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RESUMEN

La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B que, ademas de participar como grupo
prostético de las carboxilasas en concentraciones farmacolégicas es capaz de modificar la
expresion genética y diversas funciones biolégicas como son la reproduccioén, el desarrollo y el
metabolismo. Estudios previos en el laboratorio encontraron que la administracién a partir del
destete de una dieta conteniendo concentraciones farmacoldgicas de biotina durante 8
semanas aumenta la expresion de factores transcripcionales y proteinas que favorecen la
secrecion de la insulina en respuesta e la glucosa. Estudios en proceso indican que desde la
primera semana de ingesta, la dieta suplementada con biotina acelera la maduracion del islote
produciendo cambios en la secrecion de insulina y en la estructura del mismo. En este trabajo
abordamos los cambios que se producen en la expresion de genes que participan en la
arquitectura y la secrecién de la insulina en este periodo. Dado que se conoce poco sobre los
eventos moleculares que suceden durante el periodo de post-ablactacién, los cambios que
produce la biotina serviran para el estudio de los mecanismos moleculares que participan en la

maduracion del islote.

Ratones BALB/cAnN Hsd machos recién destetados fueron alimentaron con una dieta control
(0.8 mg/Kg de dieta) o una dieta suplementada con biotina (100 mg/Kg de dieta) durante 7 dias.
Al finalizar el tratamiento evaluamos la homeostasis de la glucosa a través de curvas de
tolerancia a la glucosa e insulina. Se obtuvo el RNA total de los islotes, con el cual se midio la

expresion de genes en el islote pancreatico por PCR cuantitativo.

La suplementacién con biotina produjo una disminucion significativa en la expresién de genes
estructurales como Ncam y Actina-B, exceptuando Cadherina, cuyo RNAm aumentd. La
expresion del RNAm de factores transcripcionales que regulan la expresion y secrecion de
insulina, Foxa2 y Pdx1, asi como el RNAm de los Canales de calcio y de la Insulina, también se
encontré disminuida de manera significativa. Sin embargo, no se encontraron cambios en la
expresion de la glucocinasa. El andlisis de la homeostasis de la glucosa reveldé que la
disminucion en la expresion de estos RNAmM no fue detrimental la homeostasis de la glucosa ya
que los ratones suplementados con biotina mostraron un aumento en la tolerancia a la glucosa.

También se observo una mayor sensibilidad a la insulina.

En conclusion, las diferencias encontradas en la expresién de genes entre la primera y la
octava semana de administracién de la dieta suplementada con biotina sugieren que los
efectos de la vitamina no se encuentran limitados al periodo temprano de post ablactacién y

gue existen otros cambios durante el transcurso de la administracion de la dieta.
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1 INTRODUCCION

El conocimiento de la funcion y de los mecanismos moleculares de las vitaminas ha permitido
un avance sustancial en la comprension de la regulacion de diversas funciones bioldgicas
(Carlberg, C. 1999; Christakos, S, et al., 2003). Ha sido a través del estudio de las vitaminas que se
ha encontrado que, ademas de sus efectos clasicos, también poseen otras acciones como la
regulacion en la expresion de genes. Gracias a la investigacion de las acciones de las
vitaminas fue que lograron identificar importantes factores transcripcionales (Mangelsdorf, D.J. &
Evans, R.M, 1995). De igual manera, la investigacion de la accion de las vitaminas ha puesto de
manifiesto sus efectos sobre diferentes funciones como el desarrollo embrionario (Clagett-Dame,
M. & Deluca, H.F. 2006; Duester, G 2008), la proliferacion (Cheung, F.S.et al, 2012,) vy
diferenciacién celular (Balmer, J.E. & Blomhoff, R. 2002). El descubrimiento de estas acciones de
las vitaminas ha desembocado en el desarrollo de medicamentos que en la actualidad son
regularmente usados en el tratamiento de diversas afecciones, en particular de productos
derivados de las vitaminas liposolubles A y D (Carlberg, C 2002; Christakos, S, et al., 2003; Hinds,
T.S., et al., 1997; Wu-Wong, J.R, et al., 2004). Si bien existen pocos estudios sobre los efectos no
clasicos de las vitaminas hidrosolubles, una de estas vitaminas, la niacina o vitamina B3, es
usada desde 1955 en concentraciones farmacolégicas en el tratamiento de dislipidemias,
existiendo en la actualidad amplios conocimientos sobre sus mecanismos de accion, lo que ha
desembocado en la generacion de diversos farmacos (Lee, J.M. et al. 2009; Menon, R., et al,,
2007). También a través de la investigacién sobre los efectos de las vitaminas ha sido posible la
identificacion de nuevas moléculas; asi, los estudios sobre los efectos de concentraciones
farmacologicas de niacina permitieron la identificacion de un receptor acoplado a proteinas G,
denominado GPR109A (Tunaru, S. et al., 2003; Wise, A. et al., 2003), que media las acciones de

control de los cuerpos cetdnicos sobre la lipogénesis.

La biotina es una vitamina del complejo B, que durante mucho tiempo fue poco estudiada
debido a los extrafios casos de su deficiencia alimentaria. En la década de los 60 surgieron
observaciones que sugerian su papel en la expresion de genes (Dakshinamurti, K. & Cheah-Tan,
C. 1968). Fue hasta 1990 que se iniciaron estudios que permitieron demostrar que la biotina en
concentraciones farmacologicas es capaz de modificar la expresion génica (Chauhan, J. &
Dakshinamurti, K 1991) y posee diversos efectos sobre procesos sistémicos como, la
reproduccion (Pillai, M.K. & Medhukar, B.V 1969; Simmins, P.H. & Brooks, P.H. 1983), el desarrollo
embrionario (Watanabe, T. 1996; Valenciano, A.l., et al., 2002), el metabolismo de carbohidratos y

de lipidos (revisado en Fernandez-Meijia, C, 2005; Vilches-Flores, A. & Fernandez-Mejia, C 2005). Las



observaciones sobre multiplicidad de efectos que posee esta vitamina en las funciones
bioldgicas, abre nuevos caminos de estudio que se encuentran en etapas aun poco exploradas.
De manera analoga a la trayectoria del estudio de otras vitaminas, la investigacién de las
acciones y de los mecanismos moleculares a través de los cuales la biotina ejerce su efectos
pleiotropicos permitiran el avance en el conocimiento de la participacion de la vitamina, o
metabolitos derivadas de ella, en los procesos sistémicos permitiendo de esta manera la
ampliacién del conocimiento cientifico y la posibilidad de desarrollar estrategias terapéuticas a

partir de ésta.

Los estudios que dan origen a esta tesis se basan en investigaciones (Lazo de la Vega-Monroy et
al., 2012) donde se encontré que la biotina aumenta la expresién de genes criticos en el
desarrollo del islote pancreatico y produce cambios en la estructura del islote, lo que sugiere
que la vitamina participa en la morfogénesis de éste, area de estudio muy activa en el campo
de la diabetes, que sirve actualmente como base en estrategias para la obtencion de células

beta funcionales para terapias de transplante.

A continuacién revisamos conocimientos referentes a las acciones metabdlicas vy
farmacologicas de la vitamina. Igualmente, se revisaran las bases de la funcién y desarrollo
pancreatico y a las proteinas que se han encontrado modificadas por la administracién de

biotina en los islotes.

2 ANTECEDENTES
2.1 Biotina

La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B (vitamina Bg), llamada también vitamina
H (del aleman haut, piel). Los mamiferos no pueden sintetizar la biotina por lo que es necesario

su consumo en la dieta diaria.
2.1.1 Estructura quimica de la biotina

Esta compuesta de un anillo imidazolinico fusionado con un anillo tetrahidrotiofeno. Un acido
valérico sustituto que se une a uno de los atomos de carbono del anillo tetrahidrotiofeno. Hay
tres formas de biotina: biotina libre (la Unica util para los seres humanos), biocitina (e-biotina-L-

Lisina) y dos sulféxidos L y D biotina. La biotina se encuentra en los alimentos, en la mayoria



de ellos unida al grupo € ~amino de una lisina, formando el dimero conocido como biocitina.
Para su absorcion se requiere romper este enlace semipeptidico por accion de la biotinidasa

pancreatica (Hymes J, Wolf B. 1996)

Figura 1 Estructura quimica de la biotina
2.1.2 Requerimientos de biotina y deficiencia de biotina

La dosis diaria recomendada de biotina no se encuentra claramente establecida debido a la
incertidumbre de la contribucién de la biotina sintetizada por las bacterias del intestino grueso,
a la variabilidad en la evaluacion de los niveles de biotina en el organismo y a la baja
prevalencia de la deficiencia clinica de biotina (Mock, D.M. 2006; Said, H.M. 2012). Sin embargo,
se ha estimado una ingesta diaria recomendada de biotina de 35 ug para nifios y 30 ug para
adultos (Food and Nutrition Board. National Academy Press, Institute of Medicine, Washington, DC,
1998).

A excepcion de los errores genéticos del metabolismo de la biotina, la deficiencia clinica de
esta vitamina sélo ocurre en periodos largos de nutriciéon parenteral o de administraciéon de
farmacos anticonvulsivos (Mock, D.M. 2006; Said, H.M. 2012). También se ha descrito deficiencia
subclinica de biotina durante el embarazo (Mock, D.M., 1997), el alcoholismo (Bonjour, J. 1991) y
en pacientes con enfermedad intestinal inflamatoria, dermatitis seborréica o enfermedad de
Leiner (Said, H.M. 2012).

Las manifestaciones clinicas de la deficiencia de biotina incluyen dermatitis periorificial,
conjuntivitis, dolor muscular, alopecia, ataxia, retraso del desarrollo, actividad disminuida de
carboxilasas dependientes de biotina, depresion, dermatitis descamativa, atrofia papilar lingual,

erupcion en o0jos, nariz y boca, pérdida de pelo, cejas y pestafias y sindrome de muerte subita



del lactante. Estos sintomas mejoran con una dosis de biotina de 150-300 ug por 3 a 5 dias
(Combs, G.F. 1992).

2.1.3 Papel de la biotina en las reacciones de carboxilacién

Su funcién mas conocida en los organismos eucariotes es la de participar como grupo
prostético de las carboxilasas. En los mamiferos se han identificado 5 carboxilasas
dependientes de Biotina: La piruvato carboxilasa (PC), la acetil CoA carboxilasa (ACC) 1y 2, la
propionil CoA carboxilasa (PCC) y la B-metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC). (Voet, D., J.G 2002).
Estas enzimas participan en diversos procesos metabdlicos como la gluconeogénesis, la

lipogénesis y el catabolismo de aminoacidos.

La acetil CoA carboxilasa (ACC) 1 y 2 catalizan la carboxilacion de Acetil-CoA para la
formacion de Malonil-CoA que sirve como precursor en la sintesis de acidos grasos, otras
carboxilasas como la Propionil-CoA carboxilasa (PCC) cataliza reacciones esenciales en el
metabolismo de los aminoacidos, colesterol y cadenas de acidos grasos. La B-metilcrotonil-CoA
carboxilasa (MCC) participa en el metabolismo de la leucina, convirtiendo al 3-metilcrotonil-CoA
en 3-metilglutaconil-CoA, finalmente la piruvato carboxilasa (PC) que es una enzima clave de la
gluconeogeénesis, en higado y riiidn, que cataliza el paso de piruvato a oxaloacetato. También
esta presente en los tejidos lipogénicos, en los que actua en la sintesis de acidos grasos.
(Lamhonwah A, Quan F et al. 1987)

La biotina tiene un papel fundamental en numerosas reacciones de carboxilacion puesto que es
un acarreador especifico de CO,. Los grupos carboxilo son activados en una reaccion que
consume ATP y une CO, al complejo formado por la biotina y la enzima correspondiente. El
CO, sera transferido a una molécula aceptora para completar la reaccién de carboxilacion.
(Lehninger et al, 2001, cap. 16, pp. 585-586)

Las carboxilasas dependientes de biotina son sintetizadas como precursores inactivos o
apoenzimas. La proteina activa u holoenzima se forma cuando la molécula de biotina se une a
un residuo de lisina localizada en una secuencia Met-Lys-Met conservada, esta reaccion se
lleva a cabo en dos etapas. En la primera, la biotina es activada empleando ATP para formar el
intermediario biotinil-5’-adenilato (biotinilF-AMP). En la segunda etapa, el grupo biotinilo se
transfiere a la apoenzima para unir al residuo de lisina previamente mencionado, liberandose
AMP. Una vez formada la holoenzima, procede la reaccion de carboxilacion del sustrato.
(Lamhonwah A, Quan F et al. 1987)



2.1.4 Biotina sobre la expresion de genes

Se conoce poco acerca de las vitaminas hidrosolubles como moduladores genéticos. Sin
embargo, los ejemplos de sus efectos sobre la expresion genética van en aumento. En adicion
a su papel como grupo prostético de las carboxilasa, en los ultimos afios se ha encontrado que
concentraciones farmacolégicas de biotina son capaces de modificar la expresion génica
(Rodriguez-Melendez, R. & Zempleni, 2003). El efecto de la biotina sobre la expresién de genes no
esta confinado a la molécula de biotina como tal y al parecer tampoco este es un resultado de
su actividad de carboxilasa. Analogos sintéticos de la biotina como el diaminobiotina y
desthiobiotina, que no participan como grupos prostéticos tienen actividades similares a la
biotina sobre la expresion de genes. Se ha visto que la Bisnorbiotina, posee capacidad de
modificar la expresion de genes, se trata de un metabolito resultante de la beta-oxidacion de la
cadena valérica de la biotina, éste no puede ser activado bajo el enlace con AMP, que es un

prerrequisito para la unién a las carboxilasas. (Rodriguez-Melendez R et al. 2006)

El efecto de la biotina sobre la expresion del RNA mensajero se encuentra actualmente bien
establecido (Rodriguez-Melendez R, 2003; Zempleni, J, 2005). Se sabe que la biotina participa en la
regulacién de la transcripcion de enzimas que requieren de ella como grupo prostético y
sustrato, como son la holocarboxilasa sintetasa (Rodriguez-Melendez, R., 2001; Solorzano-Vargas
S 2002); la acetil-Coenzima A carboxilasa—1; la propionil Coenzima A carboxilasa-A (Solorzano-
Vargas S 2002); asi como de aquellas proteinas que no la necesitan como cofactor.
(Chauhan,J.1991, Dakshinamurti, K 1994, Maeda, Y.1996, Wiedmann S et al. 2004). La accion de la
biotina sobre la expresion genética parece ser muy amplia: en un estudio de microarreglos en
células mononucleadas de sangre periférica humana, se encontré que una suplementacion de
biotina en una dosis de 8.8 uymol/d durante 21 dias, afecta positivamente la expresion de 139

genes, mientras que disminuye la de otros 131 (Wiedmann S et al. 2004)

El efecto de la biotina sobre la expresidbn de genes también se produce al nivel
postranscripcional (Collins JC et al. 1988, Rodriguez-Melendez R et al. 2005). La expresion del
receptor de asialoglicoproteina esta disminuido en células HepG2 deficientes en biotina (Collins
JC et al.1988). La adicion de biotina restaura completamente la expresion proteica del receptor
de asiologlicoproteina, mientras que la expresion del mRNA no se modifica. Este mismo efecto
se observa sobre la expresion del receptor de la insulina. También, estudios de protedmica,

identificaron cambios en la expresién de proteinas en respuesta a concentraciones



farmacologicas de biotina; la mayoria de ellas corresponden a proteinas que juegan un papel

en la senalizacion celular, estructura nuclear y transporte (Rodriguez-Melendez R et al. 2005).
2.1.4.1 Mecanismos moleculares de la biotina sobre la expresiéon de genes

Se han identificado diferentes vias, no necesariamente excluyentes, que podrian participar en

la accién genética de la vitamina:
2.1.4.1.1 Activacion de la guanilato ciclasa soluble

Estudios de Vesely D. en 1982 descubrieron que la adicion de 1 uM de biotina a extractos
celulares aumentaba la actividad de la guanilato ciclasa soluble. Posteriormente, Spence y
Koudelka (1984) encontraron que el aumento producido por la biotina en la actividad de la
glucocinasa hepatica estaba precedido por un incremento en las concentraciones intracelulares
de GMPc, lo que sugeria que la biotina ejercia su efecto génico a través de este segundo
mensajero. Solorzano y colaboradores (2002), proponen que el compuesto biotinil-AMP es el
vinculo en la cascada de fosforilacion involucrada en la regulacién de la expresion genética por
la biotina. Estos autores encontraron que la regulacion de la expresién de la acetyl —CoA
carboxilasa 1, la propionilCoA carboxilasa y de la propia holocarboxilasa sintetasa requiere de
la actividad enzimatica de la holocarboxilasa sintetasa. Con base en sus resultados proponen
que el biotinil-AMP, por un mecanismo aun no conocido, activa la guanilato ciclasa soluble, y
que, de esta manera, se incrementa el contenido de GMPc, que a su vez activa a la PKG

favoreciendo asi una serie de fosforilaciones que modifican la expresion de los genes.

Poco es conocido sobre los mecanismos por los cuales la biotina estimula la guanilato ciclasa
soluble. Un reporte (Rodriguez-Melendez R et al. 2009) ha sugerido que la biotina ejerce su efecto
a través de la via de la sintasa del oxido nitrico. Estudios en la linea celular Jurkat de linfoma
humano, encontraron que la concentracion de oxido nitrico, la abundancia del RNAm de la
sintasa del oxido nitrico endotelial e inducible asi como la actividad del PKG, dependian de la
concentracién de biotina en el medio (Rodriguez-Melendez R et al. 2009) sin embargo en estudios
in vivo, la sintasa el oxido nitrico no parece estar involucrada en la accion hipotensora de la
biotina (Watanabe-Kamiyama M et al. 2008). Se requiere de investigacién adicional para
determinar el papel del oxido nitrico en la estimulacion de la guanilato ciclasa soluble mediada

por biotina.

La cascada de eventos posteriores a la activacién de la guanilato ciclasa/ PKG en la expresion

de genes mediado por la biotina ha sido pobremente investigada. Estudios en nuestro



laboratorio en islotes pancreaticos aislados descubrieron que posterior a la activacién de la
PKG, se aumenta la produccién de ATP, a su vez el incremento de ATP induce la secrecion de
insulina a través de los canales de potasio sensibles ATP. La insulina asi secretada activa la

sefalizacion PI3K/Akt, lo cual incrementa la expresion del RNAm de glucocinasa.
2.1.4.1.2 Biotinilacién de histonas.

Otro mecanismo molecular que podria estar involucrado en el efecto de la biotina sobre la
expresién genética es la biotinilacion de histonas. La presencia en el nucleo de dos enzimas
claves en el metabolismo de la biotina, la biotinidasa y la holocarboxilasa sintetasa (Hymes J,et
al., 1999; Stanley JS, et al.,2001) asi como su capacidad de biotinilar histonas apoyan esta
hipétesis. Algunos estudios sugieren que la biotinilacion de histonas podria estar ligada a la
proliferacion celular (Stanley et al, 2001) asi como a la reparacién y replicacion del ADN (Peters et
al, 2002)

Varios estudios han demostrado que la biotina se une a proteinas de histonas de manera
especifica en varios tipos 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 proliferacion celular
(Zempleni et al., 2001), cambios durante el ciclo celular de células de sangre periférica humana
(Stanley et al., 2001), incremento en la biotinilacién de histonas por luz ultravioleta en células
Jurkats (Peters et al., 2002) y cambio en el patrén de biotinilacion de histonas en Drosophila m.
(Hoi et al., 2007). Sin embargo estudios recientes han cuestionado el papel de la biotinilacién de

histonas como mediador de los efectos de la biotina (Bailey et al., 2008; Healy et al., 2009)
2.1.5 Efectos de concentraciones farmacologicas de biotina en funciones bioldgicas

Asociado con la expresion de genes se ha encontrado que la biotina en concentraciones
farmacoldgicas posee diversos efectos sobre procesos sistémicos como el desarrollo
(Watanabe, T. 1996), la reproduccion (Baez-Saldana, A. et al., 2009; Simmins, P.H. & Brooks, P.H.
1983) y el metabolismo de lipidos y de carbohidratos (Fernandez-Mejia, C. 2005)

2.1.6 Biotina en el metabolismo de carbohidratos

La suplementacién con biotina modula también la expresién de genes criticos en la
homeostasis de la glucosa. Genes como la glucocinasa hepatica (Chauhan, J. & Dakshinamurti, K

1991) y el receptor de insulina (De La Vega, L.A. & Stockert, R.J 2000) aumentan su expresién en



respuesta a la suplementaciéon con biotina, mientras que genes gluconeogénicos como la
PEPCK (Dakshinamurti, K. & Li, W 1994) y glucosa-6-fosfatasa, asi como los factores
transcripcionales HNF-4alfa y FoxO-1 (Sugita, Y., Shirakawa et al., 2008) disminuyen su

expresion.

La biotina también aumenta la expresion de genes del islote pancreatico. Estudios en nuestro
grupo (Vilches-Flores, A., 2009, Romero-Navarro, G et al., 1999) han encontrado que la biotina
incrementa la actividad y la expresion de la glucocinasa pancreatica en islotes aislados de rata.
Esta enzima es el paso limitante en la secrecion de insulina en respuesta a los cambios en las
concentraciones de glucosa sanguinea (Matschinsky, F.M. 1996) y un factor determinante en la
masa Yy la regeneracion de la célula beta (Porat, S. et al 2011). Efectos similares sobre la
glucocinasa fueron observados en la linea celular de insulinoma RIN 1046-38 (Borboni, P. et al
1996). La expresion del gen de la insulina (Romero-Navarro, G. et al., 1999) vy del factor
transcripcional PDX-1, determinante en el desarrollo pancreatico (Yoshikawa, H. et al., 2002),

también se incrementan con la suplementacion con biotina.

En estudios in vitro realizados por nuestro grupo (Vilches-Flores, et al., 2009; Romero-Navarro, G.
et al. 1999) y otros (Sone, H. et al 2000; Sone, H. et al.,, 1999) se ha encontrado que la
exposicion aguda a dosis farmacoldgicas de biotina incrementa la secrecion de insulina en
respuesta a glucosa. Este efecto se ha observado tanto en cultivos primarios de islotes
(Romero-Navarro, G. et al., 1999), como en perfusion de pancreas total (Sone, H. et al. 1999) o
islotes pancreaticos (Sone, H. et al., 2000). El cultivo de islotes con una dosis de 1 a 10 ymol/l de
biotina durante un tiempo de 30 min a 24 hr incrementa la secrecién de insulina tanto a
concentraciones basales (5.5 mmol/l) como estimulatorias (16 mmol/l) de glucosa (Vilches-
Flores, A., et al., 2009; Romero-Navarro, G. et al., 1999; Sone, H. et al., 2000). La biotina es la Unica
vitamina del complejo B que incrementa la secrecién de insulina (Sone, H. et al., 2000), efecto

que ha demostrado ser dependiente de la dosis de biotina (Sone, H. et al., 1999).

En estudios recientes (Lazo de la Vega-Monroy. et al., 2012) que dan origen a este proyecto
encontramos que en ratones la administracién durante ocho semanas de una dieta conteniendo
concentraciones farmacolégicas de biotina 55 veces la presente en la dieta control incrementé
la secrecion estatica de insulina y la expresion de este gen, asi como el RNAm de proteinas
participan en la secrecién de insulina en respuesta a la glucosa: Glucocinasa, el canal de calcio
alfa 1d (Cacnald) y acetil-CoA carboxilasa. En concordancia con estos efectos, los islotes

provenientes de los ratones suplementados con biotina mostraron un aumento en la secrecién



estatica de insulina. Estos ratones también mostraron una mejora en la tolerancia a la glucosa y
un incremento de insulina en sangre en respuesta a la glucosa, sin observarse cambios en los

niveles basales de glucosa ni en la tolerancia a la insulina.

También, la expresion del RNAm de factores transcripcionales que son determinantes en el
desarrollo del islote y que en la etapa adulta regulan la sintesis y secrecién de insulina, como

Foxa2, Pdx1y Hnf4a se encontraron incrementados.

El analisis morfométrico revelé que la suplementacién con biotina incrementé la masa de las
células beta por medio de un aumento en el tamafo de los islotes. De forma inesperada, en la
arquitectura de los islotes se observoé un porcentaje mas elevado de islotes con células alfa
localizadas hacia el centro del islote con respecto a los controles. El analisis de la expresion de
proteinas de adhesion encontré una disminucion en la expresion del RNAm de Ncam1,
indispensable en el mantenimiento de la arquitectura del islote. No se encontré diferencia en la
abundancia del RNAm de la cadherina (Cdh1) entre el grupo suplementado y el grupo control,

en tanto que el mensajero de B-actina (Act ), se encontrd incrementado.
2.1.7 Efectos de la suplementacién con biotina en diabetes

En concordancia con sus efectos sobre el metabolismo de glucosa y la secrecion de insulina,
diversos estudios han encontrado que la administracién de dosis farmacolégicas de biotina
disminuye la hiperglucemia tanto en pacientes (Coggeshall, J.C., et al., 1985; Koutsikos, D. et
al., 1996) como en modelos diabéticos (Zhang, H., et al., 1997; Zhang, H. et al., 1996), aunque
estos efectos no se han observado en todos los estudios (Watanabe-Kamiyama, M. et al., 2008;
Revilla-Monsalve, C. et al., 2006).

En pacientes con diabetes tipo 1 a los cuales se suplementé con 16 mg/dia de biotina durante
una semana, sin recibir insulina exégena, la glucosa en ayuno disminuy6 de forma significativa
(Coggeshall, J.C., et al., 1985). En estudios en pacientes Japoneses con diabetes tipo 2, la
administracion oral de 9 mg/dia de biotina durante un mes mejoré la tolerancia a la glucosa y
disminuy¢ la hiperglucemia en ayuno, efecto que se revirtié al suspender la administraciéon de
biotina (Maebashi, M. et al., 1993). En pacientes de hemodialisis, dosis de 50 mg/dia de biotina
por 2 meses mejoraron también la tolerancia a la glucosa (Koutsikos, D. et al., 1996). Estudios en
nuestro laboratorio encontraron que la administraciéon de 15 mg/dia de biotina durante 28 dias a
pacientes con diabetes tipo 2 (hiperglucemia moderada) no produjo cambios en las

concentraciones de glucosa en ayuno (Baez-Saldana, A. et al., 2004; Revilla-Monsalve, C. et al.,
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2006). La discrepancia entre los estudios puede deberse a la variabilidad genética y/o a

diferencias en el estado diabético de las poblaciones en las que fueron realizados.

La suplementacion con biotina también disminuye la hiperglucemia en modelos animales de
diabetes. En ratones de la cepa KK no obesos, modelo animal de diabetes tipo 2 moderada que
se caracteriza por un estado prediabético debido a una resistencia a la insulina, el tratamiento
con 2 y 4 mg/kg de peso de biotina durante 10 semanas disminuy6 la glucemia post-prandial,
mejorando la tolerancia a la glucosa. Ademas, a las dosis de 4 mg/Kg se observd una
disminucion de la insulina plasmatica. Estos estudios también encontraron que el tratamiento
con biotina aumenta la sensibilidad a la insulina (Reddi, A.,et al., 1988). Otro estudio encontrd
que la tolerancia a la glucosa de las ratas con diabetes inducida con estreptozotocina mejora
parcialmente con el tratamiento durante 15 dias con biotina (100 pg/dia) (Zhang, H..et al., 1997).
Asimismo, en las ratas OLETF, un modelo que desarrolla diabetes tipo 2 de manera
espontanea, la suplementacién con 1 a 2 mg/dia de biotina durante 24 semanas, también
mejoro la tolerancia a la glucosa (Zhang, H. et al., 1996). Sin embargo, otros estudios no han
encontrado efectos de la suplementacién con biotina (60 pg/kg de peso) sobre la tolerancia a la
glucosa ni en ratas diabéticas ni en un modelo de ratas con hipertensidon espontanea
(Watanabe-Kamiyama, M. et al., 2008). Las bajas concentraciones de biotina usadas en este

estudio pueden ser la razén de las diferencias observadas en comparacion con otros estudios.

La evidencia de que la biotina tiene efectos favorables sobre el metabolismo de glucosa ha
llevado al desarrollo de medicamentos que contienen biotina recomendados para el tratamiento
de la diabetes tipo 2 (Albarracin, C.,et al., 2005; Singer, G.M. & Geohas, J. 2006). Estos productos
contienen concentraciones farmacolégicas de biotina que representan de 40 a 166 veces mas
la ingesta de biotina recomendada (Food and Nutrition Board, National Academy Press, Institute of
Medicine, Washington, DC, 1998). Si bien las investigaciones acerca del efecto de la biotina sobre
el metabolismo de carbohidratos aportan evidencia de que la biotina modifica la expresion de
genes que favorecen la captacion de glucosa y reduce los niveles de glucosa sanguinea en
condiciones de hiperglucemia, nuestras observaciones sobre el efecto de la biotina sobre el
aumento el tamafo de los islotes y el cambio en la proporcién de la distribucion de las células
en el islote, indican que es necesario ahondar en los mecanismos que producen estos efectos

para determinar la inocuidad de la biotina.
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2.2 Pancreas

Es un érgano que se ubica en la curva del duodeno en forma de C, y esta conectado a éste por
la Ampula de Vater, donde el ducto pancreatico se une con la vesicula biliar, cubierto por el
estomago y extendido transversalmente desde el duodeno hasta el bazo. Se trata de una
glandula mixta; es decir esta compuesta de tejido glandular de secrecién tanto exocrina como

endocrina.
El pancreas en los mamiferos consiste de tres compartimentos epiteliales principales:

El sistema ductal transporta las proenzimas digestivas producidas por el tejido exocrino acinar

hacia el duodeno.

La porcién exocrina que constituye el 80-85%, comprende el denominado tejido tubulo-acinar
responsable de la secrecion de enzimas digestivas incluyendo proteasas, amilasas, lipasas y
nucleasas, muchas de estas secretadas como precursores inactivos, que inician su actividad
después de que entran al duodeno. La glandula exocrina segrega el jugo digestivo que
contiene grandes cantidades de iones sodio y bicarbonato que neutralizan el material acido que

entra al intestino delgado desde el estdmago.

Parte endocrina: esta representada por los islotes de Langerhans que son agrupaciones de
varios tipos de células distribuidas entre el tejido acinar, encargadas de la secrecion de
distintas hormonas. Se han designado 5 tipos celulares dentro de los islotes de Langerhans

como: a, B,vy, 8, ey PP.

= Las células alfa.- se encargan de sintetizar el glucagon, hormona con actividad
glucogenolitica y gluconeogénica en el higado. Su porcentaje en los islotes de los
mamiferos varian dependiendo de la especie, pero su nimero es menor a las células
beta. Representan aproximadamente el 10 al 20% del volumen del islote y se
distribuyen en forma periférica.

= Células beta.- Se localizan comunmente en el centro del islote, son las encargadas de
sintetizar la insulina. EI numero de estas células es mayor al resto de las células en los
islotes, mas del 50% en humanos y en ratas del 67%

= Células delta.- contienen somatostatina, sustancia que inhibe la liberacion tanto de
insulina como de glucagon. Se distribuyen de igual manera que las células alfa, en la

periferia del islote, pero su numero es muy reducido.



12

= Células PP.- Son células que al igual que las células alfa y delta, se encuentran en la
periferia del islote, producen y liberan polipéptido pancreatico, ejerce diversos efectos
en el aparato digestivo, como son la estimulacion de la secrecion de gastrina, de
enzimas intestinales y la inhibicion de la motilidad intestinal.

= Celulas €.- Son células que se encuentran en la periferia del islote y secretan grelina,

que regula el apetito y la hormona de crecimiento. (Diaz, C, 2008)

Conducto biliar del
higado

Duodeno i /

Estomago

Islote de Langerhans

Hormonas (insulina,
glucagén

sangre

Porcién endocrina del pancreas
(islotes de Langerhans
Células acinares, secretan

acuosas NaHCO3 enzimas digestivas

Figura 2 Anatomia del pancreas
El pancreas maduro adyacente al duodeno, la parte exocrina, compuesta por el tejido acinar, encargado
de producir y secretar las enzimas digestivas, y subsecuentemente transportadas al intestino. La parte
endocrina del pancreas o islotes de Langerhans, que consisten de 4 tipos celulares productores de
hormonas: células alfa (rojo, secretan glucagoén), beta (verde, secretan insulina), delta (amarillas,
secretan somatostatina) y las células PP (azules, polipetido pancreatico).

Modificada de http://blogdefarmacia.com.

El pancreas endocrino representa tan solo de 1 al 5% de la masa pancreatica total (Kim SK,
2001), en el islote las células beta abarcan de 70 a 80% del total de las células, de modo que la
mayoria de los estudios acerca de los factores transcripcionales y su funciéon en los islotes
pancreaticos se centran en la célula beta por la dificultad de evaluar otras células cuyo

porcentaje en el pancreas es muy pequefo.
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La célula beta adulta es un tipo celular altamente especializado que se encarga de controlar la
produccién, procesamiento, almacenamiento y modulacién de la secrecién de insulina. La
célula beta responde a cambios metabdlicos, hormonas circulantes y neurotransmisores
(Hellerstrom C, 1984, Weir GC,1997).

2.2.1 Secrecion de Insulina

La secrecién de insulina en respuesta a glucosa es un proceso complejo de multiples pasos
que requiere del transporte y la oxidacion de la glucosa, cambios electrofisioldgicos y la fusion

de granulos secretores que contienen insulina en la membrana plasmatica de la célula.

La glucosa entra a la célula por difusion facilitada mediada por un grupo de proteinas
transportadoras de glucosa relacionadas (GLUT), en la célula beta pancreatica de roedores, la
glucosa es transportada por la isoforma 2 del transportador de glucosa (GLUT2). La glucosa es
fosforilada para formar glucosa-6 fosfato por la glucocinasa. Esta enzima juega un papel critico
en la secrecidn de insulina en respuesta a glucosa y es considerada el sensor de glucosa de la
célula beta pancreatica (Matschinsky FM, 2002). La generacion de ATP por la glucolisis y el ciclo
de Krebs provoca el cierre del canal de K* sensible a ATP — un hetero-octamero formado por
cuatro subunidades de receptor a sulfonilurea 1 (SUR1) y cuatro unidades del canal rectificador
de entrada de K+ Kir6.2. El cierre de los canales de K ocasiona una despolarizaciéon de la
membrana plasmatica y un flujo de calcio extracelular al interior de la célula. Este proceso lleva
a la fusién de los granulos secretores que contienen insulina con la membrana plasmatica y la
liberacion de insulina hacia la circulacion. (citado por Lazo de la Vega M.L, 2010). Se sabe que la
secrecion de insulina en respuesta a glucosa comprende una primera fase rapida de secrecion,
ocasionada por una via de disparo (0 un mecanismo dependiente de Karp), Seguida de una
segunda fase sostenida que depende de una via de amplificacion (0 un mecanismo
independiente de Katp) (Henquin, J.C et al., 2000; Aizawa, T., et al., 2002)

La naturaleza bifasica de la secrecidon de insulina ha sido explicada por la existencia de
diversas pozas de granulos de insulina al interior de la célula beta (Aizawa, T. & Komatsu, M.
2005). Los granulos de liberacion inmediata son los primeros en secretar insulina en respuesta
al incremento del [Ca?']i durante la fase de disparo, ocasionando la primera fase de secrecién
de insulina. Ademas de incrementar la relacion ATP/ADP para la primera fase de secrecion de
insulina, el metabolismo de la glucosa en la célula beta puede generar una serie de sefiales, o

factores de acoplamiento metabdlico, capaces de iniciar y sostener la segunda fase de
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secrecion de insulina, presuntamente a través de la movilizacién de la reserva de granulos de

insulina y la reposicidn de los granulos de liberacidén inmediata.

Diversos estudios han demostrado un papel autécrino de la insulina sobre la funcién y
sobrevivencia de la célula beta (Aikin R, 2009, Navarro- Tableros V 2004). En este proceso, la
unién de la insulina a su receptor promueve la autofosforilacién del mismo, catalizando a su vez
la posterior fosforilacion en tirosina de proteinas como IRS (IRS1 e IRS2). Una vez fosforiladas,
interactian con moléculas de sefializacion, lo cual resulta en una cascada de fosforilaciones en
las que se activan secuencialmente PI3K, PDK y Akt, una cinasa de serina/treonina que regula

procesos como la sobrevivencia celular, la proliferacion, el crecimiento y el metabolismo.
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Figura 3 Secrecién de insulina estimulada por glucosa, en las células beta pancreaticas.

La glucosa entra en a la célula por difusién facilitada, en la célula beta pancreatica, es transportada por
la isoforma 2 del transportador de glucosa (GLUT2). La glucosa es fosforilada para formar glucosa-
6fosfato por la glucocinasa. La generacion de ATP por la glucolisis y el ciclo de krebs provoca el cierre
del canal de K* sensible a ATP, la despolarizacién de la membrana y una subsecuente apertura de los
canales de calcio dependientes de voltaje. El incremento en las concentraciones intracelulares de calcio
facilita la fusion de los granulos secretores que contienen insulina con la membrana plasmatica y la
liberacion de insulina hacia la circulacion.

http://commons.wikimedia.org.File:Glucosa_Liberacion_Insulina_Pancreas.svg
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2.2.3.1 Fosforilacién de la glucosa

En la célula beta pancreatica, la glucosa luego de ser transportada por la isoforma dos del
transportador de glucosa (GLUT?2), sera fosforilada para formar glucosa-6-fosfato a través de la
glucocinasa. La glucocinasa es una enzima que esta presente en las células cuya funcion
requiera una respuesta fisioldgica a las concentraciones de glucosa. Esta enzima se expresa
también en los hepatocitos, enterocitos tipo K y L, y algunas células neuroendocrinas del

hipotalamo.
2.2.3.2 Funciones de la glucocinasa en la secrecién de insulina

La glucocinasa es una de las cuatro isoenzimas que catalizan el primer paso en el metabolismo
de la glucosa, la clave de su cinética es la baja afinidad por el sustrato (Sgs57-9mM) su
saturacion fisioldgica con el segundo sustrato Mg ATP, y su cooperatividad, (Matschinsky FM, et
al., 1996) la afinidad de la enzima por el Mg ATP esta muy por debajo de las concentraciones
intracelulares de glucosa y de la cantidad de glucocinasa dentro de la célula, es importante la
falta significativa de inhibicion por producto final dado por glucosa-6-fosfato dado que la

catalisis no se ve disminuida cuando las concentraciones de glucosa aumentan.

La cooperatividad de la glucocinasa hacia la glucosa no puede ser explicada por el clasico
mecanismo de alosteridad para  multisubunidades, debido a que la glucocinasa es
cataliticamente activa en un estado monomeérico (Cardenas ML, 1978) la enzima existe en dos
formas diferentes, una abierta y una cerrada. La forma abierta representa una baja afinidad a la
glucosa, y cataliticamente lenta de la enzima. La conformacién cerrada se correlaciona con una
alta afinidad de la glucocinasa por la glucosa y con union al ATP en el sitio activo durante la
catalisis (Aleshin AE, 1998)

La glucocinasa juega un papel importante en el metabolismo, porque permite un rapido
equilibrio entre los niveles de glucosa plasmaticos y los intracelulares (Whitesell RR, 1991).
Como la glucocinasa no esta bajo un control de inhibicién por retroalimentacién, provocado por
metabolitos de glucosa, como la glucosa 6 fosfato, su actividad depende de la disponibilidad de

glucosa mas que de la concentracién de su producto.

Detras de su papel como regulador metabdlico para la secrecion de insulina estimulada por
glucosa, se ha propuesto que la fraccion proteica de la glucocinasa podria jugar un papel aun
desconocido en la regulacién del movimiento de los granulos de insulina a lo largo de los

filamentos de tubulina, como una co-localizacion con kinesina, esto ha sido demostrado por
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medio de inmunohistoquimica y FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) analizados a

través de un photobleaching en células MING (Baltrusch S, 2007).

El RNAm de glucocinasa es transcrito desde dos diferentes promotores que son utilizados de
manera “tejido especifico”, el promotor rio arriba esta involucrado en la produccion del RNAm
de Glucocinasa de las células beta, duodeno, pituitaria y cerebro, mientras que el promotor rio
abajo es utilizado en el higado (Magnuson MA,1990) existen dos secuencias diferentes que son
funcionalmente importante en las células beta, referidos como un elemento promotor rio arriba
(UPE) y sitios Pal (Shelton KD, et al.,1992).

Los UPEs son elementos ricos en Ay T que parecen ser regulados positivamente por PDX1
(Shelton KD, et al.,, 1992) ademas estan involucrados con genes esenciales en la funcién y
secrecion de las células beta asi como en el desarrollo del pancreas (Ohlsson H, et al., 1993) y
Glut2 (Waeber G, et al., 1996). Beta 2 o NeuroD1 se enlazan especificamente en una region
comprendida dentro del promotor endégeno de Glucocinasa de las células beta. Los datos
sugieren que Neuro D1:E47 se enlaza especificamente y activan el promotor rio arriba de
Glucococinasa en los islotes y en el intestino. Ademas del papel de NeuroD1 como activador
transcripcional, juega un papel significativo en el desarrollo del pancreas, cerebro y otras
células endocrinas. Ratones deficientes de NeuroD1 resultan en una formacion comprometida

de las células de los islotes. (Naya FJ, et al., 1995)
2.2.3.3 Canales de Calcio en la célula beta

Cuando la glucosa extracelular aumenta, es captada en las células beta por su transportador
GLUT2. El metabolismo de la glucosa conduce a un cambio en la proporcion ATP/ADP,
resultando en el cierre de los canales de Katp Y la despolarizacion de la membrana. Lo cual
lleva a la activacion de canales de calcio dependientes de voltaje (VDCC), esta variaciéon de
potencial de membrana y el incremento de las concentraciones intracelulares de calcio

provocan la exocitosis de insulina. (Hiriart M, 2008).

El movimiento del calcio en respuesta a un incremento de glucosa extracelular, de 3 a 20mM,
involucra una disminucién en la concentracién de calcio, seguidas por una lenta y grandes
oscilaciones de calcio con picos rapidos y superpuestos, estas oscilaciones reflejan un relleno
y vaciado de pools de calcio, particularmente desde el reticulo endoplasmatico. (Gilon P,1999,
Henquin JC, 2006, Henquin JC, 1998)
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La respuesta inicial es considerada debido a la entrada de calcio en el reticulo endoplasmico,
preparando a las células beta para responder a diferentes hormonas y neurotransmisores, los
cuales movilizarian el calcio desde el reticulo endoplasmico via IP; y de otros canales calcio. El
mecanismo por el cual un incremento en las concentraciones de calcio, aumenta por la
liberacion de Calcio desde el reticulo endoplasmico es conocido como CICR (liberacién de

calcio estimulada por calcio).

Los canales de calcio dependientes de voltaje, VDCCs estan clasificados de acuerdo a si son
activados con bajo voltaje (Tipo T) o alto voltaje (L, N P/Q y R). En ambos casos, estan
compuestos por un complejo heteromerico formado por las subunidades alfa 1, alfa 2, beta (se
han distinguido 4 genes, Ca,1 Ca,s2, Ca,f3, Ca,p1) y la subunidad gamma. Los canales de
calcio tipo L son considerados los mas importantes para la entrada de Calcio porque controla la
secrecion de insulina en las células beta, estos canales estan localizados cerca de los granulos
de insulina en las células beta. Una de las razones que explica la secrecion bifasica de la
insulina es la libracién secuencial de los distintos granulos de insulina, los cuales estan

asociados con diferentes subtipos de canales de Calcio tipo L. (Yang SN, Berggren PO., 2005)

Las ratas y los ratones expresan dos subunidades diferentes alfa 1 en los canales de calcio tipo
L, que son alfa 1D (Ca,1.3) y Alfa 1C (Ca,1.2). Se sabe que la subunidad alfa 1D contribuye
mayoritariamente en la secrecién de insulina estimulada por glucosa. (Liu G, 2003, Navarro-
Tableros V, 2007, Scholze A, 2001). Interesantemente en las células beta de los humanos un
bloqueo de la subunidad alfa 1D en los canales de calcio tipo L bloquea la secrecion de insulina
(Braun M et al., 2008, Misler S, et al., 1992). A diferencia de los ratones la secrecion de insulina no
fue afectada por una falta de la subunidad alfa 1D (Vignali S, et al., 2006) sin embargo una
pérdida de la subunidad alfa 1C disminuye las concentraciones de calcio intracelular, ademas
del bloqueo de los canales de calcio tipo L, lo cual indica que es el principal tipo de canal de

calcio en estas células (Babenko AP, et al., 2003).

Es posible que en las células beta de los ratones, alfa 1D sea requerido para la adecuada
regeneracion durante el periodo posnatal, ratones con expresion nula para alfa 1D, resultaron
mucho mas pequenos al momento del nacimiento con respecto a su camada control y
exhibieron hipoinsulinemia e intolerancia a la glucosa, sin embargo la sensibilidad a la glucosa
y la secrecién de insulina fueron normales, resultado de una sobreexpresiéon de la subunidad
alfa 1C, aun cuando el numero de islotes fue igual que el Wild type (Jing X et al., 2005; Yang SN
et al., 2005).
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Es importante mantener la idea de que la localizacion y el numero de canales, es importante
para mantener una funcion normal. En ratas neonatales las células beta poseen una respuesta
secretoria hacia la glucosa mas baja que las células adultas; este efecto ha sido asociado con
corrientes de calcio mas cortas, y aunque la respuesta secretoria mejora después del

nacimiento, pero al dia 28 aun es menor que en los adultos (Aguayo-Mazzucato C, 2006)

2.2.2 Factores transcripcionales que participan en el funcionamiento de la célula beta

pancreatica

Los factores transcripcionales son proteinas que regulan la transcripcién de mRNA al unirse a
secuencias especificas en los promotores y otros elementos cis de un gen determinado. Estas
secuencias especificas se denominan elementos de respuesta, y a pesar de ser indispensables
para la union del factor transcripcional al DNA, el efecto activador o represor de los factores

transcripcionales sobre sus genes blanco depende de:

- La cantidad, localizacién y actividad del factor en el nucleo.
- Su interferencia o sinergia con otros factores transcripcionales y/o maquinaria de
transcripcion.

- El ambiente cromatinico del gen que regulan (Sperling S. 2007)

Dada la participacion en la modulacion especifica de la expresion de proteinas que le otorgan a
una célula la capacidad de realizar las funciones caracteristicas de su tipo celular diferenciado,
los factores transcripcionales juegan un papel crucial durante el desarrollo y mantenimiento del
fenotipo de un organismo, incluyendo el pancreas (Sperling S. 2007). La identificacion de los
factores de transcripcion y el estudio del fenotipo que se presenta en modelos de ratones
knockout para estas proteinas, han permitido ampliar el conocimiento con respecto a las
funciones de la célula beta adulta y su regulacion, revelando que muchos de ellos participan no
solo en la diferenciacion sino también en el mantenimiento de las caracteristicas propias de la

célula beta adulta.
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Figura 4 Factores transcripcionales.
Factores transcripcionales en la célula beta, que se regulan entre ellos, activan ( == ) o reprimen la
expresion de genes que participan en la secrecion de insulina en respuesta a glucosa.

Entre los factores transcripcionales participantes en la especificacion de los subtipos

celulares con un énfasis en las lineas endocrinas encontramos:
2.2.2.1 Homeobox 1 pancreatico y duodenal (Pdx1)

Es un factor transcripcional, que se expresa a partir del dia E8.5, en el endodermo dorsal y
ventral, distal del estbmago y del epitelio duodenal. Durante el desarrollo fetal la expresion de
Pdx1, llega a ser progresivamente exclusiva las células beta, en las que controla, la secrecién

de insulina estimulada por la glucosa. (Ohlsson et al., 1993; Stoffers et al., 1999; Guz et al., 1995).

Este factor transcripcional es un miembro del conjunto de genes Parahox, importantes en el
desarrollo embrionario. En la etapa adulta, Pdx1 se expresa solamente en las células beta del
islote, en algunas células O, y durante el desarrollo en mucho menor proporcién en el tejido
acinar y células ductales (Guz et al., 1995). Este factor transcripcional es de primordial

importancia para la funcién pancreatica. Estudios de ratones transgénicos con ablaciones de
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pdx1 tienen alterada la funcién de la célula beta y presentan fenotipos diabéticos. (Ahigren U,
1998; Stoffers DA 1997)

Se ha sugerido que la disminucion en la actividad de Pdx1 puede ser un factor de
susceptibilidad para la aparicion de diabetes tipo 2 (Brissova M, 2002) ademas mutaciones en el
homologo humano de Pdx1 (Ipf1) son causantes de MODY4 (Stoffers DA, 1997). Pdx1 participa
en el mantenimiento y la proliferacion de las células beta (Holland AM, 2005). Muchos de los
genes blanco de Pdx1 son cruciales para el funcionamiento de la célula beta, ya que ademas
de regularse a si mismo (Chakrabirti SK, 2002), este gen regula también el transportador de
glucosa glut2 (Anhigren U, 1998), a otros factores transcripcionales de la célula beta como MafA
(Raum JC, 2006), hnf4a (Thomas H, 2001) y a la misma insulina (Chakrabirti SK, 2002).

Los genes mitocondriales también son un blanco importante para Pdx1, ya que estos participan
en la produccion de ATP, (Gauthier BR, 2004), compuesto critico en la secrecion de insulina en
respuesta a glucosa, entre estos genes se encuentran la subunidad nd1 de la NADH
deshidrogenasa del complejo uno de la cadena respiratoria, de esta forma, la perdida de
funcién de Pdx1 esta asociada a una baja en la concentracién total de ATP y NADPH (Brissova
M, 2002; Gauthier BR, 2004).

Pdx1 reconoce secuencias especificas en el DNA con una gran afinidad, dependiendo del
estado de apertura de la cromatina (Chakrabirti SK, 2002). Aumentan el grado de acetilacién de
las histonas H3 y H4 en el promotor del gen de insulina (Docherty HM, 2005). El gen de Pdx1
posee una regién conservada 2kb antes del codén de inicio de la transcripcion en mamiferos
llamada Area I-lI-11l, que abarca sitios de unién a diversos factores de transcripcién como Foxa2
(Ben-Shushan E, 2001) HNF1a (Ben-Shushan E, 2001) PPARY y el mismo Pdx1 (Marshak S, 2000).
Las aéreas | y Il se han relacionado con la expresion especifica de este gen en el islote durante
el desarrollo tardio y la etapa adulta (Van Velkinburgh JC, 2005).

Pdx1 esta sujeto a regulaciones postraduccionales ademas de la fosforilacién (Petersen HV,
1998) como sumoilacion (Kishi A, 2003) glicosilacion (Gao Y, 2003). Se ha sugerido que la
fosforilacion es el principal mecanismo responsable de su activacion por niveles elevados de
glucosa, modificacién en las que participan diversas cinasas de proteina como PI3K (Elrick LJ,
2001). Ademas, la fosforilacion de Pdx1 por GSK3 se ha asociado con su degradacion en el

proteosoma, regulando su actividad en estados de estrés oxidativo (Boucher MJ, 2006)
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2.2.2.2 Forkhead box A2 (Foxa2)

Foxa2 (HNF3B) es un factor transcripcional que pertenece a la familia de proteinas winged
hélix/Forkhead (FOX) (Carlsson P, 2002). Este factor es capaz de competir por sitios de unién
comunes con otras proteinas de la misma familia, particularmente FOXO1, y durante el
desarrollo del ratdbn su ocupacién de sitios en los enhancers de Pdx1, aumenta conforme
aumenta la edad gestacional (Gao N, 2008). Los ratones Knockout homocigotos para foxa2 no
sobreviven mas alla de la etapa embrionaria E10-11, alrededor de la cual se diferencian el
higado y el pancreas, por lo cual se ha propuesto como una proteina clave en la regulacion de

la morfogénesis hepatica y pancreatica (Weinsten DC, 1994)

Otros modelos de mutacion del gen foxa2 exclusivamente en células beta no sobreviven mas
alla de los dias P9 y P12, presentando hipoglicemia e hiperinsulinismo, a pesar de que los
islotes secretan insulina, lo hacen principalmente en respuesta a aminoacidos y no a las altas
concentraciones de glucosa. (Lantz KA, 2004) Foxa2 a través de sus efectos sobre los diversos
genes participa tanto en la sintesis como en la secrecion de insulina. Este factor transcripcional
regula genes que participan en la produccion de insulina en respuesta a glucosa y el
metabolismo de la cela beta, como la Glucocinasa (Wang H, 2002), Glut2 (Wang H, 2002),
piruvato carboxilasa. (Boonsaen T, 2007) y los factores transcripcionales Pdx1 (Lantz KA, 2004)
HNF4a, HNF1 a (Wang H, 2002) MafA (Raum JC, 2006) se ha establecido su papel como
transactivador de genes Sur1 y Kir6.2 que forman las subunidades del canal de potasio
sensible a ATP. (Lantz KA, 2004, Wang H, 2002). Ademas, se ha observado que Foxa2 también

participa en la regulacion de genes del proceso de anclaje de vesiculas y secrecién de insulina
2.2.3 Genes involucrados en la arquitectura del islote pancreatico.

Entre los genes que estan involucrados con el mantenimiento de la arquitectura de los islotes y
su morfologia estan las moléculas de adhesiéon neural 1, (Ncam1), cadherina 1 (Cdh1) y actina
beta (act-beta)

2.2.3.1 Moléculas de adhesiéon Neural 1 (Ncam1)

Pertenece a la superfamilia de las Inmunoglobulinas que a diferencia de las cadherinas y las

selectinas, son moléculas de adhesion celular independientes de Calcio.
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Figura 5 Estructura de NCAM
Las tres isoformas de NCAM, la parte extracelular estda compuesta de 5 dominios de inmunoglobulinas y
2 repeticiones de fibronectina tipo Ill, NCAM 140 y 180, son transmembranales difieren unicamente de su
longitud intracelular. NCAM 120 se une a la membrana a través de un anclaje glicofosfatidilinositol.
Modificada de http://www.nature.com/nrn/journal/v5/n12/box/nrn1555_BX1.html

Las moléculas de adhesion (N-CAM), son miembros de las inmunoglobulinas de la familia de
CAMs mediadoras de interacciones homofilicos y heterofilicos células-células, ademas ha
propuesto que participan en algunos procesos del desarrollo del sistema nervioso (Schachner,
1989) Las tres isoformas de N-CAM pueden ser reconocidas dentro de tres principales grupos
de acuerdo a su colas citoplasmaticas y su asociacion con las membranas de las superficies
celulares. N-CAM-120, 140 y 180, sus numeros se refieren a los pesos moleculares relativos,
estas tres isoformas son generadas por un splicing alternativo de un pre-mRNA, codificado de
un solo gen. (Cunnigham et. al., 1983; Choung and Edelman, 1984, Gennarini et al 1984). En
animales adultos N-CAM esta expresado en varias células neuronales y en las células del

pancreas endocrino (Langley et al 1989. Rouller et al 1990; Moller et al 1992).
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Las interacciones célula-célula mediada por las moléculas de adhesiéon (CAMs) (Esni F, 1999)
son cruciales en la organogénesis y la formacion de tejidos, porque implica regulaciéon de la

migracion, agregacion, disociacidén espacial y temporal de las células.

Se considera que la organizacién de las células enddécrinas en los islotes de Langerhans se
estabiliza a través de una serie de eventos de morfogénesis, que involucran la clasificacion, y la
migracion celular, procesos en los cuales la adhesion de las células es importante (Pictet and
Rutter, 1972; Slack, 1995). Se ha demostrado que los mecanismos moleculares que regulan la
secrecion de insulina depende del contacto de las células beta ademas de las interacciones
célula- célula dentro de los islotes de Langerhans (Lernmark, 1974; Halban et al 1982; Bosco et al
1989; Salomon and Meda, 1986). Recientemente se ha demostrado que los miembros de la
familia de CAMs son requeridos para la agregacion de las células endocrinas dentro de los

islotes pancreaticos (Dahl et al 1996).
2.2.3.1.1 La expresion de N-CAM durante la ontogenia pancreatica.

La expresiéon de N-CAM es mayor en los periodos iniciales del desarrollo, pero en los estados
tardios de este y en los tejidos adultos su expresién llega a ser mas restringida. Durante el
estado temprano de ontogenia del pancreas, N-CAM es expresado tanto en el mesénquima
pancreatico como en el endodermo. Gradualmente N-CAM, es restringido solo a la agregacion
de las células endocrinas. Ademas de las terminales nerviosas de la periferia y de los ganglios,
en los ratones adultos solo las células pancreaticas endocrinas expresan N-CAM. A diferencia
de los islotes pancreaticos en las ratas, los cuales expresan niveles mas altos de N-CAM en
las células no-beta que en las células beta, los ratones parecen expresar niveles similares de
N-CAM en todas las células pancreaticas endocrinas. (Rouiller et al, 1990; Moller. et al, 1992). En
conclusion, el patron de expresiéon de N-CAM durante la organogénesis pancreatica sugiere su

participacion en la morfogénesis de los islotes.
2.2.3.1.2 N-CAM es requerido para las células de los islotes de tipo secretoras.

Un pancreas normal, tendra todos los tipos de células pancreaticas, islotes de tamaino vy
numero normal dispersos dentro del tejido exocrino. En animales con mutaciones de NCAM se
revelan alteraciones en la organizacion y en la morfologia de los islotes, estos cambios se

observan aparentemente en ambos heterocigotos (N-CAM +/-) y homocigotos (N-CAM -/-).



24

2.2.3.2 Actina

Actinas son componentes esenciales del citoesqueleto, con un papel critico en un amplio rango
de procesos celulares, sus funciones se atribuyen a la habilidad de la actina para formar
filamentos que pueden ensamblarse y desensamblarse rapidamente de acuerdo a las
necesidades de la célula. Existen seis isoformas de actina altamente conservadas en
vertebrados. Cuatro de estas isoformas estan expresadas en el musculo y solo dos de ellas son
citoplasmaticas la beta-actina y la gamma-actina. Uno de los papeles mas estudiados de la
actina es su papel en la motilidad de la célula, procesos fundamentales en el desarrollo
embridnico y respuestas inmunoldgicas. La migracion celular es ampliamente manejado por la
polimerizacion de actina, la cual proporciona una fuerza de protrusion que presiona la
membrana hacia adelante (Pollard and Borisy, 2003) la y-actina no es requerida para la motilidad
celular (Bunnell and Ervasti, 2010) se encuentra mas uniformemente distribuida en la célula. Un
estudio demostrdé que la sobreexpresién de B-actina conduce a un incremento en la protrusion

en la membrana y a la migracion celular (Peckham et al., 2001)

La remodelacion de F-actina juega un papel importante en la secrecién de insulina estimulada
por glucosa (Howell SL, 1982) la despolimerizacion de F-actina en respuesta a glucosa, el
movimiento de los granulos secretorios hacia la membrana y la consecuente secrecion de
insulina es facilitada por la disrupcién de la via de actina (Thurmond DC, 2003). La polimerizacion
de la F-actina limita el acceso de los granulos de insulina hacia la membrana (Nevins AK, 2003).
Dado que se forma una red cortical que previene la difusion pasiva de los granulos de insulina

hacia la membrana celular.

Una interrupcion transitoria de la asociacion de F-Actina/t-SNARE con una redistribucion de los
granulos de insulina hacia las regiones mas periféricas de las células beta facilita la secrecion
de insulina.

La exocitosis de los granulos de insulina requiere el acoplamiento y la fusién de las vesiculas
secretoras con los sitios de liberacién de la membrana. Esto es mediado por la maquinaria de
receptores SNAP asociados a membrana (SNARES), los cuales pueden ser clasificados dentro
de dos subfamilias: vesicle- SNAREs y target-SNAREs (Wheeler, M. B, 1996). En las células
beta, las proteinas VAMP-2, v-SNARE interactua especificamente con las proteinas sintaxina1
y sinaptosoma, t-SNARE, en el movimiento de las vesiculas hacia la membrana, aproximando

las dos membranas que permiten la fusion de las mismas. (Regazzi, R, 1995, Sadoul, K, 1995)



25

F-actina actua como un regulador negativo debido a que la despolimerizacion de F-actina ya
sea con Clostridium botullinum C2 toxin or Cytochalasin B, que potencian la secrecién de
insulina en los islotes pancreaticos (Li G, 1994, Wilson JR 2001), los granulos de insulina aislados
fueron encontrados por cosedimentar con los filamentos de actina, y su interaccién fue
disminuyendo en presencia de calcio (Howell SL. 1979) sin embargo, se reporto que la secrecion
estimulada por glucosa incremento la fraccién de F-actina en un homegenado de células beta
pancreaticas preparados de islotes de ratones. La despolimerizacion de actina con latrunculin
B, potencializa la secrecién de insulina estimulada por glucosa en una linea de células beta, en

la primera y segunda fase de secrecion de insulina en islotes aislados de ratas.

Se observd una mejora en la secrecion de insulina en respuesta a glucosa luego de una ruptura
de la red de los microfilamentos por Citocalasina B (metabolito fungico que tiene la capacidad
de enlazarse con los filamentos de actina y bloquear su polimerizacion y la elongacion de la
actina) (Orci et al., 1972)

2.2.3.3 Cadherina

La familia de cadherinas, media las interacciones de adhesidon que son requeridas en la
formacion y el mantenimiento de los tejidos, estan agrupadas en varias subfamilias de acuerdo
a la estructura y la funcion. Los mas estudiados son los miembros que forman las Cadherinas

tipo 1 clasicas, que incluyen las cadherinas E-, N-, R-y P-.

Las N-Cadherinas controlan una variedad de procesos celulares tales como la clasificacion,
migracion y re-agregacion celular durante el desarrollo, se ha demostrado que la N-Cadherina
esta expresada en el epitelio pancreatico al dia E9.5 (Radice et al., 1997), pero mas tarde se

restringe a los agregados endocrinos en raton (Esni et al., 2001).

Las cadherinas constituyen una superfamilia de glicoproteinas transmembranales que median
interacciones homofilicas dependientes de calcio, entre células. (Geiger and Ayalon, 1991). Las
cadehrinas se extienden a través de la superficie de la célula y con la ayuda de iones calcio, se
adhiere a las células vecinas. Esta interaccion suele ser especifica, se extienden a través de la
membrana celular y dentro de la célula, unen fuertemente el citoesqueleto de la célula, en
algunos casos, una parte de cadherina forma desmosomas que forman puntos de soldadura
para unir células. En otros casos, otra porcion de cadherina se enlaza con los filamentos de
actina dentro de la célula formando uniones adherentes. En estas uniones las cateninas forman

el enlace entre las colas de cadherina y los largos filamentos de actina (Goodsell D.S, 2002)
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Figura 6 Cadherina lugares de adhesion. El dominio citoplasmatico de las cadherinas se une a la

actina a través de proteinas intermedias cuyo conjunto recibe el nombre de complejo de las cateninas. El

complejo comprende cateninas (alfa, beta y gamma) y proteinas de una unién a actina, P120-catenina,

vinculina.

Lodish Harvey & Berk Arnold. Biologia Celular y Molecular. 5ta Edicion. Capitulo 6. Integracion de células
en tejidos. Pag. 204.

Una molécula de cadherina esta formada por tres regiones: la regién extracelular que contiene
un grupo amino. Esta region contiene los sitios que determina la especificidad de la molécula
para unirse a otras moléculas. Después de la N-terminal se encuentra la region
transmembranal, que atraviesa la membrana celular. En el citoplasma de la célula se ubica la
region intracelular o carboxiterminal, esta region conecta las cadherinas con los filamentos de
actina al citoesqueleto, union que es necesaria para estabilizar la adhesion intercelular

dependiente de cadherinas.
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proteccion frente a enzimas de degradacion.
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Miembros de la familia de la cadherina estan organizados en sitios de unién célula-célula
llamados uniones adherentes las cuales contienen una capa citoplasmatica asociado con el
citoesqueleto de actina. Los dominios citoplasmaticos de cadherinas interactuan con los
componentes citoplasmaticos alfa, beta y gamma catenina que median el enlace con los
filamentos de actina (Nagafuchi and Takeichi 1998; Ozawa et al., 1989, 1990; Reynolds et al., 1994;
Shibamoto et al., 1995)

En estudios en los cuales se produjo una actividad de una interferencia en la actividad de la
cadherina endogena se observé que se perturbé la localizacién de las células alfa productoras

de glucagon en la periferia de los islotes pancreaticos (Dahl et al . 1996)

Varias observaciones sugieren que las moléculas de adhesion estan involucradas con la
actividad secretora de insulina de las células beta: Bajo condiciones que estimulan la secrecion
de insulina se observé la expresion rapida de PSA- NCAM en la superficie de las células beta
fueron observadas bajo condiciones que estimulan la secrecion de insulina (Kiss et al., 1994) El
bloqueo de la adhesion celular mediado por E-cadherina en los islotes pancreaticos bloqued la
secrecion de insulina y el incremento de Ca*™ intracelular, estimulado por la glucosa, lo que
sugiere que la perdida de E-cadherina en las células beta estan asociadas con la inadecuada

secrecién de insulina (Yamagata et al.,, 2002). Finalmente los niveles de expresién de E-
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cadherina fue reducido en un modelo de animales con diabetes tipo 2, en los cuales la

estructura normal de los islotes fue modificada (Shin et al., 2002).
2.2.4 Desarrollo postnatal del islote pancreatico.

El islote pancreatico se diferencia en las etapas embrionarias (Seymour et. al., 2011), es en este
lapso de tiempo cuando se genera la diversidad celular de linaje pancreatico (Gilbert, 2003).
Pero es hasta después de la ablactacion cuando el desarrollo normal de la célula beta culmina

en dos eventos cruciales de maduracion:

A) Se perfecciona la maquinaria sensora de glucosa y se aumenta la produccion de insulina
por célula, lo que resulta en la maduracion de la secrecion de insulina en respuesta a
glucosa (Kim, et al., 2006; Bruin, et al., 2008).

B) Se establece un numero suficiente de células beta en proporcién con el peso corporal del
individuo (Teta et al. 2005; Meier, et al., 2008), y se lleva a cabo la remodelacion del islote
pancreatico, el cual adquiere la citoarquitectura tipica de un islote adulto (Habener et al.,
2005; Liang et al., 2008).

Dichos procesos determinan la maduracion del islote, lo que marca el final de los procesos de
desarrollo encaminados a alcanzar la plena capacidad funcional de la célula (Gilbert, 2003).
Cabe senalar que este periodo se considera una ventana critica postnatal para el islote donde

es ductil a factores externos (Lucas, 1998; Aguayo et al.,2006).
2.2.4.1 Ventana critica postnatal

Una ventana critica es definida como un periodo de cambios importantes tanto estructurales
como funcionales que se dan durante el desarrollo normal de un 6rgano cuando este es
expuesto a cambios en su medio que podria originar consecuencias en la vida tardia (Lucas A,
1998). El desarrollo pancreatico postnatal temprano, es de vital importancia para alcanzar un

efectivo control de su glicemia en los adultos.

Las células beta fetales y neonatales muestran una secreciéon de insulina escasa y sin
respuesta a la glucosa, comparada con las células beta de los animales adultos (Hughes SJ,
1994, Heinze E, et al. 1971). Esta condicion refleja una inmadurez funcional. Durante el primer
mes de vida de manera normal. Los roedores son expuestos a cambios criticos que empiezan
con el nacimiento, seguidas de un periodo de lactancia y finalmente el destete que se produce

alrededor del dia 21. Se ha observado una disminucion de la proliferacion de la célula beta y un
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incremento en los eventos apoptéticos cuyo pico ocurre entre los dias postnatales d13 y d17
(Scaglia L., et al. 1997). No se encuentra bien determinado cuando es el momento en el que se
adquiere la respuesta adecuada de secrecion de insulina estimulada por glucosa, sin embargo,
se cree que este cambio esta dado en etapas tempranas del destete y podria estar asociada

por una reorganizacion morfofisiolégica del islote, lo cual también se observa en este periodo.

El tamafo de los islotes, su numero y composicion, pueden ser alterados en respuesta a
cambios nutricionales (Petrik J, et al., 2001) Se ha encontrado que las dietas con un alto
contenido de carbohidratos durante la lactancia pueden causar hiperinsulinemia y obesidad en
las ratas adultas (Aslinkeel R, et al., 2001, Srinivasan M, et al., 2001). Estos modificaciones podrian
derivar en un alto riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 (Aslinkeel R, et al., 2001; Srinivasan M, et
al., 2001).

2.2.4.2 Genes y factores transcripcionales en el desarrollo postnatal.

El desarrollo y la maduracién de las células beta después del nacimiento ha sido reconocida
por mas de 40 afios, sin embargo, los mecanismos de esta maduracién postnatal aun no son
muy claros. La maduracién de las células beta viene acompafiada por cambios en la expresién
de varios marcadores. Recientemente, Aguayo-Mazzucato et al. (2011) indicé en células beta
de ratas recién nacidas que los mRNAs de Insulina2, Glut2, Glucocinasa en esas células
estuvieron expresados aproximadamente en un 10% de los niveles que se expresan en las
células beta adultas. Entre los factores transcripcionales que regulan la maduracién de las
células beta adultas como Pdx1, NeuroD1, MafA, Nkx6.1 y Mafb muestran un incremento en la
expresion al destete en comparacion al momento del nacimiento. Al dia postnatal 2 los factores
transcripcionales Pdx1, NeuroD1, MafA, Nkx6.1 y Mafb, poseen una expresién de tan solo el 3
al 12% de la expresiéon de un adulto, presentando un incremento sostenido entre los dias
postnatales 7 y 9, sin embargo, al dia postnatal 7 la expresion de Pdx1 y NeuroD1 no difiere de
un adulto, en contraste con la expresion de MafA que permanece significativamente mas baja
que la de un adulto hasta el dia postnatal 21 (Aguayo-Mazzucato et al. 2011). Pdx1 es
conocido por regular la expresiéon de genes claves en la célula beta en los que se incluyen Ins2
(insulina), Glut2 y Gck (glucocinasa). La inactivacion de Pdx1 en ratones resulta en una
reduccion en la funcion de las células beta (Ahlgren et al. 1998). Se ha visto que MafA regula la
expresion de genes involucrados en la biosintesis y secrecion de insulina (Zhang et al. 2005;
Wang et al. 2007) una falta en la expresion de MafA conduce a una baja capacidad secrecion

de insulina en respuesta a secretagogos como la glucosa o al arginina (Zhang et al. 2005;
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Artner et al. 2010), sin embargo una sobreexpresion de MafA en islotes de ratas neonatales fue
suficiente para incrementar la expresion de genes claves en la funcion de las células beta y una
mejora en la secrecion de insulina en respuesta a glucosa a niveles cercanos a los de una
celula beta adulta, ya que se ha visto que la sobre expresién de Pdx1 incrementa el RNAm de
MafA, NeuroD1, glucocinasa y el contenido de insulina. Pero la sobre expresion de MafA
resulta en un incremento del RNAm de NeuroD1 y Glucocinasa, pero no hay cambio en el
contenido de insulina (Aguayo-Mazzucato et al. 2011). Un estudio reciente de Gu et al. (2010)
sefala el papel de NeuroD1 en el establecimiento y el mantenimiento de las células beta

maduras.
3 ANTECEDENTES DIRECTOS DE ESTE TRABAJO
3.1 Efectos de la biotina sobre el islote pancreatico en la post-ablactacion.

Estudios que se encuentran realizandose en el laboratorio en ratones recién destetados de 21
dias de nacidos que son alimentados con una dieta control o una dieta suplementada con
biotina durante una semana han encontrado que el grupo que recibio la dieta suplementada
adquiere la capacidad de secretar insulina en respuesta a concentraciones estimulatorias de
glucosa (15.6 mM), secreciéon que no se produce en los ratones del grupo control sino hasta la
segunda semana después del destete. Lo que sugiere que la vitamina acelera el proceso de

maduracion de la secrecion de la hormona.

También se ha encontrado que la morfologia del islote sufre transformaciones mas
rapidamente en los ratones que ingirieron la dieta suplementada con biotina. A través de
estudios histologicos se observo que los ratones del grupo suplementado presentan mayor
numero de islotes por unidad de area del pancreas y un incremento en el tamafio de los islotes
que el grupo control. También el analisis revelé que las formas tipicas de islotes inmaduros
(cumulos celulares pequefos, aglomerados de células endocrinas acordonados con
constricciones, células interconectadas de linaje endocrino que presentan una disposicion

alargada (Jo et al., 2011) disminuyeron en los ratones bajo la dieta rica en biotina.

Para averiguar si el incremento en el area total del islote esta relacionado con cambios sobre la
proliferacion y la apoptosis, se analizaron estos procesos mediante citometria de flujo,
encontrando un incremento en la tasa de proliferacién en células beta aislada de ratones
suplementados con la vitamina, lo que podria explicar el incremento en el area total del islote.

No se encontraron diferencias significativas entre los grupos en la tasa de muerte celular.
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estudios previos en el laboratorio (Lazo-de la Vega-ML, et al.,, 2012) encontraron que la
administracion a partir del destete de una dieta conteniendo concentraciones farmacolégicas de
biotina durante 8 semanas mejora la tolerancia a la glucosa y aumenta el tamafo de los islotes
y la expresion de genes que regulan la producciéon y secrecion de insulina, favoreciendo la
funcionalidad y la masa de las células beta. Estos cambios podrian estar dados por cambios
graduales como resultado crénico de la administracion de la vitamina o bien estos aumentos
podrian producirse de manera rapida en el periodo inicial del destete, una etapa en la cual se
producen dindmicos cambios para perfeccionar la maquinaria sensora de glucosa, aumentar la

produccion de insulina (Kim, et al., 2006; Bruin, et al., 2008) y remodelar la estructura del islote.

5 JUSTIFICACION

Estudios en proceso han revelado que la administracion de la dieta suplementada con biotina
produce cambios en la estructura de los islotes y en la secrecion de la insulina desde la primera
semana de la administracion de la vitamina, lo que sugiere que la vitamina acelera la
maduracion del islote. En este trabajo investigamos los cambios que se producen sobre la
expresion de genes en este periodo de cambio en la arquitectura y la secrecién de la insulina.
Dado que se conoce poco sobre los eventos moleculares que suceden durante el periodo de
post-ablactacion, los cambios que produce la biotina serviran para el entendimiento de

mecanismos moleculares que participan en la maduracién del islote.
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6 HIPOTESIS

Los cambios en la expresion de genes en el islote que produce la administracion de una dieta

suplementada con biotina durante las 8 semanas, ocurren en las etapas tempranas del destete.

7 OBJETIVO GENERAL.

Analizar el efecto de la suplementacion de biotina durante la primera semana de tratamiento
posterior al destete sobre la expresion de genes en el islote que se encontraron modificados a

las 8 semanas de la administracion de la dieta.

7.1 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Analizar el efecto de la suplementacién de biotina durante la primera semana de
tratamiento posterior al destete sobre la expresién de genes de proteinas que participan
en la produccién y la secrecion de la insulina.

2. Analizar el efecto de la suplementacién de biotina durante la primera semana de
tratamiento posterior al destete sobre la expresién de genes de proteinas que participan
en la estructura del islote.

3. Analizar el efecto de la suplementaciéon de biotina durante la primera semana de

tratamiento posterior al destete sobre la homeostasis de la glucosa.
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8 METODOLOGIA
8.1 Dietas experimentales

= Dieta control: dieta que contiene 0.8 mg de biotina total por kg de alimento.

» Dieta suplementada: dieta cuya cantidad de biotina total fue de 100 mg / kg de alimento.

Para la elaboracion de las dietas control y suplementada, se parti6 de una dieta base: dieta
Teklad Global 18% Protein Rodent Diet (Sterilizable) 2018S de Harlan, la cual previamente fue
triturada, en el caso de la dieta suplementada se anadié el excedente de biotina, se mezcld, se
formaron nuevamente los pellets, posteriormente fueron secados Yy esterilizados,
procedimiento que se realizé simultaneamente tanto para la dieta control como para la dieta

suplementada. Dia

Composicién de la dieta control y suplementada utilizada en la experimentacion:

COMPONENTES CONTROL SUPLEMENTADA
(ESTERIL) (ESTERIL)
Informacién de macronutrientes
Proteina cruda 18.6% 18.6%
Grasas 6.2% 6.2%
Fibra Cruda 3.5% 3.5%
Densidad energética 3.1 kcallg 3.1 kcallg
13.0 kJl/g 13.0 kdl/g
Calorias por proteina 24% 24%
Calorias por Grasas 18% 18%
Calorias por Carbohidratos 58% 58%
BIOTINA 0.80mg/kg 100mg/kg

Tabla 1 Composicion de la dieta.

8.2 Modelo animal de experimentaciéon

Ratones de la cepa BALBc/AnN Hsd, machos de 21 dias de nacidos, que se mantuvieron en el
bioterio con ciclos de 12 horas de luz y 12h oscuridad, con un consumo de agua y alimento al
libitum. Todos los procedimientos se realizaron con la aprobacién del Comité Etico de
Experimentacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional
Auténoma de México. Los animales fueron divididos en dos grupos. El grupo control que recibié
una dieta que contiene 0.8 mg de biotina total por kg de alimento; el grupo suplementado
recibié una dieta cuya cantidad de biotina total fue de 100 mg / kg de alimento, durante un

periodo de 7 dias.
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8.2.1 Grupos experimentales.

Dada la importancia de utilizar ratones, exactamente de 21 dias de nacidos, se procedié a
realizar las cruzas con ratones BALBc/AnN Hsd machos y hembras adultos de
aproximadamente 8 semanas de edad, se colocaron 3 hembras y un macho por jaula, a los tres
dias los machos fueron retirados para posteriormente esperar entre 19 a 21 dias, tiempo que
dura la gestacion, una vez registradas las fechas de nacimiento el tratamiento inicié a los 21

dias de lactancia.

Los ratones machos se destetaron y dividieron en dos grupos; control y suplementado, los
cuales fueron alimentados por 7 dias, pasados los cuales se les privd del alimento durante
aproximadamente 16h previas al sacrificio. Este dia se procedié a anestesiar a los ratones con
Sevorane® (Sevofluorane, Abbott Laboratories, Mexico DF, Mexico), posteriormente se les

extrajo el pancreas para el inmediato aislamiento de islotes.
8.3 Monitoreo del peso de los animales y del consumo de alimento

El monitoreo de peso de los animales y del alimento consumido, se realizé dia a dia durante
todo el periodo de tratamiento a partir del dia 1 del destete hasta el dia de su sacrificio,

utilizando una balanza analitica.

8.4 Ensayos
8.4.1 Prueba de tolerancia a la Glucosa:

Cumplidos los 6 dias de alimentacién, los ratones control y suplementados fueron privados del
alimento por 16h. Se realizé una medicion inicial de glucosa en sangre determinada como
tiempo cero (T=0), las concentraciones de glucosa se determinaron a partir de muestras de
sangre tomadas de la vena de la cola, utilizando un glucémetro (Precision QID, MediSense,
Inc., Abbott Laboratories Company, Mexico City, Mexico) luego de 15, 30, 60 y 120 minutos de

haber administrado via intraperitoneal una dosis de glucosa de 2 g/ kg de peso del animal.
8.4.2 Prueba de tolerancia a la Insulina:

La curva de tolerancia a la insulina fue realizada luego de 7 dias de tratamiento. Se realizé una
medicion inicial de glucosa en sangre determinada como tiempo cero (T=0), las
concentraciones de glucosa se determinaron a partir de muestras de sangre tomadas de la

vena de la cola, utilizando un glucometro (Precision QID, MediSense, Inc., Abbott Laboratories



35

Company, Mexico City, Mexico) después de 15, 30, 60 y 90 minutos de haber administrado 1U /

Kg de insulina intraperitonealmente, en los animales control y suplementado

8.4.3 Extraccion de islotes

Los islotes pancreaticos fueron aislados mediante una digestién con colagenasa tipo 4 (Sigma-
Aldrich, Saint Louis), Los pancreas extraidos fueron colocados en una solucion salina
balanceada de Hank’s al 0.5% BSA (w/v) y antibiotico Gentamicina (1 ul/ml). Posteriormente se
lavo y se tamizd el homogenado para eliminar grasa y sangre. Los islotes se separaron del
resto del tejido acinar por medio de un gradiente de Ficoll (Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO).
Para finalmente ser recuperados con la ayuda de un microscopio estereoscopico, y agrupados

en grupos de 200 a 300 islotes.

8.4.4 Extraccion de RNA total de los islotes pancreaticos

El RNA total fue extraido de muestras, utilizando Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA), de acuerdo
con las instrucciones del proveedor. Todo el material empleado en la extraccién fue
previamente esterilizado y tratado con dietilpirocarbonato (DEPC) para evitar degradacion del
RNA.

La cantidad y pureza de RNA fue determinada por espectrofotometria, donde se considera que
su pureza es aceptable si la muestra tiene un cociente de valores de absorbancia a Axeo/Azgo >
1.8.

8.4.5 Obtencion del cDNA

A partir del RNA total extraido, se obtuvo el DNA complementario (cDNA), mediante una
reaccion de transcripcion inversa. Se utilizé 0.4 ug del RNA total, preparando una reaccion con

un volumen final de 20 ul, a la cual se adiciono:

4 ul por cada muestra de buffers 5x [250 mM Tris-HCI, 375 mM KClI, 15 mM MgCI2]
1 ul por cada muestra de Dithiothreitol 0.1mM

2 ul por cada muestra de dNTPs 5mM (dCTP, dATP, dGTP, dTTP)

1 ul por cada muestra de oligo dT primers

1 ul por cada muestra de transcriptasa reversa MMLV RT 200 U
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La mezcla se llevd a un volumen final de 20ul, con agua DPEC, se incubo a 37°C por 50
minutos y 70°C por 15 minutos. Para almacenarlo a -20°C, hasta el momento de ser procesado.

Todo el material utilizado fue de Invitrogen, Carlsbad, CA.

8.4.6 Ensayos de PCR en Tiempo Real

Al término del periodo experimental se determinaron los niveles de RNAm de los genes de
interés, por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus iniciales en ingles),
técnica que permitié la amplificacion y la obtencién de multiples copias de un fragmento del
DNA especifico, por accion de la DNA polimerasa, mediante la deteccion y cuantificacion de un
fluoréforo reportero, (FAM y VIC TagMan ® de Applied Biosystems), ligado al extremo 5’ de una
sonda de hibridacion para ese gen, esta sefal irda aumentando de manera proporcional a la
cantidad del producto de PCR en la reaccion. En la fase de extension del ciclo del PCR, se
rompe la sonda de hibridacién por Tag DNA polimerasa, se libera el fluoréforo reportero el cual
emite la fluorescencia, que es detectada por el termociclador ABI-PRISM 7300 Applied

Biosystems, que cuantifica la sefial emitida por el fluoréforo reportero en tiempo real.

La fluorescencia emitida a la mitad de la fase exponencial se utilizé para la cuantificacion. Esto
es determinado por la identificacién del nimero de ciclos al cual la intensidad de emisién del
fluoréforo aumenta con respecto a la fluorescencia de fondo: es decir 10 veces mas la

desviacion estandar de la linea base.

Este numero de ciclo se llama ciclo umbral (Ct: threshold cycle). El Ct esta determinado en la
fase exponencial de la reaccion y no al punto final del ciclo. El Ct es inversamente proporcional
al numero de copias del templado, por lo tanto a mayor concentracion del templado, menor Ct

medido.

Se utilizaron sondas para la amplificacion de: Homeobox1 pancreatico y duodenal (Pdx1),
Forkhead box A2 (Foxa2), Glucoquinasa (Gck), Insulina 2 (Ins2), Canales de calcio
dependientes de voltaje tipo L-alfa (Cacnhal1d), Molécula de adhesion neural 1 (Ncam1),
Chadherina 1 o Cadherina E (Cdh1), Actina-beta (Actp) y el gen 18s ribosomal como control
interno que fueron disefiadas en base a la secuencia reportada por el Gene Bank y fabricadas

por Applied Biosystems.
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GEN DE INTERES Identificacion en Applied
Biosystems (Assay ID)

Foxa2 (Forkhead box A2) Mm00839704_mH
Pdx1 (Pancreatic and duodenal homeobox 1) Mm00435565_m1
Gck (Glucokinase) Rn00561265_m1

Ins2 (Insulin 2) Rn01774648 g1

Cacna1d (Calcium cannel, voltaje-dependent, L type, alpha) | Mm00551384_m1
Actb (actin, beta) Rn00667869 _m1

Ncam1 (neural cell adhesion molecule 1) Mm00456815_m1
Cdh1 (Cadherin 1 o Cadherin E) Mm 01247357_m1

Tabla 2 Genes analizados. Ensayos de Applied Biosystems para evaluar la expresidon genética
(TagMan® Gene Expression Assays) cada ensayo contiene dos oligonucleoétidos de inicio y una sonda
capaz de emitir fluorescencia.

La reaccion se llevo a cabo con el termociclador ABI Prism 7000, los resultados se registraron
utilizando un software de ABI Prism 7000 SDS, versién 1.1, cada reaccion se hizo por triplicado
siguiendo el protocolo del fabricante (Applied Biosystems). Como control interno se utilizo el

ensayo de expresion genética del RNAr 18S.

8.4.6.1 Analisis de la expresion relativa

Se obtuvo el Ct. La relacién de expresion del gen problema fue determinado por 2*““* donde:
AA Ct=ACt (gen suplementado) -ACt (gen control) si el

ACt (gen suplementado)= Ct (gen problema) — Ct (gen de referencia) y el

ACt (gen control)=Ct (gen problema) — Ct (gen de referencia)

8.5 Analisis estadistico

Los datos que se presentan en este trabajo corresponden a la media * error estandar, donde n
representa el niumero de animales que fueron utilizados en el experimento. El analisis
estadistico se realizo con el software v.4.5 Statview (Abacus Concepts, Berkeley, CA, EE.UU.).
Los datos se analizaron por medio de una prueba de t de Student. Los valores de p menores a

0.05 son considerados como estadisticamente significativos
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9 RESULTADOS
9.1 Monitoreo de peso de los animales control y suplementados.

El peso de los animales fue registrado a lo largo del experimento. La Grafica de curva de
crecimiento indica el peso promedio en gramos de ratones BALB/cAnN Hsd, controles y
suplementados durante los 7 dias de tratamiento. Se observa una ganancia diaria de peso
tanto para los controles como los suplementados durante los 7 dias; la baja que se observa al
dia 8, dia de sacrificio se debe a que los animales se encontraban en ayuno. La
suplementacioén con biotina no modificd el peso corporal de los ratones (control: 12.9+0.3 g,
suplementado: 12.85+0.3 g).

Grafica 1. Curva de crecimiento
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Grafica 1. Peso en gramos presentados diariamente durante la experimentacion de ratones control
(circulos marroén) y ratones suplementados con biotina (circulos verdes). Los datos representan la media
+ES del grupo control con una n=23 comparado con el suplementado n= 24 ratones. Datos presentados
como media + Error estandar.
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9.2 Monitoreo del consumo de alimento en los grupos controles y suplementados

La grafica 2 indica el peso promedio del consumo de alimento en gramos por gramo de peso
de ratén, durante los 7 dias de alimentacion. Al finalizar el periodo de administracion de las
dietas de biotina, la ingesta diaria promedio de alimento fue de 0.19+0.013 g de alimento/g
peso corporal para el grupo control y 0.18+0.006 g de alimento/g peso corporal para el grupo
suplementado. Los resultados indican que durante los dias de experimentacién no existieron
diferencias significativas entre la cantidad de alimento consumido, por los ratones

suplementados y los controles.

Grafica 2. Curva de ingesta de alimento en el grupo control y suplementado
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Gréfica 2. Peso en gramos de alimento/gramos de peso corporal presentados durante los 7 dias de
experimentacién. Ratones control (circulos marrén) y ratones suplementados con biotina (circulos
verdes). Los datos representan la media tES del grupo control con una n=23 comparado con el
suplementado n= 24 ratones. Datos presentados como media + Error estandar
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9.3 Curva de tolerancia a glucosa

Esta se realiz6 al sexto dia de tratamiento. De acuerdo con el patrén de las curvas de
tolerancia a la glucosa, se observd un aumento en los niveles de glucosa a los 15 minutos con
una subsecuente disminucion de los niveles de glucosa sanguinea. La comparacion entre las
curvas correspondientes a los ratones control con respecto a los suplementados reveld que las
concentraciones de glucosa son menores en los ratones del grupo suplementado a los 30 y 60
minutos, en tanto que existe un aumento al minuto 120 con respecto a su control. Estos datos
son un indicativo de una mejor tolerancia a la glucosa por parte del grupo suplementado con

respecto al control.

Grafica 3 Curva de tolerancia a la glucosa, grupos control y suplementado
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Grafica 3 Curva intraperitoneal de tolerancia a la glucosa de ratones control (circulos marrén) y ratones
suplementados con biotina (circulos verdes). Los datos representan la media +ES. *p<0.05 comparado
con el control, n=6 ratones por grupo experimental. Datos presentados como media + Error estandar.
Prueba T-student, *diferencia estadisticamente significativa *P<0.05 con respecto a su control



Tabla 3. Valores de glucosa en sangre en la curva de tolerancia a la glucosa.

VALORES DE GLUCOSA EN SANGRE (mg/dL

TO 15min 30min 60min 120min
Control 112.33+2.96 | 245+5 180+ 3 117.5+25 79 +20.8
Suplementado | 124 + 10 2399 142 + 9 * 104.5 £ 1.5* 93+2*%

9.4 Curva de tolerancia a la insulina

La tolerancia a la glucosa depende principalmente de dos componentes: la secrecion de
insulina en respuesta a la glucosa administrada, y la sensibilidad a la insulina, esto es, la
capacidad de los tejidos periféricos para captar la glucosa. Para identificar cual de estos
componentes estaba participando en la mejora en la tolerancia a la glucosa observada en el
grupo de ratones suplementado con biotina, realizamos una curva de tolerancia a la insulina.
De acuerdo con el comportamiento tipico de esta prueba existio una disminucién de las
concentraciones de glucosa sanguinea en los minutos 15 y 30 con un aumento progresivo en
los niveles de glucosa en sangre hasta recuperar los niveles iniciales. Los resultados
encontraron que los ratones suplementados con biotina presentan niveles significativamente

menores de glucosa en sangre al minuto 30 con respecto a los del grupo control, o que indica

qgue la suplementacion con biotina durante 7 dias aumenta la sensibilidad a la insulina.
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Grafica 4. Curva de tolerancia a la insulina, grupos control y suplementados
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Grafica 4. Curva intraperitoneal de tolerancia a la insulina de ratones control (circulos marrén) y ratones
suplementados con biotina (circulos verdes). Los datos representan la media tES. P<0.05 comparado
con el control, n=8 ratones por grupo experimental. Datos presentados como media + Error estandar.
Prueba T-student, *diferencia estadisticamente significativa *P<0.05 con respecto a su control

Tabla 4 Valores de glucosa en sangre en la curva de tolerancia a la insulina, expresados en
porcentaje con respecto al tiempo cero.

VALORES DE GLUCOSA EN SANGRE (porcentaje)

TO 15min 30min 60min 90min
Control 100 +0 548 +2.1 516 +£3.6 71.2+4.4 756 +1.6
Suplementado | 100 £ 0 51.6£2.0 436+ 2.8 62.8 t4 79.2+4
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9.5 Expresion de genes en el islote pancreatico.

9.5.1 Expresién de factores transcripcionales y genes relacionados con la secrecién de

insulina

Dada la importancia de los factores transcripcionales en la regulacion de la expresion tanto del
gen de la insulina como de los otros componentes de la secrecion de insulina, decidimos
analizar la expresion de factores transcripcionales de la célula beta. Se procedi6 a analizar la
expresion del RNAm de Pdx-1 y Foxa-2, factores transcripcionales criticos en la expresion de
genes que participan en la secrecion de la insulina y la expresion de la misma, que a las ocho
semanas de tratamiento con biotina mostraron aumentos en su expresion. Los resultados
revelaron que la administracion durante 7 dias de una dieta suplementada con biotina produjo
una disminucién significativa (*p<0.05) en el RNAm de los dos factores transcripcionales,
observandose que Pdx-1 se expres6é unicamente en un 17.6% (0.17+ 0.05) y el factor
transcripcional Foxa2 (forkhead box A) en tan solo el 43.7% (0.43+ 0.08) para el factor

transcripcional Foxa2 (forkhead box A).

1.2
X
0.8 -
06 -

0.4

(normalizado contra 18s RNAr)

0.2 1

0.0

Expresion relativa del RNAm con respecto al control

Pdx1 Foxa2 *P<0.05

Grafica 5 Perfil de expresion de factores transcripcionales que regulan la secrecion de
insulina, Pdx1 y Foxa2 en respuesta a la suplementacion con biotina. Los niveles de
expresion se presentan como porcentaje de cambio con respecto a la expresion del control (linea
punteada). Los datos representan la media + ES. *p<0.05 comparado con la expresion del control. n=6
grupos de 200 islotes por condicién experimental. En funcién del tratamiento con biotina (Con = control,
Sup = suplementada). Factores transcripcionales: Pdx-1, Pancreatic and duodenal homeobox 1; Foxa2,
Forkhead box A2. n = 6 muestras, *P<0.05
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También examinamos la expresion del gen de la insulina, asi como la de diversos genes que
participan en la secrecion de insulina en respuesta a glucosa. Se observd que la
suplementacion con biotina provoco una disminucion significativa en la abundancia del RNAm
del gen de insulina expresandose en tan solo el 43.3% (0.43+0.11). De manera similar la
expresion del gen que codifica para los canales de calcio dependientes de voltaje, necesarios
para la entrada e incremento de calcio intracelular y el subsecuente movimiento de los granulos
de insulina disminuyé al 31.7% (0.31+0.07). Sin embargo no se observan cambios significativos
en la expresiéon de glucocinasa, enzima responsable de la fosforilacion de glucosa, considerada

el sensor de glucosa en el proceso de secrecion de la hormona en respuesta a la glucosa.
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Grafica 6 Perfil de expresion de genes que participan en la secreciéon de insulina en
respuesta a la suplementacion con biotina, Ins2, Cacnald y Gck

Los niveles de expresién se presentan como porcentaje de cambio con respecto a la expresién del
control (linea punteada). Los datos representan la media + ES. *p<0.05 comparado con la expresién del
control. n=6 grupos de 200 islotes por condicion experimental. En funcién del tratamiento con biotina
(Con = control), (Sup = suplementada). Gck = Glucocinasa, Ins2 = insulina, Cacna1d = Canales de calcio
dependientes de voltaje. n =6 muestras, *P<0.05
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9.5.2 Efectos de la suplementacion con biotina sobre la expresion de moléculas de

adhesion en la estructura del islote:

Se ha observado que la molécula de adhesién NCAM-1 juega un papel crucial en la distribucion
celular dentro del islote, y participa en la distribucién subcelular de cadherinas y redes de
actina. Por otro lado, la Cadherina 1 (Cdh1, también llamada E-cadherina) participa en la
agregacion de las células del islote. Al evaluar la expresion de estas proteinas encontramos
que la suplementacion con biotina durante una semana provocd una disminucion significativa
para el mensajero de Ncam (Neural cell adhesion molecule 1) al 33.4% (0.33+0.11). De igual
forma la expresion del gen que codifica para Actina beta, disminuy6 al 62.1% (0.62+0.11). Sin

embargo, el gen que codifica para Cadherina aumentd su expresion al 148.4% (1.48+0.06)

1.8

Expresion relativa del RNAm con respecto al control
(normalizado contra 18s RNAr)

Ncam  Act beta Cdh

*P<0.05

Grafica 7 La suplementaciéon con biotina modifica la expresion de genes que codifican
para moléculas de adhesién del islote pancreatico, Ncam, Act-B y Cadherina.

Se midié la expresiéon por medio de RT-PCR en tiempo real del mRNA de genes que codifican para
moléculas de adhesion del islote pancreatico, Ncam (Neural cell adhesion molecule), Act- (Actina-Beta)
y Cdh (Cadherina) en islotes de ratones control y suplementados con biotina. Los niveles de expresion
se presentan como porcentaje de cambio con respecto a la expresion del control (linea punteada). Los
datos representan la media + ES. *p<0.05 comparado con la expresion del control. n=6 grupos de 200
islotes por condicién experimental.
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9 DISCUSION

A diferencia de los resultados de nuestro trabajo previo que encontré que ocho semanas de
una dieta conteniendo concentraciones farmacolégicas de biotina incrementa la expresion del
RNAm de: a) insulina, b) proteinas que participan en la secrecion de insulina: glucocinasa, el
canal de calcio Cacna1d, c) factores transcripcionales determinantes en el desarrollo del islote
que en la etapa adulta regulan la transcripcion y secrecion de insulina, como Foxa2 'y Pdx1; los
resultados de este trabajo encontraron que, a excepcién de la expresion del gen de la
glucocinasa, las expresiones de Cacnald, Foxa2, Pdx1 e insulina disminuyeron a la primera
semana de tratamiento. Estos resultados no apoyan nuestra hipétesis inicial que esperaba que
los aumentos producidos a las 8 semanas de tratamiento se realizaran en los primeros dias

después del destete un periodo en el que el islote es muy ductil.

La disminucién en la expresion de genes importantes en la produccion y secrecion de la
insulina y en el desarrollo del islote como Cacnald, Foxa2, Pdx1 e insulina no se encuentra
acorde con observaciones en nuestro laboratorio (Tesis Doctoral de Maura Flores, en proceso)
que indican que durante este periodo la biotina aumenta la maduracion del islote y la secrecion
de la insulina inducida por la glucosa; ni con los resultados en las curvas de tolerancia a la

glucosa obtenidas en esta tesis que muestran capacidad de respuesta al reto de glucosa.

Una explicacién de la menor expresion de genes criticos del desarrollo del islote, a pesar de
evidencias que apoyan que la administracion de la dieta suplementada con biotina a la primera
semana después del destete posee efectos benéficos en la maduracion del islote y la secrecion
de la insulina, podria estar dada por una reversidon a un abrupto aumento en el RNAm y
proteinas de estos genes en tiempos anteriores a los 7 dias de tratamiento; ya que en otros
estudios (Tesis Doctoral de Dolores Ronquillo, en proceso) se observa un aumento
pronunciado en el RNAm de Cyp-1a hepatico en el primer dia de tratamiento, proseguido por
disminuciones en el contenido del RNAm en los dias posteriores. Por lo que en trabajos futuros
sera necesario comparar la expresiéon del RNAm de los genes analizados en este trabajo a

periodos menores a una semana de la administraciéon de las dietas.
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Dado que Foxa2 y Pdx-1 se encuentran rio arriba de la expresién de la glucocinasa (Lazo de la
Vega, Factores transcripcionales de la célula beta 2009) podria esperarse que la expresion de esta enzima
estuviese disminuida como la expresion del gen de la insulina, sin embargo, no hubo diferencia
en la expresion del mensajero esta enzima. Estos datos sugieren que otros factores
transcripcionales ademas de Pdx-1 y Foxa-2 participan en la expresién de la glucocinasa. Entre
los genes que podrian participar se encuentran MafA y Rfx3, factores cuya expresion emerge
en etapas finales de maduracion del islote y que regulan la expresién de la glucocinasa (Ait-
Lounis A et al. 2010, Aguayo-Mazucatto 2011). El factor transcripcional Rfx3 aparece al final del
desarrollo embrionario y es critico en la expresion de la glucocinasa pero no de la insulina o de
Pdx-1 Igualmente, el factor transcripcional MafA , cuya expresion irrumpe a partir del dia 7 post-
natal. La sobreexpresion de este factor regula la expresion de la glucocinasa, pero no de la
insulina (Aguayo.Mazzucato 2011). Otra factor plausible es NeuroD1 quien se enlaza
especificamente en una region comprendida dentro del promotor enddégeno de glucocinasa de
las células beta, activando la expresion del gen de glucocinasa. Por lo que podria ser posible
que estos factores transcripcionales se encuentren compensando por la reduccion de la red

transcripcional de Foxa2 y Pdx-1.

Con respecto a la expresion de genes estructurales del islote nuestros resultados indican que,
de igual manera al efecto observado sobre la expresion del ARNm genes del desarrollo del
islote y de la sintesis y secrecion de la insulina, existen divergencias entre el efecto producido
por la dieta suplementada con biotina a la semana y a las ocho semanas de tratamiento. A
diferencia del aumento en el ARNm de actina a las ocho semanas de la administracion de la
dieta, a la semana de tratamiento se observé una disminucion; en tanto que la expresion de
cadherina no se modificé a la octava semana pero a la primera se encontré6 aumentada. El
unico gen de los analizados en el que se observo un patron similar de expresion en los dos

periodos fue el de N-cam, cuyo mRNA mensajero disminuyo.

La cadherina es una molécula de adhesion que participa en la agregacion de las células que
forman en islote. Durante la maduracion del islote en la etapa post-destete se promueve este
proceso. En estudios histolégicos encontramos que la administracion de biotina durante una

semana después del destete aumenta los agregados celulares del islote, en la aceleracion de
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este proceso podria estar participando el aumento en la expresién de cadherina que aqui

reportamos.

N-cam1 participa en la distribucién celular dentro del islote. En ratones knock-out homo- y
hetero-cigotos para N-cam1 se producen cambios en la cito-arquitectura del islote
observandose un aumento en la localizacion de células alfa hacia el centro del islote. En
nuestros estudios previos (Lazo de la Vega 2012) encontramos que a las ocho semanas de la
administracion de la dieta suplementada con biotina los ratones del grupo que recibié la
vitamina presentd un porcentaje significativamente mayor de islotes con células-alfa al centro
que los animales que recibieron la dieta control. La menor expresion de N-cam a la primera y a
la octava semana de la administracion de la dieta rica en biotina sugiere que la mayor
distribucion central de las células-alfa podria estar dada desde el inicio de la dieta. Sin
embargo, en estudios histologicos hemos encontrado que el patrén de maduracién normal
durante el periodo posterior al destete la distribucién de las células alfa hacia la periferia se va
incrementando conforme el tiempo y que en el grupo suplementado con biotina porcentaje
significativamente mayor de sus islotes en formacion presentan las células alfa localizadas en
la periferia, lo que no resulta congruente con la disminucién de la expresién de N-cam hace
poco probable que la disminucién de esta proteina se encuentre participando en los cambios en
la distribucién de los islotes. Los efectos de la biotina sobre la expresion de N-cam y de actina

son puntos de interés en los que debe de ahondarse.

Los datos de esta tesis indican que la administracion durante una semana de dieta
suplementada con biotina ademas de modificar la expresion de genes en el islote produce
cambios en la homeostasis de la glucosa. Los ratones del grupo que recibié la dieta
suplementada con la vitamina presentaron una mejor tolerancia a la glucosa, encontrandose
disminuciones mas rapidas de la glucosa sanguinea a los 30 y 60 minutos de la prueba. Por
otro lado la prueba de tolerancia a la insulina reveld una mayor sensibilidad a la hormona. Dado
que la respuesta glucémica en la curva de tolerancia a la glucosa depende de la secrecion de
insulina en respuesta a la glucosa y a la capacidad de los tejidos periféricos para captar la
glucosa dependiendo de su sensibilidad a la insulina, la conjuncion de nuestras observaciones
indican que los ratones suplementados con biotina poseen mejor tolerancia a la glucosa,
debido a un aumento a la sensibilidad a la insulina. Investigaciones futuras analizaran los

mecanismos moleculares que participan en el aumento de la sensibilidad a la insulina.
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10 CONCLUSION

En conclusion, las diferencias encontradas en la expresién de genes entre la primera y la
octava semana de administracién de la dieta suplementada con biotina sugieren que los
efectos de la vitamina no se encuentran limitados al periodo temprano de post ablactacién y
que existen otros cambios durante el transcurso de la administracién de la dieta. Estudios
subsecuentes seran necesarios para determinar cuales son estos cambios y los mecanismos

moleculares que los producen.
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