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ABSTRACT

Besides its physiological role as a carboxylase prosthetic group, pharmacological
concentrations of biotin influence different systemic functions. Supplements
containing pharmacological concentrations of biotin are commercially available. The
mechanisms by which biotin at pharmacological concentrations exerts its action
have been the subject of multiple investigations, particularly for biotin’s medicinal
potential and wide use for cosmetic purposes. Several studies have reported that
biotin supplementation increases cell proliferation; however, the mechanisms
involved in this effect have not yet been characterized. In a previous study, we found
that a biotin-supplemented diet increased spermatogonia proliferation. The present
study was focused on investigating the molecular mechanisms involved in biotin-
induced testis cell proliferation. Male BALB/cAnNHsd mice were fed a control or a
biotin-supplemented diet (1.76 or 97.7 mg biotin/kg diet) for eight weeks. Compared
with the control group, the biotin-supplemented mice presented augmented protein
abundance of the c-kit-receptor and pERK1/2™20%4 and pAKTSe™73, the active forms
of ERK/AKT proliferation signaling pathways. No changes were observed in the
testis expression of the stem cell factor and in the serum levels of the follicle-
stimulating hormone. Analysis of mMRNA abundance found an increase in cyclins
Ccnd3, Ccne1, CcnaZ2; Kinases Cdk4, Cdk2; and E2F; and Sp1 & Sp3 transcription
factors. Decreased expression of cyclin-dependent kinase inhibitor 1a (p27) was
observed but not of CdknZ2a inhibitor (p76), it did not change significatively. The
results of the present study identify, for the first time, the mechanisms associated
with biotin supplementation-induced cell proliferation, which raises concerns about
the effects of biotin on male reproductive health because of its capacity to cause
hyperplasia, especially because this vitamin is available in large amounts without

regulation.



RESUMEN

La biotina, ademas de su funciéon como grupo prostético de las carboxilasas, esta
vitamina modifica diversas funciones biolégicas al administrarse en concentraciones
farmacoldgicas. Existen comercialmente suplementos vitaminicos que contienen
concentraciones farmacoldgicas de biotina. Los mecanismos moleculares y vias de
senalizacion por los que la biotina ejerce sus efectos farmacoldgicos en
cosmetologia, inmunologia y en diabetes mellitus han sido sujetos de estudios. Se
ha documentado que concentraciones farmacologicas de biotina aumenta la
proliferacion celular; sin embargo, las vias de sefalizacion molecular que participan
en estos efectos no han sido establecidas. En estudios anteriores encontramos que
una dieta suplementada 56 veces mas comparada con la dieta control (1.76 o 97.7
mg biotina’kg) aumento la proliferacién de las espermatogonias. Investigamos las
vias de sefializacion molecular que participan en la proliferacion celular. Por lo que
ratones macho de la cepa BALB/cAnNHsd se alimentaron con una dieta control vs
una dieta suplementada con biotina (1.76 o 97.7 mg biotina/kg) durante 8 semanas.
Los resultados mostraron que los ratones del grupo suplementado con biotina
aumentan la cantidad de transcritos de las ciclinas Ccnd3, Ccne1, CcnaZ2; de las
cinasas Cdk4, Cdk2 y los factores de transcripcidon E2F, Sp1 y Sp3, moleculas
encargados de la progresion del ciclo celular. Asi como la disminucion significativa
del transcrito del inhibidor dependiente de ciclinas tipo 1 (p27), sin cambio
significativo en la expresién del transcrito del inhibidor p76. A nivel de proteina, se
observé aumento en la concentraciéon de proteinas de las vias de sefalizacion
MAPK y AKT encargadas de activar los complejos ciclinas/cinasas; asi como
aumento de la proteina del receptor transmembranal CKIT. Interesantemente, no
hubo modificacién en la concentracién de la Hormona Foliculo Estimulante FSH en
suero ni cambios de la proteina del Factor de Células Troncales/Stem SCF, ambas
moléculas participan en el eje hipotdlamo/hipdfisis/gonada; por lo que el efecto
proliferativo de la biotina sobre el tejido testicular no es una senalizacion endocrina
sino es in situ mediante el incremento de proteinas de las vias de sefalizacion
MAPK y AKT.



Los resultados de este estudio identifican los mecanismos moleculares asociados
con el efecto proliferativo celular por la administracién oral de la biotina en
concentraciones farmacoldgicas; que tiene la capacidad de modificar la morfologia
tipica de la estructura del tejido testicular, asi como un alcance potencial en la
alteracion fisiologia del tejido testicular en modelos animales; queda por realizar
estudios para complementar informacion sobre las alteraciones que podrian
comprometer la anatomia y la fisiologia testicular por el consumo o administracién

desmedido de biotina.



ABREVIATURAS.

AKT, Protein cinasa B (PKB).

Ccna2, Ciclina A2.

Ccne1, Ciclina E.

Ccnd3, Ciclina D3.

Cdk2, cinasa dependiente de ciclina 2.

Cdk4, cinasa dependiente de ciclina 4.

E2F, Factor transcripcional E2F.

ERK1, cinasa regulada por sefiales extracelulares tipo 1.
ERK2, cinasa regulada por sefiales extracelulares tipo 2.
FSH, Hormona Foliculo Estimulante.

GAPDH, Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.

p16, inhibidor de cinasa dependiente de ciclina tipo 2A gene.

p21, inhibidor de cinasa dependiente de ciclina tipo 1.
pAKTSer473  AKT fosforilado en serina 473.
pAKTT308 AKT fosforilado en Treonina 308.

pPERK1/2™204 cinasa regulada por sefiales extracelulares tipo 1-2 fosforilada.

SCF, Factor de células troncales.
ES, error estandar.

Sp1, proteina especifica 1.

Sp3, proteina especifica 3.

Tuba1la, alfa tubulina.



BIOTINA: GENERALIDADES DE LA BIOTINA.

La biotina es una vitamina hidrosoluble cuya funcion es participar como grupo
prostético de las enzimas carboxilasas, las cuales regulan el metabolismo de
carbohidratos, lipidos, aminoacidos (Zempleni, 2005). EI nombre quimico de la
biotina es acido hexahidro-2-oxo-1H-tieno-[3,4-d] imidazol-4-pentoico; es un acido
monocarboxilico con peso molecular de 244.31 g/mol, su estructura quimica esta
conformada por un anillo de tetrahidrotiofeno, grupo ureido (-N-CO-N-), azufre, y
una cadena de acido valérico que le confiere su naturaleza acida con pKa=4.4; es

estable al calor, soluble en agua (0.02% p/v) y etanol (0.08% p/v) y susceptible a la

oxidacién (Dakshinamurti & Chauhan, 1989) Figura A.
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| J

Cadena de acido valérico

Figura A. Estructura quimica de la vitamina Biotina.



LA BIOTINA EN LOS ALIMENTOS

Los humanos obtienen la biotina en la dieta principalmente, y en menor cantidad por
la sintesis de novo mediante el metabolismo de bacterias intestinales (McMahon et
al. 2002; Said, 2012). La ingesta recomendada diaria en adulto es de 30 pg y 25 ug
para nifos (Institute of Medicine & Nutrition, 1998). Esta vitamina se encuentra
ampliamente distribuida en diferentes alimentos; por ejemplo, en la leche, el higado,
la yema de huevo, los cereales y vegetales (Ensminger, 1993; Said, 2012). La
biodisponibilidad de la biotina varia de una fuente a otra, siendo el 100% en el maiz
y soOlo del 5% en el trigo (Said, 2012). En la dieta, puede estar libre o unida

covalentemente a proteinas mediante un residuo de lisina.

DIGESTION Y ABSORCION DE LA BIOTINA

Las enzimas peptidasas y proteasas son las encargadas de la digestién de los
compuestos que contienen biotina para la obtencién de biocitina, el compuesto mas
simple formado por biotina y lisina. La biocitina es catabolizada en biotina y lisina
por la enzima biotinidasa que se encuentra en el jugo pancreatico, permitiendo su
absorcion por los enterocitos a través del Transportador transmembranal Multiple
de Vitaminas Dependiente de Sodio (SMVT). SMVT es el producto del gen SLC5A6
y esta conformado por 634 aminoacidos con un peso molecular de 69 kD; localizado
en la porcién apical de los enterocitos, que realiza un transporte simporte
electrogénico, a favor de un gradiente de Sodio y dependiente de temperatura (Said,
2009).
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SMVT es responsable de la translocacion de vitaminas y otros cofactores esenciales
como la biotina, el acido pantoténico y el acido lipoico (Prasad et al., 1997, 1998,
1999). La constante de afinidad (Km) de SMVT1 para el acido pantoténico y lipoico
es de 1~5 uM la cual corresponde a la concentracién de acido pantoténico circulante
(0.886-4.59 uM). La Km de SMVT1 para la biotina que es de ~15 pyM, siendo la
concentracion de biotina libre de ~0.5-2 nM. (Combs GF.1992), por lo que la ingesta
de biotina puede ser inhibida por el acido pantoténico o el acido lipoico. SMVT
transporta biotina, acido lipidico y acido pantoténico junto con el sodio, con una
estequiometria de 2:1 sodio-sustrato, por cada molécula de vitamina que entra a la
célula, dos iones de sodio son cotransportados al interior de esta (Prasad et al.
1998; Prasad et al. 1997). Una vez que la biotina cruza la membrana apical, su
salida del enterocito también se da a través del transportador. El transportador
SMVT media la absorcion intestinal de biotina y también es el responsable de la
captacién de biotina en el higado, en los tejidos periféricos y para la reabsorcién
renal (Zempleni, 2009), asi como en en otros tejidos como cerebro, corazén vy
placenta (Said, 2012).

Se ha proporcionado evidencia de que el Transportador de monocarbolxilatos
(MCT1) también participa en la captacion de biotina en algunos linajes celulares,
como las células mononucleares de sangre periférica y los queratinocitos
(Daberkow et al 2003). Este transportador es un miembro de la familia de
transportadores de monocarboxilatos que facilitan la ingesta de biotina con una Km
tres veces menor a la usada por SMVT, ademas de que no es inhibido

competitivamente por el acido pantoténico o lipoico.
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TRANSPORTE DE BIOTINA HACIA LOS TEJIDOS

Después de absorberse en el intestino, la biotina pasa al plasma, la cual se
encuentra libre en un 81 %, o bien unida a proteinas de manera covalente en un 12
% y unida reversiblemente en aproximadamente un 7 % (Mock et al. 2005). Se ha
propuesto que SMVT1 es la principal proteina de transporte de la biotina (Zempleni
et al. 2005). La biotina es captada de la circulacion por los 6rganos periféricos. La
cantidad de biotina que se encuentra intracelularmente ya sea en forma unida o
libre, depende del balance entre su captacion, el equilibrio entre su liberacion de
proteinas biotiniladas e incorporacion a las mismas, asi como de su catabolismo
(Mock et al. 2005).

TRANSPORTE INTRACELULAR DE BIOTINA.

La biotina internalizada en la célula se encuentra en la mitocondria y en el
citoplasma, y en menor cantidad en el nucleo con un 0.7% (Zempleni, 2005). El
mecanismo de transporte de biotina hacia la mitocondria se ha estudiado utilizando
mitocondrias aisladas de hepatocitos, y se ha sugerido que es dependiente de pH.
Se creé que la biotina entra al espacio intramitocondrial en su forma protonada
(neutra), para posteriormente disociarse en su forma aniénica (pKa = 4.5) en el pH

alcalino de la mitocondria (Said, 2012).
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FUNCION DE LA BIOTINA

En los mamiferos, la biotina actua como como grupo prostético de las carboxilasas,
enzimas que participan en el metabolismo intermediario. Estas carboxilasas
dependientes de biotina son: El piruvato carboxilasa (PC, EC 6.4.1.1), la propionil-
CoA carboxilasa (PCC, EC 6.6.1.3), la B-metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC, EC
6.4.1.4) y la acetil-CoA-carboxilasa (ACC, EC 6.4.1.2). de las cuales existen dos
isoformas: la acetil-CoA-carboxilasa 1 presente en el citosol, y la acetil-CoA-
carboxilasa en la mitocondria. Estas enzimas catalizan la incorporacion de
bicarbonato, en forma de un grupo carboxilo, a sus respectivos sustratos (Mock et
al. 2005).

La biotina se une a las carboxilasas inactivas (apocarboxilasas) mediante una
reaccion dependiente de ATP, catalizada por la enzima holocarboxilasa sintetasa
(HCS) (Figura B). En el primer paso de la reaccion se forma un intermediario de
biotina y ATP, el biotinil-5’- adenilato. Posteriormente, el grupo carboxilo de la
cadena de acido valérico de la biotina y el grupo e-amino de una lisina en una regién
especifica de la apocarboxilasa forman un enlace covalente. Estas regiones
cataliticas, las apocarboxilasas contienen residuos de aminoacidos altamente
conservados entre especies. Una vez unidas a la biotina, las holocarboxilasas son
capaces de formar un intermediario carboxifosfato en presencia de HCO3- y ATP,

para trasladar el CO:2 de la biotina al sustrato (Said, 2012).

Piruvato carboxilasa Enzima encargada de catalizar la conversion de piruvato en

oxalacetato, implicada en la gluconeogénesis.

Propionil-CoA Enzima ligasa que cataliza la reaccion de carboxilacion de
carboxilasa propionil-CoA que participa en el metabolismo de acidos grasos.

B-metilcrotonil-CoA Enzima encargada de catalizar la reaccion de carboxilacién del
carboxilasa acido 3-metilcrotonico a acido 3-metilglutacénico, el cual participa

en el metabolismo del aminoacido esencial leucina.
Acetil-CoA-carboxilasa = Cataliza la reaccién de adicion de un grupo bicarbonato al acetato
para obtener malonato. Regula la biosintesis de los acidos grasos

y su oxidacion.
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CATABOLISMO DE LA BIOTINA

La biotina unida a las holocarboxilasas se libera en forma de biocitina por
degradacion proteolitica de la holocarboxilasas. Esta biocitina puede ser reutilizada
por otras carboxilasas, o catalizarse hacia sulféxido de biotina o Bisnorbiotina y
posteriormente excretarse en orina (Said, 2012). La vida media de la biotina en la
fase de eliminacion lenta (21.9 £ 13.6h) coincide con el rompimiento de las

carboxilasas biotiniladas (Zempleni, 2005).

TRANSPORTE Y METABOLISMO DE LA BIOTINA.

Biotina de la dieta
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Figura B. Transporte y metabolismo de la biotina. La biotina ingerida por la dieta es
transportada a través de los enterocitos mediante transportadores SMVT, la enzima
holocarboxilasa sintetasa (HCS) biotiniliza las apoenzimas carboxilasas mediante dos
pasos para activar su funcién y participar en el metabolismo de carbohidratos, lipidos y
proteinas; posteriormente, la biotinidasa cataliza la liberacion de biotina.
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EFECTOS DE CONCENTRACIONES FARMACOLOGICAS DE
BIOTINA

Varios estudios han encontrado que, en dosis farmacoldgicas de biotina, que van
de 50 a 700 veces sus requerimientos diarios, la biotina es capaz de modificar
diversas funciones bioldgicas. Entre estas funciones se encuentran el metabolismo
de los triglicéridos y de la glucosa, la reproduccion, la produccion de leche y
funciones del sistema inmune, la proliferacion celular y cambios en algunos tejidos,
tales como pancreético, hepatico y testicular (Revisado en Riveron-Negrete et al.
2017). Estos efectos son diferentes al de su accion como grupo prostético de las
carboxilasas. Se ha propuesto que el mecanismo por el que se producen los efectos
farmacoldgicos de la biotina estd asociado con cambios en la expresion de genes

mediante la accién de la guanilato ciclasa.

Estudios en los afios 1960s’ mostraron que la biotina en miligramos, poseé efectos
diferentes a los de su funciéon como grupo prostético de las carboxilasas, tal como
cambio en la actividad de la glucocinasa. Dakshinamurti y colabaradores fueron los
primeros en demostrar que las concentraciones farmacoldgicas de biotina afectan
a las proteinas no relacionadas con las enzimas que participan en el metabolismo
de la biotina (Dakshinamurti y Cheah, 1968; Dakshinamurti y Ho, 1970). En la
década de 1960, Dakshinamurti y Cheah-Tan encontraron que una inyeccion aguda
de biotina (1-2 mg/kg) aumentaba la actividad de la glucoquinasa hepatica en ratas
diabéticas con aloxano y en ratas no diabéticas en ayunas; este efecto también se
observd en hepatocitos de rata cultivados (Spence y Koudelka, 1984).
Posteriormente, se descubrié que la accién de la biotina sobre la glucoquinasa
aumentaba la transcripcién (Chauhan, J.; Dakshinamurti, K., 1991). Estos
descubrimientos fueron los primeros en discernir algunos de los efectos de la biotina

en la expresion génica.
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Estudios posteriores, demostraron que estos efectos son regulados mediante la
expresion transcripcional, traduccional y modificacién post-traduccional (Riveron-
Negrete y Fermandez Mejia 2017). EI mecanismo molecular de la accion
farmacoldgica de la biotina sobre la expresion de genes esta asociado con la via de
senalizacion modulada por la guanilato-ciclasa soluble, el GMPc y la proteincinasa
G (GC/GMPc/PKG). (Vilches-Flores et al., 2010 A; Aguilera-Méndez A et al., 2012;
Boone-Villa D et al., 2015; Moreno-Méndez E et al., 2018).

En 1982, Vesely encontré que la biotina 1 mM, o su analogo (+)-biotina-p-nitrofenil
éster, aumentd la actividad de la guanilato ciclasa de dos a tres veces en
homogeneizados de higado, corazon, rifion, cerebelo y coldn de rata (Vesely DL.
1982). En 1984, el mismo grupo descubrié que los analogos de biotina azabiotina,
bisnorazabiotina, carbobiotina e isoazabiotina también podian mejorar la actividad
de la guanilato ciclasa en homogeneizados de tejido (Vesely D., 1984). EI mismo
afo, los estudios de Spence y Kouldeka encontraron que el cultivo de hepatocitos
aislados con biotina [10 nM a 1 mM, respuesta maxima a 1 mM] aumentaba los
niveles de cGMP (Spence J., 1984). En cultivos de células, otros estudios, usando
bloqueadores e inhibidores, identificaron que la via de senalizacion de cGMP/PKG
media la transcripcion de carboxilasas, holocarboxilasa sintetasa, el transportador
multivitaminico dependiente de sodio (Solorzano-Vargas, R 2002; Pacheco-Alvarez
D et al., 2005), el receptor de asialoglicoproteina (De La Vega, L. 2000) y el receptor
de insulina (De La Vega, L. 2000) en respuesta a biotina 1 mM. En islotes
pancreaticos aislados de ratas, la expresion de ARNm de glucoquinasa inducida por
biotina dependia de la guanilato ciclasa (Vilches-Flores, A 2010). In vivo, 8 semanas
de suplementacion con biotina en la dieta (97,7 mg/kg de dieta) aumenté el cGMP
en los tejidos hepatico y adiposo (Aguilera-Mendez, A 2012; Boone-Villa, D 2015).

La biotinilacion de histonas ha sido un mecanismo propuesto en la modificacion de
la expresion transcripcional; sin embargo, Zempleni y colaboradores mencionan que
es fendmeno controversial y que a pesar de ser natural se presenta raro en células
humanas; por lo que no ha cobrado trascendencia en la publicacién de articulos

recientes (Kuroishi et al., 2011; Riveron-Negrete y Fernandez-Mejia 2017).
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EFECTOS DE CONCENTRACIONES FARMACOLOGICAS DE
BIOTINA SOBRE FUNCIONES BIOLOGICAS.

En células mononucleares de sangre periférica obtenida de humanos sanos, la
abundancia del ARNm de interferén-gamma e interleucina-1beta se incrementaron
aproximadamente 4.5 veces después de la administracion de 1.2 mg biotina/dia por
21 dias (Wiedmann S., et al. 2003).

En modelos animales, tales como ratas con hipertension, la ingesta de biotina
durante 8 semanas (1.2 mg/kg peso corporal) disminuy6 la presion arterial sistélica,
el grosor de las arterias coronarias, y la incidencia de infarto inducido (Watanabe-
Kamiyama M., et al. 2008). En ratones, estudios in vivo encontraron que la
suplementacién con biotina disminuyd la inflamacién producida por alergia al niquel
mediante la produccion de interleucina-1beta (Kuroishi T., et al. 2009). En vacas, se
encontré que la suplementaciéon de la dieta con biotina (0, 10, 20 mg al dia)
incrementd la produccién de leche (Zimmerly, C., et al. 2001). También, se ha
reportado que reduce el numero de retencién de la placenta y endometritis puerperal

con la administracién de 10 mg de biotina al dia en vacas (Kinal S., et al. 2011).
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EFECTOS DE CONCENTRACIONES FARMACOLOGICAS DE
BIOTINA SOBRE EL METBOLISMO DE LA GLUCOSA Y DE LOS
LIPIDOS.

Investigaciones diversas han encontrado que la biotina en concentraciones
farmacolégicas disminuye la hipertrigliceridemia y la intolerancia a la glucosa tanto
en humanos como en animales de laboratorio (Riveron-Fernandez 2017), lo que
confiere gran importancia al estudio de los mecanismos de accién de la biotina por
su uso potencial en la prevencion y/o tratamiento de la diabetes tipo-2 y el sindrome

metabdlico.

Estudios realizados por nuestro grupo de investigacion en ratones macho de la cepa
Balb/cAnN alimentados con una dieta que contiene 56 veces mas la cantidad de
biotina con respecto a la dieta control durante 8 semanas posteriores al destete,
mostraron efectos favorables en la homeostasis de la glucosa, tales como la
disminucién mas rapida de la glucosa durante su prueba bioquimica de tolerancia,
el incremento de la secrecion de insulina in vivo e in vitro, el aumento de la
expresion de genes relacionados con la sintesis y secrecion de la insulina (Lazo de
la Vega-Monroy et al. 2013). En ratones con hiperglucemia inducida por dafio
pancreatico con estreptozotocina, la administracion de 15 mg de biotina/kg de peso
durante 12 dias consecutivos, disminuyd la glucosa sanguinea y redujo el dafo
renal y hepatico producido por la hiperglucemia (Aldamash et al 2015; Aldamash et
al., 2016). En pacientes con diabetes, se ha reportado que la administracion de
biotina en el orden de miligramos disminuye la hiperglucemia (Coggeshall et al.
1985; Maebashi et al. 1993; Koutsikos et al. 1996, Singer et al. 2006).

La administracién de 5 mg de biotina cada 24 horas durante 4 semanas en pacientes
con ateroesclerosis e hipercolesterolemia disminuyé la concentracion de colesterol
total (Dukusova y Krivoruchenko, 1972). En nuestro laboratorio, encontramos que
el tratamiento con 5 mg de biotina cada 8 horas al dia durante 4 semanas, disminuyo
la concentracion de triglicéridos en suero y las lipoproteinas de baja densidad tanto

en pacientes diabéticos como en individuos no diabéticos con hipertrigliceridemia
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(Revilla et al., 2006). En ratones sanos, la administracion de una dieta con biotina
(97.7 mg/kg) durante 8 semanas disminuyo los niveles séricos de triglicéridos y de
acidos grasos en comparacion con el grupo de ratones con dieta control (1.76
mg//kg de dieta). Los mecanismos moleculares mediante los cuales se producen
estos efectos estan asociados con un decremento en la expresion de genes,
factores lipogénicos y en la fosforilacidon de proteinas reguladoras de estas vias.
(Larrieta et al. 2010, Aguilera-Méndez y Fernandez Mejia 2012, Boone et al., 2015).
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EFECTO DE CONCENTRACIONES FARMACOLOGICAS DE
BIOTINA EN L MORFOLOGIA TISULAR.

Estudios en nuestro laboratorio encontraron que en el mismo modelo experimental
en donde se encontré aumento de la secrecion de insulina, disminucién de los
niveles de glucosa vy triglicéridos por efecto de la dieta suplementada con biotina
(descritos en las secciones anteriores); también modifica el tamano y la arquitectura
tipica de los islotes pancreaticos, aumenta el porcentaje de células alfa localizadas
hacia el centro del islote de los ratones suplementados con la dieta de biotina (Lazo

de la Vega-Monroy et al., 2013).

En el higado de ratones alimentados con una dieta que contiene 56 veces mas la
cantidad de biotina con respecto a la dieta control durante 8 semanas los resultados
revelaron incrementos significativos en el porcentaje de hepatocitos binucleados y
nucleomegalia, 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 otro estudio encontramos que esa misma dieta durante 9 semanas produjo
cambios en la estructura de los ovarios, disminuyendo el numero de foliculos
primarios y de foliculos de Graaf (Baez-Saldafia et al., 2009). También, en otros
estudios el tratamiento agudo con biotina (100 mg/kg de peso corporal) indujo atrofia

en el cuerpo luteo en ratas (Paul et al., 1973).
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EFECTO DE CONCENTRACIONES FARMACOLOGICAS DE
BIOTINA SOBRE LA PROLIFERACION CELULAR

Se conoce poco de los efectos de la biotina sobre la proliferacion celular, asi como
de los mecanismos moleculares participantes. En la linea celular de leucemia
linfoblastica de células T, Jurkat, cultivadas y suplementadas con concentraciones
farmacoldgicas de biotina durante dos semanas, se observo mediante incorporacion
de 5’bromo-2’-deoxyuridina, aumento transitorio de la proliferacion celular (Manthey
et al., 2002). Igualmente, en un estudio posterior en la linea celular de
coriocarcinoma JAr, se observo un aumento en la incorporacion de timidina tritiada
[*H] en respuesta a concentraciones farmacoldgicas de esta vitamina (Crisp et al.,
2004). Sin embargo, no existen estudios sobre mecanismos moleculares o vias de
senalizacion participantes en la proliferacion celular. Sin embargo, en otros estudios
se encontré que concentraciones farmacoldgicas de biotina disminuyen (Zempleni

et al 2001) o no afectan la proliferacion celular (Valenciano et al. 2002).

Estudios recientes en nuestro laboratorio encontraron que la administracion de una
dieta conteniendo concentraciones farmacoldgicas de biotina durante una semana
después del destete, aumenté la proliferacion de las células del islote observandose
mayor numero de células beta y mayor presencia del marcador de proliferacién
celular Ki-67 (Tixi-Verdugo W. et al., 2017).

Ha sido escasa la informacién sobre los mecanismos moleculares por los cuales las
concentraciones farmacolégicas de biotina modifican la proliferacion y el ciclo
celular. Estudios de microarreglos en sangre periférica de células mononucleadas
aisladas de individuos sanos que ingirieron suplementos de biotina conteniendo (8.8
pmol/dia por 21 dias) revel6 que, basado en la localizacion celular un gran numero
de genes, pertenecian a moléculas nucleares (Wiedmann y cols., 2004). La
clasificacion basada en las funciones biolégicas encontré6 que entre los mas
prominentes se encontraban los relacionados con el ciclo celular y la proliferacién

(Wiedmann y cols., 2004). Interesantemente, transcritos mayormente modificados
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fueron los relacionados con las senales transduccionales; sin embargo, este estudio
no investigd la identidad de estos mensajeros. Otros estudios han sugerido que la
biotina ejerce sus efectos sobre la proliferacién modificando la biotinilacién de
histonas (Crisp et al 2004 Stanley, J, 2001). Sin embargo, este mecanismo es
controversial (Bailey et al 2008; Heal et al 2009), siendo hasta el momento el
conocimiento mas aceptado que la biotinilaciéon de histonas es un mecanismo que

sucede en proporcion baja (Kuroishi et al 2011).
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LOS EFECTOS DE LA BIOTINA EN CONCENTRACIONES
FARMACOLOGICAS SOBRE LA PROLIFERACION Y LA
MORFOLOGIA DEL TEJIDO TESTICULAR.

Con base en los hallazgos del efecto de la biotina sobre la morfologia tisular, se
investigo si en el mismo modelo experimental de ratones alimentados con una dieta
suplementada (56 veces mas la cantidad de biotina con respecto a la dieta control)
durante 8 semanas afectaban al testiculo, un tejido altamente proliferativo y sensible
a toxicos y medicamentos. Los resultados revelaron cambios, encontrandose que
en el testiculo se produjo: 1) Desorganizacion celular, 2) Aumento de vacuolas, 3)
Hipertrofia de las células de Leydig, 4) Aumento en el numero de espermatogonias
y 5) Pérdida de la circularidad de los tubulos seminiferos; interesantemente, sin
cambio significativo en los pesos de los testiculos entre el grupo control y
suplementado: 183 + 6.45 vs 187 + 3.12 mg (Pasten-Hidalgo et al., 2020). En el
espermatozoide se encontrd con un aumento en el doblamiento en la pieza media
del flagelo y disminucion en su movimiento progresivo, pero sin encontrarse
cambios en la cantidad espermatica. Estos resultados contrastan con los estudios
in vitro mencionados en parrafos anteriores por Kalthur et al., 2015 y Salian 2019,
quienes observaron que en muestras de semen humano incubadas in vitro con
biotina se aumentd la motilidad de los espermatozoides y hubo mayor sobrevivencia
con respecto a las muestras control, sin que el tratamiento danase la integridad del
ADN o se produjese reaccion acrosomal temprana. El efecto diferente de la biotina
entre los estudios de Kalthur et al. (2015) y nuestra investigacion podria estar

relacionado con la concentracion de biotina.

Nuestros resultados mostraron un incremento del marcador de proliferacion Ki-67
mediante ensayos de inmunodeteccion en tejido testicular de ratones
suplementados con biotina (Pastén-Hidalgo 2020). También, se observaron
alteraciones en la morfologia del tejido testicular: que incluia desorganizacién de los
tubulos seminiferos y alteracién en su a forma circular tipica, incrementos del
tamano del tejido intersticial, asi como lo que demostrd que, al igual que en el islote,

concentraciones farmacoldgicas de biotina genera alteraciones en la morfologia y
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aumentos de la proliferacion celular en el testiculo. Interesantemente, se ha
encontrado acumulacién de biotina en el tejido testicular de ratones suplementados,
lo que indica su capacidad para atravesar la barrera hematotesticular. Con base en
estos resultados, el efecto de la biotina sobre la proliferacién podria ser mediante
mecanismos celulares in situ, independiente de alguna sefalizacion hormonal o
cambios en el eje hipotalamo-hipofisario-génada (testiculo), sin embargo, queda por
comprobar como y cuales mecanismos participan en la proliferacion del tejido

testicular.
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TESTICULO: MORFOLOGIA Y FISIOLOGIA NORMAL.

El tejido testicular estd compuesto por dos componentes principalmente, el tejido
intersticial y los tubulos seminiferos. El tejido intersticial se conforma por células de
Leydig, encargadas de la sintesis de la testosterona. Los tubulos seminiferos estan
integrados por células de Sertoli y espermatogonias, la cuales se diferencian
durante la espermatogénesis a espermatocitos primario, secundario, espermatida,

hasta la formacion de espermatozoides.

Las espermatogonias son las células precursoras de los espermatozoides, tienen
una alta tasa de proliferacion durante la espermatogénesis (Phillips, Gassei, &
Orwig, 2010; Yoshida, 2008). Existen dos tipos de espermatogonias: las A y las B.
Las espermatogonias A se clasifican en dos tipos Ad y Ap. El tipo Ad (Dark), son
espermatogonias de reserva, soélo se dividen por mitosis cuando las
espermatogonias disminuyen drasticamente por agentes quimicos o fisicos
genotéxicos; por ejemplo, farmacos quimioterapéuticos, agentes alquilantes,
compuestos organofosforados (Insecticidas); o agentes fisicos como radiaciones.
Las espermatogonias Ap (Pale), por tener la caracteristica nuclear palido, realizan
divisiones mitéticas activas, generando tanto espermatogonias de tipo Ap como tipo
B. Las espermatogonias tipo B, entran al proceso de diferenciacién para la
produccion de espermatozoides, mediante la formacion gradual de diversos tipos
celulares, tales como los espermatocitos primarios, espermatocitos secundarios,
espermatidas y espermatozoides durante la espermatogénesis (Ahmed & de Rooij,
2009; de Rooij, 2001; Hacker-Klom, 1995; Yoshida, 2008).
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ESPERMATOGENESIS

La espermatogénesis es el mecanismo encargado de la producciéon de los
espermatozoides, proceso que se realiza en los tubulos seminiferos de los
testiculos. En el humano la espermatogénesis se inicia en la pubertad; en el raton
se produce entre el dia 34-38, o incluso al dia 30 después del nacimiento (durante
la 4 semana), dependiendo de la cepa (Oakberg, 1956a, 1956b).

La espermatogénesis consta basicamente de cuatro fases:

1. Fase de proliferacion de células germinales: Presenta una alta tasa de
divisiones mitéticas de las espermatogonias Ap (2n) para generar espermatogonias
tipo Ap (2n) y tipo B (2n).

2. Crecimiento: Las espermatogonias tipo B aumentan de tamaro para formar
los espermatocitos primarios (2n), que inician la diferenciacion celular y la migracién
hacia el lumen.

3. Maduracién: El espermatocito primario inicia la primera division meiética,
generando dos espermatocitos secundarios (n). Posteriormente, los espermatocitos
secundarios tienen la segunda divisidbn meidtica para generar 4 espermatidas (n).
4. Espermiogénesis, las espermatidas se diferencian a espermatozoides,
mediante la compactacion del ADN, la condensacién del nucleo, reduccién del

citoplasma, formacion del acrosoma y flagelo.

La hormona estimuladora del foliculo (FSH, del inglés Follicle Stimulating Hormone),
es una hormona peptidica del tipo gonadotropina, que se sintetiza y secreta en la
adenohipdfisis, la cual ejerce una sefializacion endocrina sobre el tejido testicular
actuando en la sintesis del factor de células troncales (SCF del inglés, Stem Cell
Factor), un ligando que se une con el receptor CKIT de las espermatogonias (Figura
C). La interaccion paracrina de SCF con CKIT aumenta la actividad de las vias de
senalizacion de proliferacién canonicas MAPK y PI3K/AKT (Cooke & Saunders,
2002).
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Figura C. Via de senalizacion de la hormona foliculo
estimulante sobre la proliferacion de las
espermatogonias. La hormona foliculo
estimulante es liberada de la adenohipdfisis, y
transportada a células de Sertoli, mediante una
sefalizacion enddcrina para la sintesis de SCF,
por efecto del AMP ciclico, secretando el ligando
SCF para unirse al receptor C-KIT localizado en
la superficie de las espermatogonias y activar
las vias de senalizacion proliferativas.
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PAPEL DE C-KIT Y SCF EN LA PROLIFERACION DURANTE LA
ESPERMATOGENESIS.

El receptor tirosina cinasa C-Kit tipo Il tiene un papel importante en la proliferacion
celular de las espermatogonias durante el inicio de la espermatogénesis (Rossi,
Sette, Dolci, & Geremia, 2000; Yoshinaga et al., 1991; Zhang et al., 2013; Zhang et
al., 2011). Esta proteina tiene un peso de 145 KDa y se localiza en la membrana de
células pluri y multipotentes, tales como células germinales y células progenitoras
del linaje linfoide y mieloide (Schlessinger, 2000; Yarden et al., 1987; Yuzawa et al.,
2007). En el testiculo el receptor C-Kit se expresa en espermatogonias (Natali et al.,
1992; Sandlow, Feng, Cohen, & Sandra, 1996) (Albanesi et al., 1996), (Dym et al.,
1995) hamster y cuyo (von Schonfeldt, Krishnamurthy, Foppiani, & Schlatt, 1999).

La activacion del receptor C-KIT es regulada por el factor de células troncales SCF
(por sus siglas en inglés) durante la etapa temprana de la espermatogénesis. El
factor de células troncales SCF es un ligando peptidico de 30.9 KDa., es sintetizado
y secretado por las células de Sertoli, por efecto de la Hormona Foliculo Estimulante
(FSH) (Manova et al., 1993; Marziali, Lazzaro, & Sorrentino, 1993; Rossi, Albanesi,
Grimaldi, & Geremia, 1991; Rossi et al., 1993; Rossi et al., 2000; Tajima, Onoue,
Kitamura, & Nishimune, 1991). Las células de Sertoli estan localizadas en el interior
de los tubulos seminiferos, tienen dos funciones: la primera es estructural y soporte
a los componentes células del tubulo seminifero; la segunda es la sefalizacion
paracrina sobre el receptor de membrana C-Kit de las espermatogonias para
promover la proliferacién celular e iniciar la espermatogénesis, mediante la
senalizacion de cinasas ERKs y AKT, activadas por sefiales extracelulares, Figura
D (Dolci, Pellegrini, Di Agostino, Geremia, & Rossi, 2001; Rossi et al., 2000).
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Figura D. Senal paracrina de CKIT-SCF. A) Secrecion de SCF por las células de Sertoli

sobre las espermatogonias. B) FSH activa la sintesis y secrecion de SCF en las células de

Sertoli para la activacién de la sefal paracrina SCF-SCF en la proliferacion de

espermatogonias.
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VIAS DE SENALIZACION MAPK Y PI3K/AKT INVOLUCRADAS EN
LA PROLIFERACION DE LAS ESPERMATOGONIAS.

La activacion del receptor C-Kit por el factor de células troncales, regula las vias
moleculares de las cinasas activadas por mitogenos (MAPK) y de cinasa AKT/PI3K
(fosfatidil inositol 3 Cinasa) que participan en la proliferacién de espermatogonias e
inhibicion de la apoptosis (Dolci et al., 2001; He, Kokkinaki, Jiang, Dobrinski, & Dym,
2010).

En cultivos de espermatogonias de ratones, se demostré que la adicion de SCF,
factor de células troncales, incrementa las proteinas de Ciclina Ay E, promueve la
hiperfosforilacion de la proteina de retinoblastoma Rb, acelera la transicion de G1 a
S del ciclo celular e incrementd la incorporacion de timidina tritiada en las
espermatogonias y promueve la proliferacion, mediante las fosforilaciones de la
cinasa ERK y AKT en los sitios Tirosina 204 y Serina 473 respectivamente (pERK
Y204 pAKT $473). Ambas vias de sefializacion activan los siguientes complejos:
Ciclina D3-CDK4, involucrado en liberacion del Factor de transcripciéon E2F
mediante la hiperfosforilacién de la proteina Rb, para la sintesis de los complejos:
Ciclina E-CDK2 (transicion de G1/S) y Ciclina A2-CDK2 complejo involucrado en la
progresion de la fase S de las espermatogonias durante la fase proliferativa de la

espermatogénesis (Figura E; tomada y modificada de Doilci et al., 2001).
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Figura E. Vias de senalizacion candnicas MAPK y PI3K/AKT en la proliferacion de
espermatogonias que convergen en la activacién de Ciclina D3 para la regulacion de
complejos ciclinas/cinasas en la transicion de las fases G1/S y la progresién durante la fase
de sintesis en el ciclo celular de las espermatogonias.
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COMPLEJOS CICLINA-CINASA EN LA PROLIFERACION DURANTE
LA ESPERMATOGENESIS.

La ciclina A2 tiene un papel importante en las etapas tempranas de la
espermatogénesis, principalmente en la mitosis de las espermatogonias para la
formacion de espermatogonias tipo A 'y B (Figura F). La ciclina A2 es responsable
de la regulacién de las transiciones G10S y G20M, mediante la unidén con su cinasa
dependiente de ciclina CDK2 (Hochegger, Takeda, & Hunt, 2008; Yam, Fung, &
Poon, 2002). Ciclina D participa en la regulacion del ciclo celular mediante la
formacion de un complejo con CDK4/6 encargado de fosforilar moléculas de

transicion G1/S Figura F.
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Figura F. Expresién de ciclinas durante la espermatogénesis de mamiferos. Barras
coloreadas indican expresiéon de cada ciclina en diferentes tipos celulares durante la
espermatogénesis, esta actividad ha sido reportada tanto a nivel transcripcional como
traduccional (Wolgemuth, Manterola, & Vasileva, 2013).

32



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe controversia sobre el efecto de concentraciones farmacoldgicas de biotina
sobre la proliferacion celular. Estas discrepancias podrian deberse a los diferentes
modelos celulares y dosis analizadas. Estudios previos del laboratorio se encontro
que en ratones Balb/cAnN, la administracién de una dieta suplementada con biotina
conteniendo 97.7 mg de biotina por kilogramo de dieta, aumenté el numero de
espermatogonias en los tubulos seminiferos. No existen estudios del efecto de
concentraciones farmacoldgicas de biotina sobre los mecanismos moleculares de
proliferacion. En este trabajo proponemos estudiar, en el mismo modelo
experimental en el que se han encontrado el aumento en el numero de
espermatogonias, cambios en las vias de sefalizacion que participan en la

proliferacion de estas células.

HIPOTESIS

La suplementacion con biotina en la dieta podria estimular la proliferacién de las
espermatogonias, mediante moléculas de sefializacién enddocrina y paracrina
encargadas de promover el ciclo celular a través de las vias de sefalizacion MAPK
y PIBK/AKT.

OBJETIVO GENERAL

Analizar el efecto de una dieta suplementada con biotina sobre la abundancia de

moléculas reguladoras de la proliferacién celular en tejido testicular de ratén.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1. Medir los niveles circulantes de la hormona foliculo estimulante en suero.
2. Medir la abundancia de las proteinas del factor de células troncales SCF y el

receptor CKIT en tejido testicular.

3. Medir la abundancia de la proteina CKIT en espermatogonias.

4. Cuantificar los transcritos de genes reguladores del ciclo celular en tejido
testicular.

5. Medir la abundancia de proteinas que participan en las vias de sefalizacién

de proliferacion candnicas MAPK y PI3K/AKT en tejido testicular de ratones

suplementados con una dieta farmacolégica de biotina.
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MATERIALES Y METODOS

Modelo experimental. Se utilizé6 el modelo experimental de ratones en los cuales
se observaron cambios en la morfologia del testiculo y aumento en el numero de
espermatogonias. Este modelo experimental se ha usado en el laboratorio ya que
no ha mostrado efectos toxicos sistémicos, ni en marcadores de toxicidad, pero se
obtienen efectos hipoglucemiantes e hipolipemiantes (Larrieta et al., 2010; Aguilera-
Méndez 2012) semejantes a los observados en humanos con dosis de
farmacoldgicas de biotina (Coggeshall et al., 1985; Maebashi et al., 1993; Koutsikos
et al., 1996, Singer et al., 2006) que son comercializadas como coadyuvantes en el
tratamiento de diabetes y sindrome metabdlico; ademas de alcanzar
concentraciones séricas de biotina (Lazo-de la Vega et al., 2013) en el orden de
magnitud similar a las que se encuentran en el ser humano con los suplementos

comerciales de la vitamina (Mock 1997).
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PROCEDIMIENTO.

Ratones macho de la cepa BalbC/AnN recién destetados de tres semanas de edad
que no han probado alimento sdlido, se dividieron en 2 grupos, con 20 ratones cada
uno o 10 ratones en cada uno, los cuales se alojaron en cajas de policarbonato
modelo N10-PC (Ancare corp. Bellmore, NY, USA) con 5 ratones por caja. El grupo
control recibié una dieta con 1.76 mg de biotina / kg de alimento, que contiene los
requerimientos diarios de la vitamina (TD 97126, Harlan Teklad, Madison WI, USA)
y un grupo suplementado a la que se le administré una dieta con 97.7 mg de biotina/
Kg de alimento (TD 02453, Harlan Teklad, Madison WI, USA), cantidad que
representa 56 veces el contenido de la vitamina en la dieta control. Los animales 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, A las 8
semanas de administracion de las dietas se les retird el alimento las 8 de la noche
y a las 8 de la manana los ratones se anestesiaron por inhalacién con Sevoflurano
(Sevorane) en una campana de flujo laminar horizontal. Se corroboré la eficacia de
la anestesia por la ausencia de retraccion de la pata trasera en respuesta a la
puncion de la almohadilla dactilar del pie, la ausencia del reflejo cornal y el reflejo

de pinzamiento de la cola.
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AISLAMIENTO DE ESPERMATOGONIAS

La disociacion de las espermatogonias se realizd mediante la digestién con
colagenasa tipo-1 y tripsina siguiendo el protocolo (Liu et al., 2011). Brevemente, un
testiculo de cada ratén se cortd en trozos pequefios y se lavaron dos veces con la
solucién de Hank’s conteniendo penicilina 200 U/ml y estreptomicina 200 mg/ml. El
tejido se digirié a temperatura ambiente con 1 g/L de colagenasa tipo-I con agitacion
moderada por 5 min, posteriormente se dejé sin agitacion por 5 minutos adicionales
y se centrifugd a 4,500 g por 5 min. El sobrenandente se removié y el pelet restante
se tratd con una solucion al 0.25% de tripsina a 37°C por 5 min con agitacion suave.
Las células disociadas se centrifugaron y filtraron en una malla de nylon. Las células
que se recuperaron se suspendieron en medio de cultivo DMEM (Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) conteniendo 10% de suero bovino fetal (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA). La suspension celular se agregd a un gradiente de Percoll
gradiente al 11%, 19%, 27%, 35%, y 43% distribuidas de la mas alta a la mas baja
concentracion, centrifugandose posteriormente a 353 g por 30 min. Las células
situadas en el gradiente de Percoll en las concentraciones de 27% to and 35%, las
cuales corresponden a las espermatogonias, se recolectaron, lavaron dos veces
con PBS, y se resuspendieron en PBS ajustando a una densidad celular de 1 x
105/ml. Un volumen de 200 pyL de la suspension de espermatogonias de cada
muestra se lis6 con la solucién RIPA (Thermo Scientific, St. Peters, MO, USA)
conteniendo 1% de inhibidores de proteasas (Roche, Mannheim, Germany). Los
lisados se centrifugaron a 12,500 g, por 15 min at 4°C. Un volumen de 30yl del
sobrenadante conteniendo 2.5 x 104células de cada muestra se analizd por

electroforesis con geles de sodio dodecil sulfato-poliacrilamida (SDS-PAGE) al 6%.
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ANALISIS DE LA HORMONA FOLICULO ESTIMULANTE (FSH).

La sangre se obtuvo de la vena cava posterior y se dejé coagular por 30 minutos a

20°C en tubos Eppendorf estériles de 1.5 ml (Axigen, Union City, CA, USA). E|
coagulo se removié por centrifugacion a 500 x g por 10 min at 4°C y el sobrenadante
resultante se removio con una pipeta Pasteur a tubos Eppendorf estériles de 1.5 ml.
El suero se almacend a —20°C. La hormona foliculo estimulante se determind por
ELISA usando un kit comercial de acuerdo con las instrucciones del manufacturador
(MBS703380 ELISA kit, MyBioSource, San Diego, CA; U.S.A). El rango de
deteccion del kit es 4 mliU/ml- 140 mlU/ml. El limite de deteccion del kit es
2.5mlU/ml. Coeficiente de variacion: intraensayo <15%; interensayo <15%. Las
muestras se analizaron por duplicado. Todos los valores obtenidos estuvieron en el

rango de deteccion del kit.
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AISLAMIENTO DEL ARN Y ANALISIS DE TRANSCRITOS POR RT-
PCR EN TIEMPO REAL

El ARN total se aislé de uno de los testiculos usando el reactivo de TRIzol Reagent
siguiendo las instrucciones de la compafia productora (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) y como fue descrito previamente (Moreno-Méndez et al., 2019). La calidad del
ARN se analizé por electroforesis 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). Todas las muestras presentaron relaciones de
densidad oOptica entre 1.9-2.1. EI cDNA se sintetiz6 a partir de 1 ug de ARN total
mediante la reaccion de transcripcion reversa con 500 unidades de M-MVL RT
(Invitrogene, Carlsbad, CA, USA) y hexameros random (Invitrogene, Carlsbad, CA,
USA). El cDNA se mezclé con Sybr Green Master mix (Applied Biosystems,

Woolston, Warrington, UK) y la secuencia pertinente de primers especificos los

cuales se describen en la Tabla 1. La deteminacion de la abundancia de los
transcritos se realizé por PCR en tiempo real usando el aparato ABI Prism 7700
Sequence Detector (Foster City, CA, USA). La expresion cuantitativa de los genes
se calculd por el método de doble CT (2-AACT) descrito por Livak y Schmittgen
(Livak and Schmittgen, 2001). Las muestras se analizaron por triplicado. Como
control interno se uso la cuantificacion de tubulina. abundancia en la expresion de
los genes se calculo el valor umbral del ciclo (CT, cyclethreshold) usando el método
de cuantificaciéon relativa doble-delta CT (2-AACT). Todas las muestras se
analizaron por triplicado y la media de la expresién de cada gen del tratamiento
suplementado fue normalizado respecto a la media de la expresion del tratamiento

control como se describié previamente (Moreno-Méndez et al., 2019).
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ANALISIS DE WESTERN BLOT

Un testiculo de cada ratén se homogenizé con un polytron (Kinematica AG-Polytron
PT 2100, Luzern, Switzerland) en una solucion amortiguadora conteniendo 50 mM
HEPES, 50 mM KCI, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM ortovanadato, 25 mM fluoruro
de sodio, 5 mM de pirofosfato de sodio, 1 mM ditiotOreitol, 0.1% TritonX-100 (Sigma,
St. Louis, MO, USA) e inhibidores de proteasas (Roche, Mannheim, Germany). La
suspension se centrifugdé a 12,500 x g por 30 min at 4°C. La proteina obtenida se
cuantific6 por espectrofotometria usando una solucion de Bradford (Bio-Rad,
Richmond, CA, USA) usando como patron una solucién de albumina de suero
bovina. Un volumen de 30 ug de proteina se puso a ebullicion en solucion de
Laemmli (Bio-Rad, Richmond, CA; USA) por 5 min y posteriormente se sometié a
electroforesis en geles de (SDS-PAGE). Para la determinacion de c-kit se usaron
geles al 6% de poliacrilamida, para la determinacién de ERK1/2p™™% ERK1, ERK2,
AKTSer473 AKTTh308  AKT y GAPDH, se usaron geles al 10% y del 15% para Ciclina
D3 y ERK1. Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA) como descrito previamente (Aguilera-Méndez and Fernandez-
Mejia, 2012) e identificado con los anticuerpos correspondientes descritos en la
tabla (Table 2).

ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se expresan como el promedio + error estandar. La evaluacion
estadistica se realizd con la prueba de t-de Student. El programa GraphPad Prisma
6.0 (Berkeley, CA, USA) se usO para el analisis estadistico. La significancia

estadistica se considero significativa con valores de P menores a 0.05.
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RESULTADOS

EFECTO DE LA DIETA SUPLEMENTADA CON BIOTINA DURANTE 8 SEMANAS
SOBRE LAS CONCENTRACIONES SERICAS DE LA HORMONA FSH Y EL
FACTOR SCF.

Se determinaron las concentraciones séricas de la hormona foliculo estimulante con
el fin de evaluar si el aumento de la proliferacidén de las espermatogonias observada
en estudios previos (Pastén-Hidalgo et al., 2020) se encuentra relacionada con
efectos de la biotina sobre la secrecion de esta hormona. Como se ilustra en la
Figura 1A, no se encontr6 diferencia entre los grupos en cuanto a la concentracién
sérica de esta hormona (dieta control: 8.55 + 0.23; dieta suplementada con biotina:
8.52 + 0.16 mlU/mL; P=0.90). El factor de células troncales (SCF) se produce y
secreta en el tejido testicular en respuesta a la hormona foliculo estimulante (Rossi
et al., 2000). De acuerdo con la falta de efecto de la dieta suplementada con biotina
sobre las concentraciones séricas de esta hormona, nuestros datos revelaron que
la expresion de esta proteina es similar entre el grupo control y el experimental (dieta
control: 1.21 £ 0.06; dieta suplementada con biotina: 1.28 + 0.070; P=0.46) (Fig. 1B)

Factor de Células troncales
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Figura 1. Efecto de una dieta suplementada con biotina sobre las concentraciones
séricas de la hormona foliculo estimulante. A) Cuantificacion de las concentraciones
séricas de la hormona foliculo estimulante Las barras representan el promedio + ES de 16
ratones por grupo. B) Western Blot representativo de la abundancia del analisis del factor
de células troncales y de la enzima gliceraldehido fosfato deshidrogenasa. C) Cuantificacion
del factor de células troncales normalizado con gliceraldehido fosfato deshidrogenasa. Las
barras representan el promedio + ES de 8 ratones de cada grupo.
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EFECTO DE LA DIETA SUPLEMENTADA CON BIOTINA DURANTE 8 SEMANAS
SOBRE LA EXPRESION DE TRANSCRITOS REGULADORES DEL CICLO
CELULAR.

Los datos ilustrados en la Figura 2, revelaron que, comparado el grupo control, la
administracion de la dieta suplementada con biotina mostr6 aumentos en
abundancia del ARNm la ciclina D3 (induccién de 0.68 + 0.17 veces; P=0.003) y
Cdk4 (0.55 £ 0.18 veces; P=0.011); de igual manera la expresion del mensajero de
Ciclina E se increment6 (0.32 £ 0.11 veces; P=0.030) y del transcrito Cdk2 se indujo
positivamente 0.58 + 0.21 veces; P=0.016). La expresién de los transcrito de la
Ciclina A2 aumento aproximadamente el doble (0.94 + 0.037 veces; P=0.021) y un
aumento aun mayor se observo en la expresidon del mensajero del factor de
transcripcion E2F, proteina de accién positiva para la progresion del ciclo celular
(1.81 £ 0.80 (P=0.041). La determinacién del mensajero del inhibidor p27 mostro
una disminucién de éste; sin embargo, el inhibidor p76 no presentd valor significativo

para determinar aumento 2.99 + 1.42 veces (P= 0.051).
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Figura 2. Efecto de una dieta suplementada con biotina sobre la abundancia del
ARNm de genes del ciclo celular. Cuantificacién de Ciclina D3, Cdk4, Ciclina E, Cdk2,

Ciclina A2, E2F, p16, y p21. Normalizado contra alfa-tubulina. Los niveles de expresion se
ven como las veces de cambio con respecto a la expresion del control (linea punteada) Las

barras representan el promedio + ES de 10-12 ratones por grupo. *P < 0.05; **P < 0.0005.
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EFECTO DE LA DIETA SUPLEMENTADA CON BIOTINA DURANTE 8 SEMANAS
SOBRE LA EXPRESION DE TRANSCRITOS DE LOS FACTORES
TRANSCRIPCIONALES SP1Y SP3.

También investigamos la expresion del ARNm de los factores transcripcionales Sp1
y Sp3 proteinas asociadas con la proliferacién celular (Safe et al., 2014), cuya
expresion se ha reportado se encuentra regulada por concentraciones
farmacolégicas de biotina (Griffin et al., 2003). Como se muestra en la Figura 3,
comparada con la expresion del grupo control, los transcritos de Sp1y Sp3 se vieron
aumentados: Sp7 (0.70 £ 0.19 veces; P=0.004) y Sp3 (1.67 = 0.28 veces;
P=0.0001).

hw

Expresion de ARNm
Cambio respecto al control normalizado con a-Tubulina

Figura 3. Efecto de una dieta suplementada con biotina sobre la abundancia del
RNAm de los factores transcripcionales Sp7 y Sp3. Cuantificaciéon los factores

transcripcionales Sp7y Sp3 normalizado contra alfa-tubulina. Los niveles de expresion se
expresan como veces de cambio con respecto a la expresion del control (linea punteada)

Las barras representan el promedio + ES de 10-12 ratones por grupo. *P < 0.05; **P =
0.0005.
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EFECTO DE LA DIETA SUPLEMENTADA CON BIOTINA DURANTE 8 SEMANAS
SOBRE LA ABUNDANCIA DE PROTEINAS DE LA VIiA DE SENALIZACION
MAPK'Y PI3K/AKT.

Las sefales provenientes de las vias de transduccién de sefiales MAPK y PIBK/AKT
convergen en la activacion de la Ciclina D3 (Bayascas and Alessi, 2005; Braydich-
Stolle et al., 2007; Dolci et al., 2001; Feng et al., 2000; Fu et al., 2018; Rossi et al.,
2000; Wei et al., 2018). Por lo que investigamos la participacion de estas proteinas
en la induccion de la proliferacion de las espermatogonias. Como se muestra en la
Figura 4, se observo un aumento en la abundancia de la proteina Ciclina D3 (dieta
control: 3.14 + 0.41; dieta suplementada con biotina: 4.62 + 0.42; P=0.030). Las
proteinas que convergen en la activacion de esta ciclina: la forma activa de ERK y
AKTSe™73 Figura 5 se vieron aumentada en el tejido testicular de los ratones
alimentados con la dieta rica en biotina: pERK1/2™2% (dieta control: 1.14 + 0.19;
dieta suplementada con biotina: 2.14 + 0.23; P=0.005); pAKTS¢73 (dieta control:
0.62 = 0.31; dieta suplementada con biotina: 1.95 + 0.22; P=0.001). La abundancia
de la forma total de ERK2 también aumenté (dieta control: 1.04 + 0.025; dieta
suplementada con biotina: 1.47 + 0.16; P=0.003), no asi la abundancia de las
proteinas ERK1, AKT, and pAKTTh308,
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Figura 4. Efecto de una dieta suplementada con biotina sobre la abundancia proteica
de la ciclina D3. Panel superior: Western Blot representativo de la abundancia proteica
de ciclina D3, normalizado con ERK1. Panel inferior. Barra blanca: grupo control; barra
negra: grupo suplementado con biotina. Las barras representan el promedio + ES de 6
ratones por grupo. *P < 0.05
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Figura 5. Efecto de una dieta suplementada con biotina sobre la abundancia de
proteinas de la via de transducciéon de seiales MAPK y ERK. Panel superior: Western
blot representativo de la abundancia proteica de pERK1/2™2%4 total ERK1, ERK2 and AKT,
PAKTSe™73 = AKTT308 - normalizado con gliceraldehido-3 fosfato deshidrogenasa. Panel
inferior. Barras blancas: grupo control; barras negras: grupo suplementado con biotina. Las

barras representan el promedio + ES de 8 ratones por grupo. *P < 0.05; **P < 0.005.
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EFECTO DE LA DIETA SUPLEMENTADA CON BIOTINA DURANTE 8 SEMANAS
SOBRE LA ABUNDANCIA DEL RECEPTOR C-KIT.

Las vias de senalizacion MAPK y PI3K/AKT se activan por la interaccion entre el
receptor c-kit-receptor y su ligando el factor de células troncales SCF (Dolci et al.,
2001; Feng et al., 2000; Rossi et al., 2000). Analizamos si el efecto de la dieta
suplementada con biotina esta relacionado con el aumento del receptor c-kit. Como
se muestra en las Figuras 6A y B, se produjo un aumento en la expresién testicular
de la proteina del receptor c-kit- (dieta control: 0.86 £ 0.16; dieta suplementada con
biotina: 2.03 + 0.38; P=0.012). Dado que en estudios previos (Pastén-Hidalgo et al.,
2020) encontramos que ocho semanas de la ingesta de esta dieta aumenta el
numero de espermatogonias, comparamos la expresién de c-kit en muestras
proteicas conteniendo igual numero de espermatogonias. Los datos revelaron que
la abundancia de c-kit se vio incrementado (dieta control: 0.86 + 0.13; dieta
suplementada con biotina: 1.06 £ 0.05); P=0.038) Figuras 6C y D.
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Figura 6. Efecto de una dieta suplementada con biotina sobre la abundancia de c-kit
y GAPDH. Panel C: Western Blot representativo de la abundancia proteica de c-kit y
GAPDH en el testiculo; Panel A. Western Blot representativo de la abundancia proteica de
c-kit y GAPDH en espermatogonias aisladas. Panel D. Cuantificacion del receptor c-kit
normalizado con GADPDH en homogenados de testiculo. Las barras representan el
promedio + ES de 8 ratones por grupo. *P < 0.05. Panel B. Cuantificacion del receptor c-kit
normalizado con GADPDH en extractos de espermatogonias aisladas. Barras blancas:
grupo control; barras negras: grupo suplementado con biotina. Las barras representan el
promedio + ES de 5 ratones por grupo. *P < 0.05.
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DISCUSION.

Ha sido bien documentado que las concentraciones farmacologicas de biotina
tienen efectos independientes de su accién como grupo prostético de las
carboxilasas, los cuales se producen por mecanismos en la expresion de genes al
nivel transcripcional, traduccional y post-traduccional (Mock, 2017; Riveron-Negrete
and Fernandez-Mejia, 2017; Zempleni et al., 2009).

Debido a que varios de los efectos que produce la biotina en concentraciones
farmacoldgica tienen potencial terapéutico en diversas afecciones como la diabetes,
el sindrome metabdlico, la esclerosis multiple, entre otros (Mock, 2017; Riveron-
Negrete and Fernandez-Mejia, 2017), diversos estudios se han enfocado en la
identificacion de los mecanismos moleculares mediante los cuales la vitamina

produce esos efectos.

Existe evidencia de que concentraciones farmacolégicas de biotina modifica la
proliferacion celular (Crisp et al., 2004; Griffin et al., 2003; Manthey et al., 2002;
Valenciano et al., 2002; Zempleni et al., 2001); sin embargo, es poca la informacion
sobre los mecanismos de esta vitamina sobre la proliferacion. En estudios recientes
encontramos que ocho semanas de una dieta suplementada 56 veces la cantidad
de biotina presente en la dieta control aument6 el numero de espermatogonias en
los tubulos seminiferos y la expresion del marcador de proliferacién Ki67 en estas
células (Pastén-Hidalgo et al., 2020). En este estudio analizamos los mecanismos
moleculares que se encuentran asociados con los efectos de la suplementacion con

biotina sobre la proliferacién celular en el testiculo de raton.
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La hormona foliculo estimulante actia como un inductor de la proliferacion de las
espermatogonias (Casarini and Crépieux, 2019). Nuestros estudios no encontraron
diferencias significativas entre los grupos en las concentraciones séricas de la
hormona, indicando que los efectos de la dieta suplementada con biotina no se
producen mediante el eje hipotalamico-pituitario-testicular. En consonancia con la
falta de efecto de la biotina sobre las concentraciones séricas de esta hormona,
nuestros resultados encontraron que la expresion del factor de células troncales
SCF, un factor que se expresa y secreta bajo la induccion de la hormona foliculo

estimulante (Rossi et al., 2000), no difiere entre los grupos.

A diferencia de la falta de efecto en la hormona foliculo estimulante y SCF, nuestros
resultados encontraron que el receptor de este factor, denominado c-kit, se encontrd
significativamente aumentado en el grupo que recibié la dieta suplementada con la
vitamina, al igual que las formas activas de ERK (pERK1/27¥204) y AKTSe™73 |0 que
indica que el efecto de la biotina se produce sobre las vias candnicas de
proliferacion. Este hallazgo, amplia la informacion obtenida en estudios de
protedmica (Rodriguez-Meléndez et al. 2005) en el cual se encontré que la biotina
modificé diversas proteinas clasificadas dentro de la categoria de vias de
sefalizacion; sin embargo, la identidad de estas proteinas no fue descrita en estos
estudios, por lo que esta investigacion identifica por primera vez las moléculas de
transduccion se sefiales que responden a la accion de la suplementacion con

biotina.

Igualmente, este trabajo de tesis expande observaciones obtenidas en estudios de
microarreglos realizadas en células de sangre periférica aisladas de individuos
normales a los que se les administré 1.5 mg de biotina 50 veces los requerimientos
diarios (Wiedmann et al., 2004), que describieron que uno de los cambios mas
importantes con el tratamiento se observé en los transcritos relacionados con la
proliferacion en el ciclo celular, encontrando que la suplementacion con biotina en
la dieta durante ocho semanas aumento la expresion de la Ciclina D3, proteina que
se transloca hacia el nucleo y causa la activacién del ciclo celular al nivel de G1/S
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durante la proliferacion (Dolci et al., 2001; Feng et al., 2000; Hasegawa et al., 2013).
Concordantemente con este proceso nuestros estudios encontraron aumentos de
los transcritos de activadores del ciclo celular: Ciclina D3, Cdk4, Ciclina E, Cdk2,
Ciclina A2, y el factor transcripcional E2F y el inhibidor p21, asi como un intenso
aumento en el ARNm del inhibidor p76, una proteina que previene la progresién de
la fase G1/S.

Con respecto al inhibidor p16 que se encontré aumentado, se sabe que su expresion
puede ser activada por especies reactivas de oxigeno, dafo del ADN o senescencia,
produciendo su acumulacion (Kaneto et al., 1999; Qiu et al., 1996; Xin-Chang et al.,
2002). Varios estudios han reportado que la suplementacién con biotina no produce
estrés oxidante en el higado (Aldahmash et al., 2016; Riveron-Negrete et al., 2016;
Riveron-Negrete and Fernandez-Mejia, 2017; Sahin et al., 2013), el riidn
(Aldahmash et al., 2015), o el suero (Sahin et al., 2013); sin embargo, dado que el
tejido testicular es muy sensible a los tdxicos, los medicamentos (Bonde, 2010;
Meistrich, 1986), y posee alta capacidad para acumular a la biotina (Sawamura et
al.,, 2015), no podemos descartar la posibilidad de que las concentraciones
farmacoldgicas de la biotina en el testiculo produzca estrés oxidante, por lo que se
requeriran estudios ahondando la posibilidad de que la suplementacién con biotina
pudiese producir estrés oxidante en el testiculo y, como consecuencia cause

incremento en p16.
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El testiculo estd compuesto por diferentes tipos de células: espermatogonias,
células mieloides peritubulares, células de Sertoli y de Leydig. El receptor c-kit-
receptor se expresa predominantemente en espermatogonias y es usado como
marcador de proliferacion de estas células. En estudios previos (Pastén-Hidalgo et
al., 2020) demostramos que la dieta usada en la presente investigacion produjo un
aumento del numero de espermatogonias y en su proliferacién. Los resultados de
esta tesis revelaron que en este mismo modelo experimental se produjo un aumento
en la expresion de c-kit en los extractos proteicos de testiculo completo, al igual que
en los extractos de espermatogonias aisladas con igual numero de estas células;
sin embargo, el incremento fue mayor en la preparacion de espermatogonias

aisladas.

Es importante sefialar que el andlisis de las proteinas de la via de sefalizacion de
MAPK y AKT se determin6 en el testiculo completo, el cual estd compuesto de
diferentes tipos celulares que expresan estas proteinas de sefalizacién (Lai et al.,
2014; Ni et al., 2019; Thuillier et al., 2009; Yamashita et al., 2011), por lo que no
podemos descartar que en los aumentos observados en las proteinas de estas vias
puedan estar participando las diferentes células que constituyen el testiculo. Sin
embargo, dado que las otras células testiculares tienen poca capacidad de
proliferacion (Benton et al., 1995; Orth et al., 1988) y los estudios de Pastén-Hidalgo
(Pastén-Hidalgo et al., 2020) demostraron que el marcador de proliferacion Ki67 se
encuentra restringido en las espermatogonias, es poco probable que otras células
testiculares participen en los efectos observados en este estudio sobre la expresion

de las ciclinas.
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El hallazgo de que el factor de células troncales SCF no se modifique en los ratones
suplementados con la biotina sugiere que la vitamina directamente afecta la
expresion de genes de la maquinaria de proliferacion. En soporte a este punto de
vista, varios estudios han encontrado que la biotina ejerce un efecto directo sobre
la proliferacién en cultivos celulares (Crisp et al., 2004; Griffin et al., 2003; Manthey
et al., 2002) y en otros tipos de células (Pastén-Hidalgo et al., 2020; Tixi-Verdugo et
al., 2017), mas aun, en apoyo de una accién directa de la biotina en factores de
proliferacion, estudios de Griffin et al., (Griffin et al., 2003) encontraron que en la
linea celular Jurkat, concentraciones farmacologicas de biotina aumentaron la
expresion de los factores transcripcionales Sp1 y Sp3, proteinas asociadas con la
duplicacién celular (Safe et al., 2014), que se expresan en las espermatogonias (Ma
et al.,, 2008; Thomas et al., 2005). Sp1 también regula la transcripcién de c-kit
(Yasuda et al., 1993). Sin embargo, no podemos descartar que otros factores de
transcripcion pudieran también participar en la fase proliferativa de las

espermatogonias.

Existen pocas investigaciones abordando los efectos de concentraciones
farmacoldgicas de biotina sobre el testiculo (Sawamura et al., 2015, 2007). Estudios
in vivo, realizados por Sawamura encontraron que en ratas la ingesta de una dieta
conteniendo 10,000 mg de biotina/kg de alimento durante seis semanas decrementé
el numero de espermatogonias y produjo muerte celular por apoptosis en el epitelio
espermatico de los tubos seminiferos (Sawamura et al., 2015, 2007); sin embargo,
esta cantidad de biotina afecté negativamente el peso corporal, la ingesta diaria de
alimento y mostré ser toxica produciendo 50% de mortalidad (Sawamura et al.,
2015, 2007), por lo que es altamente probable que esta cantidad de biotina sobre el
numero de espermatogonias se deba un efecto téxico generalizado. En contraste,
en nuestro modelo experimental en el cual la dieta contiene 97.7 mg biotina/kg se
observd un incremento en el numero de espermatogonias proliferativas (Pastén-
Hidalgo et al., 2020), sin modificarse el peso corporal, la ingesta de alimentos (Baez-
Saldafia et al., 2009; Lazo de la Vega-Monroy et al., 2013).
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La hormona foliculo estimulante actua sobre la sintesis de SCF para estimular la
sefnalizacion paracrina SCF/CKIT en la activacion de las vias de proliferacion
candnicas a partir de la segunda semana del destete. Es importante notar que
estudios clasicos de mutagénesis (Hayes et al., 1984; SRI-International, 1979) han
reportado que la biotina no es toxica (Fiume, M.Z., 2021), ni afecta marcadores de
estrés oxidativo o dafio tisular: en el modelo experimental usado en este trabajo no
se observaron efectos sobre el malondialdehido y el glutation en el higado, ni
cambios en las enzimas de escape hepaticas. En pacientes con deficiencia genética
de biotinidasa y holocarboxilasa sintetasa, dosis orales de biotina de hasta 100 mg
biotina/dia no se detectaron efectos tdéxicos (Baumgartner and Suormala, 1997).
Investigaciones clinicas en pacientes con diabetes 9 mg de biotina diaria durante 48
meses no agravo el padecimiento o produjo efectos indeseables (Maebashi et al.,
1993). En pacientes con neuropatia periférica sugieren la administracién de biotina
de 1.5-3 mg diarios por 1-2 afos para su tratamiento (Koutsikos et al., 1990).
Ninguno de estos estudios analizé los efectos de la biotina sobre funciones

reproductivas.

A pesar de que la suplementacién con biotina en la dieta en nuestro modelo
experimental ha mostrado efectos favorables en la homeostasis de la glucosa y de
los lipidos (Aguilera-Méndez and Fernandez-Mejia, 2012; Larrieta et al., 2010; Lazo
de la Vega-Monroy et al., 2013), sin presencia de marcadores de toxicidad y efecto
hepatéxico (Riveron-Negrete et al.,, 2016). Es imprescindible continuar la
investigacion sobre los efectos de la suplementacion con biotina en el area de la

salud reproductiva.

Los resultados en mi investigacion mostraron aumento en las moléculas reguladoras
del ciclo celular, asi como moléculas de sefalizacion MAPK y AKT, sin cambios en
moléculas de sefalizacion endocrina y paracrina;interesantemente, diversos
estudios han asociado el aumento de activadores del ciclo celular como Ciclina A2
y Cdk2 con el desarrollo de tumores de células germinales (Liao et al., 2004). Esta

evidencia en conjunto con nuestros hallazgos de la alteracion en la histologia
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testicular, estructura y motilidad de los espermatozoides (Pastén-Hidalgo et al.,
2020), alertan sobre el consumo indiscriminado y poco regulado de la
suplementacion con biotina en altas cantidades, la cual ha aumentado en los ultimos
afios (John and Lipner, 2019) a pesar de que no existe evidencia suficiente de su

eficacia (Soleymani, T., Lo Sicco, K., & Shapiro, 2017).

Es importante notar que los niveles de biotina que se alcanzan con complementos
comerciales conteniendo (5—10 mg) son del mismo orden de magnitud de los que
se encuentran en nuestro modelo experimental (Lazo de la Vega-Monroy et al.,
2013; Mock and Mock, 1997).

En resumen, los resultados de este estudio encontraron que la ingesta de la dieta
suplementada con biotina incrementé el receptor c-kit y las proteinas activas de las
vias de sefalizacion ERK/AKT, al igual que factores transcripcionales Sp7y Sp3y
transcritos de proteinas participantes en el ciclo celular; este efecto fue
independiente de la hormona foliculo estimulante y del factor de células troncales
SCF (Figura 8). El presente trabajo identifica por primera vez los mecanismos
moleculares participantes en el efecto de concentraciones farmacoldgicas de biotina
sobre la proliferacion celular y, lo que es muy importante, genera alerta sobre el
potencial hiperplasico sobre las células testiculares que podrian tener los
suplementos de biotina. Estos resultados hacen apremiante la investigacion para
determinar los limites maximos de biotina permitidos (UL), los cuales hasta la fecha

no se encuentran establecidos (Walter P. 2001).
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MOLECULAS ESTUDIADAS EN EL MECANISMO DE
PROLIFERACION CELULAR DEL TEJIDO TESTICULAR.
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Figura 7. Modelo propuesto de los efectos de la dieta suplementada con biotina en la
proliferacion de las espermatogonias. La administracion de la dieta suplementada con
biotina durante 8 semanas incrementa la proliferacion de las espermatogonias por un
mecanismo en el que participan la expresion del receptor c-kit, las formas activas de las
proteinas de sefalizacién ERK/AKT, quienes, mediante la ciclina D3, activan el ciclo celular
al nivel de la fase G1/S por un aumento del RNAm de la Ciclina D3, Cdk4, Ciclina E, Cdk2,
Ciclina A2, y el factor E2F. En sintonia con su rol inhibidor la expresién del RNAm de p21
disminuye; sin embargo, no acorde con su rol inductor del ciclo celular p16 se observo
disminucion. Estos efectos estan asociados con un aumento en los transcritos de los
factores transcripcionales Sp71y Sp3y el incremento de la expresién proteica del receptor
c-kit-receptor. La proliferaciéon celular es independiente de la hormona foliculo estimulante
FSH y del factor de células troncales SCF.
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ARTITCLE INFO ABSTRALT

Zditon: Lawrence Lanh Supplemencs containing phwrmacological concentrations of biotin are commercially wvailable, ‘T'he mechunisms

by swhich biotin at pharmacological concentrations exerts its action hawve been the subject of mwultiple in

Keywords: vestigations, parlicularly for biotin®s inedicinal potential and wide use Tor eosmetic purposes. Several studics
3inn:r4\ X have reporied thal hatin supplementavion inercases el proliferation: however, the mechanisms invelved in this
7'“_","":"’""“ effect have not vet been characterized. In a previous study, we found that a biotin supplemented diet increased
L:{:}"“ spermalogenia preliferation. The present sludy was locused un investigaling 1he molecular mechanisnss involyed
AKT in bigtin-induced testis eell prolifaration. Male BALBA:AnNHsd mice were fed o contral or & iotin-supplementizd
CKit diet (1.76 or 97.7 mg biotinslkg diet) for eight weelks, Compared with che control group. the biotin supplemented

mice presented augmented protein abundance of Lhe ¢-Lit-ceceptar and pLREL2™"2 and pAKT™ 77, e active
forms 07 ERKAAKT praliferalion signaling pathways. No changes were observed indhe leshs expression of the
stem cell Zaccor and in the serum levels of the follicle-stmulacing hormone. Analvsis of mANA abundance found
an increase in evcling Cod3, Cenel, Cena2; Kinases Cakd, Cdk2y and L2F; and Spl & Sp3 transcription lactors.
Necreased exprossion of vyclin-dependent kinase inhibitor Ta (p27) was paserved Dl non ol CdkaZir inhildilor
(pI6). The results of the present study identifies. for the first time, che mechanisms associated widh bictin
supplementation-induced cell proliferation. which caises concerns about the effects ol biotin on male repro-
dugtive: heallh because af ils eapacity 1 cause hypeplasia, vspecially Draause Fis vitamin is available in large
amounts without regulation.

1. Introduction modified by biotin supplementation (Riveron-Negrere and I'ermandez-

Mejia, 2017; Zempleni et 9). In Lhe lasl Lwo decades, efforls

Besides being a covalenly bound coenzyme ol carboaylases, it is
well-documenced that pharmacalogical cancentrations of hncin madify
gene expression and have pleiotropic effects (iveran-Negrete and
FernandesMej J17; Zempleni el al,, 2009), A variety of biological
[unctions, such as melabolism, reproduction, and development are

have been direeled Lowarel identifying the molectlar mechanisms by
which biotin cxerts its offects an hiological processes, particularly
hecause of the thevapeutic potential of hiatin supplementation in the
ealmenl of dinbeles, melabolic syndrome, and mulliple sclerosis, as
alse among olhers, animal husbandry (Mock, 2017; Riveron-Negrele
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—regulated hinases Type 1; KRK2, bxaravellular signal-r
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drogenase; p16, Cyclin-dependent Lkinase inhibitor type 24 gene; p21, Cvclin-dependent kinase inhibicor cvpel gene; pAKT ¥, Phosphorvlated AKT ac Serine 173

residue;, pAKT " Plosphorylated AKT at Theeonine 308 residue; pERK1 /2
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anl Fermandez-Mejia, 2017)

In previous studics, we found chac a biotin-supplemented diet in-
creases tissue cellular content and modifies tissue mophology (Pastén
Hidalgo et al., 2020; Riveron-Negrete ol al., 2016; Laco de la
Viontoy et al., 2013}, without changing toxicity markers (Rive
Negrete er al, 2016), guestioning the safety of pharmacological con
centrations ol the vitamin, In the liver, mice led a biotin-supplemenced
diet during eight weeks after weaning showed morphological changes,
these moditiculions were nol assoviated wilh raises in oxidalive siress
markers, such as malondialdehvde and glutathione, ov liver damage
enzymes. In the pancreas, one-week of hiotin-supplementation after
weaning produeed an inaease in islel number, @area and propoertion ol
beta-cells, These offects were related to an increase in beta-cell
augmentation in the Ki67 proliferation marker {Jixi-verdugo et al.,
2017) In the testes, cight weeks of bivlin supplementation produced
striking cffects on the histology of spermatnzoa and mouse testis aug-
menling Lthe number of ubnormal seminiferous wbules with non visible
lumen and the quantity ol intracubular spaces. Furlthermore, the sup-
plemented group showed increased number of elongated seminiferous
tubules, which presenled vellular disorganization, modification in the
gecminal epithelium and more than three speematogonia layers, due to
increased spermartogonia prolifevation (Pastén-Hidalgo et al., 2020).

The possibilily thal pharmacological concenbrations ol biotin allect
cell proliferation raises concerns about the use of this witamin since
supplements containing biotin concentrations with seversl orders of
magnitude surpassing L human vilamin <aily recommendation of 30
ugsday are commercially available in laraer amounts without regula-
tion, and mutagenic classical toxicity tests (Huyves et sl 19841; S In
ternational, 1979) and other stucivs (Riveron-Negrele and Fomnandez-
Viejia, 2017 have suggested that biotin administration is harmless.
Furthermore, the information on adverse effects from biotin intake have
been too scatce and a tolerable upper intake level (UL) has not boeen
derived (Walter, 2001; Australian Government Deparrment of Health
andl Aging, 2005). Hence, sludies documenling the eftecls und mecha-
nisms addressing the efflects of pharmacological concencrations of biotin
will provide important information that may help to document the ac-
toens of bivlin supplemnentalion and Lo establish the UL values,

The effeets of pharmacolngical cancentrations on cell proliferation
remain eontroversial: (Crisp ef al., 2004, Griffin et al 13 Manthey
¢t al., 2002; Valenciano et al,, 2002; Zempleni ¢l al., 2001). In cultured
cell lines, increased cell proliferation was abserved (Crisp ot al., 2004
Griffin el al., 2003; Munthey el al,, 20 In the 1' lymphocyLe cell line,
Jurkal, cullured for lour weeks, a transicnt increase of prolileration rawes
in the second week was observed, bur ir returned to hasal proliferation
rales by Lhe third week (Manthey el al, 2002), In Jar-chorjocareinoma
cells, an increascd rate of thymidine uptake was abserved {Crisp ot al..
2004). However, certain other studies have found that biotin supple-
menlation deereases (Zemplend of al, 2001) or does not affeel cell
proliferation (Valenciano er al.. 2002khAs described above, recent
studies in owr labovatory showed that feeding mice with a hiotin
supplemented dicl augments the Lssue cellular content (Paslén-Hi-
dalgo et al., 2020 Tixi-Verdugn et al,, 200 7),

I'he availuble information regavding the mechanisms by which
pharmacological concentrations of bivin modify cell proliferation and
cell cyele regulation is searce. Microarray studies in peripheral Blood
mononuclear cells isolaled from healthy adulls after biotin supplemen-
tation (8.8 pol/day biotin for 21 days) revealed that, based on the
cellular localization, a significant amount of the gene products modified
by biolin supplemenlation was related w Lhe cell nuelens (Wiedmann
ctal,, 20414), When classificd based on the hiolagical pracess involved.
cell cycle- and proliferation-related transcripts were among the most
prominent ones (Wicdmann ol al., 2004), Inlerestingly, Lhe loremost
madified transcripts were related to signal transduction; hawever, this
study did not identify those transeripts. Other studies have suggested
that biotinylation ol histones in human cells regulate eell proliferation
(Stanley ot al,, 20077 hawever, this issue remains cantroversial (Bailey

Loxisuiogy wrd Applicd Prurmucology 453 {2021) 115774

etal, 2008 Heay b al., 2009), and the currenl knowledge base in-
dicares that histonc biotinylation on ccll prolifcration is a natueal, allwit
rare, histone modification {Kuroishi et al, 2011 In a prior study, we
found thal vight weeks ol 4 biolin-supplemmented diel augmented the
number of spermatagonia layers by a mechanism related to proliferation
bur not to apoptosis (Pastén Hidalgo et ul., 2020). In the present
westigarion, we analyzed the cllects of in vivo biotin supplementation
an cell cyele and transduction signaling proteing known to he involved
in ¢ell proliferation in Lesds, 4 tissue with high proliferation rates,

2. Tixperimental procedures
2.1, Animal model and experimentad desipn

Animal handlling ancl procedies were performecl in aecordance with
the Natlonal Institwes of ealth Guide for the Care and Use of Labora-
tory Animals {National Academy of Sciences, Washington, DC, LSA,
1996). All Lhe procedures were approved by Lhe Ethical Committess for
Lxperimentation at the Instituto Nacional de Pediatria (Project 074/
2013) and at the Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad
Nacional Auldnoma e México (Project 138).

We choose as an experimental model the one in which we ohscrved
morphological changes in the testes (Pastén-Hidalgo et al., 2020); and
was used in pionecr stuies o minic the hypotriglyceridemic and hy-
paglveemic effeets (Lazo dela Vega-Wonroy er al, 2013 Larvieta of al.,
20000) of biotin observed in humuny (Revilla-bonsalve el al, 2006;
Dokusova and Krivoruchenko, 1972; Ilennnal ot al., 2013; Albaracin
et al., 20015), without changing toxicity markers m-Negrete er al.,
20108), body weighl or fooed consumplion (Baes-Suldans el 4, 2009;
Lazo de la Vega-YMonroy ot al., 2013).

24 BALB/cANN male mice aged three weelks were obtained from the
brecding colony of the animal rescarch lacility Irom the Inslitulo de
Tavestigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Autdnoma de México
that purchased the breeder mice from Envige (Indianapolis, IN, USA}
and maintaived Lhe colony in the Institule’s animal research lacility. On
the day of weaning, mice were randomly divided into two groups and
were fed one of the following diets: biotin-control (1'D-97126) or biotin-
supplemented diet (TD-02458) containing 1.76 my and 97.7 mg of frec
hiofin/kg diet, respecrively (Lnvigo, Indianapelis, IN, USA). The mice
swere housed in groups of fowr per vage. The animaul procedures and Lhe
evaluation ol chie amount of biotin in the dicts was described previously
(Aguile éndez and Fernindez-Mejia, 20M2; Lazo de 1a Yega-Momroy
el al., 2013; Paslén-Hidalyo et ul., 2020; BAews-Saldana el al,, 2009).

Groups of four mice were housed in polycarbanare cages model N10-
PC (Ancare, Bellmore, NY, LSA) bedding with 70090 Jeklad Sani-Chips
{Envigo, Indianapolis, IN, USA) and were kept under concitions ol 12
h light/dark cycles with od libium water and faod. The mice and their
respective diers were weighed daily, After eight weeks of diet adminis-
Lealion, the mice woere deprived of food for 12 h and anesthelieed with
Sevorane®: (Sevaflurane; Abbott Lahoratorics, Mexico Ciry, Mexico).
The blood und lesles samples were oblained and processed as deseribed
in the following seclion,

a5

2.2, Foltiele-stunudating horntone anatysis

Bloml was collected from posterior cava accordingly with Pava-
suraman ¢t al,, (Pauasiraman e al.. 2010) and allowed Lo clot for 20 min
ar20¢ in 1.5 ml sterile ppendorff (Axigen, Union City, €A, USA) tnbes.
The clol was removed by centrifugation at 500 xg for 10 min at 4 *Cand
the resulting supernatant was cacclully removed using a Pasteur pipette
and transferved inta sterile 1.5 ml Ependorff tubes. ‘U'he sera were stored
4l —20 ' C unlil vsed. Follivle-stimulating hormone concentralions were
determined by FLISA using a commercial kit in accordance with the
manutacturer’s instructions and protocols (MBS703380 ELISA kit
MyBioSource, San Dicgo, CA: U.S.A) The kiU's delection range was 4
mlUml- 140 mILml The limit of detection 2,5m1U/ml, Intra-assay CV
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%oz <1 15%; Inter-assay: CV%:15%. Serum samples were run by dupli-
cate. All values obtained were in the detection limits of the standard
curve.

2.2. RNA tokdion and quantitative read-line PCR

Lotal RNA was isolated from testis tissue using Tltlzol Resgent in
accordance wilth the manufactuwer’s instructions (Invitrogen. Carlsbad.
CA, USA), as described previously {Vioreno-Viender er al., 207493 "lhe
RNA qualily was analyzed by agarose gel elecirophoresis analysis of
(o1al RNA, and by specurophotometry measuring 260,/280 ralio (BioTch.
Winaoski, V1, LUSA) all samples presented optical density ratios hetween
1.9 and 2.1. A single strandd ¢DNA was synlhesized from 1 pg of total
RNA using reverse-transcriprion reaction with S04 units of M-MV1L RT
(Invitrogene, Carlshad, CA, LSA) and random hexamers (Jovitrogene,
Carlsbacl, CA, USA). The ¢DNA was mixed wilh Sybr Green Masler mix
(Applicd Biosystems, Woolston, Warrington, UK) and a sequence of
specific primers; ‘lable 1 provides infonmation on the primers used in
s stuely, The mRNA was determined by real-lime quantitalive poly-
merase chain rveaction using an ARl Prism 7700 Sequence Detectar
(Foster City, CA, USA). The guantitative expression of the genes wus
caleulated [rom the cycle threshold (CT) value of vach sample using the
relative quantificarion method (2 AACT) (Livak and Schmittgen,

rable 1
List of ¢-R1-PCR primers,

{reng Accession numher Pruduc]

symbnl

Sequence 3 -3

Tuhala NM_01.663.2 Foed: GTGGCAATG TOGTGOTTTC 79
ALAC

Ttew.: TAA GTG AAA TGG GCA

GCT TGO

Iwili COCTTAC ALL TGG O 1GA YL
A

Rev:iALAGCACGCUCIGCCIACA

A5

Fod: TTCGGG TCTGAG TTCCAN 113
GU

e 1IGTGG AGG GGA CIG

AAN GG

Dwdi 1L CCLACCEAG CACCIG 100
Al

Rov: CGG GTCACC ATT TCA GCA

LTS

Favd: CTCGOCOTG AAATGCTCT 77
G

Ttetr.. GOT CCA TOC ACT GOC ATC
ATTC

Dwds CEA GLG LAA GGC LGA t

v NM_OOWSEN, 3

{ene) NW_007633.2

[#11 ¥ NM_01675¢.4

end? NW_00081425.1

Cidka NM Q0_355005.1

Bev i TOT CCT CAG GTC CTG GTC

dkn2n Frvd: CGA ACT CGA GGA GAG 182
LCa1e

Ttewr.. TAC GTG AAC GTT GLC CAT

€A

Iwids CALAGC TCA GG GACTGG 111

NW_00.0404654.1

Cdkala NM 00Z11109%.2

vt ACCCTAGAC CCACAATGC
R2F NW_00.291105.1 Faed: TTG ACT CAC TGO CTT GCO 177
TEr
Hew. (316G ACA ACA COC AGCTCA
<A
Faodi ACC AGG TGC AAA CCA u23
ACA G4
Rov.: AGA GCT GGG AGT CAG
Gl

Spl NM 0136722

Sp3 NMW_00n018042.3

Frvd: AAG AL OGTG GTG GGA 1mn
GAG &

DA G GG CIGTTCA GA'L
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2001). All the samples were assayed in triplicate and correeled lor
tubulin RNA used as internal standard. The mean value for the biotin-
supplemented cells was normalized to the expression of control cells,
as proviously described (Moreno-Méndez clal, 2019),

2.4, Spermatugonia tsolation

‘I'he dissociation of spermarogania cells was performed using enzy-
malic digestion of Lype-I collagenase and Leypsin following Lhe proced-
ure reported hy Tiv ot al, 2007 {Tiu ct al,, 2011), Briclly, one testis of
each mouse was minced into small pieces and rinsed twice with Hank’s
washing solulion containing penicillin 200 U/ml and slreplomycin 200
mg/ml, The tissue was digested at room remperature with 1 g/T. type-l
collagenase with moderate agitation for 5 min, let sit for 5 min and
centrifuged al 4500 g for 5 i, The supermalanl was rernoved and e
remaining pellet was treated with (.25% trypsin diluted in a valume of
one told that of testis digested tissue at 37 “C for 5 min of gentle
agilation. The dissocialed cells were eenteifuged, and fllered a nvlon
mesh filter. 'Ihe recoverad cells were suspended in DVIERT culture media
(Lite Technologies, Carlsbad, CA, USA) with 1% felal bovine serum
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA). The collecied cell suspension was
added to the Percoll gradient of 1144, 19%, 274, 35%, and 434% from the
highest concentralion (o Lhe lowesl concenlration and centrifuged at
353 g for 20 min, Cells lacated in the Perenll gradient concentracion
ranging hetween 27% to and 35%, which correspond to spermatogonia,
wore collecled, washed Lwice with PBS, and resuspended in PBS
adjusting cell density to 1 ~ 105/ml. Volumes of 200 yl of spermaro-
gonia suspension were lyved in RIPA (l'hermo Scientifiv, St. Peters, MO,
USA lysis bufler containing 1% of proLease inhibilor (Roche, Mannheim,
Germany). The lysed samples were centrifuged at 12,510 g, for 15 min at
4 *C, und the supernatant way analyzed by loading a volume of 30 pl
containiog 2.5 x 10%cells of cach sample on prepacative sodiwm dodecyl
sulfate-palyacrylamide  gel  electraphoresis  (SDS-PAGI)Y 6%
polyacrylamicle.

2.5 Westarn hiot analysis

One testis from cach mouse was homaogenized swith a polytron
(Kinematica AG Polytron P'U 2100, Luzern, Switzerland) inice cold lysiy
budler containing 50 M HEPES, 50 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 iub EGTA,
2 mi sadium orthavanadate, 25 mM sodium fluoride, 5 mM sodium
pyvrophosphule, 1 mb dithiothreilol, 0.1% ‘LrilonX 100 (Sigma, SL
Louis, MO, USA). and protease inhibitor cocktail (Roche, Mannheim,
Germany) and centrifuged ar 12,500 xg for 30 min ar 4 ° (.

Toldl prolein was guanliliecd wsing a Bradlord dye-binding prolein
method (Biv-Rad, Richmaond, €4, USA}Y in accordance with the manu-
facturer’s instructions using BSA as the standard. Next, 30 pg of total
prolein per sample was boled in Lacmmli sample bulfer (Bio-Rad,
Richmand, CA; USA) for 5 min and then clectropharesed on preparative
sodivm dodecy] sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (S8 PAGE).
6% polyacrylamicla for ¢-kit, 10% lor ERK1/2p' ERK1, ERK2,
AKTST3 . ARTT398 . AKT and GAPDIL, and 15% for Cyclin D3 and
LERKL The proleins were ransferred Lo s nitrocellulose membrane (Bio-
Rad, Hercules, CA, USA), as described previously (Apuilera-Méndez and
Ferndndez-KMejia, 2012) and identified with specific antibodies
(Tuble 2).

2.6, Stutistical analysis

All results wore expressed as the mean | S1. Statistical evaluation
was performed using a Student’s t-test. ‘The GraphPad Prism 6.0 soft-
ware (Berkeley, G&, USA) was used Lor the stalistical analysis. P valucs
of less than 0.05 were considered statistically significant.
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lable 2
Lige of antihodics vsed in westan hlocting,
Antihndy Diligien  “reademarl. dCalalogue Ciy,
Counery
CKIT {E-3) mouse 1:1000 Santa Cruz sc-360.504 Santa
wotwclunal Livlechuulogy, Crue, Ch,
Tne. TS
ERK1 (C-16) rabbit 1:2500 Sty Crug se-U3 Sanl
palyelonal BintecTnalogy, Crus, (A,
Tne. TSA
LRKZ (C-14], rabbit 1:2300 Sl Crug se-154 Sunl
palselnnal Hintechnnlogs, Cruz, CA,
Ine. Tsa
pl:'Rl\l_.’Zr-"m"lL-‘i) 13000 Sanlu Cruz se-7 380 Suta
mouse monoclanzl Bintachnnlogs, Cruz, G4,
LT LSA
RiB? rignge 120Dy Sanla Crue 3t 2LNO Santa
monaclanal Rintachnnlogs, Cruz, G4,
Inc. LSA
Nankey anti goa 126G, 1S00DN Cell Signaling s 2020 Santa
HRP-linked Tachnnlogy, Tne. Cruz, €A,
Autibioly Lsa
GAPDH (DIERT 1) 1:2000 Cell Signaling *RAR4S Danvers,
czbbic monodocal ‘Iechaulogy, Inc. M, USA
AKT ealhiy polyclo *al Taony el Signaling HaRT IS EXOVITS,
Technnlogy, Tne. Ma, URA
PAKT™ 4 F(serara) 1:2500  Coll Siymaling #93718 Dunvers,
ralh’y polzclonal Technalngy, Ing, WA, LHA
p.-\r\"l""“"'“'J (C2IFSERY 1:3000 Cell Signaling #20055 Danvers,
bl polyclual Jechuulogy, L, MAL JSA
Harse anri-ronse T3l 1:500N {ell Signaling #7076 Danvers,
HRP-linked Techaulogy, Inc.
Anlihindy
Goar Arci-rahbic TaG, 15000 Cell Signaling *#7N7A
HRP-linkued ‘Technulogy, Inc.
Antiliondy
Donkey anti-goat Tel, 1:5000 Santa Crur qe-2020 Sante
LIRE-liedad Livtechnulogy, Cruz Ca,
Antikady Tne. T8a

3. Results

3.1. Lffect of biotin supplemereation on bady weisht and food
:(mm.rmpn'mr

Bady weight and food consumprion were asscssed, Both groups
showed a steady weight gain over the eight weels of diet administration
withoul signilicant <litfercnces between groups (Supplemental Fig, 1,
panel A). The amount of food intakeshody weight ratio was not

B)
s

GAPOW

z

C)

FSH (mib/mL)
Relative abundanca of SCF
normalizad to GAPDH

CONTROL SUPPLEMENTED CONTROL SUPPLEMENTED

Fig. 1. ClZeel ol biclin supplemertation an serum Jevels ol fallicle-stimulating
harmaone and stem cell Tacoor, Pancel A Quantilicalion afl serum levels of falli-
cle stimularing hormone concentrations, Ba+g represent the mesn — SK of 16
nice per group. Panel B, Representadve western blot analysis of stem cell factor
protein and GAPDIT mass. Pavel €. Quantilicatton of stem cell [actor ligand
protein ni
fram 8 mice of cach group.

s uornalized e GADFDIL Bars represent the mean + S16 ol values
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signilicanly dillerent belsveen the groups {Fig, 1, pancl B). Neither
contrnl nor biotin-supplemented mice showed physical or behavioral
changes over the course of the hreatment.

3.2, Effect of biottn supptementation on serwn levels of follicle-stimudating
horntonie and testes stem cell factor

This study intended Lo evaluate whether biolin's effeel on spur-
maregania proliferation was related to changes in the levels of follicle-
stimulating hovmone, As depicted in lig. 1A, no difference between
the proups was lotnd in lerms of the serum concentralion of this hor-
mone (cantrol: 8.55 | €.23; biotin-supplemented: 8.52 (K16 mIU/ml:
L —0.90),

The stem cell Lactor s procuced and secrewed in the estes under
follicle-stimulating hormone’s stimulus (tossi et ol 2000). In accor-
dunce with the luck of effect of biotin supplementation on this hormone
levels, our data revealed that the protein cxpression ol the stem ¢cll
factor in the testes did not. differ hetween the contral and the supple-
mented mice (conlrol: 1.21 = 0.06; bivlin-supplemented: 1.28 £ 0.07¢;
P — 0.46) {Fig. 1T,

3.3 Hffect of hiotin supplementaiion on the mRNA expression of cell cycle
genes

‘I'he analysis of the effect of biotin supplementation on the expression
of cell cyele proliferalion (Fig. 2) revealed thal, compared with Lhe
contral group, cight weeks of biotin supplementation enhanced the
transeript abundance of Cyelin D3 (.68 017 fold induction; £ —
0.003) andl Cdk4 (0.35 £ 0.18 fold induction; P — 0.011); the RNA
expression of Cyelin f was increased (1132 0.7 fold induction (P —
1.030) and Cadk2 was sugimented 0.58 _ 0.21 fold induction; £ — (h0O16).
EBiotin supplementation doubled Cyelin A2 ranseripl (0.94 = 0.037 [old
induction: # — 0.021} and a fold induction of 1.81 | 0.80 (P — {.041}
way observed in Lhe mRNA expression of E2F, a transceriplion factor of
positive action, In accordance wich the increased prolileration produced
by hiotin supplementation, a decrease in the p2? cyclin-dependent ki-
nasc inhibitor was observed, but an increase in pl6-inhibilor was found
(hiotin-supplemented: 2,99 + 1,42 lold induction; P — (3.051),

@
]

mRNA expression
(fold of control normalized to «-Tubulin)

Fig. 2. Cllect ol bialin supplanentatian on the mBNA expression ol cell eyele
gemes. Quamdification of Cyelin 123, Cdkd, Cyelin K, Cdk2, Cyolin A2, K2F, 18,
and p2T mRNA levels normalized to alpha-tuhuling expression levely are pre-
sented as told changes for biotin supplemented cells relative to control values.
White bars: control group; black bars: biotin-supplemented group. White bars:
conlrn] graup; bleck ars: bioli

+ 8K af 14012 mice per wroup. *

nted group. Bars represent he nem
-0 (LGS,
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3.4, Effect of bintin supplentemotion on the niRNA expression of the
transcripiion factors: specificity proteinl (Sp1) and specificity proteind
{5p 3}

We invesrigated the mRNA expression of Sp7 and $pi transcription
factors, proteins thut are associated with cell proliferation (Safe et sl
2014), whose cxpressions have been shown to be allected by biotin
(Griffin er al.. 2002} As shown in IYig. 3, compared with the expression
in the vonlrol group, Spf wnd Sp3 lranscripls were increased in Lhe
biotin-supplemented group: Spl (0.70 £ 0.19 [old Induction; P — 0.004)
and Sp3 (1.67 | (.28 fold induction; # — 0.0001}.

3.5, Effect uf bintin supplementution on proteias of the MAPK & PI2K/
AKT signaling pathiways

MAPK y PI3K/AKT signaling pathways converge inlo Lhe activalion
of Cyclin DI (Bayascas and Alessi, 2005: Braydich-Stolle et al,, 2007:
Dalei et al., 2001; Feng et al., 0, Fu et al., 2018; Rossi et al., 2000
Weletal, 2018). Therelore, we sought Ly investigale the involvement of
these signals in hiotin-induced proliferation of testis cells. As shown in
Fig. 1, dugmentation in mRNA abundunce resulted in inereased protein
expression ol Crelin D3 (control: 2.14 = 4.41; bivtin-supplemented:
402 (.42, P — 0.030). Moreover, our data revealed that the active
torm of ERK and Lhe proliferalion-related AKT form, AKT™
cnhanced in che testes of biotin-supplemenced mice: pERKLS
(comtrol: 1.4 | (.19; biotin-supplemented: 2.14  0.23%; £ — 0.005);
PAKT™ ™ { cunurol: 0.62 = 0.31; biotin-supplemnented: 1.95 + 0.22; P —
0.001). The protein abundance of total TRK2 was increased {control:
1.04 | .025; biofin-supplemented: 1.47  0.16; P — 0.003). However,
no changes were observed in the prolein abundanve of ERK1, AKT, and
PAKTIEECS formg,

were
<
2 11204

3.6. Effect of biedn supplementution on c-kit protein atemdance

The canonical proliferation pathways, VMIAPK and PI3K/AKT in the
testes are uctvated by the puracrine signaling betwween c-kit-receptor
and its ligand, the stem cell factor (Dolei el al., 20013 Feng e al,, 2000;
Rossi eral., 2000). As shown in Iig. 54 and B, an increase was observed
in the testes protein expression of ¢-kit-reveptor (control: 0.86 = 0.16;
biotin-supplemented: 2.02 = (.28; P — 0.012). Since in previous studics

mRNA expression
(fold of control normalized to a-Tubulin)

Fig. 3. Lilect ol biotin supplementation on the mRNA expressian ol the tian-
seriptiom laclars specificily protein 1 (Sp7) and specificity pralein 3 (SpA).
Quancification of $pT and Sp3 mIRNA levels normalized to alpha-tuhulin,
Expression levels are presented as fold changes for biot’n supplemented cells
celative to contrel values. White bars: conorol group; black bars: biotin-
supplanenied group. Bars represent e mcan — S5 of values frome LD w 12
mice ol cach group. <597 = DLODS; = = 0.00050.
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(Paslén-Hide el oal, 20200 we found that vight wecks ol biotin-
supplemented diet increased the number of spermatogonia (Pastén-I7i-
dulgo et al., 2020), we also compared ¢ kit protein expression levels in
prolein samples with equal nwmber of a purilicd population ol spuee-
martogania cells. As shownin Fig. 5Cand D, the receprar abundance was
ineregsed by 23% (control: 0.86 | (113; biotin supplemented: 1.06 |
0.05); P = 0.038),

4. Discussion

It is well documented that phannacological concentrarions of biotin
have pleioLropic effects, which are relaled w changes in gene expression
at the transeriptional, translatianal, and post-translatianal levels (Viock
2017; Riveron-Negrere and Femandez-Mejia, 2017; Zempleni et al.
2009). Owing (o Lhe Lherapeutic polential ol pharmacological concen-
trations of hiotin (Macl, 2017; Riveron-Kegrete and Fernandez-Mejia
2017), several studies have focused on identifying the molecolar
mechanisms by which biolin exerts Ius effcets on bivlogical processes,
‘There is searee information on the effeets of hiorin on cell praliferation
and ils mechunismy (Crsp el al., 2004; Griffin el al, 200%; Manthey
¢t al., 2002; Valenciano ¢t al., 2002; Zempleni ot al., 2001). We have
recently found that eighr weeks of a biofin-supplemented diet increased
the number of spermalogoniy layers in seminiferous tubules and Lhe
expression of Kig7 praliferation marker in these cells (Pastén-TTid:
et al., 2020). In this study, we studied the molecular mechanisims by
shich biolin supplementalion alfeels cell prolileration in westis cells, We
found that the mechanisms invalved in increasing the praliferation rate
are associated with augmented expression of proteins involved io cell
duplication: ¢-kiv-receptor ane the activadon of MAPK wnd AKT
signaling pathways. We also found rhat the expressions of several
transeripts purticipating in the cell eyele were modified in response to
biotin supplementation, These ellects were nol mediated by the (ollicle-
stimularing hormone or the stem cell facrar.

The follicle-stimulaling hormone dcts as vn inductor of spermato-
aonia proliferation {Casarini and Crépicuz. 2019), Our studics did not
find significant differences hetween the groups in terms of the serum
levels of Lhis hormone, indicaling Lhal the effecls of biolin-
supplementation on cell proliferation of wstes were not clicited via the
hypothalamic-pituitary-testicular axis.

The stem cell laelor is expressed and secreled in Lhe lestes uncer
follicle-stimulating hormane’s stimulus (Rossi of al., 2000). In conso-
nunce with the lack of effect of biotin supplementation on follicle-
stimulating hormone levels, our resulls found that the protein expres-
sian of the stem cell factor did noc differ between the conorol and the
supplemented mice, Neverltheless, e-kil  Lhe receplor for the stem cell
factor was found (o be signilicandy augmented in the blotin-
supplemented group. In addition, our studies revealed an increase in
the aclive forms of ERK (pERKL/2"™"™) and AKT™*™"™, (he effecior
prateing of the signaling pathways assaciated with c-kit-receptor-medi-
ated cell proliferation, which converge in mediating nuclear trans-
location of Cyclin D3 and cawse the conseyuent aclivation of the cell
cvele machinery at che G185 houndary during cell praliferation (Dalci
et al., 2001; leng et al., 2000; Haseguwa et al., 2013).

In the micromTay analysis ol peripheral blood mononuclear cells
isalated from healthy adults after biotin supplementarion (Wiedmann
et ul, 2004), one of the most important changes seen was in the cell
cycle and ecll proliferation mRNA transcripts; however. the identitics of
these mMRNAs were not reported. In the present study, che examination of

Lthe expression of dliverse factors involved in the cell eycle machinery
revealed that biotin-supplementation increased the mRNA ¢xpression of
activators of the cell evcle: Cyelin D3, Cdk4, Cychin E, Cdk2, Cyclin A2,
and Lhe Lranseriplion faclor E2F, In avcordance with its tole as 4 cvelin
dependent-kinase inhibitor, the mRNA expression of p27 was found 1o
have decreased. In confrast, an intense augmentation was observed in
the mRRNA expression of mhibiter p6, a protein that prevenls progres-
sian from G1 phase to § phase. p16 ¢an be activated by reactive oxygen
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Pig, 4, Fffect of hiotn supplemencation on proteins of the MAPK und PIZK/AKT signaling pathways, Panel A, Representative seestern hlot unalysis of Cyelin D3 and
ERKL procein mass; Pane. B, Representative western blot analysis of pERK1/27:%" total ERK1, ERK2 and AKT, pAKTS**7, AKT™%¥, and GADPDH protein mass;
Panel C. Quancilication ol Cyclin D3 normalized to ERIX1. White bars: contsol group; black bars: biotin-supplemenced group. Bacs represent the means — SE ol values
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Fig. 5. Effect of biotin supplemencation on ¢ kit recepror protein expression. Panel A, Represencative western blot analvsis of testes expression of ¢ kit and GAPDH
protein mass; Panel B. Quantilicalion ol testes ¢-kit recepror normalized Lo GADPDIL Bars represent Lhe means L SE al values Jeom 8 mice of each geoup. *P = (.03,
lamel €. Represenuative woslern blot analysis of c-hin receplar amd GADPEH predcin mass in purificed populadion of spermalagania cells (2.5 ~ 0 * el esoacls,
Panel 1%, Quancification of ¢-kit receptor normalized to GANPDH in purificd population of sparmatogonia pratein extracts, White hars: control group: black buars:
bicdn supplemented group. Ears represent the means L SE of values from 5 mice of each group. *P « 0,05,

species, DNA damage, ar senescence, leading to the buildup of this in- 2001 3), however, since the testes are very sensitive 1o toxicants and drugs
hibitor in tissues (Kuaneto et al., 1999; Qi et wl., 1996; Xin-Chuny et ., (Bonde, 2000105 Meistrich, 1986), and have a high capacity for biotin
2002). Several reports have found that biotin supplementation did not accumulation (Sawamura ¢t al.. 2015), we cannol rale out the possi-
produce oxidant. stress in the liver (Aldalimash et al., 2016; Riveron- hility that biotin supplemenration in the testes might produce oxidant
Negrete el al, 20016; Riveron-Negrele and Fernandes-Mejia, 2017; Sahin stress, Nevertheless, further studies are required Lo delermine Lhe canses
2013), kidney {Aldahmash et al., 2015), and serum (Sahin ot al.. af p1& expression incrrease,
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The tesles wre composed by dillerent cell Lypes, such as sprrimalo-
gonia. peritubular myoid cells, Screoli cells, and Leydig cells. ¢-Kic-re-
ceptor is predominantly expressed in spennatogonia and s used as a
marker ol spermatogonia proliferation. In previous studies (Paslén-Hi-
2020) we showed that hiatin-supplemented diet led to
augments in spermatogonia number and proliferation. The present work
revealed that in the biotin-supplemented group, the expression ol ¢-kit
was increased in pratein extraces of testes, as well as in extracts con-
laining egual number of purified populalion of spermalogenin, How-
ever, the increase was higher in the twstes preparation, given the
increased number of spermatogonia observed in our previous studies.
Qur presenl results indicate that inercases in C-KIT expression parlivi-
pate in the molecular mechanism of biotin-induced spermatogonia
proliferation.”

Sinee the unalysis of MAPK and AKT was assessed in the complete
testis nrgan whose different cell-type oxpress these signaling pachways
profeing (L et al., 20004; Ni et al., 2019; Thuillier et al., 2009; Yamus
shita o al., 2011), we cannot rule oul the possibility that the eflects of
biotin-supplementation on the expressinn of signaling proteins in other
Ussue cell Lypes will also aecound tor the inerease observed in Lhe presenl
study. On the ather hand, although other testis cell types mighe partic-
ipate in the changes observed in the expression of cyclins, they have

dalge er al

limiled capabilily, comparcd W sprrmalogonid, (o proliferale at L age
of the mice used for the analysis (Beaton ot al.. 1995 Oech eoal., 1988),
Moreover, in our prior inmmunchistological investigations (Fasteén Hi
dalgo el oal., 2020} we showed that bivlin-induced prolileralion was
restricted to spermatagenia, indicating the low likelihond of other testis
cells conbibuting to cyelin expression.

We found thal the stem eell factor  the ligand ol Lestes germ cell
proliferation—was not modified by the hiotin-supplemented diet, sug-
gesting that biotin directly atfects the expression of genes of the general
prolileration machinerv. In support ol this vicw, several studies have
found that biotin produces a divecr effect on proliferation in cell cultures
(Crisp et al., 2004; Griffin el al. Manthey el ul., ) dnd in
dilferent cell types (Pastén-Ilid ¢ al., 2020; Tixi- ot al,
2017). Lurther, according to Griffin et al., (Griffin et al., 20003) the
moleenlar mechanisms involyved in biolin-dependent eell proliferation in
Jurkat cells are related to the invalvement of Sp1 and Sp3 transcription
factars, proteins associated with cell proliferation {Sate et al., 2074),
which are expressed in the spermatogonia (Ma ol al., 2008; Thomas
ot al.. 2005). $p1 also acts as a transcription factar of mouse ¢-kic-re-
ceplor {Yosuda el al, 1993). Neverlheless, other branscription faclors
might participate in the spermalogencesis prolilerative phase as well
Corrent studies in our laboratory are explaring this issue in isolated
spermulogoniy.

Fow studics have addressed the offcet of pharmacological concen-
trations of biotin on testes {(Sawamura et al., 20015; Sawamura et al_,
2007). In vive, slulics by Sawarnura [ound that 5000 and 10,000 my
bintin/kg dict intake over six weeks after weaning decreased che munber
of spermatogomis, and produced apoptosis like cell death in the sper
malogenic epithelivm ol the seminiferous Lubules (Sawamura el al.,
2015, Sawamnra et al, 2007); however, this quantity of biorin was

found to decresse body weight und food ingestion and showed to be
toxie, resulting in a S0% morlality vate (Sawamira ot al, 2015, Sawa-
mura et al, 2007} Thus, it is very likely that the number of spermato-
goniy decresses 4l Lhis exiremely high concentralion of biotin as 4 resull
of the vitamin's toxic effcets at the systemic level, In contrast, in our
experimental model, a diet containing 97.7 g hiatin/kg increased the
number of prolilerating spermalogonia (Paslén-Hidualgo el s, 2020),
but did nat affect the hody weight and food consumption, as shawn in
the present diet for eight weeks study (Supplementary Iig. $1) and in
previous sludics (Bace-Saldlana ol al., 20095 Lazo de la Vega-Momoy
ctal,, 2013),

It is impoitant to note that, mutagenic classical toxicity tests (Ha
et al.. 1984; SRI-Inlernational, 1979) and stclies documented biotin
cosmetic nses have indicated that biotin administration is harmless

~J
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(Fiurace and Cosrnelic Ingredient Review Expert Pancl, 2001), Mice lecda
biotin-supplemented dict (97.7 mg biotin/kg dict) during cight wecks
after weuning did not affect oxidutive stress markers, such as malon
dialeletiyele and glutathione in the liver, or serim hepatic damage en-
zvmes. Reports on the effect of biotin supplementation on hiochemical
toxicity parameters in vaty tound that markers, such as alanine aminoe
reansicrase, aspavtate aminotransferase, cecatinine and blood urca ni-
trogen, were nat affecred by a 10010000 mg biotin kg diet
(Sawarmura el al, 2015), However, in other sludies, the same suthors
reported that a diet containing 10,0000 mg biotin/kg was toxic (Sawa-
mura et al., 2007). Diarrhen was observed in rats fed a 5000 mg biotin/
kg dicl (Savamura cLal., 2005), Slwlics on the LDy in rodents reported
intravenous TDzg 0f 1000 me kg body weight (Bonjour, 19913 in mice,
In rats, hiorin's oral and i.p. 1.Dsy acute toxicity values are 354 and 29
mg ky body weight, respectively (Bonjour, 1991), In huruems, oral doses
up to 100 mg biotin/d tn hiotinidasc- and holocarboxylase s¥nthotase-
deficient palients did nol cause adverse effecls (Buomgariner and
Suormala, 1997), Clinical investigations in diabelic patens reporled
that @ mg of bintin daily during 48 months did not aggravare diaberes or
produced undesirable side effecls (Muaebashi el al., 1993). Biotin doses
1.5-3 mg lor 1-2 vears were well toleraced in patients suffering [rom
diabetic pevipheral neurapathy (lKoutsikos et al., 1990} In patients un-
dlergoing hemodialysis, no adverse elfeets swere found with inbravenous
adminiscration af 50 mg biotin theee times per week for two months
(Koutsikos et al, 1996} However, none of the studies described above
analyzed Lthe eficels of biotin en male reproductive features, Though, in
a recent repirt on the side effccts of hiotin, it was reported that two
people trom 22,517 individuals (Le., 0.0124) reported to have testicular
pain (hip ew. cheallhume, comAds/blolin/teslicwlar-pain/).  Toxi-
calogy tests, such as whole life-cycle and multi-generation tests that
would decect chunges in reproductive outeomes and reproductive organ
pathology bave not ¥et been cvaluated.

Our present studies showing the effects of bintin supplementation on
cell eycle molecules, in Lhe same experimental moclel in which we
ubserved (avorable effects on glucose and lipid homcostasis (Aguilera-
Mendez and lI'ernandez-Mejia, 2012; lLarrieta et al., 2010; l.azo de 1a
2013), and no changes on Loxivily markers {Riv-
-, 201&) raises cancern regarding the effects of phar-
macological concentrations of biotin on male health, since several
studies have Tound that e majorily of male genn cell twmors over-
cxpress cell evele activatars, such as Cyclin A2, and Cdk2 (1iao or al..
2001), whose branseriply were found Lo be increased by biolin supple
mentation in the present stuey, Furthermore, these resulls, along with
our recent finding (Pastén-Hidalge et al. 2020} rhat hiatin-
supplementation impairs lestis morphology and has negative effects
on spermatozoa steucture and motility, strongly caution against the use
of supplements with high concentrations of hiotin, which are commer-
cially available without regulalion and whose cosmetiv uses have
escalated considerably in recent years (Jolin and Lipner, 2019), despite
the lack of sufficient clinical evidence suppmting its efficacy (Soleyinani
etal, 2017), 1L is important W note that serum biotin levels attained by
supplements with high levels of biotin (3-10 mg} (Pastén-Thidalgo et al..
2020; Wiveron hegrete und Fernandez Mejia, 2017; Manthey et al.,
2002) could reach the serum vilamin concentration in the same order of
magnitude observed in our present experimental madel (l.azo de la
Vega-Monroy eL al. 3; Mock ancd Mock, 1997).

In swnmay, biotin supplemencation increased the ¢-kic-receptor and
ERKAAICT signaling protein’s expression as well as the mRNA expression
of Spl andl Sp3 andl cell evele transeriplion [aetors; Lhis eflert was in-
dependent of the effect of follicle-stimulating harmonc and the stem ¢ell
factor {)ig. 6). 'I'he present work identifies, tor the first time, the
mechanisms involved in procducing the effcets ol bivtin supplemenlation
an cell proliferation. Viercover, the results raise caution regarding the
patential risks of biotin induced testis cell proliferation.

Supplementary data Lo this ardicle can be found online auhilps:/
ara/10.1016/).raap. 2021 115774,

Vega-Monroy ol ¢

cloi,
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Tig. 6. Proposed model of the mechauisms involved in the
efects ol biatin-supplenteation an wwswes eell pralileration.
Bienin supplemuentalion increased sperniaiogonia proliferation
through a mechanism invalving inereased protein expression
of ¢ kit receptor, the active forms of ERILFAKT signaling pro
teins, and Cye.in I3, with che consequent activation of the cell
cyele machinery at the G178 boundary during cell paeliler-
ation; mRNA cxpression of aativators of the vell avcle, Ceelie
N3, Cdk4, Cyclin B, Gk, Lyelin A2, and the transeviprion
factor E2F. were increased. In accordance with its role as a
cyelin dependent-kinase inhibitor. che mRNA expression ol
P21 was decreased, and nolwilhistanding with The induction ol
call eyvle proliforating ceeling, plé was docreased; These ef-
fects were associated with awymented mRNA expression of $pJ
and Sp3 transcription factors and increased c-kit-receptor
expression, proteins associated with spermatogonia prolifera-
liem. Cell proliferation was independent af serum follicle-
stimulating hormone levels and the stem cell factor pratein
EXpression.
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Dietary Biotin Supplementation Impairs Testis Morphology and Sperm Quality
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ABSTRACT Supplements containing pharmacolagical concenteations of biotin are commercially available aver the counter,
Classical Losicity studies have considered biotin adminiswation as harmless; however, recent investgations have shown that
biotin supplementation imadidics lissue morphology without changes in loxicily markers, raising concerns ahoul the conse-
quences of morphological changes on tissues” functions and the satety of phurmucological concentrations of the vitamin,
Testes are very sensitive to wxicants. and testicular histology is a reliable merhod to study its function. In this worl, we
investigated the clfeels ol dictury biotin supplementation on testis morphology und spennatogenesis Tunction using un
experimental model, in which we have nol shseryed unlsvorable efleers on ather lissue Tunclions or toxicily markers. Mile
BALB/cAnNNHsd mice were fed a contol or a biotin-supplemented diet (1.76 or 97.7mg biotin/kn diet) for 8 weeks.
Compared W the conteol group. the biotin-supplemented mice presented remarkable ests morphology changes, including

sased spermatogania luyers: the cellular imcechanism involved is related 1o inercased prolileraion. Sperm count zoud serum

s were not affected, hut spermatowosn maotility and morphology were signiticantly impaired in the hiotin-

supplemented mice. These results caution against the use of supplements with high concenuations of biorin and indicate rhat
hiotin’s pharmacologicul ellects on morphology need o be considered in toxicological studies.

LKEYWORDS: s profiferation e spermatozoa + foxicity & vitamin B

INTRODUCTION

B 10TIN 1S A B-complex vitamin whose physiclogical role
ix o act as a covalently bound coenzyme ol carhoxyl-
ases. Al present, it is well accepled thal pharmacological
concentrations of biotin modify biological processes.'
Several reports have documented that pharmacological
concentrations of biotin modify the expression of genes in-
volved in glucose and lipid homeostasis. have hypolipeniic
effects, and decrease hyperglycemia.'* ‘The effects of biotin
an these functions indicate its potential to be used in strat-
ceics to managing diabetes and dyslipidemia. Indeed, biotin
products will) pharmacological concentrations al the vitamin
arc commereially available for different proposes—for ¢x-

Manmseript caavived 14 e RI1Q. Ravisier accepred 21 Angnst 2014,
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ample. natl and hair health, pregnancy and breastieeding,
and 1o reduce blood glucose in people with diabetes. Despite
ity use in elevaled umounts, the highest average level of daily
intake thatis likely o pose no risk of adverse health to most
individuals (tolerable upper intake level of a nutrient [UT.])
have not been established ™!

Recent studies showing thar hiotin snpplementation
maodifies tissue architectire without changes in toxicity
markers have raised concern about the consequences of
morphological changes on tissues’ functions and the safety
of pharmacological concentrations of biotin,”™ We found that
mice fed a biotin-supplemented dict during 8 weeks showed
an increased proportion ol nuclcomegaly and binucleated
hepatocytes, altered portal triads with increased dilated si-
nusoids (279%), increased vasculanty (374%), and increased
number ol bile conducts (19%1): these modifications were
not associated with Increases in classical liver damage in-
dicators and  oxidative stress warkers, such as mal-
ondialdehyde, glulathione, urea, crealinine, and seram liver
enzymes.” These vesults indicate that the siudies fo
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determine the salencss ol pharmacological concentrations off
biotin need to take into consideration its effects on tissue
imorphology.

Other studies support the action of biotin pharmacologi-
cal concentrations on tssue structwee. In anmmal models of
hyperglyeemia, biotin supplementation amcliorated the
pathological changes in the cellular archilecture ol the
pancreas,” kidney,* and liver®” in the diabetic animals. In
the pancreas of normal mice, we Tound thal 8 weeks ol a
biotin-supplemented dict inereased islet size and changed its
iypical architeciure of alpha-cells at the periphery and beta-
cells at the core® In female mice. our studies tound that a
bicolin-supplemented diel decreased bolh Graafian and
avarian primary follicle numbers.” Atophy of the corpus
luteum and ovary stroma were found in rats injected with
50 mg of biotin/kg body wcight.'

The cffects of biotin supplementation on the male re-
productive system have been poorly investigated. In male
rats, Sawamura ef ad.'""” investigated the effects of biotin-
supplemented diets on testes, and did not delect changes in
testis weight in rats fed a dict containing 100 ma/kg dict or
1000 mg of biolinfkg diel vver 6 weeks aller weaning.'' Tn
ather studics,!> the same investigators found that rats fed
401, 800, 1000, and 2000 mg biotin/kg diets for 28 days did
not change testis weight, but with 5000 and 8000 mg bie-
lin/kg diets the ssue weight was decreased; unfortonately.
they did not analyze testis morphology in these studics.

In rats fed a diet containing 10,000 mg biotin/kg over 6
wieeks, the authors found that ihe weight of the testes de-
crcased by about 75%. Their analysis of testes morphology
found that the development ol seminiferous tubules was
inhibited, and few spermatogonia were observed. Alsa. the
number of miuure sperm was markedly lower, and sperm
with morphologically abnormal heads, mostly round heads.,
was increased. However, 10,000 mg biotin/kg el intake
was found to be toxic and caused 30% mortality, ' !4 50 it is
very likely that the tesles changes at this exiremely high
concentration of biotin resulted from the vitamin's toxic
ellects al systentic level.

The testes are very sensitive 1o oxicants, drugs, or radi-
ation,"™'" and testicular histology is a sensitive and reliable
method Jor studying sperm production.'® Because the el-
fects of pharmacological concentrations of biotin on tissue
momphology raise concern aboul the consequences lor Lissue
function, in this work, we have investigated the cffects of
hetary hiolin supplementation on lestis momphology and
function using an cxperimental modcl, in which no unfa-
vorable eliects on tissue Tuncions or loxicily markers were
found.”** Wc hypothesize that this strategy will help to
expose possible deleterious effects associaled with biolin
supplementation and might help to establish biotin™s UL.

MATERIALS AND METHODS
Animal model and experimental design

Animal procedures were donc according with the Na-
tional Institutes of ITealth Guide for the Cure und Use of

Laboratory Animals (National Academy ol Scicnces, Wa-
shington, DC, USA. 1996) and approved by the Ethics
Commitee for Experimentaton ol the lostituto de In-
vestigacionesBiomédicas, Universidad NacionalAutonoma
de México.

At weaning, 3-week-old male Balb/cAnN mice were fed
one of the following diels: biotin-control (TD-97126) or
biatin-supplemented diet (TD-02458) containing 1.76 nig
and 97.7mg of (ree biotin/kg diel. respectively (Harlun
Teklad, Madison W1, USAJ, as described previously. !¢ Mice
were kept in 12 h light/dark cveles at 22°C £2°C and pro-
vided watcer and food ad fibitum. After 8 weeks of dict ad-
ministration, the mice were deprived of food for 12h and
ancsthetized with Sevoflurane (Abbott Laboratorics, Mex-
ico City. Mexico). The bleod. testes. and cauda epidydimal
sperm were obtained. Finally, mice were killed by cervical
dislocation.

Testosierone measurentens

After 8 weeks of diet administration, blood samples
were obtained from ancsthetzed mice between 9 and 10
AM and centrifuged ar 10.000 g and 4°C for 10 min. Scra
were stored at —20°C until used. Testoslerone concentra-
tions were determined by LLISA using a conuncreial kit
{DRG Testosterome ELISA. GmbH. Germany) according
to the manufacturer’s instructions.

Marphiological and morphomeiric analysis

One testis from cach mouse was tixed in formalin, Con-
secutive 5 pam-thick seclions were cut and stained with he-
matoxylin and cosin. Slides were examined for histological
changes under a light microscope (Olympus TX-71 inverted
niicroscope; Olympus Corporation, Tokyo, Japan). Mor-
phology was assessed according lo Bacha and Bacha,'’
and included histopathology markers commonly uscd to
quantily testicular injury. which include evaluation of
seminiferous mbule diameters, and sloughing. '8

We evaluated a olal of aboul 10 wbules randomly se-
leeted from three dilferent sections [tom cight mice, Tubular
spaces were considered as unstained spaces inside the tu-
bule. Alieration of cells wineh surround the seminiferous
tubules in the testis was considered as changes in the epi-
thelium basal lamina. Senmniferous tubule cireulanly was
determiined in cross-sections of testes vsing NILL [magel
soltware by the lomnula 4a (area/perimeter?). a value of 1
indicates the circular shape. and as the value decreascs. it
denotes elongalation.'® Tubule elongation degree was de-
teemiined by measuring the major axis, which goes from one
side of the wbule. through (he center. o the olher side, al the
widest part of the tbule. The minor axis is the shortest
diameter.?” Testes siructures appearing with a [requency
minor to 3% were classified as sporadic anomalics.

The seminiferous degree of maturity was determined
by the Jonhsen index ' assigning a scoe o cach tubule
according to the main cell-type present, ranging trom 1
{no cells) to 10 {complete spermatogenesis with more than
10 late spermatids). "Uhe number of interstitial Leydip cells
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wus determined as eporied. = Sertoli cells were identified
by the presence of two nucleoli. The analyses were per-
formed by two persons who were blinded to the group
identity. All images were analyzed nsing Tmage 1.50 soll-
ware (National Institute of Mental Llealth. Bethesda, ML,
USA).

Immunofivorescence studies

Proliferation and apoptosis were analyzed by immuno-
fluorcscence as described previously.® Cell proliferation
wus assessed with anu-rabbit Ki67 (Abcam #15580, Cam-
bridge, MA, USA). After 1.5 h at 37°C of incubation, slides
were washed and incubated for 2 h at room temperature with
AlesaFluor-594-conjugated  secondary  antibody  (Abcam
#150080). Nuclei were stained with DAPI (Sigma #139542,
St. Louis, MO. USA). As a ncgative control, the primary
antibody  was substituted with phosphate-huliered saline
(PBS). Seminiferous tubule cell proliferation was measured
by quantif¥ing the number of Ki67-positive nuelet in rela-
fiomship 1 the number of total nuclei. A total of 127 whbules
were counted from each group using limage) 1.50 software.

Apoptosis was analyzed using the TUNEL Assay Kit
{Tn sitn Cell Dread Detection Kil, NMuorescence: Roche Di-
agnostics #11684795910, Manhcim, Germany). Nuclei were
counterstained with DAPL and apoptosis was analyzed by
guanlifying the number of TUNFEIL-positive nuclei in relu-
tionship to the number of total nuclel. A total of 153 tubules
trom both groups were counted using Tmagel .50 sottware.

Western blof analysis

The tissue was homogenized and total protein quantified
as deseribed previously.2* Next, 33 of protein werc
electrophovesed on preparative SDS polyacrylamide gel.
The proteins were transferred to a nitrocellulose membrane
and probed with antibodics against Ki67, caspase-3 (Cell
Signaling Technology #96615: Danvers, MA. USA), und
glyceraldehyde-3 phosphate dehydrogenase (GAPDII, Cell
Signaling Technology #88843). Anti-lpG-HRP conjugates
were used as secondary antibodies (Cell Signaling Tech-
nology #70763 and 7074). Protein bands were detected in a
Molecular Imager ChemiDoce XRS Systern (Bio-Rad, Her-
cules, CA, TUSA) and quantified by densitomelry using Tm-
agel) 1.40 (Research Services Branch, National Institute of
Mental Health).

Spermuatazoa isotution

Both epididymides were obtained. placed on a prewarmed
culture dish. maintained at 37°C. Then, fat and con-
nectve lissues were removed.® Caudal regions [ronm the
epididymis were isolaled and minced. Sperm cells were
allowed to disperse out of the cauda. Afterwaed, sperm in
suspension were washed in PBS by centrilugation al 600 g
for Smin, Finally, sperm cells were counted using a hema-
tocytometct.

Sperm morphology and motility

Spermatozoa were tixed in formaldchyde and counted as
previously deseribed *® To evaluate Magellar alteratons,
1000 spermatozoa from each mouse (n=8) strain were
classified and counted. Sperm morphology was examined by
phase-contrasl microscopy (Olympus IX-7] inverted mi-
croscope; Olympus Corporation) and classified as follows:
(1} with normal flagclla, not curved or twisted or (2} with
any numnber of all curved fagella in the middle piece.™
Sperm maotility was analyzed using a light microscope and
counting motile and nonmotile spermatozoa and was cx-
pressed us motility percent.?’

Statistical analvsis

All data arc presented as the mean® SEM: » denotes the
number of evaluated subjects. Stalistical analysis was per-
formed vsing GraphPad (La Jolla, CA, USA). The data were
analyzed by Student’s t-test, P<.03 was considered statis-
tically significant,

RESULTS

Lffect of biotin supplementation on body and tesris
weight and serun fesiosferone concentrafion

We delermined Lhe ellect of 8 weeks of biotin supplemen-
tation on body and tostis weight and hormonal concentration.
As shown in Table 1, no dilferences were observed egarding
the body and 1estis weight. the (gstis weight o body weight.
ratio. or the scrum testosteronce levels between the proups.

Effects of biotin supplementation
o1 pestis morphology

No differences between the control and the biotin-
supplemented group were observed in the external appearance
of the testes (Lig. 1A). Light microscopy of the testes revealed
a number of ditferences between the biotin-supplemented
group and the control group (Fig. IB-D). As seen in Figure 1€,
the testis of supplemented niice presented an increased percent
ol nonyisible scminilerous wbule Jumen {(conwrol: 22.5% £
0.94%; hiolin-supplemented: 22.4% 12.90¢%: P<.05) and in
the number of scminiterous tubules with intratubular spaces
(contol 7.90% £2.70%: hotin-supplemented 24.0% £ 3.80%!
P < 005). Sloughing of round germs in the lumen was ob-
served. ‘The testis interstitial space showed an increase in
Leydig eells {conuol: 16.0% = 0.42%: biotin-supplemented:

Taere 1. Ereners oF Bions on Booy anp Tosis Wocon,
TESTIS WEIGHT/BODY WHRIGHT RAT10. AND SERUM
Trs10sreRONLE CONCENIRATION

Control Supplemenred
Body weight (g) 23.3+057 2221001
Testis weight {mg) 183+0.45 187+£3.12
Testis weighttbody weighr (ratio)  (.78320.003 08452 0.002

Testasterone levels (ng/mL) 2424033 1.75+0.25

Values wre means - SEM n=38 mice for group.
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Control

19.7% £0.67%: £<.0001). lurthermore, the supplencnted
group (Fig. 1D) presented loss of circularily, increased elon-
gated seminilerous whbules (conwrol; 13.8% +2.37%; hiotin-
supplemented: 49.3% £8.14%; P<.0001) with ccllular
disorganization, more than three spermatogonia layers, and
alteralion in the germinal epithelivm {control: 0.38% L
0.18% biotin supplemented: 3.50¢% £0.32¢%,; £<.0001). We
also [ound a decrcase in the degree ol malurity determined by
the Jomhsen Tndex (control: 9.03£0.10; biotin-supplementecd:
8.4210.08; £<.0001). No ditference between the proups was
obscrved 1n e numbier of Serioli cells (control: 12.4+0018;
hiotin-supplemented: 12.510.18).

Testes structurcs appearing with a frequency minor to
3% in the biotin-supplemented mice included sloughing
(2.0% £0.21%) (Fig. 2A. B, incomplete spermatogenesis
(1.97% £ 0.33%) (Iig. 2C). intratubular spaces in the clon-
zated tbule (1.42% £0.33%) (Fig. 2C), and Leydig cell hy-
perplasia (1.5% £(.32%) (Fig. 2 D). None of these struclures
was found in the control group.

kffect of biotin supplementation on sectional
seminiferous twbule circalariy

We quantified the loss of sennnilerons ubule circularity.
Conmpared to the control group, the biotin-supplemented
mice presented decrcased circnlarity (Fig, 3A) (contral:
.93 0.006; bioun-supplemented: 0.78£0.017; P<.0001).
Also, we assessed the degree of tubule elongation by meu-

FIG. 1. Effect of biotin supplementation on
testis size and marphology. (A) Representative
images of testes size, Representutive imuges
showing parattin scctioms of testes stained
by hematoxylinfeosing {(B) Connol - group.
{C) Supplemenied group images showing 1es-
Iy amomahics: nonvisible luren (13 intratubu-
lar spucce (2) sloughing ol round genns in
the Jumen was ohaorved €30 (1) Biotin-
supplemnented group image showing clongated
seminilferous wbules with cellular disorgani-
zaton and moe than theee spermalogonia
layers (4); alteration in the germinal epithelium
3). Scale bar: 30 wam.

suring the long and short diamcter of the scminiferous tu-
bules (Fig. 3B). The long diameter o the seminilerous
wibules was higher in the biotin-supplemented mice than in the
control group {control: 231 £4.29 um, biotin-supplemented:
333£16.7 jan; P< (001). No signilicant stalistical diflerence

FIG. 2. Effect of biotin supplemencation on testis producing sporadic
anomalies. (A) Disorganized sloughing germ cells. {B) Disorganized
sloughing germ cells. (C) Incomplete spermatogenesis (1): intratubular
spaces {21, (Dy Leydiz cells hyperplasia ¢2). Scale bar: 50 am.
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between the groups was observed regarding the shorl diameter
(control: 173+ 1.41 pm: biotin-supplemented: 183 £4.29 gun).
These data indicate that the shape changes praduced by Biolin
supplementation were due to clongation rather than to a de-
crease in the wbule diameter.

Effect of biorin supplementation
on cell profiferation of restes

We [urther explored the mechanmising involved in the ef-
focts of biotin supplementation on testes. The effect of biotin
on cell prolileration was determined by measuring the nuelear
expression of Ki67, As shown in Figure 4A, immunofluo-
rescence stdics showed that the Ki67 label was increased in
the spermatogonia (Fig, 4A), Quuntificiuion ol spermilogonia
immunofluorcscent positive nuclel showed an increase in the
biotin-supplemented mice (control: 20.3% £0.95%:; biotin-
supplemented: 27.6% +1.05%, £<.0001) (Fig. 4B). lThe
Ki67 label was also present in the nuelel of Leydig cells
(Conwrol:  0.50% £0.19%: biotin-supplemented: 0.44%+
(1.18%: P».05), as well as in the cytoplasm. We also ana-
lyzed Ki67 prolein abundance by western blot (Fig. 4C).
Accordingly with the augment obscrved in the irununo-
lluorescence studies, biotin supplementagon increased Ki67
protein expression (Fig. 413 (control: 0.1910.016; biotin-
supplemented: (0L94+0.047: P <001,

Effects of biorin supplementation on testis apoprosis

Immunofluorescence studies revealed that the percentage
of TUNEL-positive nuclei was pot significantly different
between the control and the supplemented group {Fig. SA,
B) (control: 0.40% £ 0.057%: biotin-supplemented .35% +
(L.049%}. We also determined the expression of the apo-
plosis protein caspase-3 (Fig. SC, D). The data showed
that the protcin abundance of the active form of caspasc
(caspasc-3) was increased in the Dotn-supplementied group
{control:  0.25+£0.030; biotin-supplemented: 0.68+0.12;
P<.0(5). No significant diffcrence was observed in the

caspase inactive form (procaspase) protein levels (control:
(L67 £0.084: hiotin-supplemented: 0.84 £0.10).

Effects of biotin supplementation
o sperin number cnd guality

The analysis of the effects of biolin supplementation on
spermatozoa number found no significant differences in the
cauda sperm counl between groups {Fig. 6A), The sperm
motility of the mice fed the biotin-supplemented dict wag
signilicantly  decreased compared 10 the control  group
{Fig. 613). Furthcrmore, sperm from the biotin-supplemented
group showed altered morphology (Fig. 6C) wilh a signifi-
cant Increase in the number of spermatozoa with twisted
flagella in the middle picee (control: 6.50£(0L68; biotin-
supplemnented:; 30.4 12.04: P<.0001) (Fig. 6D).

DISCUSSION

Riotin administration is considered harmless.™ However,
recent studies showing that biotin supplementation atteets
tissue morphology without modifying toxicity markers have
raiscd concern about the functional conscquences of these
changes and the salety ol pharmacological concentrations ol
biotin.

Qur present results showed that biotin supplementation
produced siriking efTects on the histology of mouse lestis
and also affects the sperm guality. Compared to the control
group, the lesles ol supplemented mice presented increuses
in (1) the number of seminiferous tubules with nonvisible
Tumen; (2) mratubular spaces: {3) sloughing of round germs
in the tubular lumen; and (4) increased Leydig cell accu-
mulation. Also, the supplemented group prescated alter-
ation in the germinal epithelivm and elongated seminiferons
tubules with ccllular disorganization as well as increased
spermatogomia layers, Tnvestigation ol the mechanisms in-
volved in these changes revealed increased spermatogonia
proliferation. The nereased prolileration wilboul aug-
niented spermatozea number and reduced Jonhsen index
suggcst delayed spermatogencsis.
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The changes in the morphology of the seminiferous
tubules resulted in defeclive spermatozoy {ormation and
impaired sperm maotility, Some teatures observed in the
biotin-supplemented mice, such as Leydig cell hyperplasia
or tbule elongation are prodinced by other toxics, patholo-
gies™ or by transgencsis of the plus cnd-tracking protein
FR L™ but the ensemble ol biotin-induced changes appear
to be sui generis; however. we cannot rule out the possibility
that ihese changes might lead lo other well-defined degen-
eralive process,

Sawamura ef ol studied the effects of 6 weeks of
hiotin-supplemented diets on the morphology rat testes. As
in our present investigation, they obscrved no changes in
wslis weight, lood inlake, and body weight gain when
comparing a diet conlaining a biotin concentration and the
dict used in this work (about 100 mg/ke dict): untortunately,
they did not perform morphological analysis in these ani-
mals. [n rats fcd a biotin-supplemented dict with the
10L000 mg biolin/kg dict, their investigations [ound (hat ihe
weight of the testes decreased by about 75%. Hiswlogical
analysis showed a severe deercase in the total sperm count
(less than 1 sperm/mL), increased incidence of sperm wilth

in the ouclel. Blick bar: conwol geoup; white bar: biotin-supplemented group. Values represent the mean £SEM of cight
2 0001 (C) Representative western blot analy:
GAFDIL Values represent the mean= SEM of eight mice from each group.

is of Ki67 and GAPDIL (D) Quantification of Ki67 normalized w
e 05,

abnormal morphology, mainly round heads, deercased
spermiatogonma, decreased dianeters of seimmilerous Lu-
bules, and did not showed changes in tubule circularity. No
changes were observed in testicular testosterone. [n contrast,
in our sludies in mice fed a biotin-supplemented diet con-
taining 97.7 mg biotin/kg dict over 8 wecks. we found no
significant dilferences in the wial sperm count, sperm uh-
normalitics were obscrved in the flagellum, and the tubule
arca and the number of spermatogoma layers were in-
creased, Serum testoslerone levels were not significantly
different when comparing the control and supplemented
@roups.

It is important to notc that the data reported by Sawamura
et of.M arc dilficult 1o interpret since the same report showed
that rats fed with a diet conlaining 10,000 mg hiotin/kg diet
also prescnted significant decreases in food intake as well as
in body, liver, kidney, and hrain weight. Indeed. (his mag-
nitade of biotin was shown ta be toxic in other studics.'” In
contrast, in the conditions ol ow work (97.7 mg biotin/kg
diel during 8 weeks), a model in which unfavorable elMects
have not been observed on body weight gain, tissucs welght,
[bad consumption, exlernal mice uppearance, or loXicily
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markers,*%* we found increascd incidence of sperm with

abnormal morphology and structural changes ol the lestes,
indicating that the effects of biotin supplementation ob-
served on tesres 1n our experimental mode] was not due to
syslemic loxicity.

In prior investigations, we found that normal mice fed the
biotin-supplemented diet used in this study presented mor-
phological variations in diffcrent organs but did not show
function allerations,>* The cell lopology chunges produced
in the pancreatic islets did not negatively affect their hor-
mone secrefion.” Tn the liver, despile the siruciural changes.
hepatic functions such as gluconcogencsis and glycogencsis
were nol different Jrom those presented in the control
mice.™ Furthermore. hepatic damage enzymes indicators or
oxidative stress markers were not modilied.? In contrast, in
the testes, biotin supplementation, in addition to modifying
the tissug maorphology, alfected their fuaction of sperm
quality production. Since testes are very sensitive 1o tox-
ics'*1*3 and they have high capacity of biotin accumula-
tion,' tesles are likely 10 be one of the lissues more
susceptible to pharmacological concentrations of hiotin, as
demonstrated in the presenl work.

Prolifcration and apeptosis arc cellular mechanisms that
participale in the normal mammalian lestes dunng sper-
matogencsis.? Proliferation is required to augment cell
production, and appropniated upoplosis is a regular cellular
mechanism in the normal manunalian testes during the de-
velopmeni. ol spermatogonia and 1s used 10 remnove excess
ecrm cells, Our results demonstrate that biotin supplemen-
talion sigmiicandy increases Ki67 in otal cellular extracts
of testes, which results from the presence of the protein in
the spermatogonia and Leydig cells, as shown in the im-
munofluorescent studies. No significant differences were
obscrved in TUNLEL staining. These data sugaest that the
mechanism involved in enhanced cell layer number is mainly
duc to ccll proliferation. In support of the effects of biotin
supplementation on cell proliferation, previous investigations in
our laboratory have also found that pharmacological concen-
irations of biotin increases cell prolileration bt not apoptosis, ™

Biotin supplementation induced Levdig cell hyperplasia;
however, ul 8 weeks ol hiotin supplementation, Ki67 label-
ing was nmainly present in the cytoplasim. Levdig cell pro-
liferaton 18 achicved between postnatal days 21 and 35,
and they gradually mature inte fully steroidogenic adult
supplementation at 3 weeks of age, the results suggest that
Leydig cell hyperplasia was produced between the first and
third week of experimentation (3-5 weeks ol age), during the
time that these cells proliferate.

The changes produced on Leydig cell hyperplasia were
not translated into increases in serum testostcrone levels,
Studies by Suwuarmura'' Tound that testicular testosler-
onc was not atfccted by a dict containing 10,000 mg
hiotin/kg. Further studies will be required o determine
the cffect of biotin on malc steroidogenesis because. in
fermale nice, we Jound that the biotin-supplemented
diet used in the present study increased serum estradiol
levels.?

1t is noteworthy that we found a discrepancy between the
increase 10 Lhe expression ol caspase-3 and no diflerence in
TUNEL immunoreactivity, Apoprosis is characterized by
nuclear chromatin condensation and DNA - fragmentation
caused by apoplolic signaling cascades. Apoplosis signaling
cascades are mediated by caspases, which trigger ccll death
by cleaving specific proteins in the ¢ytoplasin and nucleus,
Cleaved caspasc-3 is an apoptosis cttector that translocates
o the nucleus, where it cleaves substrates thal induce DNA
fragmentation. QOnce activated, caspasc-3 niight be subject to
inhibition hy apoplosis protein inhibitors (TAD prolein luomi-
lics).** Because the TUNLL assay identifics DNA fragmen-
tation, which iy the end-stage upoplosis, and caspase-3 15 un
undergoing apoptosis ctfector, it is possible that an increased
length of a biotin-supplemented diel and/or higher biotin
content could translate 1o increased TUNEL positive cells.
However. we cannot rule oul the possibility thal aclive
caspase-3 might be subject to downstream regulation by ap-
optosis protein inhibitors.** Studics in our laboratory are ad-
dressing Lhis issue. _

Studics regarding human spermatozoa by Kalthur ef af.*®
found that #n virro, biotin supplementation 2.44 mghnl.
(10 nM} augmented motility and prolonged the survival of
semen samples. Furthenmore, in a recent report,™ the same
group reported that this concentration of biotin increascs the
(erfilizing ability of mice spermatozow and subsequent mice
preimplantation embryo development, suggesting that the
vitarmin may have henelits i assisted reproduction. In
contrast, our present studics show that in vive a biotin-
supplemented diet decreased spermatozoa moulity. The
dissimilar effect of biotin in these studies versus our in-
vestigation might be related to the concentration ol biotin,
The serum concenlrations ol biolin in mice fed with the
present diet for 8 weeks are 1441 £ 1.39ma/mL {590+
6.5nM),® about 60-fold the amount present in the media of
Kalthur studies. However, we cannot rule out that the dif-
[erent. study conditions and/or the diflerent. sensiivity 10
biotin berween specics. as denonstrated in other studics, ®
might accounl [or the discrepancy,

The use of vitamin supplements in larger amounts has
escalaled considerably in recent years. Waler-soluble vi-
tamins are considered to be eliminated and to be safe at
higher doses, 101§ elear that there 18 a need o assess the risk
of vitamins in the context of the wide availability of sup-
plements. Commercially  available biotin supplements
contain up to 10mg of the vitamin, In humans. supple-
mentation of 1.2 mgz biotin/day for 14 days results in scrum
congentralions in 4 range of 9.4-47.7nM* (2,20
1.6 mg/mL)}, so it is likely that thc scrum biotin levels
altained by supplements with high levels of biotin could
reach the vitamin concentration in the samce order of
magnitude observed in our studies.®

Classical toxicity tests*™' and other studics” have sug-
gested that biotin administration is harmless®; however,
taking into account the cffects of biotin on testes function
and morphology obtained o this work, and that biotin
supplements with high levels of biotin could artain the
vitamin concentrations obscrved in our studics.* human
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pharmmiucokinetic and pharmacodynamic studies are imper-
ative given that biotin’s UL has not been estahlished. ™

In conclusion, the results of this work showed that studics

meant W delermine the salely of pharmacological concen-

trations ol hioun

need o consider us ellects on Gssuc

morphology and function.
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