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A. RESUMEN

La biotina, también conocida como vitamina B7 o H, es una vitamina
hidrosoluble perteneciente al complejo B. En concentraciones fisioldgicas,
medidas de acuerdo a la ingesta diaria recomendada del orden de
microgramos, la biotina actia como grupo prostético de carboxilasas que
juegan un papel importante en la sintesis y oxidacion de acidos grasos, en
la gluconeogénesis y en el metabolismo de aminoacidos. La ingesta diaria
promedio recomendada de esta vitamina se ha estimado en los 30 ug para
adultos. De manera independiente a su funcion clasica, se ha reportado
que, en dosis farmacoldgicas, la biotina modifica la expresion de genes de
procesos biolégicos como el metabolismo de triglicéridos y carbohidratos,
este efecto se ve reflejado en una disminucién de la lipemia y la
hiperglucemia. Recientemente estudios en la Unidad de Genética de la
Nutricion (UGN) del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM
han encontrado que las concentraciones farmacoldgicas de biotina son
capaces de modificar la organizacién tisular provocando cambios
morfoldgicos negativos en los tejidos de ratones. Estos efectos se han
observado en el islote pancreatico, los hepatocitos y las células que
conforman el tejido testicular. En este proyecto se analizaron los efectos de
la suplementacion con biotina administrada de manera oral durante ocho
semanas inmediatamente después del destete en la morfologia del musculo
esquelético. Los ratones estudiados durante este proyecto recibieron una
cantidad de 1.76 mg de biotina por kilogramo de alimento en la dieta
denominada “control” y 97.6 mg de biotina por kilogramo de alimento en la
dieta denominada “suplementada”, llevando un registro del peso de cada
animal y su consumo de alimento. A estos roedores se les realizd una
prueba de tolerancia a la glucosa después de la inyeccion de 6 mg por
kilogramo de peso de glucosa intraperitoneal, una, dos y cuatro horas
después de aplicada esta. Al finalizar el experimento no se encontré
diferencia significativa en el peso y consumo de alimento del grupo control y
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el grupo suplementado. Los resultados obtenidos mostraron cambios
importantes en la morfologia del musculo cuadriceps femoral. Con una
tincion con hematoxilina-eosina se encontr6 que en las muestras
suplementadas con biotina se produjo un aumento en los nucleos alejados
de la posicion canodnica a la periferia de la fibra. El nimero de nucleos no
fue diferente entre ambos grupos, pero si difieren notablemente en su
posicion al estudiar todos los grupos durante la administracion de una dosis
alta de glucosa (6 mg/kg de peso del ratén), se observd un porcentaje
significativamente alto de nucleos en el centro de la fibra (50% de los
ndcleos presentaban esta caracteristica). De igual manera se midié la forma
eliptica del nucleo, analizando sus ejes mayor y menor asi como su
excentricidad. Se observd que hubo un cambio significativo en el diametro
mayor y la excentricidad de los ejes después de una y cuatro horas de
aplicada la dosis alta de glucosa. Se observé también, la pérdida de
organizacion de la fibra muscular, asi como la aparicion de espacios y
ondulaciones entre las fibras que componen el musculo. En conclusion los
resultados revelaron que la suplementacién con biotina durante 8 semanas
modificé la posicidon de los nucleos y la organizacion de la fibra muscular.
Asi mismo, se encontré que al administrar una dosis alta de glucosa,
después de 8 semanas de suplementacion con biotina, cambio la forma y
posicion de los nucleos de la fibra muscular.

B. INTRODUCCION

B.1 SISTEMA MUSCULAR



EL SISTEMA MUSCULAR

Se conoce como sistema muscular al conjunto de estructuras que incluyen
las células musculares, redes organizadas de tejido nervioso, vasos
sanguineos, la matriz extracelular y el tejido conectivo. Este sistema es vital
pues provee al cuerpo la capacidad de locomocién y la regeneracion
después de un periodo de trabajo o una lesion del tejido, ademas de los
movimientos involuntarios que llevan a cabo los procesos de respiracion y
oxigenacién sanguinea. Por otra parte, el sistema muscular comprende tres
tipos de musculo; musculo cardiaco presente en el miocardio, musculo liso
que se encuentra en drganos internos y musculo esquelético o estriado que
da sostén al cuerpo. Este ultimo, en los seres humanos esta compuesto de
aproximadamente 600 musculos y comprende entre 40 y 50% del peso
corporal (Huard et al., 2002).

B.1.1.1 MUSCULO ESQUELETICO
B.1.1.2 DESARROLLO EMBRIONARIO DEL MUSCULO ESQUELETICO

El desarrollo del musculo esquelético en los vertebrados durante la etapa
embrionaria, procede de las estructuras transitorias conocidas como
somitas, originadas a partir del mesodermo paraxial (Tajbakshsh, 2003;
Tajbakhsh & Bukingham, 2000), las cuales se localizan en pares a cada
lado del tubo neural . Estas células proliferan de manera regular hasta la
mitad de la gestacion donde el esclerotomo, lado ventral de las somitas, da
lugar al cartilago y hueso mientras que el dermomiotomo, lado dorsal de las
somitas, se transforma en el musculo esquelético, el endotelio y la dermis
dorsal (Tajbakhsh, 2003).

En esta etapa, las células progenitoras de musculo se deslaminan del
dermomiotomo migrando a las extremidades, lugar en el que proliferan y se
diferencian gracias a los precursores del linaje miogénico (Figura 1). Las
células denominadas mioblastos, células precursoras no diferenciadas con

un unico nucleo, se reorganizan y se unen para formar un miotubo
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caracterizado por sus nucleos centrales. Esta estructura celular se
diferencia dando lugar a otra alargada y multinucleada denominada fibra
muscular en la cual los nucleos se re-acomodan, situandose en la periferia
de la célula. EI movimiento de los nucleos se produce por fuerzas
polarizadas (proteinas motoras y citoesqueleto) y es impulsado por la
relajacion y contraccion de las miofibrillas (Roman, 2017).

Somita
Mesodermo Dermomlotomo Mlotomo

s enreony wansssed o oo s on

Segmentacion Ciclo celular de salida Fusion

| Embrionario Fetal Neonatal Adulto
Miogénesis primaria Miogénesis secundaria
:]J .LJ .J
v,
L)
Somitas  Fetales Células Fibra
satélite muscular

Figura 1. Organogénesis del musculo esquelético. Figura modificada de: REVIEW
Making muscle: skeletal myogenesis in vivo and in vitra Chal J, Pourquié O.
Development 2017 144: 2104-2122; doi: 10.1242/ dev. 151035

B.1.1.3 DESARROLLO DEL MUSCULO ESQUELETICO EN ETAPA
POSTNATAL

Al llegar a la edad adulta, el crecimiento muscular es detenido y las células
precursoras musculares entran a un estado quiescente, volviéndose
inactivas. Sin embargo, el musculo esquelético puede aumentar su tamafio
y responder al dafio, para ejercer sus funciones de locomocion y de
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actividad contractil, asi como su reaccion a los factores de sefalizacion que
regulan el crecimiento para que este aumente su tamafio. Este proceso es
conocido como hipertrofia y se caracteriza por el aumento de las proteinas
que conforma al musculo esquelético; se han estudiado diferentes vias de
sefalizacion involucradas en la regulacién de la sintesis proteica como la
via Akt-mTOR (Eguchi et al., 2006), la activacién de p38 en respuesta a
estimulos extracelulares a través de las proteinas cinasas activadas por
mitégenos (MAPK) (Keren et al., 2006; Williamson et al., 2003), asi como la
sefalizacion mediada por calcio (Sandri et al., 2006).

Se conoce como hipertrofia al aumento del tamafio de la masa muscular
causada por un aumento en el tamafio de las fibras musculares, dado por
un crecimiento de las miofibrillas (paquetes celulares que contienen al
aparato contractil), ocurriendo en el periodo post-natal debido a la sintesis
proteica continua, mientras que la hiperplasia es un incremento de la masa
muscular por proliferacién celular, esto es debido al aumento en el numero
de fibras musculares (White et al., 2010). En condiciones normales, ambos
procesos ocurren cuando hay estimulos externos como el ejercicio. Los
mioblastos que no se diferenciaron y permanecieron en estado quiescente,
denominados células satélite, se encuentran entre la l&dmina basal y la
membrana de la fibra muscular, se activan para formar nuevas miofibras
que se unirdn a las anteriores iniciando asi la miogénesis en etapa
postnatal (Anderson, 2006; Cheung & Rando, 2013; Kuang & Rudnicki,
2008).

B.1.1.4 REGENERACION DE LA FIBRA MUSCULAR

Las fibras musculares forman un tejido estable, sin embargo, puede
presentar lesiones de diversa etiologia que producen traumas fisicos sin
pérdida muscular significativa (Beiner & Jokl, 2001; Counsel & Breidahl,
2010). El musculo ya desarrollado de los vertebrados tiene la notable

capacidad de regeneracion mediada por progenitores miogénicos o células
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troncales, ya que las fibras son post-mitéticas. Estos progenitores proliferan
y se diferencian para eficientizar el crecimiento y la regeneraciéon muscular.
Estas células, llamadas satélite se definen por su posicion y son reguladas
por el nicho a su alrededor, el cual incluye una multitud de tipos celulares
como células endoteliales, fibroblastos e inflamatorias, creando
interacciones reciprocas (Braun & Gautel, 2011).

La regeneraciéon muscular se divide en tres fases bien definidas: la
reparacion y remodelacion caracterizada por la fagocitosis de las fibras
necréticas y la activacién de la células satélites; la remodelacién
caracterizada por el ingreso a la fibra muscular y la diferenciaciéon de los
mioblastos a través de diversos factores mitogénicos y la formaciéon de una
cicatriz de tejido conectivo, donde ocurre la proliferacién de las células
satélite asi como el crecimiento muscular (Boscolo-Sesilio et al., 2019).
Estos mioblastos maduros pueden, durante el proceso de regeneracion,
fusionarse con las fibras musculares existentes para repararse o fusionarse
entre si para formar nuevas fibras musculares (Darr & Schultz, 1987; Snow,
1978). Este proceso ocurre cuando hay micro lesiones, macro lesiones, en
el crecimiento hipertréfico y la remodelacion de fibras preexistentes (Braun
& Gautel, 2011).

B.1.1.5 HISTOLOGIA DEL MUSCULO ESQUELETICO

La fibra muscular se compone de células multinucleadas altamente
especializadas que se organizan en paquetes de tejido en forma jerarquica
de mayor a menor tamano, dando origen asi a capas diferentes de tejido
conectivo colagenoso, los cuales dividen y unen a las fibras musculares al
mismo tiempo. (Haun et al. 2019) La fibra muscular posee una capa
delgada de tejido conectivo denominada epimisio que recubre todo el
musculo. Bajo el epimisio se encuentran paquetes de entre 10 y 100 fibras
musculares, llamados fasciculos y que a su vez estan rodeados por otra
capa llamada permisio, teniendo ademas una Uultima capa llamada
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endomisio la cual divide y separa cada fibra individual. La membrana celular
que rodea a cada fibra muscular se conoce como sarcolema o membrana
plasmatica, el fluido que queda encerrado dentro de la fibra y el sarcolema
se llama sarcoplasma o citoplasma. (Haun et al. 2019) En el citoplasma
también se encuentran las mitocondrias o sarcosomas, el reticulo
endoplasmatico o sarcoplasmico, el citoesqueleto y el ndcleo celular que

tiene la caracteristica de ser alargado y aplanado. (Figura 2)

Fasiculo

Fibra muscular
Miofibrilla

Nucleo
Mitocondria

Sarcomero
en serie

Figura 2. Organizacion del musculo esquelético. Figura modificada de: Haun CT, Vann CG,
Roberts BM, Vigotsky AD, Schoenfeld BJ and Roberts MD (2019) A Critical Evaluation of the
Biological Construct Skeletal Muscle Hypertrophy: Size Matters but So Does the
Measurement. Front. Physiol. 10:247. doi: 10.3389/fphys.2019.00247

La membrana celular que rodea a cada fibra muscular se conoce como
sarcolema (membrana plasmatica); el fluido que queda encerrado dentro de
la fibra y el sarcolema se llama sarcoplasma (citoplasma). Una fibra
muscular estd compuesta de miofibrillas que se disponen en paralelo y que
se asemejan a cuerdas de 1uym de diametro, las subunidades de las
miofibrillas denominadas sarcémeros, se organizan en serie y son la unidad
contractil del masculo; miden de 2 a 2,5 ym de largo, y se componen de un
arreglo especifico de filamentos de dos proteinas principales, que son
actina (filamentos delgados) y miosina (filamentos gruesos). Los paquetes
de 100 a 400 miofilamentos forman miofibrillas y aproximadamente 2000

miofibrillas forman una fibra muscular adulta. El costamero es un
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componente estructural y funcional de las células del musculo estriado el
cual conecta el sarcomero del musculo a la membrana celular.

La fibra muscular estd rodeada por una membrana plasmatica, que
presenta invaginaciones tubulares conocidas como tubulos transversos o
tubulos T, y que se distribuyen a lo largo de la fibra muscular. En el
citoplasma también se encuentran las mitocondrias o sarcosomas, el
citoesqueleto, el reticulo sarcoplasmico, las reservas de glucégeno y la
mioglobina.

El sarcomero es la unidad funcional de la contraccibn muscular y se
observa como un bloque colocado al lado de otro bloque o sarcoémero; cada
uno de los bloques forma un segmento muscular que se delimitan entre si
por una estria o linea Z. Un sarcémero esta compuesto de miofilamentos
gruesos de miosina que se encuentran principalmente ubicados hacia el
centro del bloque en el area conocida como banda A. Otras dos regiones
llamadas banda | contienen filamentos delgados de actina a o musculo-
esquelética y se situan junto a las lineas Z rodeando a la banda A, la zona
H se encuentra en el centro del sarcomero donde no hay superposicion
entre los diferentes filamentos de proteinas (figura 3).

Filamento delgado (actina)
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Figura 3.Sarcomero. Figura modificada de: Haun CT, Vann CG, Roberts BM,
Vigotsky AD, Schoenfeld BJ and Roberts MD (2019) A Critical Evaluation of the
Biological Construct Skeletal Muscle Hypertrophy: Size Matters but So Does the
Measurement. Front. Physiol. 10:247. doi: 10.3389/fphys.2019.00247

B.1.2 NUCLEO CELULAR DE LA FIBRA MUSCULAR

La fibra muscular es multinucleada, es decir que posee varios nucleos que
resultan de la fusiéon de células con un Unico nucleo en el proceso de la
miogénesis, como ya se menciond anteriormente, y que se encuentran
ubicados en la periferia de la misma. Estos nucleos tienen la caracteristica
de ser alargados y aplanados. Diversos estudios indican que la posiciéon de
los nucleos de la fibra musculo-esquelética es importante para multiples
funciones celulares durante el desarrollo, la homeostasis tisular y la
regeneracion muscular (Roman & Gomes, 2018). Los mecanismos de
posicionamiento nuclear implican la participacion de redes citoesqueléticas
y proteinas motoras, ya que en la mayoria de los casos, el nucleo esta
conectado al citoesqueleto por proteinas de envoltura nuclear, como la
familia de las proteinas lamina o por el complejo del poro nuclear (Volk &
Wang 2015, Windner et al. 2019, Perillo & Folker 2019 ) (figura 4).
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Figura 4. Citologia del musculo esquelético. Figura modificada de: Exeter, D., &
Connell, D. (2010). Skeletal Muscle: Functional Anatomy and Pathophysiology.
Seminars in Musculoskeletal Radiology, 14(02), 097-105. doi:10.1055/
s-0030-1253154

La multinucleacién de las fibras musculares es una de las multiples razones
que hacen unico al tejido muscular. En la fibra muscular los nucleos
celulares estan organizados de manera que se maximice el espacio
internuclear, esto es imperativo para la funciéon correcta del aparato
contractil (Manhart et al. 2018). Esta organizacion de nucleos es post-
mitética, permitiendo asi la existencia de un grupo de células troncales de
mioblasto, denominadas células satélite, las cuales, fusionadas en el
sincitio participan en el crecimiento post-natal y la recuperacion después de
una lesion muscular (Murach et al., 2018).

B.1.3 PROTEINAS ESTRUCTURALES

El citoesqueleto es una red integrada que consiste en microfilamentos (de
actina), microtubulos (de tubulina) y filamentos intermedios; es el regulador
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principal de la forma, tamafio y funcién de la fibra muscular y sus organelos
(Koutakis et al. 2015), ya que estos elementos que lo integran participan en
el mantenimiento de la posicién de los organelos celulares, el transporte de
diferentes tipos de vesiculas citoplasmaticas, asi como en el proceso de
contraccion y relajacion de la fibra muscular.

El andamiaje que participa en la manutencion del ndcleo de la fibra
muscular esta mediado por proteinas como nesprina-1 de un peso de 1000
kDa, una proteina multimérica nuclear que se ancla a los filamentos de
actina para mantener al nucleo organizado en una posicién dada, la cual es
codificada por el gen SYNE 1. Dinamina, por su parte, es una proteina
GTPasa involucrada en la endocitosis y el movimiento del nucleo desde el
centro de la fibra hasta la periferia uniéndose a los filamentos intermedios,
la cual esta codificada por el gen DNM1 y pesa aproximadamente 86 kDa.
Otra proteina participante en el movimiento del nucleo de la fibra muscular
es la dineina, proteina que es, junto a la cinesina, una de las proteinas
motoras mas importantes asociadas a microtubulos. La dineina pesa
alrededor de 500 kDa y esta codificada por el gen DYNC1H1, mientras que
la cinesina, que media el transporte intracelular anterégrado, se codifica por
los genes Kif5b (cadena pesada) y Kic1 (cadena ligera) y pesa
aproximadamente 248 kDa.

B.1.4 TIPOS DE FIBRAS MORFOFUNCIONALES DE MUSCULO
ESQUELETICO

Las fibras que componen al musculo esquelético se clasifican en Tipo |,
Tipo 1lA, Tipo IIX y Tipo IIB de acuerdo a la composiciéon de filamentos
gruesos de miosina y de enzimas oxidativas representadas en el
incremento o disminuciéon del nimero de mitocondrias en la misma. Las
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miofibras, paquetes organizados jerarquicamente de proteinas que
conforma el aparato contractil, se denominan también como fibras de
accion lenta o accion rapida (Schiaffino & Reggiani, 2011). Las fibras de
accioén lenta poseen un gasto energético bajo y su contenido mitocondrial y
de enzimas oxidativas es menor, teniendo también filamentos pesados de
miosina de Tipo |; mientras que aquellas que poseen filamentos pesados de
miosina Tipo Il pueden diferenciarse como fibras de accion intermedia (lIA 'y
[IX) o fibras de accién rapida (lIB) en las que el costo energético es muy
alto y su contenido mitocondrial mayor (Bottinelli et al., 1994). La identidad
de la fibra muscular puede ser modificada en respuesta a estimulos y
procesos como el envejecimiento y la conversidn entre ellas es posible. Las
fibras oxidativas o de accién lenta también se denominan fibras rojas, de
acuerdo a su morfologia; de la misma manera, las fibras glucoliticas o
rapidas reciben el nombre de fibras blancas (Gémez-Zorita & Urdampilleta,
2012). Ambos tipos de fibras son encontrados en distintas proporciones en
humanos y en el resto de los mamiferos, confiriéndole a los musculos su
heterogeneidad y funciones caracteristicas.

B.1.5 METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS Y LIPIDOS EN MUSCULO
ESQUELETICO

El musculo esquelético ademas de aportar movimiento, proporciona sostén
al cuerpo y facilita la respiracion. La principal funcion de este tipo de
musculo es la de convertir la energia quimica, que llega a través de las
sefales nerviosas, a energia mecanica a través del proceso de contraccion
y relajacion. Esta dependencia de energia constante otorga al musculo
esquelético la facultad de ser un almacén de aminoacidos y carbohidratos
(Lambert et al., 2018). Una caracteristica importante de las fibras
musculares radica en su capacidad de modificar dramaticamente su
estructura y actividad metabdlica como resultado de un cambio en su
demanda funcional después de un periodo prolongado de actividad o
inactividad.
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Toda la actividad muscular es dependiente de sustratos de ATP
(AdenosinTrifosfato) como fuente principal de obtencion de energia,
molécula que puede ser obtenida a través de reservas en circulacion
(glucosa en sangre o lipidos) o intracelulares (glucégeno, lipidos o
fosfagenos) las cuales seran usadas dependiendo de la actividad muscular
que se lleve a cabo (Bottinelli et al., 1994). El mecanismo molecular se lleva
a cabo mediante la accidén de la insulina, que promueve el transporte de
glucosa aumentando el movimiento de los transportadores GLUT4 que se
encuentran localizados en el interior de la célula muscular hacia la
membrana plasmatica. Concomitantemente, la insulina activa a las enzimas
que participan en la sintesis de glucégeno (glucogénesis).

Los niveles de ATP dentro del musculo son finitos. No debe permitirse,
fisiolégicamente, que los niveles de dicha molécula sean menores al 30%
de los valores iniciales debido a que la molécula energética es requerida
para que las miofibrillas vuelvan a su estado inicial de reposo. Entre las
formas de reconstitucion energética del musculo se encuentran los
procesos metabdlicos de fosforilacién oxidativa, glucdlisis, reaccion de la
creatina-cinasa y reaccion de adenina-cinasa. El musculo no es capaz de
liberar a la glucosa que se encuentra almacenada en forma de glucégeno
debido a la carencia de la enzima glucosa-6- fosfatasa; sin embargo,
participa de manera importante en la gluconeogénesis liberando lactato a la
circulacion, el cual es tomado por el higado para sintetizar glucosa.

Para el proceso de obtencion de ATP a través de sus diferentes sustratos
en la fibra muscular, glucosa y glucégeno pueden ser catabolizados
aerdbicamente a través de la fosforilacién oxidativa o anaerébicamente a
través del proceso conocido como fosforilacion a nivel de sustrato. Los
lipidos y el lactato, por su parte, Unicamente pueden ser catabolizados
aerdbicamente en presencia de oxigeno. Pese a que la fosforilacion
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oxidativa es el proceso mas eficiente de produccion de ATP para el musculo
esquelético, es largo y se desarrolla con lentitud; es por ello que
generalmente el metabolismo de sustratos energéticos, en las fibras
musculares ocurre después de una alta ingesta energética por el organismo
(Storey, 2013) (figura 5)
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Figura 5. Metabolismo del musculo esquelético. Figura modificada de: Pant
M., Bal NC., Periasamy M. (2016) Review Sarcolipin: A Key Thermogenic and
Metabolic Regulator in Skeletal Muscle. Trends in Endocrinology & Metabolism,
(27) 12. 881-892. http://dx.doi.org/10.1016/j.tem.2016.08.006

B.1.6 PAT,OLOGiAS EN EL DESARROLLO DEL MUSCULO
ESQUELETICO

Como se menciondé anteriormente el musculo esquelético comienza su
desarrollo durante la etapa embrionaria y continia hasta la etapa postnatal.
Los sarcomeros del muasculo esquelético se encuentran entre las
estructuras mas regulares en los vertebrados, observandose
consistentemente la existencia de un programa secuencial de expresién de
genes y ftranscripcion de proteinas para su correcta formaciéon (Laing,
2008). Durante el proceso de miogénesis un grupo de mioblastos detienen
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su ciclo celular, manteniéndose en estado quiescente, organizandose entre
la lamina basal y la membrana de la fibra muscular y poseen la capacidad
de regenerar la fibra muscular en la etapa postnatal (Cheung & Rando,
2013). Es durante este proceso de ensamblaje proteico que pueden ocurrir
una variedad de diversas mutaciones que comprometen la integridad de la
fibra muscular. Durante la diferenciacion de células troncales a mioblastos
los genes de miogenina y MRF4, pertenecientes a la familia de los factores
de transcripcion reguladores de musculo, (poseen un rol crucial, asi como la
expresion de Pax3/Pax7, MyoD y Myf5 (Kablar & Rudnicki, 2000). Las
mutaciones en estos genes pueden ser deletéreas ocasionando la muerte
durante el desarrollo embrionario o derivar en patologias relacionadas a
citoesqueleto.

Los miocitos maduros pueden estar sometidos a dos procesos naturales:
regeneracion, la cual es dependiente de las células satélite y la hipertrofia,
consistente en un incremento de la cantidad proteica (Sartorelli & Fulco,
2004; White et al., 2010). Existen patologias circundantes alrededor de la
etapa postnatal entre las que se encuentran aquellas que comprometen la
sintesis proteica y aquellas que involucran la capacidad de regeneracion,
arriesgando la integridad de las células satélite. La masa muscular es
regulada por la via de sefializacion IGF1-AkT-mTOR al regular la sintesis
proteica y sus distintas modificaciones post-traduccionales, ademas de la
sefalizacion mediada por calcio para la expresion diferenciada de genes
que inducen la hipertrofia (Eguchi et al., 2006; Hudson & Price, 2013). Si la
tasa de degradacion proteica supera a la de sintesis en el musculo
esquelético da comienzo a un proceso conocido como atrofia. Los procesos
que llevan a la atrofia muscular, mediados por problemas genéticos o
incluso la participacién del estrés oxidante se encuentran las vias
ubiquitina-proteosoma, autofagia lisosomal y apoptosis mediadas por
caspas y calpainas, ademas del exceso de miostatina que es un regulador
positivo del crecimiento muscular (Wing et al., 2011). Una de las patologias
mayormente estudiada es la distrofia muscular de Duchenne, la cual es la
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distrofia muscular mas comun en la infancia, causada por mutaciones en el
gen DMD el cual codifica para la proteina distrofina, provocando
mayormente la debilidad muscular (Tabolt & Maves, 2016)

Entre los disturbios a los que se puede ver comprometida la fibra muscular
se encuentran aquellos que involucran directamente la citologia muscular
como patologias nucleares, mitocondriales, vacuolares y de proteinas
citoesqueléticas. Entre las miopatias nucleares se destacan las
miotubulares que consisten en una posicion anormal del nucleo en la fibra
muscular, usualmente en el centro de la misma (Mazzotti, A & Coletti, 2016).
Con respecto a las miopatias mitocondriales y vacuolares, se consideran
entre ellas las denominadas “metabdlicas” tales como las alteraciones en el
metabolismo de glucdgeno, lipidico o en la cadena respiratoria mitocondrial.
Considerando también como disturbios estructurales los ocurridos en las
proteinas que dan soporte a la fibra muscular y a su nucleo, desmina y
lamina. Las desminopatias ocurren principalmente por mutaciones en el gen
DES, en su mayoria pleiotropicas, las cuales derivan en patologias de
amplio espectro (Azzimato V et al., 2016), por su parte las laminopatias se
derivan de mutaciones del gen LMNA, las cuales no se consideran
comunes y se caracterizan por una involucion del tejido muscular.

Un momento critico durante la vida adulta del musculo esquelético es el
envejecimiento. La pérdida de masa y fuerza contractil de la fibra muscular
relacionada con la edad es llamada sarcopenia. Esta miopatia esta
asociada a la reduccién del calcio disponible para la respuesta rapida del
musculo esquelético ante un estimulo. La sarcopenia se caracteriza por la
reduccion de la miofibrilla asi como la disminucién de su tamafo, sufriendo
especial afectacion en las fibras de tipo Il. En conjunto con el dafio
muscular, aumenta la permeabilidad de la fibra muscular, liberando las
proteinas intracelulares al ambiente extracelular, tales como la creatin-
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cinasa, provocando debilidad muscular y compromete la movilidad del
individuo.

B.2 BIOTINA

B.2.1 ESTRUCTURA QUIMICA

La biotina, también conocida como vitamina B7 o H, es una vitamina
hidrosoluble perteneciente al complejo B. Su estructura quimica consiste de
un compuesto bi-ciclico con un anillo que contiene un grupo ureido (-N-CO-
N) junto a otro que posee un azufre del cual se ramifica una cadena lateral
de acido valérico (figura 6). Existen 8 estero isémeros de esta molécula en
la naturaleza, siendo unicamente la D-biotina enzimaticamente activa.

O

HN NH
H H

i COeT

Figura 6. Estructura de la biotina. Obtenida de: : Henke SK, Cronan JE
(2014) Successful Conversion of the Bacillus subtilis BirA Group |l Biotin
Protein Ligase into a Group | Ligase. PLoS ONE 9(5): €96757. doi:10.1371/
journal.pone.0096757

B.2.2 FUNCION Y REQUERIMIENTOS DE LA BIOTINA
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En concentraciones fisiologicas, la biotina actia como grupo prostético de
carboxilasas tales como acetil-CoA carboxilasa 1 y 2, piruvatocarboxilasa,
propionil-CoAcarboxilasa y B-metilcrotonil-CoA carboxilasa. Estas
moléculas se sintetizan como apocarboxilasas, las cuales carecen de
actividad enzimatica y se transforman en holocarboxilasas al unirse
covalentemente a biotina, mediante el proceso conocido como biotinilacion
(Vilches-Flores, A. & Fernandez-Mejia, 2005). Estas cinco carboxilasas,
encontradas en mamiferos, juegan un papel critico en la sintesis y
oxidacién de los acidos grasos, en la gluconeogénesis y en el metabolismo

de aminoacidos (Tabla 1)

A pesar de la importante funcion que posee esta vitamina, los mamiferos no
son capaces de sintetizarla, por lo cual debe ser obtenida a través de la
dieta. Ricas fuentes de biotina proceden de alimentos como la yema de
huevo, algunos vegetales, la leche de origen bovino, y visceras como el
rindn o el higado. Se conoce, ademas, que la microbiota del intestino tiene
la capacidad de producir esta vitamina, volviéndose una segunda fuente
cuya contribucion relativa no se ha definido adn (Said, 2012). La ingesta
diaria promedio recomendada de esta vitamina se ha estimado en los 30 ug
para adultos (Fernandez-Mejia & Lazo-de-la-Vega-Monroy, 2011).

ACC1: Acetil CoA Carboxilasa Biosintesis de acidos grasos

ACC2: Acetil CoA Carboxilasa 2 B- Oxidacion de acidos grasos
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PC: Piruvato Carboxilasa Gluconeogénesis

MCC: Metilcrotonil CoA
Carboxilasa

Catabolismo de aminoacidos

PCC: Propionil CoA Carboxilasa Catabolismo de aminoacidos

Fuente; Riveron-Negrete L, Fernandez-Mejia C. (2017). Pharmacological Effects of Biotin
in Animals. Mini Rev Med Chem. 17(6):529-540.

B.2.3 EFECTOS DE LA BIOTINA EN DOSIS FARMACOLOGICAS

De manera independiente a su funcion clasica, se ha reportado que, en
dosis farmacoldgicas, la biotina modifica procesos biolégicos como: el
metabolismo de triglicéridos y carbohidratos, la diferenciacion celular, la
hipertension y el desarrollo, reproduccion asi como las funciones del
sistema inmune (Fernandez-Mejia & Lazo-de-la-Vega-Monroy, 2011). Estos
efectos estan asociados a mecanismos como la sobre-expresién de genes,
tanto al nivel transcripcional y post-transcripcional (Dakshinamurti, 2005,
Rodriguez-Melendez et al. 2005, Wiedmann et al. 2004); asi como modificar
la organizacion tisular provocando cambios morfologicos (Riverédn-Negrete
et al., 2016.) Las acciones moleculares por medio de las cuales
concentraciones farmacolégicas de biotina ejercen sus efectos sobre la
expresion de genes son poco conocidos. Hasta el momento las
investigaciones existentes sustentan dos mecanismos (Zempleni 2005,
Riverén-Negrete & Fernandez-Mejia, 2017). El méas aceptado esta
relacionado con la via de sefalizaciéon de la guanilatociclasa soluble/
proteina cinasa G (GC/PKG) y el otro a la biotinilacion de histonas.
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Diversas investigaciones han encontrado que la biotina a concentraciones
farmacolégicas disminuye la hipertrigliceridemia y la intolerancia a la
glucosa tanto en humanos como en animales de laboratorio, lo que confiere
gran importancia al estudio de los mecanismos de accion de la biotina por
su uso potencial en la prevencién y/o tratamiento de la diabetes tipo-2 y el
sindrome metabdlico. La administracion de 5 mg de biotina durante 4
semanas en pacientes con hipercolesterolemia decrementd las
concentraciones de colesterol total (Dokusova & Krivoruchenko, 1972). En
el grupo de trabajo (Baez-Saldafia et al., 2004; Revilla-Monsalve et al.,
2006) se encontré que el tratamiento con 5mg de biotina tres veces al dia
en pacientes diabéticos y no diabéticos, disminuyé las concentraciones de

triglicéridos plasmaticos.

En animales de experimentacién se encontré que la biotina modifica la
hiperlipidemia. En la cepa de ratas BHE con predisposicion genética para
desarrollar elevadas concentraciones sanguineas de glucosa y lipidos
(Marshall et al., 1972), el tratamiento con biotina disminuy6 las
concentraciones de lipidos séricos (Marshall et al., 1976). En estudios
realizados (UGN) en el grupo de trabajo de la doctora Fernandez Mejia, en
ratones sanos, se encontré que la suplementacién con biotina produjo una
disminucién en los niveles séricos de triglicéridos (Larrieta et al. 2012) y de
acidos grasos (Boon-Villa et al. 2015). Este efecto esta asociado a cambios
en la expresion de transcritos y proteinas lipogénicos en el higado y en el
tejido adiposo (ILarrieta et al. 2012, Aguilera-Mendez & Fernandez-Mejia
2012).

La suplementacion con biotina modula también la expresién de genes
criticos en la homeostasis de la glucosa. Genes como la glucocinasa
hepatica (Chauban et al. 1991) y pancreatica (Romero Navarro 1999,
Vilches-Flores et al. 2009) y el receptor de insulina (De la Vega et al 2000)
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aumentan su expresion en respuesta a la suplementacién con biotina, asi
como genes gluconeogénicos como la PEPCK (Dakshinamurti et al. 1994)

Un estudio en el laboratorio analizé el efecto de la suplementacion con esta
vitamina, a partir del destete, durante 8 semanas sobre la funcion y la masa
de células beta pancreaticas (Lazo de la Vega et al 2013). Los resultados
demostraron que la suplementacién con biotina incrementd la secrecion de
insulina, asi como la expresion del RNAm de factores transcripcionales que
regulan la expresion y secrecién de insulina. En concordancia con estos
efectos, los ratones suplementados con biotina mostraron una mejora en la
tolerancia a la glucosa.

C. ANTECEDENTES DIRECTOS DEL PROYECTO

Estudios analizando la morfologia del islote pancreéatico en ratones de la
cepa Balb/C los cuales recibieron una dieta suplementada con biotina en
una concentracion de 97.7 mg/kg de dieta por ocho semanas después del
destete encontraron un aumento en el tamafio del islote. La arquitectura de
los islotes se encontré modificada en los ratones suplementados con
biotina, observandose un porcentaje mas elevado de islotes con células alfa
localizadas hacia el centro del islote con respecto a los controles, a través
del aumento en su cantidad de células beta y alfa (aproximadamente al
doble de células beta en relacién a una proporcién 1:2 de células alfa/beta)
(Lazo-de-la-Vega-Monroy et al., 2013). Asi mismo en otro trabajo realizado
por el grupo de investigacion (Tixi-Verdugo, 2017) se encontré que la
administracién de una dieta suplementada con biotina durante la
maduracion del islote pancreatico (primera semana después del destete)
produce un crecimiento del mismo en un 40%. De igual manera se han
realizado estudios en el efecto de la biotina en la morfologia del higado
(Riveron-Negrete et al.,, 2016). Este trabajo se realizd en ratones que
recibieron el tratamiento de concentracion de 97.7 mg/kg de dieta,
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encontrando que, a pesar de no existir un efecto en los marcadores de
toxicidad del higado, la suplementacion con biotina altera la estructura
hepatica. Observandose cambios en: la triada portal, dilatacién de los
sinusoides, aumento de la vascularidad y un aumento de 39% mas de
hepatocitos binucleados, asi como un incremento en la nucleomegalia. Se
realiz6 de manera independiente un estudio dentro del laboratorio,
suplementando con biotina a un grupo de células de tipo fibroblasto 3T3 -L1
que tienden a diferenciarse en adipocitos (Moreno-Méndez et al. 2018); en
este trabajo se observé la modificacion del tamafio de las gotas de grasa,
disminuyendo en su tamafio y aumentando en su proporciéon al ser
suplementadas, asi como modificaciones en los genes correspondientes a
las vias metabdlicas del tejido adiposo. Estos estudios muestran que en el
efecto pleitropico de la suplementacion con biotina produce re-arreglo
celular y cambios en la estructura nuclear del adiposito, el islote pancreatico
y el hepatocito

D. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos estudios han encontrado que concentraciones farmacoldgicas de
biotina modifican el metabolismo de la glucosa y de los lipidos. En la
homeostasis de estos metabolitos participan de manera central: el islote
pancreatico, el higado, el tejido adiposo y el musculo. Estudios en la UGN
han identificado los cambios que producen las concentraciones
farmacoldégicas de biotina en la expresion de genes al nivel transcripcional y
post-transcripcional en el islote pancreatico, el higado, el tejido adiposo;
también, encontramos que la biotina produce cambios en la histologia del
tejido adiposo, el tejido hepatico y el islote pancreatico. Hasta el momento
desconocemos cuales son los efectos de la suplementacion con biotina
sobre el musculo. Dada la importancia de este tejido en el metabolismo de

la glucosa vy los triglicéridos, en este trabajo planteamos el estudio de los
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cambios que produce la suplementacién con biotina en el tejido muscular,
en particular nos enfocaremos en el efecto sobre la histologia del tejido.

E. HIPOTESIS

Dado que se ha encontrado que las concentraciones farmacoldgicas de
biotina producen cambios histolégicos en tejidos reguladores de la
glucemia, ya que el musculo es un participante en la homeostasis de la
glucosa es posible que también ocasionen cambios en el musculo

esquelético.

F. OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de concentraciones farmacoldgicas de biotina en el ratén
sobre la histologia del musculo cuadriceps femoral, comparando entre un
grupo control y otro suplementado con biotina.

G. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar el efecto de concentraciones farmacolégicas de biotina en el
musculo esquelético sobre:

I. La organizacion de la fibra muscular considerando las diferencias entre
el grupo control y el grupo suplementado con biotina.

II. El nimero de nucleos totales en la fibra muscular del grupo control y el
grupo suplementado con biotina.

lll. La organizacion celular y la morfologia de los nucleos del grupo control
y el grupo suplementado con biotina.

30



H. DISENO EXPERIMENTAL

Esquema Metodolégico:

w L e
. Dieta iniciada al destete .

Ayuno Prueba de tolerancia a la
12 horas glucosa

56x x 8 semanas

SUPLEMENTADO Previa
Anestesia:

Extraccion de
Masculo Femoral

Tejido para Cortes
Histologicos

W

-

¥

+ Observacion de la
fibra muscular H&E

+ Conteo de nicleos
(H&E)

Figura 7. Disefio metodolégico

|. MATERIALES Y METODOS

|.1 MODELO ANIMAL Y ADMINISTRACION DE DIETAS

El modelo experimental utilizado para este proyecto fueron 40 ratones
macho de la cepa Balbc/cAnN bajo los lineamientos del Comité de Etica y
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Experimentaciéon del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM, de
tres semanas de edad, los cuales se mantuvieron en el bioterio del Instituto
Nacional de Pediatria bajo ciclos luz-oscuridad de 12 horas. Los animales
recibieron una dieta denominada control (1.76 mg de biotina/kg)
(TD-01362); o suplementada con 97.7 mg de biotina/kg de dieta (TD-0136),
la cual contiene 56 veces mas biotina que la denominada control, siendo asi
una proporcion comparable a la encontrada en los suplementos vitaminicos
contra aquella requerida de manera fisiolégica, no hubo dieta suministrada
sin biotina. Se llevd a cabo el seguimiento del peso corporal y el consumo
alimenticio para ambos grupos semanalmente. Al cabo de las ocho
semanas de administracion de la dieta, los ratones fueron sometidos a un
ayuno de 12 horas, se anestesiaron con sevofluorano (Sevorane,
Sedalpharma) y después de la eutanasia mediante dislocacion cervical, se
extrajo el tejido del musculo esquelético correspondiente al cuadricep
femoral (figura 7), se trabajé con grupos de 20 animales control y 20
suplementados, 5 ratones de cada grupo se escogieron para cada punto de
la curva de glucosa.

[.2 PRUEBA INTRAPERITONEAL DE TOLERANCIAA LA GLUCOSA

Las pruebas de tolerancia a la glucosa fueron realizadas entre las 7:00 y las
11:00 A.M. Los ratones fueron previamente ayunados por un periodo de 12
horas, dejando agua ad libitum, se seleccionaron aleatoriamente 5 ratones
de cada grupo para cada punto que se midié de la curva de tolerancia. La
glucosa fue inyectada de forma intraperitoneal, con una concentracion de 6
gramos de glucosa por kilogramo de peso del animal. Las concentraciones
de glucosa sanguinea fueron registradas previamente a la inyeccion
(considerado como tiempo 0 horas), y después pasados 60 (1 hora), 120 (2
horas) y 240 (4 horas) minutos después, obteniendo muestra sanguinea de
la cola utilizando un glucometro portatil (Freestyle optium, Abbott Diabetes
Care, México) (Figura 7).
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1.3 ANALISIS DE MORFOLOGIA

Con el fin de obtener cortes histolégicos para el analisis morfométrico, los
ratones, después de haber sido sometidos a la misma metodologia
experimental, fueron anestesiados con pentobarbital sédico (PiSA
agropecuaria) inyectado de manera intraperitoneal posteriormente al ayuno
de 12 horas para ser sometidos a un proceso de perfusién con solucion
salina y posteriormente con para formaldehido al 4%, utilizado para fijar los
tejidos, a través de una maquina de bombeo mediante la puncion cardiaca

con una micro-canula en el ventriculo izquierdo del corazon.

Las muestras obtenidas se deshidrataron en una serie de concentraciones
crecientes de etanol comenzando en etanol 50% hasta llegar a etanol
absoluto y xilol para después ser incluidas en parafina. A continuacién se
procedio a la obtencién de cortes histologicos de 3 um que se colocaron en
portaobjetos previamente tratados con Polylisina-L (Sigma-Aldrich, San
Louis Missouri, EUA). Una vez en el portaobjetos, se desparafinaron con
xilol y se rehidrataron partiendo de etanol absoluto y concentraciones
decrecientes hasta agua destilada, manteniéndose hidratados en agua
destilada hasta el momento de procesar las muestras para tefir con la
tincién de Hematoxilina-Eosina. Con el fin de describir nucleos y citoplasma
del tejido muscular se utilizé la tincién de hematoxilina y eosina, ademas de
valorar el estado general del tejido; una vez tefiidas las muestras se
deshidrataron usando una secuencia inversa de etanol y xilol utilizada para
desparafinar y rehidratar las muestras; fueron montados en medio de
montaje Entellan (Merck Millipore) y se dejaron secar por una noche. Se
obtuvieron 5 laminillas por ratén, en las cuales se adhirieron cortes de 5
micrometros, en planos tanto longitudinales como transversales. De estas
laminillas obtenidas, se tomaron fotografias de 10 campos, cada uno de 60
aumentos (aumento total 600x) por cada animal objeto de estudio. Las
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muestras fueron observadas en un microscopio OlympusCX31 acoplado a
una camara Canon EOS Rebel T3i, fotografiandose diferentes campos vy
diferentes aumentos de las mismas.

1.3.1 CRITERIOS PARA EL CONTEO DE NUCLEOS

Después de obtener las fotomicrografias de los cortes histolégicos, se
seleccionaron 10 campos de microscopio en ampliacion 600x de manera
aleatoria tomados a 60 aumentos, de los cuales se cuantificaron los nucleos
dentro de las fibras musculares mediante el uso del programa ImageJ
(Java, National Institutes of Heatlh, Maryland). A continuacion se realizé otra
cuantificacion con el mismo programa de nucleos que poseian las
siguientes caracteristicas: forma redondeada, cromatina fragmentada y
ubicacion en el centro de la fibra muscular. Adicionalmente se midié el
diametro mayor y el diametro menor de los nucleos fotografiados en las
muestras control y suplementadas.

.4 ANALISIS ESTADISTICO

Se trabajé con el programa Graphpad Prims v. 7 (Graphpad Software, San
Diego, California, USA). Los datos se representan con media + error
estandar de la media. Se utilizaron pruebas estadisticas de t de Student,
Mann-Whitney y ANOVA de una via para el analisis entre dos o mas grupos,
respectivamente. El simbolo * representa la diferencia significativa (p<0.05)
respecto al grupo control en el tratamiento de la dieta.
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J. RESULTADOS

J.1 EFECTOS DE LA SUPLEMENTACION CON BIOTINA EN EL PESO
DEL ANIMAL.

Durante las ocho semanas de experimentacion el peso de los ratones fue
monitoreado. Con esto se obtiene el primer resultado del trabajo que
muestra que la suplementacién con biotina no modifico el peso de los
ratones con respecto al grupo control (tabla 2 y figura 8).

Ganancia de peso

o 250
n -e- Control
§200 A aea = Suplementado
'u -
©
T
g
& 1504
o
® 100~

I 1 1 |}

0 20 40 60

Dias

Figura 8. Curva de crecimiento de los animales de ambos grupos durante los 60
dias (8 semanas) de duracion del experimento, medido en porcentaje.

J.2 EFECTOS DE LA SUPLEMENTACION CON BIOTINA SOBRE EL
CONSUMO DE ALIMENTO.

En cuanto al consumo de alimento, no existié una diferencia significativa en
el consumo de alimento denominado control y el suplementado 56 veces
con biotina (tabla 2) Es importante mencionar que los animales no
presentaban cambios fisicos apreciables en ninguno de los grupos y
tampoco se veia afectada su motilidad.

Tabla 2. Promedios de peso y consumo de alimentos de ambos
grupos de animales estudiados
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Margarita
Texto escrito a máquina
J. RESULTADOS 


Peso promedio al final del Consumo promedio de

experimento (gramos): alimento (gramos):
Grupo control 20.0 £ 1.00 2.81+0.11
Grupo suplementado:  18.3 £ 0.97 245+ 0.11

J.3 EFECTOS DE LA SUPLEMENTACION CON BIOTINAEN LA
TOLERANCIAA LA GLUCOSA.

Después de 8 semanas de administracion de la dieta los ratones fueron
puestos en ayuno de 12 horas para ser sometidos a la administracion de
glucosa (6 mg/kg de peso) y se realizé una curva de tolerancia a la glucosa.
De acuerdo a una curva de tolerancia de glucosa se observé que una hora
después de haber inyectado una dosis alta de glucosa se obtuvo una
diferencia significativa en la respuesta sistémica, representada en la
glucosa sanguinea (figura 9), mientras que en los demas tiempos la glucosa
se proceso sin diferencias significativas

= -e- Control
% 800 = Suplementado
E 600
g 400+
& 200
o_
I 1 1 1 1
0 1 2 3 4
Tiempo (horas)
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Figura 9. Curva de tolerancia a la glucosa después de la induccion de 6 mg de
glucosa por kilogramo de peso. Cada punto de glucosa es un promedio de 5
ratones del grupo control y 4 del grupo suplementado. Se encuentra una
diferencia significativa (*) en la recuperacion después de 1 hora de aplicacion
de glucosa por via intraperitoneal

J.4 EFECTO DE LA S’UPLEMENTACION, CON BIOTINAEN LA
HISTOLOGIA DEL MUSCULO ESQUELETICO

Con la tincion de hematoxilina-eosina se pudo observar la organizacion
microscépica del musculo esquelético (figura 10), observando la posicion de
la fibra muscular, asi como la organizacién de sus nucleos, los cuales
tuvieron variaciones relevantes entre los grupos control y suplementado.
Como se muestra en el panel A de la figura 10, en el corte longitudinal del
musculo de los ratones control se observan los paquetes fibrilares en forma
de lineas paralelas cerradas, con espacio intersticial entre ellas libre, y los
nucleos organizados en la periferia de la fibra, con su forma candnica
aplanada. En el corte transversal (Figura 10-B) se observan los paquetes
tubulares de las fibras musculares, con una textura y forma homogénea
formando a su vez paquetes mayores, con sus nucleos a la periferia
(tefiidos en morado). En contraste el grupo que recibié la dieta
suplementada con biotina donde también se encuentran las miofibras
organizadas de forma paralela (Figura 10-C), es observable la pérdida de
esta organizacion en distintos puntos, apreciandose la formacién de una
sola fibra gruesa, asi como la aparicion de espacios y ondulaciones entre
ellas. Son observables también, los nucleos alejados de la posicion
canoénica a la periferia de la fibra. En el corte transversal (Figura 10-D) se
observan los espacios dentro de los paquetes fibrilares, los cuales pierden
su organizacién uniéndose entre ellos, asi mismo se encontraron nucleos
alejados considerablemente de la periferia de la fibra muscular (Figura 10-
D), estos nucleos presentaban una forma mas redondeada y el nUmero de
nucleolos candnico (1-2) no era observable (figura 11)
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A) Corte de I i femoral de B) Corte de md i femoral de
ratén alimentado con dieta control. Imagen ampliada ratén alimentado con dieta control. Imagen ampliada
60 veces 60 veces

N

Figura 10. Imagen microscopica del musculo esquelético con la tincion de
Hematoxilina-eosina del grupo control en corte longitudinal (A) y transversal (B). Y del
grupo suplementado en corte longitudinal (C) y transversal (D). Amplificacion 60X
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A) Ampliacién de los nucleos en un corte | de B) Ampliacion de los nucl en un corte | de
musculo esquelético de raton alimentado con dieta a de raton con dieta
control. Ampliacion 60X control. Ampliacién 60X

C) Ampliacién de los nicleos en un corte de D) de los nucl en un corte transversal de
masculo esquelético de ratén alimentado con dieta ascul léti de raton ali con dieta
suplementada. Ampliacion 60X suplementada. Ampliacion 60X

e

Figura 11. Imagen microscopica de los ndcleos de musculo esquelético con la tincion
de Hematoxilina-eosina del grupo control en corte longitudinal (A) y transversal (B). Y
del grupo suplementado en corte longitudinal (C) y transversal (D). Amplificacién 60X

J.5 EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON BIOTINA EN EL NUMERO
TOTAL DE NUCLEOS.

Se conté el nimero de nucleos presentes en las muestras de 20 ratones
control y 20 suplementados con biotina, se seleccionaron 5 laminillas de las
cuales se escogieron 10 campos microscopios ampliados a 60 aumentos..
Se realizaron los conteos tanto en ratones en ayuno como en los ratones a
los que se les administro la glucosa (6 mg/kg de peso) y se sacrificaron
una, dos y cuatro horas después de la inyecciéon ya que los estudios en
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nuestro laboratorio (no publicados) encontraron cambios en las proteinas
nucleares en respuesta a este tratamiento.
Al finalizar la suplementacién con biotina por 8 semanas, no se observaron

cambios significativos en el total de nucleos (Figura 12).
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Figura 12. Conteo de nucleos totales. Se representa como el nimero de nucleos
por area ( ym”*2 ) que existen en el grupo control con respecto al grupo
suplementado en un campo de observacién. Los datos se presentan con media +
error estandar. Se consideraron 40 campos de observacion por grupo.

J.6 EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON BIOTINA EN EL NUMERO
DE NUCLEOS REACTIVOS

Con base en la observaciéon del desplazamiento de los nucleos hacia la
periferia, ademas de la modificacion de la forma, se analiz6 la cantidad de
nucleos denominados “reactivos” (aquellos nicleos que se encontraban
mas alejados de la periferia de la fibra, alrededor de 10% de separacion de
ella; mayor nimero de nucléolos considerando que el nucleo usualmente
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posee 1 0 2 y que su forma sea redondeada diferente a la morfologia
regular del nucleo de la fibra muscular (la cual es alargada y aplanada)
dentro de la fibra muscular, de acuerdo a los criterios presentados
anteriormente. Los resultados revelaron que el porcentaje de nucleos
reactivos es significativamente mayor en el grupo suplementado que en el
grupo control (Figura 13) y que este efecto se observa tanto en ayuno como

después de la administracion de glucosa.
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Figura 13. Porcentaje de nucleos reactivos. Se presenta el porcentaje de nucleos
reactivos por area (um”2) , en un campo de observacién. Los datos se presentan
con media + error estandar. Se consideraron 40 campos de observacion por
grupo. ** P <0.05; *** P < 0.005; **** P < 0.0001

J.7 EFECTO DE LA’SUPLEI\/IENTACION CON BIOTINA EN EL DIAMETRO
MAYOR DE LOS NUCLEOS

Mediante la herramienta computacional Image J, fueron seleccionadas las
areas y los ejes de cada nucleo dentro de un campo de observacion. La
suplementacion con biotina en animales que fueron sometidos a una dosis

exacerbada de la misma produjo una diferencia en el didmetro mayor del
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nucleo de la fibra muscular después de 1 y 4 horas, mientras que en ayuno
y 2 horas después de la inyeccién no hubo diferencia estadistica frente al

grupo control (Figura 14).
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Figura 14. Tamafo del diametro mayor del nucleo. Se representa como el tamafio del
nucleo en micrémetros (um) que existen en el grupo control con respecto al grupo
suplementado. Los datos se presentan como media + error estandar. Se considerd la
observacion de 647 nucleos en el grupo control y 547 nucleos en el grupo
suplementado. ** P < 0.05; *** P < 0.005; **** P < 0.0001

J.8 EFECTO DE LA’SUPLEI\/IENTACION CON BIOTINA EN EL DIAMETRO
MENOR DE LOS NUCLEOS.

Asi mismo, fueron seleccionados con el programa Image J los diametros
menores de los nucleos dentro de cada campo de observacion,
considerando 10 campos por cada individuo de estudio. El diametro menor
de los nucleos de la fibra muscular no mostré6 una diferencia

estadisticamente significativa en las muestras suplementadas (Figura 15) lo

42



que indica que el nucleo adquiere una forma eliptica incrementando el largo

del organelo.
Didmetro menor del nicleo antes de la inyeccion de Didmetro menor del nicleo
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Figura 15. Tamafio del didmetro menor del nicleo. Se representa como el tamafio del
nucleo en micrémetros (um) que existen en el grupo control con respecto al grupo
suplementado. Los datos se presentan con promedio * error estandar. Se consider6
la observacion de 647 nucleos en el grupo control y 547 nucleos en el grupo
suplementado. ** P < 0.05; *** P < 0.005; **** P < 0.0001

J.9 EFECTO DE LA SUPLEMENTACION CON BIOTINA EN LA FORMA
ELIPTICA DEL NUCLEO.

Se tomaron las consideraciones matematicas de la medicién de la forma
eliptica del nucleo. Para tomar estas mediciones se considerd la
excentricidad de la elipse. En geometria se considera a la excentricidad
como un parametro que determina la desviaciéon de una seccidn conica con
respecto a una circunferencia, es decir el grado de “aplanamiento” de un
circulo. La excentricidad de una elipse es mayor que cero y menor que 1

(0O<e < 1). Se observé que existen diferencias significativas entre las
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muestras suplementadas con biotina y que después de una dosis
exacerbada de glucosa, fueron extraidas (1 y 4 horas después de la
inyeccion intraperitoneal) (Figura 16)

Excentricidad del nicleo Excentricidad del nicleo
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Figura 16. Medicion de la excentricidad del nucleo. Se explica como la relacion entre
los ejes, mientras mas cercano a 1 el nucleo serd mas eliptico. Los datos se
presentan con promedio + error estandar. Se considerd la observacion de 647
nucleos en el grupo control y 547 nucleos en el grupo suplementado. ** P < 0.05; ***
P <0.005; **** P < 0.0001

K. DISCUSION

Los resultados de este trabajo apoyan investigaciones previas que sefalan
que la concentracion farmacolégica de la vitamina biotina, modifica la
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morfologia tisular (Lazo-de-la Vega 2013, Riveron-Negrete 2016, Aldamash
2016, Aldamash 2015). En el musculo existen diferencias sustanciales entre
el cuadriceps femoral de los ratones control y los ratones suplementados.
Se aprecian fibras modificadas (Figura 10) en el grupo suplementado
(Figura 10-C) se observa como las fibras musculares van perdiendo su
uniformidad en comparacién con las fibras control (Figura 10-A). El mdsculo
esquelético se caracteriza por poseer fibras elongadas de diametro largo y
forma uniforme (Bocca Vieira de Rezende Pinto et al. 2015), estas
caracteristicas pueden ser vistas tanto en el corte longitundinal (Figura 10-
A) como en el corte histolégico transversal (Figura 10-B) en donde se
puede apreciar como las fibras tienen un diametro similar y coloracion
uniforme, lo que indica una conservacion de las propiedades del tejido, asi
mismo se pueden distinguir las separaciones, sin coloracion, definidas entre
cada fibra muscular.

Esta organizacion responde a la jerarquia de fasciculos de mdusculo
esquelético los cuales estan unidos por tejido conectivo delgado (perimisio)
y forman de esta manera el volumen homogéneo del musculo el cual, por
su parte, esta rodeado del episimio, un tejido conectivo rico en colageno. En
el grupo suplementado con biotina (Figura 10-C y 10-D) podemos observar
la perdida de esta homogeneidad muscular pues se presentan dafios tipo
“rasgadura” en la fibra muscular. Ademas, en el grupo suplementado en
corte longitudinal (Figura 10-C) se puede apreciar la perdida de la
separacion entre cada fibra, ya no es apreciable el espacio dejado por el
tejido conectivo, el cual se observa perfectamente en el grupo control
(Figura 10-A).

Es importante mencionar que esta observacion se hizo en todos los ratones
pertenecientes al grupo suplementado (n=20) y el dafo aparecié de manera
independiente a la induccién con glucosa y no se encontré en el grupo
control. Dado que ambos grupos fueron tratados al mismo tiempo y en
forma igual durante el procedimiento de corte histolégico y tincién con
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hematoxilina-eosina, se descarté que las “rasgaduras” fueran un producto
de la técnica. También es necesario sefialar que de manera macroscépica
no hubo cambios en la motilidad de los animales. De igual manera es
importante mencionar que se seleccion6é el musculo cuadriceps femoral
debido a que para los estudios histologicos es necesario obtener un tejido
que sea abundante en el modelo trabajado (ratén comun: mus musculus) y
posea ambos tipos de fibras, caracteristicas que cumple este musculo en
especifico.

Diversos estudios reflejan cambios similares en las fibras relacionados con
atrofias de tipo miopaticas, en sus estados iniciales (Shin et al. 2017, Shin
et al. 2014). Las miopatias reflejan a las patologias musculares adquiridas o
genéticas que se manifiestan en un espectro clinico muy amplio
dependiendo de la edad del individuo, el cuadro clinico, las bases
moleculares y genéticas del padecimiento y el tipo de fibra muscular que se
asocia a la disfuncion. Las miopatias pueden presentarse de manera
espontdnea debido a alguna mutacién genética, generalmente congénita,
como mialgias inducidas por el ejercicio o en forma de debilidad muscular,
la cual también puede ser aislada o inducida por factores especificos
(medicamentosos o ambientales), fatiga e incluso como atrofia muscular
(Bocca Vieira de Rezende Pinto et al. 2015) como primeros sintomas. Sin
embargo, como se mencioné anteriormente, de manera macroscopica no
se observé ningun sintoma correspondiente a una miopatia en los ratos,
que ademas eran aparentemente sanos y presentaban la misma tasa tanto
de crecimiento como de consumo de alimento entre los grupos control y
suplementado.

Una de las modificaciones mas importantes observadas fue el cambio en la
localizacion de los nucleos ademas, se encontré una diferencia significativa
en la presencia de nucleos reactivos, es decir aquellos que presentaban los

tres criterios de exclusién que se definieron al inicio del experimento:
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posicion alejada mas del 10% del limite de la fibra muscular, forma
redondeada y un mayor numero de nucléolos (entre tres y cuatro); lo que se
podia definir como aquellos nucleos diferentes a la posicion y forma
canoénica. Esto puede ser observado en las amplificaciones de los nucleos
(Figura 11), en donde se aprecia la organizacién de los nucleos en la fibra
del grupo control tanto en un corte longitudinal (Figura 11-A) como en un
corte transversal (Figura 11-B) estos nucleos que se denominaron como
canonicos o “no reactivos” poseen la forma histolégica comun del nucleo la
cual es la de una célula eliptica en posicion subsarcolémica (Bocca Vieira
de Rezende Pinto et al. 2015), ademas de uno o dos nucléolos y la posicion
sobre la periferia de la firma. Por su parte, en el grupo suplementado se
encontré que los nucleos no cumplian con estés caracteristicas (Figura 11-
C y Figura 11-D). El porcentaje de estos nucleo fue cuantificado (Figura 13),
obteniendo un aumento significativo de los mismos en el grupo
suplementado, sin cambios en el niumero total de nucleos (Figura 12) lo que
sugiere que no hubo un dafo que orillara al nacleo a apoptosis, pero si
modificaciones que produjeron un cambio en su localizacion. Esto indica un
cambio en las proteinas estructurales que participan en el desplazamiento
de los nucleos. Se sabe que este mecanismo es mediado por proteinas de
citoesqueleto tales como actina, tubulina, desmina, dinamina y miosina,
(Fongy et al. 2018) por lo que en estudios futuros se analizara la sintesis de
las mismas y la capacidad de polimerizacion. Es importante sefalar qué se
ha estudiado ampliamente la posicién central del nicleo en mutaciones
causantes de miopatias y en eventos atréficos y regenerativos, dados por
sobrecarga, degeneracion o neuropatias (Bouché et al. 2018, Fongy et al.
2018, Swery & Pettersson, 2016. Schiaffino et al. 2013.) Sin embargo,
nunca se ha reportado la posicion central del ndcleo debido a una sustancia

y en particular a una vitamina.

También se observaron cambios en la arquitectura nuclear viendo una

elongacion, la cual ocurre a lo largo y no a lo ancho del nucleo. (Figura 14 y
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Figura 16). La elongacion de los nucleos esta dado por la familia de las
laminas nucleares, asi como los polipéptidos asociados a ella (Khajda S, et
al. 2014, Shin et al. 2014). En estudios no publicados del laboratorio se
encontré que la administracion de la misma dosis exacerbada de glucosa
modifica la abundancia de la proteina Lamina B en el nucleo del hepatocito.
La lamina tiene una participacion importante en la modificacion de la
arquitectura nuclear y este trabajo reveld que la elongacion de los nucleos
es significativamente relevante después de la administracion de glucosa y
no en el estado basal. Se ha estudiado que existen modificaciones en el
musculo esquelético, acorde a su participacion con la homeostasis de la
glucosa, después de ingestas de dosis altas en glucosa o de dietas altas en
carbohidratos y acidos grasos, pero no se ha reportado que estas
modificaciones puedan ocurrir en el nucleo de la fibra muscular. Es
interesante agregar que las modificaciones en tamafio y forma del nudcleo al
ser inducida la dosis alta de glucosa, solo fueron vistas en individuos que
pertenecian al grupo control. Se realizé una prueba estadistica de ANOVA
de dos vias para comparar tanto entre horas como entre grupos control y
suplementado y solo se encontraron cambios significativos en los grupos
llamados 1 hora suplementado y 4 horas suplementado. Es decir que la
modificacion de la forma y tamafo de los nucleos estuvo mediada no solo
por la induccion de glucosa, sino también por la suplementacién con biotina

durante 8 semanas.

La homeostasis del musculo esquelético es un equilibrio muy delicado entre
la sintesis y la degradacién de proteinas, se han estudiado diversos blancos
y vias que se encargan de su regulacién y se encuentran modificados en
patologias relacionadas con la aparicién de los nucleos centrales. Esto es,
sin embargo, caracterizado por la perdida de la masa muscular y el
desarreglo de la fibra canénica (Carraro et al. 2015, Judson et al. 2013,
Liang et al. 2009, Zhao et al. 2006) Debido a que no hemos encontrado aun

perdida de la masa muscular, se podria inferir que se trata de una etapa
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temprana de degeneracion no asociada a mutaciones. Sin embargo, seria
interesante analizar las vias moleculares de la homeostasis de la fibra
muscular en la suplementacion con biotina.

Es importante sefialar que la biotina es una vitamina que se vende
libremente en sus dosis farmacolégicas. Es facil encontrarla en tiendas
especializadas de suplementos alimenticios, supermercados y farmacias.
La administracion de esta vitamina se considera inocua para humanos y
roedores. Los animales que fueron estudiados para esta serie de
experimentos no presentaban cambios fisicos aparentes, es decir: su
pelaje, peso, comportamiento y motilidad eran las mismas que en el grupo
no suplementado, (Figura 9 y Tabla 2) ademas de que en las pruebas
clasicas de toxicidad muscular (articulo en proceso) no se muestra algun
dafio por la presencia de la vitamina, correspondiente con los datos
publicados en higado (Riveron-Negrete et al 2016). Sin embargo, nuestros
resultados histologicos son comparativos con las patologias publicadas de
miopatias centro nucleares. Por lo que este trabajo levanta sefales de
alerta sobre la suplementacion sin control con biotina.

En diversos estudios realizados sobre la morfologia de tejidos en respuesta
a una suplementacion de dosis farmacolégica de biotina del orden de
miligramos se han encontrado modificaciones histoldgicas de relevancia.
Correspondiente con nuestros resultados mostrados en nucleo del masculo
esquelético, estudios previos en hepatocitos reportaron un aumento en el
porcentaje de nucleos con nucleomegalia (33%) y de células binucleadas
(66%), mientras que en ese tejido son resultado de la poliploidia propia del
tejido, en el tejido muscular no ocurre este proceso. En el musculo
esquelético en los procesos de multinucleacién intervienen las células
satélite, mioblastos maduros en estado quiescente que se encuentran en la
periferia de la célula y se introducen a la misma después de un dafo
reparable para regenerar la fibra muscular (Braun & Gautel, 2011) por ello
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se podria considerar también que después de la suplementacion con biotina
el cambio histoldgico de la fibra muscular esté dado por la accion de las
células satélite sobre la misma. En estudios realizados recientemente sobre
el efecto de la suplementacion con biotina en un tejido altamente
proliferativo como lo es el testiculo y el espermatozoide se encontraron
cambios morfolégicos en el numero de tubulos seminiferos con lumen no-
invisible, espacios intratubulares y aumento de células de Leydig. Se
encontré también modificacion en el epitelio y la aparicion de tabulos
seminiferos elongados (Pastén-Hidalgo et al. 2019) , esto es importante de
sefalar pues se trata al igual del masculo de un tejido que es altamente
sensible y cuyos cambios histolégicos repercuten directamente en la
funcién, lo cual indica que es apremiante realizar mas estudios sobre el

efecto de la vitamina en el musculo esquelético.

En conclusién los estudios presentados en el presente proyecto muestran la
necesidad de ampliar los estudios morfologicos y toxicoldgicos sobre esta
vitamina, haciendo estudios diversos como enfrentar a los ratones
suplementados con biotina a un reto de ejercicio o observar el desarrollo

muscular en el envejecimiento.
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L. CONCLUSIONES

La suplementaciéon con biotina durante 8 semanas posteriores al destete
modificé la estructura general del musculo esquelético, provocando una
desorganizacion en la forma candnica de la fibra muscular que no
condiciona la motilidad del animal.

La suplementacion con biotina durante 8 semanas posteriores al destete
modifica la localizacién de sus nucleos pero no el nimero total de los
mismos, asi como la arquitectura nuclear (dentro de la curva de glucosa en

tiempos posteriores al ayuno).

Se corroboré que la suplementacion con biotina durante 8 semanas
modifica la tolerancia a la glucosa a través de la prueba de tolerancia a la
glucosa.

En resumen, esta suplementacion produjo modificaciones histoldgicas en el
musculo esquelético, el cual es participante activo de la homeostasis de la
glucosa, ademas de ser un tejido vital para la motilidad y el metabolismo de
los animales. Estos resultados ponen en alerta el uso descontrolado de esta
vitamina como suplemento alimenticio. Por lo anterior se confirma la
hipétesis propuesta al inicio de este proyecto.
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M. PERSPECTIVAS

Se necesitaran mas estudios enfocados en conocer los mecanismos por los
cuales la suplementacion con biotina durante 8 semanas posteriores al
destete ocasiona el cambio en la posicién de los nucleos de la fibra
muscular, para ello se deberia considerar el estudio de las proteinas
estructurales que contribuyen a su movimiento y al mantenimiento de su
posicion, asi como de las proteinas nucleares que son vitales para este
proceso.

Ademas, seria interesante la realizacion de estudios de proteinas nucleares
después del ayuno para conocer los mecanismos por los cuales ocurre la
elongacion nuclear del musculo esquelético, ya que tanto su forma como
posiciéon son importantes para su correcta funciéon y coordinaciéon con el
sistema nervioso.
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