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RESUMEN

La biotina, también conocida como vitamina B7 o H, es una vitamina hidrosoluble
perteneciente al complejo B cuya ingesta diaria recomendada para adultos es de
30 ug. En concentraciones fisioldgicas, la biotina actua como grupo prostético de
enzimas carboxilasas, las cuales juegan un papel importante en la sintesis y
oxidacion de los acidos grasos, la gluconeogénesis y el metabolismo de
aminoacidos. De manera independiente a su funcion clasica, se ha reportado que,
en dosis en un rango de 30 a 650 veces sus requerimientos diarios, la biotina
modifica la expresion de genes participantes en procesos bioldégicos como el
metabolismo de triglicéridos y carbohidratos.

Estudios recientes del grupo de trabajo demuestran que una dieta suplementada
con biotina 56 veces el contenido de la dieta control modifican la organizacion
celular de diferentes tejidos, estos efectos se han observado en el islote
pancreatico, el higado y en la linea celular adipocitica 3T3-L1 (Lazo de la Vega-
Monroy et al., 2013; Moreno-Méndez et al., 2019). Adicionalmente, estudios de
morfologia en modelo de ratén de la cepa Balb/C muestran la modificacién en la
organizacion celular especifica del musculo esquelético en respuesta a la
suplementacién con biotina, particularmente en la posicién del nucleo de la fibra
muscular y en el disco Z, por lo que resulta interesante estudiar los genes
participantes en la manutencion de la posicidn, estructura y forma del nucleo
dentro de la fibra muscular asi como la expresion de transcritos de proteinas
componentes de la banda Z .

En este proyecto se propuso analizar, en el modelo experimental de ratén
previamente mencionado, los efectos de la biotina sobre la expresion de genes
participantes en el sistema de andamiaje que regulan la posicidén, estructura y
forma del nucleo dentro de la fibra muscular, encontrando una desregulacién de
los genes relacionados a este sistema. Obteniendo que la suplementacién con
biotina por ocho semanas modifica algunos de los mensajeros mas importantes

para la organizacion jerarquica del musculo esquelético, lo cual puede ocasionar



las alteraciones morfolégicas que fueron vistas en otros estudios del laboratorio

del mismo tejido.
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INTRODUCCION

B.1 SISTEMA MUSCULAR.

El conjunto de estructuras que incluyen los miocitos, neuronas y otros
componentes de tejido nervioso; vasos sanguineos, matriz extracelular y el tejido
conectivo, unido en redes organizadas de forma jerarquica, en los animales, se
denomina como sistema muscular (Frontera & Ochala, 2015). Este sistema provee
al cuerpo la capacidad de locomocién; participa en la homeostasis de la glucosa y
de los lipidos, asi como en muchas otras funciones del organismo. Este tejido
tiene capacidad de regeneracion después de una lesion o un periodo de trabajo
intenso; ademas de producir los movimientos involuntarios que llevan a cabo los

procesos de respiracion y oxigenacion sanguinea.

El sistema muscular comprende tres tipos de tejido: musculo cardiaco, presente
en el miocardio; musculo liso, el cual que se encuentra en 6rganos internos y
musculo esquelético o estriado que da sostén al cuerpo, inervado totalmente por el
sistema nervioso somatico. En los seres humanos el musculo esquelético esta
compuesto de aproximadamente 600 musculos y representa entre 40 y 50% del

peso corporal (Huard et al., 2002).

B.1.1 Musculo esquelético.

El musculo esquelético tiene un origen comun en todos los vertebrados. En los
mamiferos, el musculo esquelético esta compuesto por fibras de alta variabilidad
de fenotipos morfolégicos, bioquimicos, mecanicos y metabdlicos (Mathes et al,
2019). Las células musculares son peculiares al ser las mas largas del cuerpo. En
roedores, tienen un volumen promedio de 5 nanolitros (Gundersen, 2016). Estas
células también tienen multiples nucleos constituyendo asi uno de los pocos
sincicios en el cuerpo de los mamiferos. Este tejido contiene entre 50-75% de las

proteinas totales del cuerpo y el balance entre la sintesis de proteinas y su
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degradacion determina la masa muscular (Hinkle et al, 2018). El procesamiento
del RNA de las proteinas del musculo esquelético contribuye al desarrollo del

tejido por lo que su disfuncion puede llevar a distrofias musculares.

B.1.2 Anatomia del musculo esquelético.

La fibra muscular se compone de células multinucleadas que se organizan en
paquetes de tejido en forma jerarquica de mayor a menor tamafio, 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
comienza a definirse con una capa delgada de tejido conectivo denominada
epimisio que recubre todo el tejido. Bajo el epimisio se encuentran paquetes
compuestos de entre 10 y 100 fibras musculares llamados fasciculos y que a su
vez estan rodeados por otra capa de tejido conectivo llamada perimisio, cada fibra
individual es, adicionalmente, dividida y separada por una capa del mismo tejido
llamada endomisio (Figura 1). La membrana plasmatica que rodea a cada fibra
muscular se conoce como sarcolema; el fluido que queda encerrado dentro de la
fibra y el sarcolema, el citoplasma, se denomina sarcoplasma. (Haun et al. 2019)
En éste se encuentran también las mitocondrias o sarcosomas, el citoesqueleto y
el nucleo celular que tiene la caracteristica de ser alargado y aplanado, de
alrededor de 10 ym de largo (Figura 1). Otra parte esencial de la formacion de
este tejido son las triadas musculares, que estan formadas por la juxtaposicion del
tubulo transverso (Tubulo T) con una cisterna terminal en el reticulo sarcoplasmico

(endoplasmico) en el otro lado (Torgan & Daniels, 2006).

El ensamblaje de la fibra muscular tiene un orden caracteristico: los miofilamentos
forman sarcomeros, la unidad contractil basica del musculo esquelético (Frontera
& Ochala 2015), los cuales estan unidos mediante numerosos ensambles de
citoesqueleto. Cada sarcémero esta unido a otros a través del sarcolema; la
membrana plasmatica, que se encuentra rodeando la miofibra por otro ensamble
citoesquelético llamado costamera, que une al sarcomero y el sarcolema a traves

estructuras denominadas como disco Z y banda M. La fuerza de la contraccion
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muscular ocurre cuando las cabezas proteicas de la miosina se unen a los
filamentos de actina y el disco Z empuja a la banda M. Si esta armazén jerarquica
se desorganiza ocasionara problemas en el funcionamiento del tejido. Una de las
principales proteinas en el disco Z es la a-actinina que sirve como punto de unién
para los filamentos de actina, teniendo una organizacién antiparalela y de
homodimeros dentro del disco (Frontera & Ochala, 2015). Ademas de la a-actinina
hay varias proteinas estructurales que se localizan en el disco Z como actina,

titina, nebulina, oscurina y y-filamina.

La banda o disco Z es una de las formaciones proteicas del musculo esquelético
mas importantes, pues se encarga de anclar al ndcleo a su posicion en la periferia
celular ademas de ser un nodo de sefalizacion en el sarcomero. Dos sarcémeros
paralelos tienen sus discos Z alineados y estan unidas por el filamento intermedio;
desmina, mientras que las costameras proveen la union entre el disco Z periférico
y el sarcolema (Blaauw et al. 2013). La posicion de las proteinas del disco Z es
optima para detectar el cambio de carga aunado a numerosas proteinas de
sefnalizacion, haciendo de él uno de los iniciadores cascadas de sefializaciéon para

la plasticidad muscular (figura 1).
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Filamentos de actina

Musculo
\ Filamentos de miosina
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Figura 1. Estructura del muasculo esquelético Modificado de: https://www.researchgate.net/figure/Skeletal-muscle-

Las fibras musculares son heterogéneas y cada una tiene la capacidad de
responder diferencialmente dependiendo a sus diversas capacidades fisiologicas,
siendo las mas prominentes el metabolismo y la respuesta contractil. Con base en
estos aspectos se pueden identificar tres tipos de fibras: Tipo |, son lentas y
resistentes a la fatiga y un mecanismo aerdébico muy activo; Tipo IlA, las cuales
son rapidas y facilmente fatigables y un metabolismo predominantemente
glucolitico; y las Tipo IIXB rapidas e intermediarias que combinan una alto indice
metabdlico con resistencia a la fatiga (Blaauw et al. 2013), como se muestra en la

figura 2.
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B.1.3 Nucleo Celular de la Fibra Muscular.

La célula muscular es multinucleada debido a la fusién de células con un unico
nucleo en el proceso de la miogénesis. En la fibra muscular estriada, los nucleos
celulares estan ubicados a la periferia (Manhart et al. 2018). En su mayoria, cada
nucleo de una fibra muscular controla los tipos de proteinas sintetizadas en esa
region especifica de la célula, conocida como dominios nucleares y tiene un
tamafo altamente regulado, que puede variar de acuerdo a la ubicacion y a la
funcién del musculo (Frontera & Ochala, 2015). Se sabe que de no hallarse en
esta posicion deriva en patologias que afectan la funcion del tejido (Blaauw et al.
2013).

Dentro de una seccion de 8 ym de musculo esquelético, pueden acomodarse
aproximadamente 1.7 nucleos maduros en ella, los cuales se distinguen al estar
rodeados por un anillo de distrofina. El incremento del numero de nucleos precede

al crecimiento radial de la fibra, por lo que se puede decir que el numero de
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mionucleos encontrados en una fibra es su numero maximo posible y solo se

agregaran nuevos a ella si aumenta de tamafio (Gundersen, 2016).

Se ha hipotetizado que la posiciéon de los nucleos esta organizada en funcién de
minimizar la distancia del espacio de transporte de proteinas (Chapman et al.
2014) En cuanto a la organizacion de los nucleos celulares dentro del sincicio, se
cree que cada nucleo coordina un cierto dominio (figura 3), se supone que el
numero de nucleos en una fibra muscular estara relacionado con el volumen del
musculo (Gundersen, 2016). Los nucleos se componen de cuerpos nucleares y
cromatina que se encuentra en su interior, rodeados por las envolturas nucleares.
Una proteina importante para mantener una correcta posicion y forma del nucleo
en la fibra muscular es la lamina nuclear (Lamina A/C) la cual provee soporte
estructural al nucleo, conectandolo con el citoesqueleto y haciéndola participe de
la regulacion transcripcional, la organizacién gendémica y la reparacién del dafio al
DNA (Earle et al, 2020) (Figura 4).

Axon de la Unién Neuromuscular

Axon terminal
Mitocondria

Nucleo

Miofibra

Figura 3. Coordinacion del nucleo y la union neuromuscular. Modificada de http:/biomhs.blogspot.com/
2012/07 lar-iunction-i
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La lamina nuclear contribuye a la estabilidad de esta envoltura, dando una
plataforma a las proteinas participantes en el anclaje de la cromatina, la
replicacion del DNA vy la transcripcion genética (Hall et al, 2011). La envoltura
nuclear divide y separa las funciones del citoplasma de las del nucleo. Se
compone de la membrana nuclear externa; la membrana nuclear interna y el
espacio perinuclear. La membrana nuclear interna une al nucleoplasma y se
sostiene por las laminas, las cuales son filamentos intermedios asociados con la

membrana nuclear a través de proteinas integrales (Puckelwartz et al., 2009).

b
ﬂwofibra Membrana basal ) B
Célula satélite
Complejo v
distroglicano
Sarcolema = =l oadr TR
D Nesprina-1/2
Nespri ol Microtubulos
° esprina-3
Nesprina-4
/\j F-actina
(
————ae T —— e —— .
' ' Desmina — —— —— ———
- e e

Figura 4. Proteinas que coordinan la posicion del nucleo. Modificado de Kirby, T. J., & Lammerding, J. (2018).
Emerging views of the nucleus as a cellular mechanosensor. Nature Cell Biology, 20(4), 373-381. https:/
doi.org/10.1038/s41556-018-0038-y
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La membrana nuclear externa es continua con el reticulo endoplasmico, mientras
que la membrana nuclear interna lo es con los poros nucleares. En la fibra
muscular madura, los nucleos se encuentran generalmente espaciados y
posicionados regularmente en la periferia justo debajo de la membrana
plasmatica. Sin embargo, se puede encontrar una aglomeracién de nucleos
reunidos debajo de la union neuromuscular que expresan mRNA especificos y
participan en la comunicacion sinaptica; mientras que otro se aglomeran junto a la

union tendomuscular (Cados et al, 2015).

Mediante el proceso de mecanotransduccién nuclear, los nucleos? actuan en
conjunto en vias independientes durante los distintos eventos celulares; también
funcionan como un mecanismo para distinguir entre las pequenas fuerzas que
afectan la superficie celular y aquellas fuerzas mayores que pueden deformar a
gran escala la célula (Kirby & Lammerding, 2018). La transmision de fuerza en el
nucleo ocurre a través de la envoltura nuclear por medio del complejo de union
entre el nucleoesqueleto y el citoesqueleto, donde destacan las proteinas tipo

KASH (nesprina-1 y nesprina-2).

B.1.4 Proteinas Estructurales.

El citoesqueleto es una red compleja de microfilamentos, microtubulos vy
filamentos intermedios que juegan un rol pivotal en detectar y transmitir los
estimulos tanto quimicos como mecanicos (Chatzifrangkesku et al. 2020). Este
provee una organizacion estructural y funcional que influencia las propiedades

mecanicas de la célula como la rigidez, la traccion y la adhesion celular (figura 5).
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COSTAMERA

Figura 5. Proteinas estructurales que regulan la organizacién de la fibra muscular.

Las miofibrillas son una red de docenas de proteinas que generan la fuerza
contractil para modular e integrar la transmision de energia mecanica en la célula
del musculo esquelético. Las unidades contractiles de la miofibrilla, los
sarcomeros, se distinguen por la distribucion estriada de sus proteinas, visibles en
microscopia de luz en tres bandas mayores: A, | y Z. Las bandas A se componen
por los filamentos gruesos de miosina y las proteinas que se unen a ella, ademas
de su parte media denominada “linea M”. La banda | es compuesta por los
filamentos delgados que se unen a actina. En el medio de la banda | encontramos
la banda Z llamada también linea Z o disco Z (Sanger & Sanger, 2008). En esta
banda se encuentran la mayor parte de las proteinas sarcoméricas, haciendo que

el disco Z funcione como un puente entre las unidades sarcoméricas, los
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filamentos de actina y titina. Por esto, el disco Z es critico para el desarrollo y la

diferenciacién de la miofibrilla, pero altamente sensible a ser dafiado.

Los filamentos intermedios se introducen en el disco Z de la fibra muscular
formando una red que conecta las miofibrillas a las proteinas de la membrana
citoplasmatica; también actua como un andamio tridimensional que ancla y
estructura los organelos de la célula (Capetanaki, 2007). Este mismo sistema
proporciona estructura a la red mitocondrial y de nucleos en el miocito; en estos
ultimos se organiza la lamina nuclear. Uno de los filamentos intermedios mas
importantes en el musculo es la desmina, que mantiene la posicion del nucleo en
conjunto con otras proteinas como nesprina, dineina, dinamina, cinesina,
especificamente la cadena ligera de cinesina-1; y factores de transcripcion como
Akap450 (proteina centrosomal 450) y Map7 (Proteina asociada a microtubulos 7)
(Ver figura 5) (Roman & Gomes, 2018).

Entre las proteinas que conforman la red que mantiene integra la dinamica del

sarcomero con el resto de las estructuras en el musculo esquelético, se

encuentran las siguientes:
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Costamera Connective tissue or other myofibres
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Figura 6. Definicion del sarcémero. Modificada de Kritikou, E. Building muscle. Nat Rev Mol Cell Biol 9, 586
(2008). https://doi.org/10.1038/nrm2463.

Vinculina. La vinculina, una de las proteinas que conforman las costameras, se
expresa en todos los tipos de musculo. Su funcién es la de unir a la a-actinina con
la talina, que es una proteina dimérica de cabeza globular con dominio FERM.
Este domino es especifico de proteinas citoesqueléticas que sirven de puntos de
union para otras proteinas o fosfolipidos codificada por el gen de Talina (tnl1), en
musculo esquelético, que se une a la vinculina y a las integrinas, conectando

indirectamente al sarcoémero con estas.

Integrinas. La familia de las proteinas integrinas consiste en varias glicoproteinas
transmembranales que crean una union entre el citoesqueleto intracelular y la
matriz extracelular. Las integrinas se adhieren al citoesqueleto de la célula por
medio de las proteinas especificas tales como vinculina, talina y a-actinina, dentro

de la matriz extracelular con el propdsito de participar en la estabilizacion,
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supervivencia, migracién y proliferacion de la célula, ademas de ser el

mecanosensor de primera linea del musculo (Boppart & Mahmassani, 2019).

Distrofina-glicoproteina El segundo mayor componente de las costameras es el
complejo distrofina-glicoproteina que conecta al citoesqueleto intracelular con la
matriz extracelular del musculo estriado; es tan importante para la correcta funcién
del 6rgano que la perturbacion del mismo o de sus componentes pueden causar
distintas enfermedades o miopatias (Henderson et al. 2018). El integrante primario
de este complejo es la distrofina, que conecta al sarcolema con la matriz
extracelular e interactia con la actina, los microtubulos y los filamentos
intermedios haciendo una uniéon entre ambos lados de la célula. EI segundo
componente de este complejo son los sarcoglicanos, que pertenecen a una sola
familia de proteinas transmembranales (Figura 6). Existen otras proteinas
sarcomeéricas, las cuales integran el citoesqueleto con organelos como la

mitocondria y el nucleo (Goldmann, 2018).

Desmina. Esta proteina se expresa desde la miogénesis temprana y esta
organizada como una red en el sarcomero. La red de desmina se une a los discos-
Z y a las miofibrillas adyacentes; asi como a las? mitocondria y los? nucleos;
siendo indispensable para la estabilidad y la funcion celular. La desmina también
forma una unién con una serie de proteinas entre las que se incluyen vimentina;
nestina; paranemina, sincolina, sinemina y queratinas. La desmina funciona
primariamente como un filamento intermedio mayor en el musculo esquelético que
es responsable de unir fibras adyacentes entre si y con el citoplasma (Chapman et
al. 2014). Se ha reportado que estos filamentos son importantes contribuyentes
tanto de la contractibilidad, como del estrés de la célula; estabilizar los
microtubulos y filamentos de actina; ademas de servir como cables de retencion
que facilitan la transferencia de cargas mecanicas entre la superficie celular y el
nucleo (Goldmann, 2018). Por lo que, la desmina es el filamento intermedio
principal en musculo, localizado predominantemente en la unién neuromuscular, el
sarcolema y el disco z; es también importante para mantener las miofibrillas juntas

con el fin de conectarlas al sarcolema y al nucleo (Zhang et al. 2008). Esta
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proteina es reforzada y estabilizada al conectarse al sarcolema gracias a
sincoilina, aunque esta no es requerida para la organizacién del musculo estriado

o su localizacion correcta.

Sincoilina. Es un filamento intermedio con un peso de 64 KDa que se une y co-
localiza con desmina creando un enlace entre la red de esta proteina y la matriz
extracelular (Zhang et al. 2008). Se encuentra en el sarcolema; la unidn
neuromuscular; la unidon mio-tendodnica, el disco z sarcomérico y el espacio
perinuclear. Este filamento intermedio tiene una region terminal NH2 unica, que no
posee homadlogos con otras proteinas, ni tampoco la capacidad de formar homo o
heterodimeros con otros filamentos intermedios. La cola de sincoilina es
inusualmente corta, lo cual puede explicar en parte, la falta de habilidad de la
sincoilina para formar filamentos, ya que la cola es importante para su formacion
(Norwood, 2008). En el musculo esquelético, su expresion esta enriquecida en las
uniones neuromusculares y miotendonicas alrededor del nucleo; mientras que en
el interior de la fibra, se localiza en el disco, aunque estudios de fracciones sub-
celulares muestran que existe una porcion de forma soluble en el citoplasma
(Norwood, 2008).

Laminas nucleares. Las laminas nucleares son proteinas pertenecientes al grupo
de filamentos intermedios tipo V, que forman la membrana nuclear interna vy
funcionan como anclaje de otras proteinas, formando una red esencial para la
arquitectura nuclear. Estas proveen sitios de union para proteinas intra-nucleares
tales como emerina o nesprina-1y 2; e influencian la organizacion de la cromatina
y el metabolismo nuclear. Las laminas se agrupan en dos tipos: tipo A (lamina Ay
C) codificadas por el gen LMNA y laminas tipo B (B1 y B2) codificadas por los
genes LMNB1 y LMNB2 (Henderson et al. 2018). La lamina nuclear confiere
estabilidad al nucleo y juega un rol fundamental en las funciones nucleares de la
célula: participa en la localizacién y migracion celular; la organizacion cromatinica,

ademas de la replicacion y reparacion del DNA.
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Las laminas de tipo A (LMNA y LMNC) participan en la modulacién de la dinamica
y organizacion del citoesqueleto de actina, lo que las hace participantes
importantes en la mecanotransduccion celular; la transducciéon nuclear; el
desarrollo muscular y la plasticidad (Owens et al. 2021). A su vez, la lamina
nuclear de tipo A, también se ha descrito como un promotor de la rigidez celular
(Chatzifrangkesku et al. 2020).

Nesprina. La nesprina pertenece a la familia de proteinas transmembranales tipo
Il con repeticiones de espectrina expresadas extendidamente y conocidas como
dominio KASH, las cuales se anclan a los filamentos de actina, filamentos
intermedios y los microtubulos del citoesqueleto. Esta familia de proteinas se
encargan de unir al nucleo con diferentes elementos del citoesqueleto, siendo esta
conexion su principal funcidon dentro del gran espectro de proteinas del musculo

esquelético (Zhang et al, 2007).

Complejo troponina-tropomiosina. El complejo troponina-tropomiosina esta
formado por proteinas regulatorias de filamento delgado, diferenciandose en
diferentes fibras por cada subunidad (troponina C, troponina |, troponina T y
tropomiosina). Estas proteinas son expresadas en isoformas especificas tanto en
las fibras lentas como rapidas (Blaauw et al. 2013). La diversidad de proteinas
regulatorias en el complejo troponina-tropomiosina es el mayor determinante de la
respuesta del sistema miofibrilar a las variaciones citosoélicas de calcio; haciendo
que respondan de maneras distintas y creando los tipos de fibras musculares

especificas.

a-actininas.Las a-actininas son una familia de cuatro proteinas de anclaje de
actina (dos isoformas musculares y dos no musculares) que comparten una
enorme secuencia, ademas de los dominios funcionales similares (Lek & North,
2010). Las isoformas ACTN2 y ACTN3 de estas proteinas fueron originalmente
descritas como componentes estructurales del aparato contractii. ACTNZ2 se
expresa en todas las fibras musculares mientras que ACTN3 solo se expresa en

fibras rapidas glucoliticas, este segundo gen es uno de los dos unicos genes en
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humano que tiene una seleccion positiva para una mutacion nula. Las a-actininas
sarcoméricas (2 y 3) son notables entre las proteinas estructurales por su
habilidad de interactuar con un rango diverso de proteinas estructuales,
membranosas, metabdlicas y de senalizacion (Lek & North, 2010). Estas proteinas
se unen al calcio y a fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato (PIP2); aunque no funcionan
como sensores son andamios de estos y participan activamente en la
reorganizacion del citoesqueleto de actina.

Sintesis de

proteinas por
mionucleo

Numero de
mionucleos

Sintesis de

proteinas Proteolisis

Tamano de
la fibra

Figura 7. Regulacion del tamafio de la fibra. Modificado de: Gundersen, K. (2016). Muscle memory and a new
cellular model for muscle atrophy and hypertrophy. Journal of Experimental Biology, 219(2), 235—-242. https://
doi.org/10.1242/jeb.124495

B.1.5 Regeneracion de la fibra muscular.

Las fibras musculares poseen también un grupo de células troncales llamadas
células satélite que se localizan entre el sarcolema y la lamina basal y contribuyen
al crecimiento muscular, la reparacion y la regeneraciéon cuando son activadas por
factores miogénicos (Frontera & Ochala, 2015). Los cambios en el tamafo de la

fibra estan asociados con la variacion en el numero de mionucleos.

Las células satélite musculares son células mononucleares miogénicas no

diferenciadas que se encuentran en el musculo incluyendo el huso neuromuscular.
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Se trata de una poblacion distinta de las células miogénicas embrionarias y
fetales. Después de una lesion muscular, durante el crecimiento post-natal y en
respuesta a cambios hipertréficos, las células satélite son activadas mediante vias
altamente orquestadas que regulan su proliferacion, polaridad y diferenciacion
(Owens et al. 2021).

Durante el proceso de regeneracion muscular, las células satélite primero se
encuentran en su estado quiescente normal y luego comienzan a proliferar.
Después de varios ciclos de proliferacion, la mayoria de las células se difereniian y
fusionan para formar una nueva fibra o reparar la danada. La activaciéon de las
células satélite no esta restringida al sitio de dafio, ya que las sefales que se
emiten son capaces de activar las células satélite a lo largo de la fibra y promover
su migracion al sitio de regeneracion. A continuacion, las células satélites
quiescentes son resguardadas debajo de la lamina para las rondas de
regeneracion subsecuentes. El proceso de activacion de células satélite y
diferenciaciéon en la regeneracion del musculo esquelético es una reminiscencia

del desarrollo muscular embrionario (Chargé & Rudnicki, 2004).
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Figura 8. Memoria muscular. Modificado de: Gundersen, K. (2016). Muscle memory and a new cellular model
for muscle atrophy and hypertrophy. Journal of Experimental Biology, 219(2), 235-242. https://doi.org/
10.1242/jeb.124495

De acuerdo con el paradigma actual, el nucleo muscular obedece a cierto dominio
citoplasmatico. Para preservar el tamafo de este domino, se cree que los nucleos
nuevos, provenientes de las células satélite son insertados para fusionarse con
fibras anteriores durante la hipertrofia; ocurriendo un proceso inverso en la atrofia

muscular (Gundersen K & Bruusgaard J.C., 2008).

B.1.6 Metabolismo del Musculo Esquelético.

El musculo esquelético convierte la energia quimica en energia mecanica para
generar fuerza, mantener la postura y producir movimientos. Desde una
perspectiva metabdlica, el rol del musculo esquelético incluye una contribucion al
metabolismo basal de energia, sirviendo como almacén para sustratos

importantes como aminoacidos y carbohidratos, asi como la producciéon de calor
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para mantener la temperatura corporal (Frontera & Ochala, 2015; Seaborne &
Sharples, 2020).

El tipo de fibra muscular también determina la funcién metabdlica de las mismas.
Las fibras de tipo | o lentas, contienen una gran cantidad de mioglobina, rodeadas
de una enorme red de capilares. En su interior se encuentra una mayor cantidad
mitocondrias, las cuales se encargan de oxidar carbohidratos y lipidos para la
obtencidon de energia. La oxidacién mitocondrial predominante en estas fibras
permite que realicen tareas sostenidas, pero no de una intensidad alta. Por su
parte, las fibras tipo Il o rapidas tienen un metabolismo anaerobio en donde
predomina la produccién de lactato; al tener un numero mas reducido de
mitocondrias, el glucogeno muscular es catabolizado a piruvato; lo que hace que
la fibra produzca contracciones rapidas por lo que consumen sus sustratos

metabdlicos a la misma velocidad.

El musculo esquelético es de contraccién voluntaria, a diferencia del musculo liso
o el cardiaco, por lo que requiere una gran cantidad de energia en forma de ATP,
derivado de la obtencién de glucosa a través del transportador GLUT 4 y, mientras
que en las fibras tipo |, se obtiene la energia de la acumulacion y degradacion de
acidos grasos. Existen tres vias mayores de regeneracién de ATP y su distribucion

es marcadamente diferente en relacion con cada tipo de fibra (Blaauw et al. 2013).

O La via glucolitica permite la generacion del ATP a partir de la glucosa 6-fosfato
proveniente de la degradacién del glucégeno intracelular o de la fosforilacion de
la glucosa proveniente del transporte de glucosa trans-sarcolema. Esta via es
aproximadamente dos veces mas activa en las fibras rapidas a comparacion de
las lentas y se encuentra determinada por la producciéon de coenzimas NAD
reducidas, las que necesitan conversion de piruvato a lactato para la

regeneracion de NADH.
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O Las fibras lentas poseen una via de generaciéon de ATP oxidativa, mucho mas
efectiva, gracias a una mayor cantidad de mitocondrias. Esta via tiene la ventaja

de usar acidos grasos, ademas de glucosa, como fuente de acetil CoA.

B.1.7 Patologias del musculo esquelético.

Existen alrededor de 30 enfermedades genéticas que se consideran miembros de
las distrofias musculares o miopatias, cuyas caracteristicas clinicas incluyen
degeneracion muscular progresiva y debilidad muscular, siendo la mas comun la
enfermedad de Duchenne (Henderson et al. 2018). También hay un gran numero
de miopatias asociadas a la ldmina nuclear, conocidas como laminopatias. Las
disfrofias musculares congénitas asociadas a la lamina nuclear se manifiestan con
un genotipo muscular particularmente severo, donde el dafio muscular inicia en
etapas muy tempranas del desarrollo; acompafiadas de defectos nucleares
frecuentes y mecanosensores dispares (Owens et al. 2021) como la ruptura en la
envoltura nuclear, el dafno al DNA y progresiones en la cromatina se han
correlacionado con la severidad de las laminopatias musculares. En procesos
donde las mutaciones de LMNA son responsables por distrofias congénitas de
musculo, se pierde la habilidad de hipertrofia en respuesta a estimulos mecanicos
(Owens et al. 2021). musculo, se pierde la habilidad de hipertrofia en respuesta a

estimulos mecanicos (Owens et al. 2021).

Todas estas enfermedades tienen en comun la desorganizacion celular
presentandose de varias maneras, pero sobre todo con el movimiento de los
nucleos de la periferia al centro de la fibra muscular (Gilbreath et al. 2014).
Ademas, en la mayoria de ellas se han encontrado un gran numero de genes
implicados entre los que destacan Emerina (EMED), Lamina nuclear (LMNA),
Nesprina-1 y 2 (SYNE1, SYNEZ2); los cuales estan asociados con la envoltura

nuclear (Heller et al, 2019).
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BIOTINA.

B.2.1 Estructura Quimica.

La biotina es un compuesto organico heterobiciclico que consiste en 2-
oxohexahidro-1H-tieno [3,4-d] imidazol, con un sustituyente de acido valérico unico
al anillo tetrahidrotiofeno (figura 9). Esta vitamina como grupo prostético, como

coenzima, de las carboxilasas.

Figura 9. Estructura de la biotina. Tomada de: Beckett, D. (2018). Specificity and selectivity in post-
translational biotin addition. Biochemical Society Transactions, 46(6), 1577—1591. https://doi.org/10.1042/
BST20180425
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B.2.2 Funciones vy requerimientos de la biotina.

La biotina es una vitamina hidrosoluble, que se agrupa dentro complejo B. Los

mamiferos no tienen la capacidad de sintetizar la biotina por lo que los
requerimientos tienen que ser cubiertos por la dieta 0 como producto de la sintesis
bacteriana de la microflora del intestino, aunque este ultimo punto se encuentra en
controversia (Riveron-Negrete & Fernandez-Mejia, 2018; Mock, 2017; Guargener,
2011). En humanos, la ingesta diaria recomendada (IDR) para hombres y mujeres
adultos es de 30 pg. En estas concentraciones la biotina actua como grupo
prostético de enzimas carboxilasas.
Las carboxilasas se sintetizan como apocarboxilasas, que carecen de actividad
enzimatica y requieren unirse covalentemente a la biotina, a este proceso se le
conoce como biotinilacion, el cual es llevado a cabo por la holocarboxilasa
sintetasa (figura 10) (Vilches-Flores, A. & Fernandez-Mejia. 2005).
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Figura 10. Reaccién de biotinilacion de las carboxilasas. Tomada de: Beckett, D. (2018). Specificity and
selectivity in post-translational biotin addition. Biochemical Society Transactions, 46(6), 1577—1591. httQSZ//
doi.org/10.1042/BST20180425

B.2.3 Metabolismo de la Biotina.

La biotina se puede encontrar de manera libre como bioticina o en péptidos
biotinilados. Para su digestion se requiere que ésta se encuentre en su forma libre,
la cual se absorbe por los enterocitos de la porcion distal del duodeno y préxima la
cual se absorbe por los enterocitos de la porcion distal del duodeno y proxima del
yeyuno, de aqui pasa al torrente sanguineo. La entrada a las células se lleva a
cabo a través del transportador multivitaminico dependiente de sodio (SMVT), que
reconoce la porcion del acido valérico de la biotina. Este transportador es una
proteina transmembranal que funciona como importador neutro, introduciendo a la
biotina y el acido pantoténoico junto al sodio, a favor del gradiente de

concentracion.

La biotina es capaz de reciclarse mediante un proceso conocido como el ciclo de

la biotina, el cual comprende la degradacién proteolitica de holocarboxilasas que
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desemboca en la formacion de péptidos biotinilados, cuyo fragmento mas pequefo
es la biocitina (biotinil e-lisina). La biotinidasa libera biotina de la biocitina para
unirlos en nuevas holocarboxilasas, o bien puede catabolizarse formando otros

productos derivados y excretarse.

B.2.4 Biotinilaciéon de otras proteinas

En el grupo de trabajo de Zempleni (Xue et al.,, 2013) se estudiaron proteinas
susceptibles a ser biotiniladas bajo la accién de la Holocarboxilasa Sintetasa
(HCLS) y se encontraron al menos 108 proteinas que no corresponden a su
clasica biotinilacion de las carboxilasas, incluyendo miembros de la familia de
proteinas de choque térmico o proteinas de respuesta a estrés, especificamente la
proteina de choque 72 (HSP72), llegando a la conclusion de que la unién
covalente de la biotina es un proceso biolégico que ocurre en varios grupos de

proteinas (Xue et al., 2013).

En un trabajo realizado en tumores de vesicula biliar, se encontraron inclusiones
dentro de los mismos, las cuales eran ricas en biotina y positivas para dos
enzimas del metabolismo de esta vitamina (Piruvato Carboxilasa y Propionil CoA
Carboxilasa), sin que se encontrara una relaciéon de estas inclusiones y las
lesiones neoplasicas en esta patologia. Estos cumulos intranucleares de biotina
también son encontrados en tumores no cancerigenos relacionados con la
elevacion de las hormonas femeninas, como estradiol y progesterona, asi como la

mucosa gastrica (Kimura et al; 2005)

En un estudio del fluido espinal cerebral de infantes (Mock et al., 2018) se
encontré que el 20% de la biotina se encontraba unida a macromoléculas, ademas
de encontrar varias bandas de proteinas biotiniladas que no correspondian al peso
molecular de las carboxilasas; lo que llevd a la conclusion de que la biotinilaciéon
de proteinas independientemente a las carboxilasas cumple una funcion bioldgica
aun no especificada. Apoyando esta hipotesis, un estudio con células

mononucleares de sangre periférica (Zempleni et al., 2014) encontré que la
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entrada de esta vitamina es significativamente mayor, en las fases G1, S o M,
respondiendo a la proliferacién con un aumento en la entrada de biotina, lo que
refuerza el punto de vista de que la biotina posee efectos adicionales al de grupo

prostético de las carboxilasas.

La biotina ha tenido gran utilidad en aplicaciones biotecnolégicas debido a su gran
afinidad con la estreptavidina, siendo este complejo el mas fuerte entre las
uniones covalentes, sin embargo, estda modificacion natural entre los organismos

es poco comprendida.

B.2.5 Autoensamblaje de la biotina

En un estudio realizado con eritrocitos en 2010 se encontré que la biotina exhibe
una significante forma de autoensamblaje para formar una red extensiva de fibras,
posiblemente unidas por la interaccion de la cadena lateral valérica con el grupo
ureido, esto sin activar ningun grupo funcional como ancla (Joshi & Verma, 2010).
Esta es una agregacion que puede ser favorable al funcionar como proteccién
para el eritrocito; sin embargo, esta agregaciéon solo ocurre bajo la estimulacién
que proveen las mismas proteinas de la superficie del eritrocito. Esta propiedad,
asi como la union biotina-avidina son de los enlaces covalentes mas fuertes en
términos fisicoquimicos, han sido aprovechados para crear moléculas que
permitan mantener las funciones de algunas proteinas como la hemoglobina
(Joshi & Verma, 2010) o como herramienta para multiples técnicas de laboratorio.
En el estudio de Singh & Kluger se cre6 un tetramero de union de avidina con
hemoglobina usando dos moléculas de biotina como intermediario para ella,
obteniendo una especie de mayor tamafno para evitar la extravasacion mientras se
mantiene la funcidn de oxigenacion de la hemoglobina. (Singh & Kluger, 2016). Lo
anterior aporta evidencias de la participacién de la biotina, tanto in vivo como in

vitro, en la organizacion celular.
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B.2.6 Efectos de la biotina en dosis farmacolégicas.

Se ha encontrado que la biotina en concentraciones en el orden de 30-650 veces
sus requerimientos diarios de 30 ug, esta vitamina es capaz de modificar la
expresion de genes (Dakshinamurti, 2005). Estudios de microarreglos y de
protedmica han revelado que concentraciones farmacolégicas de biotina modifican
la expresion de cientos de genes a nivel transcripcional (Wiedmann, et al. 2004) y
post-transcripcional (Rodriguez-Melendez, et al. 2005). Asociado con su efecto
sobre la expresion de genes, se ha observado que modifica funciones biolégicas

(Riverén-Negrete y Fernandez-Mejia 2017).

Se conoce poco sobre los mecanismos moleculares mediante los cuales la
vitamina afecta la expresion de genes. El mecanismo mas aceptado es la
participacion de la via de sefializacion de la guanilato ciclasa soluble/ proteina
cinasa G. Los elementos existentes en este mecanismo (Vesely, 1982; Spence &
Koudelka, 1984; De La Vega & Stockert, 2000; Sol6érzano-Vargas et al., 2002)
proponen que la biotina es transportada al interior de la célula, y ahi, mediante la
accion de la holocarboxilasa sintetasa (por un mecanismo que no se encuentra
bien definido), activa a la guanilato ciclasa soluble, la cual aumenta las
concentraciones intracelulares de guanosin monofosfato ciclico (GMPc), y este
aumento activa a la cinasa PKG. concentraciones intracelulares de guanosin

monofosfato ciclico (GMPc) y este aumento activa a la cinasa PKG.

Diversas investigaciones han reportado que concentraciones farmacolégicas de
biotina, disminuyen la hipertrigliceridemia y la intolerancia a la glucosa tanto en
humanos como en animales de laboratorio (Riveron-Fernnandez 2017), lo que
confiere gran importancia al estudio de los mecanismos de accién 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 biotina disminuye la hiperglicemia en
modelos de diabetes en ratones KK, ratas OLEF, asi como pacientes diabéticos
del tipo 1y 2 (Reddi et al, 1988: Suchy et al, 1986; Hemmati 2013).
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Se ha observado una correlacién negativa entre las concentraciones de biotina en
plasma y lipidos en sangre (Marshall et al, 1980), también se han detectado
sintomas espontaneos de deficiencia de biotina que en ratas con tendencia
genética, conducen al aumento de lipidos en sangre. (Marshall et al, 1976) En
pacientes con ateroesclerosis e hipercolesterolemia la administracion de 5 mg de
biotina al dia durante 4 semanas disminuyo las concentraciones de colesterol total
(Dukusova y krivoruchenko, 1972). En el trabajo de Revilla-Monsalve y
colaboradores (2006) se encontré que la suplementacion con 5 mg de biotina tres
veces al dia durante 28 dias produjo una disminucién en las concentraciones
séricas de triglicéridos y de las lipoproteinas de baja densidad tanto en pacientes
diabéticos como en individuos no diabéticos con hipertrigliceridemia. En ratones
sanos la administracion durante 8 semanas de una dieta con biotina (97.7 mg/kg
de dieta), con respecto a la dieta control (1.76mg/kg de dieta), disminuyo los
niveles séricos de triglicéridos y de &acidos grasos (Suchy et al, 1986). Los
mecanismos moleculares de estos efectos hipolipemiantes estan asociados con
un decremento en la expresion de genes y de factores lipogénicos, asi como en la
fosforilacién de proteinas reguladoras de estas vias (Larrieta et al., 2010, Aguilera-
Méndez y Fernandez Mejia 2012, Boone et al., 2015). Otros trabajos (Lewis (2001)
y Munday (1999) en los que se encontré que el consumo de una dieta de 100 mg/
kg de peso durante 21 dias reduce significativamente la abundancia de ACC-2
biotinilada, sugieren que la disminucion de la malonil-CoA y, por ende, la des-
inhibicién de la oxidacion de acidos grasos, podria también estar participando en

la disminucion de acidos grasos al aumentarse su oxidacion

B.2.7 Efectos de la biotina en dosis farmacolégicas sobre la estructura tisular

Estudios en nuestro laboratorio encontraron que en el mismo modelo experimental
en donde la biotina disminuye las concentraciones sanguineas de glucosa y de
triglicéridos, se observaron cambios en la estructura de diferentes tejidos. En el
islote pancreatico se encontraron incrementos en su tamafio y un porcentaje mas

elevado de islotes con células alfa localizadas hacia el centro del islote con
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respecto a los ratones que recibieron la dieta control (Lazo de la Vega-Monroy et
al., 2013). En el higado, los resultados revelaron aumentos significativos en el
porcentaje de hepatocitos binucleados y nucleomegalia, asi como dilatacion de
sinusoides y aumento en la vascularizacién. Interesantemente, este cambio
estructural del higado no se vio reflejado en incrementos de marcadores de estrés
oxidante, ni en enzimas de escape indicativas de dafo hepatico (Riveron-Negrete
et al., 2016). En el testiculo se observaron cambios en la circularidad de los
tubulos seminiferos y aumentos en el numero de espermatogonias (Pastén-
Hidalgo el al. 2020). El aumento en la cantidad de espermatogonias esta asociado
con incrementos en las vias de proliferacion celular AKT y ERK (Salazar-Anzures
et al. 2021)

En ratones hembra se observo que la administracion durante 9 semanas a partir
del destete de una dieta con biotina (97.7 mg/kg de dieta), con respecto a la dieta
control (1.76mg/kg de dieta), durante 9 semanas modificd la estructura de los
ovarios, disminuyendo el numero de foliculos primarios y de foliculos de Graaf
(Baez-Saldana et al., 2009). También, en otras investigaciones el tratamiento
agudo con biotina (100 mg/kg de peso corporal) indujo atrofia en el cuerpo luteo
en ratas (Paul et al., 1973).

C. ANTECEDENTES DIRECTOS DEL PROYECTO.

Estudios previos en ratones Balb/C encontraron que la administracion de una dieta
suplementada con biotina administrada a partir del destete durante ocho semanas
produjo cambios en la morfologia del musculo esquelético, asi como en otros

tejidos.

En los cortes de musculo femoral de los ratones control encontramos la estructura
tipica de las fibras musculares estriadas con un paralelismo entre ellas, con
nucleos periféricos y espacios entre fibras (Fig. 11) Por otro lado, musculo femoral
de los ratones alimentados con la dieta suplementada con biotina encontramos

zonas con: 1. Fibras de apariencia normal y fibras con lisis y 2. Fibras con dafo
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extenso (Fig. 11). El andlisis de los nucleos reveldé que los ratones que
consumieron la dieta suplementada con biotina presentaron un aumento
significativo de nucleos con cromatina fragmentada, forma redondeada y posicion
alejada de la periferia de la fibra muscular) (Figura 11). (Enriquez-Calderén,

resultados no publicados).

< Ondulaciones

> Tamafio Discontinuo

* Espacios Dentro de la Fibra
A Pérdida del arreglo Interno
n Nucleo

Figura 11. Analisis histolégico de las muestras control (A) y suplementadas con biotina (B), donde se marcan
con flechas y estrellas las diferencias entre ambos en cortes longitudinales y transversales a un aumento de
60X en microscopio de luz. Articulo en preparacién, Esmeralda Enriquez Calderén.

Se realiz6 el conteo de nucleos por campo, destacando la aparicion de un
porcentaje significativamente mayor de nucleos denominados reactivos
(encontrados en el centro de la fibra; con mayor cantidad de nucleolos y una forma

circular (figura 12)
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Figura 12. Diferencia en el porcentaje de nucleos denominados reactivos entre el grupo control y el
suplementado con biotina.

El andlisis por inmunofluorescencia de la Desmina, una proteina importante para el
andamiaje del ndcleo celular en la miofibrilla y necesaria para su movilizacion hacia la
periferia, indicé una marcada diferencia en la distribucion de la proteina, tanto en los
cortes transversales como en los longitudinales, en estos ultimos se observo la presencia
de marcas parecidas a grietas o fisuras en el grupo suplementado comparado con el
control (Figuras 13 y 14). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en la

expresion del mensajero de desmina.
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DESMINA

Control, Transversal.

Biotina, Transversal.

Figura 13. Presencia de Desmina (rojo) en musculo esquelético. Se observan imagenes representativas de cortes
transversales del grupo control y del suplementado con biotina,.

DESMINA

Control, Longitudinal.

Biotina, Longitudinal.

Figura 14. Presencia de Desmina (rojo) en musculo esquelético. Se observan imagenes representativas de cortes
longitudinales del grupo control y suplementado con biotina.

41



En estudios de microscopia electronica de musculo femoral y de ratones, se vio
que los ratones control presentaron las bandas oscuras (Z) y claras (H, |) paralelas
entre si reflejando la organizacién precisa de las proteinas contractiles actina y
miosina dentro de cada miofibrilla; en el sarcoplasma se observaron mitocondrias

de apariencia normal; a nivel ultraestructural (Fig. 15A, 15B, 15C).

En musculo femoral de ratones que recibieron dieta suplementada con biotina se
perdio la organizacion de las miofibrillas. Los sarcomeros perdieron la alineacién
paralela (Fig. 16D, E y F).

Figura. 15. Musculo femoral de ratones control (A, B, C) y suplementados con biotina en su dieta (D, E, F). La

ultraestructura de las miofibrillas y mitocondrias del musculo femoral de ratones control es normal. En ratones
suplementados con biotina la linea Z de los sarcomeros no es paralela entre miofibrillas (E, flechas); hay aumento del
diametro de las miofibrillas, lisis de proteinas contractiles y mitocondrias (*). Vacuolas (v). Magnificacién: A, D = 10,000x,
barra de escala: 2 ym; B, E = 30,000x, barra de escala: 500 nm; C, F = 80,000x, barra de escala: 100 nm.

42



Abundancia del Mensajero de Desmina en
Muasculo Esquelético de Ratén
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D. JUSTIFICACION

La biotina es una vitamina que se vende de manera libre y comercial a dosis
farmacoldgicas, su uso se ha comercializado ampliamente bajo el concepto de que
mejora la apariencia de las uias y el cabello; ademas de ser empleada como
coadyudante en el tratamiento de enfermedades como la diabetes mellitus tipo 2 y
el sindrome metabdlico. Investigaciones recientes demostraron que la botina en
concentraciones farmacoldgicas produce modificaciones tisulares, por lo que
existe la posibilidad de que esta vitamina pueda afectar la funcion de diversos
tejidos. Por esta razén es importante profundizar en sus efectos histologicos y
mecanismos mediante los cuales esta vitamina produce cambios en la morfologia.
Dado que se sabe que concentraciones farmacoldgicas de biotina modifica la
expresion de genes, en este trabajo proponemos analizar el efecto de una dieta
suplementada con concentraciones farmacoldgicas de biotina sobre la expresion
de diferentes transcritos de proteinas que participan en la estructura muscular, en
nuestro modelo experimental de ratéon cepa Balbc/cAnN, en el cual se ha
determinado que la suplementacion de biotina en la dieta produce cambios en la

localizacion del nucleo y en el disco Z del musculo esquelético.
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E. HIPOTESIS

Ya que la suplementacion con biotina durante ocho semanas produce cambios
estructurales en la fibra muscular, y que concentraciones farmacologicas de
biotina modifican la expresion de genes, es posible que haya una disminucién en
la expresion de genes que codifican las proteinas que participan en el proceso de

andamiaje del nucleo celular y del citoesqueleto.

F. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de una concentracién farmacologica de biotina en la dieta sobre

la expresion de genes participantes en el proceso de andamiaje del nucleo celular

y del citoesqueleto, en el musculo esquelético de raton.

G. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar el efecto de concentraciones farmacolégicas de biotina en el musculo

esquelético sobre:

I. La abundancia de mensajeros de los genes que codifican para las

proteinas asociadas a desmina en el mecanismo de andamiaje.
II. La abundancia de mensajeros de los genes que codifican para las
proteinas pertenecientes al disco-Z y a las costameras, relacionados con el

mantenimiento de la organizacién celular.

lll. La abundancia de mensajeros de los genes asociados al ensamblaje de

la lamina nuclear.
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METODOS

[. 1. Modelo experimental

Se utilizaron 16 ratones macho de la cepa Balbc/cAnN de tres semanas de edad,
los cuales se mantuvieron en el bioterio del Instituto Nacional de Pediatria bajo
Etica y Experimentacion del Instituto. A partir del dia del destete la mitad de los
ratones recibieron una dieta control conteniendo 1.76 mg de biotina/kg-
(TD-01362), cantidad que cubre en los ratones los requerimientos diarios de la
vitamina; vy la otra mitad una dieta suplementada con 97.7 mg de biotina’kg de
dieta (TD-0136), lo cual representa 56 veces mas biotina que la contenida en la
dieta control. Esta cantidad de la vitamina es comparable a la encontrada en los
suplementos vitaminicos que se venden comercialmente. Los ratones se
mantuvieron en ciclos de luz/ obscuridad de 12 horas cada uno, a una temperatura
promedio de 22° C, con agua y alimento ad libitum durante 8 semanas. Se llevo a
cabo el seguimiento del peso corporal y el consumo alimenticio para ambos
grupos semanalmente. Al cabo de las ocho semanas de administracidon de la dieta,
los ratones fueron sometidos a un ayuno de 12 horas, se anestesiaron con
sevofluorano (Sevorane, Sedalpharma, CDMX, México) en una campana de flujo
laminar, y se procedio a la eutanasia mediante dislocacion cervical. Se extrajo el
tejido del musculo esquelético correspondiente al cuadriceps femoral el cual se

guardo a -70°C para después proceder a extraer el ARN.

I. 2 Abundancia de Mensajeros por RT-PCR.

Se obtuvo ARN total de tejido musculo esquelético mediante Trizol® (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). La calidad del ARN
se analizd por electroforésis en un gel de agarosa y por espectrofotometria
determinando la relacion de absorbancia medida a 260/280 de longitud de onda
(BioTek, Winooski, VT, USA), para posteriormente sintetizar el cADN, a partir de 1

45



HMg de ARN total mediante la reaccidén de transcripcion reversa con 500 unidades
de M-MVL RT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). El cDNA se mezclé con Sybr
Green Master mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos) y oligos especificos para cada gen, los que se sintetizaron en la Unidad
de Sintesis y Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia (UNAM,
Cuernavaca, México), los cuales se describen en la tabla 1. La deteminacion de la
abundancia de los transcritos se realizd por PCR en tiempo real usando el aparato
ABI Prism 7700 Sequence Detector (Foster City, CA, USA). Como control interno
se cuantifico la abundancia de la Hprt (Hipoxantina fofosribosiltransferasa 1). Se
hicieron curvas de estandarizacion para fijar la concentracion 6ptima de sonda
para cada caso. La expression cuantitativa de los genes se calculd por el método
de doble CT (2-AACT) (Livak and Schmittgen, 2001). Este método, también
llamado 2—-AACt es una férmula aritmética usada para calcular el cambio relativo
en la expresion de genes. Las letras CT representan el umbral del ciclo (cycle
threshold) de la muestra, el cual es obtenido a través de la reaccion de qPCR por
el aparato utilizado para realizarla. Esto es el numero de ciclos donde la
fluorescencia generada por la reaccién de PCR es distinguible del ruido de fondo.
Delta, representada por la letra griega A, la cual es un término matematico usado
para describir la diferencia de dos numeros, resumiendo asi las férmulas. Dicho
esto, la ecuacidon de AACt representa la diferencia del ACt de la muestra tratada
con el ACt de la muestra control. A su vez, cada ACt representa la diferencia entre
los valores del gen de interés con el gen de una muestra dada. Este procedimiento
se realiza para normalizar el gen de interés con un gen enddgeno que no es
afectado por el tratamiento experimental. Durante la realizacién de este método
aritmético se consideré la media geométrica para los valores del grupo control
debido a la variabilidad entre muestras de los ciclos de amplificaciéon. Una vez
obtenido el gen calibrador, se procedié a obtener el valor de AACT para cada una
de las muestras y después obtener el exponencial de 2 elevado al negativo de
estos valores, consiguiendo asi los valores representativos de la amplificacion de

cada uno de los genes, es decir, el 2-AACT.
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Tabla 1. Oligonucleétidos para protocolo de RT-gPCR de musculo esquelético

Proteina Gene Numero de Secuencia 5'a3’ Producto
Simbolo acceso
Hipoxantina hptr NC_000086.8 Fwd: CAAAGC CTAAGA TGA GCG CAAG 173
guanina
. Rev: GAAATG TCAGTT GCT GCG TCC C
fosforiltransferasa
a-actinina 3 a-actn3 N|\/|_01 3456.2 Fwd: CAG GTA CTG ACC CGA GAT GC 149
Rev: TGA GAC AAG CTC GGAAGT CG
Vinculina vel NM_009502.5  Fwd: GGT CTA GCAAGG GCAATG AC 112
Rev: TGAATAAGT GCC CGC TTG GT
Emerina 1 emd NM_007927.3 Fwd: CGG GGA CCT CAC TTG TAGATG 160
Rev: GAGACATTG GAAATG GGG CG
Lamina A Imna  NM_00111110  Fwd: AGG ATG ACG ACG AGG ATG GA 126
2.2 Rev: CTT TGG CAT GGA GGT GGG AG
Nesprina 1 synel NM_022027.2  Fwd: GCC CAAAGA GCA GGT CCA CA 101
Rev: ACA TGG GTA CAA GGC AGG TA
Dineina dynclii  NM_010063.4 Fwd: CAAACC CAG CCG TCC TGT 142
Rev: CGT CTG CAG CTC CAG TAAGT
Desmina des NC_000067.7 Fwd: GAG ACC ATC GCG GCT AAG AA 247
Rev: TTG GCT GCC TGAGTCAAGTC
Calcineurina ppp3r1 NM_024459.2 Fwd: ATCTGTCCCAGTGTCAACCG 147
Rev: CCACAACGCCAGCCAAGATA
Talina tin1 NM_011602.5 Fwd: ATGGGGACGTCCTTTCAAGC 133
Rev: AGAACGCCCGAACTAAGCTG
Distrofina dnm NM_001314034. Fwd: GCAAGCTTACTCCTCCGCTC 100

1

Rev: AAGTGGTTTGGGTCTCGTGG
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HSP90 hsp90AA NM_010480.5 Fwd: CGACGATGAGCAGTATGCCT 85

1
Rev: TCCACGACCCATTGGTTCAC

Sincoilina sync  NM_023485.3 Fwd: ATGCTGCTGCCCAACTGAAAG 147

Rev: CACCACTTCATCCCCCTCA

|. 3 Analisis estadistico.

Después de obtener los datos estadisticos por el método de AACT estos fueron
ingresados al software de Graph Prism 8.0 de GraphPad Software (California,
Estados Unidos de Norte América), donde fueron analizados por el método de t de
Student. El analisis estadistico de los parametros geométricos de los nucleos se
realizd por una regresion no linear después de haber hecho analisis de distribucién
de los valores en parametros establecidos aleatoriamente por medio de una
campana de Gauss: por medio de la prueba de suma de los cuadrados F, todo
esto se realizd en el software Graph Prism 8.0 de GraphPad Software (California,

Estados Unidos de Norte América).

J. RESULTADOS

J.1. Efecto de la suplementacion con biotina en musculo esquelético sobre:
J.1.1 La abundancia de mensajeros de los genes que codifican para las

proteinas asociadas a desmina en el mecanismo de andamiaje.

Los transcritos escogidos para la medicién de su expresion fueron aquellos que
codifican para proteinas asociados a desmina, debido a que esta es una proteina
central para las vias de sefalizacion que mantienen la posicién correcta de los
organelos dentro del musculo esquelético cuya localizacion en estudios previos se
ha visto modificada por la dieta suplementada con biotina usada en el modelo

experimental de este trabajo.
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Se analizé el mensajero de la a-actinina 3 (aactn), isoforma de la proteina ao-
actinina, caracteristica del musculo esquelético, cuyo rol principal es la unidon de
activas para la formacién de fibras de accion contractil. El analisis de este
mensajero, no reveld una diferencia significativa (Control= 1.00 + 0.10;
Suplementado = 1.05 + 0.10; p>0.05) en su expresion entre el grupo

suplementado comparado con el control, como se observa en la figura 16.

Expresion del mensajero del gen a-actinina 3 (ACTN3)
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Figura 16. Expresion del mRNA de Actn3, en musculo esquelético de ratones
control y suplementados con biotina por ocho semanas. Los puntos representan el
doble delta CT de los datos obtenidos. La linea horizontal larga y las lineas
pequeias representan la media + error estandar. * p< 0.05.

Entre las proteinas fundamentales para la contraccién correcta del musculo

esquelético, se encuentra la tropinina. Esta proteina se encarga de desplazar a
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la tropomiosina, provocando parte del movimiento del musculo ante la
excitacién. Al estudiar la abundancia del mensajero de la Troponina (Trop), la
cual participa en la contraccion y relajacion del nucleo, encontrando que en el
grupo suplementado disminuye significativamente su expresion una vez con
respecto al grupo control. (Control= 1.06 + 0.11; Suplementado = 0.37 + 0.22;

p<0.05) como se muestra en la siguiente figura.

Expresion del mensajero del gen Troponina (Trop)
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Figura 17. Expresion del mRNA de Trop, en musculo esquelético
de ratones control y suplementados con biotina por ocho
semanas.Los puntos representan el doble delta CT de los datos
obtenidos. La linea horizontal larga y las lineas pequefias

representan la media + error estandar. * p< 0.05 )
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J.1.2 La abundancia de mensajeros de los genes que codifican para las

proteinas asociadas al disco-Z y a las costameras

Se midioé la expresién del mensajero de vinculina Vcl, una proteina asociada al
disco-Z y a las costameras. Se encontré que el transcrito de VLNC no presenta
una diferencia significativa (Control= 1.00 + 0.10; Suplementado = 0.87 + 0.13;
p>0.05) en su expresion entre el grupo suplementado comparado con el control,

como se observa en la figura 18.

Expresion del mensajero del gen Vinculina (Vel)
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Figura 18. Expresion del mRNA de Vel en musculo esquelético de ratones control
y suplementados con biotina por ocho semanas Los puntos representan el doble
delta CT de los datos obtenidos. La linea horizontal larga y las lineas pequefas
representan la media + error estandar. * p< 0.05
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Igualmente se analizo la expresién del mensajero de la distrofina (Dmn), proteina
que conecta al citoesqueleto intracelular con la matriz extracelular del musculo
estriado. Como se observa en la figura 19, no se encontraron diferencias
significativas en la expresion del transcrito de este gen (Control= 1.00 + 0.10;
Suplementado = 1.12 + 0.17; p>0.05) entre el grupo suplementado y control. Cabe
destacar que este mensajero es uno de los principales genes de referencia para

identificar las distrofias musculares, antes de que se presente el fenotipo.

Expresion del mensajero del gen distrofina (Dnm)
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Figura 19. Expresion del mRNA de Dnm, en musculo esquelético de ratones
control y suplementados con biotina por ocho semanas. Los puntos
representan el doble delta CT de los datos obtenidos. La linea horizontal larga
y las lineas pequefas representan la media + error estandar. * p< 0.05
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Se continué con el andlisis de mensajeros asociados al disco Z y a las
costameras. Estas dos partes integrales del sarcomero generan estructuras
filamentosas para sostener el musculo entre el nucleo, la mitocondria y la matriz
extracelular. Anteriormente, se encontré una desorganizacién en elementos
asociados a desmina, asi como una disminucion de una de las proteinas
relacionadas con la funcion, por lo cual es determinante analizar las proteinas que

se asocian al andamiaje asi como las medidas anteriormente.

Por lo anterior, se determind el mensajero de talina, proteina asociada a vinculina,
cuya expresion encontramos significativamente disminuida en los ratones que
fueron suplementados con biotina (Fig 16). Por el contrario, el mensajero de Talina
(TIn1), no se encontrd significativamente modificado en el control (Control= 1.00 +

0.19; Suplementado = 1.18 + 0.34; p>0.050), como puede verse en la figura 20.
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Figura 20. Expresion del mRNA de Tin1, en musculo esquelético de
ratones control y suplementados con biotina por ocho semanas. Los
puntos representan el doble delta CT de los datos obtenidos. La linea
horizontal larga y las lineas pequefias representan la media + error
estandar. * p< 0.05

Dentro de las costameras, un grupo de proteinas relevante es aquel de las
integrinas, cuya funcion principal es la de participar en las adhesiones focales; asi
como el anclaje directo al citoesqueleto de actina, asociandose también a las
uniones adherentes. Entre ellas se analizo la expresion del mensajero de integrina
alfa 7 (Int7), propia del musculo esquelético, e importante para el anclaje correcto
de la célula a la matriz extracelular, cuya deficiencia se ha asociado a distrofias
musculares congénitas. Como se puede observar en la figura 21, los resultados
muestran que la expresidn de su mensajero se encuentra significativamente
disminuida en el grupo suplementado con la vitamina, casi en un 70% en
0.34 +

comparacion del grupo control (Control= 1.00 + 0.26; Suplementado
0.13; p<0.05)
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Expresion del mensajero del gen Integrina 7 (Int7)
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Figura 21. Expresiéon del mRNA de Int7, en musculo esquelético de
ratones control y suplementados con biotina por ocho semanas. Los
puntos representan el doble delta CT de los datos obtenidos. La linea
horizontal larga y las lineas pequefas representan la media + error
estandar. * p< 0.05

Entre las proteinas pertenecientes a la banda Z, se encuentra la proteina
sincoilina; la cual se caracteriza por la pertenecer al grupo de los filamentos
intermedios a pesar de no formar filamentos a menos que esté asociada a
desmina. En estudios que evaluan la relacibn entre ambas proteinas se ha
encontrado una especie de retroalimentacion entre ellas, aumentando una cuando
disminuye la otra. Como puede verse en la figura 22, la expresion del transcrito de
sincoilina se encontrd casi cinco veces aumentada en el grupo suplementado con
biotina por ocho semanas, con respecto al grupo control, sin encontrar una

modificacion en el mensajero de desmina.
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Expresion del mensajero del gen Sincoilina (Syn)

10— %*%

Expresion relativa de mARN normalizado contra HPRT
3] (=2
1 1
o
S de

4=
3= o
2=
by o |
° o o
0 T T
Control Suplementado

Figura 22. Expresion del mRNA de Syn, en musculo esquelético de ratones
control y suplementados con biotina por ocho semanas. Los puntos representan
el doble delta CT de los datos obtenidos. La linea horizontal larga y las lineas
pequefas representan la media + error estandar. ** p< 0.005

Se analizé también el mensajero que codifica para la proteina de choque 90
(HSP90), la cual participa en la formacién del sarcomero, la homeostasis proteica
y los procesos inflamatorios dentro de varios tejidos, entre ellos el musculo
esquelético. Después de ocho semanas de suplementaciéon con biotina, no se
encontré una diferencia significativa en la abundancia de este gen entre el grupo
control y el grupo suplementado (Control= 1.00 + 0.09; Suplementado = 0.91 +
0.17; p>0.05).
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Expresion del mensajero del gen HSP90 (HSP90)
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Figura 23. Expresién del mRNA de Hsp90, en musculo esquelético de ratones
control y suplementados con biotina por ocho semanas. Los puntos
representan el doble delta CT de los datos obtenidos. La linea horizontal larga
y las lineas pequefias representan la media + error estandar.

J.1.3 La abundancia de mensajeros de las proteinas asociadas a nucleo.

En trabajos anteriores del laboratorio, donde se estudid la suplementacion con
biotina por ocho semanas; se encontré que los nucleos del grupo de estudio
presentaban un aumento de tamafio y un cambié de posicion con respecto al

grupo control. Esto motivo al estudio de algunos de los mensajeros centrales para
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la correcta posicion y mantenimiento del nucleo en la periferia de la fibra del

musculo esquelético.

Debido a que la nesprina es una proteina esencial en la asociacion entre el nucleo
y el citoesqueleto se analizd la expresién de su mensajero (syne1). Como se
observa en la figura 24, no se encontré diferencia significativa (Control= 1.00 +
0.04; Suplementado = 1.06 + 0.11; p>0.05) en el grupo suplementado comparado
con el grupo control

Expresién del mensajero del gen Nesprina 1 (Syne1)
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Figura 24. Expresion del mRNA de SYNE1, en musculo esquelético de ratones control
y suplementados con biotina por ocho semanas._Los puntos representan el doble
delta CT de los datos obtenidos. La linea horizontal larga y las lineas pequefias
representan la media + error estandar.

De igual manera, se analiz6 la expresion del mensajero de Emerina, una proteina

asociada con la Nesprina 1 y la lamina nuclear, que es importante en la
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organizacion de la forma y posicion del nucleo muscular. Como se observa en la
figura 25, la expresion de este mensajero no se ve modificada significativamente
en el grupo que recibio la dieta suplementada con biotina (Control= 1.00 + 0.07;
Suplementado = 1.2 + 0.22; p>0.05).

Expresion del mensajero del gen Emerina (EMED)
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Figura 25. Expresion del mRNA de EMED1, en musculo esquelético de ratones control
y suplementados con biotina por ocho semanas. Los puntos representan el doble
delta CT de los datos obtenidos. La linea horizontal larga y las lineas pequenas
representan la media + error estandar. p>0.05).
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Una proteina central para la funcion y el movimiento del nucleo de la célula son el
grupo de las laminas. Estda compuesta por una red de filamentos intermedios, que
confieren estabilidad mecanica al nucleo de la célula. Se encontrdé un cambio en
el mensajero que codifica para la proteina Lamina A (ImnA), una de las
encargadas de mantener la forma y estructura del nucleo. Este RNA mensajero se
encontré disminuido una vez en el grupo suplementado a comparaciéon con el
grupo control después de ocho semanas de suplementacion con biotina (Control=
1.00 + 0.12; Suplementado = 0.15 + 0.01; p<0.05), lo cual se observa en la figura
26.
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Figura 26. Expresion del mRNA de LMNA, en musculo esquelético de ratones
control y suplementados con biotina por ocho semanas. Los puntos
representan el doble delta CT de los datos obtenidos. La linea horizontal larga
y las lineas pequefias representan la media + error estandar. *** p< 0.0005
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En el analisis de mensajeros que codifican para proteinas asociadas a la lamina
nuclear, también se encontr6 que el mensajero que codifica para la proteina
dineina (la cual, junto con la cinesina, esta asociada al movimiento de los
microtubulos para el mantenimiento del nucleo en su posicidn), se encontrd
disminuida significativamente en el grupo suplementado con biotina durante ocho
semanas, con respecto al control (Control= 1.00 + 0.07; Suplementado = 0.23 +

0.02; p<0.05). Los resultados se encuentran representados en la figura 27.
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Figura 27. Expresién del mRNA de Dynclil, en musculo esquelético de ratones
control y suplementados con biotina por ocho semanas. Los puntos representan
el doble delta CT de los datos obtenidos. La linea horizontal larga y las lineas
pequefas representan la media + error estandar. ***p<_0.0005
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Era importante estudiar también proteinas que traslocan entre el nucleo y la
membrana, por lo cual se eligié la calcineurina; enzima dependiente de calcio que
cataliza la desfosforilaciones. La calcineurina, ademas de pertenecer a la banda Z

se ha encontrado en estudios recientes que puede translocar a nucleo y actuar
como regulador transcripcional. Después de ocho semanas de suplementacion
con biotina observamos una diferencia significativa en este grupo con respecto al
control, en un cincuenta por ciento menos (Control= 1.00 + 0.32; Suplementado =
0.46 + 0.03; p>0.05), representados en la figura 28.
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Expresion del mensajero del gen Calcineurina (Ppp3r1)
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Figura 28. Expresion del mRNA de Ppp3r1 en musculo esquelético de ratones control y
suplementados con biotina por ocho semanas. Los puntos representan el doble delta CT de los
datos obtenidos. La linea horizontal larga y las lineas pequefias representan la media + error
estandar. ** p<.0.005

RESUMEN DE RESULTADOS

En la figura 29, se muestran de forma grafica los cambios encontrados en el RNA
mensajero de diversas proteinas musculares a lo largo de este proyecto. Se
encontré una desregulacion general de los transcritos que codifican para las
diferentes proteinas que mantienen la posicion correcta del nucleo y la estructura
del musculo esquelético al ser suplementados con biotina por ocho semanas. Es
posible observar el aumento del transcrito en la costamera y la banda Z; mientras
que hay una disminucién en los transcritos de proteinas nucleares tan importantes
como la Lamina A. Asi mismo, en la tabla 2 se muestra la expresion relativa de los
genes medidos durante este trabajo, comparando el grupo control contra el

suplementado con biotina.
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Expresion relativa de mARN normalizado contra

HPRT

Gen Control Suplementado
a-actinina 3 1 1.05
Vinculina 1 0.87
Emerina 1 1 1.02
Lamina A 1 0.15
Nesprina 1 1 1.06
Dineina 1 0.23
Calcineurina 1 0.46
Talina 1 1.18
Distrofina 1 1.12
HSP90 1 0.91
Sincoilina 1 5.8
Integrina 7 1 0.34
Troponina 1 0.24
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Figura 29. Diagrama representativo de vias de sefializacién participantes en la manutencion de la
estructura y organizacién del nucleo y la fibra muscular.

DISCUSION
En trabajos anteriores del laboratorio se ha demostrado que la suplementacién

con dosis farmacolégicas de biotina produce cambios en la organizacion celular
(Moreno Méndez et al. 2019; Pasten Hidalgo et al. 2019; Riverén Negrete et al.
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2016; Lazo de la Vega Monroy et al. 2013). En el musculo se encontré6 que una
dieta suplementada con biotina durante ocho semanas después del destete
produce cambios estructurales en el musculo (Enriquez et al., manuscrito en
preparacion). Las modificaciones mas notorias fueron el desplazamiento de los
nucleos hacia el centro de la fibra y su cambio hacia una forma redondeada en vez
de alargada (denominados grupos reactivos (Encino Pinto, Tesis de licenciatura,
enero 2020), asi como des-estructuracién del disco Z ((Enriquez et al., manuscrito
en preparacion). En este proyecto se analizé tanto la expresion de proteinas
relacionadas con el mantenimiento de la localizacién del nucleo como las que

integran las costameras y el disco-Z.

La mayor parte de los mensajeros estudiados en el presente trabajo que se
encontraron modificados pertenecen a proteinas costameras, las cuales tienen
una funcién importante en el mantenimiento de la localizacion del nucleo. Rio
arriba en la estructura de las costameras se encuentra la integrina cuyo transcrito
se encontr6 aumentado. Igualmente se encontraron decrementos en los
transcritos de lamina y desmina, dos proteinas que participan en las propiedades
fisicas del nucleo. Estos resultados son acordes con datos que dan origen a esta
investigaciéon que encontraron un aumento en el numero de nucleos denominados

“reactivos” en respuesta a la dieta suplementada con biotina (figura 13 y figura 14).

La lamina nuclear tiene como una de sus funciones el control de las propiedades
fisicas del nucleo (Chatzifrangkesku et al. 2020). El transcrito de la lamina
estudiada en este trabajo codifica para la lamina Ay C diferenciandolas solamente
por un splicing. Se trata de una proteina con multiples funciones que cumple un rol
fundamental en la red de conexiones que mantienen la forma, integridad,
preservacion de los teldmeros; el control de los complejos de poros nucleares; la
replicacion del DNA; la transcripcion y la post-traduccion; la regulacion de la
proliferacion celular y la apotdsis (Carboni et al., 2013). La disminucion del
transcrito de esta proteina coincide con la deformacién progresiva de los nucleos
denominados como reactivos que produce la suplementacion con biotina. Debido

a las multiples funciones de esta proteina, resulta interesante sefialar que las
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mutaciones en el gen LMNA puede sobrelaparse entre varios sindromes e incluso
presentarse como alteraciones metabdlicas sin alteraciones fenotipicas
musculares visibles (Carboni et al., 2013), lo que hace el estudio de este RNA
mensajero un tema de investigacion a ahondar en futuros estudios dado que, su
transcrito se ve significativamente disminuido sin alteraciones musculares visibles
en los ratones suplementados con biotina por ocho semanas. También, resulta
interesante sefalar que defectos en la lamina A estan asociados con cambios que
se han visto se modifican con concentraciones farmacoldgicas de la biotina:
Estudios de Chatzifrangkesku et al. 2020 y Earle et al, 2020 reportaron que
mutaciones de la lamina (LMNA) llevan a la activacion de ERK1/2, una proteina
cuya forma activa se ha encontrado aumentada en respuesta a la dieta
suplementada con biotina usada en este trabajo (Salazar-Anzures et al, 2021).
También, se han encontrado relaciones entre las mutaciones de LMNA y el
sindrome metabdlico (Steinle et al, 2020), una condicion metabdlica en donde
varios parametros como la hipertrigliceridemia y la intolerancia a la glucosa se han
visto modificados por concentraciones farmacolégicas de biotina; razén por la cual
la biotina se ha usado como coadyuvante en el tratamiento de la diabetes y el
sindrome metabdlico. Sin embargo, no acorde con las similitudes anteriores en las
patologias relacionadas con mutaciones en las laminas, se encuentra elevada la
proteina creatina cinasa (CK) en suero (Barraza-Flores et al. 2020), proteina cuya
concentracion en suero no se encuentra modificada en el grupo suplementado con

biotina (datos no mostrados, (Enriquez et al.,articulo en preparacion).

La lamina tipo A conecta al citoesqueleto de actina, a través del complejo de unién
nucleo-citoesqueleto, que comprende proteinas como la nesprina y SUN 1/2
(Chatzifrangkesku et al. 2020), las cuales al ser abatidas promueven la
deformacion del nucleo al invertir las fuerzas contractiles de la envoltura nuclear.
Se ha visto que, en el musculo esquelético, la deficiencia de nesprina y lamina A,
provocan un desorden en el citoesqueleto perinuclear; sin embargo el analisis del

RNAm de la nesprina (Figura 24) no se vio modificado en este estudio.
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Otras proteinas muy importantes en la dinamica nuclear del musculo esquelético
son los microtubulos de fuerza motora (Foisner, 2002; Wilson et al., 2016). Entre
estos destacan las proteinas cinesina y dineina, esta ultima tiene la funcion de
participar directamente en la ruptura controlada de la envoltura nuclear durante la
mitosis. Los resultados obtenidos de la presente investigacién encontraron que
después de ocho semanas de suplementacion el mensajero de esta proteina
disminuy6 significativamente (figura 28), lo cual sugiere que la biotina podria

afectar la mitosis en el musculo.

La emerina y la calcineurina participan en la regulacion de la forma y tamano del
nucleo. Los datos de RT-PCR de estos dos transcritos tuvieron dispersiones
importantes. En el caso de la emerina, el grupo suplementado mostro amplias
variaciones (figura 25). En el caso de la calcineurina los valores obtenidos en el
grupo control se encuentran muy dispersos, en tanto que los del grupo
suplementado se agrupan por debajo de la mayoria de los valores del grupo
control (figura 29), lo que sugiere que el transcrito. Resultara importante aumentar
el numero de casos, cosa que no fue posible en este trabajo por la suspension de
labores del bioterio debido al Covid-19 ya que el musculo esquelético, al igual que
el estriado y cardiaco, usan el calcio como segundo mensajero para responder y
adaptarse al estimulo ambiental. Ademas, de acuerdo con Bassel-Duby & Olson,
2003, la falta de calcineurina en modelos murinos promueve la induccion del
fenotipo de fibras rapidas Tipo Il, mientras que disminuye las fibras lentas Tipo |;
por lo que, en caso de que encontrarse disminucion en el transcrito de calcineurina
la seria interesante estudiar el tipo de fibras que se encuentran en los ratones
suplementados con biotina, considerando las repercusiones que el cambio de

fibras tendria en el musculo esquelético.

Es importante senalar que cuando las fibras musculares se encuentran en proceso
de regeneracion, se observa la presencia de nucleos centrales, por lo que una
posibilidad seria que estos nucleos centrales que se observan en los ratones del

grupo suplementado con la vitamina fuese el resultado de musculos en
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regeneracion. Estudios acerca del RNA mensajero de sincoilina, muestran que,
durante los procesos de regeneracion este se encuentra aumentado (Wakayama
et al, 2010), en tanto que en nuestros estudios este mismo mensajero se
encuentra disminuido (figura 22), lo que podria deberse a la relacion intrinseca de
esta proteina con la desmina, que le sirve de andamiaje para formar filamentos, la
cual presenta una falta de organizacion estructural, al analizarla mediante estudios
de inmunohistoquimica (articulo en preparacion). También podria significar que la
fibra muscular estda comenzando un proceso de degradacion o distrofia, en un
estadio muy temprano al no mostrarse esto en los marcadores de dafio o
toxicidad. Por otro lado, ya que los nucleos se encuentran preferentemente
localizados cerca de los vasos sanguineos, un punto importante seria analizar si la
suplementacién con biotina mantiene o modifica la concordancia de la localizacion

entre estas dos estructuras.

Se encontré una aumento significativo del mensajero de sincoilina. En estudios
previos de inmunofluorescencia realizados en el laboratorio se encontré que la
desmina se muestra deslocalizada, dado que se ha sugerido que la disrupcion de
los filamentos de desmina puede ser el resultado de la perturbacion de la relaciéon
en la cantidad entre la desmina y sincoilina (Bronw et al. 2005); seria importante
hacer estudios de inmunofluoresencia de esta ultima para determinar como se ve

afectada la interaccion de éstas en respuesta a la suplementacién con biotina.

Con respecto a las proteinas del disco Z, se vio un aumento en la troponina que
podria comprometer la organizacion correcta del sarcémero y con ello la movilidad
muscular. Estos cambios, que coinciden con las alteraciones en la banda z de
muchas patologias, pueden ser vistos en la ultra-estructura modificada del
musculo esquelético después de ocho semanas de suplementacion con biotina. La
sincoilina es una proteina poco estudiada, participante en el complejo de proteinas
asociadas a distrofina; al que se le ha atribuido un rol en estabilizar el sarcolema.
Se ha encontrado que la sincoilina se acumula anormalmente en areas especificas
cuando ocurren re-arreglos musculares de gran magnitud, especialmente en

ausencia de distrofina o desmina (Bronw et al. 2005); este fendbmeno puede
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observarse en la suplementacién con biotina después de ocho semanas tanto en
la expresion del mensajero de sincoilina (Figura 22), como en las imagenes

obtenidas por microscopio electrénica ((Enriquez et al., articulo en preparacion).

Respecto a la disminucion significativa en la integrina 7 (Figura 21), proteina vital
para el correcto funcionamiento de las costameras, que forma parte de del sistema
vinculina-integrina-talina, el cual ancla el sarcolema con la linea Z, sirviendo un
propésito doble: unir la Matriz extra-celular y permitir la transmisién bi-direccional
de informacién (Anastasi et al. 2008), El estudio de esta proteina en pacientes
adultos con polineuropatias motoras sensitivas, se encontr6 que los niveles
reducidos de distrofina, vinculina y talina se desregulan para mantener las
capacidades mecanicas y de transaccion del musculo, por lo que sera importante
prolongar la administracion de la dieta suplementada con biotina mas tiempo para
observar si los ratones presentan signos de atrofia o de degeneracién

neuromotora.

Una incégnita que surge de este trabajo es porqué, a pesar de la modificacién
morfolégica y de la expresidon de genes observada con la administracion de la
dieta suplementada con biotina, la locomocién de estos ratones no parece
dafiarse. Una explicacién es que las a-actininas pueden sustituir sus funciones con
otras proteinas como la vinculina y la miotilina, esto es una adaptacién evolutiva
de proteinas no-musculares pre-existentes involucradas en el control de la forma
celular o el movimiento de la misma (Takada et al, 2001). Este tipo de relaciones
entre las proteinas podria explicar el porqué de la falta de concordancia entre la

estructura modificada y el dafio motor en los ratones suplementados.

En un estudio piloto reciente, el 90% de pacientes con esclerosis multiple han
encontrado que la suplementacion de biotina en dosis farmacoldgicas de 100 a
300 mg por dia durante nueve meses, mejoraron clinicamente en varios niveles
(Evans et al. 2018). En otro estudio realizado en 154 pacientes de este
padecimiento durante 12 meses comparando el tratamiento con 100 mg de biotina

al dia contra un placebo, encontré que 12.6 % de los pacientes que consumieron
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biotina mejoraron en su habilidad motora (Evans et al. 2018). No existen estudios
investigando el funcionamiento de la biotina a nivel celular en el musculo
esquelético en relacion a esta enfermedad, sin embargo, con base en nuestros
resultados resulta dificil explicar la mejoria observada en los pacientes con

esclerosis multiple.

En resumen, los resultados de este estudio encontraron que la ingesta de la dieta
suplementada con biotina modific6 en el musculo la expresiéon de diversas
proteinas estructurales identificando por primera vez los mecanismos moleculares
participantes en el efecto de concentraciones farmacoldgicas de biotina sobre el
tejido muscular. Estos hallazgos aunados a los cambios histolégicos observados
en nuestras investigaciones previas, pone en alerta sobre el dafo potencial que
pueden causar los suplementos de biotina, llamando a una ponderacion acerca de
los riesgos y beneficios de usar esta vitamina como coadyudante en ciertas
patologias, ya que el musculo no es el unico tejido cuya organizacion celular se
modifica con la suplementacion con biotina, principalmente porque no existen
regulaciones sobre las concentraciones farmacolégicas de biotina en los

suplementos que se encuentran en venta libre.

L. CONCLUSIONES.

La concentracién farmacologica de biotina produce cambios en la estructura de
andamiaje alrededor del nucleo celular de la fibra muscular, que estan asociadas

con la modificacin de mensajeros de proteinas que participan en ello:

1) El estudio de la abundancia de mensajeros de los genes que codifican para las
proteinas asociadas a desmina en el mecanismo de andamiaje encontré que la

troponina, se encontré disminuida.
2) El andlisis de la abundancia de mensajeros de los genes que codifican para las

proteinas asociadas al disco-Z y a las costameras, reveld6 que la integrina

disminuy6. La sincoilina, proteina que se asocia directamente a la desmina
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aumento la expresion de su transcrito 1o que podria apoyar la deslocalizacion

celular de la desmina encontrada en los estudios de inmunofluorescencia

3) Respecto a la abundancia de mensajeros de los genes asociados al ensamblaje
de la lamina nuclear, se encontr6 que después de ocho semanas de
suplementacion con biotina los mensajeros de lamina nuclear y dineina se
encuentran disminuidos con respecto al grupo control, esto es correspondiente
con el encuentro de un porcentaje de nucleos en el centro de la fibra,en vez de en

si posicion canodnica en la periferia

M. PERSPECTIVAS.

* Analizar la abundancia de las proteinas de los mensajeros que se vieron

alterados en los analisis de RT-gPCR en este trabajo.

* Realizar estudios de inmunofluorescencia para determinar cdmo repercute
la modificacion de los mensajeros que se vieron alterados en los analisis

de RT-gPCR en este trabajo en la estructura muscular.

* Analisis de inmunohistoquimica de biotinilacion para determinar si este
mecanismo participa en los cambios de la estructura muscular.
Determinacion de la identidad de las proteinas biotiniladas mediante

secuenciacion..

* Analisis de los efectos de la suplementacién con biotina a un plazo mayor a

ocho semanas.

* Analisis de la respuesta a retos de ejercicio después de la suplementacion

con biotina.
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