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|. RESUMEN

La hipertrigliceridémia y la intolerancia a la glucosa son factores de riesgo
de la diabetes tipo 2, por lo que resulta importante desarrollar farmacos para el
tratamiento de estas enfermedades. La biotina podria ser usada con este fin.
Estudios clinicos en humanos encontraron que el tratamiento con dosis
farmacoldgicas de biotina reduce la hipertrigliceridémia y mejora el estado
diabético. El objetivo de esta Tesis es implementar un modelo experimental de
hipertrigliceridémia inducida por la ingesta de sacarosa, en el que se estudiara el
efecto de la biotina sobre la concentracion sérica de triglicéridos. Se desarrollaron
3 diferentes protocolos. En dos de ellos se inicié la ingesta de una solucién de
sacarosa al 30% a partir del destete, la diferencia radic6 en el tipo de cepa:
Sprague-Dawley, en el primer protocolo, y cepa Wistar en el segundo. En el tercer
protocolo la ingesta de sacarosa al 30% se inicié en ratas Wistar adultas de 250 g
de peso. En los tres protocolos la administracion de la sacarosa tuvo una duracién
de 20 semanas. El grupo control en los tres protocolos recibié agua durante el
mismo periodo. Las ratas que desarrollaron hipertrigliceridémia se dividieron en
dos grupos, uno de ellos fue tratado con una inyeccién intra peritoneal (ip) diaria
de biotina de 2 mg/Kg, el otro con una inyeccion diaria ip del vehiculo (PBS 0.1 M).
Después del tratamiento durante 4 semanas se evaluaron: las concentraciones
sanguineas en ayuno de colesterol y triglicéridos. El analisis de los resultados
mostré que las ratas de la cepa Wistar fueron susceptibles a desarrollar
hipertrigliceridémia mediante la ingesta de sacarosa al 30%, en tanto que la dieta
no modificé las concentraciones séricas de triglicéridos en las ratas Sprague-

Dawley.



En el grupo de ratas Wistar que iniciaron la ingesta de sacarosa al 30% en
el destete, no observamos un efecto significativo de la biotina sobre la
concentracion de triglicéridos. En tanto que en las ratas que iniciaron la dieta con
sacarosa en la edad adulta (250 g de peso), la reduccion en las concentraciones
de triglicéridos séricos fue estadisticamente significativa. En resumen podemos
concluir que se logré implementar el modelo experimental de hipertrigliceridémia a
través de la ingesta de sacarosa. Este modelo permitira en el futuro el estudio de

los mecanismos mediante los cuales la biotina reduce la hipertrigliceridémia.



l. ANTECEDENTES

1.1 BIOTINA

La biotina (Esquema 1) es una vitamina hidrosoluble del complejo B cuya
funcidn mas conocida en los organismos eucariontes es la de participar como
grupo prostético de las enzimas acetil-CoA carboxilasa (ACC), tanto de la isoforma
citosélica (ACC1) como de la mitocondrial (ACC2); y de las enzimas
mitocondriales piruvato carboxilasa (PC); propionil-CoA carboxilasa (PCC) y
metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) (Chapman y Cronan, 1999). Estas enzimas
participan en diversos procesos metabdlicos tales como la gluconeogénesis, la

lipogénesis y el catabolismo de aminoacidos.

Ademas de la participacion de la biotina en procesos metabdlicos como
grupo prostético, la biotina modifica funciones biolégicas como la proliferacion
celular, el desarrollo embrionario, funciones inmunoldgicas y el metabolismo a
través de un efecto sobre la expresion genética (Rodriguez-Meléndez y cols, 2003;

Pacheco-Alvarez y cols 2002).
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Esquema 1. Estructura de la Biotina



1.1.1. Metabolismo de la biotina en mamiferos

Los mamiferos no pueden sintetizar la biotina, por lo que es necesario su
consumo en la dieta diaria. La biotina se encuentra en los alimentos, en la mayoria
de ellos unida al grupo e—amino de una lisina formando el dimero conocido como
biocitina, péptidos biotinilados, o bien en forma libre (Dakshinamurti y Chauhan,
1994). Para su absorcion se requiere romper este enlace semi-peptidico por
accion de la biotinidasa pancreatica (Hymes y Wolf, 1996). La biotina libre se
absorbe en el intestino y posteriormente pasa al torrente sanguineo. La entrada a
las células se lleva a cabo a través de un transportador multiple de vitaminas
dependiente del sodio (SMVT) (Cohen y Thomas 1982, Chatterjee y cols1999). El
SMVT es una proteina transmembranal que funciona como simportador
electroneutro, introduciendo a la biotina y al acido pantoténico junto con el sodio, a

favor de un gradiente de concentracion.

Las carboxilasas son sintetizadas como apocarboxilasas, sin actividad
enzimatica, en el citoplasma. Al unirseles la biotina covalentemente por accion de
la holocarboxilasa sintetasa, se forma la proteina activa u holoenzima (Chapman-

Smith y Cronan 1999).

Como todas las proteinas las holocarboxilasas son recambiadas
continuamente. La protedlisis de las holocarboxilasas libera residuos de lisina

unidos covalentemente a la biotina (biocitina). Este enlace se rompe por accion de



la biotinidasa, y de este modo la biotina puede ser reciclada e integrarse como
grupo prostético a nuevas carboxilasas sintetizadas, o bien puede catabolizarse
formando otros productos derivados y excretarse. La sintesis de las

holocarboxilasas y su catabolismo se denomina ciclo de la biotina (Esquema 2).

1.1.2. Efecto de la biotina sobre la expresién genética

Observaciones que se realizaron en la década de 1960 sugerian que la
biotina intervenia en diversas funciones biolégicas independientemente de su
acciéon como grupo prostético de las carboxilasas (Dakshinamurti y Cheah- Tan
1968a, 1968b; Deodhar y Mistry 1969). En la actualidad se ha establecido que,
ademas de su funcidn clasica como grupo prostético, la biotina modifica la
expresion génica, tanto al nivel de la transcripcion como de la traduccién. Este
efecto es analogo al de otras vitaminas que, aparte de sus funciones como
sustratos y cofactores, regulan la expresion genética. Los ejemplos mejor
estudiados son los de las vitaminas A y la D, que actuan como ligandos de
receptores nucleares de la superfamilia de receptores hormonales y de esta
manera, afectan diversas funciones como la morfogénesis, inmunidad,

diferenciacion y metabolismo (Balmer y Blomhoff, 2002).
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Esquema 2. Ciclo de la biotina. Una vez que la biotina es introducida a las células, por accion de
la holocarboxilasa sintetasa es transformada a biotini-F-AMP, y de esta manera se une
covalentemente a la apocarboxilasa. La forma activa u holocarboxilasa emplea a la biotina como
acarreador del i6n bicarbonato. Una vez que las carboxilasas son degradadas por protedlisis, se
libera la biotina unida a la lisina (biocitina), y este producto por accién de la biotinidasa puede ser
nuevamente utilizada en la formacién de nuevas holocarboxilasas.



1.1.3. Efectos de la biotina sobre la transcripcién

La biotina participa en la regulacién de la transcripcion de diversos genes.
Esto se ha demostrado tanto para las enzimas que requieren de la vitamina como
grupo prostético y sustrato, como son la holocarboxilasa sintetasa (HCS)
(Rodriguez-Melendez y cols 2001, Solérzano-Vargas y cols 2002); la acetil
Coenzima A carboxilasa —1 (ACC-1) y la propionil Coenzima A carboxilasa -A
(PCCA) (Solérzano-Vargas y colbs 2002); como para proteinas que no la
requieren como cofactor; entre estas ultimas se han identificado a la glucocinasa
hepatica (Chauhan y Dakshinamurti 1991), la fosfoenolpiruvato carboxicinasa
hepatica (Dakshinamurti y Li 1994), la glucocinasa pancreatica (Borboni y cols
1996, Romero Navarro y cols 1999); la insulina (Romero Navarro y cols 1999,
Yoshikawa y cols 2002); el factor transcripcional PDX-1 (Yoshikawa y cols 2002),
la interleucina 2 y el receptor de interleucina 2 (Rodriguez-Melendez y cols 2003,
Manthey y cols 2002), los factores transcripcionales NF-kB (Chapman-Smith y
Cronan 1999), N-myc, c-myb, N-ras y raf (Scheerger y Zempleni 2003). La accién
de la biotina sobre la expresion genética parece ser muy amplia: en un estudio de
microarreglos en células mononucleadas de sangre periférica humana, se
encontré que la biotina afecta positivamente la expresion de 139 genes, mientras

que disminuye la de otros 131 (Wiedmann y cols 2004).



1.1.4. Efectos de la biotina sobre la traduccién

La biotina afecta la expresion de genes a nivel post-transcripcional.
Investigaciones efectuadas por el grupo de Stocker (Collins y cols 1988, Stockert y
Morell 1990, Stockert y cols 1992, Stockert y Ren 1997, De la Vega y Stockert
1999) encontraron que la vitamina modifica la expresién del receptor de
asialoglicoproteinas y del receptor de insulina a través de una via que requiere de
GMPc y de la proteina cinasa G (PKG) (Collins y cols 1988, Stockert y Morell

1990, De la Vega y Stockert 2000).

1.1.5. Mecanismos moleculares de la biotina

En los ultimos afos han comenzado a delinearse los mecanismos
moleculares a través de los cuales la biotina modifica la expresion de genes. Se
han identificado diferentes vias que podrian participar en la accion genética de la

vitamina como activacion de la guanilato ciclasa soluble

Activacién de la guanilato ciclasa soluble: Estudios pioneros de Vesely en
1982 descubrieron que la adicién de biotina a extractos celulares aumentaba la
actividad de la guanilato ciclasa soluble. Posteriormente Spence y Koudelka en
1984, encontraron que el aumento producido por la biotina en la actividad de la
glucocinasa hepatica estaba precedido por un incremento en las concentraciones
intracelulares de GMPc, lo que sugeria que la biotina ejercia su efecto génico a

través de este segundo mensajero. A partir de entonces, diversos estudios han



identificado que un denominador comun en el efecto de la biotina sobre la
expresion genética involucra el incremento en la actividad de la guanilato ciclasa
soluble (GCs), la elevacion de las concentraciones de guanosil monofosfato ciclico
(GMPc) intracelular, y la participacion de la proteina cinasa G (PKG) (Solérzano-

Vargas y cols 2002, Stockert y Morell 1990, De la Vega y Stockert 2000).

1.1.6. Accion de la biotina sobre diversas funciones bioldgicas

La proliferacion celular (Zempleni y cols 2001, Bhullar y Dakshinamurti
1985), la funcion inmunoldogica (Rabin 1983, Baez-Saldafia y cols 1998), el
desarrollo embrionario (Paul y Duttagupta 1976, Watanabe y Endo 1989,
Watanabe y Endo 1990, Watanabe 1996) y el metabolismo de carbohidratos y de
lipidos se ven afectados por la biotina. Estos efectos parecen estar mediados por

la accion de la vitamina sobre la expresion de genes.

1.1.7. Efectos de la biotina sobre el metabolismo de los carbohidratos

Los efectos de la biotina sobre el metabolismo han sido puestos de
manifiesto tanto in vivo como in vitro en diferentes condiciones fisioldgicas: a) de

deficiencia de biotina; b) en estado diabético.

a) Efecto de la deficiencia de biotina: Las primeras evidencias que sugirieron
que la biotina intervenia en el metabolismo de los carbohidratos y permitieron el

descubrimiento del efecto de la biotina sobre la expresion genética fueron



reportadas por el grupo de Dakshinamurti y cols 1962. (Mistry y cols 1962). Este
grupo encontré6 que las ratas deficientes en biotina presentaban curvas de
tolerancia significativamente mas elevadas que los animales control
(Dakshinamurti y Cheah-Tan 1968b). Estudios posteriores mostraron que las
anomalias en el metabolismo de carbohidratos en ratas deficientes de la vitamina
se debian a una disminucion en la actividad de la glucocinasa hepatica
(Dakshinamurti y Ho Chong Hong 1970), enzima clave en la captacion post-
prandial de glucosa por el higado. El desarrollo de nuevas tecnologias de biologia
molecular permiti6 que Chauhan y Dakshinamurti (1991), demostraran que el
efecto de la biotina sobre la glucocinasa hepatica se produce a través de un
aumento en la transcripcién del gen. La deficiencia de biotina igualmente sirvié
como herramienta para revelar que la biotina participa en la traduccion del

receptor de la insulina (De la Vega y Stockert 2000)

La deficiencia de biotina afecta el metabolismo del islote pancreatico en
rata. Estudios realizados en nuestro laboratorio con ratas deficientes de biotina
mostraron que la carencia de esta vitamina produce una disminucién tanto de la
actividad como de la abundancia de ARN mensajero de la glucocinasa
pancreatica, enzima clave en el proceso que permite a la célula beta de los islotes
secretar insulina en respuesta a la glucosa (Romero-Navarro 1999). Nuestros
estudios igualmente revelaron que los islotes pancreaticos aislados de ratas
deficientes de biotina, presentan una secrecién disminuida de la insulina en

respuesta a la glucosa. Esta disminucion en la secrecion de la hormona en



respuesta a la glucosa se observé igualmente en la perfusion in vivo de islotes

pancreaticos aislados de ratas deficientes de biotina (Sone y cols 2000)

b) Efectos de la biotina en modelos diabéticos. En diversos estudios se han
encontrado que la administracion de dosis farmacolégicas de biotina disminuye la
hiperglucemia: Pacientes con diabetes tipo 1 tratados durante una semana con
biotina (sin recibir insulina exdégena), disminuyeron sus concentraciones de
glucosa en ayuno (Coggeshal y cols 1985). En un estudio en pacientes japoneses
diabéticos tipo 2, se encontr6 que la administracién oral de 9 mg de biotina
diariamente durante un mes disminuyo las concentraciones sanguineas en ayuno
de glucosa, piruvato y lactato; al suspender la administracién de la vitamina se
produjo un retorno a las concentraciones hiperglucémicas observadas antes del
inicio del tratamiento. Nuestro grupo ha encontrado que en pacientes diabéticos
tipo 2, el tratamiento con 15 mg/dia de biotina durante 28 dias disminuye el area

de las curvas de tolerancia a la glucosa (Baez-Saldafna y cols. 2004).

En modelos animales con diabetes tipo 2 también se ha reportado que la
biotina disminuye la hiperglucemia. En ratones de la cepa KK no obesos y en las
ratas OLETF que presentan obesidad espontanea, se observd una disminucion de
la hiperglucemia y en la curva de tolerancia a la glucosa en respuesta al
tratamiento con dosis farmacoldgicas de la vitamina (Stockert y Morell 1990,

Stockert y cols 1992).



En resumen, el estado nutricional de biotina afecta el metabolismo de los
carbohidratos; la deficiencia de biotina produce un efecto hiperglucemiante en
tanto que dosis farmacoldgicas de biotina revierten la hiperglucemia. Este efecto
concuerda con la accion de la biotina sobre la expresién de genes que favorecen
la captacion y el catabolismo de la glucosa, ejemplo de ellos son la glucocinasa
hepatica y pancreatica, la insulina y el receptor de insulina; en tanto que disminuye
la expresion de la enzima fosfoenolpiruvato carboxicinasa, enzima de acciéon

hiperglucemiante que regula la gluconeogénesis.

1.1.8. La biotina en el metabolismo de los lipidos

Existen menos conocimientos del efecto de la biotina sobre la dislipidemia
que los existentes sobre su efecto sobre la intolerancia a la glucosa. Dado que la
biotina interviene directamente como cofactor de la acetil CoA-carboxilasa (1 y 2),
enzima crucial en la sintesis y oxidacion de acidos grasos, existe por lo tanto una
relacion directa entre la deficiencia de biotina y el metabolismo de lipidos

(Dakshinamurti y Desjardins 1968, Suchy y Wolf 1986).

Sin embargo en condiciones no deficientes de biotina también se ha
encontrado que el tratamiento con dosis farmacolégicas de la vitamina puede
modificar las concentraciones de triglicéridos y colesterol. Steigerwal y Bohele
(1960) encontraron que 30 minutos después de la inyeccion de 10 mg de biotina

se produjo una disminucion en la concentracién de lipidos séricos totales. En



pacientes con ateroesclerosis e hipercolesterolemia la administracion de 5 mg de
biotina durante 4 semanas produjo un decremento significativo sobre las
concentraciones de colesterol total Dokusova y Krivoruchenko en 1972 y Scott en
1958 encontraron que 5 mg al dia de biotina redujo la hipercolesterolemia, este
tratamiento no produjeron modificaciones en sujetos con concentraciones
normales de colesterol. Estudios en voluntarios sanos encontraron que la
administracién de 0.9 mg/dia de biotina produjeron modificaciones en los niveles
de lipidos plasmaticos (Marshall y cols 1980); estas modificaciones variaron
dependiendo del tiempo de administracion, encontrandose que durante las
primeras dos semanas se incrementaron las concentraciones de lipidos totales,
fosfolipidos y lipoproteinas alfa + beta. Posterior a este periodo se produjo una
disminucién en las concentraciones lipidicas, estas variaciones fueron mayores en
los individuos que presentaron hiperlipidemia. En estudios en nuestro laboratorio
(Baéz-Saldana y cols. 2003, Revilla-Monsalve y cols 2006), se encontro que el
tratamiento con 5mg de biotina tres veces al dia disminuyd las concentraciones de
triglicéridos plasmaticos en pacientes diabéticos y no diabéticos. La disminucion
fue mas pronunciada en los pacientes cuyas concentraciones de triglicéridos se
encontraban por arriba de 200 mg/dl, es decir 25% por arriba de los limites

normales de triglicéridos sanguineos (160 mg/dl).

En estudios con animales de experimentacion también se ha encontrado
que la biotina modifica la hiperlipidemia. En la cepa de ratas BHE con
predisposicion genética para desarrollar elevadas concentraciones sanguineas de

glucosa y de lipidos (Marshall y cols. 1969), el tratamiento con biotina disminuyd



las concentraciones plasmaticas de lipidos (Marshall y cols. 1976). Otros estudios
han encontrado que Ila biotina previene el desarrollo experimental de

ateroesclerdsis en conejos (Dokusova y Klimov 1967, Sinitsyna 1970).

Las observaciones efectuadas en humanos donde la administracién
farmacoldgica de biotina no modifica las concentraciones normales de colesterol,
fueron encontradas también en ratas normolipémicas: dosis farmacolégica de
biotina no modificaron las concentraciones de colesterol (total, libre o esterificado),
ni las fracciones lipoprotéicas de VLDL, LDL o HDL en animales
normocolesterolémicos (Suchy y Wolf 1986). En estudios previos en nuestro
laboratorio evaluamos el efecto de la administracion de biotina sobre las
concentraciones plasmaticas de colesterol y triglicéridos en ratas diabéticas de la
cepa Zucker y el los ratones ob/ob, en estos modelos experimentales no
observamos reducciones sobre la hipertrigliceridemia con el tratamiento con 2

mg/kg de peso de biotina (datos no publicados).

Se conoce poco sobre la regulacidon genética de las enzimas que participan
en el metabolismo de lipidos por la biotina. Sin embargo, recientemente Levert y
colaboradores (Levert y cols. 2002) encontraron que en la linea celular de
adipocitos 3T3-L1 un analogo cloroacetilado de biotina (CABI), ademas de inhibir
la actividad de la acetil-CoA-carboxilasa, reduce la expresion de los factores de
diferenciacion STAT 1 y STAAT 5a y de PPARYy, factores transcripcionales que

juegan un papel muy importante en el metabolismo de lipidos (Levert y cols 2002).



Estas primeras evidencias sugieren que el mecanismo de accion a través del cual
la biotina afecta al metabolismo de los lipidos podria realizarse sobre la

transcripcion de estos genes.

1.2 METABOLISMO DE LIPIDOS.

El tejido adiposo es el 6rgano con mayor capacidad para almacenar
energia, esta energia es almacenada en forma de triglicéridos. Los triglicéridos
pueden provenir de la dieta o bien pueden ser sintetizados a partir de otros
metabolitos, principalmente azucares a través del proceso de lipogénesis. Cuando
se requiere de energia, los triglicéridos son hidrolizados por la via metabdlica
denominada lipdlisis. Estos procesos estan regulados por hormonas y por sefales

energéticas. (Frayn 1998)

Los triglicéridos que provienen de la dieta son hidrolizados por lipasas
pancreaticas en el lumen intestinal y emulsificadas por los &acidos biliares
formando micelas. El colesterol y el retinol de la dieta son esterificados con un
acido graso para formar colesteril-ésters o retinol-ésters. En esta forma los lipidos
son entonces empacados en particulas proteicas llamadas quilomicrones. Los
quilomicrones se encuentran constituidos por apolipoproteinas, la mas abundante
es la ApoB-48; otras de las apolipoproteinas presentes son la A-I, A-1V, C-I, C.ll, y
C-lll. Los quilomicrones son secretados a la linfa intestinal y trasportados a la
circulacién. En las superficies endoteliales del tejido adiposo, principalmente, los

quilomicrones pierden su contenido de triglicéridos por la accion catalitica de la



enzima lipoprotein lipasa. Dependiendo de las necesidades del adipocito, los
acidos grasos liberados son, 6 bien oxidados O bien re-esterificados en
triglicéridos. El proceso mediado por la lipoprotein lipasa, también se lleva a cabo

en el corazén y el musculo esquelético (Kasper D y cols. 2005).

En una dieta balanceada el mayor aporte de triglicéridos proviene de la
dieta (Large y cols. 2004), sin embargo, como se senalé anteriormente, los
triglicéridos son también sintetizados a partir de carbohidratos por el proceso de
lipogénesis. El proceso de lipogénesis puede incrementarse hasta 2-4 veces en
dietas con alto contenido de carbohidratos (Aarsland y cols. 1996, Aarsland y cols.
1997, Diraison y cols. 2002, Hudgins y cols 1996). También en individuos obesos
(Faix y cols. 1993, Aarsland y cols. 1996, Aarsland y cols. 1997, Diraison y cols.
2002), individuos con resistencia a la insulina o en diabéticos tipo 2, la lipogénesis
esta incrementada. La glandula mamaria, el musculo, El higado y tejido adiposo,
efectuan el proceso de lipogénesis, pero estos 2 ultimos, en donde esta via tiene
como fin la regulacién del balance energético del organismo. La lipogénesis varia
entre los mamiferos (Bergen y Mersmann 2005). El higado tiene un papel central
en la sintesis de lipidos en los humanos y en los roedores, en otras especies como
conejos, cerdos, perros, gatos, ovejas y ganado el tejido adiposo es el sitio

primario de la lipogénesis (Bergen y Mersmann 2005).

1.2.1. Lipogénesis.



La lipogénesis a partir de carbohidratos utiliza la via de la glucdlisis para
producir piruvato a través de la piruvato deshidrogenasa que es convertido a
acetil-CoA y subsecuentemente en citrato en la mitocondria. A través de un
acarreador en la membrana mitocondrial el citrato sale del organelo hacia el
citoplasma donde es transformado por la enzima ATP-liasa, en acetil-CoA. La
enzima acetil-CoA carboxilasa adiciona un carbono en forma de grupo carboxilo y
transforma a este compuesto de 2 carbonos en un compuesto de tres carbonos
llamado malonil-CoA, molécula que constituye el bloque basico en la sintesis de
los acidos grasos. EIl malonil CoA se une a la proteina acarreadora de acilos
(ACP), en esta forma el malonil-CoA se conjuga con una molécula de acetil-CoA
para formar acetoacetil-ACP, quién a través del proceso de beta reduccion y de la
posterior conjugacion con el bloque basico, el malonil-CoA, forma un acido graso
con mayor numero de carbonos, este paso se repite hasta formar acidos grasos
de cadena larga (palmitato). Tres acidos grasos de cadena larga son entonces
esterificados con una molécula de glicerol para formar triacilglicerol, mas
comunmente llamado triglicérido (Esquema 3.). Algunos 4&cidos grasos
sintetizados por el higado son transportados unidos a albumina. (Large y cols.

2004),

Los triglicéridos sintetizados en el higado son transportados al tejido
adiposo por las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), particulas similares a
los quilomicrones en composicién de proteinas pero que contienen apoB-100 en
lugar de apoB-48. Al igual que los quilomicrones la captacién de triglicéridos de

las VLDL se produce por la accién catalitica de la lipoproteina lipasa en el tejido



adiposo y en el musculo; en el primero principalmente para su almacenamiento, en

tanto que el musculo los utiliza para su oxidacion.

La lipogénesis se encuentra activa después de la ingesta de alimentos, esta
favorecida por la insulina y por condiciones celulares de aumento de ATP y por
ende reducciones de las concentraciones de AMP y ADP (carga energética).

Large y cols. 2004
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Esquema 3. Via lipogénica en adipocitos. Partir del piruvato en la mitocondria tiene lugar la
formacioén del precursor, acetyl-CoA, éste se combina con el oxalacetato para formar citrato. Hay
una carboxilaciéon del acetyl-CoA a malonil CoA mediante la acetil CoA-carboxilasa. Para la
iniciacion de la sintesis de una nueva molécula de acido graso requiere acetil CoA y malonil CoA.
Se unen a la enzima acido graso sintasa (FAS) y se condensan para formar un acido graso
poliinsaturado HKII: hexocinasa Il, PK: piruvato cinasa, ACL: ATP-citrato liasa, ACC1: acetill CoA
carboxilasa 1, FAS:acido graso sintasa, SCD 1: estearoil CoA desaturase 1, PUFA: acidos grasos
polisaturados, TG: triglicéridos



1.2.2. Lipdlisis.

En condiciones de ayuno los triglicéridos almacenados en el tejido adiposo
son hidrolizados en acidos grasos y glicerol y liberados a la circulacion para
proporcionar energia a otros tejidos. La hidrdlisis la lleva a cabo una enzima
llamada lipasa sensible a hormonas, que como su nombre lo indica esta regulada
en respuesta a sefales hormonales. Esta hormona esta fuertemente activada por
las catecolaminas, en tanto que su actividad es inhibida por la presencia de
insulina. La lipdlisis en los individuos normales es muy sensible a la presencia de
insulina.

Los acidos grasos son fuente de energia muy importante para el higado, la
corteza renal, el corazon y el musculo esquelético en reposo. Los acidos grasos
son oxidados en el proceso denominado beta oxidacién (Esquema 4). Durante el
ayuno la oxidacion de lipidos representa casi un 70% de la energia. (Large y cols.

2004, Frayn 1998)



Esquema 4. Lipdlisis El triacilglicerol se convierte en glicerol y tres acidos grasos libres utilizando
una lipasa sensible a hormonas que hidroliza el triacilglicerol.

1.2.3. Tipos de Hipertrigliceridémias.

La hipertrigliceridémia (HTG) es definida como una concentracion anormal de
triglicéridos (TG) en la sangre, puede ser de naturaleza primaria, secundaria o

espontanea (Pejic y Lee 2006).

= Primaria: genética o familiar.- La Hipertrigliceridémia primaria es el
resultado de varios defectos genéticos que conducen a un desorden en el
metabolismo de triglicéridos y que condiciona la hiperlipidemia y ésta suele
mostrarse en varios miembros de la familia ya que es considerada

autosdmica recesiva (Rubies J. 1992, Ascaso J. 1990)



Secundaria: se presenta como una consecuencia de ciertas enfermedades
que no afectan de forma primaria al metabolismo de los lipidos, también
esta asociada con el consumo de determinados farmacos o toxicos. La
obesidad, la diabetes y el alcoholismo son buenos y frecuentes ejemplos de

estas enfermedades. (Carmena R. 1990)

Esporadica: es la hipertrigliceridémia que se presenta en pacientes
aislados sin repercusién familiar de su desorden. Quiza tenga una base
genética, pero no se puede demostrar, ocurre en el 6% de los
supervivientes de infarto de miocardio y representa la cuarta parte de las

hipertrigliceridémias.

1.2.3.1. Dentro de las hipertrigliceridémias primarias encontramos (Ascaso J.

1990):

Hiperquilomicronemia familiar.- corresponde al fenotipo | y su frecuencia
en la poblacién es muy baja, se asocia a un aumento de quilomicrones.
Existe un evidente aumento de triglicéridos debido a un déficit heredado en
la actividad enzimatica de la lipoproteina-lipasa. Esta es la enzima que
hidroliza los triglicéridos y requiere la presencia de apoCll como cofactor
para tener su maxima actividad:

Disbetalipoproteinemia familiar o fenotipo lll.- con herencia autosémica
recesiva. En esta enfermedad existe bioquimicamente un aumento de

colesterol y triglicéridos y una elevacion de la 3-VLDL.



e Hipertrigliceridémia enddégena o fenotipo IV.- incluye Ia
hipertrigliceridémia  familiar, = enfermedad  autosémica  dominante
caracterizada por aumento de las VLDL La hipertrigliceridémia seria el
resultado de wun desequilibrio entre la sintesis de las VLDL
(superproduccion) y su catabolismo (reduccion). Los triglicéridos se hallan
marcadamente elevados y el colesterol puede estar normal o discretamente
aumentado.

e Hipertrigliceridemia familiar (fenotipo V).- Es de transmision hereditaria
dominante; diversos estudios metabdlicos muestran que en los pacientes
hipertrigliceridémicos con HFC hay una superproduccion de VLDL y de los

quilomicrones, es también poco frecuente.

1.2.3.2. Hipertrigliceridémia secundaria.

La hipertrigliceridémia secundaria se encuentra asociada a otras
alteraciones metabolicas como la obesidad, la intolerancia a la glucosa o la
diabetes (sindrome metabdlico). (Carmena R. 1990, Rubies J. 1992)

Informacion obtenida de la OMS, indica que en el afo 2000 habia en términos
globales 330 millones de individuos adultos con obesidad (Gonzalez y cols 2004) y
con lo que respecta a México en la actualidad, mas de 60% de la poblacion
padece sobrepeso y obesidad por lo que las enfermedades cardiovasculares y la
diabetes tipo 2 ocupan hoy en dia las primeras causas de mortalidad en nuestro

pais (Sanchez-Castillo y cols 2004). Esta condicion es el resultado de una



interaccion entre la susceptibilidad genética y ciertos factores ambientales, como
la ingestidn excesiva de carbohidratos, grasas y falta de ejercicio fisico. La
obesidad se expresa cuando la absorcién de energia excede la utilizacion de esta
por un periodo prolongado. La obesidad es consecuencia de un control metabdlico
anormal que se refleja en la acumulacion de grandes cantidades de grasa en la
cavidad abdominal y se asocia frecuentemente con alteraciones en el metabolismo
de lipidos, de glucosa y con resistencia a la insulina. La obesidad es factor de
riesgo dominante en el desarrollo de diabetes. La obesidad magnifica entre 2 y 10
veces el desarrollo de diabetes (United States National Commission of Diabetes to
the Congress of United States; Bethesda MD: US Department of Health, Education

and Walfare, 1975)

1.2.4. Hipertrigliceridémia inducida por azucar:

El azucar refinada (sacarosa) en la actualidad es uno de los mayores
componentes de la dieta. Se ha encontrado consistentemente que un aumento en
el contenido de carbohidratos en la dieta, particularmente sacarosa y fructosa,
incrementan las concentraciones séricas de triglicéridos (Fried y Rao 2003), este
incremento es mayor en sujetos con obesidad y resistencia a la insulina (Fried y
Rao 2003). EI mecanismo bioquimico de este aumento se esquematiza en la

Esquema 5.



La sacarosa es un disacarido compuesto por los monosacaridos glucosa y
fructosa. Después de su digestion, los monosacaridos que la constituyen pasan a
la circulacion sanguinea. La fructosa es principalmente tomada por el higado,
donde es fosforilada a fructosa-1-fosfato y convertida en glicerol-3-fosfato, que
sirve como sustrato para la sintesis de triglicéridos. En el higado la glucosa es
metabolizada via glucocinasa e isomerizada a fructosa-6-fosfato, su subsecuente
metabolismo depende de la actividad de la fosfofructocinasa, enzima reguladora
del proceso (Diaz-Zagoya J y Hicks J 1995). Como la fructosa se incorpora a la via
metabdlica después de la accion de la fosfofructocinasa, la fructosa promueve la
sintesis de triglicéridos y de VLDL. En sujetos con obesidad y resistencia a la
insulina, la resistencia a la accion anti-lipolitica de la hormona favorece la hidrdlisis
de triglicéridos en el tejido adiposo un aumento del flujo de acidos grasos al
higado, lo que exacerba la lipogénesis y como consecuencia hay una
sobreproduccién de triglicéridos y de VLDL. La resistencia a la accion de la
insulina y/o el aumento de la sintesis de VLDL inducido por la sacarosa afecta
también a la lipoproteina-lipasa, responsable de la hidrdlisis de VLDL y captacion
de triglicéridos, esto repercute en un incremento de la hipertrigliceridémia. Scott M.

Grundy 1999)



Esquema 5. Interrelaciones metabdlicas entre glucosa vy triacilglicerol. Cuando se encuentra
disponible la fructosa de la dieta es rapidamente tomada por el higado donde es convertido a
glicerol-3-fosfato (G-3-P) favoreciendo la esterificacion de &acidos grasos (FA) para formar

triglicéridos TGs.

1.3. MODELOS ANIMALES DE HIPERTRIGLICERIDEMIA.

La importancia de los modelos animales experimentales radica en su

utilidad para investigar mecanismos bioquimicos y moleculares que originan



enfermedades que atacan a los humanos, asi como el estudio de mecanismos de

farmacos y estrategias terapéuticas.

A pesar de la diferente dotacion genética de cada especie, existen muchos
genes idénticos entre el humano y diversas especies de mamiferos que hacen
posible el uso de modelos animales, ya que éstos ultimos presentan la ventaja de
permitir la aplicacién de técnicas de analisis que por razones éticas no seria

posible efectuar en el hombre (Mathé 1995).

Existen diversos modelos animales para el estudio de la hipertrigliceridémia.
De manera general estos modelos pueden clasificarse en 2 grandes grupos: a)

espontaneos; b) inducidos

1.3.1. Modelos espontaneos

Estos modelos provienen de mutaciones espontaneas que desembocan en
alteraciones en la regulacién del metabolismo. A continuacion se mencionan
algunas de las caracteristicas de los modelos experimentales mas utilizados en el

estudio de la diabetes. (Huges y cols 2002; Mendez y Ramos 1994).

1.3.1.1. Ratones ob/ob. El defecto genético radica en el gen que codifica
para leptina, hormona adipocitica que controla el peso corporal. Este defecto
genera un gran aumento de peso y desemboca en el desarrollo de diabetes,

debido a defectos en la secrecién y la accién de la insulina. La expresion



fenotipica depende del genoma y de factores nutricionales, siempre incluye la

hiperinsulinemia, obesidad y resistencia a la insulina. (McNeill J 1999).

1.3.1.2. Rata obesa Zucker fa/fa. Es un modelo muy usado en estudios
de obesidad. La obesidad es genéticamente producida por mutaciones en un gen
autosodmico recesivo (fa) del receptor de leptina identificado en el cromosoma 5
(Mathe 1995). Este modelo presenta hiperglicemia, hiperinsulinemia, hiperfagia,
intolerancia a la glucosa, hipersecrecion de insulina después de la ingesta de
glucosa, baja secreciéon de glucagon. Las alteraciones en el metabolismo de
lipidos se manifiestan por hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia. Este puede
ser considerado como modelo para hipertrigliceridémia dislipidemia tipo V.

(Mendez J y Ramos H. 1994; McNeill J 1999)

1.3.1.3. Ratones spiny y las ratas sand. Estos animales en estado
salvaje no desarrollan enfermedades relacionadas con el metabolismo de lipidos y
carbohidratos debido a que ingieren dietas magras, sin embargo, en condiciones
de laboratorio, tienen libre acceso a alimentos ricos en energia y manifiestan
hiperinsulinemia, obesidad, insulinorresistencia e hiperglucemia. (Mendez J y

Ramos H. 1994)

1.3.1.4. Ratas BHE. A diferencia de otros animales que desarrollan
diabetes e hipertrigliceridémia conjuntamente con obesidad, esta cepa desarrolla
intolerancia a la glucosa e higado graso a los 300 dias de edad sin aumento del

peso corporal ni del tejido adiposo. (Mendez J y Ramos H. 1994)



Otros modelos experimentales son: los ratones KK, las ratas
espontaneamente hipertensas (SHROB, Koletsky), el raton obeso de Nueva

Zelanda, el raton NSY, las ratas OLETF vy la rata Goto-Kakizaki.

1.3.2. Modelos inducidos

Los modelos inducidos se logran con la administracion de sustancias
quimicas, lesiones en el hipotalamo ventro medial, induccién hormonal,
manipulacion genética (ratones transgénicos) y modificaciones dietéticas (Hugués

B y cols 2002)

1.3.2.1. Modelos inducidos por administracién de sustancias quimicas

Uno de los modelos mas utilizados para el estudio de diabetes y
dislipidemias se produce a través de la destruccion de las células 3 del islote por
citotoxinas quimicas, como la Streptozotocina (STZ) y Alloxan (McNeill 1999). La
accion de estas sustancias se produce sobre las células B de los islotes del
pancreas, debido a su analogia estructural con la glucosa permite eficazmente ser
transportado hacia dichas células (Grundy 1999).

1.3.2.2. Modelos inducidos por lesiones en el hipotdlamo ventro-
medial.

La administracién de electrolitos en la zona ventro medial hipotalamica

causa lesiones que provocan hiperfagia, hiperinsulinemia, (Hugués y cols. 2002)



hipertrigliceridémia, reduccion de la oxidacion de acidos grasos, incremento de la
utilizacién de glucosa y aumento de la lipogénesis, desarrollandose asi el deposito
de grasa llegando a la obesidad (Karakash y cols. 1977). Tras un periodo inicial de
sensibilidad al aumento de insulina, se desarrolla el estado de resistencia,
especialmente al nivel muscular. Cuando se administran en el nucleo paraventral
inducen hiperfagia, obesidad y, algunas veces, intolerancia a la glucosa (Hugués y

cols. 2002).

1.3.2.3. Modelos inducidos por hormonas.
Hormonas como los glucocorticoides han sido utilizadas como agente para
el desarrollo de modelos animales con diabetes y resistencia a la insulina (Ogawa

y cols. 1992).

1.3.2.4. Modelos inducidos por manipulacién genética.

El desarrollo de estos modelos ha sido de gran ayuda en el entendimiento
del papel que juega especificamente un gen en las funciones bioldgicas. Existen a
la fecha multiples ejemplos de ratones transgénicos de diversas proteinas que

participan en el metabolismo de los lipidos (Chen y Farese 2002).

1.3.2.5. Modelos inducidos por modificaciones dietéticas.

Estos modelos son de gran utilidad en la comprension de las alteraciones que

producen dietas ricas en carbohidratos y lipidos, condicién de la vida moderna que

se considera tienen un papel primordial en el incremento del desarrollo de



diabetes tipo 2 y de enfermedades cardiovasculares (Fried y Rao 2003, Riccardiy

cols. 2004).

a. Hipertrigliceridémia inducido por fructosa. Kazumi y sus colaboradores
han demostrado que dando fructosa produce una elevacién triglicéridos
plasmaticos en ratas diabéticas y no diabéticas y que esto esta asociado no
solamente al incremento en la secrecién de VLDL-TG del higado sino
también a defectos en el catabolismo de VLDL-TG en la circulacion (Kazumi

y cols 1996).

b. Hipertrigliceridémia inducida por una dieta de sacarosa y grasa
Reaven y sus colaboradores desarrollaron hipertrigliceridémia en ratas
jévenes mediante la ingesta de sacarosa y grasa obteniendo una elevacion
en los niveles de triglicéridos plasmaticos resultado un incremento en la

secrecion de lipoproteinas VLDL (Reaven y cols 1979).

c. Hipertrigliceridémia inducida por dieta rica en grasas. También se
desarrollan modelos de hipertrigliceridémia con una dieta rica en grasas
saturadas por periodos de seis meses donde se obtienen niveles de TG

elevados (Tovar y cols 2002).



d. Hipertrigliceridémia inducida por dieta alta en sacarosa. El modelo se
produce a través de una dieta consistente azucar refinada comercial. Esta
dieta produce incremento de las concentraciones de acidos grasos y
triglicéridos, hiperinsulinemia e hipertensiéon arterial, asi como aumento de

la grasa intra-abdominal (EI Hafidi y Bafios 1997).



ll. JUSTIFICACION

Diversos estudios han encontrado que la administracion de dosis farmacolégicas
de biotina reduce las concentraciones de triglicéridos en pacientes con
hipertrigliceridémia. EIl efecto hipolipemiante de la vitamina también se ha
observado en ratas de la cepa BHE con predisposicion genética para desarrollar
elevadas concentraciones sanguineas de glucosa y de lipidos a los 300 dias de
edad, pero no en otros modelos experimentales como las ratas Zucker o los
ratones ob/ob, posiblemente porque los defectos genéticos que producen la
hipertrigliceridémia en estas cepas no se encuentran en el &mbito de accion de la
vitamina. Debido a que en la actualidad la ingesta de grandes cantidades de
azucar refinada es una condicion de la vida moderna que tiene un papel primordial
en el desarrollo de hipertrigliceridémia, diabetes y enfermedades cardiovasculares,
el objetivo de esta Tesis es el de implementar un modelo de hipertrigliceridémia
inducido por azucar refinada y analizar en éste el efecto de la biotina sobre las

concentraciones sanguineas de triglicéridos.



. HIPOTESIS.

Si la biotina reduce la hipertrigliceridemia en otros modelos de estudio como los

humanos, entonces, es posible que la biotina reduzca la hipertrigliceridemia

también en la rata.

IV. OBJETIVO GENERAL.

Analizar el efecto de la biotina sobre la hipertrigliceridémia inducida por altas

concentraciones de azucar refinada.

4.1. OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Desarrollar el modelo experimental de hipertrigliceridémia en la rata.

2.- Evaluar el efecto de la biotina sobre las concentraciones plasmaticas de

triglicéridos y colesterol en el modelo de hipertrigliceridémia.



V. METODOS

5.1. Modelo Animal de Hipertrigliceridémia. Se implemento un modelo animal
de hipertrigliceridémia inducido por la ingesta de azucar refinada comercial a una
concentracion de 30% en el agua de bebida, ya que consideramos que este
modelo tiene la ventaja de producir alteraciones metabolicas a partir del consumo
de una gran concentracion de carbohidratos refinados, condicion de la vida
moderna que tiene un papel primordial en el incremento del desarrollo de diabetes

tipo 2 y de enfermedades cardiovasculares.

Se utilizaron lotes de ratas con aproximadamente 15 animales en cada uno de
ellos. Los animales de cada lote se dividieron en dos grupos. A uno grupo se les
administré agua potable (grupo control), al otro grupo una solucién de sacarosa al
30%. Los dos grupos de animales fueron alimentados con dieta sélida normal
para roedores (Laboratory Rodent Diet PMI 5001, St Louis MO, USA) por un
periodo de 20 semanas. Ambos grupos se colocaron en condiciones ambientales

de luz y temperatura controladas.

Se establecieron tres modelos experimentales de hipertrigliceridémia inducido por
sacarosa: en la primera variante se utilizaron ratas de la cepa Sprague-Dawley a
las cuales a partir del destete (3 semanas de edad) se les administré el
tratamiento con sacarosa. El segundo modelo modifico la cepa de los animales
empleando ratas de la cepa Wistar, a quienes de igual manera que en la primera

variante se les mantuvo con la ingesta de las diferentes bebidas a partir del



destete. El tercer modelo utilizé ratas de la cepa Wistar, pero a diferencia del
segundo modelo se inici6 el tratamiento cuando las ratas estaban en estado adulto

con un peso de 250q.

Semanalmente se midid el peso corporal de los animales, la cantidad de liquido
consumido (solucién de sacarosa o agua) y la cantidad de alimento ingerida por
cada animal. Una vez cumplidas las 20 semanas con el tratamiento se realizo el
analisis de las concentraciones de triglicéridos y colesterol de cada animal en los

diferentes grupos.

5.2. Determinacién del efecto de la biotina sobre la hipertrigliceridémia. Con
el fin de determinar el efecto de la biotina sobre la hipertrigliceridémia al grupo de
ratas consumiendo sacarosa se dividié en dos subgrupos. La mitad de las ratas
hipertrigliceridémicas recibieron una inyeccion diaria de biotina (2mg/Kg de peso)
durante 28 dias, en tanto que la otra mitad recibié una inyeccion diaria de vehiculo
(PBS) por este mismo periodo; las ratas bajo el tratamiento con la vitamina o con
el vehiculo siguieron bebiendo sacarosa al 30%. Al terminar los 28 dias del
tratamiento se procedi6 al analisis de las concentraciones séricas de triglicéridos y

colesterol.

5.3. Andlisis de las concentraciones séricas de triglicéridos y colesterol:
Después de un ayuno de 14 horas (toda la noche), se anestesiaron las ratas con
éter y se tomaron muestras de sangre de la cola. Las células sanguineas se

separaron del suero por medio de centrifugacion en una centrifuga Eppendorf



5804R durante 10 minutos a una velocidad de 1200 rpm. Las determinaciones de
los triglicéridos y colesterol sérico se efectuaron por meétodos fotocolorimétricos
mediante kits comerciales marca SPINREACT (Sant Esteve de Bas, [Girona]

Espafa).

El principio de la determinacion de triglicéridos tiene como base: Los triglicéridos
incubados con lipoproteinlipasa (LPL) liberan glicerol y acidos grasos libres. El
glicerol es fosforilado por glicerolfosfato deshidrogenasa (GPO) y ATP en
presencia de glicerol quinasa (GK) para producir glicerol-3-fosfato (G3P vy
adenosina-5-difosfato (ADP). EI G3P es entonces convertido a dihidroxiacetona
fosfato (DAP) y peréxido de hidrogeno (H»O2) por GPO. Al final, el peroxido de
hidrogeno (H,O,) reacciona con 4-aminofenazona (4-AF) y p-clorofenol, reaccén
catalizada por la peroxidasa (POD) dando una coloracion roja:

LPL
Triglicéridos + H,0O ? Glicerol + Acidos grasos libres

Glicerol guinasa

Glicerol +ATP G3P + ADP

GRO
G3P + Oy ” DAP + H,0;

PoD
H,O, + 4-AF + p-Clorofenol — Quinona + H,0
La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de triglicéridos

presentes en la muestra de ensayo.



El andlisis de las concentraciones de colesterol tiene como fundamento quimico
que cuando se encuentra presente en la muestra origina un compuesto coloreado

segun la reaccion siguiente:

CHE =
Esteres de colesterol + H,0O Colesterol + acidos grasos

CHOD
Colesterol + O, = A- Colestenona + H,0,

POD
2 H,0, + Fenol + 4-Aminofenazona — Quinonimina + 4 H,0

La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de colesterol

presente en la muestra ensayada.



VI. RESULTADOS

Estudios previos demostraron que la administracién de biotina disminuye la
concentracion de triglicéridos séricos en individuos hipertrigliceridémicos (ver
antecedentes). En este trabajo de tesis nos propusimos desarrollar el modelo
animal de hipertrigliceridémia inducida por la ingesta de azucar refinada, condicidon
de la vida moderna que tiene un papel primordial en el desarrollo de

hipertrigliceridémia, diabetes y enfermedades cardiovasculares.

Se implementd el modelo experimental de hipertrgliceridemia utilizando
inicialmente ratas de la cepa Sprague-Dawley recién destetadas. El grupo control
recibié unicamente agua potable. Durante el periodo de experimentacidon se midié
el peso corporal de cada animal. Como se muestra en la FIGURA 1A, no se
observaron diferencias en la ganancia de peso entre las ratas del grupo control y
el grupo tratado con sacarosa. También consideramos el consumo de alimento:
observamos en el grupo que recibié sacarosa el consumo fue menor que el
ingerido por el grupo control (FIGURA 1B). Igualmente medimos la ingesta de
liquido (FIGURA 1C) observamos que en las primeras cinco semanas del estudio
las ratas del grupo que recibié sacarosa tomo menos liquido que el grupo control,
posteriormente no se observaron diferencias significativas en el consumo de
liquido entre los dos grupos. El analisis del consumo de las kilocalorias totales
aportadas por la dieta y la bebida no fue diferente en ninguno de los dos grupos

(Figura 2D).
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Figura 1. Efecto del consumo de soluciéon de sacarosa al 30% o de agua sobre el peso corporal
(panel A); el consumo de alimento (panel B); y consumo de liquido (panel C), el consumo de
liquido y de alimento se midi6 en periodos de 48 horas por cada semana de vida de la rata.
Circulos obscuros o cafes: grupo control, circulos claros o verdes: grupo experimental. (n = 4 ratas
control, n = 6 ratas experimentales HTG) Los datos se reportan como la media + error estandar. *
Diferencias significativas (p<0.05). Anova de 2 vias.

A las 20 semanas de administracion de las diferentes bebidas se determinaron las
concentraciones de colesterol y triglicéridos séricos. Como se observa en la Tabla

1, no se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de



triglicéridos entre las ratas tratadas con el azucar y las ratas control. Tampoco
hubo diferencias significativas en las concentraciones de colesterol entre los
grupos (p< 0.05).

Tabla 1. Efecto del consumo de una solucion de sacarosa al 30% sobre las concentraciones
séricas de colesterol y triglicéridos, en ratas de la cepa Sprague-Dawley.

Control Sacarosa
n=4 n==6
Triglicéridos ml/dL | 86.86 +6.01 | 88.77 + 12.92
Colesterol ml/dL 4527 +3.27 | 38.69 + 2.89

Los valores se expresan como la media + error estandar. La significancia fue evaluada por el
método de T student.

Dado que no se desarroll6 el modelo de hipertrigliceridémia deseado en la cepa de
ratas Sprague-Dawley, dilucidamos si esto podria deberse al tipo de cepa usada.
Se establecido un segundo modelo experimental en la rata Wistar, cepa usada
generalmente por otros investigadores (El Hafidi y Bafios 1997). El protocolo de
tratamiento fue similar al primer modelo experimental, a excepcion de la cepa de
roedor. Como se observa en la FIGURA 2A, la ganancia de peso en las ratas
control fue significativamente mas grande que en las ratas que recibieron
sacarosa. El analisis del consumo de alimento revelé que las ratas que tomaron
sacarosa consumieron menos alimento que las ratas que bebieron agua (FIGURA
2B). También evaluamos el consumo de liquido en donde observamos que
durante las primeras seis semanas del ensayo el grupo que recibié sacarosa
consumié menos liquido que el grupo control y a partir de las 11 semanas se
observo un efecto ligeramente mayor en el grupo que consumid sacarosa respecto
a los animales que tomaron agua posterior a este periodo se observo que la

ingesta de liquido fue mayor en este ultimo. (FIGURA 2C). El analisis del consumo



de las kilocalorias totales aportadas por la dieta y la bebida no fue diferente en

ninguno de los dos grupos (Figura 2D).
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Figura 2. Efecto del consumo de solucion de sacarosa al 30% o de agua sobre el peso corporal
(panel A); el consumo de alimento (panel B); y consumo de liquido (panel C), el consumo de
liquido y de alimento se midi6 en periodos de 48 horas por cada semana de vida de la rata.
Circulos obscuros o cafés: grupo control, circulos claros o verdes: grupo experimental. (n = 4 ratas
control, n = 6 ratas experimentales HTG) Los datos se reportan como la media + error estandar. *
Diferencias significativas (p<0.05). Anova de 2 vias.

Al final de 20 semanas determinamos las concentraciones de lipidos séricos (tabla
2). Observamos que las ratas que recibieron sacarosa presentaron

concentraciones de triglicéridos aproximadamente del doble que las observadas



en las del grupo control. No se observaron diferencias significativas en las

concentraciones del colesterol total.

Tabla 2. Efecto del consumo de solucion de sacarosa al 30% sobre las concentraciones séricas de
colesterol y triglicéridos en ratas de la cepa Wistar.

Control Sacarosa
n=4 n==6

Triglicéridos ml/dL | 71.71+12.89 | 132.29 +13.94 *
Colesterol ml/dL 4535+ 2.54 49.48 + 4.66

Los valores se expresan como la media * error estandar. La significancia fue evaluada por el
método de T de Student. Se consideré como diferencia significativa una P<0.05. (*).

Ya que logramos el objetivo de generar hipertrigliceridémia en ratas determinamos
el efecto de la biotina sobre la concentracion de triglicéridos y colesterol en este el
modelo experimental. Con este fin, el grupo de ratas hipertrigliceridemicas
recibieron una inyeccion diaria de biotina durante 28 dias (2mg/Kg de peso). En la
Figura 3 se muestra el efecto del tratamiento con biotina sobre el porcentaje de
cambio en las concentraciones séricas de triglicéridos y de colesterol total. El
analisis estadistico de los datos no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos (P>0.05). De igual manera no se observaron diferencias significativas

en el porcentaje de cambio de las concentraciones de colesterol
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FIGURA 3. Porcentaje de cambio producidos por la biotina sobre las concentraciones de
triglicéridos (PANEL A) o colesterol (PANEL B) en ratas hipertrigliceridémicas (n=4 ratas control,

n=6 ratas experimentales HTG). Los valores se expresan como la media + error estandar.

Con el objetivo de disminuir la edad de experimentacion establecimos un modelo
de ratas adultas para producir hipertrigliceridémia. La estrategia consistio en
administrar sacarosa al 30% en ratas adultas de 250 g de peso en lugar de a las 3
semanas de edad en el periodo del destete. En la Figura 4 se esquematizan los
cambios en las concentraciones de triglicéridos séricos durante el periodo de
experimentacion. Observamos que la dieta con sacarosa aumentd
significativamente (P<0.05) las concentraciones de triglicéridos sanguineos desde
la décima semana de experimentacion. Al final de las 20 semanas de dieta se

determinaron las concentraciones séricas de lipidos (Tabla 3).



Tabla 3. Efecto del consumo de una soluciéon de sacarosa al 30% sobre las concentraciones
séricas de colesterol y triglicéridos, en ratas de la cepa Wistar 250 g.

Control Sacarosa
n=8 n=12

Triglicéridos ml/dL | 67.53 +6.80 | 110.48 +10.35*
Colesterol ml/dL 59.14 + 3.78 52.05 +2.79

Los valores se expresan como la media * error estandar. La significancia fue evaluada por el
método de Student. Se considerd como diferencia significativa una P<0.05. (*).

En el grupo que recibié agua no se observaron modificaciones sustanciales sobre

las concentraciones séricas de triglicéridos durante el periodo analizado.
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FIGURA 4. Curso temporal de la administracion de sacarosa sobre las concentraciones de
triglicéridos. En las ratas adultas (n=8 ratas control, n=12 ratas experimentales HTG). Los valores
se expresan como la media * error estandar. * Diferencia significativa P<0.05.

En este tercer modelo analizamos el efecto del tratamiento con biotina sobre la

concentracion de triglicéridos y colesterol. Durante 28 dias las ratas



hipertrigliceridémicas recibieron una inyeccién diaria de biotina (2mg/kg de peso

Como se observa en

la FIGURA 5 el
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Figura 5. Porcentaje de cambio producidos por la biotina o vehiculo sobre la concentracion de
triglicéridos (PANEL A) o colesterol (PANEL B) en ratas Hipertrigliceridemicas (n=4 Tx biotina y n=3
Tx vehiculo PBS), Los datos se expresan como la media + error estandar P<0.05



VIIl. DISCUSION.

En este trabajo establecimos un modelo experimental de hipertrigliceridemia
en ratas, mediante la ingesta de una solucion de sacarosa al 30% y analizamos el
efecto de la biotina sobre la hipertrigliceridemia. A continuacion discutimos las

observaciones obtenidas en nuestros estudios.

Efecto de la dieta con sacarosa en las ratas Sprague-Dawley. Los resultados
mostraron que el consumo de la solucién de sacarosa al 30% repercutié en una
menor ingesta de alimento (Figura 1B), este efecto se observé durante todo el
tiempo de la experimentacion. La ingesta de la solucion de sacarosa fue
significativamente menor que la ingesta de agua en las primeras 4 semanas del
estudio (Figura 1C). Observamos que la cantidad de calorias del alimento mas
calorias de la bebida fue similar en el grupo control y en el grupo que recibid
sacarosa (Figura 1D), lo que resultdé muy interesante ya que indica que los
animales poseen mecanismos para regular su ingesta caldrica. Esta capacidad ha
sido descrita (Cummings y Overduin. 2007) y depende de sefales metabdlicas,
neuroenddcrinas y hormonales. Sorprendentemente, no se observaron diferencias
en el peso corporal entre el grupo que recibié sacarosa y el grupo control (Figura
1A). Estos resultados coinciden con observaciones de Pagliassotti y cols (2000),
quienes también encontraron que la ganancia de peso fue similar entre las ratas
Sprawe-Dawley que consumieron una dieta isocaldrica equicalérica sin sacarosa y
aquellas que recibieron una dieta con alto contenido de sacarosa. Finalmente, las

ratas de esta cepa no desarrollaron hipertrigliceridemia en respuesta a la ingesta



del azucar (Tabla 1). La incapacidad de respuesta a la dieta de las ratas Sprague-
Dawley podria deberse a la edad en que se inici6 la ingesta de sacarosa, ya que
se ha encontrado que el efecto hipertrigliceridémico de las dietas conteniendo
sacarosa no se observa en esta cepa cuando la dieta se inicia a las tres semanas
de edad, en tanto que la dieta resulta efectiva cuando se administra a partir de las

5 semanas de edad (Pagliassotti y cols 2000).

Efecto de la dieta con sacarosa en las ratas Wistar. Los resultados mostraron
que las ratas que consumieron la solucién de sacarosa al 30% ingirieron menor
cantidad de alimento sdlido durante todo el tiempo de la experimentacion (Figura
2B), lo que repercutid en una disminucion en la ganancia de peso (Figura 2A).
Comparadas con el grupo que recibié agua, las ratas que recibieron sacarosa
consumieron menor cantidad de liquido durante las primeras semanas de
experimentacion, en tanto que el consumo fue mayor en las ultimas 9 semanas del
protocolo (Figura 2C). La ingesta caldrica fue similar en el grupo control y en el
grupo que recibié azucar (Figura 2D). La dieta con sacarosa produjo un aumento
de las concentraciones de triglicéridos (Tabla 2 y 3), tanto en los animales que
iniciaron su dieta al destete como aquellas que la iniciaron en la edad adulta (250

g de peso).

Comparacion entre cepas: Diversos reportes han documentado que existen
diferencias fisiolégicas (Preuss HG y cols 1992), hormonales (Kiihn ER y cols 1983),
metabdlicas (Migler R. y Cascarazo J. 1983, Takasugi y cols 2003) y conductuales

(Bekris S y cols 2005) entre las ratas Wistar y las Sprague-Dawley. En nuestros



estudios observamos diferencias al igual que similitudes en respuesta a la dieta
con sacarosa. Entre las similitudes encontramos que en ambas cepas los
animales consumieron menos alimento sélido (Figura 1B y 2B), lo que sugiere que
la azucar contenida en la bebida inhibié su apetito. En ambas cepas se observo
un igual consumo de kilocalorias entre el grupo que consumié agua y el que
recibidé sacarosa (Figura 1D y 2D). Igualmente, fue semejante el menor consumo
de sacarosa liquido durante las primeras semanas en las ratas que consumieron
la solucidn de sacarosa que en las ratas que bebieron agua (Figura 1C y 2C). Por
otro lado, una diferencia notable fue la diferencia en la ganancia de peso entre las
cepas, en las ratas Wistar se observd menor ganancia de peso en las ratas que
recibieron la solucion de sacarosa (Figura 2A), en tanto que, como se senald
anteriormente en las ratas Sprague-Dawley no hubo diferencia de peso corporal
entre el grupo que bebié agua y el grupo que recibié el azucar (Figura 1A).
Finalmente, las ratas de la cepa Sprague-Dawley no generaron hipertrigliceridemia
con el tratamiento con sacarosa (Tabla 1) en tanto que la cepa Wistar si lo hizo

(Tablas 2y 3).

Es importante sefalar que tanto el modelo de induccion de la hipertrigliceridemia
desde el destete y el modelo experimental a partir de la edad adulta resultan
costosos en tiempo y cuidados de experimentacion. Ademas observamos que en
el modelo inducido por sacarosa desde el destete observamos que la mortalidad
en las ratas Sprague-Dawley fue de 0% en los animales control y de 30% en los
de sacarosa; en la cepa Wistar la mortalidad fue de 0% en los animales control y

de 0% en los de sacarosa. En el modelo de hipertrigliceridemia a partir de los 250



g de peso la mortalidad fue de 20% en los animales control y de 45% en los de

sacarosa.

Efecto del tratamiento con biotina en las ratas hipertrigliceridémicas.

Logramos obtener dos modelos de hipertrigliceridemia a través de la ingesta de
sacarosa al 30%; la diferencia primordial de estos modelos fue la fecha de inicio
de la dieta: 3 semanas de edad en el primer modelo y edad adulta (250g de peso).
En las ratas hipertrigliceridémicas que recibieron la dieta con sacarosa al 30 %
desde las 3 semanas de edad el tratamiento con biotina no modifico las
concentraciones de triglicéridos y de colesterol séricos sin embargo la dispersion
de los datos y el numero limitado de animales en el estudio constituyen una
limitante para la interpretacion de estos resultados. En el modelo experimental en
el que el tratamiento con sacarosa se inicié cuando los animales poseian 250 g de
peso, se observo el efecto hipolipemiante de la biotina sobre las concentraciones

séricas de colesterol y de triglicéridos.

Debido a que en la actualidad la ingesta de grandes cantidades de azucar refinada
es una condiciéon de la vida moderna que tiene un papel primordial en el desarrollo
de hiperlipidemia, el establecimiento de un modelo experimental que simule estas
condiciones y que responda al efecto hipolipemiante de la vitamina es de gran
importancia ya que permitira, a diferencia de los modelos genéticos de
hipertrigliceridemia, establecer el uso de la biotina como agente farmacolégico en

las condiciones causantes de la hipertrigliceridemia en la forma de vida actual.



VIIl.  CONCLUSIONES.

Se logré establecer un modelo de hipertrigliceridémia en ratas mediante la ingesta

de azucar refinada.

Las ratas de la cepa Wistar fueron susceptibles a desarrollar hipertrigliceridémia
mediante la ingesta de sacarosa al 30%, en tanto que la dieta no modificd las

concentraciones séricas de triglicéridos en las ratas Sprague-Dawley.

En el grupo de ratas Wistar que iniciaron la ingesta de sacarosa al 30% en el
destete, no observamos (cambios significativos por) un efecto de la biotina sobre
la concentracion de triglicéridos, posiblemente por el reducido namero de la
muestra y la dispersién de los datos. En tanto que en las ratas que iniciaron la
dieta con sacarosa en la edad adulta (250 g de peso), la reduccion en las

concentraciones de triglicéridos séricos fue estadisticamente significativa.

Este modelo de la cepa Wistar en estado adulto permitira el estudio de los

mecanismos mediante los cuales la biotina reduce la hipertrigliceridémia.
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