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RESUMEN

La biotina es una vitamina hidrosoluble, que en concentraciones 30 a 650 veces
mayores a su requerimiento diario (30 pg) es capaz de modificar varias funciones
biolégicas, como la homeostasis de la glucosa y de los triglicéridos. Estos hallazgos han
llevado a proponerla como una estrategia en el tratamiento del sindrome metabdlico y la
diabetes. Sin embargo, no existen suficientes estudios que determinen si esta vitamina
tiene efectos toxicos en las concentraciones y con los modelos donde se han reportado
estos beneficios. Por lo que este trabajo tuvo como objetivo determinar el efecto que
produce la suplementacién de biotina sobre diferentes marcadores como la bioguimica
sérica, dafio oxidante e histomorfologia del higado, un tejido en el que se ha reportado
ampliamente que concentraciones farmacologicas de biotina modifica la expresion de
genes del metabolismo de la glucosa y de los lipidos. También se determind el dafio
genotoxico en la médula 6sea. Los estudios se realizaron en ratones macho de la cepa
BALB/cANnN de tres semanas de edad, en 2 grupos de 10 ratones cada uno. El grupo
control recibi6é una dieta de 1.76 mg de biotina/kg alimento y el grupo experimental la
recibio a 97.7 mg/kg de alimento. Los animales recibieron agua y alimento ad libitum
durante 8 semanas. Como control positivo de toxicidad se usaron ratones tratados con
tetracloruro de carbono (CCly) diluido en dimetilsulfoxido (DMSO) relacién 1:1, con una
dosis Unica de 2 ml/Kg de peso, durante 24 h. Al término de los tratamientos se
sacrificaron los ratones y obtuvieron muestras de sangre, médula 6sea e higado en las
gue se realizaron las diferentes pruebas como: aspartato amino transferasa, (AST),
alanino aminotransferasa (ALT), ¥-glutamil transferasa (GGT), fosfatasa alcalina (FAL),
albumina y urea para la bioquimica sérica. La actividad de la superoxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), asi como la concentracion de 6xido nitrico (NO), glutation (GSH)
y glutatién disulfuro (GSSG) para dafio oxidante en higado. El dafio genotéxico se
determind con la prueba de formacion de micronlcleos en reticulocitos y la
histomorfologia mediante cortes de higado tefiidos por hematoxilina- eosina (HE). En
los resultados no se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y el

suplementado en los diferentes marcadores de bioquimica sérica, ni dafio oxidante y en



los cortes de higado se observo un incremento de células binucleadas, nucleomegalia,
asi como una moderada dilatacion de sinusoides y vascularizacion. En tanto que en la
formacion de micronucleos hubo un incremento significativo en el grupo suplementado
(0.6+0.04) con respecto al control (0.5+£0.02). En conclusion no existe efecto detrimental
de la suplementacion con biotina en la dieta sobre los marcadores de bioguimica sérica,
ni estrés oxidante; sin embargo, se requieren pruebas adicionales de genotoxicidad e
inmunohistoquimica antes de proponer a la biotina como una estrategia en el

tratamiento del sindrome metabdlico y la diabetes.



ABSTRACT

Biotin is a water-soluble vitamin that acts as a covalent bound coenzyme of
carboxylases. Unrelated to this role, biotin at pharmacological concentrations, about 30-
650 times greater than its requirement of 30 micrograms per day, modifies gene
expression. Several studies in humans and animal models have found that
pharmacological concentrations of biotin have favorable effects on triglycerides and
glucose homeostasis. These effects suggest that biotin could be used for the treatment
of dyslipidemia, glucose intolerance and diabetes. However, there is scarce information
about whether biotin has toxic effects at concentrations that produce their beneficial
effects on glucose and lipids homeostasis. Were analyzed the effects of biotin
supplementation on different markers such as serum biochemistry, oxidative stress,
genotoxic markers and liver histomorphology, in an animal model in which it has been
found favorable effects of biotin on triglycerides and glucose homeostasis. Two groups
of male mice were fed from weaning to 11 weeks of age (8 weeks of treatment) with a
control diet containing (1.76 mg biotin/ food kg) or with a biotin supplemented diet (97.7
mg biotin/ food kg). A third group received biotin-control diet and was treated with a
single dose of carbon tetrachlocloride (CCls, 2 ml/kg body weight), and was used as a
positive control. At the end of the treatment mice were food deprived for 16 h,
anesthetized with Sevorane and blood, liver and bone marrow were extracted. Finally,
mice were killed by cervical dislocation. The biochemical tests in serum were aspartate
aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT), y-glutamyl transferase (GGT),
alkaline phosphatase (ALF), albumin and urea. The activity of superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), and the level of nitric oxide (NO), glutathione (GSH) and
glutathione disulfide (GSSG), were determined as oxidative stress markers. The
genotoxic effect was determined by reticulocyte micronuclei formation and liver
histomorphology in sections stained with hematoxylin-eosin. We found that eight weeks
of biotin supplementation in the diet did not modify any of the biochemical tests and
oxidative markers tested, but produced a significant increase in micronuclei formation

(Control=0.6%0.04; supplemented 0.5+0.02). Liver histomorphology showed an increase



of binucleate cells, nucleomegaly, as well as a moderate dilation of sinusoids and
vascularization in the liver sections. We concluded there is not a detrimental effect of
pharmacological effects of biotin on biochemical test and oxidative stress markers,
however, the increase of micronuclei and on liver morphology indicate that biotin toxicity
studies need to be addressed with different tools because the pharmacological
concentrations of biotin affect tissue morphology and have nuclei effects.



ABREVIATURAS

ACC Acetil CoA carboxilasa.

ALT/ GPT Alanino aminotransferasa.
AMES Prueba para evaluar agentes mutagénicos.
ARNmM Acido ribonucleico mensajero.
AST/GOT Aspartato aminotransferasa.
BHE Bereau of home economics.
CAT Catalasa.

CCly Tetracloruro de carbono.

Cu Cobre.

DMSO Dimetilsulfoxido.

DNA Acido desoxirribonucleico.
FAL Fosfatasa alcalina.

FAS Acido graso sintasa.

GGT Gama glutamil transferasa.
GLUT-2 Transportador de glucosa 2.
GSH Glutation reducido.

GP Glutatién peroxidasa.

GR Glutation reductasa.

GSSG Disulfuro de glutation.
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| INTRODUCCION
[.1 BIOTINA
[.1.1 Quimica y metabolismo.

Su descubrimiento lo efectué Boas en el afio 1927 en estudios realizados en la yema
de huevo. Posteriormente fue aislada por Kogl y Tonnis en 1936, finalmente su sintesis
total la realizé Harris et al., en 1943. A la vitamina biotina se le conoce también como
vitamina hidrosoluble del complejo B, vitamina H o vitamina B8; quimicamente esta
formada por un anillo tetrahidrotiofeno, un anillo ureido y &cido valérico (Fig. 1). Su peso
molecular es de 244.31 g/mol y actda como grupo prostético de las carboxilasas en los
mamiferos (Dakshinamurti y Li, 1994; Said, 2012).

O anillo

| ureido
HTTI/ 1 II\JH
HC—C|:H 9
HQC\S/CH—(CHZ),;fC- OH

anillo

tetrahidrotiofeno Acido valérico

Fig. 1. Estructura quimica de la biotina.

Los mamiferos no tienen la capacidad de sintetizarla, por lo que sus requerimientos
diarios tienen que ser cubiertos por la dieta. En las plantas, la biotina se presenta por lo
general en su estado libre, lo que hace que su absorcion sea inmediata, mientras que
en las levaduras, los productos de origen animal como la carne roja, de aves y huevos,
esta unida en las proteinas de manera covalente en un residuo de lisina. Al ser ingerida
la biotina, la biotinidasa pancreatica (una hidrolasa), rompe el enlace, que permite su

liberacion, utilizacién y reutilizacion (Mock, 1996; Said et al., 2000). En el organismo, la
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localizamos en el borde de las vellosidades de los enterocitos; para facilitar su ingreso
cuenta especificamente con el transportador mdaltiple de vitaminas dependiente de
sodio (SMVT), dependiente de la temperatura, en concentraciones farmacologicas
predomina su difusion en la porcion distal del duodeno y proximal del yeyuno (Fig. 2),
para posteriormente entrar al torrente sanguineo (Dakshinamurti y Chauhan, 1989;
Mock, 1996). Siendo el higado el 6rgano que absorbe la mayor cantidad de biotina para
su metabolismo (Zempleni, 2005). A nivel celular se le localiza en el citoplasma,
mitocondria, microsomas y nucleo. En la mitocondria se almacena en la parte
intramitocondrial (Said, 2012).

Na* Biotina

Vellosidades
de enterocitos

Fig. 2. Ingreso de la biotina en el intestino delgado (Nicola, 2015).

El mecanismo mediante el cual la biotina llega al higado y otros tejidos después de su
absorcion y distribucion en el plasma lo realiza el transportador SMVT (Balamurugan et
al., 2003), que es el mismo transportador especifico de los enterocitos.
Aproximadamente la mitad de la biotina que llega al higado es transformada a
metabolitos como la bisnorbiotina, tetranorbiotina, sulféxido de biotina, sulfona de
biotina y eliminados en la orina (Mock, 1996). Se ha reportado que en la excrecion
urinaria, las concentraciones séricas de la biotina y sus metabolitos aumentan
proporcionalmente en respuesta a las dosis administradas (Zempleni et al., 1997). Sin

embargo hay discrepancias entre los diferentes métodos empleados, como el
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radioinmunoensayo y la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC), que sugieren

valores promedio que oscilan entre 0.5-10 nmol/L (Mock, 1996).

[.1.2 Funcion y ciclo de la biotina.

Las carboxilasas son sintetizadas como apocarboxilasas que carecen de actividad

enzimatica, cuando se unen covalentemente a la biotina adquieren su capacidad

catalitica y son llamadas holocarboxilasas, a este proceso se le conoce como

biotinilacion y la enzima que participa es la holocarboxilasa sintetasa (Rodriguez,

2000). La biotina unida a proteinas es degradada proteoliticamente hasta biotinil-lisina

o biocitina; posteriormente interviene la biotinidasa que corta especificamente la unién

del residuo amino y biotina, dejandola libre para ser reutilizada (Fig. 3).

BIOTINA PROCEDENTE DE LA DIETA

ligada a proteina libre

oo,/

lisina o

lisil péptidos BIOTINA
BIOTINIDASA V CICLO
DE LA

biocitina BIOTINA

degradacion
proteolitica

holocarboxnlasas

LN

LIPIDOS CARBOHIDRATOS
gluconeogénesis

PROTEINAS
catabolismo  sintesis de
de aminodcidos acidos grasos

HOLOCARBOXILASA
SINTETASA

apocarboxnlasas
(PCC, MCC, PC,ACC)

Fig. 3. Ciclo de la biotina e intervencién de las holocarboxilasas, que juegan un papel muy

importante en el metabolismo de proteinas, lipidos y carbohidratos.

PCC- Propionil CoA

carboxilasa, MCC- Metilcrotonil CoA carboxilasa, PC- Piruvato carboxilasa, ACC- Acetil CoA

carboxilasa. (Tomado de Rodriguez, 2000).
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[.1.3 Funcion de las carboxilasas dependientes de la biotina en mamiferos.

Las carboxilasas dependientes de la biotina conocidas en los mamiferos son cinco: la
acetil-CoA carboxilasa 1 o alfa (ACC,), la acetil CoA carboxilasa 2 o beta (ACC,),
piruvato carboxilasa (PC), propionil CoA carboxilasa (PCC) y la metilcrotonil CoA
carboxilasa. La ACC; y ACC,, codificadas por diferentes genes, en su forma madura
estan compuestas por un polipéptido, que tienen como funcion catalizar la
transformacion de acetil CoA a malonil CoA (Abu-Elheiga et al.,, 1995). La ACC; se
encuentra en el citoplasma de las células en los tejidos lipogénicos como el higado y el
tejido adiposo de los mamiferos. La ACC, se encuentra en la mitocondria,
preferentemente del musculo esquelético y el corazoén, participa en el catabolismo de
acidos grasos (Choi et al., 2007) y se ha propuesto como un reservorio de la biotina
(Shriver et al., 1993). La diferencia entre estas enzimas es su regulacion transcripcional,
ya que ACC; lo realiza por nutrientes como la glucosa y la insulina, mientras que la
ACC, esta regulada por factores especificos como proteina de regulacion miogénica
(MyoD), como lo reportd Lee et al en 2001. La piruvato carboxilasa, se encuentra en la
mitocondria y convierte al piruvato a oxalacetato como accion fundamental en la
gluconeogénesis y la anaplerosis del acido tricarboxilico. La estructura de la piruvato
carboxilasa se compone de cuatro subunidades idénticas de 130 KDa dispuestos en
una estructura de tetraedro (Jitrapakdee et al., 2008). La propionil CoA carboxilasa, es
una enzima mitocondrial formada por dos polipéptidos diferentes, el alfa y beta, la
subunidad alfa es la que tiene unida la molécula de biotina (Browner et al., 1989),
participa en el catabolismo de aminoacidos de cadena ramificada y acidos grasos,
también puede darse la transformacion de propionil CoA en metilmalonil CoA (Pacheco-
Alvarez et al., 2002). La enzima metilcrotonil CoA carboxilasa, se localiza en la
mitocondria, estd compuesta por dos subunidades alfa y beta, actda en el catabolismo

de la leucina y el metabolismo de isoprenoides (McKean et al., 2000).
I.1.4 Efectos farmacoldgicos de la biotina.

Independientemente de su funcibn como cofactor de las carboxilasas, en

concentraciones farmacoldgicas (alrededor de 1-50 mg), esto es de 30-650 veces su
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requerimiento diario se ha encontrado que modifica diversas funciones biol6gicas como
el desarrollo embrionario (Paul et al., 1973; Bergsten et al., 2003), la reproducciéon (Paul
& Duttagupta, 1976; Simmins & Brooks, 1983; Baez-Saldafia et al., 2009), la funcion
inmune (Zempleni, 2001; Kuroishi, 2015), la homeostasis de la glucosa y de los lipidos.
Este efecto se encuentra asociado a cambios en la expresion de genes tanto al nivel
transcripcional, traduccional y post-traduccional (Revisado en: Riverdn-Negrete,
Fernandez-Mejia, 2017).

I.1.5 Efectos farmacoldgicos de la biotina sobre el metabolismo de los lipidos.

Se ha reportado que el tratamiento con dosis farmacoldgicas de la biotina disminuye las
concentraciones de triglicéridos y colesterol. Estudios efectuados en 1960 por
Steigerwal y Bohele, encontraron que 30 minutos después de la inyeccion de 10 mg de
biotina en adultos sanos se produjo un decremento en la concentracion de lipidos
séricos totales. En otro estudio, la administracién de 5 mg de biotina durante 4 semanas
en pacientes con ateroesclerosis e hipercolesterolemia, produjo una disminucion en las
concentraciones de colesterol total (Dukusova & Krivoruchenko, 1972). En voluntarios
sanos se encontrd que la administracion de 0.9 mg/dia de biotina modificé los niveles
de lipidos plasmaticos (Marshall et al., 1980). En nuestro laboratorio encontramos que
en pacientes diabéticos y no diabéticos con hipertrigliceridemia, el tratamiento con 5mg
de biotina tres veces al dia disminuyé las concentraciones de triglicéridos sanguineos y

de las lipoproteinas de muy baja densidad (Revilla et al., 2006).

En estudios con animales de experimentacion también se encontré que la biotina
modifica la hiperlipidemia. En la cepa de ratas bureau of home economics (BHE) con
predisposicidn genética para desarrollar elevadas concentraciones sanguineas de
glucosa y lipidos (Marshall et al., 1969), el tratamiento con biotina disminuyd las
concentraciones de lipidos séricos (Marshall et al., 1976). Estudios en nuestro
laboratorio encontraron que en ratones sanos la administracion de una dieta durante 8
semanas con 56 veces el contenido de una dieta control, disminuyd los niveles séricos
e intrahepaticos de triglicéridos (Larrieta et al., 2010, Aguilera-Méndez & Fernandez-

Mejia, 2012). Esta disminucidon se encontré asociada con una menor expresion del
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acido ribonucleico mensajero (ARNm) de enzimas y factores transcripcionales
lipogénicos. En el tejido adiposo, la abundancia del ARNm de los factores
transcripcionales: proteina de union a elementos de respuesta a esteroles 1 (SREBP-
1c), factor critico en la expresion de genes lipogénicos, asi como la expresion del
receptor de peroxisoma proliferador activado gamma (PPAR-y) disminuyeron en el
grupo que fue alimentado con la dieta rica en biotina. De acuerdo con la disminucion del
mensajero de SREBP-1c, la expresion del ARN mensajero de enzimas reguladas por
éste: acetil CoA carboxilasa 1, acido graso sintasa, estearil CoA desaturasa 1 y
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa fue menor que lo observado en los ratones control.
En el higado de los ratones suplementados con biotina, se observé una menor
abundancia del ARNm de SREBP-1c y del transportador de glucosa GLUT2, asi como
de las enzimas acetil CoA carboxilasa 1, acido graso sintasa y piruvato cinasa; pero no
en el ARNm de glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, enzima en la que encontramos un
aumento en la abundancia de su ARN mensajero y cuya transcripcion participa SREBP-
1c (Larrieta et al., 2010). Esta discordancia podria deberse a que la enzima, también
participa en otros procesos biolégicos como la proteccion al estrés oxidante, el
crecimiento y por ende es regulada por otras hormonas y factores (Coleman & Lee
2004; Nguyeh et al., 2008) ademas de SREBP-1c. En otros estudios de nuestro grupo
en un modelo de ratas hipertrigliceridémicas encontraron que la inyeccion durante 28
dias de concentraciones farmacoldgicas de biotina (2mg/ kg de peso) disminuyo las
concentraciones séricas de triglicéridos y la expresién de genes lipogénicos en el tejido
adiposo (Vital et al., 2006). El papel protagénico que tiene la lipogénesis en el desarrollo
de la obesidad y resistencia a la insulina realza la importancia de este efecto de la

biotina.
I.1.6 Efectos farmacoldgicos de la biotina sobre el metabolismo de la glucosa.

Diversos estudios han encontrado que la administracion de dosis farmacoldgicas de
biotina disminuye la hiperglucemia tanto en pacientes (Coggeshall et al., 1985;
Maebashi et al., 1993; Koutsikos et al., 1996) como en modelos animales con diabetes
(Reddi et al., 1988; Zhang et al., 1996, 1997). En pacientes con diabetes tipo 1 sin

administracion de insulina exdgena, la administraciéon de 16 mg/dia de biotina durante
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una semana, produjo una disminucion significativa de la glucosa sanguinea
(Coggeshall, et al., 1985). Estudios en pacientes con diabetes tipo 2, que se les
suministro oralmente 9 mg/dia de biotina durante un mes, los resultados mencionan que
se mejoro la tolerancia a la glucosa y disminuy6 la hiperglucemia en ayuno (Maebashi
et al., 1993). En pacientes bajo hemodialisis, la administracion de 50 mg/dia de biotina
durante 2 meses logré mejorar la tolerancia a la glucosa (Koutsikos, 1996). En contraste
en nuestro laboratorio encontramos que, en pacientes con diabetes tipo 2 con
hiperglucemia moderada, el consumo de capsulas conteniendo 5 mg de biotina, tres
veces al dia (15 mg/dia) durante 28 dias no produjo cambios en las concentraciones de

glucosa en ayuno (Baez-Saldafa et al., 2004; Revilla-Monsalve et al., 2006).

En modelos animales, Reddi et al., en 1988 reportaron que en ratones de la cepa KK,
los cuales se caracterizan por presentar resistencia a la insulina, la administracién de 2
mg de biotina/kg de peso durante 10 semanas disminuy6 los niveles de glucosa post-
pandrial y la resistencia a la insulina. En ratas Otsuka Long Evans Tokushima Fatty
(OLETF) con diabetes tipo-2, la administracion biotina de 1-4 mg/ kg de peso corrigio la
intolerancia a la glucosa, mejoré la hiperinsulinemia y disminuy6é el peso corporal
(Zhang et al., 1996).

En islotes pancreéticos, estudios realizados por nosotros y otros autores, han
encontrado que in vitro la biotina aumenta la secrecion de insulina (Borboni et al., 1996;
Romero-Navarro et al.,, 1999; Yoshikawa et al., 2002; Vilches-Flores et al., 2010).
Recientemente, en estudios in vivo nuestro grupo (Lazo de la Vega et al., 2013)
encontré que la suplementacion de biotina en la dieta incrementd la secrecion de
insulina y aumento la expresién de genes que regulan su produccion y secrecion, como
son los factores transcripcionales Foxa2, Pdx1l y Hnf4a, la glucocinasa, el canal de
calcio Cacnald, la acetil-CoA carboxilasa-1 y la insulina.

Con base en las evidencias de que la biotina tiene efectos favorables sobre la
homeostasis de la glucosa y de los lipidos, existen productos comerciales que
contienen biotina y son recomendados para el tratamiento del sindrome metabdlico y
diabetes tipo-2 (Fuhr et al., 2005; Albarracin et al., 2005, 2007; Singer & Geohas 2009;
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Geohas et al.,, 2007). Estos productos contienen concentraciones de biotina que
representan de 40 a 166 veces mas la ingesta diaria recomendada por la Food and
Nutrition Board en 1998, que es de 30 pg. Sin embargo, existen pocos estudios
analizando las acciones téxicas que podria tener la biotina a estas concentraciones
(Committee on the Scientific Evaluation of Dietary Reference Intakes and its Panel on
Folate, Other B Vitamins, and Choline and Sub comite on Upper Reference Levels of
Nutrients Food and Nutrition board, Institute of Medicine 2000; Fiume, 2001).

|.1.7 Efectos toxicos de la biotina.

En humanos la biotina ha sido administrada en un rango de 0.25 a 50 mg hasta por 40
dias, de manera oral, intramuscular e intravenosa en nifios, pacientes con diabetes tipo
1 o 2 o individuos sanos sin mostrarse efectos sintomaticos adversos (Dukusova &
Krivoruchenko, 1972; Hayes et al., 1984; Revilla-Monsalve et al., 2006; Hemmati et al.,
2013). En roedores, con tratamientos a corto plazo no encontraron toxicidad en dosis
de 353 mg/kg peso, pero estos reportes no otorgaron detalles del procedimiento usado
(Heyes, 1984). En la prueba de Ames en donde ocuparon cepas de Salmonella
typhimurium y Escherichia coli, se encontr6 que la vitamina presentd efectos
mutagénicos hasta los 10 mg/placa (SRI-International, 1979). En un estudio reciente
Ronquillo et al., en 2013 analizaron el efecto de la vitamina sobre las subfamilias del
citocromo P450 CYP1Al y CYP1lA2, cuya funcibn es metabolizar compuestos
enddgenos y xenobioticos, los resultados indicaron que en ratas la administracion
intraperitoneal diaria de 2 mg/kg, aumentd Unicamente en el primer dia el RNAm de
estas enzimas, sin embargo no se modificd los niveles de su proteina ni su actividad

durante 1, 3, 5 6 7 dias de estudio.

Las dosis letales al 50% (LDsp) orales e intra-peritoneales reportadas para ratas son de
354 y 29 mg/kg de peso corporal (Bonjour, 1991). Para los ratones la LDsg intravenosa
es de 1000 mg/kg de peso corporal (Bonjour, 1991). Sawamura et al 2015, encontraron
que ratas de 3 semanas de edad alimentadas con dietas conteniendo 1,000 a 10,000
mg biotin/kg no afectod la ingesta de alimento ni parametros como la creatinina, urea,

alanina aminotransferasa, y aspartato aminotransferasa, pero 100,000 mg /kg de biotina
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en la dieta afect6 la ganancia de peso, la ingesta de alimento, el peso del higado y el

rifnon.
1.1.8 Efectos farmacoldgicos de la biotina sobre la morfologia tisular.

Estudios en nuestro laboratorio han encontrado que concentraciones farmacoldgicas de
biotina modifican la estructura de diferentes tejidos. En ratones, la administracion
durante 8 semanas de una dieta conteniendo 56 veces la cantidad de biotina presente
en la dieta control incrementd el tamafio del islote y la masa de las células beta (Lazo
de la Vega et al., 2013). La morfologia de los islotes se encontr6 modificada
observandose un porcentaje mas elevado de islotes con células alfa localizadas hacia

el centro del islote con respecto a los controles.

En otro estudio encontramos que esa misma dieta durante 9 semanas produjo cambios
en la estructura de los ovarios, decreciendo el numero de foliculos primarios y de
foliculos de Graaf (Baez-Saldafia et al., 2009). EIl tratamiento agudo con biotina indujo

atrofia en el cuerpo lateo en ratas (Paul et al., 1973).

En modelos de animales con diabetes la suplementacion con biotina mejoré la
morfologia histopatoldgica del higado (Aldahmash et al., 2016), rifidén (Aldahmash et al.,
2015) y pancreas (Sahin et al., 2013). En ratas a las que se les administré durante 12
dias consecutivos 5 mg de biotina/ kg de peso previos a la induccién de diabetes con
estreptozotocina, Sahin y colaboradores encontraron que en el riién disminuyo el
namero de glomérulos distorcionados, células inflamadas y macrofagos gigantes,
presentes en las ratas diabéticas a las cuales no se les administré la vitamina
previamente. En el pancreas de los animales a los cuales se les administré biotina se
revirtieron los dafios producidos por la estreptozotocina, observandose una mejoria en
la arquitectura del islote con respecto a las células alfa y beta y la ausencia de necrosis
(Sahin et al., 2013).

En el higado se not6 un marcado decrecimiento de la dilataciébn de la vena porta,

infiltracion de leucocitos y disminucion de la esteatosis (Aldahmash et al., 2016).
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1.2 HIGADO
[.2.1 Anatomia del higado.

El higado es un érgano con multiples funciones vitales para el organismo. En el humano
tiene un peso medio de 1500 gramos y se encuentra situado en la parte superior

derecha del abdomen, debajo del diafragma.

El higado estd formado por I6bulos, cada uno constituye una masa de células
hepaticas, que tradicionalmente para su estudio, se divide en una unidad estructural y
funcional llamada acino (Fig. 4), este esta delimitado por la ubicacion de los vasos

sanguineos y la direccion del flujo sanguineo.

Vénula portal

Vénula portal

Célula de Kupffer Sinusoide

Célula estrellada
Espacio de Disse

Arteriola hepética Hepatocito Célula endotelial

Fig. 4. Esquema de un acino, unidad estructural y funcional del higado, con sus estructuras,
células que lo constituyen, direccion de la sangre y direccién de circulacién de la bilis (Tomado
de Baialardo, 2015).

El 16bulo individual del higado es subdividido en periportal y perivenoso; presenta una
seccion hexagonal y un contorno llamado lobulillo hepatico, cada lobulillo contiene: una
estructura fibrilar que le sirve de armazon; hepatocitos en laminillas de una o dos
células de espesor, que constituyen aproximadamente el 60% de todas las células del

higado y 90% de la masa celular hepatica (Celto et al., 2010). El otro 40% son
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diferentes células como las de Kupffer que forman parte del sistema inmunitario; con
funciones como la fagocitosis de agentes infecciosos y sintesis de citocinas. Los
capilares biliares, por donde se transporta la bilis secretada por los hepatocitos. Los
sinusoides, son los espacios que separan las distintas laminas de los hepatocitos,
ocupan el 6-8 % de la superficie endotelial, realizan endocitosis, intervienen en la
sintesis de la matriz extracelular, sintetizan interleucinas 1 y 6, prostaciclinas y
prostaglandinas; el espacio de Disse, que se encuentra entre los sinusoides y la
membrana de los hepatocitos (Baialardo, 2015), a través de ellos produce un

intercambio entre la sangre y los hepatocitos (Fig. 5).

Células de Kupffer

= \

Conducto biliar FlbUOsangumeo:

Vena porta
=

Arteria s

hepatica T( ' ¥ -\ 3 “2 . »_ Flujobiliar

Fig. 5. Estructura tridimensional que nos indica la orientacion que presenta la triada portal
compuesta por el conducto biliar, vena porta y arteria hepatica (Lippincott y Wilkins, 2003).
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Los hepatocitos tienen una forma poliédrica de aproximadamente 30 uym de diametro,
se disponen en laminas de manera radiada entre el espacio porta y las venas centrales
(Fig. 6), poseen una vida media que va de los 200-400 dias, la cual cambia
drasticamente, cuando hay un dafio causado por una patologia, reacciones
hepatotdxicas, tratamiento agudo o quirdrgico, cualquiera de las causas anteriores
lesiona del 10-20% del parénquima, ocasionando un incremento en su proliferacion

celular para compensar el dafio que esta presentando el 6rgano (Lorenti, 2001).

‘ J} 5’ Célula de
X g U) revestimiento sinusoidal
Eritrocito en
sinusoide
Mitocondria hepatico
RE liso '2/“%
{204
lejo d
RE rugoso gggp ejo de

’.‘ Q . 3 .\\\ G ’- : ‘l“ ." i A
AT I3 N AN 2 i /7 /s .
Espaclo de Disse ‘N %) EN e I Canaliculo biliar
o> It A B
«AQ" h /
Fig. 6. Morfologia del hepatocito, el cual constituye el 90% de la masa celular hepatica.
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[.2.2 Funciones hepaticas.

El higado tiene multiples funciones, entre ellas se encuentra la secrecion de bilis, la cual
es esencial para la digestibn de las grasas. Otras funciones importantes son el
catabolismo de proteinas y la sintesis de urea, la sintesis de proteinas plasmaticas, la
funcién detoxificante, el almacenamiento de vitaminas y glucégeno. La ausencia del

higado o su falta de funcionamiento es incompatible con la vida.

1.2.3 Funcién excretora de la bilis.

La bilirrubina es un pigmento biliar de color amarillo-anaranjado que resulta del
catabolismo de la hemoglobina, mioglobina o citocromos, proviene el 85% de la
destruccion fisioldgica de los eritrocitos del sistema reticuloendotelial. La mayor parte de
la bilirrubina es transportada por la albumina (conjugada) y solo una pequefia fraccion
circula libre (no conjugada), para posteriormente pasar al higado, conjugarse y formar la
bilirrubina hidrosoluble esterificada (directa o conjugada), tomada por los lisosomas y el
aparato de Golgi, se excreta en los canaliculos biliares, pasa a la vesicula biliar y al
intestino delgado. La bilirrubina que llega al duodeno y circulacion enterohepatica un
90% aproximadamente vuelve al higado y reinicia su ciclo al intestino, el 10% restante,
se excreta en orina. Cuando hay un dafio, las concentraciones de la bilirrubina directa
e indirecta se incrementan e indica una obstruccion biliar que podria desencadenar en
una ictericia, necrosis o colestasis (Johnston, 1999; Dufour et al., 2000) Dicha
degradacion se produce en el bazo. Mas tarde la bilirrubina se conjuga en el higado.
Estos pigmentos se almacenan en la vesicula biliar formando parte de la bilis (que

luego es excretada hacia el duodeno, lo que da el color a las heces).

La bilis es necesaria para la digestion de los alimentos, contiene sales biliares formadas
por el higado a partir del acido glicocdlico y acido taurocolico que a su vez derivan de la
molécula de colesterol. La bilis es excretada hacia la via biliar y se almacena en la
vesicula biliar de donde se expulsa al duodeno cuando se ingieren alimentos. Gracias a

la bilis es posible la absorcion de las grasas contenidas en los alimentos.
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[.2.4 Catabolismo de proteinas en el higado.

El higado desempefia un papel muy importante en el metabolismo de los aminoacidos,
ya que es el encargado de producir urea como producto de su desaminacion. La orina
representa la principal via de excrecion de la urea. La elevacion de sus valores en
suero nos indica una alimentacion con alto contenido proteico o dafio renal, por el
contrario, si los rangos estan por debajo de lo normal y el individuo no se encuentra
desnutrido, nos indica una insuficiencia hepatica. Para corroborar dicho diagndstico es
importante determinar la concentracion de albumina, la cual es sintetizada en las
células hepaticas y se encuentra en el suero entre un 50- 65% de entre las proteinas
totales, es la proteina mas abundante en plasma y un indicador importante en la
actividad sintética del higado, una disminucion de albumina en el suero, se observa
cuando hay destrucciéon masiva del tejido hepatico y es uno de los principales factores

prondsticos de la cirrosis (Duford et al., 2000; Desmont, 2002).
[.2.5 Funcion detoxificante del higado.

El higado es considerado el tejido detoxificador por excelencia. Su alta capacidad
metabdlica, su comunicacion sanguinea con el intestino mediante la vena porta facilita

la proteccion a otros érganos.

Existen dos fases de biotransformacion en el higado. En la fase | se produce una
modificacién del xenobibtico por oxidacion, reduccién o hidrdlisis, formando grupos
polares, hasta lograr la hidrosolubilidad que facilite su excrecion. En la fase I, puede
ser un xenobidtico o un metabolito de la fase I, que se conjuga con una sustancia
endogena y facilita su transporte en el organismo y su excrecién como se ve en la Fig. 7
(Bandrés & Arribas, 2015).

Para conocer y determinar la existencia de dafio en la funcion del higado, es necesario
realizar una serie de pruebas bioquimicas clinicas, que nos permitan conocer la
integridad del hepatocito, la funcion excretora de la bilis, la sintesis y catabolismo de las
proteinas, mediante la medicién de diferentes marcadores en el suero que proviene del

torrente sanguineo.
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Fig. 7. Reacciones de biotransformaciéon de los xenobiéticos para ser eliminados del organismo
con mayor facilidad (tomado de Bandrés, 2015).

[.2.6 Pruebas de integridad y funcionamiento hepatico.

Entre las determinaciones mas importantes se encuentran las enzimas transaminasas
gue se encuentran en altas concentraciones en el citoplasma de los hepatocitos, donde
catalizan la transferencia de los grupos amino para producir acido piravico y
oxalacético, cuando se presenta un dafio en la membrana, estas enzimas pasan al
plasma aumentando su concentracion en la circulacién sanguinea. En este grupo se
encuentra la aspartato aminotransferasa, que es sensible, pero poco especifica; cuando
incrementa su actividad, se debe realizar simultaneamente la determinacion de la
alanino aminotransferasa, para corroborar el resultado, si ambas estan incrementadas
nos indica que hay necrosis hepatocelular. La prueba de AST no es confiable si se

realiza de manera aislada, ya que también estd involucrada en enfermedades
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extrahepéticas como la cardiopatia, las relacionadas con el musculo estriado, pancreas

y pulmones (Desmont, 2002; Gianinni et al., 2002).

La enzima fosfatasa alcalina, se encuentra distribuida en el hueso, intestino, placenta e
higado, en este Ultimo se encuentra en la superficie canalicular, si los valores estan
incrementados en el suero, indica una disfuncién biliar. Sin embargo esta prueba debe
ir acompafiada de la ¥-glutamil transferasa, que regula el transporte de amino&cidos a
través de las membranas celulares al catalizar la transferencia de un grupo glutamil a
los aminoacidos libres, efecto casi exclusivo del higado, ademas es sensible para
detectar un dafio hepatobiliar, por lo tanto sirve para corroborar la elevacion de la
fosfatasa alcalina e indica la presencia de cualquier tipo o forma de obstruccion biliar,

dada por un compuesto hepatotoxico o colestasis (Pérez et al., 2013).
I.2.7 Estrés oxidante en el higado.

La oxidacién, estd catalizada por hidrolasas dependientes de nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato (NADPH), ubicadas en el reticulo endopldsmico liso, que
incrementa la actividad del citocromo P-450. La respuesta de los hepatocitos es la
formacion de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) y Especies Reactivas de Nitrégeno
(RNS), principalmente en los complejos | y 11l de la cadena respiratoria localizados en la
mitocondria (Singal et al., 2011).

Estas especies pueden convertirse en productos negativos para el metabolismo
celular, ya que si se pierde el equilibrio entre los compuestos prooxidantes y los
antioxidantes se genera el estrés oxidante, que se caracteriza por un desequilibrio entre
la generacién y eliminacion de las ROS y puede llegar a causar dafios a nivel celular
como es la lipoperoxidacion, alterar los grupos sulfhidrilo (SH) de las proteinas, bases
puricas y pirimidicas, considerado como las primeras etapas para el desarrollo de
patologias (Corrales & Mufoz, 2012). Las especies reactivas de oxigeno que se
forman son el anién superdxido (O, " 7), el radical mas abundante, en la cadena de
transporte de electrones por reacciones de autooxidacion, al igual que los peroxinitritos
(ONOO-) y peroxido de oxigeno (H20,), lo que conlleva a la oxidacion de proteinas,

liberacion del citocromo C al citoplasma e inicio de la apoptosis celular; el radical
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hidroxilo (OH), posee una alta reactividad, debido a que reacciona de manera
inespecifica con el acido desoxirribonucleico (DNA), proteinas, lipidos y carbohidratos,
esto se debe a que las células no cuentan con un sistema enzimatico contra este
radical; el oxido nitrico (NO), presenta un electrén impar y puede reaccionar con el
anion superoéxido, dando como resultado al peroxinitrito. En condiciones fisioldgicas,
los organismos poseen sistemas de defensa tanto enzimaticos, como no enzimaticos,
que actian conjuntamente para proteger a la célula y neutralizar a las especies
reactivas. En el sistema enzimatico se encuentra la superoxido dismutasa (SOD), es la
primera que se activa, cataliza la conversion de los radicales anion superoxido en
perdxido de hidrogeno y oxigeno (Mates, 2000). Cualquier célula que utilice oxigeno
tiene la capacidad de producir anion superdxido y tener la superéxido dismutasa
(Fridovich, 1974). Hay isoformas como la SOD cobre-zinc superdxido dismutasa (Cu Zn
SOD), localizadas en el citoplasma y espacio extracelular, la manganeso superoxido
dismutasa (Mn-SOD), localizada en la matriz mitocondrial. Su accion se basa en que los
dos electrones que posee el superéxido, forman dos enlaces covalentes con dos
protones donados por una molécula de agua y otro por una histidina, liberandose H,O,,
de esta manera la enzima se regenera y mantiene un equilibrio redox . La glutatién
peroxidasa (GPx), reduce el H,O; al utilizar como cofactor al selenio y como proveedor
de electrones al glutation reducido (GSH) que interacciona con los perdxidos para
transformarlos en agua, durante este proceso el glutation es oxidado (GSSG), para
posteriormente por la accion de la glutation reductasa (GR), vuelve a su estado
reducido. Otra enzima que también neutraliza el efecto del H,O, es la catalasa (CAT),
gue tiene un grupo hemo en su sitio activo, cataliza la conversiéon de H,O, en H,Oy

oxigeno molecular (Fig. 8).
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Fig. 8. Esquema general del sistema que se activa como defensa ante las ROS y reacciones
gue neutralizan su efecto. Mit- mitocondria, per- peroxisoma, lis-lisosoma, cit-citoplasma
(Tomado de Soto-Bernardini & Ravetos-Vorst, 2008)

También hay el sistema de defensa no enzimatico, el mas importante es el glutatién
reducido (GSH), su grupo tiol es capaz de donar un electréon, resultando ser muy
reactivo y se une facilmente con otro GSH para formar disulfuro de glutation (GSSG),
esta reaccibn se produce por la actividad de la glutation peroxidasa (GPX),
posteriormente es regenerado por la accién de la glutation reductasa (GR), que utiliza
la coenzima NADPH como donador de electrones, manteniendo asi la proporcién
GSH/GSSG y manteniendo el equilibrio redox (Fig. 8). Cuando hay una disminucién en
la proporcion de GSSG/GSH se considera que hay estrés oxidante. Cuando hay estrés
oxidante, se presenta un desequilibrio entre la formacion de ROS vy el sistema de
defensa antioxidante, provocando dafio en lipidos, a este proceso se le llama
peroxidacioén lipidica, entre los dafios se encuentra la permeabilidad de la membrana

celular y muerte celular. En las proteinas, hay oxidacion en aminoacidos como la
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fenilalanina, tirosina, histidina y metionina, ademas se forman entrecruzamientos de
cadenas peptidicas y la formacion de grupos carbonilos. En el DNA hay la pérdida de
expresion o sintesis de una proteina por dafio de un gen, modificaciones oxidativas de
las bases, se presentan mutaciones, fragmentacion de las cadenas dobles del DNA,
reordenamientos cromosomicos, dando como resultado dafio génico (Chakarov et al.,
2014).

1.3 DANO GENOTOXICO

Los dafios génicos se hacen mas evidentes en las células que proliferan rapidamente,
como son las células germinales, epiteliales y de médula 6sea, por lo tanto, existe un
gran numero de células susceptibles a estos efectos. Las mutaciones pueden originarse
por errores en la replicacion o por reacciones que ocurren como consecuencia de la
inestabilidad del DNA o por la accidén de subproductos del metabolismo celular, como

los mutagenos enddgenos o estrés oxidante (Kirkland et al., 2007)

En un estudio realizado con el objetivo de conocer que especie realiza una mayor
formaciébn de micronucleos y poder determinar la frecuencia de eritrocitos
micronucleados, se estudiaron 35 especies de mamiferos y se midid el dafio
genotoxico; los resultados mostraron que las especies con valores mas altos son: el
raton con 21.4+6.5, la jirafa con 18.0+0.0,el gato siamés con 11.0+0.9, el gerbo con
9.4+1.3, el hamster con 6.3+1.0, la zarigieya con 7.5+0.0 y el cerdo con 6.9+4.0
(Zuhiga et al., 1996)

Siendo el ratdon un modelo de laboratorio muy usado, de facil reproduccion en los
bioterios y se recomienda usarlo como un biomarcador de genotéxicos, mediante el
conteo de eritrocitos policrométicos y reticulocitos en pruebas a corto plazo y de

exposicidn a genotoxicos (Kishi et al., 1992; Wahnschaffe et al., 2005).
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Los micronucleos se forman durante la transicion de metafase/anafase de la mitosis, en
la etapa en la que se separan las cromatidas; los mecanismos mejor conocidos para la
formacion de los microndcleos son: La pérdida de fragmentos aceéntricos; es
considerado el mecanismo clasico, porque cualquier fragmento cromosomico que no
posea centromero no podré integrarse a un nucleo, pues carece del elemento que le
permite orientarse en el huso acromético y se caracteriza por el bloqueo de la
polimerizacion de microtibulos durante la formacion del huso mitético. Después de la
telofase, los cromosomas normales, asi como los fragmentos que poseen centromero,
dan origen a los nucleos de las células hijas normales; pero los elementos rezagados
quedaran incluidos en el citoplasma de las células hijas, esta proporcion es la que da
origen a uno o varios nucleos secundarios, son mas pequefos que el nucleo principal y
es por esta razon que se le llama micronucleo. La pérdida mitética de cromosomas
completos, sucede cuando se dafia el funcionamiento del sistema mitético, en donde el
nacleo principal es reemplazado por un grupo de nucleos pequefios, son en general
mas grandes que el clasico micronucleo, debido a que los cromosomas completos son

los que constituyen a estos (Heddle et al., 1991).

[I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La evidencia de que la vitamina biotina en concentraciones farmacolégicas tiene efectos
favorables sobre la homeostasis de la glucosa y de los triglicéridos permite proponer su
uso para el tratamiento de dislipidemias, intolerancia a la glucosa y diabetes tipo 2. La
pregunta que surge es si los efectos benéficos encontrados en concentraciones
farmacoldgicas no producen concomitantemente efectos toxicos y cambios en la
morfologia tisular hepatica, dos aspectos que han sido poco estudiados. Este trabajo
propone analizar los efectos que producen concentraciones farmacoldgicas de esta
vitamina sobre diversos marcadores de toxicidad y la histomorfologia del higado, en un
modelo animal donde ya se han reportado efectos favorables del metabolismo de la

glucosa vy lipidos.
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[ll. HIPOTESIS

La biotina en concentraciones farmacolégicas puede modificar la morfologia del higado

y como consecuencia producir dafio hepatico.

IV. OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos de la suplementacion con biotina en la dieta en marcadores de

toxicidad hepaticos y sobre cambios morfolégicos del higado.

IV.1 Objetivos especificos.

Analizar el efecto que produce la suplementacion de biotina en una dieta de 8 semanas

sobre:

- Marcadores de toxicidad hepética sérica.

- Actividad de la superdxido dismutasa, catalasa; la concentracion de
glutation reducido, oxidado y 6xido nitrico en el higado.

- La histomorfologia del higado

- El dafio genotoxico en médula ésea.
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V. MATERIAL Y METODOS
V.1. Disefio experimental.

Se utilizé el modelo experimental previamente usado por nuestro grupo, en el cuél la
suplementacion de biotina en la dieta disminuyé las concentraciones de triacilgliceroles
en suero (Larrieta et al., 2010; Aguilera-Méndez 2012) y aumentd la secrecion de
insulina y la expresion de genes que participan en el mecanismo secretor de la
hormona (Lazo-de la Vega et al., 2013). Ratones macho de la cepa BALB/cAnN de tres
semanas de edad recién destetados se mantuvieron en el bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM bajo ciclos de luz-obscuridad de 12 h, con libre
acceso a agua Yy alimento durante todo el periodo experimental, a excepcion del ayuno
previo a su eutanasia. Los procedimientos fueron aprobados por el comité de Etica y
Experimentacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Los ratones recibieron
una dieta control o una dieta suplementada durante ocho semanas. El grupo control
recibid una dieta con 1.76 mg de biotina/kg alimento (TD-01362, Harlan Teklad); el
grupo suplementado recibié la misma dieta conteniendo 97.7 mg de biotina/kg de
alimento (TD-01363, Harlan Teklad). Un tercer grupo se utiliz6 como control positivo
con 5 animales tratados con tetracloruro de carbono (CCl;) [2ml/kg de peso]. La
informacion completa de la dieta ha sido publicada previamente (Baez-Saldafa et al.,
2004). La dieta control proporciona suficiente cantidad de biotina para cubrir las
necesidades metabdlicas de los ratones, mientras que la dieta suplementada contiene
cantidades de biotina de aproximadamente 56 veces mas que la concentracion del
control. El peso corporal y el consumo de alimento se determinaron cada semana. A las
ocho semanas de alimentacién con las dietas, los ratones se ayunaron por 12 h, se
anestesiaron con Sevorane (Sevofluorano) y se les extrajo la sangre, el higado y los

fémures.
V.2 Marcadores de toxicidad hepatica sérica.

Para determinar las enzimas de escape indicadoras de dafio hepatico, la sangre
obtenida de cada ratdn se centrifugd a 1600 g durante 15 minutos a 4° C y se recupero

el suero, el cual se mantuvo a -72°C hasta su uso.
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V.3 Determinacion cuantitativa de aspartato aminotransferasa.

La aspartato aminotransferasa previamente llamada transaminasa glutamato
oxaloacética cataliza la transferencia reversible de un grupo amino del aspartato al a-
cetoglutarato con formacion de glutamato y oxalacetato. El oxalacetato producido es
reducido a malato en presencia de malato deshidrogenasa (MDH) y nicotinamina

adenina dinucleotido de hidrogeno (NADH) como se muestra en la siguiente reaccion :

L-Aspartato + a-Cetoglutarato i)» Glutamato + Oxalacetato

Oxalacetato + NADH + H* — MPH | Malato + NAD®

La velocidad en la que disminuye la concentracion de NADH en el medio, que se
determina fotométricamente a 340 nm, es proporcional a la concentracion catalitica de
AST en la muestra. Siguiendo el protocolo del fabricante (Spinreact 41270), se ocupoé
suero no hemolizado. Los calculos se realizaron de la siguiente manera: AAbs /min x
1750= U/L (cantidad de enzima que convierte 1 pmol de sustrato por minuto, en

condiciones estandar y se expresa en unidades por litro)
V. 4 Determinacidn cuantitativa de alanino aminotransferasa.

La alanino aminotrasferasa previamente llamada transaminasa glutamico piravica
(GPT) cataliza la transferencia reversible de un grupo amino de la alanina al a-
cetoglutarato con formacion de glutamato y piruvato. El piruvato producido es reducido

a lactato en presencia de LDH y NADH como se muestra:

L-Alanina + «-Cetoglutarato —~E1 5 Glutamato + Piruvato

Piruvato + NADH + H* — PP 1| actato + NAD*
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La velocidad de disminucion de la concentracion de NADH en el medio, determinado
fotométricamente, es proporcional a la concentracion catalitica de ALT en la muestra.
De acuerdo con el protocolo del fabricante (Spinreact 41280) se ocup® suero no
hemolizado, las muestras fueron determinadas cada minuto durante 3 minutos, a 340
nm y temperatura ambiente; los célculos se realizaron de la siguiente manera:
AAbs/min x 1750= U/L (cantidad de enzima que convierte 1 pmol de sustrato por

minuto, en condiciones estandar y se expresa en unidades por litro).

V.5 Determinacién cuantitativa de fosfatasa alcalina.

La fosfatasa alcalina (FAL) cataliza la hidrolisis del p-nitrofenilfosfato (pNPP) a pH 10.4

liberando p-nitrofenol y fosfato, como la siguiente reaccion:

p-Nitrofenilfosfato + H.0 ﬂa p-Nitrofenol + Fosfato

La velocidad de formacion del p-Nitrofenol, determinado fotométricamente, es

proporcional a la concentracion catalitica de fosfatasa alcalina en la muestra.

Siguiendo el protocolo del fabricante (Spinreact 1001130), se realizé el estudio en suero
no hemolizado. El producto de la reaccion fue calculado a 405 nm, a temperatura
ambiente; cada minuto durante 3 minutos, los calculos se realizaron de la siguiente
manera: diferencia de AAbs /min x 3300= U/L (cantidad de enzima que convierte 1 umol

de sustrato por minuto, en condiciones estandar y se expresa en unidades por litro).
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V.6 Determinacion gama glutamiltransferasa.

La gamma-glutamil transferasa cataliza la transferencia de un grupo y-glutamilo de la y-

glutamil-p-nitroanilida al dipéptido aceptor glicilglicina, como la siguiente reaccion:

L- y-Glutamil-3-carboxi-4-nitroanilida + Glicilglicina — =51

L- y-Glutamil-glicilglicina + Acido 5-amino-2-nitrobenzoico

La velocidad de formacion del acido 5-amino-2-nitrobenzoico, es proporcional a la
concentracion catalitica de y-GT en la muestra. Siguiendo el protocolo del fabricante
(Spinreact 1001185), se ocup6 suero no hemolizado. El producto de la reaccion se
determindé a 405 nm, a temperatura ambiente cada minuto durante 3 minutos, Los
calculos se realizaron de la siguiente manera: la diferencia por minuto AAbs /min x
1190= U/L (cantidad de enzima que convierte 1 pmol de sustrato por minuto, en

condiciones estandar y se expresa en unidades por litro).

V.7 Determinaciéon de bilirrubina.

La bilirrubina se convierte en azobilirrubina mediante el acido diazotado, producto que
se determina fotométricamente. La intensidad del color formado es proporcional a la
concentracion de bilirrubina en la muestra que se analiza. Siguiendo el protocolo del
fabricante (Spinreact 1001044), se realizaron las mediciones en suero no hemolizado,
las muestras fueron determinados a 555nm, después de incubarlas 5 minutos a

temperatura ambiente (20-25 °C); los datos fueron reportados en pmol/L.
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V. 8 Determinacién cuantitativa de albumina.

La albumina se combina con verde de bromocresol a un pH ligeramente &cido,
produciendo un cambio de amarillo verdoso a verde azulado, proporcional a la
concentracion de albumina presente en la muestra a determinar. Siguiendo el protocolo
del fabricante (Spinreact 1001023), se obtuvo el producto de la reaccion en suero no
hemolizado. Las muestras fueron examinadas a 630nm, previamente incubadas 10

minutos a temperatura ambiente (20-25°C), Los datos fueron reportados en mg/dL.

V.9 Actividad de superdxido dismutasa.

SOD es una de las enzimas antioxidantes mas importantes, cataliza la dismutacién del
anion superéxido (Oz 7) en peroxido de hidrégeno y oxigeno molecular, la tasa de
reduccion del oxigeno se relaciona linealmente con la actividad de xantina oxidasa (XO)
qgue es inhibida por SOD. Por lo tanto, la Clsg (50% de inhibicion de la actividad de
SOD) se puede determinar colorimétricamente, es decir, la actividad SOD es la
medicion de la disminucion de desarrollo de color a 440 nm. Como se muestra en el

siguiente diagrama:

0, \ /‘ 20, WST-1 formazan

440 nm

X0
H0, <N\ 20, WST-1

I
SoD

¢

0, +H,0,
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A partir de 1 pg de proteina de homogenado de higado, se determind
colorimétricamente la actividad de la enzima SOD, siguiendo el protocolo del fabricante
(SIGMA-ALDRICH Co LLC, No de Cat. 19160).

V.10 Actividad enzimética de la catalasa.

Se sigui6 el protocolo de Goth, 1991; donde la reaccién se realiza entre el peréxido de
hidrogeno y los iones de molibdato, dando como resultado un complejo estable de
color amarillo por una hora. El tejido se llevé en una relacion 1:10 peso/volumen, con
buffer frio de fosfatos 0.1 M, pH 7.0, posteriormente se centrifugdé el homogenado a 12
000 rpm, durante 15 minutos a 4° C, se obtuvo el sobrenadante de donde se tomaron
las diluciones para el ensayo. Se incub6 durante 30 segundos: 20 pl del homogenado
(10 ug de proteina) con 120 uyl de H,0,, 12 mM en buffer de fosfatos pH 7.4. La
reaccion se par6 con 120 yl de molibdato de amonio 32.4 mM y se determinaron las

muestras a 405 nm.

V. 11 Concentraciéon de glutation reducido y oxidado.

Inmediatamente de la extraccion del higado estos fueron enjuagados con solucion
salina isotonica fria para eliminar restos de sangre. Las muestras se trabajaron en frio y
fueron tratadas con acido metafosforico al 5%, en una relacion 1/20 (peso/ volumen),
este procedimiento tuvo como fin evitar que las proteinas interfieran en el ensayo vy el
tejido sufriera oxidacion progresiva. Posteriormente el homogenado se centrifug6 a 12
000 rpm, durante 15 minutos a 4° C, se obtuvo el sobrenadante y se tomaron muestras
para el ensayo de glutation total y oxidado (si no se realiza el mismo dia puede
mantenerse a -80° C). Las muestras que se emplearon para glutation oxidado fueron
tratadas con 4-vinilpiridina 2M e incubadas a temperatura ambiente durante 1 h. Ambas
determinaciones contaron con su curva estandar de 5 puntos con diluciones seriadas.

Finalmente se determinaron en espectrofotometro a 405 nm cada minuto durante 20
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minutos, los datos se procesaron siguiendo el protocolo del fabricante (Trevigens, No
de catalogo 7511-100-K).

V. 12 Concentracion de 6xido nitrico.

El éxido nitrico es una molécula extremadamente inestable que se une al oxigeno para
dar lugar principalmente a sus dos metabolitos estables, los nitritos (NO;) y nitratos
(NOs3), que pueden ser determinados espectrofotométricamente. Este proceso se llevé a
cabo mediante dos pasos, el primero fue la conversion de nitrato a nitrito, donde se
utilizé la enzima nitrato reductasa, el segundo es la adicion del reactivo Griess |, que
contenia acido sulfanilico y formé una sal diazonio, posteriormente se afiadi6 el reactivo
Greiss Il, que contenia alfa- naftilamina y desarroll6 un color rosa-purpura, el cual se
determind a una absorbancia de 540 nm. Las pruebas se realizaron en homogenados
de higado, siguiendo el protocolo del fabricante (ThermoScientific No. de lote.
PK210737).

V. 13 Dafio morfolégico.

Una fraccién del I6bulo lateral izquierdo del higado se coloc6 en formalina amortiguada
al 10%, posteriormente se siguié el procedimiento de deshidratacién (alcoholes
graduados 70, 80, 96 y 100%, xilol-alcohol, relacion 1:1 al 100% y xilol 100%), con esto
se logr6 aclarar los tejidos e incluirlos en parafina (58° C), se formaron los bloques que
contenian los tejidos, posteriormente fueron cortados con un grosor de 5 micras y
colocados 3 cortes por laminilla que contenian polilisina como fijador. Finalmente se
tiferon con hematoxilina-Eosina (HE) y se realiz6 su analisis histolégico en un
microscopio 6ptico (Olympus BX51). Para el conteo de células binucleadas y
nucleomegalia se realiz6 en 3 campos por corte y 6 cortes por cada ratbn en un
aumento 40X. Para la evaluacién histolégica del higado se siguio el criterio de Ezzi L et
al., 2016, con la observacién de 10 campos por corte y cuatro cortes por ratén en un

aumento de 25X. Este criterio considera que una disrupcién minima es aquella que se
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presenta en menos de 1% del campo, una disrupcion leve de 1%-30% del area;
moderada (31%—-60%); severa (61%—-90%) y muy severa (91%-100%).

V. 14 Dafio genotoxico.

Se obtuvieron ambos fémures, que fueron cortados por los extremos proximales,
posteriormente con una jeringa de insulina que contenia 500 ul de buffer de fosfatos
(PBS) frio pH 7.0 con suero fetal bovino (SFB) al 5%, se extrajo la médula 6sea y se
vertio en un tubo Eppendorf, el cual se centrifugd a 500 g durante 10 minutos a 4°C, el
proceso se realizé dos veces para eliminar el sobrenadante que contenia grasa. El
botén formado, se resuspendié en 40 ul de PBS, para disgregar las células, y se
afiadieron 5 yl en un portaobjetos previamente desengrasado para hacer frotis por
triplicado, se mantuvieron 24 h a temperatura ambiente para su secado Yy
posteriormente se fijjaron con metanol absoluto durante 10 minutos y tifieron con
Giemsa al 5% (Arencibia et al., 2011). Se contaron al menos 2000 reticulocitos por
animal, en un microscopio Olympus BH2 a un aumento de 40X y su confirmacion a un
aumento 100X, anotando las coordenadas para cada micronucleo encontrado. La
frecuencia de micronicleos se calcul6 como el No. de micronucleos en
reticulocitos/2000 x 100, los datos obtenidos se expresaron como frecuencia de

micronucleos (0/00).

V. 15 Estadistica.

Se usaron pruebas de ANOVA de una via y la prueba no paramétrica de Mann-Whitney;
considerandose como diferencia significativa una p < 0.05. Los calculos se hicieron con
el programa GraphPad Prism v 6.0.
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VI RESULTADOS

VI. 1 Peso del raton e ingesta de alimento.

Durante las 8 semanas experimentales se analiz6 el peso corporal y el consumo de
alimento, no encontrdndose diferencias entre los grupos. Al término de este periodo el
peso corporal fue de 22.3+1.6 g en el grupo control y de 22.6£2.2 g en el grupo
suplementado (Fig. 9A). El consumo de alimento diario promedio fue de 3.02+0.48 g

para el grupo control y de 3.2+.0.33 para el grupo suplementado con biotina (Fig. 9B).

A B
25+ S
S— 5-
20+ S
—_ E 41
2154 ]
o c 34
S 10- S
o E 2-
5 1] i
g
0 T T T | T T T T E 0 L] L] L] T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Semana Semana

Fig. 9. Promedio del peso de los ratones (A) y alimento (B) consumido diario promedio durante
las 8 semanas después del destete (control m y suplementado e).

VI. 2 Marcadores de toxicidad hepatica.

Para determinar dafio hepatico se realizaron una serie de pruebas clasicas, como son
la determinacion de la actividad en suero de las enzimas de escape aspartato
aminotransferasa y la alanino aminotransferasa, las cuales se ilustran en la Figura 10.
Ambas enzimas presentaron una actividad en un rango normal (representado en el
recuadro punteado negro). Si bien el grupo suplementado con biotina present6 valores

de actividad de AST significativamente mas altos (* p <0.05) con respecto al control
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(control=163+11.0; suplementado=196+8.60 U/L) estos valores se encuentran dentro de

los niveles considerados normales.

La actividad de ALT, no mostré diferencias significativas entre los dos grupos
(control=32.9+3.29; suplementado=30.2+2.40 U/L). Como control positivo se hicieron
experimentos usando el CCly, con dosis Unica de 2ml/kg de peso, en ambas graficas
podemos observar que en este grupo hay un incremento considerable de las enzimas
de escape con respecto a los otros dos grupos (AST=954+23.6 U/L; ALT=833%13.2
U/L).
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Fig 10. Los valores normales para AST (A) en machos de 9-14 semanas de edad es de 88.9 —
215.8 U/L y el de ALT= 32.2- 80.9 U/L (B), representados en el recuadro (REDVET, 2011). Los
datos representan el promedio = SEM, ***p<0.001 y una N= 8.
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Un incremento de fosfatasa alcalina y la ¥- glutamil transferasa en el suero es
indicativo de obstruccion biliar. Con el fin de determinar cual es el efecto de la dieta
suplementada con biotina sobre el flujo biliar se analizé la actividad de estas enzimas,
como podemos observar en la Fig. 11 los valores obtenidos se encuentran en el rango
considerado normal (REDVET, 2011), en tanto que el control positivo de dafio hepético

con tetracloruro de carbono se observo un incremento significativo.
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Fig. 11. Determinacion de enzimas, que nos indican la integridad del hepatocito y flujo biliar. Los
valores normales de FAL son de 85.4 — 311.7 Ul/L (A) y para GGT de 0 — 3.0 U/L (B) en
ratones macho de 9 a 14 semanas de edad, U/L= enzima que se convierte 1lumol de
sustrato/minuto en condiciones estandar. Los datos representan el promedio + SEM, ***p<0.001
y unaN=7.
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La funcion excretora biliar se analizé6 por medio de la determinacion de bilirrubina
sérica, indicativa de la capacidad del higado para eliminar los grupos hemo y
excretarlos en las heces. Como se observa en la Tabla 1, no hubo diferencia
significativa en la bilirrubina sérica entre el grupo control y suplementado con biotina, lo
que nos indicé que no hay un dafio en la excrecion biliar. De acuerdo con lo esperado
en los animales tratados con tetracloruro de carbono se observé un aumento de los

valores séricos de ambas bilirrubinas.

Tabla 1. Valores obtenidos de bilirrubina total e indirecta en los grupos experimentales,
los datos representan el promedio + SEM, *p<0.001 y una N= 8.

Metabolito Unidades  Control Biotina CCl,
Bilirrubina Total [umol/L]  0.30+0.040 0.22+0.029 1.22+0.28
Bilirrubina indirecta [pumol/L] 0.29£0.071 0.22+0.020 1.02+0.1

La albumina es un indicador de la funcion hepatica de sintesis de proteinas. Como
podemos observar en la Fig. 12, las concentraciones de albimina sérica no difieren
significativamente entre el grupo suplementado con biotina con respecto al grupo

control y se encuentra dentro de los rangos normales.
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Fig. 12. Concentracion de albumina en suero, Los datos representan el promedio + SEM,
***p<0.001 y una N=9.
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Los niveles de urea se relacionan con la ingesta proteica, la funcién hepatica y el nivel
de catabolismo proteico enddgeno. El andlisis de urea reveld que la administracion de
la dieta suplementada con biotina durante 8 semanas no produjo cambios significativos
en los niveles de este catabolito con respecto al grupo control (Fig. 13), en tanto que los

valores de los ratones tratados con tetracloruro de carbono se vieron aumentados.
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Fig. 13. Determinacién de urea en suero de ratones, con el que se puede determinar
catabolismo proteico. Los datos representan el promedio + SEM, ***p<0.001 y una N=7.

VI. 3 Actividad de la super6xido dismutasa en el higado.

Para determinar el dafio oxidante se analizé la actividad enzimatica de la superéxido
dismutasa en los homogenados de higado (Fig. 14), encontrandose que no existen
diferencias significativas entre los grupos control y suplementado. Sin embargo, se
observdo un aumento de la actividad de la enzima en los ratones tratados con
tetracloruro de carbono (control =14.8 + 1.45; suplementado = 15.0 + 1.48; tetracloruro
25.4+1.86 U/mg proteina.
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Fig. 14. Efecto de la SOD en homogenados de higado. Los datos representan el promedio +
SEM, **p<0.001 y una N= 5.

VI. 4 Determinacidon enzimatica de la catalasa en el higado.

El dafio oxidante también se determiné mediante la actividad de catalasa, enzima que
convierte el peroxido de hidrogeno en agua y de ésta manera se neutraliza el efecto de
estrés oxidante. Como podemos observar en la Figura 15, no se encontré ninguna
diferencia significativa entre el grupo control comparado con el grupo suplementado con
biotina, (control=144+18.1; suplementado=151+13.5 U/mg proteina). El grupo control
positivo (tetracloruro de carbono) mostré un aumento en los valores de la actividad de la

catalasa: 286+30.1 U/mg proteina, p<0.05 comparado con los otros dos grupos.
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Fig. 15. Determinacion de la actividad de CAT en los diferentes grupos usados en este
proyecto. Los datos representan el promedio + SEM, ***p<0.001 y una N= 9.
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VI. 5 Determinacion de glutation reducido y oxidado en el higado.

Se determind la concentracién de glutation reducido y oxidado en homogenados de
higado. Los valores encontrados para el primero del grupo control fue de 34.2+3.6 y en
el suplementado de 32.1+ 4.6 pM/ pg de tejido. Para el glutation oxidado los valores
fueron de 10.7+0.57 para el grupo control y de 9.67+2.12 en el grupo suplementado.
La prueba estadistica indica que no hubo diferencias significativas entre los grupos
control y suplementado, pero en el grupo tratado con tetracloruro de carbono el sistema
redox se vio afectado .En la relacién entre la concentracion de glutation reducido y
oxidado se encontré que el grupo control present6 un valor de 12.13 y el suplementado

12.74; no hubo diferencia significativa entre los grupos (Fig. 16).
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Fig. 16. Relacion que se tiene entre el glutation reducido y oxidado. Los datos representan el
promedio + SEM, ****p<0.0001 y una N=7.
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VI. 6 Concentracién de 6xido nitrico.

Se determind la concentracion de 6xido nitrico mediante el andlisis de sus metabolitos
estables nitritos y nitratos en homogenados de higado. Los datos obtenidos nos indican
que no existen diferencias significativas entre el grupo control y el suplementado,
siendo en el primero de 24.94 + 0.98, y de 25.68 + 0.94.31 umol/L para el segundo. Se

observé un aumento significativo en la producciéon de o6xido nitrico en los ratones
tratados con tetracloruro de carbono (Fig. 17).

80
L
—
&
c o
40+
$3
=
O g. 20 +
0 L| L| L]
Control suplementado CCH4

Fig 17. Determinacion de éxido nitrico en homogenados de higado. Los datos representan el
promedio + SEM, ***p<0.001 y una N= 8.

VI. 7 Histomorfologia de higado tefiido con hematoxilina-eosina.

En el analisis histol6gico se encontraron diferencias entre los cortes de higado que
provenian de ratones suplementados con biotina con respecto a los controles. En los
ratones que recibieron la dieta suplementada con la vitamina se observé 39% mas de
células binucleadas con respecto al grupo control (Fig. 18 A<e=), caracteristica que se

asocia con mitosis sin citocinesis, mayor capacidad de regeneracion del higado y/o con
hepatocitos en quiescencia (Concepcion & Diaz, 2013).
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Fig. 18. Se observa un mayor porcentaje de células binucleadas (A) en el grupo suplementado
con biotina (18.3%), con respecto al control (13.2%). La observacion se realiz6 en un aumento
40X, con un microscopio Olympus BX51, el andlisis fue de 3 campos por corte con un total de 6
cortes por muestra. Los datos representan el promedio + SEM, *p<0.05 (B).

También, se observé que el nimero de hepatocitos con nucleomegalia (nucleos
mayores de 12 ym <— , Fig 19 A) aumentaron con respecto a los presentados en el
grupo control=0.81+0.11; suplementado=1.30+0.28 (Figura 19 B).
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Fig. 19. Se observa un mayor porcentaje de células con nucleomegalia (A) en el grupo
suplementado con biotina (aumento 40X, microscopio Olympus BX51). El analisis fue de 3

campos por corte con un total de 6 cortes por muestra. Los datos representan el
promedio = SEM, *p<0.05 (B).

Se encontré en la cuantificacién de la frecuencia de areas (um?) en los nucleos, que el

grupo control presentd areas de 16.27 a 125.54 pym? y el grupo suplementado con
biotina de 14.48 a 188.89 ym?, (Fig. 20).
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Fig. 20. Frecuencia de areas nucleares para los grupos control y suplementado con biotina. El
analisis fue de 300 areas de nlcleos por muestra.

También se encontraron otras modificaciones en la morfologia hepética las cuales
fueron cuantificadas de acuerdo con el criterio de Ezzi et al.,, 2016, entre ellas se
observaron cambios moderados en la dilatacion de los sinusoides (Fig. 21A y B),
aumento moderado en la vascularizacion (Fig. 22A y B) y leve incremento de conductos
biliares (Fig. 23 Ay B).
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Fig. 21A. Se observa la presencia de moderada dilataciéon de sinusoides en el grupo
suplementado con biotina (aumento 40X, microscopio Olympus BX51).

des
&h

o

*

INUSOI

o

Dilatacion de s

Control Suplementado

Fig. 21B. Porcentaje de dilatacion de sinusoides, el grupo suplementado presenté un 38.8
+4.1%, considerdndose una modificacion moderada (31-60%, Ezzi et al.,, 2016). Los datos
representan el promedio + SEM, *p<0.05.
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Fig. 22A. Se observa un moderado incremento en la vascularizacion en el grupo suplementado
con biotina (aumento 10 X, microscopio Olympus BX51).
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Fig. 22 B. Porcentaje de vascularizacion, el grupo suplementado presenté un 54+4.5%,

considerandose una modificacién moderada (31-60%, Ezzi et al., 2016). Los datos representan
el promedio = SEM, *p<0.05.
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Control

Fig. 23 A. Se observo un leve incremento en los conductos biliares en el grupo suplementado
con biotina. (aumento 20X; microscopio Olympus BX51).
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Fig. 23 B. Porcentaje de conductos biliares, el grupo suplementado presentdé un 29+4.1%,
considerandose una modificacién moderada (31-60%, Ezzi et al., 2016). Los datos representan
el promedio = SEM, *p<0.05.
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VI. 8 Determinacion de dafio genotoxico.

En la prueba de formacion de micronucleos en reticulocitos se encontré un incremento
en el porcentaje de dafio genotoxico (p<0.05) en el grupo suplementado, como
podemos ver en la figura 24. Sin embargo, ambos grupos se encuentran en el rango de
valores normales, que es hasta de 0.75%. Este dato es sugestivo de dafio genotdxico
pero este resultado debe complementarse con otras pruebas para confirmar el dafio

genotoxico.
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Fig. 24. Dafio genotéxico en reticulocitos de médula 6sea. El analisis representa la frecuencia
de microndcleos. Los datos son el promedio £ SEM, *p<0.05.
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VII DISCUSION

En este estudio, se encontré que la administracion durante ocho semanas de alimento
suplementado con biotina indujo cambios notables en la histomorfologia hepética de los
ratones de la cepa BALB/CANN, entre los que podemos mencionar el incremento de
células binucleadas (39%), nucleomegalia (66%), cambios moderados de dilatacion de
sinusoides y vascularizacion, asi como leves cambios de conductos biliares. Estos
cambios morfolégicos encontrados en el higado se suman a los previamente reportados
en nuestro laboratorio en el pancreas (Lazo de la Vega et al., 2013) y en el ovario
(Baez-Saldafa et al., 2009), asi como reportes por otros autores en ratas (Paul et al.,
1973) y en modelos diabéticos (Sahin et al., 2013, Sawamura et al., 2015), lo que indica

que la biotina en concentraciones farmacolégicas afecta la morfologia tisular.

El incremento de células binucleadas y nucleomegalia resulta de un estado poliploide.
El papel de un incremento en la polipliodia se encuentra hasta el presente en debate.
Por un lado, se ha reportado que las células polipliodes aumentan en algunos tipos de
cancer como el esofagico y el de col6n (Gentic et al., 2014), sin embargo, en el higado
la mayoria de los estudios sefiala que ésta hace que los hepatocitos conserven una
notable capacidad para proliferar en respuesta a una lesién celular masiva, una
exposicién toxica o infeccion viral (Gentic et al., 2014) Nuestros resultados han
encontrado que, a pesar del aumento en la poliploidia, los marcadores de dafio
hepético y estrés oxidante no se modificaron, lo que sugiere que los cambios nucleares
que produce la suplementacién con biotina podrian estar asociados con los efectos
positivos de la poliploidia en el higado. Sera interesante en estudios futuros probar esta

hipétesis en modelos de dafio como la hepatectomia.

En estudios previos (Baez-Saldafia et al., 2009) encontramos, en el mismo modelo
experimental de ratones usado en este estudio, que la ingesta de aproximadamente 14
mg/kg de peso corporal durante 9 semanas produjo un decremento en el numero de
foliculos primarios y de Graaf. Cambios en la morfologia del ovario también se

encontraron en ratas con la administracion de una dosis Unica de biotina [50mg/kg] de
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peso corporal via intraperitoneal (Paul et al., 1973). En otro estudio (Lazo de la Vega et
al., 2013) encontraron que se aumentd el tamafo de los islotes pancreaticos y la
proporcion de células alfa en el centro del islote. Tanto los cambios en los trabajos
arriba descritos como en la presente tesis no tuvieron efectos adversos en la ganancia
de peso corporal, la ingesta de alimento, la apariencia externa o la conducta de los
animales. En contraste, estudios por Sawamura et al (2015) en ratas alimentadas por 6
semanas con una dieta conteniendo 10 g/kg de dieta (990 mg/kg de peso corporal)
presentd cambios morfolégicos en el diametro de los tubos seminiferos pero estas
concentraciones de biotina mostraron afectar la ganancia de peso, disminuir la ingesta
de alimento y afectar negativamente el peso del higado y de los rifiones, por los que es
posible que los cambios morfolégicos del testiculo resulten de efectos toxicos de la

biotina.

Otras investigaciones han encontrado que concentraciones farmacologicas de biotina
revierte la histopatologia producida por el estado diabético (Sahin et al., 2013;
Aldahmash et al., 2015, 2016). En ratas con diabetes inducida por dos semanas de
ingesta de una dieta alta en grasas y una inyeccidén de estreptozotocina se encontrd
gue la administracién de 300 ug/kg de peso corporal durante 10 semanas disminuyo los
dafios producidos por la dieta y la estreptozotocina en el higado, pancreas y rifion
(Sahin et al., 2013). En ratones albinos Suizos a los que se les generd diabetes con
estreptozotocina, una dosis diaria de 15 mg/kg de peso corporal durante 12 dias
sucesivos decrementd el numero de glomérulos distorcionados, el niumero de células
inflamatorias y de macrofagos gigantes que se observaron en los ratones no tratados
con la vitamina (Aldahmash et al., 2015). En el higado, estos mismos autores
encontraron disminuciones en la dilatacién de la vena porta, la infiltracion de linfocitos y
de grasa (Aldamash et al., 2016). En ninguno de estos estudios se reportan los cambios
morfolégicos que encontramos en el higado en este trabajo de tesis. Es interesante
notar que en los animales con diabetes las concentraciones farmacologicas de biotina
revierte los dafios producidos por el estado diabético, en tanto que en animales no

diabéticos los cambios se observan en la morfologia tipica.
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Resulta relevante que a pesar de que encontramos modificaciones morfolégicas en el
higado, no se observaron cambios significativos en los marcadores de dafio hepético
analizados (albumina, bilirrubina total e indirecta, gama glutamil transferasa, aspartato y
alaninoamino transferasa, fosfatasa alcalina o urea), Estos resultados coinciden con los
descritos por Sawamura (2015), en ratas normales, en los que dietas conteniendo hasta
1000 mg/kg de dieta no afectaron estos parametros.

Las modificaciones morfologicas favorables que produjo la biotina en modelos murinos
diabéticos, esta asociado con la reduccion de la estrés oxidante (Sahin et al., 2013;
Aldahmash et al., 2015, 2016). En los estudios de Sahin et al., (2013) las ratas cuya
hiperglucemia se indujo con una dieta alta en grasas y estreptozotocina, se
disminuyeron los niveles de malondialdehido en el suero, higado y rifiébn. En ratones
albinos Suizos (Aldahmash et al., 2015, 2016) el tratamiento con biotina disminuy6 la
sefal de acroleina, un marcador de dafio oxidante. En contraste, nuestros estudios no
encontraron cambios en la concentracion de malondialdehidoo otros indicadores de
dafio oxidante como el glutation reducido y oxidado. Tampoco encontramos diferencias
entre el grupo control y el suplementado con biotina en la actividad de la catalasa y la
superéxido dismutasa. Diferencias entre los efectos de concentracioes farmacolégicas
de biotina entre el estado diabético y condiciones normales también se han encontrado
en la expresion de genes (Dakshinamurti, 1994; Ferreira & Weiss 2007; Sugita et al.,
2008; Larrieta et al., 2010 y Sahin et al., 2013), modifican las curvas de tolerancia a la
insulina y a la glucosa (Reddi et al., 1988; Lazo de la Vega et al., 2013), lo que indica
que los efectos farmacologicos de la vitamina difieren dependiendo del estado

metabdlico.

El 6xido nitrico tiene un papel muy importante en la vasodilatacion y su disfuncion esta
asociado con la estrés oxidante (Zhang, 2016). Estudios en células de linea celular
leucémica de linfocitos T (Jurkat) reportaron que los efectos de la biotina son
dependientes de la concentracion del 6xido nitrico (Rodriguez-Melendez & Zempleni,
2009). Sin embargo otros estudios en ratas que recibieron biotina durante ocho
semanas, diluidas en el agua para su consumo (12 mg/kg de peso) encontraron que los

efectos de la biotina son independientes de éste (Watanabe et al., 2008). Los
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resultados que se obtuvieron es este trabajo, no mostraron cambio en la concentracion
de oOxido nitrico entre grupos, lo que sugiere que son otras acciones las estan

involucradas en la vasodilatacion que se observo en los cortes de higado.

Los mecanismos que participan en los cambios histomorfoldégicos que produce la
biotina en concentraciones farmacologicas se desconocen. En las modificaciones
causadas en el islote pancreatico de nuestros estudios previos (Lazo de la Vega et al.,
2013), los cambios en la arquitectura del islote estuvo asociada con una disminucién del
RNAmM de la proteina de adhesion celular neuronal (Ncam), una proteina cuya
expresion participa en el mantenimiento de las células alfa en la periferia del islote (Esni
et al., 1999). Estudios en proceso en nuestro laboratorio se encuentran dilucidando los
mecanismos que podrian estar participando en los efectos de concentraciones

farmacoldgicas de biotina sobre la morfologia del higado.

La administracién farmacolégica de biotina se ha considerado que no produce efectos
nocivos, ni en humanos, ni en animales de experimentacion (Committee on the
Scientific Evaluation of Dietary Reference Intakes and its Panel on Folate, Other B
Vitamins, and Choline and Sub comité on Upper Reference Levels of Nutrients Food
and Nutrition board, Institute of Medicine 2000; Fiume, 2001). Pruebas de toxicidad para
evaluar agentes mutagénicos (AMES) en bacterias (SRI-International, 1979; Hayes,
1984; Ronquillo et al., 2013) han encontrado que la biotina no tiene efectos téxicos ni
mutagénicos. Sin embargo, en Tradescantia (Trad-MCN) mostr6 que el efecto
mutagénico se presentd en dosis de 250 mg/ml de biotina (Ma et al.,, 1984). En
humanos no se han encontrado efectos adversos con administraciones en el rango de
0.25 a 100 mg de biotina, esto ha sido reportado en pacientes con errores innatos del
metabolismo (Baumgarner, 1997), individuos normales (Singer & Goehas, 2006),
pacientes diabeticos (Maebashi, 1993) y pacientes sometidos a hemodialisis (Koutsikos,
1996). En ratas, dietas conteniendo hasta 1000 mg/kilogramo de dieta no mostraron
cambios en marcadores de dafio hepatico y renal (Sawamura et al., 2015), pero la
ingesta de una dieta con 10 g/kg de dieta (990 mg/kg de peso corporal) tuvo efectos

dafinos (Sawamura et al., 2015).
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Los resultados obtenidos en esta tesis encontraron que la dieta suplementada con
biotina produjo un aumento en la formacion de microndcleos, aunado a los cambios en
la morfologia del higado, lo cual indica que es necesario realizar estudios para
determinar las repercusiones de las modificaciones producidas por la vitamina en
concentraciones farmacolégicas ya que esta se encuentra disponible en
establecimientos comerciales en concentraciones dos o tres 6rdenes de magnitud por

arriba de sus requerimientos diarios.
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VIII CONCLUSION

Estos datos demuestran por primera vez, que la suplementacién con biotina afecta la
morfologia hepatica en ratones sanos. Estos cambios incluyen el incremento de células
binucleadas, nucleomegalia, dilataciébn de sinusoides, incremento moderado de
vascularizacién y conductos biliares. Los cambios histoldgicos no se reflejaron en
aumentos de marcadores de dafio hepatico, ni produjeron estrés oxidante, lo que
sugiere que los cambios nucleares que produce la suplementacion con biotina podrian
estar asociados con efectos positivos de la poliploidia en el higado. Por otro lado, en la
médula ésea, se encontraron cambios sugerentes de genotoxicidad. En conjunto estos
hallazgos indican que el estudio de los efectos toxicos de la vitamina deben de
considerar otras herramientas para determinar las repercusiones que pudiesen tener los

cambios nucleares y estructurales que produce la vitamina.
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IX PERSPECTIVAS

Investigar los mecanismos moleculares que participan en los cambios

estructurales y nucleares del tejido hepatico.

Realizar hepatectomia en los ratones suplementados con biotina para conocer si
hay modificacién en la poliploidia de los hepatocitos.

Determinar si la poliploidia generada por la suplementacion de la vitamina otorga

proteccion o efectos detrimentales en el higado.

Estudiar las repercusiones de la poliploidia generada con la suplementacién con

biotina en el ciclo y proliferacion celular.
Determinar la participacién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),

ciclinas y cinasas dependientes de ciclinas (CDK) en el incremento de la

dilatacion de los sinusoides y el aumento de la vascularizacion.
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Abstract: In recent decades, it was found that vitaming affect biological functions in ways other than
their long-known functions; niacir is the best example of a water-soluble vitamin known to possess
multiple actions, Biotin, also known as vitamin B7 or vitamin H, is a water-soluble B-complex vitamin
that serves as a covalently-bound coenzyme of carboxylases, [t is now well documented that biotin has
actions other than participating in classical enzyme catalysis reactions, Several lines of evidence have
demonstrated that pharmacological concentrations of biotin affect glucose and lipid metabolism,
hypertension, reproduction, develepment, and immunity. The effect of biotin on these functions is
related to its actions at the transcriptional, translational, and post-translational levels. The best-
supported mechanism involved in the genetic effects of biotin is the soluble guanylaie cyclase/protein
kinase G (PKG) signaling cascade. Although there are commercially-available products containing
pharmacological concentrations of biotin, the toxic effects of biotin have been poerly studied. This
review summarizes the known actions and molecular mechanisms of pharmacological doses of biotin in

animals and current information regarding biotin toxicity.

Keywords: Biotin toxicity, Biotin, Gene expression, Guanylate Cyclase, Histone Biotinylation, Pharmacological effects.

L INTRODUCTION

In recent decades, it was discovered that vitamins affect
biological functions in ways other than their classically-
defined functions [1]. Niacin, also known as vitamin B3,
illustrates the multiple actions of a water-soluble vitamin.
Niacin is converted into nicotinamide adenine dinucleotides
(NAD and NADP), which participate in redox funetions;
besides this classical role as a coenzyme, niacin is required
for the (ADP)-ribose transfer reactions involved in
deoxyribonucleic acid repair [2], calcium mobilization, and
deacetylation reactions [3]. In addition, pharmacological
concentrations of niacin effectively treat dyslipidemias and
atherosclerosis  [4]. The molecular  mechanisms  that
participate m niacin's pharmacological effects are still a
matter of debate; the most accepted mechanism is its binding
to a Gj-coupled receptor. However, gene expression, direct
enzymatic inhibition, and microRNA have also been
suggested to participate in niacin’s hypolipemic effect [4]. In
the same manner as niacin, biotin modifies biological
functions in addition to its classical role as a coenzyme. In
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this article, we review several of biotin's actions, in
particular those effects at pharmacological doses of biotin,

2. BIOTIN

Biotin is a vitamin that participates in intermediary
metabolism as a covalently-bound coenzyme of carboxylases
[1]. The adequate intake (Al) level of biotin is 30 pg/d for
adults and pregnant women [5], 35 pg/d for lactating
mothers, and 5 pg/d for infants (0-5 months) [5]. Primary
nutritional biotin deficiency 1s uncommon; however, medical
interventions, pregnancy, [6] and Xenobiotics [7-9] may
affect biotin levels,

The classic role of biotin is to participate in carboxylation
reactions [10]. Five biotin-dependent carboxylases exist in
mammals: pyruvate carboxylase, acetyl-CoA carboxylase-2,
propionyl-CoA carboxylase, and p-methylerotonyl-CoA
carboxylase, which are located in the mitochondria, and
acetyl-CoA carboxylase-1, which is located in the cytoplasm
[10]. Pyruvate carboxylase catalyzes pyruvate carboxylation
to oxalacetate, a step that is critically involved in
tricarboxylic acid anaplerosis and gluconeogenesis [11].
Propionyl-CoA carboxylase participates in the catabolism of
fatty acids of odd-numbered chain length and branched-chain
amino  acids [12]. The enzyme [-methylcrotonyl-CoA
carboxylase participates in both isoprenoid metabolism and
leucine catabolism [13]. Acetyl-CoA carboxylase catalyzes

i 2017 Bentham Science Publishers
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the carboxylation of acetyl-CoA to malonyl-CoA: the two
isoenzymes of acetyl-CoA carboxylase, 1 and 2 (or alpha
and beta), are encoded by different genes [14]. Acetyl-CoA
carboxylase-1 is abundantly expressed in the liver and
adipose tissue; its action is critical in fatty acid synthesis
[14]. Acetyl-CoA carboxylase-2 is located in the mitochondria,
mostly in skeletal muscle and the heart; its catalytic action is
involved in fatty acid catabolism [15] and it has been
proposed to also function as a biotin reservoir [16, 17].

Active carboxylases are formed by the covalent linkage
of the vitamin to the apoenzymes. Holocarboxylase synthetase
catalyzes the vitamin attachment by two successive reactions:
the synthesis of the intermediate biotinyl-5"-AMP, which
then reacts with the epsilon group of a lysine, which is a
highly conserved region in all carboxylases [10]. This
biotinylated lysine is named biocytin [10],

Biotin can regulate the gene expression of the enzymes
involved in its function as a cofactor and metabolism, such
as carboxylases, holocarboxylase synthase, and the sodium-
dependent multivitaminic transporter, which serves as a
biotin transporter [I8, 19]. This effect suggests that the
vitamin has an endogenous function in gene regulation.
Interestingly, this effect has also been observed with other
proteins at pharmacological concentrations of biotin,
unrelated to biotin's function as a cofactor [20, 21],

2.1. Pharmacological Effects of Biotin

At present, it is well accepted that biotin modifies gene
expression and biological processes at pharmacological
concentrations, which are about 30 to 650 times its daily
requirement (30 pg). The actions of biotin on gene
expression are produced at both the transcriptional and
translational levels (reviewed in [1, 22-241), with effects on a
variety of biological processes, such as metabolism,
reproduction, and development (reviewed in [1, 22-24]), The
actions of pharmacological concentrations of biotin differ
from those generated by biotin restriction [25]. Biotin
analogs, such as biocytin, diaminobiotin, and desthiobiotin,
do not function as carboxylase cofactors [25, 26] but do have
biotin-like activities in terms of gene expression.
Bisnorbiotin, a metabolite resulting from biotin catabolism,
can also modify gene expression [25, 26].

Dakshimamurti e al. were the first to show that
pharmacological concentrations of biotin affect proteins
unrelated to the enzymes that participate in  biotin
metabolism [27]. In the 1960s, Dakshinamurti and Cheah-
Tan found that an acute injection of biotin (1-2 mg/kg)
augmented the activity of hepatic glucokinase in alloxane
diabetic rats and in non-diabetic fasted rats: this effect was
also observed in cultured rat hepatocytes [28]. Later, it was
discovered that the action of biotin on glucokinase increased
transcription [21]. These discoveries were the first to discern
some of biotin's effects on gene expression.

DNA microarray studies have identified thousands of
transcripts modified by pharmacological concentrations of
biotin. In peripheral blood mononuclear cells, after
supplementation with 2,15 mg of biotin for 21 days,
Wiedmann et al. [29] found changes in the abundance ofg3p0
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genes. In the human hepatocellular carcinoma cell line
HepG2, culturing in media containing pharmacological
concentrations of biotin [10nM] increased 243 and decreased
861 mRNA transcripts [25]. This study also demonstrated
that the transcripts modified by biotin restriction diverged
from those modified by biotin supplementation [25].

Biotin also has actions at the post-transeriptional level. In
the late 1980s, studies by the Stockert group [30] discovered
that the protein abundance of the asialoglycoprotein receptor
was diminished in biotin-deficient HepG2 cells. Addition of
biotin [0.1 mM] or biocytin restored the protein levels of the
asialoglycoprotein receptor, while mRNA abundance was
not modified [30]. Proteomic studies found proteins whose
abundance changed in response to pharmacological
concentrations of biotin [10nM], including proteins involved
in nervous system function, cell signaling, cytoskeleton
homeostasis, and nuclear structure and transport [31]; the
increased protein expression was not due to increased
mRNA expression [31]. Pharmacological concentrations of
biotin also influence post-translational changes, such as
protein phosphorylation [32-34].

2.2. Molecular Mechanisms of Biotin's Effects on Gene
Expression

Presently, the most widely accepted mechanism for the
effects of biotin on gene expression is a soluble guanylate
cyclase-signaling cascade [18, 20, 35, 36]. Other studies
have proposed that histone biotinylation may participate in
biotin's systemic effects [reviewed in [37]]; however, this
issue remains controversial, In addition, the existence of a
receptor was described in mouse liver plasma membranes
[38]. The authors of this report suggested, but did not prove,
that the receptor might be linked to the ¢GMP signaling
pathway; however, no further studies have investigated this
interesting observation,

2.2.1. Soluble Guanylate Cycluse-Signaling Cascade

To date, the soluble guanylate cyclase-signaling cascade
is the best-supported mechanism involved in the effect of
biotin on gene expression [18, 20, 35, 36]. The involvement
of this pathway was found by several groups in different
models, such as tissue homogenates, cell lines, primary
cultures, and in vive studies. The mechanism was observed
in biotin depletion-repletion conditions [18-20], biotin
supplementation conditions [28, 32-34], and in soluble
guanylate cyclase homogenates [35, 39]. Pioneering studies
by Vesely in 1982 [35] found that ImM biotin, or its analog
(+)-biotin-p-nitrophenyl ester, increased the activity of
guanylate cyclase two- to three-fold in rat homogenates from
liver, heart, kidney, cerebellum, and colon. Later, in 1984,
the same group found that the biotin analogs azabiotin,
bisnorazabiotin, carbobiotin, and isoazabiotin were also able
to enhance guanylate cyclase activity in tissue homogenates
[39]. The same year, studies by Spence and Kouldeka found
that culturing isolated hepatocytes with biotin [10nM to
ImM, maximal response at 1 mM | increased ¢GMP levels
[28]. In cultured cells, other studies, using blockers and
inhibitors, identified that the cGMP/PKG signaling pathway
mediates the transcription of carboxylases, holocarboxylase
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synthetase. the sodium-dependent multivitaminic transporter
[18, 19]. the asialoglycoprotein receptor [20], and the insulin
receptor [20] in response to | mM biotin. In pancreatic islets
isolated from rats, biotin-induced glucokinase mRNA
expression depended on guanylate cyclase [36]. In viveo, 8
weeks of dietary biotin supplementation (97.7 mg/kg diet)
increased cGMP in hepatic and adipose tissues [32, 34].

Little information exists about the mechanisms by which
biotin increases cGMP. Solorzano-Vargas et al [18]
demonstrated that holocarboxylase synthetase catalysis is
required to activate guanylate cyclase; based on this
observation, they proposed that biotinyl AMP, the
intermediate compound of this enzyme, is imvolved in this
effect (Fig. 1). Another report [40] suggested that biotin
produces its actions on PKG via nitric oxide synthase:
however. other investigations [41] have questioned the
action of this compound in mediating biotin’s actions [41]
(Fig. 1). Studies in the Jurkat human lymphoma cell line
found that 10nM biotin increased nitric oxide. the mRNA
levels of endothelial and inducible nitric oxide synthases,
and PKG activity [40]. The effects of biotin on nitric oxide
concentrations were abrogated by the nitric oxide synthase
inhibitor N-monomethyl-arginine. In contrast. in vive studies
showed that pretreatment with a nitric synthase inhibitor had
no effect on the hypotensive action of biotin supplementation
[150 mg biotinkg diet]. although pretreatment with a
guanylate cyclase inhibitor abolished the hypotensive action
[41]. Further investigation will be required to ascertain the
part of nitric oxide production that functions as a mediator of
biotin induction of soluble guanylate cyclase.

Fig. (1). Actions downstream of guanylate cyclase/PKG in
biotin-mediated gene expression. The action of biotin on
asialoglycoprotein protein translation and mRNA expression of
carboxylases. holocarboxylase synthase. and the sodium-dependent
multivitaminic transporter involves cyclic gnanylate cyclase and
PKG activation. In pancreatic islets, pharmacological concentrations
of biotin increase glucokinase mRNA by a mechanism that involves
guanylate cyclase and PKG activation, which precedes an increase
in ATP conient. This promotes insulin release via ATP-sensitive
potassium channels. Autocrine insulin, in turn, activates insulin
receptor signaling via phosphoinositol-3-kinase (PI3K YAkt fn vive
c¢GMP increases are associated with AMPK phosphorylation.
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There is little information about the cascade of actions
downstream of guanylate cyclase/PKG activation in biotin-
mediated gene expression. In isolated pancreatic islets,
treated with inhibitors of different signaling pathways, we
discovered that, downstream of guanylate cyclase and PKG
activation, biotin [I mM]increased ATP content. which
induces insulin secretion via ATP-sensitive potassium
channels. In tum, insulin, in an autocrine manner, promotes
PI3K/Akt signaling activation, which increases pancreatic
glucokinase mRNA expression [36] (Fig. 1).

2.2.2. Protein Biotinylation

Studies by Zempleni er al. (reviewed in [37, 42]) have
suggested that histone and protein biotinylation mediate
biotin’s actions on gene expression. Biotin has been found
attached to histone proteins in a site-specific manner in
several types of cells [37]. which led investipators to suggest
that biotin could act as a regulatory molecule for gene
expression [43]. Histone biotynilation was found at lysine
residues (K). Three sites were found in histone H3 (K4, K9,
K18). and possible K23 [44. 45]. Two sites in histone H4:
K8 and K12 [43, 46]. As well, evidence exist that K9, K13,
K125, K127, and K129 in histone H2A are targets for
biotinylation in trace amounts [47]. The studies supporting
this view, relay on the in vifro biotinylation of synthetic
peptides representing histone C- or N- terminal tails, and
further immunoblotting with streptavidin. However, studies
by Bailey et al. [48] and Healy et al. [49] have reservations
about the role of histone biotinylation in the effects of biotin.
Bailey ef al. [48] demonstrated that streptavidin interacts
with histones independently of biotin binding. In addition,
these authors analyzed in cell lines biotin radiolabeled
mcorporation into biotynylated protens, showing that
radioactivity was detected on carboxylases and only very
low biotin <0.03%) was bound to histones in the nucleus.
Same conclusion was obtained by Healy er al. [49], who
tested a number of methods in Hela cell line. named
radiolabel biotin incorporation, histone Western blot analysis
with avidin conjugates, anti-biotin, and anti-biotinylated
histone peptide antibodies and mass spectrometry. finding
that while biotin could be detected on carboxylases or
histones biotinylated in vitre. biotin attachment on cell
native histones could not be detected, while they were
consistently able to found acetylation, methylation ad
phosphorylation in native histones with each of these
methods. Furthermore, histone biotinylation was absent in
chromatin from quiescent and proliferative cells [49]
Reconsidering their previous interpretations [37, 42],
Zempleni et al. performed experiments addressing histone
biotinylation concluding that biotinylation 1s a natural. albeit
rare, histone modification [50]. Challenging these results,
recent studies in vivo have found that histone isolated from
nuclear fractions of epididymal fat pads contained detectable
biotinylated histones, and their expression varied between
wild type and mice with a dominant-negative mutation that
disrupts endogenous NAD-dependent protein deacetylase
(SIRT1) activity [17], yet these studies used streptavidin-
HRP conjugate.

Interestingly, emerging evidence suggests that histone
protein biotinylation is not the only mechanism for biotin’s
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effects [42]. A mass spectrometry screening study identified
proteins other than histones that were modified by covalent
binding of biotin; among them were members of the heat
shock ily of proweins, including beat shock protein
72 (HSP72) [51).

2.3, Effects of Pharmacological Concentrations of Biotin
on Glucose Metabolism

Numerous investigations [27, 28, 52, 53] have reporied
that acute admmnistration of biotin positively affects the
activity of enzymes that promote glucose utilization in the
liver. Pharmacological concentrations of biotin  mcrease
hepatic glucokinase mRNA expression and activity [21, 27]
The activities of pyruvate kinase and phosphofructokinase- 1
augmented after 24 h of acute doses of biotin (1 and 2 mg/kg
body weight) i diabetic rats [52]; in contrast, studies in our
laboratory found that in normal mice, eight weeks of o
biotin-supplemented dict [97.7 mg of free biotinkg diet; Le.,
13.5 mgkg body weight] diminished the mRNA levels of
pyruvate-kinase and phosphofructokinase-1 and had no
effect on glucokinase mRNA expression [54]. Nonetheless,
our studies did not mvestigate the activities of these
enzymes. These diverging results concerning the response to
biotin may be explained by the fact that mRNA levels are
nol pecessarily reflected by enzyme  acuvity; other
explanations include varations n dose and admimstration
mode (chronic vx. acute) or species differences, as found m
other investigations [55-57].

In amimal models of diabetes, biotin decreases liver
expression of genes that regulate gluconeogenesis [58. 59], a
pathway that synthesizes glucose and thus opposes its
utilization. In streptozotocin-treated rats, the mRNA
abundance of phosphoenolpyruvate carboxykinase was
diminished 2 h after intraperitoneal (ip.) injection of 1 mg
biotinkg body weight [59]. The decreasing effect of biotin
on phosphoenolpyruvate carboxykinase expression was also
observed in other gluconeogenic genes, such as glucose-6-

, and the transcription factors FoxO-1 and HNF-
4-alpha and [38]. Notably, the negative effects of biotm on
gluconeogenic  genes, such as  phosphoenolpyruvate
carboxykinase or the tramscription factor FoxOl, were not
observed in fasted non-diabetic animals [54, 60]. These
results indicate that the pharmacological effects of biotin can
vary, depending on the metabolic status.

Biotin has positive actions on endocrme  pancreatic
function, gene expression, und insulin secretion [36, 61-63].
Several mvestigations by our group [63] and others [61, 62]
consistently found that in  vitre acute exposure to
pharmacological doses of biotin increases glucose-stimulated
insulin release. Our group found that biotin concentrations of
10 w 1000 nM increased mRNA levels and glicokinase
activity m cultured pancreatic iskets solated from normal rats
[63]: glucokinase regulates insulin release in response to
variations in blood glucose levels. As described above, the
mechanism by which bwotin increases glucokinase mRNA
levels mvolves oGMP/PKG  signaling. which, by an
unknown mechanism, increases intracellular ATP and thus
e¢licits msulin secretion. Insulin, in an autocrine manner,
sctivates PI3K/Akt signaling, which increases pancreatic
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glucokinase mRNA expression [36]. Biotin also increased
pancreatic  glucokinase, but not insulin secretion, in the
msulinoma RIN 1046-38 cell line [64): however, the
differences  between that study and those previously
described rely on the inability of this cell line 10 release
msulin in response to glucose,

The positive effects of pharmacological concentrations of
biotin in vitro were also observed in vive [65]. In mice,
biotin supplementation mcreased msulin secreton and the
mRNA abundance of a number of transcription factors
regulating insulin transcription and secretion (mcluding
Foxa2, Pdx1, and Hnfda), glucokinase, insulin, Cacnald, and
acetyl-CoA carboxylase [65]. Biotin supplementation also
enlarged islet size, but this effect wis not related 1o insulin
sensitivity or weight gain  [65]. Unexpectedly, biotin
supplementation modified islet architecture, increasing the
percentage of islets with alpha-cells at the islet core: this
effect was associated with decreased mRNA expression of
Neam|, an adhesion protein participating in islet architecture
maintenance [65].

Other essential proteins mvolved in glucos¢ metabolism,
such the nsulin receptor [20] and the receptor transduction
protein IRS-1 [33], are modified by biotin. In the human
hepatoblastoma cell line HuH-7, biotin restriction decreases
insulin receptor protein synthesis and repletion of biotin
restored insulin receptor expression [20]. The rapid induction
of insulin receptor protein synthesis without an increase in
mRNA abundance supports that the effect of biotin s
produced post-transcriptonally. The protein expression of
IRS-1 is also modified in response to biotin [33]; in the liver,
muscle, and kidney of rats with disbetes induced by
streptozotocin and  high-fat diet, 10 weeks of biotin
supplementation, alone or in combination with chromium
picolinate, increased the phosphorylated, active form of IRS-1
[33].

Consistent with the effects of biotn on  glucose
hypenglycemia in some [66-69] but not all [70] swdies. In a
group of six patients with type | diabetes, reatment with 16
mg/day of biotin and the removal of insulin treatment for 1
week lowered blood glucose levels from 266434 w0 12627
[66]. In other studies, the daily administration of biotin (40
pe'kg body weight; ie., approximately 2-2.8 mg/imdividual
weighting 50-70 kg) and insulin over 3 months to type 1
dinbetic patients significantly decreased fasting blood sugar
and glycosylated hemoglobin levels, compared 1o the group
that received insulin plus placebo [69). In 43 patients with
type 2 diabetes, a decrease of about 45% in fasting blood
glucose concentrations was observed afler one month of
treatment with omal doses of 9 mg biotin/day [68]. For 3 of 4
paticnts undergoing hemodialyss [67]. 50 mg of bwotin
(mtravenous {iLv.)) post-dialysis durmng 2 weeks and 2
months ameliorated glucose intolerance. However, studies at
our laboratory [70] did not find significant differences
between mildly hyperglycemic type-2 diabetic patients treated
with 15 mg biotin/day during 28 days.

In rodent animal models of diabetes, biotin supplementation
also decreased blood glucose levels. In KK mice, a genetic
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model of diabetes  with  insulin _ resistance and  mild
hyperglycemia [71]. sdministration of 2 and 4 mg of biotinkg
body weight for 10 weeks decreased post-prandial glucose
concentrations and improved both glucose tolerance and
insulin sensitivity [71]. In type 2 diabetic Otsuka Long-
Evans Tokushima Fatty mats, biotin amehborated glucose
wicrance [72]. In rats with diabetes induced by a high-fn
diet and streptozotocin, biotin supplementation, alone (3

pne/kg body weight per day for 10 weeks) or in combination
with chromium picolinate (80 jg/kg body weight), increased
serum msulin levels [33]; however, other investigation found
no effects of biotin (60 pg biotin’kg body weight) on glucose
tolerance in either stroke-prone spontancously hypertensive
rits or non-diabetic rats [41]. The low biotin amount used in
this study may explain for the disagreement with other studies,

2.4. Effcets of Pharmacological Concentrations of Biotin
on Lipid Metabolism

Investigations  have shown thmt  biotin  possesses
hyperlipidemic effects, In healthy humans, 0.9 mg/day biotin
supplementation modified serum lipid levels [73). In patients
with hypercholesterolemia, daily administration of 5 mg of
biotin for 4 weeks diminished serum cholesterol concentrations
[74]. In both normal (n=15) and type 2 diabetic patients
(n=I8) with hypertnglycendemia, supplementation with
5 mg of biotin three times per day for 28 days lowered serum
miglyceride and very-low-density lipoproteins (VLDLs)
levels [75]. In hypercholesterolemic type 2 disbetes mellitus
patients, bioun, in combination with chromium picolinate
(2 mg/600 pg daily for 90 days). diminished serum
trighyceride levels and the LDL/HDL cholesterol ratio [76]
In 35 individuals with type | disbetes, daily administration
of biotin (40 pg/kg body weight; ie.. approximately 2-2.8
mg/individual weighting 50-70 kg) and insulin over 3
months reduced the wtal cholesterol, VLDL, and plasma
nglyceride levels, compared w0 the control group (n=35)
treated with insulin plus placebo [69].

The hypotnglyceridemic actions of biotin observed in
humans were also found in animal models. In normal mice, 8
weeks of a biotin-supplemented diet (135 mgkg body
weight) diminished serum triglyceride concentrations [S4].
In rats with diabetes induced by streptozotocin and a high-fat
diet, biotin (300 pg/kg body weight per day for 10 weeks),
reduced blood triglyceride, total cholesterol, and non-
esterified farty acid levels [33].

The hypotriglyceridemic  effects of  pharmacological
concentrations of biotin on lipemin are associated with
diminished lipogenic gene expression in the liver and
adipose tissues [54). Studies in our laboratory revealed that
biotin, in normal mice with ecight weeks of biotin
supplementation in the dict, decreased the mRNA abundance
of the lipogenic transcription factor sterol regulatory element
binding protein 1-¢ (SREBP-1¢) in the liver and the mRNA
abundance of proteins whose transcription is regulated by
this factor, such as pyruvate kinase. acety)-CoA carboxylase-
1, and fatty acid synthase [34], Similar negative effects on
SREBP-1¢, fatty acid synthase and acetyl-CoA carboxylase-
Liwere observed in streptozotocin-treated rats 2 h afier an
acute ip. injection of | mg biotin/kg body weight [58].
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In adipose tissue, dictary biotin supplementation [54]
decreased the mRNA levels of SREBPlc, acetyl-CoA
carboxylase-1, fany scid symthase, glucose-6-phosphate
dehydrogenase, phosphofructokinase-1, and PPAR-gamma.
In contrast, in the adipose tissue of rats with diabetes
produced by streptozotocin and high-fat diet, 10 weeks of
biotin administration increased the protein abundance of
PPAR-gamma [33]. It i noteworthy that biotin analogues
modify PPAR-gamma expression and adipogenesis in the
3T3-L1 cell line [77), suggesting that biotin participates in

Swdies in our laboratory investigated the signaling
pathways and post-trunscriptional  actions by  which
pharmacological concentrations of biotin reduce lipogenesis
[32, 34). the results revealed that  dictary  biotin
supplementation over 8 weeks augmented ¢GMP and active
AMPK levels in the liver, In harmony with this effect, the
abundance of the mature form of SREBP-1¢ diminished and
the inactive phosphory lated form of acety I-CoA carboxy lase-
I increased. Similarly, in the adipose tissue, both the active
form of AMPK protein and the inactive phosphorylated form
of acetyl-CoA carboxylase-1  increased  after  biotin
supplementation [32].

The pharmacological effects of biotin on lipid metabolism
pathways, other than lipogenesis, are less  explored.
ical concentrations of the vitamin might affect
farty acid oxidation in adipose tissue, since the abundance of
the active form of acetyl-CoA carboxylase-2 increased in
response 10 dietary biotin  supplementation [34]. Biotin
supplementation did not observably affect lipolysis in
epididymal adipose ussue from mice fed a  biotin-
supplemented diet over 8 weeks [34].

2.5, Effects of Pharmacological Concentrations of Biotin
on Hypertension

Pharmacological concentrations of biotn have an
antihypertensive  effect in  stroke-prone  spontaneously
hypertensive rats [41]. Eight weeks of biotin intake in water
(approximately 1.2 mg/kg body weight) diminished coronary
arterial thickening, reduced systwolic blood pressure, and
diminished the incidence of salt-induced stroke [41]. The
anti-hypertensive effect of biotin was also produced 6-10h
after a single ip. dose of 0.5 or § myg of biotin [41].
Inhibition of soluble guanylate cyclase suppressed the
hypotensive action, while inhibition of nitric  oxide
production had no effect on biotin action [41], These results
suggest that biotin decreased blood pressure via a nitric
oxide-independent  direct activation of soluble guanylate
cyclase [41).

2.6. Effects of Pharmacological Concentrations of Biotin
on Reproductive Functions

Biotin supplementation modifies reproductive features.
The group of Simmins and Brooks [78. 79] reported that
biotin supplementation in the diet (350 ppkeg diet)
sugmented the annual productivity of sows, retumed the
sows to estrus sooner, and resulted in carlier pregnancy than
sows on control diets (32 pg'kg diet) [78-80]. Other studies
mdicated that biotin  supplementation (330 pg  biotin
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added/kg feed) during gestation and lactation increased the
number of pigs [81]; however, other studies that tested diets
supplemented with either 440 pg d-biotin/kg throughout the
sow reproductive cycle [82] or 550 pg/kg [R3] durng
gestation and lactation did not find any beneficial effects.
The discrepancy of the effects may be due to the total biotin
availability present in the base diet: beneficial effects [78-80]
were observed with sow diets based on wheat, a cereal with
low biotin availability [84]. while no effects [82, 83] were
observed in corn-based diets, whose biotin availability is
about 100%.

Biotin pesitively affected milk production. In cows,
biotin (10-20 mg/day) augmented milk production [85-88].
First-lactation heifers needed fewer inseminations per
pregnancy and took fewer days from calving to conception
when biotin was added to their diet than controls of the same
parity [87]. Also, 10 mg biotin/day/cow reduced the
occurrences of retained placenta and endometritis puerperalis
[88]. In support of the beneficial effects of biotin on milk
production, two recent reviews [89, 90] evaluated the
effectiveness of biotin supplementation on milk yield and
concluded that biotin supplements increased milk production
with no significant effects on the percentages of milk fat and

protein.

In young broiler breeder hens (30-33 weeks of age),
hiotin supplementation in drinking water increased egg
production and the fertility rate, but not hatchability or
hatchling quality [91].

Biotin supplementation (10 nM) in human spermatozoa
augmented motility and prolonged the survival of frozen-
thawed semen samples [92], suggesting that the vitamin may
have benefits in assisted reproduction [92]. In contrast,
weaned rats fed a diet containing 1% biotin (10 g biotinkg
diet: 990 mgkg body weight/day) for 6 weeks, had
decreased total sperm counts and seminiferous tubule
diameters [93] compared to pair-fed rats; however, the
biotin-supplemented rats showed impaired body weight gain,
decreased food intake, and negatively affected liver and
kidney weights, and this magnitude of biotin intake is above
the reported tolerable upper intake level of the vitamin [94],
so it is plausible that the testis changes that resulted from the
extremely high concentration of biotin are the result of
systemic toxic effects.

In other studies, high amounts of biotin negatively
affected female reproduction. Biotin excess reduces fertility
in hide beetles (Dermestes maculatus) [95], flies [96], and
mosquitoes [97]. In rats, an acute dose of biotin (10 mg/100
g body weight) in two subcutaneous injections, when given
to a rat on days one and two of pregnancy, caused the
resorption of fetuses and placentae, and biotin-treated
pregnant rats failed to maintain normal levels of uterine
weight, glycogen, protein, and hepatic protein, concomitant
with the loss of pregnancy [98, 99]. Furthermore, atrophy of
the corpus luteum and ovary stroma and leukocyte
infiltration into the vagmal lumen were found m rats with
acute i.p. treatment of 50 mg of biotin [100]. In contrast, a
similar treatment did not affect the reproduction or incidence
of fetuses with external malformations in ICR mice [101],
indicating that mice are more resistant to biotin excess than
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rats. Studies in our laboratory in BalbC mice fed a biotin-
supplemented diet (97.7mg biotin'kg body weight/day) for 9
weeks [102] showed elevated serum estradiol concentrations
without changes in progesterone concentrations, compared to
the control group. Morphological analysis found a decrease
in both Graafian and ovarian primary follicle numbers [102].
In contrast to the observations of Paul er al. [100], who
found alterations of the atrophy of the corpora lutea and
estrous cycle caused by acute biotin treatment in rats, our
data did not reveal significant modifications in the estrous
cycle or the number of corpora lutea in the ovary. In cows,
biotin (10mg/day/cow) suppressed ovulation and estrous
symptoms, and the cows showed low levels of progesterone
on days 15, 21, and 45 after calving [S8].

2.7. Effects of Pharmacological Concentrations of Biotin
on Development

The effects of pharmacological concentrations of biotin
on development are controversial [101, 103]. In pregnant
mice receiving excessive amounts of biotin (50 mg), there
was no increased incidence of fetuses with external
malformations [101], but administration of moderately
elevated levels of biotin (100 pmol) to early embryonic chick
eves affected retinal and lens structures [103]; the effects
were restricted to embryos treated between Hamburger and
Hamilton stages 14-17. Similar effects were found with the
biotin analogue, biocytin, while avidin mhibited those
effects. The mechanism is related to apoptosis without
affecting proliferation. These results reveal, for the first time,
that adequate biotin concentration and precise regulation of
retinal cell death are involved in eye morphogenesis [103].

2.8. Effects of Pharmacological Concentrations of Biotin
on Immune Functions and Inflammation

Several studies have found that biotin supplementation
affects immune functions and cytokines expression (revised
in [104]). In healthy donors, oral administration of 0.75 mg
of biotin for 14 days decreased mitogen-stimulated
peripheral blood mononuclear cell proliferation [105] and the
secretion of interleukin-1beta and interleukin-2, compared to
the levels found before supplementation [105]. In another
study, in peripheral blood mononuclear cells isolated from
healthy adults before and after supplementation with 1.95
mg biotin/d for 21 d, the interferon-gamma and interleukin-
Ibeta mRNAs were 4.3 and 5.6 times more abundant,
respectively, after treatment with biotin than at day 0,
whereas interleukin-4 mRNA expression decreased after
biotin supplementation [106]. Similar to observations in
peripheral blood mononuclear cells, Jurkat cells exposed to
10 nM biotin had decreased IL-2 secretion into the culture
media [107]. In agreement with studies by Wiedmann [106]
that found increased IL-1b production of human peripheral
blood after biotin supplementation. in vive studies in mice
found that biotin reduced ear swelling in nickel allergy
through interleukin-1beta production [108]. In rats with
hyperglycemia produced by streptozotocin and high-fat diet,
the expression of the active form of NF-kB, a transcription
factor involved in cellular responses to diverse inflammation
stimuli, including free radicals, decreased in both liver and
kidney [33]. Novel studies found that non-carboxylase
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biotinylated proteins induce chemokine production [S1]
These discoveries mdicate that biotin has uses in the
treatment of immuneinflammatory discases; however, its
efficacy remams to be proved m mflammatory conditions in
humans.

1.9, Effects of Pharmacological Concentrations of Biotin
on Foot Pad Dermatitis

Foot pad dermatitis is a common condition in poultry
production and represents a welfare problem [109]. Some
studies have shown that biotin supplementation protects
against this condition [110-112], while others failed to prove
this effect [113]. Turkey poults fed a commercial diet
containing 250 pg of biotinkg showed a 53% incidence of
foot pad dermatitis, whereas foot pad dermatitis decreased 1o
5% when this diet was supplemented with 400 pg biotinkg
of diet [111]). Very high concentrations of biotin (2,000
pgkg of dict) reduced the severity of foot pad lesions,
compared to commercial diets contaning 300 pg biotinkg
[112] Turkeys fed 2,000 pg'kg of dict plus 47 mg Zn'kg of
dict for 4 weeks had decreased development and severity of
foot pad dermatitis on fresh dry liner (25% moisture), but
not on 73% moisture litter [110]. Another report indicates
that biotin supplementation (2,000 pg/kg of diet) above the
nommil réecommendations for broilers (300 ug) reduces the
severity of this condition, despite continuous exposure to wet
lier [109]. Contrary to these findings, studies analyzing
biotin supplementation (200, 800, and 1600 ugkg) on
macroscopic and histological features [113] found that the
vitamin did not prevent dermatitis in growing turkeys [113].

2.10. Effects of Pharmacological Concentration of Biotin
on the Cytochrome P4501 Subfamily

The effects of pharmacological concentrations of biotin
on the expression and activity of the cytochrome P4501A
subfamily have been explored. Rodriguez-Melendez er al.
[114] found that, in Jurkat cells, the levels of CYPIBI
mRNA and the transcriptional activity of a CYP1B1 reporter
gene, was greater in biotin-supplemented cells than in biotin-
deficient cells [114]; unfortunately, this swudy did not
analyze CYPIBI expression st wlogical concentrations
of the vitamin. A study by Ronquillo er o/ [115] found that
Wistar rats treated with biotin (2 mg/kg body weight) for 1.
3, 5, or 7 days of treatment showed no effects on CYPIA
activity, even when co-treated with CYPIA inducers; the
CYPIA2 activity levels were not statistically significant.
However, in mice, two months of biotin supplementation in
the diet (16.6 mg/kg body weight/day) increased the activity
of CYP1A2 [102]. These contrasting responses 10 biotin may
be explained by variations in dose, sdministration, or
responses to biotin between species, as demonstrated by
other authors [56]

211 Adverse Effects of Pharmacological Concentrations
of Biotin

Few studies have addressed biotn toxicity. In humans,
no adverse effects were found for treatments in the range of
025 1o 50 mg of biotin for up to 40 days, delivered either
orally, intravenously or intramuscularly, [116]. Oral doses up
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o 100 mg biotn/d to holocarboxylase synthetase- and
biotinidase-deficient patients did not result in adverse effects
[117]). Studies in diabetic patients found that 9 mg of biotin
daily did not induce clinical aggravation or undesirable side
effects over an extended period of 48 months [68]. No
adverse effects were found with intravenous administration
of 50 mg biotin three times per week for up to two months in
patients undergoing hemodialysis [67]. Biotin doses 50- 1o
100-fold of the daily requirements were well tolerated for |-
2 years in patients suffering from diabetic peripheral
neuropathy [ 118].

Given the cthical concems i the study of biotin wxicity
in humans, the studwes addressing this issue have been
addressed in classical tests, such as the Ames test [119-121],
and testing in rodents [116, 122]. In the Ames test, 10 mg
biotin in dimethyl sulfoxide/plate showed that biotin was not
toxic or mutagenic [121]. In the RK bacterial test, biotin (|
mg'ml) showed no mutagenic effects [119]. In contrast. a
Tradescantia-Micronucleous test revealed that bwotin was
indeed mutagenic, with a minimum effect dose of 2443
mg/ml [120],

Biotin's oral and i.p. LDy, acute woxicity values reported
for rats are 354 and 29 mgkg body weight, respectively
[122]. For mice, biotin’s intravenous LDy, for mice is 1000
mg'kg body weight [122]. The reported LDy for repeated
10-day oral administration of biotin in rats was 150 mgkg
body weight, but those studies did not provide sufficient
dewil [116]. Sawamura ef al [94] found that 3-week-old
Wistar rats fied diets of 800 mg biotinkg (79.2 mg biotin’kg
body weight'd) 10 10,000 mgkg (990 mg biotinkg body
weight/day) for 28 days had decreased food intake and body
weight gain without changes i bramn weight. Diarrhea was
observed in rats fed a 5000 mg biotinkg diet (495 mg
biotin/’kg body weight’d) [94], one rat in four died with a
8,000 mg/'kg diet (792 mg biotinkg body weight/d), and two
in four rats died with a 10,000 mg/kg diet [94]. Excess biotin
did not affect the urinary excretion of other water-soluble
vitamins [94]. In another study, a 1,000 mg biotin/kg diet (99
mg biotinkg body weightd) did not affect body weight or
food intake in rats [93] biochemical toxicity parameters,
such as creatining, blood urea nitrogen. alanine
aminotransferase, and aspanate aminotransferase, were not
affected by a 100 to 10,000 mg biotin kg diet [93], although
the 10,0000 mg biotin'kg diet decreased body weight, food
intake, and liver and kidney weight In streprozotocin-treated
diabetic rats, serum levels of urea, creatinine, aspartate
aminotransferase, and alanine aminotransferase and liver and
kidney levels of malondialdehyde decreased in biotin-
supplemented rats, compared to dinbetic controls [33],

Although biotin administration is considered safe [116],
investigations to assess its toxicity need o be cautiously

addressed in hight of the fact that pharmacological
concentrations of biotin have pleiotropic effects.

L FINAL REMARKS

It is currently well established by hundred of repons that
pharmacological concentrations of biotin  modify gene
expression and biological functions |F|g 2). The sqmimg
pathway, the GMP/PKG cascade, s currently the best-
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Fig. (2). Multiple actions of biotin. 1) The classical function of biotin is to act as a carboxyl carrier in carboxylation reactions. 2) At the
genomic level, histone biotinylation is a matural. albeit rare, modification. 3) ¢GMP/PKG signaling is involved in transcription and

translation. 4) Few studies have addressed the toxic effects of excess biofin.
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Fig. (3). Pharmacological effects of biotin. The effects of pharmacological concentrations of biotin have the potential to be used as a
therapeutic strategy: the effects of biotin on glucose and lipid metabolism indicate its potential for preventing or managing diabetes and
metabolic syndrome. The beneficial effects of biotin in milk production and foot pad dermatitis indicate that biotin can be useful in animal
farming. Regarding its action on immune functions, the siudies suggest that biotin might be used in the treatment of inflammatory disorders,
although its efficacy in treating inflammatory conditions in humans remains to be proved. The effects on reproduction remain controversial.

supported mechanism to explain the effects of biotin on gene
expression. The fact that this mechanism is able to regulate
the gene expression of the enzymes involved in its function
as a cofactor, depending on the availability of biotin [18, 19],
suggest that biotin gene regulation i1s an endogenous
function. Nevertheless, since pharmacological concentrations
of biotin are unlikely to be attained in the diet, it opens the
question whether its effects are achieved by binding to
targets in a non-natural manner, as in the case of the
receptor-mediated pharmacological effects of niacin. To
date, this possibility has not been investigated; however, the
report indicating the existence of a membrane receptor to
biotin is an interesting observation that leaves this door open.

As reviewed in the present report, the effects of
pharmacological concentrations of biotin have the potential

69

to be used as a therapeutic strategy: the effects of biotin on
hypertension and glucose and lipid homeostasis indicate its
potential for promoting vascular health and preventing or
managing diabetes. The beneficial effects of biotin in mulk
production and foot pad dermatitis indicate that biotin can be
useful in amimal farming. Regarding its action on immune
functions, the studies suggest that biotin might be used in the
treatment of inflammatory disorders, although its efficacy in
treating inflammatory conditions in humans remains to be
proved (Fig. 3). Further studies to evaluate biotin toxicity
and its actions on diverse biological functions, in the light of
the effects of pharmacological concentrations of biotin to
modify tissue structure and size, reproductive functions, and
development, will be required to determine its use as a
therapeutic agent.
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Pharmacological concentrations of biotin have pleiotropic effects. Several reports have documented that biotin supplementation
decreases hyperglycemia. We have shown that a biotin-supplemented diet increased insulin secretion and the mRNA abundance
of proteins regulating insulin transcription and secretion. We also found enlarged pancreatic islets and modified islet morphology.
Other studies have shown that pharmacological concentrations of biotin modify tissue structure. Although biotin administration
is considered safe, little attention has been given to its effect on tissue structure. In this study, we investigated the effect of biotin
supplementation on hepatic morphology and liver toxicity markers. Male BALB/cAnN Hsd mice were fed a control or a biotin-
supplemented diet for 8 weeks. Versus the control mice, biotin-supplemented mice had an altered portal triad with dilated sinusoids,
increased vascularity, and bile conducts. Furthermore, we observed an increased proportion of nudeomegaly and binucleated
hepatocytes. In spite of the liver morphological changes, no differences were observed in the serum liver damage indicators,
oxidative stress markers, or antioxidant enzymes. Our data demonstrate for the first time that biotin supplementation affects liver

morphology in normal mice, and that these modifications are not paralleled with damage markers.

1. Introduction

The physiological role of the vitamin biotin (also named B7) is
to participate as a coenzyme of carboxylases [1]. The adequate
intake (AI) level of biotin is 30 ug/d for adults [2]. It has
been well documented that biotin affects gene expression
and systemic functions at pharmacological levels, which are
approximately 30 to 650 times its daily requirement [3].

Pharmacological doses of biotin have hypolipidemic [4-
8] and hypoglycemic effects [7, 9-12] and reduce diabetes
complications [11-13] in both animal models and humans.
These effects are associated with changes in gene and protein
expression [12, 14-18] in key metabolic organs, such as the
liver and the pancreatic islets.
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In previous studies in our laboratory, normal mice
fed a biotin-supplemented diet for 8 weeks demonstrated
increased insulin secretion and higher levels of mRNAs
involved in the control of insulin transcription and secretion
compared with mice fed a biotin-sufficient diet [15]. Inter-
estingly, biotin supplementation induced an increase in islet
size and modified its typical architecture of alpha-cells at the
periphery and beta-cells at the core [15].

Other studies have shown that pharmacological doses of
biotin modify tissue morphology. Our research group pre-
viously demonstrated that treatment with pharmacological
concentrations of biotin decreases the number of primary
and Graafian follicles in female mice [19]. Consistent with
this effect of biotin on reproductive structures, acute biotin



treatment induced atrophy in the corpora lutea of female
rats [20]. In male rats, biotin supplementation for 6 weeks
decreased total sperm counts as well as the diameter of
the seminiferous tubes [21]. In animal models of diabetes,
biotin supplementation ameliorated the histopathological
morphology in the liver [12, 22], kidney [23], and pancreas
[12].

Because of biotin's effects on glucose and lipid metab-
olism, supplements and medications containing pharmaco-
logical amounts of the vitamin are commercially available
[8, 24]. Although biotin supplementation is considered safe
[25], little attention has been paid to its effect on tissue
structure. In this study we investigated the effects of biotin
supplementation on hepatic morphology and liver toxicity
markers.

2. Materials and Methods

2.1. Animal Model and Experimental Design. All interven-
tions were approved by the Ethical Committee for Exper-
imentation of the Biomedical Rescarch Institute of the
National Autonomous University of Mexico. At weaning
three-weck-old male Balb/cAnN mice were fed one of
the following dicts: biotin-control (TD-01362) or biotin-
supplemented diet (TD-02458) containing 1.76 mg and
97.70 mg of free biotin/kg diet, respectively (Harlan Teklad,
Madison WI, USA) as described previously [15-18, 26]. A
third group of mice received the control diet but were treated
with a single dose of carbon tetrachloride (CCl,, 2ml/kg
body weight) to induce liver damage. Food consumption
and body weight were measured through the experiment.
After 8 weeks, the mice were deprived of food for 12h and
anesthetized as described in [15-18], and the blood and liver
were extracted. The mice were killed via cervical dislocation.

2.2. Analysis of Serum Aspartate Aminotransferase, Ala-
nine Aminotransferase, Gamma-Glutamyltransferase, Alka-
line Phosphatase, Total and Direct Bilirubin, Albumin, and
Urea. Blood samples were collected and centrifuged at
1600 xg and 4°C for 10 min. Sera were stored at —20'C
until used. Hemolyzed samples were discarded to avoid
interference with the assays. The compounds were quantified
by colorimetric assays (Spinreact, Sant Esteve de Bas, Spain)
according to the manufacturer’s protocol and were expressed
as U/L.

2.3. Lipid Peroxidation. Lipid peroxidation was quantified in
liver homogenates by assaying malondialdehyde using the
thiobarbituric acid by method [27]. Briefly, liver homogenates
were incubated with thiobarbituric acid, heated by boiling
for 45 min, and kept in ice for 15min, followed by a cen-
trifugation at 3000 xg for 10 min, twice. The supernatant was
read at 532 nm. The malondialdehyde levels were reported in
pmol/mg of protein.

2.4. Glutathione Content. Immediately after the mice were
sacrificed, liver samples were washed in a saline isotonic
solution to eliminate remnant blood, homogenized in 5%
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ice-cold metaphosphoric acid (1/20 wiv) (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, USA), and centrifuged at 12000 rpm at 4°C
for 15 min. The supernatant was collected and kept on ice.
Glutathione was quantified spectrophotometrically at 405 nm
with the HT Glutathione Assay Kit (Trevigen, St Louis, MO,
USA) according to the manufacturer’s recommendations, The
concentration of reduced gluthatione (GSH) was calculated
using a GSH standard curve. Oxidized glutathione contents
were determined by subtracting the amount of GSH from the
level of total glutathione.

2.5. Superoxide Dismutase Activity. Approximately 100 mg
of liver was homogenized with a glass potter homogenizer
in an ice-cold saline isotonic solution. Tissue extracts were
centrifuged at 12500 xg for 30 min at 4°C to remove insol-
uble material, and the protein concentration was measured
using a Bio-Rad protein assay following the manufacturer’s
instructions. Super oxide dismutase activity was quantified in
liver homogenates with a commercial kit based on xanthine
oxidase and a color agent according to the protocol provided
by the manufacturer (Sigma Aldrich, San Louis, MO, USA).

2.6. Catalase Activity. Catalaseactivity was measured accord-
ing to Goth, 1991 [28], with slight modifications. The liver
was homogenized in phosphate buffer (0.1M, pH 7.00). Ten
pg of total protein was incubated for 30sec. in phosphate
buffer (0.1 M, pH 7.0, and 12 mM of hydrogen peroxide). The
reaction was stopped by addition of 32.4 mM ammonium
molybdate. Reactions were read at 405 nm, and the specific
activity was calculated.

2.7 Histological Analysis. The livers were dissected and fixed
in 10% neutral formalin, dehydrated in ascending grades of
alcohol, and embedded in paraffin wax. Consecutive 5gm
thick sections were cut, mounted on glass slides, and stained
with hematoxylin and cosin.

Two slides were prepared for each mouse. These con-
tained three sections of each liver. Ten field areas for each
section were randomly selected and examined for histological
changes (25x) under light microscope. The random field areas
were scored as follows: normal appearance (—), minimal
cellular disruption in less than 1% of field area, mild cellular
disruption of 1%-30% of ficld area, moderate cellular disrup-
tion of 31%-60% of field area, severe cell disruption of 61%-
90% of field area, and very severe cellular disruption of 91%-
100% of field area [29].

To assess binucleated hepatocytes and nucleomegaly,
three field areas of six sections were taken from 9 mice in
each group. These were analyzed at 40x in an Olympus BX51
microscope. The analyses were performed simultaneously by
two persons who were blinded to the group identity.

2.8. Nitric Oxide Concentration. Liver homogenates were
prepared as described above and were treated with proteinase
K [10 mg/ml] to remove interfering proteins. Quantification
was performed with a commercial kit (Thermo Scientific,
Rockford, ILL, USA) for the indirect determination of nitrites
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Tabre 1: Effect of eight weeks of biotin supplementation on serum liver damage indicators,

Enzyme/metabolite Units Control Biotin-supplemented
Aspartate aminotransferase [U/L] 163 £ 11.0 196 + 8.60°
Alanine aminotransferase [uiL] 329+329 302+240
Gamma-glutamyltransterase [un] 277+038 248050
Alkaline phosphatase [un] 164 £11.0 196 + 8.63
Total bilirubin [semol/L] 0.30 £ 0.040 0.22 + 0.029
Indirect bilirubin [prmol/L] 0.29 £ 0.071 0.22 + 0.020
Albumin [mg/dL] 328+0.26 257+0.24
Urea [mg/dL] 523+1.21 50.7 £ 1.89
Values are mean + SEM. n = 7-10. * p < 0.050.
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FiGure 1: Effect of biotin supplementation on liver malondialdehyde and reduced and oxidized glutathione in mice fed a biotin-supplemented
diet for 8 weeks. (a) Malondialdehyde concentrations. Values represent the mean = SEM of 5 mice from each group. (b} Reduced and oxidized
glutathione. Black bars: control group; patterned bars: biotin-supplemented group. Values represent the mean + SEM of 8 mice from each

group. All measurements were performed in triplicate. ™ p > 0.050,

and nitrates in biological samples using nitrate reductase and
the Griess reagent that absorbs visible light at 540 nm.

2.9. Statistical Analysis. Statistical analyses were performed
using the Statview statistical analysis program and Graph-
Pad Prism 6.0 software (Berkeley, CA, USA). All data are
presented as the mean + SEM; # is the number of evaluated
subjects. Statistical significance was assessed by Student’s
t-test or l-way ANOVA. p values less than 0.050 were
considered statistically significant.

3. Results

3.1. Effect of Biotin Supplementation on Serum Liver Dam-
age Indicators. We studied how biotin supplementation
influenced liver enzyme tests (Table 1). The data show
increased aspartate aminotransferase {AST) levels in the
biotin-supplemented group (p < 0.050); however, the values
were in the normal range (55.0-352 U/L) [30]. No differences
were seen between the control and the supplemented group
in gamma-glutamyltransferase (GGT), alanine aminotrans-
ferase (ALT), alkaline phosphatase (ALP), total and direct

bilirubin, albumin, and urea. As expected, all parameters
were significantly (p < 0.050) affected in the carbon te-
trachloride group compared with both the control and
supplemented groups: AST = 954 + 23.6 U/L; GGT = 9.91
+ 0.78, ALP = 223 + 760 U/L; ALT = 833 + 13.2; bilirubin
1.22 + 0.28 [emol/L]; indirect bilirubin 1.02 + 0.18 [gmol/L];
albumin 4.86 + 0.34 [g/dL]; urea 108 + 8.33 [mg/dL].

3.2. Effects of Biotin Supplementation on Oxidative Stress
Markers and Antioxidant Enzymes Activities. We also eval-
uated the effects of biotin supplementation on lipid perox-
idation and oxidized and reduced glutathione. Eight weeks
of biotin supplementation did not modify malondialdehyde
concentrations versus the control group (Figure 1(a); control
= 040 + 0.016; supplemented = 0.36 + 0.015nmol/mg
protein). In the carbon tetrachloride group, the levels were
significantly increased (p < 0.050) compared with the control
and supplemented groups (CCl, = 0.51 + 0.020 nmol/mg
protein).

Glutathione is a major antioxidant that protects tissues
from free radical injury. The analysis of glutathione concen-
trations (Figure 1(b)) showed that the levels of the reduced
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Ficure 2: Effect of biotin supplementation on superoxide dismutase and catalase activity in mice fed a biotin-supplemented diet for 8 weeks.
(a) Liver superoxide dismutase activity. Values represent the mean + SEM of 5 mice from each group. (b) Liver catalase activity. Black bars:
control group; patterned bars: biotin-supplemented group. Values represent the mean + SEM of 9 mice from each group. All measurements

were performed in triplicate. ¥ p > 0.050.

(a)

(b)

Ficure 3: Effect of biotin supplementation on liver morphology in mice fed a biotin-supplemented diet for 8 weeks. Paraffin sections stained
by hematoxylin and eosin. (a) Control groups representative image showing a normal portal triad. (b) Supplemented group. Left panel:
representative image, showing an altered triad with dilated sinusoids and increased number of bile ducts. Right panel: enlarged portal vein
with adjacent portal vein branch. pv: portal vein; ha: hepatic artery: bd: bile duct; ds: dilated sinusoids; pvb: portal vein branch. Scale bar

represents 100 um.

and the oxidized forms did not significantly differ between
the control and supplemented group (reduced glutathione:
control = 15.9 + L06; supplemented = 16.6 + L06 nmol/mg
protein; oxidized glutathione, control = 1.25 + 0.079; sup-
plemented 1.22 + 0.030 nmol/mg protein; in the carbon
tetrachloride control group, values were increased (p <
0.050) compared with the control and supplemented groups
(reduced glutathione =10.0 + 0.75 nmol/mg protein; oxidized
glutathione = 752 + 1.20 nmol/mg protein); the oxidative
stress index was calculated using the ratio between reduced
glutathione/oxidized glutathione). The oxidative stress index
for both groups was indicative of no oxidative stress (12.7 +
0.90 and 13.6 + 0.90, respectively; p > 0.050). In contrast,
the stress index for the carbon tetrachloride was significantly
different (p < 0.050) compared to the control and the
supplemented groups (carbon tetrachloride = 1.33 + 0.31).
Liver superoxide dismutase activity (Figure 2(a)) showed
no significant differences between the biotin-supplemented
group and the conirol group: control = 14.8 + 145; sup-
plemented = 15.0 + 148 U/mg protein. Increased enzyme

77

activity was found in the carbon tetrachloride positive control
values (25.4 + 1.86 U/mg protein; p < 0.050 compared with
the control and the supplemented groups). Catalase activity
(Figure 2(b)) did not significantly differ between the control
and supplemented group, control = 144 + 18.1; supplemented
=151 + 13.5 U/mg protein. The carbon tetrachloride positive
control values showed increased catalase activity (286 +
30.1U/mg protein, p < 0.050 compared with the control and
supplemented groups).

3.3. Effect of Biotin Supplementation on Liver Morphology.
Despite the fact that biotin supplementation had no effect on
liver toxicity markers, histological analysis showed noticeable
differences between groups. Light microscopy observations
of livers from control mice showed a normal morphology
with adjacent normal sized sinusoids radiating from the
central veins toward the periphery of the liver lobules and
a normal portal triad (Figure 3(a)). In the supplemented
mice, we observed an altered portal triad. Morphological
evaluation revealed moderate dilated sinusoids, moderate
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FiGure 4: Effect of biotin supplementation on binucleated hepatocytes and nucleomegaly in mice fed a biotin-supplemented diet for 8 weeks.
(a) Hematoxylin and eosin representative image of hepatocytes from control and biotin-supplemented group (right) showing mono and
binucleated hepatocytes. (b) Quantification of binucleated hepatocytes per field. (c) Hematoxylin and eosin images of hepatocytes from
control and biotin-supplemented group (right) showing nuclei <12 and >12 gm. (d) Nuclei quantification >12 um per field. Black bars: control
group; patterned bars: biotin-supplemented group. Values represent the mean + SEM of 9 mice per group. * p < 0.050 compared to the control

group.

increased vascularity, and mild increased number of bile
conducts (Figure 3(b)).

Changes were also observed in the hepatocyte nuclei.
Compared to the mice fed a control diet, the biotin-
supplemented group showed a 39% increase in the number of
binucleated hepatocytes (control = 13.2 £ 1.29; supplemented
= 18.7 = L50%) (Figures 4(a) and 4(b)). In addition, the
number of hepatocytes with nucleomegaly (nuclei > 12 ym)
was increased: control = 0.81 + 0.11; supplemented = 1.30 +

0.28% (Figures 4(c) and 4(d)).

3.4. Effects of Biotin Supplementation on Nitric Oxide Lev-
els. The increased vascularization observed in histology
prompted us to determine nitric oxide concentrations
because nitric oxide has been proposed to participate in
the biotin transduction signaling pathway cGMP/PKG [31].
However, no differences were found in nitric oxide concen-
tration between the control and the supplemented group
(Figure 5): control = 245 + (1.55; supplemented = 25.6
+ 1.50. Carbon tetrachloride levels were increased: 64.3 +

717 ymol/mg tissue; p < 0.050, compared with the control
and supplemented groups,

4. Discussion

In this study, we found that cight weeks of dietary biotin
supplementation induced noticeable changes in liver mor-
phology in normal mice and that these modifications were
not paralleled with liver damage markers. The biotin-
supplemented mice had a higher percentage of dilated
sinusoids, vascularity, and bile ducts compared with the
controls. We also found an increased number of binucleated
hepatocytes (about 39%) and hepatocytes with nucleomegaly
(66%) in the biotin-supplemented mice compared with the
controls. These results together with previous results in
pancreatic islets [15] and ovaries [19] and the observations
by other groups [12, 21-23] indicate that pharmacological
concentrations of biotin modify tissue structure.

Binucleated hepatocytes and nucleomegaly are the result
of polyploidy [32]. At present, the role of increased polyploidy
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Fiure 5: Effect of biotin supplementation on nitric oxide con-
centrations in mice fed a biotin-supplemented diet for 8 weeks.
Values represent the mean + SEM of 9 mice from each group.
Measurements were performed in triplicate. Black bars: control
group; patterned bars: biotin-supplemented group. ™ p > 0.050,

in the liver is still under debate [33, 34]. Polyploid cells are
generated in some types of cancer such as esophageal and
colon cancers [32]; however, in the liver, most of the studies
suggest that this mechanism renders the cells more resistant
to injury and enhances the liver’s functional capacity [32, 34].
Our findings show that, despite increased polyploidy, serum
damage indicators, oxidative stress markers, and antioxidant
enzymes were not affected by biotin supplementation, sug-
gesting that the hepatocyte nuclear changes produced by the
vitamin might be related to the positive effects associated with
liver polyploidy. However, further studies will be required to
test this hypothesis.

In previous studies, we observed that normal mice fed
a biotin-supplemented diet (approximately 13.5 mg/kg body
weight) showed increased pancreatic islet size as well as
increased alpha-cells at the islet center compared with the
controls [15]. However, these structural changes did not have
adverse effects on islet function. Our prior studies [19] in the
same mouse model showed changes in response to biotin in
the female reproductive tract, with decreased Graafian and
ovarian primary follicles. Neither our prior studies [15,19] nor
this work (data not shown) identified unfavorable effects of
biotin supplementation on body weight, food consumption,
external appearance, or behavior.

Changes on ovary histology were also observed by Paul
et al. [20] in response to acute intraperitoneal treatment
of 50mg/kg body weight of biotin [20]. Consistent with
our experiments, they found that biotin did not affect
normal body weight gain [20]; however, in contrast with
our observations [19], they found estrus cycle irregularities.
Sawamura et al. [21], found that rats fed a diet containing
10g biotin/kg diet for 6 weeks (990 mg/kg body weight)
presented diminished total sperm counts and seminiferous
tubule diameters compared to pair-fed rats. However, the
biotin-supplemented group showed reduced food intake,
impaired body weight gain, and decreased kidney and liver
weights. It is possible that the histological modifications
might result from biotin toxic effects because the magnitude
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of biotin intake is above the reported tolerable upper intake
level found by the same investigators [35].

Other investigations found that biotin supplementation
modified the histopathological features produced in the
diabetic state [12, 22, 23]. In rats with diabetes induced
by 2 weeks of high-fat diet (HFD) and a single dose of
streptozotocin that were then fed a HFD supplemented
with biotin (300 ug/kg body weight per d) over 10 weeks,
studies by Sahin et al. [12] noted that the histopathological
changes in the liver, kidney, and pancreas of diabetic rats
were reverted with biotin supplementation. Male Swiss albino
mice with streptozotocin-induced diabetes treated daily by
oral gavage with 15mg/kg of biotin for 12 successive days
had improved kidney and liver damage associated with the
diabetic state [22, 23]. In the kidney, biotin supplementation
decreased the number of distorted glomeruli, inflammatory
cells, and glant macrophages [23]. In the liver, biotin caused
reductions in dilated portal vein, leukocytic infiltration, and
fatty degeneration [22]. It is interesting to note that while
in diabetic models the effect of biotin reverses altered tissue
structure produced by the pathological diabetic state, in
normal animals the changes are observed on the typical
morphology. None of the previous works showed the liver
histology changes shown in the present report.

Despite the effects of biotin on liver morphology, our data
did not find changes on liver damage indicators such as albu-
min, total and direct bilirubin, gamma-glutamyltransferase,
alanine aminotransferase, alkaline phosphatase, or urea.
These results agree with studies in normal rats showing that
diets containing up to 1,000 mg/kg diet did not affect these
parameters [21]. These data indicate that pharmacological
concentrations of biotin do not affect classic liver damage
tests. However, we cannot rule out the possibility that the his-
tological changes observed here might affect liver physiology
in other ways,

The reversion of altered tissue structure induced by biotin
in diabetic animal models is associated with reduced oxida-
tive stress [12, 22, 23]. In rats with diabetes induced by a high-
fat diet and streptozotocin, serum, liver, and kidney malon-
dialdehyde levels were decreased in biotin-treated animals
[12]. Additionally, the protein expression of the active form of
NF-kB—a transcription factor involved in cellular responses
to diverse inflammation stimuli including free radicals—
diminished in both, liver and kidney [12]. In Swiss albino
diabetic mice, biotin treatment decreased the immune-
reaction response toward acrolein immunohistochemical-
signal—an indicator of oxidative damage [22, 23]. However,
in our study, biotin supplementation had no effect on liver
malondialdehyde levels or other oxidative stress markers such
as reduced and oxidized glutathione. In agreement with this,
no statistical significant differences were observed on the
antioxidant activity of superoxide dismutase and catalase. The
difference in biotin effects between normal and pathological
states has also been observed in gene expression [12, 14,17, 36,
37] and insulin and glucose tolerance [15, 38], indicating that
the pharmacological effects of biotin can vary depending on
the metabolic status.

Nitric oxide has an important role in vasodilatation [39].
Studies in Jurkat cells have found that the effects of biotin
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are dependent of nitric oxide concentrations [31]. However,
other studies in rats receiving eight weeks of biotin in water
(approximately 1.2 mg/kg body weight) indicate that biotin
effects are independent of nitric oxide [40]. Our data did not
find changes in the concentration of nitric oxide suggesting
that other mechanisms are involved in the vasodilatation
changes observed here.

The mechanisms involved in biotin-induced histological
changes are largely unknown. In pancreatic islets, we found
that the changes produced by biotin supplementation on islet
architecture might be related to diminished expression of the
neural cell adhesion protein Neaml, whose decreased expres-
sion produces changes in islet morphology and generates an
increased number of alpha-cells at the interior of the islet [41].
Current studies in our laboratory are focused on the molec-
ular mechanisms responsible for the morphological changes
observed in the liver in response to biotin supplementation.

Biotin products with pharmacological concentrations of
biotin are commercially available. Biotin administration is
considered harmless in humans and rodents [25]. Toxicity
tests such as the Ames test [42-44] in bacteria found
that biotin was neither toxic nor mutagenic. Nonetheless,
a Tradescantia-micronucleus bioassay showed mutagenic
effects with a minimum effective dose of approximately
250 mg/ml [45]. In humans, no adverse effects were found
with administration of 0.25 to 100 mg biotin. A lack of adverse
effects has been reported in patients with inborn errors of
biotin metabolism [46], normal individuals [24], diabetic
patients [10, 13], and patients undergoing hemodialysis [11].
Rats fed diets containing up to 1,000 mg/kg diet did not
show liver damage [21]. Although pharmacological concen-
trations of biotin are considered safe, further investigations
are required to determine the effects of the tissue structure
changes observed in this study.

5. Conclusion

Our data shows for the first time that biotin supplementation
affects liver morphology in normal mice and that these
modifications are not paralleled with changes in classical liver
damage indicators and oxidative stress markers. These results
indicate that biotin toxicity studies need to be addressed with
different tools because the pharmacological concentrations of
biotin affect tissue morphology and have nuclei effects.
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