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RESUMEN

La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B que, ademas de participar
como grupo prostético de las carboxilasas, a concentraciones farmacoldgicas
posee efectos sistémicos sobre la proliferacion, el desarrollo, la reproduccion y el
metabolismo. Estudios en nuestro laboratorio han encontrado que la
suplementacién de biotina en la dieta durante ocho semanas aumenta la secrecion
de insulina en respuesta a la glucosa y la expresion de genes criticos en el
desarrollo del islote pancreético, asi como cambios en la citoarquitectura del
mismo. En estudios previos se analizd cual es el efecto de dosis farmacologicas
de biotina sobre la maduracién del islote pancreatico en periodo de post-
ablactacion, un periodo en que se efectian los eventos cruciales que determinan
su funcionamiento en la etapa adulta. Los estudios revelaron disminuciones en la
expresion del RNAm de genes criticos para el funcionamiento del islote que no
son concordantes ni con los aumentos en la secrecion de insulina ni con la
tolerancia a la insulina que se observa en estos ratones. Una explicacion de estas
discrepancias podria deberse a un abrupto aumento en la expresion del mensajero
en tiempos anteriores a la semana de tratamiento, dando como consecuencia una
respuesta de retroalimentacion negativa sobre la transcripcién, por lo que este
trabajo se propone analizar esta hipotesis.

Ratones BALB/cAnNN Hsd machos recién destetados fueron alimentaron con una
dieta control o con una dieta suplementada con biotina durante las 24 horas
posteriores a la ablactacién. En los islotes pancreaticos obtenidos de estos
ratones evaluamos la expresion de genes del islote pancreatico por PCR
cuantitativo. Los resultados encontraron que la suplementacion con biotina
disminuy6 la expresion del RNAmM de factores transcripcionales que regulan la
expresion y secrecion de insulina, como Foxa2 y Pdx-1. También disminuyo el
RNAm del gen de la insulina (Ins2) y del canal de calcio dependiente de voltaje
tipo L subunidad alfa 1d (Cacnald), genes que de igual manera participan en la
expresion y secrecion de insulina; al igual que la abundancia del mensajero de
actina beta (Actb) y cadherina (Cdhl), genes que participan en el desarrollo y
estructuracién del islote pancreatico. En contraste la administraciéon de la dieta

aumentd la expresion relativa del mensajero de glucocinasa (Gck), una enzima
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gue desempefia un rol importante en el metabolismo de glucosa, y de la molécula
de adhesién neural 1 (Ncaml) indispensable en el mantenimiento de la cito-
arquitectura del islote pancreatico.

En conclusion, la suplementacion con biotina es capaz de modificar desde el
primer dia de administracion la expresion de genes que regulan la produccion y
secrecion de insulina, asi como de aquellos que participan en la regulacion de la
cito-arquitectura del islote pancreatico. Estos resultados no apoyan nuestra
hipétesis inicial en la cual se propuso que la disminucién de la expresion de genes
observada a los siete dias de tratamiento podria deberse a una respuesta de
retroalimentacién negativa por un aumento abrupto en la expresion de estos genes
en etapas tempranas anteriores a los 7 dias de tratamiento. Datos recientemente
obtenidos en nuestro laboratorio otorgan claves para la interpretacion de estos
resultados.
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INTRODUCCION

El Pancreas

El pancreas es una glandula mixta compuesta por una parte exocrina y una parte
endocrina. La parte exocrina esta constituida por una poblacion celular pequefia
gue comprende el sistema ductal intralobular e intercalado y también esta formada
por el tejido acinar. Los acinos pancreaticos son cumulos celulares que sintetizan,
almacenan y secretan enzimas digestivas y zimdégenos que consecuentemente
son vertidos al duodeno y utilizados en la digestion. La parte endocrina consiste de
grupos de células secretoras de hormonas que se encuentran dispersas en el
tejido exocrino, estos grupos son denominados islotes de Langerhans o islotes
pancreéticos[1], [2].

Organogénesis pancreatica

El pancreas tiene su origen embrioldgico como dos brotes que se desarrollan en
las secciones dorsal y ventral del duodeno, que se fusionan para formar un érgano
anico. El brote ventral forma la parte posterior de la cabeza del pancreas, mientras
que el brote dorsal comprende el resto del 6érgano [3].

El endodermo, tejido del cual surge el pancreas, consiste en una capa celular que
se especifica durante la gastrulacion. Los genes requeridos para la formacion del
endodermo incluyen a Wnt/B-catenin, Nodal, GATA4/6, FoxA2, Sox17 y Mix [4]-

[6].

La diferenciaciéon del dominio pancreatico dentro del endodermo intestinal es
mediada por la combinacion de las sefiales derivadas por el mesodermo,
incluyendo a TGFB (transforming growth factor), acido retinoico y factores de
crecimiento del fibroblasto (FGF) [4]. La diferenciacién del tejido puede observar al
dia embrionario 8.5, con la expresion de Pdx-1 (pancreatic duodenal homeobox 1)
en dos dominios ventrales y, después, con la expresién en el domino dorsal en
8.5-8.75. Al dia 9.5 se observa la generacion de brotes en el epitelio que rodea a
la mesénquima, los progenitores multipotentes que dan origen a las células
endocrinas, ductales, acinares se encuentran localizadas en los extremos
emergentes y marcadas por varios factores transcripcionales, entre ellos Pdx-1 [7].

Al dia 9.5 embrionario se observan algunas células endocrinas positivas a
glucagén. La mayoria de las células endocrinas (a, B, 8, € y PP) con capacidad de
expresar hormonas que conforman a los islotes emergen alrededor del periodo
embrionario que comprende a los dias 13.5-14.5. En este periodo también es
posible observar la aparicion de células acinares. Conforme la embriogénesis
progresa, el crecimiento del érgano y la diferenciacion celular continua, formando
los cumulos celulares del tejido acinar y los islotes pancreéaticos de células
endocrinas derivadas de la delaminacion del epitelio [6], [8].
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Recientemente se ha observado que varios factores transcripcionales
desempenfian roles criticos durante el desarrollo pancreético, la distincién de linajes
celulares y la funcidn pancreética, entre ellos la familia forekhead y Pdx-1 [6].

La familia de factores transcripcionales Forkhead incluye a Foxal (HNF3a), Foxa2
(HNF3B) y Foxa3 (HNF3y). Foxa2 es el primero en ser expresado al dia
embrionario 6.5 en el endodermo intestinal y la notocorda precediendo a la
formacion del pancreas [9]. Se ha observado que errores en la expresion de Foxa2
derivan en la inviabilidad del embrion [10] determinando que Foxa2 es una
proteina que ejerce un papel clave en la morfogénesis pancreatica [11].

Pdx-1 es un miembro del conjunto de genes Parahox, importantes en el desarrollo
embrionario, que se halla regulado directamente por Foxa2 [12], [13]. Es
expresado en el dia embrionario 8.5, en las regiones del endodermo dorsal y
ventral que dan origen a los brotes pancreaticos [14].

Estudios tempranos en ratones con expresion nula de Pdx-1, mostraron agénesis
pancreética [15]. Estudios posteriores sugieren que mientras que Pdx-1 no es
esencial para la induccion del desarrollo pancreatico, si es requerido para el
crecimiento y desarrollo del linaje pancreatico [16]. En ratones sin modificaciones,
la expresion de Pdx-1 continua en el epitelio pancreatico y se ve progresivamente
restringido a las células beta pancreaticas y a reducidos subgrupos de célula delta
y PP [17].

Desarrollo postnatal del islote pancreético.

Como se sefalé en la seccion anterior, el islote pancreatico se diferencia en las
etapas embrionarias [18], es en este lapso de tiempo cuando se genera la
diversidad celular de linaje pancreatico. Pero es hasta después de la ablactaciéon
cuando el desarrollo normal de la célula beta culmina en dos eventos cruciales de
maduracion:

A) Se perfecciona el mecanismo secretor de glucosa en respuesta a la glucosa y
se aumenta la produccién de insulina por célula, lo que resulta en la
maduracion de la secrecion de insulina en respuesta a glucosa [19], [20].

B) Se aumenta el niumero de células beta [21], [22], y se lleva a cabo la
remodelacion del islote pancreatico, el cual adquiere la citoarquitectura tipica
de un islote adulto [23].

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
éstos (Gilbert, 2003), este periodo ha recibido el nombre de ventana critica [24],
[25].

10
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Ventana critica postnatal

Una ventana critica es definida como un periodo de cambios importantes tanto
estructurales como funcionales que se producen durante el desarrollo normal de
un organo cuando este es expuesto a cambios en su medio, lo cual es capaz de
originar consecuencias en la vida tardia [24].

El periodo post-natal es una ventana critica, en donde acontecen cambios
drasticos en la forma de vida, que empiezan con el nacimiento, el periodo de
lactancia y finalmente el destete. El desarrollo post-natal del islote es de vital
importancia para alcanzar un control efectivo de la glucemia en etapas posteriores
de la vida. Al nacer los islotes muestran una secrecion de insulina escasa y sin
respuesta a la glucosa, comparada con las células beta de los animales adultos
[26], [27]. Esta condicion refleja una inmadurez funcional. No se encuentra bien
determinado cuando es el momento en el que se adquiere la secrecién de insulina
estimulada por glucosa, sin embargo, se cree que este cambio estd dado en
etapas tempranas del destete y podria estar asociada por una reorganizacion
morfofisiologica del islote, lo cual también se observa en este periodo.

Se sabe que el tamafio de los islotes, su nimero y composicion, pueden ser
alterados en respuesta a cambios nutricionales [28]. Se ha encontrado que las
dietas con un alto contenido de carbohidratos durante la lactancia pueden causar
hiperinsulinemia y obesidad en las ratas adultas. Estos modificaciones podrian
derivar en un alto riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 [29], [30]. También, la
desnutricion proteica e hipercalérica afecta el desarrollo del islote y favorece el
desarrollo de hiperglucemia [28], [29], [31]-{33]

Los islotes pancreaticos

Los islotes estan conformados por una variedad de tipos celulares, incluyendo
células endoteliales, nervios, fibroblastos y principalmente células endocrinas [1],
[34].

Composicion de los islotes pancreéticos

El islote contiene al menos 5 tipos de células secretoras: células alfa (a)
secretoras de glucagon, células beta (B) que secretan insulina, células delta ()
secretoras de somatoestatina , las células (€) que secretan grelina y las células PP
gue secretan polipéptido pancreatico. En humanos, las células beta corresponden
alrededor de un 54% de la poblacion celular, 35% a células alfa'y 11% a células
delta [35]. En el raton la proporcion varia ligeramente, las células beta
comprenden un 75% de la poblacion celular del islote pancreatico, las células alfa

11
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conforman el 19% vy las delta 6% [35]. Las células PP secretoras de polipéptido
pancreatico, el cual se propone funge como auto regulador de la funcion secretora,
varian de acuerdo a la regién del pancreas, las células épsilon son abundantes
durante el desarrollo embrionario y el nacimiento, mientras que su abundancia es
menor en la etapa post-natal.

Arquitectura de los islotes pancreaticos

La composicion celular de los islotes pancreaticos no es la Unica caracteristica que
difiere en base a la especie, sino también la cito-arquitectura (estructura de
organizacion celular). Los roedores, en particular los murinos, presentan islotes en
cuya conformacién se observan células beta en el centro y las otras poblaciones
celulares se hallan replegadas hacia la periferia, donde los bordes se ven
ocupados por las células alfa. En contraste, la distribucion celular en los islotes
pancreéticos humanos presenta una cito-arquitectura homogénea, en la cual las
células beta y no-beta se encuentran dispersas sin organizacion aparente [36]. Se
ha especulado que la diferencia entre organizacién y composicion celular del islote
pancreético en diferentes modelos puede estar relacionada a la funcion de los
mismos [35].

También se ha encontrado que otras caracteristicas de los islotes difiere entre
especies. Estudios realizados en humano y ratén, sugieren que en los primeros,
las concentraciones intracelulares de calcio se incrementan en respuesta a un
menor umbral de concentraciones de glucosa. Asimismo, las oscilaciones de
calcio intracelular en los islotes humanos, no se encuentran coordenadas de la
misma manera como se observan en los islotes de ratén, lo cual es atribuido a la
diferencia en observada en la composicion celular[37].

La célula beta (B)

Las células beta son un tipo de célula endocrina altamente especializadas que se
localizan en los islotes de Langerhans, cuya funcion es la de controlar la sintesis,
procesamiento, almacenamiento y secrecion de insulina en respuesta a la
concentracion de glucosa y otros nutrientes especificos en la circulacién
sanguinea. En el funcionamiento de las células beta tienen un papel importante los
factores transcripcionales quienes en conjunto tienen la tarea de modular la
expresion de la insulina y otras proteinas que colaboran en el proceso de sintesis
y secrecion de la hormona con base en las demandas metabdlicas del organismo
[38], [39].

12
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Insulina

Es una hormona peptidica critica en la regulacién del metabolismo que ademas
tiene acciones sobre la divisién y crecimiento celular a través de sus efectos
mitogénicos [40].

Estructura de la insulina

La insulina humana es una proteina dimérica de dos cadenas polipeptidicas
denominadas Ay B, de 21 y 30 aminoacidos respectivamente, unidas por un par
de puentes disulfuro [40], [41] (figura 1).

Glu

Leu Asp

Ala B ) - Leu
Q0alLevSer GlyAlaGly ProGly Gly G 1ev'Glu:val GinClyYolg
0 40

—

-

————— PéptidoC — ——

Fig.1 Estructura covalente de la proinsulina humana.
Modificada de Oyer et. al. 1971 [41]

Sintesis de lainsulina

El precursor de la insulina, la proinsulina es sintetizada en las células beta del
islote pancreético. La proinsulina se sintetiza en los ribosomas del reticulo
endoplasmatico rugoso a partir de mRNA en la forma de pre-proinsulina, la cual
estd formada por la sintesis secuencial del péptido sefial, la cadena B, el péptido
de uniébn C y la cadena A. El péptido sefial interactia con la particula de
reconocimiento de sefal, una ribonucleoproteina del citosol que facilita la
separacién de la preproinsulina naciente del compartimiento citosdlico y la envia a
la via secretora. La preproinsulina se transloca al lamen del reticulo
endoplasmatico rugoso, donde una peptidasa especializada escinde el péptido
sefial. La remocién del péptido sefial produce la proinsulina, que adquiere su
caracteristica conformacion tridimensional, al doblarse y formar tres puentes
disulfuro en el reticulo plasmatico[l], [42]. Vesiculas secretoras transfieren la

13
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proinsulina del reticulo endoplasmatico rugoso al aparato de Golgi (AG), donde la
proinsulina es cortada por las prohormona convertasas PC2 y PC1/3 para formas
la insulina y el péptido C, éstos se empaquetan en granulos cuyo ambiente acuoso
rico en zinc y calcio favorece la formacion de hexdmeros de insulina de arreglo
cristalino romboédrico alrededor de una molécula de zinc (Zn2+). Estos granulos
pueden almacenarse por periodos largos antes de ser liberados, cada celula beta
puede contener de 10000 a 13000 granulos secretores[39], [41]-[45].

Transcripcion y regulacion

La insulina esta codificada por un solo gen en los humanos (INS, cromosoma
11p15.5) y dos genes en los ratones (Insl, 19, 49.0 cM e Ins2, 7, 69.1 cM).
Existen diversos factores cis-activadores y trans-activadores asociados a la
activacion especifica en la célula beta del enhancer del gen de la insulina.
Ademas, la misma insulina puede actuar de forma autdcrina para regular esta
activacion mediada por enhancers [46].

El enhancer de este gen esta constituido por los elementos A, C y E, cuyos
motivos de unidn pueden encontrarse en el gen de roedores y humanos. Estos
sitios son estimulados por una gran variedad de factores transcripcionales que
actian de manera concertada y sinérgica formando importantes redes
transcripcionales, que no sélo regulan la expresion del gen de insulina, sino
también la de otros genes intimamente relacionados con los procesos de sintesis
y secrecion.

BETA2/

Z Reglon | +1
4 USF  PDX-1 PDX-1 PDX-1 >
| MafA
Q0 Q _
L — —  — —— R S  o— L— INS

\
Humano
C2A5 E4 Pal E3aE3b E2 A3 GG2GG1C1 E1 Al TATA
(A2)

BETAZ BETAZ

E47 E47
HNF1ax
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y [ PDX-1 Nkx2.2 [ PDX-1

ot |ID MmatA | »

\ |
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I 1
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[
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Fig.2 Regulacion transcripcional del gen de la insulina.
Modificada de Artner et. al. 2008[46].
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La sintesis de insulina es regulada por las concentraciones de glucosa a nivel
transcripcional y post-trancripcional, tres reguladores transcripcionales especificos
de célula beta, Pdx-1 (pancreatic and duodenal homeobox-1), NeuroD1
(neurogenic differentiation 1) and MafA (V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma
oncogene homologue A) han demostrado que participan de forma crucial en la
induccion trancripcional del gen de insulina, activando la expresién de manera
coordinada y sinérgica en respuesta al aumento de glucosa en circulaciéon [47],
[48].

Secrecién de insulina

La glucosa es el principal inductor de la secrecién de insulina, aunque otros
macronutrientes, hormonas, factores humorales y estimulos neurales pueden
modular esta respuesta. La secrecion de insulina en respuesta a la glucosa es un
proceso de multiples pasos que requiere de: el transporte y el metabolismo de la
glucosa; cambios electrofisiolégicos; y la fusion de granulos secretores que
contienen insulina con la membrana plasmatica de la célula-beta.

La secrecién de insulina en respuesta a glucosa es pulsatil [49]. Los pulsos
secretorios se asocian a oscilaciones en la concentracién de calcio (Ca?") en
respuesta a estimulos de glucosa[50]. Las oscilaciones quimicas en la glucolisis
inducida por glucosa es una caracteristica presente en todas las células, en las
células beta estas oscilaciones se acompafian de variaciones en la concentracion
de insulina, consistentes en fase y periodo temporal, con el fin de mantener los
niveles optimos de glucosa [51].

Los pulsos secretorios también estan regulados y sincronizados con otros tipos
celulares presentes en el islote pancredtico, la insulina y el glucagon tienen
patrones secretorios asincronos que reflejan el comportamiento observado en
periodos de post-prandio y ayuno[49].

La secrecion de insulina en respuesta a glucosa muestra un patron bifasico. Poco
después de que la célula beta recibe el estimulo de glucosa hay un primer pico de
secrecion de insulina, seguido de una disminucion en la secrecion. Una segunda
fase sostenida de secrecion de insulina sigue a este decremento, la cual puede
continuar durante horas hasta que se alcance la euglicemia. A pesar de que los
mecanismos que participan en la primera fase de secrecién de la insulina, (o fase
de disparo) son bien conocidos, los mecanismos que regulan la segunda fase de
secrecion sostenida (o fase de amplificacion) no han sido elucidados por completo,
y se ha sugerido la participacion de diversos agentes en esta fase. La mayoria de
estos agentes se relacionan con el metabolismo de la glucosa al interior de la
célula beta.
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Un aumento en la concentracion de glucosa en circulacion induce la “primera fase”
de la secrecién de insulina mediada por glucosa, liberando insulina almacenada en
los granulos secretores localizados en el interior de la célula beta. La glucosa
entra a la célula por difusion facilitada a través de transportadores GLUT, en la
célula beta pancreatica la glucosa es transportada por GLUT2 en roedores y
GLUT1 en humanos. La absorcion de glucosa en la célula beta es sensada por la
glucocinasa, la cual se encarga de fosforilar la glucosa entrante a glucosa-6-
fosfato (G6P), molécula que a través de su metabolismo por la glicolisis y el ciclo
de Krebs genera una ganancia neta de ATP, provocando el cierre de los canales
de potasio (K*) dependientes de 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 [52]. El aumento de la concentraciones de K*
intracelular provoca la despolarizacién de la membrana y la activacién de los
canales de calcio dependientes de voltaje y el consecuente aumento de la
concentracion intracelular del mismo [53], [54]. Junto con el calcio movilizado de
las reservas intracelulares, este proceso lleva a la fusién de los granulos
secretores que contienen insulina con la membrana plasmética, que deriva en la
secrecion pulsétil de insulina [40], [55]-[57].

La existencia de una segunda fase de insulina fue reportada en los afios 60, al
observar que al perfundir el pancreas total con glucosa, la secrecién de insulina se
incrementaba a partir de los 2 minutos posteriores a la infusibn con glucosa,
alcanzando un pico a los 4 min. Una segunda fase, mas lenta, subsecuente a este
aumento se mantiene durante todo el periodo de infusién con glucosa [57]. Al ser
perfundido con tolbutamida, una sulfonilurea que actia como blogueador de los
canales de potasio, sélo se observd el primer el primer pico, perteneciente a la
primera fase de secrecién o fase de disparo, sugiriendo que la segunda fase y por
consiguiente la secrecién bifasica, solo se genera en respuesta a glucosa [57].

Durante los afios 90 se encontraron mecanismos de secrecion de insulina
independientes de la accion idnica (activacion de los Katp) [58], [59]. Ahora se
sabe que la secrecién de insulina en respuesta a glucosa comprende una primera
fase rapida de secrecion, ocasionada por una via de disparo (0 un mecanismo
independiente de Katp), seguida de una segunda fase sostenida que depende de
una via de amplificacién (o un mecanismo independiente de Katp) [60], [61].
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Fig.3 Mecanismos de la secrecion bifasica de insulina en respuesta a
glucosa

Factores de acoplamiento metabdlico y la secrecién de insulina en respuesta
a glucosa

El metabolismo de la glucosa en la célula beta puede generar sefiales o factores
acoplamiento metabdlico que poseen la capacidad de iniciar y sostener la
segunda fase de secreciéon de insulina. Existen diversas vias de sefalizacion que
al activarse contribuyen al mantenimiento o aumento de la respuesta de secrecién
inducida por glucosa, como las vias de PKA [62], [63], PKC [63], [64] y PKG [65].

Modulacion de la secrecion de insulina por nutrientes

Se ha propuesto que los acidos grasos libres regulan la liberacion de insulina en el
pancreas, siendo esenciales para la secrecion de insulina en respuesta a la
glucosa [66]. Se ha observado que los acidos grasos pueden incrementar las
concentraciones de calcio intracelular [Ca?'];, estimulando la secrecién de insulina,
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por un mecanismo que propone gue accion la accién de los acidos grasos
involucra la activacién de la via de PKC [67], [68].

Los aminoacidos obtenidos a través del consumo de la dieta también estimulan la
secrecion de insulina. Estos aminoacidos actuan por lo general de forma conjunta,
y los mecanismos de secrecién en los que participan son el incremento de ATP
proveniente del ciclo de Krebs, la despolarizacién de la membrana o el incremento
en el [Ca?']i[69], [70].

Existe también evidencia de que ciertas vitaminas son capaces de potenciar la
secrecion de insulina, entre las que se encuentran la vitamina A, la vitamina D y la
biotina. La vitamina A es esencial para la secrecion de insulina [71], y es capaz de
incrementar la expresion del RNAm de glucocinasa [72], GLUT2 [73] y la misma
insulina [72].

La vitamina D también incrementa de manera dosis dependiente la sintesis de
insulina en respuesta a glucosa, acelerando el proceso de conversion de
proinsulina a insulina [74] ademés de potenciar la secrecién de insulina mediante
el aumento de las concentraciones de [Ca*']; como consecuencia de la apertura de
canales de calcio dependiente de voltaje, lo cual conlleva a un efecto
insulinotropico [75], [76].

Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo y otros laboratorios han
encontrado que la vitamina biotina actia como un estimulador de la secrecion de
insulina y de la expresion de genes relacionados con el proceso sintesis y
secrecion.
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Biotina

La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B, también conocida como
vitamina Bg, esencial para el desarrollo, homeostasis y crecimiento de los seres
vivos. Un nutriente esencial para el ser humano, en el cual las deficiencias de
esta vitamina son de rara incidencia, dado que la misma se encuentra
ampliamente distribuida en la dieta (levaduras, productos carnicos, huevo,
leguminosas y cereales), ademas de ser sintetizada por bacterias de la flora
intestinal [77][78].

La biotina fue descubierta al observarse que ratas alimentadas con clara de
huevos crudas presentaban dermatitis severa, disfuncion muscular y alopecia
podian ser tratadas al administrar un factor extraido del higado, el cual se
identific6 como biotina.

Caracteristicas fisicoquimicas

Quimicamente la biotina corresponde al acido hexahidro-2-oxo-1H-tieno-
[3,4d]imidazol-4-pentoico, un acido monocarboxilico con peso molecular de 244.31
g/mol, estable a temperatura ambiente, soluble en agua (0.02% p/v) y etanol
(0.08% p/v) y susceptible a la oxidacion [79].

Es un compuesto biciclico, uno de sus anillos cuenta con un grupo ureido (-N-CO-
N-) mientras que el otro contiene azufre como parte de un anillo tetrahidrotiofeno.
Cuenta ademas con una cadena de acido valérico que le confiere un caracter
acido [79].

7
L.
N \H
HC—CH
| o
HEC\S _CH—(CHa)4~C-OH

Fig.4 estructura quimica de la biotina
Metabolismo y Absorcion

La biotina también puede encontrarse ligada a un residuo de lisina, en la forma de
biocitina. La biotinidasa es la enzima responsable de catalizar la hidrdlisis,
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escindiendo la molécula y aumentando la biodisponibilidad de la biotina libre
consumida en la dieta [80].

Una vez que la biotina es consumida en la dieta y procesada por peptidasas,
proteasas y la biotinidasa, la biotina es absorbida por los enterocitos en la porcién
distal del duodeno y proximal del yeyuno. Para ser absorbida la biotina requiere de
un transportador, este proceso es llevado a cabo por el transportador multiple de
vitaminas dependientes de sodio [81]. EI SMVT funciona como simportador
electrogénico, transportando la biotina junto con sodio, en una estequiometria 2:1
sodio sustrato [79].

Después de su absorcion en el intestino, la biotina pasa al plasma, donde es
principalmente transportada por la biotinidasa [82] y puede encontrarse libre en un
81% y unida a proteinas de manera covalente en un 12% y de manera reversible
en un 7% [83]. La absorcién de la biotina se impide por la avidina, una
glicoproteina presente en la clara de huevo. Este efecto se produce debido a la
unién no covalente de la vitamina con la proteina [79].

Desde el torrente sanguineo la biotina pasa a los 6rganos. El higado, es el 6rgano
gue absorbe biotina en mayor cantidad para su metabolismo, haciéndolo a través
del el transportador multiple de vitaminas dependientes de sodio , mecanismo que
también esté presente en otros tejidos con este transportador [81].

Rol clasico de la biotina como cofactor de carboxilasas

La biotina funciona como grupo prostético de las enzimas acetil-Coa carboxilasa
(ACC-1 y ACC-2), piruvato carboxilasa (PC), metilcrotonil-Coa carboxilasa y
propionil-Coa carboxilasa (PCC). Estas son sintetizadas como apo-carboxilasas
inactivas; la holocarboxilasa sintetasa (HCS) cataliza la activacion mediante la
unién covalente a un residuo de lisina [84]. Estas enzimas mencionadas
anteriormente son responsables de catalizar reacciones de procesos metabdlicos
fundamentales como la gluconeogénesis, la sintesis de &acidos grasos (B-
reduccidn) y el catabolismo de aminoéacidos [85], [86].

Efecto de la biotina sobre la expresion genética

Al final de la década de los 60, se observo que la biotina , ademas de su
intervencion en las reacciones de carboxilacion, en concentraciones
farmacoldgicas participa en la regulacion de la transcripcion de genes y en la
estructura cromosémica. Estudios han demostrado que la biotinidasa y la
holocarboxilasa sintetasa median la union covalente de la biotina a histonas,
afectando la estructura de la cromatina [87], [88].
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La biotina participa en la regulacion de la transcripcion de enzimas que la utilizan
como sustrato y grupo prostético, la holocarboxilasa sintetasa (HCS)[89], la acetil
coenzima A carboxilasa (ACC), la piruvato cinasa (PC) y la propionil coenzima A
carboxilasa (PCC) [90]. También actla en la regulacidén de la expresién de otras
enzimas y proteinas que no la utilizan como sustrato o de las cuales su actividad
no depende de ella como cofactor, como la glucocinasa hepética [91], [92].,
fosfoenol piruvato carboxicinasa (PEPCK) [92], [93], insulina y glucocinasa
pancreatica [94].

Ensayos de microarreglos han mostrado que una variedad de genes son
afectados por la biotina. Estudios en células humanas mononucleares de sangre
periférica (PMBC) se observd que en adultos sanos suplementados con 8.8
umol/dia de biotina durante un periodo de 3 semanas, mostraban un aumento en
la expresion de 139 y un decremento en la expresion de 131 genes en
comparacién con los controles, sugiriendo que el genoma humano contiene
grupos de genes gue responden a concentraciones farmacoldgicas de biotina [95].
Muchos de estos genes desempefian funciones como proteinas de union a ADN,
proteinas de union a ARN, proteinas de unién a nucleétidos, con actividad de
transferasa o traduccional [96]. Otro estudio realizado en células humanas de
hepatocarcinoma (HepG2) encontr6 1803 genes que respondieron a la vitamina
[97].

Han sido propuestas dos vias que podrian participar en la accién de esta vitamina:
La activacion de la guanilato ciclasa soluble y la biotinilacion de histonas [98], [99].

Mecanismos de accién

Activacion de la guanilato ciclasa soluble

Diversos estudios han encontrado que la biotina incrementa la actividad de la
enzima guanilato ciclasa. Estudios previos encontraron que la biotina en una
concentracion de biotina 1 yM produce un aumento del doble al triple de la
actividad de la guanilato ciclasa en el higado, rifion, colon, cerebelo y corazén.
[100], [101].

En otros estudios se encontré que el aumento producido por biotina en la actividad
de la glucocinasa hepética estaba precedido por un incremento en las
concentraciones intracelulares de GMP ciclico, sugiriendo que la biotina ejercia su
efecto a través de este segundo mensajero [102]. La activacién de la guanilato
ciclasa aumenta la sintesis de GMP ciclico [90], el cual estimula a la proteina
cinasa G (PKG), provocando la fosforilacion y activacion de proteinas que
incrementan la transcripcion génica [96], [103].

21


http://www.novapdf.com/

Estudios por Solorzano y cols [85] encontraron que el vinculo entre la biotina y la
activacion de la guanilato ciclasa esta dado por el Biotinil-AMP, un intermediario
en reaccion catalizada por la holocarboxilasa sintetasa en la sintesis de las
holocarboxilasas dependientes de biotina. El mecanismo mediante el cual se
produce este efecto se desconoce.

Biotina

l Holocarboxilasa sintetasa

Biotinil - AMP

l+

Guanilato ciclasa soluble
Guanosin trifosfato » cGMP

l+
: Proteina cinasa G , :
Proteinas » Proteinas fosforiladas

I+

Activacion transcripcional de genes

Fig. 5 Regulacién de la expresion de genes por biotinil-AMP [103]

Biotinilacién de histonas

La cromatina esta compuesta principalmente de DNA y proteinas de union a DNA
como las histonas, éstas Ultimas desempefian un rol importante en la
estructuracién y doblado del DNA a cromatina. En mamiferos se han identificado
5 grandes clases de histonas: H1, H2A, H2B, H3 y H4, que consisten de un
dominio globular y una seccién terminal amino, de los cuales poco mas del 20%
consisten de residuos de arginina y lisina, confiriéndoles de un caracter de carga
positiva a pH fisiolégico permitiendo la unién del DNA a histonas de manera
electrostética [104].

El extremo amino terminal de las histonas puede ser modificada covalentemente,
afectando la estructura de la cromatina, dando pie a la regulacion génica. Este
extremo terminal es susceptible a la biotinilacién en los grupos amino épsilon (con
residuos de lisina), los grupos guanidino (arginina), carboxilo (glutamato) e
hidroxilo (serina). Se ha observado in vitro que la biotina se une de forma
covalente a las histonas debido a la accién de la biotinidasa mediante la escision
de la biocitina (biotina-¢-lisina) formando un intermediario biotinil-tioester (cisteina
unida a biotina) tranfiriendo después el grupo biotinil del tioester al grupo €-amino
de las lisinas en la histona [105], [106].
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Tambien se ha descubierto que la holocarboxilasa sintetasa puede catalizar la
biotinilacion de histonas [107]. In vivo, han sido detectadas histonas biotiniladas en
diversos tipos de células, como las células PBMC [108], células de céancer
pulmonar [109], células de coriocarcinoma [110] y células humanas de
linfoblastoma [111]. Sin embargo, existen estudios que ponen en duda la
capacidad de la vitamina de biotinilar histonas_[112], [113].

ANTECEDENTES DIRECTOS

En estudios previos, realizados por nuestro grupo de trabajo [114], se encontr6
que la administracion durante 8 semanas de una dieta suplementada con
concentraciones de biotina 56 veces la contenida en la dieta control, incremento:
la expresion de genes que favorecen la sintesis y secrecion de insulina, la masa
de las células beta y modifico la estructura del islote pancreatico.

Los resultados de estos estudios revelaron que la suplementacion con biotina
provoco un aumento en la expresion de factores transcripcionales participantes en
la regulacion de genes relacionados con la expresion y secrecion de insulina,
como lo es Foxa2, un factor transcripcional que pertenece a la familia de proteinas
winged hélix/Forkhead (FOX), importante en la cascada de transcripcion que
determina la expresion y regulacién de genes participantes en la sintesis y
secrecion de insulina. Foxa2 regula a su vez la expresidn del factor transcripcional,
Pdx-1 proteina relevante para la expresion de la insulina y de otras proteinas que
participan en el proceso de secrecion de esta hormona. Pdx-1 es también
determinante en el mantenimiento y proliferacion de las células  [115], [116].

En concordancia con el aumento de Foxa2 y de Pdx-1, también se encontré que la
suplementacién con biotina por ocho semanas en la dieta ocasioné un incremento
en la expresién del gen de la insulina (Ins2) y de la glucocinasa (Gck), enzima que
tiene un papel regulador en el proceso de secrecion de insulina en respuesta a la
glucosa. Asimismo, se encontraron aumentados los niveles de RNAm de otro gen
participante en la secrecion de la insulina: el gen del canal de calcio Cacnald, un
gen que codifica para la subunidad a1d del canal de calcio tipo L dependiente de
voltaje, cuyos factores que regulan su transcripcion se desconocen.

Sorprendentemente, el analisis histolégico revel6 que los islotes de los ratones
suplementados con biotina poseen una arquitectura modificada comparada con la
de los islotes control. Por lo que se analizaron estudios sobre la expresion de
moléculas de adhesién como (Cdhl), y (Ncaml) [117]-[119], encontrandose que
la suplementacién con biotina disminuy6 de manera significativa la expresion de la
molécula de adhesion celular (Ncaml), mientras que no se encontrd diferencia en
la abundancia del RNAm de cadherina (Cdh1l).
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En un estudio posterior se investigd si las modificaciones derivadas de la
suplementacion con biotina a las ocho semanas se efectuaban gradualmente a
todo lo largo de este periodo, o si, debido a la ductilidad del islote en la etapa post-
natal [25], los cambios se producian durante la ventana critica existente después
de la ablactacion. Sorprendentemente los resultados obtenidos revelaron que
desde la primera semana de la administracion de la vitamina se produjeron
cambios en los islotes, sin embargo sorprendentemente se encontraron efectos
diferentes a los observados a las 8 semanas de suplementaciéon con biotina. En
lugar de un aumento la expresién de Foxa2, Pdx-1, insulina y cacnal el ARNm de
estos genes disminuyd, en tanto que, en contraste a la falta de modificacion en la
expresion de cadherina en la octava semana de la administracion de la dieta, a la
primera semana de ingesta la expresion del mensajero se encontré aumentada.
No se encontraron cambios en la expresidn de la glucocinasa [120]. No obstante la
disminucién de la expresion de la insulina y factores transcripcionales criticos en
su sintesis y secrecion, no se observaron anomalias en la secrecion de la insulina
ni en la curva de tolerancia a la glucosa [120].

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La administracion de una dieta suplementada con biotina durante una semana
después del destete produce disminuciones en la expresiéon de genes criticos en la
sintesis y secrecion de la insulina. Sin embargo, a pesar de estas disminuciones
no se observan anomalias ni en la secrecién de la insulina, ni en la homeostasis
de la glucosa. Una explicacion de las discrepancias entre la disminucion en
expresion de genes y la funcionalidad normal del islote observadas a la primera
semana de tratamiento podria deberse a un abrupto aumento en la expresién de
los mensajeros y sus correspondientes proteinas en tiempos anteriores, dando
como consecuencia una respuesta de retroalimentacion negativa sobre la
transcripcion. En soporte a esta hipétesis, en estudios analizando el efecto de
concentraciones farmacoldgicas de biotina sobre los citocromos P450 CYP-1A1,
CYP1A2, CYP1B1 hepético [121], se observd un aumento pronunciado en el
RNAmM de estos genes en el primer dia de tratamiento, proseguido por
disminuciones en el contenido del RNAm en los dias posteriores. Por lo que en
este trabajo se propone analizar esta hipétesis.

HIPOTESIS

La suplementacion con biotina en la dieta a un dia después del destete produce
aumentos en la expresion del RNAm del islote pancreético.
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OBJETIVO

Investigar los efectos de la suplementacion de biotina sobre la expresién del
RNAm del islote pancreético, en ratones machos de la cepa BALBc/AnN Hsd un
dia después del destete.

OBJETIVO PARTICULAR

Investigar el efecto de la suplementacién con biotina, a un dia de la ablactacion,
sobre la expresion relativa de genes y factores transcripcionales (Foxa2, Pdx-1),
asi como en la expresion de los genes que participan en la secrecién de insulina
(Ins2, Gek y Cacnald) y en la estructura del islote pancreatico (Cdhl, Actb y
Ncaml).

METODOS
MODELO EXPERIMENTAL

Ratones machos de la cepa BALBC/AnN de tres semanas de edad recién
destetados se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM bajo ciclos de luz-obscuridad de 12 h; y con libre acceso
a agua y alimento durante todo el periodo experimental. Los ratones fueron
alimentados durante las 24 horas posteriores al destete con dos diferentes dietas:
una dieta con concentraciones fisioldgicas de biotina (0.8 mg/kg) y una dieta
suplementada con concentraciones supra-farmacologicas(100 mg/kg).

La dieta control proporciona suficiente cantidad de biotina para cubrir las
necesidades metabdlicas de los ratones[18], mientras que la dieta suplementada
contiene cantidades de biotina de aproximadamente 56 veces la concentracion del
control, proporcién comparable a la de los suplementos vitaminicos de biotina
recomendados para la diabetes [19][20].

Los ratones utilizados en este estudio fueron producto de cruzas selectivas entre
hembras y machos fértiles de 8 semanas. Las hembras fueron separadas al
observarse el embarazo. Tras el parto, se contabilizé un periodo de 21 dias (d21)
en el cual las crias fueron destetadas a las 22:00 p.m., y fueron separadas por
sexos distribuyéndose equitativamente y al azar en dos grupos: control y
suplementado. Las crias del grupo control fueron alimentadas con dieta control
(Harlan 2018S Teklad Global 18% Protein) o con la dieta suplementada (Harlan
2018S Teklad Global 18% Protein adicionada con 107.98 mg/Kg de biotina)
durante 24 hrs. La dieta fue retirada las 22:00 p.m. del d22 post-natal y, ambos
grupos se sometieron a un ayuno de 12 hrs.
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Las crias correspondientes a cada grupo fueron sacrificadas a las 10:00 a.m. del
dia posterior al destete, se anestesiaron con Sevorane (Sevofluorano, Abbott) y
se sacrificaron por dislocacion cervical. En los animales anestesiados el pancreas
se escindid y se limpié de grasa y sangre. Los pancreas de 3 a 5 ratones se
colocaron en un vaso de precipitados con 10 mL de solucion de Hank’'s con BSA 'y
antibidtico (Gibco) y se fragmentaron con tijeras. Posteriormente, se digirieron con
0.3 mg de colagenasa IV (Sigma) por cada pancreas en un bafio de agua durante
aprox. 10 min a 37°C con agitacion constante. Los islotes pancreaticos se
separaron del tejido acinar utilizando un gradiente de Ficoll. La fraccion de islotes
se lavd con solucién de Hank’s, y los islotes se recolectaron del medio bajo un
microscopio estereoscopico.

Al finalizar el tratamiento, se extrajo el RNA total utilizando el reactivo de Trizol
(Invitrogen) de grupos de 200-300 islotes aislados como se indica previamente. La
cantidad y pureza del RNA fueron determinadas por espectrofotometria, midiendo
la absorbancia a 280 y a 260 nm. Se evaluo la expresion relativa de mRNA para
los genes de interés por medio de RT-PCR en tiempo real, con los materiales y
métodos proporcionados por Applied Biosystems. Las muestras se analizaron por
triplicado. La expresion relativa de los genes de interés se analizdé con el método
AACt, usando la subunidad 18S del RNA ribosomal como control interno, y se
normalizaron los resultados con respecto a la expresién en el grupo control.

Se calculd la expresion relativa de cada gen con el método de la doble diferencia
del parametro Cr (cycle threshold). Este método calcula la expresion de un gen de
interés en relacion a otro gen que funge como control interno. EI Ct se define
como el ciclo de PCR en el cual Is sefial del fluoréforo alcanza un umbral
determinado arbitrariamente [122], [123]. La expresion relativa (ER) se calcula de
acuerdo a la ecuacion 1.

ER= 225¢t (1)

Esta ecuacion permite comparar la expresion genética de dos muestras (Ay B). La
muestra A corresponde al grupo suplementado de ratones, la muestra B
corresponde al grupo control de ratones. De tal manera que la doble diferencia del
C+ puede escribirse de la siguiente forma.

AAC+ = (Cr del gen de interés - Ct control interno)a— (Cr gen de interés - Cr control
interno)s

Se selecciond el gen correspondiente al RNAr18s como control interno, ya que su
expresion no se ve afectada por la biotina.
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Como ejemplo, si se tienen los siguientes valores de Cy para dos muestras de
islotes pancreaticos:

Muestra Cr(18s) Cr (Pdx-1)
A (suplementado) 12.14 19.79
B (control) 11.93 18.65

De esta manera es posible calcular cambios en la expresion relativa del gen de
cada gen problema , la doble diferencia del Ct se calcula como sigue:

AAC+ = (Crgen de interés - Cr control interno)a— (Ct gen de interés — control
interno)s

AAC+ = (Cr Pdx-1 - Ct 18s)a — (Cr Pdx-1 - C1 18s)s
AACT = (19.79 — 12.14) — (18.65 — 11.93)
AACT=0.93

Y la expresion relativa se calcula de acuerdo a la ecuacion (1) :

ER = 2-AACT
ER=29%
ER =0.52

La expresion relativa del gen problema de la muestra del grupo experimental es
de 0.52 con respecto al grupo control, que por definicibn es 1.00. En otras
palabras, la expresion relativa del grupo suplementado disminuye a la mitad con
respecto al grupo control.

Andlisis estadistico

Los datos se presentan como media + error estdndar, donde n indica el nUmero de
grupos evaluados. Las diferencias significativas se evaluaron por la prueba de t de
Student, usando el programa PASW Statistics 18. El nivel de significancia fue de
p<0.05.
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RESULTADOS

Efectos de la suplementacidon con biotina por 24 hrs. sobre la expresion del
RNAmM de factores transcripcionales.

La suplementacion en la dieta provocé un descenso en la expresion relativa del
RNAmM de Foxa2, la cual después de 24 horas de suplementacién se vio reducida
en aproximadamente un 50% en comparacion con el grupo control. También
observamos que la expresion del factor transcripcional Pdx-1 disminuyé
significativamente en comparacion con su control.

Expresion Relativade RMAm de factores transcripcionales

1.2

0.8

06

04

0z

M Control Foxa2 M Foxa2 W Control Pdx-1 Pdx-1

*P>0.05 comparado con el control .

Fig.6: Expresion del RNAm de factores trancripcionales involucrados con la funcidn secretora de
insulina del islote a las 24 hrs. de suplementacién con biotina. . Los datos representan la media £
ES. n=4 grupos de 300 islotes por condiciéon experimental. * Denota significancia (p<0.05) respecto a la
expresion relativa del RNAm correspondiente del grupo control.
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Efectos de la suplementacion con biotina por 24 hrs. sobre la expresion del

RNAmM de proteinas relacionadas con secreciéon de insulina.

El ensayo de RT-PCR revelé un decremento significativo en la expresion relativa
del mensajero del gen de la insulina Ins2 y en los niveles de RNAm del canal de
calcio alfa 1d (Cacnald). En tanto que la expresiéon del mensajero de la
glucocinasa (Gck) se vio notablemente favorecida, observandose un incremento
del 89% con respecto al control.

2.2

18
16
14
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

Expresion Relativade RNAm de genes relacionados a funcidn

T 4 g045:
1854

|

M ControlIns2  MIns2

0.2510%

0.1416%

| ——

Control Gck

Gek
*P=0.05 comparado con el control.

Control Cacnald Cacnald

Fig.5: Expresion del RNAm de proteinas relacionadas con la secrecion de insulina alas 24 hrs. de
suplementacion con biotina. Los datos representan la media + ES. n= 4 grupos de 300 islotes por
condicién experimental. * Denota significancia (p<0.05) respecto a la expresion relativa del RNAm

correspondiente del grupo control.
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Efectos de la suplementacion con biotina por 24 hrs. sobre la expresion del
RNAmM de genes relacionados con la morfologia del islote pancreético.

También analizamos la expresién de genes de proteinas estructurales del islote.
La expresion relativa del mensajero de beta-actina (Actb) y de cadherina (Cdhl),
disminuy6 tras la suplementacién con biotina. En tanto que la expresion del
mensajero de la molécula de adhesion celular (Ncam-1) mostré un aumento del
81% sobre la expresion basal.

Expresion Relativa de RNAm de genes relacionadosa
morfologia

2.2

2
18
16
14
12 T T T

1
0.8
0.6
0.4
0.2

0

1.8100*% T

=
&

3

=

M Control Cdhl MCdhl M ControlActh M Acth Control Mcaml

*P=0.05 comparada con el control.

Fig.6: Expresion del RNAm de genes relacionados con la morfologia del islote a las 24 hrs. de
suplementacion con biotina. Los datos representan la media + ES. n= 4 grupos de 300 islotes por
condicién experimental. * Denota significancia (p<0.05)respecto a la expresién relativa del RNAmM
correspondiente del grupo control.
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DISCUSION DE RESULTADOS

En este trabajo propusimos explicar las discrepancias observadas entre los
efectos de la suplementacion con biotina, entre la expresiébn de genes y la
funcionalidad del islote. Esta pregunta surge a partir de un trabajo previo en donde
se encontrd que la administracion de una dieta suplementada con biotina durante
una semana disminuy6 la expresiéon de genes criticos en la sintesis y secrecion de
la insulina, sin embargo no se observaron anomalias ni en la secrecidén de la
insulina ni en la homeostasis de la glucosa. Propusimos que podria deberse a un
abrupto aumento en la expresiéon del mensajero y de la proteina de estos genes en
tiempos anteriores a la semana de tratamiento, como consecuencia a una
respuesta de retroalimentaciéon negativa por parte del aumento del mensajero; ya
gue, en otros estudios [121], se observa un aumento pronunciado en el RNAm de
Cyp-1a hepético en el primer dia de tratamiento, proseguido por disminuciones en
el contenido del RNAm en los tres dias posteriores.

Los resultados de este trabajo encontraron que la expresion de varios genes
criticos para el mantenimiento del fenotipo, estructura y funcionamiento de las
células beta disminuyeron al primer dia de tratamiento. Los datos presentan
semejanzas con los datos obtenidos a la semana de ingesta de la dieta
suplementada con biotina, encontrdndose decrementos en la expresion del factor
transcripcional Foxa2 y de dos genes pertenecientes a la red de transcripcion
regulados por éste: Pdx-1 e insulina. Sin embargo, otro mensajero regulado por
ésta red, la glucocinasa, mostré una regulaciéon disimilar, encontrandose aumento
en la expresion de su ARNm. Estos resultados no apoyan nuestra hipoétesis inicial,
la cual propuso que la disminucién de la expresion de genes, observada a los siete
dias de tratamiento, podria deberse a una respuesta de retroalimentacion negativa
por un aumento abrupto en la expresion de estos genes en etapas tempranas
anteriores a los 7 dias de tratamiento. Sin embargo, datos recientemente
obtenidos en nuestro laboratorio otorgan claves para la interpretacion de estos
resultados:

Estudios que forman parte de la tesis de doctorado de Maura Flores [124]
encontraron que antes de la ablactacion los niveles de insulina son casi 4 veces
mayores de los reportados en la etapa adulta el dia del destete; estos niveles de
insulina disminuyen gradualmente para alcanzar los niveles del adulto,
aproximadamente a las dos semanas de la ingesta de la dieta sdlida. Estos datos
concuerdan con observaciones obtenidas en ratas por Aguayo-Mazzucatto [25].
De igual manera, la secrecion de insulina del islote en condiciones basales
(5,5mM de glucosa) disminuye aproximadamente diez veces la secrecidn
encontrada en islotes al momento del destete. Los datos de Maura Flores
encontraron gque la administracion de la dieta suplementada con biotina acelera
esta disminucion,tanto en los niveles de insulina en sangre como en la secrecién
basal. Este efecto de la biotina se encuentra acorde con la menor expresion
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encontrada en factores transcripcionales criticos en la produccion de la insulina, y
de la misma insulina, obtenidos durante los primeros dias posteriores a la
ablactacion.

Dado que Foxa2 se encuentra también rio arriba de la expresién de la glucocinasa
podria esperarse que la expresion de ésta estuviese disminuida de manera similar
a la que observamos en la expresion del gen de la insulina, sin embargo, el
mensajero de la glucocinasa en el grupo suplementado con biotina fue mayor que
el expresado en el grupo control. Este incremento puede explicarse debido a que
durante el proceso de maduracion del islote que se produce en las primeras
etapas del destete se adquiere la capacidad de secrecion de insulina en respuesta
a la glucosa [25], proceso en que la glucocinasa posee un papel determinante
[125]. El aumento observado en nuestros resultados sobre la expresion de
glucocinasa es entonces compatible con los resultados de los experimentos de la
Tesis doctoral de Maura Flores quien encontré que la administracién de la dieta
suplementada con biotina incrementa la secrecion de insulina en respuesta a la
glucosa. Por otro lado, los datos sobre la expresion de los genes descritos en las
lineas anteriores, tomados en conjunto, sugieren que otros factores
transcripcionales ademas de Pdx-1 y Foxa-2 participan en la expresion de la
glucocinasa.

Cacnald es una molécula importante en la entrada de calcio a la célula beta
durante la secrecién de insulina y esta relacionada con el desarrollo post-natal del
pancreas [126]. La disminucién de su expresion observada en estos estudios
resulta dificil de explicar, tanto por su participacion en la secrecién de insulina en
respuesta a la glucosa como por el aumento en la proliferacion de las células beta
observada en otros estudios del laboratorio [124].

El islote pancreatico presenta una estructura muy especializada compuesta por
una variedad de células diferentes que llevan a cabo tareas especificas. De tal
manera que la ultra-estructura del islote se halla intimamente ligada con la funcién
del mismo. Tomando en cuenta este punto, se decidid evaluar la expresion del
RNAmM de moléculas de adhesién participantes en la estructuracion del islote
pancreatico durante el periodo posterior al destete, estudiando la expresion de
Ncaml, cadherina y actina

N-caml es una molécula de adhesion que participa en la distribucion celular
dentro del islote [117], [119]. En ratones knock-out homo y heterocigotos para N-
caml la cito-arquitectura del islote se ve modificada, observandose, un
desplazamiento hacia el centro del islote de las células alfa y una marcada
polarizacion en la conformacion celular. Asi mismo, se ha sugerido que cumple un
rol importante en la distribucion de cadherinas y de actina. El aumento en la
expresion del mensajero de Ncam-1 es congruente con los cambios que produce
la biotina durante la primera semana después del destete [124], en donde se
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observa un aumento en el numero de células alfa en la periferia y una disminucién
de los islotes polarizados. Sin embargo, la disminucién en la expresién de
cadherina, una proteina que participa promoviendo la agregacion de las células
del islote y la formacion de éste [118], no se encuentra de acuerdo con los
cambios estructurales que se efectian durante este periodo. Este efecto, y la
menor expresion del mensajero de actina, es un punto de interés en el que debe
ahondarse.

Los resultados obtenidos a tiempos cortos de la administracion de la dieta
suplementada con biotina (uno y siete dias) difieren de los resultados obtenidos a
las 8 semanas de administraciéon de la dieta, en donde se encontraron aumentos
en la expresion de Foxa2, Pdx-1, insulina, glucocinasa y cacnald. Estos
resultados sugieren que los efectos de la suplementacion con biotina sobre la
expresion de genes, no se encuentran limitados al periodo temprano de post
ablactacion.

CONCLUSIONES

La suplementacion con dosis supra-farmacolégicas de biotina durante las 24 horas
subsecuentes al periodo de post-ablactacion induce cambios en la expresion de
genes y factores transcripcionales que participan en la funcién y morfologia del
islote pancreético.

La expresion del mensajero de Foxa2, Pdx-1 e insulina, elementos de la cascada
transcripcional de Foxa2 se halla disminuida.

La suplementacion con biotina aumenta la expresidon del mensajero de
glucocinasa .

La suplementacion con biotina disminuy6é la expresién del canal de calcio
Cacnald, una proteina importante en la entrada de calcio a la célula beta durante
la secrecion de insulina y que también esta relacionada con el desarrollo.

La suplementacién con biotina modificé expresion del mensajero de Ncaml, una
molécula de adhesion en la caracterizacion de la arquitectura del islote
pancreatico, y por consecuencia, la funcion del mismo.
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