada de ACC-1 se debe a un aumento en la activacion de la cinasa AMPK. Los
resultados revelaron que la suplementacion con biotina incrementd la masa fosforilada en la
treonina 172 de la subunidad a de AMPK en aproximadamente un 40% en comparacion con el

grupo control (Figura 14).
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Figura 14. Abundancia de la masa fosforilada de la cinasa AMPK. A. Western blot representativo de
AMPK fosforilada. B. Analisis densitométrico de AMPK fosforilado en treonina 172. Barra oscura:
grupo control; barra blanca: grupo suplementado con biotina. Los valores de la gréafica son los
promedios * error estindar de 8 ratones de cada grupo. *P<0.05.

8.8. CONTENIDO DE GMP CICLICO EN EL HIGADO

Se ha propuesto al GMP ciclico como mediador en varios efectos de la biotina (De La Vega
y Stockert, 2000; Solorzano Vargas et al., 2002; Stockert y Morell, 1990; Stockert et al., 1992,
Vilches-Flores 2010). Por lo tanto, con el fin de determinar si este segundo mensajero participa
en los efectos hipotrigliceridémicos de la vitamina, analizamos las concentraciones del GMPc en
el higado. Los resultados mostraron que los higados de los ratones tratados con biotina tenian un
mayor contenido de GMc que los ratones del grupo control (Controles: 10.3+0.34;

Suplementados: 14.3+0.73; pmol/mg proteina, P< 0.05) (Figura 15).
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Figura 15. Concentracion hepatica de GMPc. Los datos de la gréfica son los promedios terror

estandar de 9 ratones de cada grupo. Barra oscura: grupo control; barra blanca: grupo suplementado
con biotina. *P<0.05.

8.9. CUANTIFICACION DEL ARNm DE LA CARBOXILASA ACC-2 EN MUSCULO

Con el fin de evaluar el papel de la biotina sobre la oxidacion de acidos grasos en el musculo,
analizamos la expresion del ARNm de la carboxilasa ACC-2, una enzima que participa en la
regulacion de esta via metabdlica. El andlisis del ARNm por PCR en tiempo real no revelo

diferencias significativas entre los grupos control y suplementado (Figura 16).
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Figura 16. Cuantificacion del ARN mensajero de ACC-2 en musculo. Expresion relativa del ARN
mensajero de la carboxilasa ACC-2. Los datos de la gréafica son los promedios + error estdndar de 10
ratones de cada grupo. Barraoscura: grupo control; barrablanca: grupo suplementado con biotina.
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8.10. CUANTIFICACION DE ACC-2 TOTAL Y FOSFORILADA EN MUSCULO

También analizamos la abundancia proteica de ACC-2 total y fosforilada, forma inactiva de la
enzima, que de esta manera disminuye la produccidon de malonil-CoA desreprimiendo la
actividad de CPT-1 y aumentando asi el transporte de acidos grasos dentro de la mitocondria y su
oxidacion. No encontramos diferencias entre los grupos en la cantidad total de ACC-2 (Valores
densitométricos: Controles: 0.51+0.09; suplementados: 0.49+0.07) (Figura 17, panel A). Sin
embargo, la suplementacién con biotina aumentd el nivel de fosforilacion de ACC-2 en Ser
219/221 (Valores densitométricos: Control: 0.38+0.04; suplementados: 0.74+0.09; P< 0.05)
(Figura 17, panel B).

A Control Biotina B Control Biotina
1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
—— —
acceT R R . - ACC2.P e ——
a-tubulina —— A . A — a-tubulina
0.7 1 1.0
=
S 06 & z
S O 0.8 T
= O
o 0.5 <
s s
S 04/ g 9
2 ®
D
0_3 | o =
_E E 0.4
=]
€ 0.2 -]
=1 S 0.2
= =1
2 0.1 1 <
=T
0.0 - 0.9 ioti
Control Biotina Control Biotina

Figura 17. Abundancia de la carboxilasa ACC-2 total y fosforilada en el masculo. PANEL A. Western
blot representativo de la masa total de ACC-2. En la parte inferior del panel; cuantificacion
densitométrica de ACC-2 total. PANEL DE B. Western blot representantivo de ACC-2 fosforilada en
serina 219/221. En la parte inferior del panel; cuantificacion densitométrica de ACC-2 fosforilada.
Barras oscuras: grupo control; barras blancas: grupo suplementado con biotina. Los datos de las
gréficas son los promedios + error estandar de 8 ratones de cada grupo. *P< 0.05.

50


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

8.11. CUANTIFICACION DE CARNITINAS EN EL MUSCULO

La determinacion de las diferentes formas de acil-carnitinas es un indicativo de la tasa de
oxidacion de los &cidos graso. La cuantificacion de acilcarnitinas se efectio por el método de
MS/MS en tandem, el cual es un método muy preciso para la determinacién de la oxidacion de
acidos grasos. Encontramos que en los ratones que recibieron la dieta suplementada con biotina
hubo una disminucién en las acilcarnitinas de cadena corta y larga (C2-C18) (Figuras 18,19y 20) y

no se encontraron cambios en la carnitina libre (CO) entre los dos grupos (Figura 18).
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Figura 18. Cuantificacion de carnitina libre (0) y acetilcarnitina (C2) en el muasculo. Concentracion de
carnitina libre (C0) y acetilcarnitina (C2) muscular. Los datos de la gréafica son los promedios * error
estindar de 10 ratones de cada grupo. Barra oscura: grupo control; barra blanca: grupo
suplementado con biotina. *P<0.05.
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Figura 19. Cuantificacion de acilcarnitinas de cadena media en el musculo. Concentracion de
acilcarnitinas: butirilcarnitina (C4), hexanoilcarnitina (C6), octanoilcarnitna (C8) y decanoilcarnitina
(C10). Los datos de la grafica son los promedios * error estandar de 10 ratones de cada grupo. Barras
oscuras: grupo control; barras blancas: grupo suplementado con biotina. *P<0.05.
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Figura 20. Cuantificacion de acilcarnitinas de cadena larga en el musculo. Concentraciéon de
acilcarnitinas: dodecanoilcarnitina (C12), miristoilcarnitina (C14), palmitoilcarnitna (C16) vy
estearilcarnitina (C18). Los datos de la grafica son los promedios + error estandar de 10 ratones de
cadagrupo. Barras oscuras: grupo control; barras blancas: grupo suplementado con biotina. *P<0.05.
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8.12. CUANTIFICACION DEL ARNm DE LA CARNITINA PALMITOIL TRANSFERASA 1 EN EL MUSCULO

Tomando en cuenta los cambios producidos en la fosforilacion de ACC-2 y en las
acilcarnitinas de los animales que recibieron la dieta rica en biotina, decidimos evaluar si ademas
de un aumento en la actividad de la CPT-1 por desinhibicién, también hubiese un aumento en su
expresion. Cuantificamos la expresion del ARNm de CPT-1 por PCR en tiempo real. De acuerdo a
los resultados encontramos un aumento de casi un 50% en el mensajero de la enzima CPT-1 en

los animales suplementados con biotina con respecto a los ratones control (Figura 21).
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Figura 21.Expresion relativa del ARN mensajero de la proteina CPT-1. Los datos de la graficason
los promedios + error estandar de 10 ratones de cada grupo. Barra oscura: grupo control; barra
blanca: grupo suplementado con biotina. *P<0.05.

8.13. CUANTIFICACION DE LA ABUNDANCIA DEL RECEPTOR ACTIVADO POR PROLIFERADOR DE
PEROXISOMAS ALPHA EN EL MUSCULO

El factor PPAR-a regula positivamente y de manera muy importante la expresion de varias
enzimas de la B-oxidacién. Por lo tanto, decidimos evaluar en el musculo cambios en la proteina

total de este factor transcripcional. Encontramos un aumento de aproximadamente un 37% (P<
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0.05) en la masa proteica total de este factor transcripcional en los ratones que recibieron la

dieta suplementada con respecto al grupo control (Figura 22).
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Figura 22. Abundancia de lamasa total de PPAR-a en el mUsculo. A. Western blot
representativo de PPAR-a total. B. Andlisis densitométrico de PPAR-a. Barra oscura: grupo control;
barrablanca: grupo suplementado con biotina. Los valores de la gréficason los promedios+ error
estdndar de 8ratones de cada grupo. *P<0.05.

8.14. CUANTIFICACION DE LA MASA TOTAL Y FOSFORILADA DE LAS CINASAS REGULADAS POR
SENALES EXTRACELULARES EN EL MUSCULO

Debido a que varios estudios han encontrado que en la oxidacion de acidos grasos existe una
relacién inversa entre la actividad de las cinasas ERK1/2, y la cinasa AMPK y esta relacion parece
regular positivamente al factor transcripcional PPAR-a (Jianhai et al., 2008; Rongsen et al., 2011),
decidimos analizar la expresion de la proteina total y la forma fosforilada de las cinasas ERK1/2

(forma activa). Observamos que la administracion de la dieta suplementada con biotina produjo
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una disminucion en la fosforilacién de las cinasas ERK1/2 de aproximadamente un 37% (P< 0.05)

y no encontramos cambios en la masa total de esta proteina entre los grupos (Figura 23).
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Figura 23. Abundancia de la masa total y fosforilada de la cinasas ERK1/2 en musculo. PANEL A.
Western blot representativo de la masa total de ERK1/2. En la parte inferior del panel; cuantificacion
densitométrica de ERK1/2 total. PANEL DE B. Western blot representantivo de ERK1/2 fosforiladas.
En la parte inferior del panel; cuantificacion densitométrica la ERK1/2 fosforiladas en treonina
202/tirosina 204 respectivamente. Barras oscuras: grupo control; barras blancas: grupo
suplementado con biotina. Los datos de las gréaficas son los promedios + error estandar de 8 ratones
de cada grupo. *P<0.05.
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9. DISCUSION

En los dltimos afios se ha demostrado que varios nutrimentos de la dieta actian como
moduladores de la expresion genética. Estos incluyen acidos grasos poliinsaturados, colesterol,
glucosa y minerales especificos como hierro y selenio. Ademas de vitaminas liposolubles como la
Ay D (Hinds, et al., 1997; Carlberg, 1999). Aunque también se ha descrito la participacion de
vitaminas hidrosolubles (Rodriguez, 2002) en la modulacion de la expresion genética (Zempleni,
2005; Fernandez y Lazo de la Vega, 2010), hasta el momento se conoce poco sobre los

mecanismos moleculares responsables de su regulacion.

Varios estudios han demostrado que las concentraciones farmacol6gicas de la biotina,
una vitamina hidrosoluble, disminuyen los lipidos séricos (Dokusova y Klimov, 1967; Dokusova y
Krivoruchenko, 1972; Marshall et al., 1980; Revilla-Monsalve et al., 2006). En un estudio previo
de nuestro laboratorio (Larrieta et al., 2010), se encontrd que el efecto hipotrigliceridémico de la
biotina estaba relacionado con decrementos en la abundancia del ARN mensajero de enzimas y
factores de transcripcion que regulan la lipogénesis. En esta tesis examinamos los mecanismos
postranscripcionales y vias de sefializacién que intervienen en los efectos de la biotina sobre la
esta via metabdlica. También abordamos estudios analizando el efecto de la vitamina sobre la

oxidacion de los acidos grasos, ruta metabdlica sobre la cual se desconocen sus efectos.

Encontramos que la suplementacion con biotina durante 8 semanas produjo en el higado,
cambios postranscripcionales conocidos por disminuir la lipogénesis. En tanto que, en el
musculo, aumenté la abundancia del ARNm y formas fosforiladas de proteinas que activan la
oxidacion de acidos grasos. En consonancia con estos efectos, se encontré una disminucién en
las acil-carnitinas de cadena corta y larga (C2-C18) sin haber cambios en la carnitina libre; lo que,
en conjunto, indica que la suplementacion con biotina produce un aumento en la B-oxidacion.
Como mecanismo coincidente en ambos efectos, los resultados obtenidos en esta tesis
demostraron por primera vez en la literatura que los efectos de la suplementacion con biotina se

producen por la activacion de la enzima AMPK. Una proteina de sefializacion que disminuye la
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lipogénesis y aumenta la oxidacion de los acidos grasos y cuya accion es central en la regulacion

del metabolismo en respuesta a las condiciones energéticas de la célula.

En el higado, encontramos que la suplementacion con biotina aumento la abundancia de
la forma fosforilada en la treonina 172 de la AMPK, forma que corresponde a la proteina activa.
Concomitantemente produjo varias acciones conocidas por estar mediadas por la activacion de
AMPK como: a) la fosforilaciéon de ACC-1 en la serina 79 (Hardie, 2011), paso limitante en la
regulacion de la lipogénesis (Jian et al., 2009); b) la disminucién de la abundancia de la forma
madura del factor transcripcional SREBP-1c, clave en el control de la expresion del ARN
mensajero de las enzimas lipogénicas; c) la disminucién de la abundancia proteica de FAS; efecto
que es acorde con observaciones anteriores donde encontramos que la suplementacién con
biotina disminuy6 la abundancia del ARNm de FAS. El efecto sobre la expresién de FAS puede ser
resultado tanto de la disminucién de la forma madura de SREBP-1c (Foufelle y Ferre, 2002) como
por la actividad AMPK, ya que se ha reportado que FAS puede ser regulada negativamente al
nivel transcripcional por AMPK (Foretz, et al., 1998). Todos estos resultados sustentan el efecto
inhibitorio de la suplementacion con biotina sobre la via lipogénica observado previamente por

nuestro laboratorio (Larrieta et al.,2010).

En estudios previos encontramos que la administracién de la dieta suplementada con
biotina durante 8 semanas disminuyé la abundancia del ARN mensajero de ACC-1 (Larrieta et al.,
2010). Sin embargo, en los resultados de este trabajo no se encontraron diferencias en la masa
de la proteina total de esta enzima. Esta discrepancia podria explicarse en el hecho de que se ha
encontrado que la expresion de proteinas por la suplementacion con biotina no se acompafada
necesariamente de la abundancia de sus respectivos ARNm (Rodriguez et al., 2005). También, en
el caso especifico de la piruvato carboxilasa, existe evidencia que la biotina regula la expresion de
la apoenzima a nivel postranscripcional y a nivel de la degradacion de la proteina (Rodriguez-
Fuentes et al., 2007). Por lo tanto, nuestras observaciones sugieren que estos efectos podrian

participar en la falta de paralelismo entre la expresion del mensajero y la proteina de ACC-1.
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Con estos resultados podemos sugerir que el efecto hipotrigliceridémico de la biotina esta
dado, en parte, por una disminucion en la B-reduccion, lo que llevaria a una menor produccion
de triacilgliceroles y, por ende, de particulas VLDL por una limitacion de este sustrato. Ademas,
podemos descartar que la disminucion sérica de triacilgliceroles se deba a una acumulacion
hepatica o esteatdsis, por una menor exportacion de lipoproteinas VLDL, ya que el contenido de
triacilgliceroles en el higado se encontré disminuido en los ratones suplementados con biotina. El
decremento en la lipogénesis y en el contenido de triacilgliceroles hepaticos en los ratones
tratados con biotina, puede abrir el camino para el posible uso de la biotina en el tratamiento de

higado graso o esteatosis.

Con lo que respecta al catabolismo de lipidos, nuestros hallazgos indican que los animales
gue recibieron una dieta suplementada con biotina tuvieron cambios en la expresion de
proteinas que favorecen el transporte de acidos grasos a la mitocondria y su oxidacién. Como se
sefialo en la introduccion, la regulacion de la B-oxidacion en el muasculo esquelético es complejay
esté controlada a diferentes niveles. Sin embargo, se ha propuesto que el sitio més importante
en la regulacion de la oxidacién de los acidos grasos es el transporte de los acil-CoA de cadena
larga del citosol a la matriz mitocondrial (Ruderman et al., 1999). Dos enzimas tienen un papel
muy importante en este proceso en el musculo: la CPT-1 y la ACC-2. La carboxilasa a través de
modificaciones en su actividad por fosforilacion/desfosforilacion (Yong, et al., 2010) participa en
la regulacién de CPT-1, produciendo malonil-CoA que la inhibe alostéricamente (McGarry y
Brown, 1997). Nosotros encontramos un aumento en la fosforilacion (ser 219/221) de ACC-2 en
el musculo de los animales suplementados con biotina, lo que se traduce en una menor
produccién de malonil-CoA y una menor represion de la actividad de CPT-1 y por ende un

aumento de la beta-oxidacion.

También encontramos un aumento del ARNm de CPT-1 de los ratones suplementados con
biotina. Dado que se sabe que el factor transcripcional PPAR-a (el cual encontramos aumentado
en los ratones tratados con biotina) regula a nivel transcripcional la expresion de CPT-1

(Michung, 2009), nuestros datos indican que ademas de estar incrementada la actividad de CPT-
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1 (por deshinibicion alostérica mediada por ACC-2) también habria mayor cantidad de la enzima
al estar incrementada su transcripcion. Con respecto al ARN mensajero de ACC-2 se conoce poco
del papel que juega PPAR-a sobre la expresion de su mensaje. Nuestros estudios no encontraron
cambios en la expresion del ARN mensajero ACC-2 en el musculo, acorde con estos resultados la

abundancia de su proteina tampoco se vio modificada.

Los resultados arriba descritos sugieren que el tratamiento con biotina incrementa el
transporte de acidos grasos de cadena larga dentro de la mitocondria y, por ende produce un
aumento en la B-oxidacion, estos efectos son ademas apoyados por nuestro andlisis de
acilcarnitinas por espectrometria de masas en tandem (en sus siglas inglesas MS/MS). En donde
encontramos que, con el grupo control, los ratones suplementados con biotina presentan una
disminucion de las acilcarnitinas de cadena corta (C2-C6), mediana (C8-C10) y larga (C12-C18),
pero no en la concentracion de la carnitina libre. Esta disminucion nos sugiere que hay un
incremento en el flujo oxidativo y por lo tanto una disminucién en los metabolitos intermediarios
de cada etapa. Se ha reportado que una disminucion en la concentracién de carnitina libre en el
musculo, produce un decremento en la actividad de la CPT-1 (Francis et al., 2007), el hecho de
gue la concentracién de la carnitina libre no se encuentre disminuida en los ratones
suplementados sugiere que el bajo contenido de acil-carnitinas no se debe a la falta de carnitina

como sustrato.

Por otro lado, en este trabajo encontramos una disminucion de acidos grasos libres en el
suero del grupo suplementado con respecto a los ratones control, lo que podria ser resultado
tanto por un aumento en la oxidacién de estos metabolitos, como es sugerido por nuestros
datos, como por una disminucion en la lipdlisis. Esta Ultima posibilidad se encuentra en estudio

en nuestro laboratorio.

En el desarrollo de esta tesis también abordamos el estudio de los mecanismos de
sefializacion que se encuentran modificados por la suplementacién con biotina. Diversos

estudios in vitro han encontrado que la produccién de GMPc mediante la accién de la guanilato
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ciclasa soluble participa en el mecanismo de accion de la biotina a concentraciones
farmacoldgicas (De La Vega y Stockert, 2000; Solorzano Vargas et al., 2002; Stockert y Morell,
1990; Stockert et al., 1992, Vilches-Flores 2010). Nuestros resultados por primera vez
demuestran que in vivo la suplementacion con biotina incrementa las concentraciones de GMPc,
e identificamos a AMPK como una proteina mediadora de sus efectos. En apoyo de nuestras
conclusiones, estudios recientes (Deshmukh et al., 2010; Ramnanan et al., 2010) encontraron
gue la via de sefializacion GMPc/PKG actia como un activador de AMPK. En un estudio realizado
por Deshmukh y colaboradores en el musculo esquéletico humano (Deshmukh et al., 2010) se
encontré que el incremento en los niveles de GMPc aumentan el transporte de glucosa
concomitantemente con la activacion de AMPK y que estos efectos son abatidos en presencia de
un inhibidor de la guanilato ciclasa. También otros experimentos realizados en el caracol del
desierto Otala lacteal, en los que se inhibi6 a la guanilato ciclase soluble, demostraron que la via
de sefializacion de cGMP/PKG regula la actividad de la AMPK (Ramnanan et al., 2010). Dada la
complejidad existente en los sistemas in vivo estos no son un buen modelo para obtener
conclusiones sobre los mecanismos de transduccion de sefiales. Sin embargo, nuestros estudios
in vivo representan una primera aproximacion en la relacion existente entre las acciones de la

biotina a través de la interaccion del GMPc y la via de sefializacion de AMPK.

Es interesante sefalar la existencia de efectos analogos entre varios compuestos que
inducen la fosforilacion de AMPK y aquellas que produce la suplementacion con biotina. Similar a
los efectos hipotrigliceridémicos de la biotina (Dokusova y Klimov, 1967; Dokusova vy
Krivoruchenko, 1972; Revilla-Monsalve et al., 2006), la activacion de la AMPK resulta en una
reduccion en los triacilgliceroles plasmaticos (Zhou et al., 2001), colesterol (Zhou et al, 2009) y el
ARN mensajero de genes lipogénicos como FAS, piruvato cinasa y ACC-1 (Woods et al., 2000;
Zhou et al., 2001; Larrieta eta al., 2010). Ademas, existen varias similitudes entre los efectos de la
biotina y la activacion de AMPK en la gluconeogénesis, como lo son la expresion disminuida del
ARNm de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa, la glucosa-6-fosfatasa, el factor nuclear de
hepatocitos—4 (HNF-4) y FoxO-1 (Leff, 2003; Dakshinamurti y Li, 1994; Sugita et al., 2008).
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Otra via de sefializacion identificada en esta investigacion fue la mediada por las MAPKs
cinasas ERK1/2. Existen evidencias de que la sefializacion en la que participan estas proteinas
esté relacionada con la via de sefializacion de AMPK. En fibroblastos cardiacos la activacion de las
cinasas ERK1/2 por factores de crecimiento inhiben la fosforilacion de AMPK. En tanto que la
activacion de AMPK por el analogo de AMP (AICAR) inhibe la fosforilacion de las ERK1/2 (Jianhai
et. al 2008). Estos estudios concluyeron que existe un tipo de diafonia celular entre estas dos
sefializaciones y que su regulacion es inversamente proporcional entre ellas. Ademas, en un
estudio hecho recientemente en 2011 por el grupo de Rongsen (Rongsen et al.,, 2011),
encontraron que la interaccion entre la via de ERK1/2 y de AMPK puede activar o inhibir al factor
transcripcional PPAR-a dependiendo de cual es la cinasa que se encuentra activa. En
concordancia con estos hallazgos, nuestros resultados revelaron que en el musculo de los
ratones tratados con biotina existe un aumento en la fosforilacion de AMPK y una disminucion
en las cinasas ERK1/2. Lo que nos sugiere que este efecto se encuentra ligado a un aumento en
masa total del factor transcripcional PPAR-a, que es un regulador positivo de varias de las
enzimas que participan en la oxidacion de acidos grasos y también de proteinas de la biogéneis
mitocondrial (Michung, 2009).

Los resultados de esta tesis brindan nuevos conocimientos sobre el efecto de la
suplementacion con biotina sobre diversas vias del metabolismo de lipidos y las vias de
sefializacion que participan en estos efectos. Sentando asi las bases moleculares de su accion que
sera de gran utilidad para poder determinar su uso en el tratamiento de hipertrigliceridemias. Es
interesante hacer notar que el aumento en la actividad de AMPK también se produce con ciertos
medicamentos y compuetos de accion hipotrigliceridémica, como metformina (Zhou et al.,
2001), berberina (Kim et al., 2009), troglietazona (Hardie, 2011) y resveratrol (Shang et al., 2008).
Nuestros datos demuestran que la biotina también lleva a cabo sus efectos hipotrigliceridémicos

a través de una activacién de AMPK.

El estudio de las vitaminas y sus mecanismos de accion ha sido fundamental para la

comprension del rol de las vitaminas en las funciones bioldgicas; gracias a los conocimientos
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obtenidos de estos estudios ha sido posible uso de vitaminas, o derivados de éstas, en el
tratamiento de diversas afecciones. Un ejemplo de esto es la niacina, una vitamina del complejo
B que ha sido usada desde los afios 50 como una droga hipolipidémica (Vosper, 2009). También
existen diversos compuestos derivados de las vitaminas liposolubles A y D, que son usados en la
actualidad para el tratamiento de diversas enfermedades (Hinds et al., 1997). Nuestros estudios
sobre los efectos farmacoldgicos de la biotina ofrece nuevos conocimientos del mecanismo
molecular mediante el cual ejerce sus acciones y al igual de como ha ocurrido con otras
vitaminas; esta investigacion puede llevar a nuevas estrategias en el desarrollo de agentes

terapéuticos.
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10. CONCLUSIONES

La suplementacion con biotina durante ocho semanas a ratones machos:

= Disminuy0 las concentraciones séricas de triacilgliceroles y acidos grasos no esterificados.
v En el higado:

= Disminuy0 el contenido de triacilgliceroles

= Aument la fosforilacion de AMPK y ACC-1

= Decremento la abundancia de la forma madura de SREBP-1c y de FAS

» Incremento la abundancia de la masa fosforilada de AMPK

= Aumentd en el higado el contenido de GMPc

v En el mdsculo:

= Aumento la fosforilacion de AMPK y ACC-2

= Disminuyeron los niveles en la fosforilacion de ERK1/2

= Aumento la expresion del ARNm de CPT-1y no cambi6 el de ACC-2

= Disminuy0 la concentracion de acilcarnitinas y no cambio la de carnitina libre

» Aumento la abundancia de la proteina del factor transcripcional PPAR-a

En conjunto, estos resultados nos indican que la biotina modula diferentes vias
metabdlicas de los lipidos, como la lipogénesis y la oxidacion, lo cual propicia un efecto
hipotrigliceridémico. Proponemos que el mecanismo molecular es a través de una disminucion
en la lipogénesis hepatica por un aumento en GMPc y AMPK. Y por un aumento en la oxidacion
muscular a través de la activacion de AMPK y una disminucién en la actividad de ERK1/2, que

favorece un aumento en el factor transcripcional PPAR-a (Figura 24).
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Figura 24. Mecanismo molecular propuesto del efecto hipotrigliceridémico de la biotina. Los datos
de nuestra investigacion permiten proponer que la vitamina modula diferentes vias metabdlicas de
los lipidos, lo cual explica su efecto hipotrigliceridémico en suero. Proponemos que el mecanismo
molecular es a través de una disminucién en la lipogénesis hepética por un aumento en GMPc y
AMPK; que provoca disminucién en los principales actores que regulan esta via (SREBP-1c, FAS y ACC-
1). Y por un aumento en la oxidacion muscular a través de la activacion de AMPK y diminucion de la
actividad de ACC-2. Una disminucion en la actividad de ERK1/2, que favorece un aumento en el factor
transcripcional PPAR-a. Ademas, un incremento en el flujo oxidativo por aumento en la actividad de
CPT-1.

64


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

11. PERSPECTIVAS

En el presente trabajo encontramos que la biotina modifica varias cinasas, factores
transcripcionales y enzimas de dos importantes vias metabdlicas de los lipidos: la lipogénesis, en
el higado, y la oxidacién de los &cisos grasos en el musculo. Estos estudios también brindaron
informacion sobre las vias de sefializacion que participan en los efectos de la suplementacion con
biotina sobre estas vias metabdlicas. Sin embargo, dada la comlejidad de los sistemas in vivo,
estos modelos no son los ideales para demostrar los mecanismos de sefializacion. Por lo que
proponemos hacer estudios in vitro con hepatocitos de rata y en la linea celular miogénica
C2C12, utilizando inhibidores de la guanilato ciclasa (ODQ), de la cinasa PKG (Rp-GMPcS) y
agonistas de la guanilato ciclasa (8-Bromo-GMPc) y de AMPK (AICAR). Lo que permitird

demostrar la relacion existente entre la activacion de la via de sefializacion de GMPc y la AMPK.

Por otro lado, proponemos hacer estudios en ratones con retos metabdlicos como la
obesidad producida por una dieta rica en grasas, en los cuales se analizara si el tratamiento con
biotina mejora las alteraciones implicitas de la obsesidad, como la hipertiglireridemia y la

esteatosis hepatica y los mecanismos mediante los cuales la biotina produce sus efectos.
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The hypotriglyceridemic effect of
biotin supplementation involves
increased levels of cGMP and AMPK
activation
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In addition o s role & & admylass ofacior, biatin
maodifies gene exprewion and hes manifold eMfecis an
sysiemil roceiae s, Sewversl siudies heve shown Dhal biolin
suppementation reduces ypeinighos vdemia, 'We haee
presiousy mported thai this efect is relied 1o deaessed
expeEsson af Dpogenic gened. n the prewenl ok we
analyred signaling pathways and postirassoripional
mechanisms insabeed in the hypotd glyceridemic efett ol
il Male BALE fcAnl Hed mice were bed & condml o &
otin-supplemenied disl (106 or gr.7 mg of foes bioiin g
died, respedively for B weeks sfer weaning. The sbundance
ol mane Senal regulatony stement-binding prolein (SRERP-
o), Bay-ackd synihase (AS], oisl scetyllol carbauylase-1
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1. Introduciion
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inchide the fipophilic vitaming A and 0, which ad & ligands ol
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hepatic lewels al trighpoetides and oypdic GMP [cGMP).
Campared 1o the contral graup, bistin-supplemenisd mie
had lawar serim and hepatic bighoenide mneeningbom.,
Miotin e menLation increased e lowels of oGMP and
ihe phasphorylsied forms al AMP and ACC-3 and
degesied the sbundance of the matire form of SRED P
and FAS. These data provide evidence that the mechanisms
by which biolin supplememation raduces lipogenssis invabee
ingresied cGMP confent and AMPY scibation In furm, heis
dhanges lesd 1o sugmenied ACC 3 phasphorylation and
deireaved expression of both the mature lorm of SREHP
and FAS. Dur resulls demonsirate [or the Fral time the
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and aller new indighis ima the medhaniama ol atin-
medisted hypobighyoeidemic efai
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The witamin biolin ad4 a1 8 covalenlly bound coen-
zyme ol carboayleses. Unmisted fo this mole, biotin supple-
memation modilies pene expiewion (78] and has a8 wide
reperioie of eflecl on sysiemic proceides |91 DNA micnoarn
iy sludied and g e Dho ghpar v i I ol ing wiudi s
hawe akded in the emiholon of hodsands o genes whise
eipmEasan B modifed by ealin 8 bot e ransonipianal
and the postimnscdpions lewels o]

Several audies have shown thal biolin Supplemenis-

tion redices Iy pedipidemia, & mmmon and impoant risk
o both dor atheroscieotc caciovasoulsr diseswe and oo
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conmniralions (23} In patlent with Iyperiipidemia Dok
sova and Krivoruchenko | 24| found that the sdministration of
ymg ol daily botin for 4§ weeks decreased hyperchol esteno
temia, Studies in our lsboralory [15] revesled that @ mg of
bigdin per day for 38 d decressed ssrum Gighoende and
VLDL Wit nat totsl cholestel bath in pe 2 disbhetic
patens and in nondiabelic subjects with hypendghcernide
mia. Sipplemens containing supraphysiologlal amounis o
bigtin {2 mg/day] in combinaBion with chromism poolinale
[Goo microgems) produced sgnificant redudians in serum
irighorrides and in the ratio of low-densily lipoprolein: i
high-density lipoprolein-cholederal [1617]

in agresme with the hypotighyestdemic slieas o bi-
alin oleersed in himans, bistin supplementation deoeases
seium iighteide levels in experimenial snimali. n =i, bi
alin supplied in water (2 mglisl) deceased the VLDL con
cenbration in semim (18] In normal mice, we lound hat sight
weeks of a bloBnsupplemenied diei (4 gi-dold Increste in
biatin concemralion compamd 1o malnol diell detressed e
rum Wigheeride concenirafions by 35% [19]-

Diespite the efects of biotin on blood liplds and iis use
&4 8 pharmamiogicsl agent, the moletulss medhanisma by
which bistin supplementation modilies lipid metabolism am
largely unkniwn. |n & recent study [19] we found thal the
Iwpatiighestidemic affed of bialin is relsled lo meduced les-
ols of mANA encoding de novo lipogenic genes in Lhe pres-
enl wark, we snalyeed the signaling paihways and posiimn-
saipibonal methantems inwabesd (n ihe hypotrighosidemic
effieas of bintin.

2. Materials and methods

2.1, Chemlcals

Rieagenis wenn obisingd from the lollowing soumes: bolnsul
Bcient (TO-aa3b2) and biotinsupplemenied (TD-02458] diets
Wam Harlan Teklad Madison, Wi); sevallurane Gevorane”
fram Abboll Labomioses (Mesica DF, Mexin ) protesse inhiti-
o eotkiall Compete Minl am Rodve (Basel, Seitmdand]; so-
divm dodecyl sullale, sadium pyrophosphate, sodium ofthoes:
nadate, sadium Ruaride, Trilon X-w00, Twesn 20, HEPES, KO,
COTA, and EGTA was aldained Trm Sigma-Ndich (San Louk,
MO, Chemiluminescent HRP substrate Fom Millipore [Bed-
ford, MAL anibadies amilsfly add spnthase, antscetyl-Cod
carbarylase- 1, phospho-scetyiLod arbarylases (serpg) ani:
bady, snd smiphaspha-AMPE-a (Theayp 2] polyclonal antbodies
were purchased fmm Cell Signaling Tedhnology (Beverly, MA,
USAL Anfirodies; anf-SREBP-a, bovine antivabbit lgG HAR,
goal ani-mause Igh HAE adubulin aniibody and BLOTTO nan-
kat diy milk from Santa Crur Biolechnology (Sama Crr, CAR
nitiocelliloie membrane o4t mm and Bio-Rad prolein swisy
fom Bie-Rad Merwiles, CAY suloradiograply films [Eastman
Kodak, Rodhester, NY],

2.2, Animals and experimental design

Mice were handled acosling to the standard procedures
esisbiivhed by the Ethical Commifies for Cxperimeniation of
the Biomedical Research Insitule ol the NaBonal Unkersity

2

[T T |

ol Mesim, Thios e bold weansd male Balb fcAnl Had mie
were obtaingd fiom the breeding colany in local animal facili
ties. They wem mairained under 8 w2e2 b light: dak oyde
and were allowed 10 mnsume waler and lood ad libimm
throughaul the superiments. Two ol ol 20 mie wene di-
wided inio 2 expeimenial groups and ked § of ihe 2 allems:
tive diets binfinsuficient (mnltal] or bistin-<upplemented,
dntaining .06 mg and 977 mg al biotin kg diel, neqec
tiely, lor @ weels, Complele information on the disl compo
siflon has besn published eloeshers |20] Dody welghi and
fnod intake were messned every weel, Aler 8 weela ol adf
libvitum Tesding, the mice wem lzsed for o6 h and anedhe
tied with Sevamne”. The blaod lor serm was obiained by
ullimg the il and domd o §°C The Tiver was removed and
placed in liguid nirogen and stored sl - po* € unil ulilles Bon
Finallg, mice weie killed by oedesl dislocstion,

2.4 Serum triglyende concentration analysis
fasting serum inighceikle conmenbailons were delermined
specimphatometically with & commerial assay kil lnllowing
ithe manul sdurer’s instudions Spintescl, Sam [deve de Dag
Spain], The detedion range al the irighterides was op-ywoon
mg fdl. The sensfiily of the irighceide asdmy wes 1 mgldL
The i assay @eliden of varlalon was 0. -o0.60% and
the inter-asany melfiden of sadsiion was 1.3 8%.

2.4 Liver trigheerde content

Tolal tAghyoerided were exiracied om oo mg ol fraeen
Iwet. The samples wete hamogenited in @ mL al salulion
wmaining % Tion-Xaoo in PRS bulker using a Pokyron
[Mnematica MG, Liltsy, Swilmsland), Samples were sub-
jetied o walei baih warming 8l go-60"C loi 2-=g min and
woled down dowly &l room iempersiune, The heating/coal.
ing procedure was repesied o soldbiliee the triglyerides
Samples wore diluied 15 in dislled water and centrifuged
for 15 min & op speed in @ migomniluge. Trighoeide
mmntenimion wee deleimingd lrom e supernasiam by a
nladimelic sty a8 described above,

2.5 Western blot analysis

The pratein shandances of malum SRERP-w, laity ackl a0
thase, (Thrayalphosphorglaied AMP-o lorm, &5 well 25 the
loial form ol scelylCob carbanylase 5, and (SerpgFphospho
acelyl-fol carbomdase-y, & Torm known o be phosphargd
st by AMPE, were determined by Wesiern bloL Acstyl-Col
aiboxglase-: was snalyped in condiions n owhich 1he
ensyme n be separsied lrom stelylCol carborylensa
The band corresponding 1o st Cod cabavylase-s (264
kDia) wias quaniified.

Appracimately 100 mg of lhet was homagenled with a
potier homogenimr in ioe-ald lysis buller (50 mM HEPLS
o mM KO, 2 mMEDTA, 2 mM EGTA, = mM sodium of hovs
nadate, 2y mM sodium Nuoride, § mM sodium pyrophos.
phate, 1 mM DTT, o4% Trilonk-s00 and & prlesse irhibikr
wekdall Camplele Min). Thiue exirach were @niifuged sl
woong for w5 min &l §°C 10 reméve insoluble maledal, and
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Liver trighcerides {pgimg proéein)
m

Control  Blolin-supplomeniod

Fig. 1. Bfed of bidin supplementation on serum and
hapailc irighyaride maceniraiions in mice fed a blotin-
supplementad diet for B wesls. Pansl A Serum
iriglyceride conenirations Values represent the mean

4 SEM of w0 mice of sach grouip Pansl B. Hepallc
riglyceride content. Dark bam; conbral group; white
bars: biatin-suppl emented group Values represent the
masn = SEM of nine mio of aach group. *F < o.oy.

the prolein cone mration was messuned by the Dia-Rad pro-
tein mday kllowing (he manulsdures it ook, & ol
al 7o pe of prolein was loaded an each lane ol an 8% 505-
PAGE gel in & Blo-Aad minlabuse slab gel apparsion. Decirg
tranifer ol proteing from ithe gel to oirocellulose mem-
branes was peiomed for @ h & oo V (mnstand] using the
Bio-Rad minature tander apparsius. Nonspediic binding
wih prevented by Mocking with §% dry milk in o.% TOS-T
bafker for 2 h & room emperstore, Blols were then incu-
baied awernighl & 4" with the mspeciive anlibodies The
membranes wene waihed Tour limes for 4 min each in 0%
TBS-T badfer, inmbated with bowine ami-mbbit IgG HRP in
1% ThST maisining &% fal fee milk far 1 h & room lem-
peratune and Uhan waihad again & deicdbed shove Immu:
noreattiee bands were daislired with e enhaned dhemi-
uminescence detection sysdem. Bands ol all projeins wer

Hofn Jagpp ewendoton J crvoin AR

Sl P 1

deteded wing model Moleoular Imager Chemidor KRS Sy~
lem ([Blo-Rad, Wencules, CN or by sulorsdlograply Filma
Band inlensifies were quaniilied by demilomelry wsing
Image | 140 [Research Services Brandh, Nafions] InsSiule of
Maial Healih, Belhesda, MD)

2.6, cGMP level

We delermined 1he hepatic inracellular cGMP conosmisiions
with & compefifve enryme immunoztaay ki dhemilamines-
e method. The analysls was peformed Tollowing ihe man
lactners instrucBom [Cyclic GMP ¢hemilyminesoend ki, B-
Bridge Internatianal, CA). The coneenlration ol cGMP in the
wample wid alnilsied sher making wilable @oecion ki
fimae pmiein conoemralions.

2.7. Statistical analysis

The Stsiview sistigicsl analyss ogram a.g (Mbscus Can
s, Dedcley, CA was used for sialisfical analysis. Al
dats are presemed a5 the mean = S5.E.M. A i the number
ol evslusied subjech. Siatlaiboal significance was stsssisd
by Stwiden’s-l lest P walues of less than o.04 wene onsid-
e st butically significs il

3. Results

3.1 Food intake, body weight, and fasting

blood glucose concentrations

Deat the 8 wesks of biotin supplemenafon, neither (he
bady weight of the mice [Contral 2246 = g Supple
menled: 234 = o gl noi the sverage lood infake iConiml;
b = oam Supplemenied: 2.6 = ool g ol lood/mouss |
day] were differem between the groops. The daily ingeition
of blotln was 02 = oo snd 104 = ag mg al bealin/kg
body welghlfday in ihe conirol and supplemenied grougs,
redpeddively. Mo changes in fzsng blood glucose wene
observed between the groups (Conrol: 8206 = 3% Supple
memed; Buh = 3.0 mg/ dl]

3.2, Serum and hepatic triglyceride conce ntrations
tn agresment with our predioos repan |29 we bund that af-
e elght weeks of Molin supplemeniafion, the semum Dighic
efide mneenlmbond were significantly kower than in the con
tml growp (Lombral: 813 = i3 Sdapplemenied: 209 = 10
mgfdly P < ooy (Fig o panel A). We alo delerming intra:
hepatic (righceride @menl The dats [Fig. @, panel B)
revesled thal, Smelar (o the deoease produced in Sefum,
the livers of mice [ed the Wolinsupplemenisd dis pie
semed reduced trighyeeride confentrslions compamed wilh
thos af ihe camral group Lenimb 208 = adb; Supple
menied: 129 = af ugimg probein, respedieely, P < aogl.

3.3 SREBP-1c protein abundance
In aur previous Sludies we demonsiesied thal bioBn-Supple-
mentstion reduced e mENA sbundange af the Hpogeni

a2
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Fig. 2. Bfled of blolln supplemenisiion on tha maline
farm af SREBRac protsln shundsno In mice led a
hiotin-supplemented diel bor B wesks. Panel A

Rpre sl ve Weslorn blol onabysls of malure SRFRP.
w proiwin mads. Penel B Quantifcstion of matue

SHERF-w mes shundance Dark bar coniral groam:
whik s badr-dapgemeied grovn Graoh dafs &
Ba mam = 5 of valees From oighl mice of each

Femp. *F < ang

Fanx dplon betor SREEPac (] Beogw (i poiem regures
& percl oLl ol modil e stinn o bemne By moalies @i
bonal nuckear fom [2:) we invesligaied the sfed of binlin
wupp lemen tation on te kel of Bre natuie e of SREBR .
Thet resulls showed an appaimaisly g% mdocBon i matie
SREOP & rotein sbundance P < ans) (g, 21

3.4 Fatty acid synthase protein abundance

We sha elusied e prlsin mew ol (8l skl symtheis
 Evyme whase adivlly i cosly related 1a e ke of
lnEy add smibhesn [n]l Ale eighl weely of balin Lappie
melion, there we 2 profosmsd reduios & Wiy xad sy
Ihme profewn scpresiaom (Fag 10

1.5, AcetylloA carboaylase-i phosphorylated and
total protein mass

Aietl LoA carboaylsue-1 phmphorystion plays & oritical
siep in lipogenesis. The phosphorglsied swyme & insdive,
whet s dephosphordstion sciveies e ewyme (23] T
realusie ihe effecis of bolin supplemensiion o the posd-
ltmisistiansl level, we guamilied phowphorylsied soelyl-Cod
(el oylane-s and lolal poleln mais liom conbol and bio-
lin-sappemenied mige. Biofin  suympiemenisiion inoesed
the lewel all phophonyistion ol 5 ol eyl ol carbanyd
w1 Kool a.29 = oof Sapplemeaied; oy = asg

o Pl L

F o o) Fig, & pansl B), but &d not modify the okl
amaum of setyld ol arbosgdse: [Conralk oy = oox
Supplemented: a.1q = 603 Fig.: & pansl AL

Fy

3.6, AMPK expression

To asceriain whelher the increase In sostyl-Col carbosylaie
t phospharylstion dn mice led with 8 et - ke meied
diet remiled Bom AMPE wignaling pensducion & [ LT
whote siiwalemn i The bwes dedals i reduosd sniheiis o
lipids |23, we snallymd the bevel ol Thigrz-phoiphandsied
AN o v b Do e e e oo o o o Peied vy
phoryisied AMPY 4%k by —45% compend with thy ol

o g o Fy

3-7. Lycle GMP content

Cyelie GMP medsies wew sl elleds of Batin [14-27]. There
bre, we determined the imeobement of this second mesen
gef on the hypoid ghoetidemic effeds of the vitamin Our
redulls Ehowed (hdl e Weeid Bom Be oo - pple menied
mice had higher ¢ GMP conieil Bhan those of e @il
mice {[fanmiol 109 = 004 Supplemented: 449 = oom

pmalimg proleing P < o.oy) (Fig. &) i

oz “

Balafive abaindarscs of FAS

Fig. 3 EMact of botin suppl ementastion on ity acid

gy nitase prolein sbundsnda |n mioe fed 2 bioln-
sipplemenind died for f weeks, Panel A, Represe st ive
Wernborn hilot anabyshs of Paity scid synthase pemiein

mass. Paned I CQuantifestion of laey acid synthase
probeln mas. Dark bam matrol group white bars

e - i e el bl i Gwmph dsds e the meam +
5 of velus fwm ol ght mice of eadh goup. *F < 0.0

T
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Fig. 4. EMledt of biotln supplemenistion on
phasphorylated and total phasphordsted soetyl-Cod
carboxyl sse-1 proteln sbundande in mice jed a biolin-
supplemented dist lor B weeks. Pansl A lop
Represeniafive Weslom blot analbyals of tolal sty -Tod
carborplEse-1; Panel A bottom. Cuantification of total
scetyl-Col carbmoylase-1 Panel B top Represeniative

Wi stern blot analysls of phoasphordsted acehyl Lol
arboxylase-1. Fanel B bottom. Quantificiion of
phapharyleted scetyl-loA orbosylsse-1 Dark bars
amabrol group; white bami bl obin-u pple manted group.

Graph dain are the means = SE of values from sight
mice af each gaoup, *PF < aog.

4, Discusgion

Several sludies have shien fhal biofin  supplemeniaion
deomaies seium lipid coneemrsions [13-15,28L In a prev-
aild $ludy [99] we Todnd thal the hypolrigyoed demic sl

datn SEpp derantation o AT

S Pap &

of olin wai linked & educBons in e mAENA shundac
ol liptpenid emrymes and rameriplion adors. |n Uhe cuimeni
wludly, we & xnminad PO AR nan ol ean &l medhan s snd ¥
naling pathways thatl are inmbved in e hypolrighceridenic
el of otin. We lound thal béolin ppememation
dee ey seoum and hepatc frighyoende onoenbabons by
8 mechaniem inwnbving (GNP AMPYE aciiaBon

Jur fudies revealed thal 8 weels of biolin supgle
memlaion in the disl incmased (he levels ol e adive lam
ol ANPFE In sccond with (hin elled, e amounl of the
mature form of SREEP-of wat decresisd and e phowsha
tylaled b ol aoetyl-Lon arbosgylate - mdneated, In aodi
fion, in lne with the diminished lewels of e matue loom of
SRERBM2L, we alserved detneased Talty 2dd symhase pro-
l&in & and, &5 Lha'wh in our peeious iepor [19], rediosd
lafly schd synthase mRNA expression.

‘We fmind tha biotin sipplemenistion produied
thangss in critical lipogenit regulstion steps such &% ateyl
Colt ambanylase phowphored slbon. This process ol (he
sclidly of the enseme. The phoiphorylsted lorm of soeyl
(ol tarhanylese-1 4 inachve, whensas dephotpharylation
siflames e eneyme [22] Inadivation of acetylLohd carbos-
plate-i leads 1o a Tall in makomdl-Cod conment and a subie
quent decrease in Gy atid symhesi. This Study reveaksd

Fh g dsvd v
i ] 1 il 1 i 1 i

e e
-

09

Fetstive abundence ok aspw.2 @
(=3
=

=2
o

Confrol  Blotin supplementad

Fig 5. EMect of blotin supplemaniation on
phoikphondated AMPH profein abundance in mice led &
Iotin-sa pple manted diel lor 8 weela. Panel A

I pre sendall ve 'Wesism biot analysls of AMPK
phosphorgated form, Panel B, CQuantification of

phesphanyi sted AMPK. Bark bars; control group white
bars botin-supplemented group Graph dals ars Be
maams = SE of valuss from slght mice of sadh groip.
*P & 008,
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Fig. &. Efed of blofin supple mentation an oGMP
mncenration n mice fed & b otin-supplemened dist lor
B weoks, Dark bars: conirol groupy while bars: biotin-

supplamenied gmup. Graph dats are the maams + 58 of
e Prom mine mice of eath groip *P < o.o4.

that bdatin supplementabon intrered he ievels ol Lthe soe
iylfoh carbarylme-: plosphorylsled form bl did nod
change the lolsl amount af acelyl-Cof carboxylate 1 pobein.
These resulis ae nol in kesping with the detreasad mRNA
abundance al soetyl-CoA carboaylase-: abaerved in oud pre
vicus sludies 2] This dissepansy could be esplasingd in
witw ol Lhe laci thal high-throughpul immunsbloBing studies
[20] have found thet the sbundance of selected proteing was
noi parziieled by the sbundance af their mRNA A well, in
the e of pyruvale carbosylawe, evidence exils that bistin
egulales il aposiyme expression o the pastimnsnipBonal
lewel, infuendng both protein synihesis and degrad stion
[29l Taken iogether ow observeion sgees Thal biatin
based posiwansaiplionsl efects mighl slsa oaurin selyl-
Lol cathanylase-a.

While studies have conststenly lound thal sdvation o
the guanylale cpclase/PEG phasphorylsiion casade & pan
al the signafing imvabeed in the bialin fesponse [24-27], the
CGMPYPEG fargel profelns thal mediaie the ellscls ol biotin
hawve been poorly invedigaied. In a madel of Woiin deple
tionseplenichment in the Heplz hepstoblastoma il line,
Die s Viega and Siodiei |24) have ohssrved thai Nolln scis
wia soluble guanylate oyclese adivily and MG o inoeass
ihe phosphosylstion of slpha-LOR & pmisn of the COM
transsciing comples fatiod (hal regulsies wandlsllon and
paridpates in the tmnslstion of the asalogiyooprotein re
ceplar and indulin-receplos The presem dudy lound thal
the sfiecis of biotin sipplemeniation iivalve cGMP and pio-
tein phosphorylation and kdenilied phasphorglabed AMPE &
8 profein parbcipating in theie sffecle In support ol oui
in wivo Bndings, remnl sudies [30.31] have lound that ibe
CGMPYPEG-signaling palhway ads & an upseam acthaion
of AMPE. A siudy by Deshmukh e sl (0] lound Tt
incressed oGMP levels promole glucoss ranspoi @ncomi
tantly with AMPE aclimtion in skelet| muscle sips and in

S Pagm @

L6 musde cell line and (hat these elect were prvenied in
the peyente ol 8 guanylale oyclsse inhiblioe in the dederd
wnall (hals lacieal esperiments inhibdiing soluble guanylaie
oy dase demonitiaied (hal ihe cGMP/PEG signaling palhway
is an imporian] regulsior of AMPE scibity [3:] Given the
mmplexily o demonsirale signaling pathways bn wheo, oul
study represents & irst approach indicating the role of bistin
induced eGMP an AMPE adiily in the lwed Studies i lackle
ihis Bsue are curmnily perdkarmed in aur lsborsiary

The present findings showing that AMPK acvation b
itvabeed in the efeds of bislin supplemenison ae in agee
meni with the repanied metabolic ellecis of e phamacolo gl
@l coneniraBons of the damin, Similar o the ypolipidemic
eflects all bioBin [28,5,56 L AMPY adivafion resulls in reduced
lasma 1fghoe ddes [42) and dholestenal [33] and the neducesd
mRANA expresion of lpogenic genes sudh as Tally acid ayn
{hase, -yl kinate and acslyl-Lod carboylases [34.32].
in mddition, several similariles 1o ghiconeogenests exisi
between the efec ol biotin and AMPY aciivalion. Reduced
mitHA exgression af genes sudh as phasphos nol pyrudsie -
boxghnate, glucoie-&-phosphalase, hepslotyie nucles lac-
tor-g and FoaD-4 ate lound in response o both AMPY acive:
tors [ 5] and 1o biotin [36,37] Furthes, in pancrestic ral islets
wet lound that the indudion of panoesth gluookinase mRNA
Iy bibfin imeohees guamylate opclese and PXG sdivation, whid
leads do an ingrease in ATP content [38] The rale of AMPY in
this sludy wied nol asesdsed; however, Indeases i TP pro
duted by bintin appear fo be incompatible with AMPE aciiva:
tion, Hederiheless, in panoestic-belscells, AAPK scvity
exerid disling efects on melaboliom and b samewhal difler
enlially regulsied compared with ofher llsoes and, &
obsersed in respomse fo cell depoladeation with potassium
dhioride, tan be stvated in splile of incmated lewels af intre:
e lhlar ATP [39}

i 18 inlefestng & nole (het, similar 1o the hypatrighe
ceridemic eflecis of biolin supplementaion, AMPE stilva
thon i induded by numeimis sgenis thal reduse serum i
glyeerides, sudh & metkrmin [32), berberine [ga]
troglielamne [48], and resweratial (42 The daia in the
peseni sludy, showing thai biolin decreases serum and he-
patic (righoende concentrations by & methanitm inwalsing
CGMPAMPE stiivstion, provide new indighls inla e sig-
naling pathways thal medisie the ellects of Wolin an lipid
melabalism and Suppor! AL die in e (restment of hyper-
iriglyteiidemis. The mncepl thal & vilamin can be used &
an ageni fo feduce hiypedipidemia & nol new Indesd,
snaother witamin lrom the B comples, namely niscin, ha
been used for mare than [y yesrs o 8 lijpd-loweiing diug
|6} Our presem Fndings olfer novel knowledge of the mo-
lefular mechanism of beatin Supplememation and this
redenich may lead Lo new sirslegies in (he deselopment of
therapeutic agenis.

In condusion, aur dala indicale tha biotin 2ipplemen-
lafion deoesses serum snd hepatic ilghosride coneenirs
tions by & medhaniam inwoking increased oGMP conoenira
tions and AMPYX adivation. This leads lo sugmenied acetyl-
foh miboylases phomphorgsiion and decressed lewels ol
the matune form of SREEP-w, whidh in furn diminishes Tsity

o fom
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bihd apnlhaie sppedadon This wark demondisies ki the
fimi fime ihat AMPE i bmvalved In the elleds of biatin
sup gl ementation.
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CHAPTER 7
The Chemistry and Biochemistry
of Niacin (B3)

ASDRUBAL AGUILERA-MENDEZ* CYNTHIA
FERNANDEZ-LAINEZ,” ISABEL IBARRA-GONZALEZ®
AND CRISTINA FERNANDEZ-MEJIA*¢

*Universidad Michoacana de San Nicolds de Hidalgo, Ciudad Universitaria,
CP 58030 Morelia, Michoacan, México: " Laboratorio de Errores Innatos del
Metabolismo v Tamiz, Instituto Nacional de Pediatria, Av. del Iman #1, 9th
fAoor, Mexico City, CP 04530, Mexico; ©“ Unidad de Geneética de la Nutricion,
Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de
Meéxico /Insttuto Nacional de Pediatria, Av. del Iman #1, 9th floor, Mexico
City, CP (4530, Mexico

*Email: crisferni@ biomedicas. unam.mx

7.1 Introduction

Niacin, also known as vitamin B3, nicotinic acid or vitamin PP, is a water-
soluble B-complex vitamin (Table 7.1). This vitamin is the genenc descriplor
for two vitamers: macin and niacinamide. In the research literature the terms
nicotinic acid/nicotinamide are most commonly used, while in medical practice
niacin /niacinamide are preferred. The vitamin is obained from the diet in the
form of nicotinic acid, nicotinamide and tryptophan, which are transformed o
nicotinamide adenine dinucleotides, NAD and NADP. These compounds
participate in cellular oxidation-reduction reactions that are critical for
energy producton. NAD and NADP also participate in a wide variety of
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