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RESUMEN

La biotina tiene importantes efectos sobre la expresion de genes, ademas de su papel
como grupo prostético de las carboxilasas. Sin embargo, los mecanismos moleculares
a través de los cuales la biotina ejerce estos efectos has sido poco explorados. Existen
evidencias de que la administracion de dosis farmacolégicas de biotina incrementa
tanto la expresion como la actividad de la glucocinasa pancredtica. En este trabajo se
estudian los mecanismos a través de los cuales la biotina realiza este efecto. Islotes
pancreaticos de ratas Wistar fueron tratados con biotina o 8-Br-GMPc, en presencia o
ausencia de diferentes tipos de inhibidores. La abundancia del mRNA de glucocinasa y
del rRNA 18s fue analizada por RT-PCR en tiempo real. El contenido de ATP fue
cuantificado por fluorometria; y el de insulina por ELISA. El tratamiento con biotina
incrementa la abundancia del mRNA de la glucocinasa aproximadamente al doble
después de 2 horas; el efecto se sostuvo hasta las 24 horas. La inhibicién de la
sefializacién por guanilato ciclasa soluble o de la proteina cinasa G (PKG) bloque¢ el
efecto inductor de la biotina. La cascada de eventos posteriores a la PKG en la
transcripcién genética mediada por la biotina no se conoce. Encontramos que la
inhibicién de la secrecion de insulina con diazoxido o nifedipina atenta el aumento en
el mRNA de la glucocinasa inducido por la biotina. El tratamiento con la vitamina
incremento el contenido de ATP en el islote (control: 4.68 + 0.28; con biotina: 6.62 +
0.26 pmol/islet/30min). Al inhibir la actividad de la PKG no se observa el efecto de la
biotina sobre el contenido de ATP. Con anticuerpos anti-insulina e inhibidores de la via
de sefalizacién de la insulina por fosfoinositol-3-cinasa (PI13K) /Akt también se bloquea
el aumento en la expresion de la glucocinasa inducido por la vitamina. Los islotes
tratados con 8-Br-GMPc presentan los mismos efectos de la biotina. Concluimos que
el aumento en la abundancia de mRNA de glucocinasa inducido por biotina involucra
la activacion de la guanilato ciclasa soluble y PKG, que provoca a un incremento en el
contenido de ATP, y a la secrecidén de insulina mediada por los canales de potasio
sensibles a ATP. De manera autocrina, la insulina activa la via de sefializaciéon de
PI3K/Akt. Estos resultados ofrecen nuevas perspectivas sobre los mecanismos que

participan en la expresion genética mediada por la biotina.



ABSTRACT

Biotin has important effects on gene expression besides its role as a carboxylase
prosthetic group. However, the molecular mechanisms through which biotin exerts
these effects are largely unknown. There are evidences that pharmacological dosis of
biotin increases pancreatic glucokinase expression and activity. In this work we
explored the mechanisms underlying this effect. Pancreatic islets from Wistar rats
were treated with biotin or 8-Br-cGMP, in the presence or absence of different types of
inhibitors. Glucokinase mRNA and 18s rRNA abundance were determined by Real-
Time PCR. ATP content was analyzed by fluorometry, and insulin by ELISA. Biotin
treatment increased glucokinase mRNA abundance approximately 1-fold after 2 h; the
effect was sustained up to 24h. Inhibition of soluble guanylate cyclase or protein kinase
G (PKG) signaling suppresed biotin-induced glucokinase expression. The cascade of
events downstream of PKG in biotin-mediated gene transcription is not known. We
found that inhibition of insulin secretion with diazoxide or nifedipine prevented biotin-
stimulated glucokinase mRNA increase. Biotin treatment increased islet ATP content.
(Control: 4.68 = 0.28; biotin treated: 6.62 + 0.26 pmol/islet/30min). Inhibition of PKG
activity suppressed the effects of biotin on ATP content. Insulin-antibodies or inhibitors
of phosphoinositol-3-kinase (PI3K)/Akt insulin signaling pathway prevented biotin-
induced glucokinase expression. Islet-treated with 8-Br-cGMP showed the same
effects than biotin. We propose that the induction of pancreatic glucokinase mRNA by
biotin involves guanylate cyclase and PKG activation, which leads to an increase in
ATP content. This induces insulin secretion via ATP-sensitive potassium channels.
Autocrine insulin, in turn, activates PI3K/Akt signaling. These results offer new insights

on the pathways that participate in biotin-mediated gene expression.
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1. INTRODUCCION

El conocimiento de los mecanismos de accién de las vitaminas ha permitido un
avance sustancial en la comprension de la regulacion de diversas funciones
biologicas. El estudio de las acciones genéticas y mecanismos moleculares de
las vitaminas liposolubles es actualmente el mas extenso y profundo (Carlberg,
1999; Balmer, 2002; Chistakos, 2003; Tully, 1994). Las funciones de las
vitaminas A y D como moduladores de la expresion genética son las mas
conocidas, desde su funcion como precursoras de ligandos que se unen a
receptores nucleares hasta sus efectos gendémicos. En contraste, el
conocimiento que se tiene acerca de las vitaminas hidrosolubles como
moduladores genéticos es escaso, aunque cada vez son mas las evidencias
que demuestran sus efectos en la regulacion de la expresiéon de genes.
(Combs, 1994; Brandsch, 1994).

1.1 Biotina.

La biotina (vitamina H) es una vitamina hidrosoluble del complejo B que
participa como grupo prostético de las enzimas carboxilasas, las cuales
intervienen en importantes vias metabolicas como la gluconeogénesis, la
sintesis de lipidos y el catabolismo de algunos aminoacidos (Achuta, 1972). La
biotina esta formada por un anillo ureido que contiene un enlace con azufre y
una cadena lateral de &cido valérico. Es una vitamina de 244.3 g/mol, soluble

en agua (0.02% wi/v), etanol (0.08% w/v) y alcalis diluidos.

La biotina no puede ser sintetizada por los organismos eucariontes, lo que hace
necesario su consumo en la dieta, el cual oscila entre 75 y 200 ug diarios. La
biotina se encuentra en varios alimentos, tales como las nueces, la yema de
huevo, el higado, la levadura, entre otros, generalmente unida a una lisina
formando biocitina (Dakshinamurti y Chauhan, 1994). Para su absorcion se
requiere romper este enlace por accion de la biotinidasa pancreatica (Hymes,
1996). La biotina libre es entonces absorbida por los enterocitos de la porcion
distal del duodeno y proximal del yeyuno, y posteriormente pasa al torrente

sanguineo. La concentracion fisiolégica de biotina en mamiferos es de 10 nM



(Rodriguez-Melendez y Zempleni, 2003). La entrada a la célula se lleva a cabo
por un transportador multiple de vitaminas dependiente de sodio (SMVT) que
reconoce principalmente la porcién del acido valérico de la biotina (Cohen,
1982). SMVT es una proteina de 634 aminoacidos, con 12 dominios
transmembranales, y cuyos extremos amino y carboxilo se encuentran hacia el
interior de la célula. La biotina y el 4cido pantoténico se introducen a la célula
junto con sodio, en un simportador electroneutro a favor de un gradiente de
concentracion (Chatterjee, 1999). Existen evidencias que sugieren la presencia
de otros tipos de transportadores en la membrana de diferentes tipos celulares
(Manthey, 2002).

1.2. Funciones de la biotina como grupo prostético.

La biotina se une como grupo prostético a las enzimas carboxilasas para que
éstas realicen sus reacciones de carboxilacion: 1) acetil-CoA carboxilasa (E.C.
6.4.1.2), tanto la isoforma citosolica como la mitocondrial, 2) propionil-CoA
carboxilasa (E.C. 6.4.1.3), 3) piruvato carboxilasa (E.C. 6.4.1.1), 4) 3-
metilcrotonil-CoA carboxilasa (E.C.6.4.1.4) (Chapman, 1999). Estas enzimas
participan dentro de las vias metabdlicas de la gluconeogénesis, la biosintesis

de acidos grasos y el catabolismo de aminoacidos.

Las carboxilasas se sintetizan como apoenzimas sin actividad. La union
covalente de la unién de la biotina es catalizada por la holocarboxilasa
sintetasa (E.C. 6.3.4.10), tanto en el citosol y en la mitocondria, en dos etapas:
primero, la biotina es activada por el ATP, formandose el intermediario biotinil-
5’-adenilato. Segundo, se forma un enlace covalente entre el grupo carboxilo
de la cadena de &cido valérico de la biotina y el grupo ¢-amino de una lisina
especifica localizada dentro de una secuencia Met-Lys-Met altamente

conservada en todas las apocarboxilasas (Lamhonwah, 1987).

La reaccidon que realiza entonces la holocarboxilasa es la formacion de un
intermediario carboxifosfato, en presencia de HCO3" y de ATP, seguido de la
transcarboxilacion del CO, acarreado por la biotina hacia el sustrato especifico

de cada carboxilasa (Jitrapakdee, 2003).



La biotina permanece unida a la carboxilasa hasta que es degradada
proteoliticamente en el sistema autofagico lisosomal, liberando residuos de
biotina unida a la lisina (biocitina). Este enlace se rompe por accion de la
biotinidasa (E.C. 3.5.1.12), liberando a la biotina para ser reutilizada
nuevamente en nuevas carboxilasas, o bien puede ser degradada a otros
catabolitos y ser excretada, como la bisnorbiotina y la biotina sulféxido (Wang,

1997). (Figura 1).
DIETA

=0

s

e

W BIOTINA q
_ § ;
X80

LISINA

5 0o O

BIOTINIL-AMP ™~ ™

holocarboxilasa

sintetasa '

HNH—" S

APOCARBOXILASA
(Acc, Pc, PCcc, Mcc)

0
il
-~

H R'NH
BIOCITINA
::l:muM
(4]

S

degradacion
protéica

HOLOCARBOXILASA

METABOLISMO
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1.3. La biotina como modulador de la expresion genética.

Ademas de su accién como grupo prostético de las carboxilasas, existen cada
vez mas evidencias que indican que la biotina interviene en otras funciones
biologicas. Se ha encontrado que la biotina afecta la diferenciacion tisular, el
desarrollo embrionario y el crecimiento celular (Bhullar, 1985; Watanabe, 1990;
1996; Zemplieni, 2001), la maduracion de linfocitos (Baez-Saldafa, 1998;
2004), la diferenciacion de los tubulos seminiferos y la espermatogénesis
(Paulose, 1989), el metabolismo de los carbohidratos y lipidos (Vilches-Flores,
2005), y la expresion de genes, tanto a nivel transcripcional como en la

traduccion (Dakshinamurti y Chauhan, 1994).

Este efecto dual de la biotina es similar al efecto de otras vitaminas, como la
vitamina A y D, quienes son capaces de intervenir directamente en el
metabolismo y afectar la expresion de los genes (Balmer, 2002; Chistakos,
2003). En el caso de la vitamina A, ésta es capaz de intervenir como retinal en
procesos de visidn y a su vez, al ser transformada en acido retinoico, actua
como reguladora de la expresion génica. En contraste, se conoce poco acerca
de las vitaminas hidrosolubles como moduladores genéticos, sin embargo, los
ejemplos de sus efectos sobre la expresion de genes se han incrementado

recientemente.

1.3.1. Efectos de la biotina sobre la transcripcion.

La biotina modifica la expresion genética tanto al nivel de la transcripcion como
de la traduccion (Fernandez-Mejia C, 2005; Vilches-Flores, 2005;
Dakshinamurti, 2005). Multiples estudios han encontrado que esta vitamina
modifica la abundancia del mMRNA de diversos genes. Recientemente, con la
ayuda de la tecnologia de microarreglos se ha revelado que la expresion de
miles de genes es afectada por la biotina (Wiedmann, 2004; Camporeale, 2006;
Rodriguez-Melendez, 2006). En un estudio en humanos se encontré que en
células mononucleadas de sangre periférica, la administracion de biotina (2.15
mg al dia durante 21 dias) promovié positivamente la expresion de 139 genes,

mientras que disminuy6 la de otros 131 (Wiedmann, 2004). En la linea celular



HepG2 se ha reportado que la biotina modifica la expresion de mas de 1800

genes (Rodriguez-Melendez, 2006).

Entre los genes cuya expresion esta regulada por la biotina se encuentran
algunas de las enzimas que requieren de la vitamina como grupo prostético y
sustrato, como son piruvato carboxilasa, acetil-CoA carboxilasa 1 y propionil-
CoA carboxilasa, y la holocarboxilasa sintetasa (Rodriguez-Melendez, 2001,
Solorzano-Vargas, 2002). En los mamiferos, la biotina favorece la expresion de
enzimas y hormonas que participan en el metabolismo de carbohidratos, como
la glucocinasa hepética y pancreatica (Chauhan, 1991; Romero-Navarro,
1999), y la insulina (Romero-Navarro, 1999); en contraste, la biotina disminuye
la expresion de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa hepatica sin afectar a la
isoenzima renal (Dakshinamurti y LI, 1994). La expresion de varios factores
transcripcionales como PDX-1 (Yoshikawa, 2002), NF-kB (Rodriguez-
Melendez, 2004), SP1 y SP3 (Griffin, 2003) y de oncogenes como N-myc, c-
myb, N-ras y raf (Scheerger, 2003) también es afectada por la biotina. En la
linea celular Jurkat derivada de linfocitos se ha observado que la presencia de
biotina en el medio afecta la expresién de la interleucina 2 y el receptor de
interleucina 2 (Manthey 2002; Rodriguez-Melendez, 2003). Recientemente se
ha reportado en células HepG2 que la biotina afecta la expresion de genes que
codifican para las subunidades ribosomales y del factor 52 de inicio de la

traduccion en eucariontes (Rodriguez-Melendez, 2006).

1.3.2. Efectos de la biotina sobre la traduccion.

La biotina también afecta la expresion de genes al nivel post-transcripcional.
Stocker y cols., reportaron que en la linea celular HepG2, la biotina modifica la
expresion del receptor para asialoglicoproteinas, un sistema hepatico de
captacion de glicoproteinas sin acido sialico, circulantes en sangre (Collins,
1988; Stockert, 1990, 1992, 1997; De la Vega, 1999), y la expresion del
receptor de la insulina (De la Vega, 2000). La vitamina modifica la traduccion
del receptor para asialoglicoproteinas a través de una via que requiere de GMP
ciclico (GMPc) y de la proteina cinasa G (PKG), lo cual induce a un aumento en

la fosforilacion y activacion de la subunidad a-COP, una proteina coatomérica



de 140 kDa asociada al complejo de traduccién COP-I, en la region trans de la
membrana del Golgi. COP-l es una proteina de siete subunidades que esta
involucrada con el trafico de vesiculas y en los mecanismos de traduccion
(Serafini, 1991). La subunidad oa-COP fosforilada se une a elementos cis
localizados en un fragmento de 187 nucleotidos de la region no traducida 5’ del
MRNA del receptor, repercutiendo de manera positiva sobre la traduccion de

esta proteina.

1.4. Mecanismos de accion de la biotina sobre la expresion génica

Si bien el efecto de la biotina sobre la expresion de genes se encuentra
ampliamente demostrado, se sabe poco de los mecanismos moleculares
mediante los cuales se produce su accion. Se han descrito dos diferentes
mecanismos: a) la biotinilacion de histonas y b) la cascada de sefalizacion del
GMPc.

1.4.1. La biotinilacién de histonas.

La regulacion de la expresion genética a nivel de la estructura de la cromatina
esta determinada por las propiedades fisicoquimicas que presenten las
histonas. Estas proteinas basicas que rodean al ADN pueden ser modificadas
por procesos de acetilacion covalente, metilacion, fosforilacion, ubiquitinacion,
poli ADP-ribosilacion y biotinilacion, de grupos e-amino (en lisinas), grupos
guanidino (argininas), grupos carboxilos (glutamato) y grupos hidroxilos
(serinas) (Kothapalli, 2005).

Las primeras observaciones que demostraron la presencia de biotina en el
nucleo, mostraban a la vitamina unida de manera reversible a una proteina no
identificada de 60 kD (Dakshinamurti, 1963a y 1963b). Esto sugeria la
posibilidad de que la biotina tuviera efectos sobre regulacion génica por un

mecanismo similar al utilizado por las vitaminas Ay D.

En afios mas recientes se describié la presencia de biotina en el nucleo,

asociada a las histonas en forma de biotinilacién. La primera evidencia se



observé en la proliferacion de células de linfoma humano, donde se
identificaron biotinilaciones en diferentes residuos de lisina localizados en las
histonas H2A, H3 y H4 (Stanley, 2001). Estos cambios epigenéticos provocan
alteraciones en la estructura de la cromatina, los cuales resultan en los efectos
que se observan de la biotina sobre la expresion genética, la reparacion del
DNA vy el control de la proliferacion (Stanley, 2001; Peters, 2002; Kothapalli,
2005; Narang, 2004).

La presencia en el nucleo de dos enzimas claves en el metabolismo de la
biotina, la biotinidasa y la holocarboxilasa sintetasa (Hymes, 1999; Stanley,
2001), asi como su demostrada capacidad de biotinilar histonas, apoyan
igualmente esta hipotesis. Se ha observado que a un pH cercano a 7, la
biotinidasa transforma un residuo de biocitina, biotina-e-lisina, en un
intermediario biotinil-tioéster, y con éste, se transloca al nucleo (Hymes, 1995;
Stanley, 2001; Crisp, 2004). La biotinil biotinidasa transfiere entonces la biotina
al grupo e-amino de las lisinas localizadas en la posicion K9, K13 y K129 en la
histona H2A; K4, K9 y K18 en la histona H3; y en K8 y K12 de la histona H4
(Kothapalli, 2005) (Figura 2). Narang y cols. (2004), encontraron que la
holocarboxilasa sintetasa se encuentra dentro del ndcleo asociada con la
cromatina y con la lamina nuclear, y que durante la mitosis se distribuye en
estructuras con forma de anillo. En adicion, los fibroblastos de pacientes con
deficiencia de la enzima presentan menos histonas biotiniladas que los
fibroblastos de individuos no deficientes. En los pacientes que presentan
defectos en las funciones de la biotina se observan alteraciones importantes en
el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas, y su tratamiento

requiere de la ingesta diaria de dosis farmacologicas de biotina (Wolf, 2001).

Se ha observado que en la proliferacién de linfocitos polimorfonucleares, la
cantidad de histonas biotiniladas se incrementa (Zempleni, 2001), al igual que
durante el ciclo celular (Stanley, 2001) y en respuesta por el dafio producido al
DNA por luz ultravioleta (Peters, 2002). Estas funciones sugieren que la
biotinilacién de histonas podria estar ligada en la reparacion y/o replicacion del
DNA. Sin embargo, existen controversias en este mecanismo. Bailey y cols.

(2008) reportaron que la estreptoavidina, la cual se emplea para detectar las



histonas biotiniladas, puede unirse a estas proteinas sin la presencia de la
vitamina. Utilizando biotina marcada radioactivamente, encontraron que solo
las carboxilasas estaban unidas covalentemente a la biotina y que las histonas

tan solo representaban el 0.03% del total de las proteinas biotiniladas.

HN/C b biocitina
biotinidasa

y (CHy)— E_ N‘-{CH,L" {:— COOH

< : K

/C\ o
™ bIDtII"!Il biotinidasa +  HN=(CH)~ C-CoOH
I\ /-{(:H,}, % lisina
¥ uy histona

; N
i
H}l i . " .
HE——CH l biotinidasa
+ HS

7
Hy /HC"II{!H;L— C— NH
N

biotinil-histona
Figura 2 . Biotinilacién de histonas por accion de la biotinidasa. Modificado de
Hymes & Wolf, 1999.



1.4.2. La cascada de sefalizacion del GMP ciclico.

Un denominador comun encontrado en la expresion de la glucocinasa hepatica
y el receptor para asialoglicoproteinas, inducidos por biotina, es el incremento
en el contenido celular de GMPc a través de un aumento en la actividad de la

guanilato ciclasa soluble (Vesely, 1982).

La guanilato ciclasa soluble es una proteina citosélica conformada por dos
subunidades, a y 3, de 76 y 80 kDa respectivamente. Hasta la fecha se han
descrito 3 isoformas de cada subunidad que conservan una alta homologia
entre ellas, y su mayor expresién se encuentra en aquellas células que
requieren de una mayor entrada y movilizacion de calcio (Denninger, 1999). La
subunidad B contiene en la posicion His105 un grupo hemo rodeado de
residuos de cisteina, el cual al interaccionar con el oxido nitrico o con el
monoxido de carbono cambia de un enlace penta-coordinado a uno hexa-
coordinado, lo que provoca un cambio de conformacion entre las dos
subunidades El sitio catalitico se encuentra estructurado por los extremos
carboxilo-terminal de ambas subunidades, y la sintesis de GMPc se realiza en
presencia de Mg®* (Wedel, 1995).

La conversién catalitica de la biotina a biotinil-AMP, realizada por la actividad
de la holocarboxilasa sintetasa, aumenta la actividad de la guanilato ciclasa
soluble por un mecanismo aun desconocido (Solorzano-Vargas, 2002). El
GMPc generado activa a la proteina cinasa G (PKG) (Spence, 1984; De la
Vega, 1999), sin embargo, se desconocen los mecanismos que participan en
expresion de genes mas alla de la participacion de la PKG (Figura 3). Un
reporte reciente sugiere que en esta via de sefializacion interviene la sintesis
de O6xido nitrico (Rodriguez-Melendez, 2009), pero no demuestra el efecto
directo de la biotina sobre la produccién de 6xido nitrico.

Hasta el momento no se existen evidencias de que los dos mecanismos de
accion de la biotina sean excluyentes, de modo que podrian ocurrir

simultaneamente.



Figura 3. Mecanismo de accién de la biotina sobre la expresion genética a

través de la via Guanilato ciclasa soluble / PKG.



1.5. Efecto de la biotina sobre el metabolismo de los carbohidratos.

Diversos estudios han encontrado que la biotina participa en la regulacion del
metabolismo de los carbohidratos. Este efecto de la vitamina es de particular
interés medico en el tratamiento de enfermedades como la diabetes mellitus.
Se ha reportado que la administracion de dosis farmacoldgicas de biotina
disminuye la hiperglucemia y mejora el cuadro clinico, tanto en modelos
animales como en pacientes con diabetes tipo | y Il (Coggeshall, 1985;
Maebashi, 1993; Reddi, 1988; Zhang, 1997; Koustikos, 1966; Albarracin, 2005;
Singer, 2006). Este efecto concuerda con la accion de la biotina sobre la
expresion de genes que favorecen la captacion y el catabolismo de la glucosa,
como el gen de la insulina (Romero-Navarro, 1999), la glucocinasa hepética y
la pancreatica (Spence, 1984; Romero, 1999) y la traduccion del receptor de la
insulina (De la Vega, 1999). También se ha reportado que la biotina aumenta la
secrecion de la insulina (Romero-Navarro, 1999; Sone 1999; 2000).

1.6. Importancia de la glucocinasa en el metabolismo de Ilos

carbohidratos.

Resulta interesante el hecho de que la biotina afecta la expresion y actividad de
la glucocinasa, considerando el importante papel que tiene esta enzima en el
metabolismo de los carbohidratos. En el higado, la glucocinasa es un elemento
critico en la captacién de glucosa postprandial y en su almacenamiento como
glucogeno. En las células B del pancreas la glucocinasa tiene una funcion
esencial en el mecanismo que permite la secrecion de insulina en respuesta a
la cantidad de glucosa sanguinea (Meglasson, 1996). El complejo mecanismo
de secrecion inicia con la actividad de la glucocinasa pancreética, la cual actia

como un marcapasos.

Diversos estudios en ratones transgénicos han encontrado que el aumento en
la actividad de la glucocinasa pancreatica produce un incremento en la
secrecion de la insulina, lo que repercute en la disminucion de niveles de
glucosa en sangre (Matschinsky, 1996, Glaser, 1998). Asi también, cuando la

actividad de la glucocinasa se encuentra disminuida, la secrecion de insulina es



menor y se presenta hiperglucemia. Mutaciones que modifican la actividad de
la glucocinasa son causantes de enfermedades con defectos en la homeostasis
de la glucosa como la diabetes MODY-2 (Velho, 1992) o la hiperinsulinemia-
hipoglucemia persistente de la infancia (PHHI-GK). Pacientes con mutaciones
que afectan la actividad de la glucocinasa de manera negativa presentan
deficiencias en la secrecion de insulina en respuesta a la glucosa (Ferre, 1996;
Velho, 1992). En tanto que pacientes con mutaciones que producen mayor
actividad de la enzima presentan un aumento de la secrecién de insulina e
hipoglucemia (Glaser, 1998). Por lo tanto, la glucocinasa tiene un papel

primordial en el control de los niveles de la glucosa en sangre. (Figura 4).
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Figura 4 . Papel de la glucocinasa pancreatica como sensor de glucosa en la

célula B pancreética.

1.6.1 Caracteristicas bioquimicas y moleculares de la glucocinasa.

La glucocinasa o hexocinasa IV (ATP:D-hexosa 6-fosfotransferasa EC 2.7.1.1)
es una enzima tejido especifica presente en los hepatocitos, en las células 3 de

los islotes pancreaticos, en cerebro, y en células neuroenddcrinas del intestino



(Matschinsky, 1996). Es una enzima monomérica de 50 kDa que se diferencia
de otras hexocinasas por su baja afinidad a la glucosa (Ko 5 glucosa 8 mM), por
su actividad enziméatica que presenta una cinética sigmoidal nemotécnica, con
un coeficiente de Hill de 1.7, y un punto de inflexion en su curva a 4 mM,
ademas de que no es inhibida por su producto glucosa-6-fosfato. En las células
3 pancreaticas representa el 0.005 % del total de proteina posible, y es
regulada alostéricamente por la subunidad 3 de la propionil CoA carboxilasa
(61 kDa) (Shiraishi, 2001).

Las isoenzimas de la glucocinasa se encuentran codificadas por un anico gen.
Este presenta dos diferentes promotores separados entre si por mas de 12
kilobases (Magnuson, 1992; Glaser, 1998). EIl primer promotor determina la
expresion de la glucocinasa en las células 3 pancreéaticas y en neuronas,
mientras que el segundo determina a la isoenzima hepatica. Asi mismo, cada
promotor estd asociado a un primer exén diferente para cada glucocinasa,
dando como consecuencia una diferencia entre proteinas de 15 aminoacidos
en el extremo amino terminal (Matchinsky, 1998). Estas diferencias implican
gue tanto la sintesis como la actividad de la glucocinasa se encuentra regulada
de manera diferente en el higado y en las células 3 pancreaticas (Figura 5).
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Figura 5. Representacion estructural de la glucocinasa pancreética, indicado
en rojo su sitio catalitico. El gen de la glucocinasa presenta dos promotores y
dos primeros exones diferentes para cada isoenzima. Modificado de

Magnunson, 1990.

1.6.2. Regulacién de la expresion de la glucocinasa.



La expresion de la glucocinasa se encuentra regulada por diversas hormonas,
nutrimentos y farmacos que pueden modificar la expresion de la enzima (tabla
1). Se han encontrado diferencias entre la regulacién de la isoenzima hepatica
y la pancreatica; por ejemplo, mientras el glucagon, a través de la activacion de
la via de sefializacion del AMPc, disminuye la expresion de la glucocinasa
hepatica (lynedjian, 1989), en el pancreas endocrino este segundo mensajero
tiene un efecto positivo sobre la transcripcion y la actividad de la glucocinasa
(Fernandez-Mejia, 2001). En la Tabla 1 se muestran los diferentes compuestos
descritos que tienen efectos sobre la actividad y expresion de la glucocinasa;

entre ellos se encuentra la vitamina biotina.



Tabla 1. Regulacion de la expresion y actividad de la glucocinasa hepética y

pancreatica en mamiferos.

HIGADO CELULAS BETA
Efecto Cita Efecto Cita
1 actividad lynedjian, t sintesis MRNA Leibiger, 2001
Insulina 1 sintesis MRNA 1989.
| actividad lynedjian, t actividad Fernandez-
Glucagon (cAMP) | sintesis MRNA 1989. 1 niveles mMRNA Mejia, 2001
1 actividad del promotor
Prolactina Sin efecto descrito 1 actividad Weinhaus,
t niveles MRNA 2007
Obestatina Sin efecto descrito 1 niveles mRNA Granata, 2008
1 actividad Narkewicz, Sin efecto en actividad Fernandez-
Hormona Tiroidea 1 niveles MRNA 1990 | niveles mRNA Mejia, 1992
t actividad Sibrowski, 1 actividad Fernandez-
Glucocorticoides 1 niveles MRNA 1984 1 niveles MRNA Mejia, 1992
1 actividad Kim, 2004 1 actividad Kim, 2002
Thiazolidinediona 1 niveles mMRNA 1 niveles mMRNA
IGF-1 Sin efecto descrito 1 actividad Yoshida, 2007
1 niveles mRNA
1 actividad del promotor
Diclorvos | actividad Romero- Sin efecto Romero-
CLCCHOPO(OCH)™ | . o\a | Navarro, Navarro, 2006
2006
GLP-1 Sin efecto descrito t niveles mMRNA Liu, 2004
Glibenclamida t niveles mMRNA Tiedge, 1995 | t niveles mMRNA Hinata, 1994
Metformina 1 niveles mMRNA Fulgencio, Sin efecto descrito
2001
Taurina Sin efecto descrito 1 niveles mRNA Carneiro, 2008
Acidos fendlicos t niveles mMRNA Valentova, Sin efecto descrito
2007
Flavonoides citricos 1 niveles mMRNA Jung, 2006 Sin efecto descrito
Palmitato | actividad del | Swagell, Sin efecto descrito
promotor 2007
Leucina Sin efecto descrito 1 niveles mRNA Yang, 2006
Fructosa Sin efecto descrito t+ actividad Maiztegui,
t niveles MRNA 2009




Sin efecto descrito t actividad Leibiger, 2001
Glucosa 1 sintesis MRNA
1 actividad Decaux, tactividad Cabrera-
Acido retinoico 1 niveles MRNA 1997 1 niveles MRNA Vallades, 2001
1 actividad Romero-
Biotina 1 actividad Chauhan, 1 niveles MRNA Navarro, 1999
t niveles mRNA 1991 t actividad del promotor

1.6.3 Efecto de la biotina sobre la actividad y expresion de la glucocinasa.

Las primeras observaciones del efecto de la biotina sobre la actividad y
expresion de la glucocinasa fueron realizadas por Dakshinamurti (1968), quien
encontré que la administracion de biotina a dosis de 1 mg/kg de peso, en ratas
bajo condiciones de ayuno, aumenta la actividad de la glucocinasa en el
higado. Posteriormente, Spence y Kouldeka (1984), encontraron que la
administracion de 1uM de biotina en hepatocitos aislados incrementa la
actividad de la glucocinasa a partir de las 2 horas de exposicion; este efecto es
precedido por un aumento en los niveles de GMPc. Los estudios de Chauhan y
Dakshinamurti (1991) demostraron que el efecto de la biotina se realiza a
través del incremento en la transcripcion del gen de la glucocinasa, el cual se

observoé entre los 45 y 60 minutos después de la administracion de la vitamina.

La actividad y expresion de la glucocinasa pancreética también son afectadas
por la biotina. En la linea celular RIN-1048 se observé que la biotina a
concentraciones de 10 uM aumenta la actividad y de los niveles de mRNA de la
glucocinasa, a partir de las 24 horas de tratamiento (Borboni, 1996). Nosotros
encontramos que en ratas deficientes de biotina la actividad y expresiéon de la
glucocinasa pancreatica disminuye en ratas deficientes de la vitamina (Romero-
Navarro, 1999). También reportamos que en islotes de Langerhans tratados in
vitro con biotina, la actividad de la glucocinasa se incrementa. Este efecto se
observé a partir de dosis de 10 nM, concentracién considerada fisiol6gica
(Zempleni, 2005), asi como a 100 y 1000 nM. El tiempo en el cual se observa el

efecto de la biotina sobre la actividad de la glucocinasa pancreética es a partir




de las 24 horas, precedido por cambios en la abundancia del mRNA, los cuales

se observan incrementados desde las 12 horas de tratamiento.

1.6.4 El papel de la insulina como modulador autocrino de expresion

genética en el islote.

La accién anabdlica de la insulina conduce a cambios en la expresion genética
de diferentes enzimas que se requieren para modular el metabolismo celular.
Cada vez son mas los reportes que sefialan las funciones que modula la accién
autocrina de la insulina sobre las células del islote pancreatico (Leibiger, 2002).
Entre estos efectos se encuentra la regulacion de la expresién genética de
varias proteinas, entre ellas, la glucocinasa, a través de la activacion del
receptor B para la insulina (Leibiger, 2001). Dado que previamente
demostramos que la biotina puede aumentar la secrecion de insulina in Vitro
(Romero-Navarro, 1999), es posible que este efecto y la expresion de la

glucocinasa se encuentren asociados.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Si bien el efecto de la vitamina sobre la expresion de genes se encuentra
ampliamente demostrado se sabe poco de los mecanismos moleculares
mediante los cuales se produce su accion. Se han descrito dos diferentes
mecanismos: a) la biotinilacion de histonas y b) la cascada de sefializacion del
GMPc/PKG. ElI mecanismo mas aceptado actualmente es el de la activacion de
la via de sefalizacion de GMPc/PKG, sin embargo se desconocen los
mecanismos de accion de la biotina sobre la expresién de genes subsiguientes
a la activacion de la PKG. Entre la multiplicidad de mecanismos posibles,
teorizamos que el mecanismo de accion de la biotina podria estar ligado a la
secrecion de la insulina; dado qué nosotros y otros grupos hemos encontrado
gue tanto la biotina (Romero-Narvarro, 1999; Sone, 2000) como el GMPc
(Laychock, 1987; 1991) inducen a la secrecion de esta hormona. Por otro lado,
se sabe que la accion autocrina de la insulina es un importante regulador en la
expresion de algunos genes importantes en la fisiologia del islote, entre ellos, la
glucocinasa (Leibiger, 2001). En el presente trabajo exploramos el mecanismo

por el cudl la biotina aumenta la expresion de la glucocinasa pancreatica.

2.1. HIPOTESIS
La biotina modifica la glucocinasa pancreatica mediante un mecanismo en el

que participa la secrecién de la insulina y su efecto autocrino (figura 6).



Figura 6. Hipodtesis del mecanismo de accion de la biotina para inducir un

aumento en la expresion de la glucocinasa pancreatica.



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL.

Estudiar de los mecanismos moleculares a través de los cuales la biotina

aumenta la expresion del gen de la glucocinasa pancreética.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES.

A) Determinar si el efecto de la biotina sobre la expresién de la glucocinasa

pancreatica se realiza a través de de la via de sefalizacion del GMPc, mediado

por la actividad de la guanilato ciclasa soluble y la PKG.

B) Determinar si el efecto de la biotina sobre los niveles de mRNA de la

glucocinasa requiere de la secrecion de insulina y de su via de sefalizacion.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Aislamiento de islotes pancreaticos de Langerhans.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 200-300 g de peso, mantenidas bajo
condiciones controladas de bioterio. Después de un periodo de ayuno de 12 hrs, las
ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico (90 mg/kg). Para facilitar la escision
del pancreas de los tejidos que lo circundan se inyecté solucion de Hanks-BSA a
través del conducto biliar. Una vez separado el pancreas, se fragmenté con tijeras y
se procedio a su digestién con colagenasa tipo P (Boehringer Mannheim), durante
10 min, a 37° C, en un bafio con agitacion. Los islotes se separaron del tejido acinar
a través de una centrifugacion en gradiente de Ficoll (Sigma). Finalmente se
recolectaron los islotes bajo microscopio de diseccién y se sembraron en grupos de
200 islotes en cajas de cultivo con medio de cultivo DMEM (Gibco) sin biotina,
conteniendo 5.5 mM de glucosa, suplementado con antibidtico-antimicotico (200
U/ml penicilina G, 200 mg/ml estreptomicina y 0.5 mg/ml amfotericina B) y 5% de
suero de bovino fetal dializado. Los islotes se mantuvieron en incubacion por 16

horas a 37 en una atmdésfera himeda con 5% de CO 2.

4.2. Tratamientos e inhibidores.

Al finalizar las 16 horas de incubacion el medio de cultivo fue reemplazado y se
afadieron los diferentes tratamientos: a) vehiculo de solucion amortiguadora de
fosfatos (PBS), b) 1 uM de d-biotina (Gibco) disuelta en PBS; ¢) 1 uM de 8-Br-GMPc
(Sigma), un analogo del GMPc permeable a la membrana, disuelto en PBS. Los
islotes se trataron durante 1, 2, 3 y 24 horas para evaluar el tiempo de accion de la
vitamina. Para determinar la participacion de diferentes proteinas involucradas en
vias de sefializacion se emplearon: como inhibidor de la guanilato ciclasa soluble: 1-
H-[1,2,4]oxadiozolo[4,3-a]quinoxalin-1one (ODQ) (ICN) [50uM]; En la inhibicion de
la PKG: Rp-8[4-clorophenylthio]-guanosine-3'5'-cyclic monophosphorothioate (Rp-

cGMPS) (Sigma) [10uM]; Para evaluar la participacion de la secrecion de la insulina



se utilizaron los siguientes inhibidores: diazoxido (Sigma) [250 pM], el cual mantiene
abiertos los canales de potasio sensibles a ATP, impidiendo la despolarizacion de la
membrana; nifedipina (Sigma) [10uM], un bloqueador selectivo de los canales
membranales de calcio activados por voltaje; y suero con anticuerpos anti-insulina
[dilucion 1:1000] (proporcionado por el Dr. Eulises Diaz del Instituto Nacional de
Nutricion Salvador Zubiran, obtenido en conejo). En la determinacion de la via de
sefializacion de la insulina se emplearon: wortmanina (Fluka) [100nM] como
inhibidor especifico de la fosfoinositol-3-cinasa (PI3K) y 1-L-6-hydroxymethyl-chiro-
inositol-2-[(R)-2-O-methyl-3-O-octadecyl-carbonate] (Alexis Biochemicals) [10uM]
como inhibidor de Akt o PKB. Los compuestos se agregaron al medio de cultivo 30
minutos antes de iniciar el tratamiento con vehiculo, d-biotina u 8-Br-GMPc, a
excepcion del bloqueador nifedipina que se adiciond Unicamente durante 15

minutos.

4.3. Expresion de la glucocinasa pancratica por RT-PCR en tiempo real.

El RNA total de los islotes se aislé por el método de TRIzol, usado bajo las
especificaciones del fabricante (Gibco Life Technologies). La muestra de islotes se
expuso a una mezcla de isothiocianato de guanidina y fenol, la cual permite la
separacion de acidos nucleicos con cloroformo. El RNA se precipitd con isopropanol
y etanol al 70%, y finalmente se resuspendio en agua estéril, tratada previamente
con DEPC. La cantidad de RNA total se cuantificdé por espectrofotometria a 260 nm;
al mismo tiempo se verificd que su relacion con el contenido de DNA, determinado a
280 nm, fuera cercana a 2. La integridad del RNA de cada muestra se verificO a

través de electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa al 1.5%.

Debido a la facil degradacion y poca estabilidad del RNA, se sintetizd una copia de
este en DNA de cadena sencilla (cDNA) a partir de 0.5 pg de RNA total por medio
de la reaccion de transcripcidén reversa, empleando el protocolo establecido para
200 U de la enzima reverso transcriptasa del virus de leucemia murina (MLV-RT)
(InVitroGen).



La expresion relativa de glucocinasa se evalué por la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en tiempo real, utlizando los materiales y métodos
proporcionados por Applied Biosystems. La enzima DNA polimerasa de
Termophilus acuaticus crea varias copias del cDNA al identificar la doble cadena
formada con una sonda de oligonucledtidos especifica para una secuencia
determinada de mensajero. Al sintetizarse cada copia, se librera un fluoréforo, el
cual es detectado por el sistema de lectura del termociclador, acoplado a una
computadora. EI cambio en la fluorescencia es directamente proporcional a la
cantidad de copias de DNS. 20 ng de cDNA se mezclaron con la mezcla TagMan®
universal PCR y con las sondas TagMan® MGB marcadas con los fluoréforos
FAM o VIC, en un volumen total de 25 pul. Las secuencias que se emplearon de las

sondas de glucocinasa de Ratus norvergicus fueron:

sentido 5 — GACAAGGGCATCCTCCTCAATTGGA - 3
antisentido 5' — CTAGACAAGGGCATCCTCCTCAATT- 3’

Se determind la expresion del RNA ribosomal (rRNA) 18S como gen de referencia
endogena. La reaccion de PCR de cada gen se realizd por triplicado para cada
muestra en un instrumento ABI PRISM 7700, operado bajo las especificaciones del

fabricante.

A partir de las graficas de duplicacion de DNA se obtuvo el valor de ciclo umbral (Ct)
para cada gen, es decir, el ciclo de la reaccion de PCR en donde todas las
muestran alcanzaron una cantidad determinada de DNA dentro de una funcion
lineal, sin limitaciones de sustrato ni saturacion de la enzima. En este punto se debe
cumplir con la funcion:

P=T*2n
donde la cantidad de producto P es igual a la cantidad de templado T que se duplica

a cada ciclo n.



Para calcular la abundancia relativa de la glucocinasa con respecto a la expresion
endogena del ARNr 18S, se empled el modelo matematico delta-delta Ct (AACt,
Livak, 2001): la expresion relativa de glucocinasa (gk) se calcul6 de la diferencia
resultante entre las Ct’s de gk y el rRNA 18S (18S), entre los islotes controles y los
tratados.
Expresion relativa =
ACTtratamiento [Ct(gk)-Ct(18S)] - ACTcontrol [Ct(gk)-Ct(18S)]

Las curvas de calibracion se construyeron previamente a partir de 0.1 a 10 ng de

cDNA, proveniente de islotes de rata sin tratamiento.

4.4, Determinacion de ATP intracelular.

Islotes pancreaticos de ratas adultas se aislaron y cultivaron en las condiciones
anteriormente mencionadas. Después de 16 horas de incubacion, los islotes se
preincubaron por 10 minutos en PBS sin glucosa, prosiguiendo con una
incubacion de 30 minutos en medio DMEM con concentraciones de 5.5 0 15.5 mM
de glucosa, con o sin la presencia de d-biotina o 8-Br-GMPc por 30 minutos. Al
finalizar el tiempo de tratamiento los islotes se recolectaron en acido perclorico al
3% (v/v) y fueron sonicados y centrifugados a 12000 rpm. El sobrenadante se
neutralizo en frio con KOH 3 M/ TRIS 0.1 M.

El principio de la determinacion de ATP intracelular se basa en el acoplamiento de
dos reacciones, en donde la hexocinasa (HK) utiliza el ATP de la muestra como
sustrato para formar glucosa-6-fosfato. Este producto es a su vez transformado
por la glucosa-6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en 6-P-gluconato, con la
formacion de NADPH'", el cual directamente proporcional a la cantidad de ATP:
HK G6PDH
Glucosa ---------- > Glucosa 6P ------------- > 6P gluconato
ATP - ADP NADP - NADPH*™"



Las muestras fueron colocadas en 2 ml de amortiguador de HEPES 50 mM, pH
7.4, conteniendo una concentracion final de 5 mM MgCl,, 5 mM de glucosa, y 1
U/mL de G6PDH de Leuconostoc mesenteroides (Sigma). La reaccion se inicio
afiadiendo 1 U de HK (Roche) a 30C. El contenido de ATP se determino por el
cambio fluorométrico de NADPH™™, con una longitud de onda de excitacién de 355
nm, y una longitud de onda de emision de 460 nm, en un fluorofotometro
Shimadzu RF5000 U (Kioto, Japan) (Bergmayer, 1983; Marin-Hernandez, 2006).

4.5. Determinacion de insulina.

Después de un periodo de incubacion de 16 horas, grupos de 50 islotes fueron
lavados en la siguiente solucién de secrecion: 20 mM HEPES, 115 mM NacCl, 5
mM NaHCO3, 4.7 mM KCL, 2.6 mM CaCl,, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 MM MgSOy4, vy 1%
de BSA (pH 7.4). Los islotes fueron incubados a 37°C durante una hora en medio
DMEM con 5.5 mM de glucosa, al cual se le adicioné el vehiculo (PBS), 1 uM de
d-biotin, 1 uM de 8-Br-GMPc o0 16 mM de glucosa. A partir de una alicuota del
medio se determind la concentracion de insulina secretada empleando el
inmunoensayo ultrasensible para insulina de rata de ALPCO (ELISA;ALPCO

Diagnostics, Salem, NH).

4.6. Determinacion de la actividad especifica de la glucocinasa.

Se empled la técnica descrita por Parry y Walker (1966) y modificada por Romero-
Navarro y cols (1999). Después de los tratamientos con d-biotina o 8-Br-GMPc, los
islotes fueron sonicados en un buffer de lisis para obtener los extractos crudos
celulares. La actividad de las enzimas fosforilantes de la glucosa presentes en los
extractos se determind al agregar glucosa, ATP y Mg®* al medio de reaccién. Dado
gue los extractos celulares también poseen actividad fosforilante de la glucosa por
la presencia de hexocinasa (HK) (de baja Km), la actividad de fosforilacion se
determind a dos diferentes concentraciones finales de glucosa: 0.5 y 100 mM. La

formacion del primer producto (glucosa 6-fosfato) es proporcional a la actividad de



la HK y la glucocinasa presente en el extracto. La cantidad del producto formado
se determind por su deshidrogenacion en presencia de un exceso de la enzima
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) de Leuconostoc mesenteroides
(Sigma) y NAD como coenzima. La formacion de NADH*" se cuantificé a través de
cambios en la absorbancia a 340 nm, siendo esta proporcional a la cantidad de
glucosa 6-fosfato proveniente de la primera reaccion. EI cambio en la densidad
Optica obtenido en la reaccion con glucosa a una concentraciéon de 0.5 mM
representa la actividad de la HK, y el obtenido en la reaccion con glucosa con la
concentracion final de 100 mM es el resultado de la suma de ambas actividades:
HK mas glucocinasa. El valor correspondiente a la actividad la glucocinasa se
obtiene de la diferencia del valor obtenido a baja glucosa y del valor a alta glucosa.
La actividad enzimatica se estandarizé en funcion de la cantidad de proteina
determinada por el método colorimétrico de Bradford (Bio-Rad). El principio de
este método se basa en la determinacion de la cantidad de proteina por union del
colorante &cido azul de Coomassie, especificamente, a residuos de aminoacidos

basicos y aromaticos.
4.8. Analisis estadistico.

Los datos se analizaron en los programas PRISM 2.01 (Graph Pad, Ca, USA) y
Statview statistical V.4.5 (Abacus Concepts). Los resultados se expresan como la
media * error estandar (ES) del nUmero de experimentos indicados en el texto. Las
comparaciones entre los datos fueron evaluadas a través de un analisis de
varianza ANOVA de una o de dos vias con interacciones. Se utilizé el andlisis post-
hoc de Bonferroni para la deteccion de diferencias significativas entre medias. Se

consideré como diferente la significancia de p<0.05.



5. RESULTADOS

5.1. Incremento de la abundancia del mRNA de la glucocinasa pancreatica

con biotina y el GMPc.

El primer paso de la investigacion consistio en evaluar si el mecanismo de accion
de la biotina sobre la expresion de la glucocinasa pancreética utiliza la via de
sefalizacion de la guanilato ciclasa. Comparamos a diferentes tiempos el efecto
de la biotina y del GMP ciclico sobre la abundancia del mRNA de la glucocinasa.
Encontramos que la biotina y el GMPc inducen incrementos similares en tiempo y
magnitud sobre el mensajero de la enzima. Como se muestra en la figura 7 la
biotina (barras blancas) incrementé el mMRNA de la glucocinasa 1.07 + 0.14 veces
a las 2 horas, en comparacion con el vehiculo (barras negras). p<0.05). A las 3
horas, el incremento fue de 0.63 + 0.04 veces y se sostuvo hasta las 24 horas
(p<0.05). El anélogo permeable del GMPc (barras grises) indujo incrementos
sobre la abundancia del mRNA de la glucocinasa, similares a la biotina en tiempo
y magnitud 1.12 + 0.05, 0.76 + 0.11, y 0.46 + 0.15, a las 2, 3 y 24 horas,

respectivamente (p<0.05).
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Figura 7. Efecto curso-temporal de la biotina o del GMPc en la abundancia del
ARNmM de la glucocinasa. Islotes pancreéticos de rata se trataron durante diferentes
tiempos en presencia de vehiculo (control), d-biotina [1 uM] o con 8-Br-GMPc [1 uM]. La
abundancia del mRNA de la glucocinasa se cuantificé por RT-PCR en tiempo real. Los
datos se expresan en veces de incrementos relativos con respecto a los islotes control.
Cada valor representa la media + ES de 3 experimentos independientes. Barras negras:
vehiculo (PBS); barras blancas: biotina; barras grises: GMPc. Las comparaciones fueron
evaluadas por ANOVA de dos vias (tratamiento, tiempo). Diferentes letras denotan
diferencias significativas, p<0.05.



Una vez determinado el tiempo en el que se observaron los mayores cambios, a
las dos horas, analizamos el efecto de diferentes concentraciones de biotina sobre
la expresion de la glucocinasa. Observamos que la biotina incremento
significativamente la abundancia en el mMRNA de la glucocinasa pancreatica, tanto
a concentraciones consideradas fisiologicas de 0.01 pM, como a dosis
farmacologicas igual o mayores a 0.1 uM (figura 8A). No se observd un efecto
aditivo al agregar ambos compuestos a los islotes al mismo tiempo (figura 8B), lo
gue nos indica que la biotina y el GMPc utilizan la misma via de sefializacion para
realizar su efecto.
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Figura 8. Efecto dosis-respuesta de la biotina en la abundancia del ARNm de la
glucocinasa. Islotes pancreaticos de rata se trataron con d- biotina (A) a concentraciones
fisiologicas y farmacolégicas (0.01, 0.1 y 1 uM), y con 8-Br-GMPc simultaneamente (1 uM,
panel B). EI mMRNA de la glucocinasa se cuantificd por RT-PCR en tiempo real. Los datos
se expresan en veces de incrementos relativos con respecto a los islotes control. Barras
negras: vehiculo (PBS). Cada valor representa la media * ES de 4 experimentos
independientes. Las comparaciones fueron evaluadas por ANOVA de una via. * denota
diferencias significativas, p<0.05.



5.2. La via de sefializacién del GMPc participa en el efecto de la biotina sobre

la expresion de la glucocinasa pancreética.

Con el empleo de inhibidores especificos de la actividad de la guanilato ciclasa
soluble y de la PKG, demostramos que la via de sefializacion del GMPc es
necesaria en el mecanismo de accion de la biotina. Como se muestra en la tabla
2, el bloqueo de la actividad de la guanilato ciclasa suprimi6 el efecto de la biotina
sobre el mRNA de la glucocinasa, mientras que la induccién producida por el
GMPc se mantuvo. En presencia del inhibidor de la PKG, no se incrementd la
abundancia del mRNA de la glucocinasa ni con la biotina ni con el nucleétido
ciclico (Tabla 2). Estos datos sefialan que el mecanismo de accion de la biotina
sobre la expresién de la glucocinasa en los islotes pancreaticos requiere de la

cascada de fosforilacion en la que participan la guanilato ciclasa y la PKG.

Tabla 2. Participacion de la guanilato ciclasa soluble y la proteina cinasa G en el

efecto de la biotina y el GMPc en la abundancia de ARNm de glucocinasa.

Inhibidor de la Inhibidor de la PKG:
Sin inhibidores guanilato ciclasa

soluble: ODQ [50 uM] | RP-CGMPS [10 uM]

Vehiculo 1+0.16 1.12 £0.12 1.01 £0.15
Biotina [1 pM]| 2.25+0.12 * 1.16 +0.24 0.91 +0.26
GMPc [1uM] | 2.06 +0.28 * 2.27+0.16 * 0.97 +0.13

Islotes pancreaticos de rata se trataron con el vehiculo (PBS), con ODQ [50 uM] o con
Rp-cGMPS [10 uM] durante 30 minutos antes de agregar a los cultivos, vehiculo, biotina
[1 uM] o 8-Br-GMPc [1 uM]. EI mRNA de la glucocinasa se cuantificé por RT-PCR en
tiempo real. Los datos se expresan en veces de incrementos relativos con respecto a los
islotes control. Cada valor representa la media + ES de 4 experimentos independientes. *

denota diferencia significativa a p<0.05 con respecto al control.



5.3. El efecto de la biotina sobre la expresion de la glucocinasa pancreética

requiere de la secrecion de insulina.

No se conocen los mecanismos de accion que emplea la biotina para modificar la
transcripcion de genes, posteriores a la activacion de la PKG. Entre la multiplicidad
de acciones posibles, especulamos que el mecanismo podria estar ligado a la
secrecion de la insulina, con base en a) datos obtenidos por nosotros y otros
grupos que han encontrado que tanto la biotina (Romero-Narvarro, 1999; Sone,
2000) como el GMPc (Laychock, 1987; 1991) inducen a la secrecion de esta
hormona. b) reportes sobre la accién autocrina de la insulina como importante
regulador en la expresion de genes en el islote (Leibiger 2001; Uhles, 2007; Aikin,
2006).

Para comprobar esta hipétesis determinamos el requerimiento de la secrecion de
la insulina en el mecanismo de accién de la biotina sobre la glucocinasa. Como se
observa en la Figura 9, la inhibicion de la secrecion de la hormona con diazéxido,
un compuesto que mantiene abiertos los canales de potasio dependientes de ATP,
o con nifedipina, un bloqueador de los canales de calcio tipo-L activados por
voltaje, previene el efecto de la biotina sobre la abundancia del mRNA de la
glucocinasa. De igual manera la inhibicién de la secrecién de la insulina impidi6 el

efecto estimulante del 8-Br GMPc sobre la expresion de la glucocinasa.

Como se esperaba, encontramos que los islotes tratados durante una hora con
biotina 0 con GMPc incrementaron significativamente (P<0.01) la concentracion de
insulina en el medio de cultivo (control: 0.64 = 0.11 nmol/L; biotina: 1.60 + 0.57
nmol/L; 8-Br GMPc: 1.58 + 0.60 nmol/L; n=3).
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Figura 9. Efecto de la inhibicion de la secrecién de insulina a nivel de canales
idnicos, en la abundancia del mRNA de la glucocinasa inducida por biotina o por
GMP ciclico. Los islotes se trataron con el vehiculo (PBS), diazéxido [250 uM] durante 30
minutos o nifedipina 10uM antes de agregar a los cultivos, vehiculo, biotina [1 pM] o 8-
bromo GMP ciclico [1 uM]. EI mRNA de la glucocinasa se cuantific6 por RT-PCR en
tiempo real. Los datos se expresan en veces de incrementos relativos con respecto a los
islotes control. Cada valor representa la media + ES de 4 experimentos independientes.
Las comparaciones fueron evaluadas por ANOVA de una via. Los simbolos * denotan
diferencias significativas, p<0.05.



5.4. La biotina modifica el contenido de ATP en los islotes via PKG.

Dado que el incremento de ATP intracelular es esencial en la induccion de la
secrecion de insulina analizamos el efecto de la vitamina sobre las
concentraciones de este nucleétido (Figura 10, panel A). A los 30 minutos de
incubacién, la biotina aumentd significativamente (p<0.05) el contenido del
nucledtido (6.62 + 0.26 pmol/islote/30min) con respecto al control (4.68 + 0.28
pmol/islote/30min) (Figura 10A). Los islotes tratados con el analogo del GMPc
también incrementaron el contenido de ATP (6.91 + 0.33 pmol/islote/30min). Los
aumentos producidos por la biotina y el GMPc fueron similares a los generados
por la glucosa (15mM) (7.12 + 0.22 pmol/islote/30min), pero no resultaron ser

sinérgicos (datos no mostrados).

También investigamos el vinculo entre la via de sefializacion de GMPc/PKG vy el
aumento en el contenido de ATP. Como se muestra en el panel B de la figura 10,
la inhibicion de la actividad de la PKG con Rp-cGMPS [10 uM] evita que los
niveles de ATP intracelular se incrementen en respuesta a la vitamina o al GMPc.
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Contenido de ATP (pmol/islote/30 min)

Figura 10. Efecto de la biotina o del GMPc sobre el contenido de ATP en islotes.
Islotes pancreaticos de rata se trataron con el vehiculo (PBS), con biotina [1 uM] o con 8-
Br-GMPc [1 uM], en ausencia (panel A) o presencia (panel B) del inhibidor de la PKG (Rp-
cGMPS [10 pM]). Como control, un grupo de islotes se traté con 15mM de glucosa.
Después de treinta minutos se determind el contenido de ATP por fluorometria. Cada
valor representa la media £ ES de 4 experimentos independientes. Barra negra: vehiculo
(PBS); barra blanca: biotina; barra gris claro: GMPc; barra gris oscuro: glucosa. Las
comparaciones fueron evaluadas por ANOVA de dos vias. * denota diferencias
significativas, p <0.05.



5.5 La biotina afecta la expresion de la glucocinasa pancreatica a través de la

accion autocrina de la insulina.

Para evaluar la participacion autocrina de la insulina en el aumento de la expresion
de la glucocinasa, neutralizamos a la hormona presente en el medio con
anticuerpos anti-insulina. Como se muestra en la Figura 11, los efectos de la
biotina y del GMP ciclico sobre la abundancia de mRNA de la glucocinasa no se

produjeron con la neutralizacion de la insulina.

La interaccion autocrina de la insulina con su receptor en la célula 3 pancreatica
activa cascadas de sefalizacion que juegan un papel importante en la expresion
de genes del islote pancreético (Leibiger, 2002; Navarro-Tableros, 2004; Aikin,
2006; Horrens, 1996). Profundizamos nuestro estudio investigando cual de las
vias de sefalizacion de la insulina interviene en el efecto de la biotina. Los islotes
cultivados en presencia de 100 nM de wortmanina, un inhibidor especifico de la
fosfoinositol-3-cinasa (PI3K), enzima de una de las vias de transduccion de la
sefal de la insulina, no presentaron aumentos en el MRNA de la glucocinasa en

respuesta a biotina o al GMPc (Figura 12).

También evaluamos la participacion de la proteina serin-treonin cinasa Akt
(también conocida como PKB), una importante mediadora de la accién metabdlica
de la insulina activada por la PI3K. Como se observa en la Figura 13, los islotes
tratados con biotina o con 8-Br-GMPc incrementaron al doble la abundancia del
MRNA de la glucocinasa con respecto a control. Sin embargo, en presencia del
inhibidor especifico de la Akt/PKB no se produjo el efecto de la biotina sobre la
abundancia del ARNm de la glucocinasa; resultados similares se observaron con
el tratamiento de GMP ciclico, indicando que tanto la vitamina como el nucleétido

participan en la misma via de sefializacion.
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Figura 11. Efecto de la neutralizacién de insulina en el medio de cultivo, en la
abundancia de mRNA de la glucocinasa inducida por biotina o por GMPc. Islotes
pancreaticos de rata se trataron con el vehiculo (suero normal) o con suero con
anticuerpos contra insulina 30 minutos antes de agregar al medio biotina [1 uM] o 8-Br-
GMPc [1 uM]. Después de dos horas el mRNA de la glucocinasa se cuantificé por RT-
PCR en tiempo real. Los datos son expresados en veces de incrementos relativos con
respecto a los islotes control. Barras negras: vehiculo (PBS); barras blancas: biotina;
barras grises: GMPc. Cada valor representa la media + ES de 4 experimentos
independientes. Las comparaciones fueron evaluadas por ANOVA de dos vias. * denota
diferencias significativas, p <0.05.
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Figura 12. Efecto de la inhibicion de la actividad de la PI3K en la abundancia de
MRNA de la glucocinasa inducida por biotina o por GMPc. Islotes pancreéaticos de
rata se trataron con el vehiculo (PBS) o con wortmanina [100 nM] 30 minutos antes de
agregar al medio biotina [1 uM] o 8-Br-GMPc [1 uM]. Después de dos horas el mMRNA de
la glucocinasa se cuantificd por RT-PCR en tiempo real.. Los datos se expresan en veces
de incrementos relativos con respecto a los islotes control. Barras negras: vehiculo (PBS);
barras blancas: biotina; barras grises: GMPc. Cada valor representa la media = ES de 3
experimentos independientes. Las comparaciones fueron evaluadas por ANOVA de dos
vias. * denota diferencias significativas, p <0.05.
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Figura 13. Efecto de la inhibicion de la actividad de Akt/PKB en la abundancia de
MRNA de la glucocinasa inducida por biotina o por GMPc. Islotes pancreéaticos de
rata se trataron con el vehiculo (PBS) o con el inhibidor de la Akt (PKB) [10 uM] 30
minutos antes de agregar al medio biotina [1 uM] 0 GMPc [1 uM]. Después de dos horas
el mRNA de la glucocinasa se cuantific6 por RT-PCR en tiempo real. Los datos se
expresan en veces de incrementos relativos con respecto a los islotes control. Barras
negras: vehiculo (PBS); barras blancas: biotina; barras grises: GMPc. Cada valor
representa la media + ES de 4 experimentos independientes. Las comparaciones fueron
evaluadas por ANOVA de dos vias. * denota diferencias significativas, p <0.05.



5.6 Efecto de la biotina sobre la actividad especifica de la glucocinasa.

También analizamos el efecto de la biotina sobre la actividad de la glucocinasa
(Figura 14). Nuestros resultados demostraron que, en los islotes tratados con
biotina 0 con GMPc, la actividad especifica de la glucocinasa pancreatica se
incrementd significativamente después de las 6 horas de tratamiento: (Control:
54.9+13; biotina: 93.7+17; GMPc: 109.9+14 pmol/h.islet; n=3).
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Figura 14. Efecto de la biotina y del GMPc sobre de la actividad especifica de la
glucocinasa pancreatica. Los islotes fueron tratados con el vehiculo (PBS) o con biotina
[1 uM] o GMPc [1 pM] durante 4 y 6 horas, y posteriormente se determiné la actividad
especifica de la glucocinasa. Los datos se expresan en porcentaje de incremento con
respecto a los islotes control. Barras negras: vehiculo (PBS); barras blancas: biotina;
barras grises: GMPc. Cada valor representa la media + ES de 4 experimentos
independientes. Las comparaciones fueron evaluadas por ANOVA de dos vias. Diferentes
letras denotan diferencias significativas, p <0.05.



6. DISCUSION

Los mecanismos moleculares mediante los cuales la biotina afecta la expresion
genética se han explorado solo parcialmente. En este estudio investigamos los
posibles efectores que participan en el efecto de la biotina sobre la expresion de la
glucocinasa pancreética. Nuestros resultados permiten por primera vez ensamblar
nuevos elementos en la via de sefalizacion de la vitamina y abren un nuevo
panorama en el entendimiento de los mecanismos moleculares de la biotina sobre la

expresion genética y el metabolismo de carbohidratos.

Los datos obtenidos apoyan el rol que juega la sefializacion via GMPc/PKG en la
expresion genética mediada por la biotina. La accion de esta vitamina sobre la
expresion de la glucocinasa es anéloga a la que se ha descrito en el efecto sobre
la traduccion del receptor de asialoglicoproteinas (Collins, 1988; Stockert, 1990,
1992, 1997) y el receptor de la insulina (De la Vega, 1999) en la linea celular
hepatica HepG2. Un mecanismo similar podria participar en la expresion de la
glucocinasa hepatica ya que Spence y Kouldelka (Spence, 1984) reportaron que
un aumento en la concentracion intracelular de GMPc precede al aumento de la
actividad de esta isoenzima en respuesta a la biotina. Sin embargo, nuestros
resultados no descartan la posibilidad de que otros mecanismos de accion de la
biotina como la biotinilacion de histonas, o los cambios en la heterocromatina que
participan en la expresion genética (Stanley, 2001; Kothapalli, 2005), pudiesen
coexistir en la accion de la vitamina, de manera similar a como se presenta, por
ejemplo, en la accion de las hormonas esteroideas, las cuales ejercen sus efectos

a través de diferentes mecanismos y vias (Cheskis, 2004).

La cascada de eventos que contindan después de la activacion de la guanilato
ciclasa / PKG en la transcripcion genética mediada por biotina se desconoce.
Utilizando diferentes blogueadores encontramos que el efecto de la biotina sobre
la expresion de la glucocinasa requiere de la secrecion de insulina. Nuestros
resultados revelaron que al inhibir de la secrecion de la insulina, tanto previniendo

el cierre de los canales de K* sensibles a ATP con diazoxido, o blogqueando los



canales tipo L de Ca?" activados por voltaje, se atenta el efecto inducido por la

biotina sobre la expresion de la glucocinasa pancreética.

En este estudio también demostramos que tanto la biotina como el 8-Br-cGMP
incrementan el contenido de ATP. Esta observacion es consistente con otras
evidencias que indican el efecto de ambos compuestos sobre la utilizacion de
glucosa y la produccién de ATP. En las células RINm5F y en islotes pancreaticos,
Laychock y colaboradores (1987, 1991) encontraron que el 8-Br-cGMP increment6
la utilizacion de glucosa. Por otro lado, Sone y cols. (2004) reportaron que en
islotes pancreaticos tratados con biotina se incrementa la produccion de ATP y
CO,, y que el aumento en la oxidaciéon de glucosa es proporcional al efecto
observado sobre la secrecién de insulina. Estos autores también observaron que
el estado 3 de la respiracion en mitocondrias hepaticas es mayor en respuesta a la
biotina (Sone, 2004). Dado que la secrecion de insulina estimulada por glucosa
involucra el acoplamiento clasico del cierre de los canales de K* sensibles a ATP,
como resultado de un aumento en la relacion ATP/ADP generado por la oxidacion
de la glucosa; los estudios previos de Laychock, 1(987) y de Sone, (2004)
aunados a nuestros resultados sugieren que el efecto de la biotina en los islotes
involucra a la secrecion de insulina, mediada por un incremento en los niveles de

oxidacion de la glucosa que conducen a un aumento en la produccion de ATP.

Los mecanismos moleculares que participan en el efecto de la biotina sobre el
contenido de ATP no han sido determinados. En este trabajo demostramos que la
actividad de la PKG es indispensable para incrementar el contenido de ATP en
respuesta tanto a la biotina como al GMPc, demostrando por primera vez que la
biotina participa en el metabolismo energético a través de la via de sefializacion
GMPc/PKG.

Los resultados obtenidos también nos indican que la expresiéon de la glucocinasa
inducida por la biotina requiere de la accion autocrina de la insulina y su

sefializacion a través de PI3K /Akt. Observamos que el efecto de la biotina en los



islotes tratados se suprimia cuando: a) la insulina secretada es neutralizada con
anticuerpos agregados al medio; b) al inhibir la actividad de la fosfoinositol-3
cinasa; y c) al inhibir la actividad de la PKB /Akt. De manera similar a nuestras
observaciones, Leibeiger y cols. (2001) reportaron que la sefializacion autocrina
de la insulina activa la transcripcion de la glucocinasa pancreatica a traves de la
activacion del receptor para insulina tipo B, y por el aumento en la actividad de la
fosfoinositol-3 cinasa clase Il y la PKB / Akt. Investigaciones mas recientes han
aportado evidencias que demuestran la participacion autocrina de la insulina en
diferentes procesos, como la transcripcién y traduccion genética, el influjo de
calcio y la misma secrecion de insulina (Uhles, 2007, Aikin, 2006; Leibiger, 2002);
en la sobrevivencia de islotes aislados (Aikin, 2006; Navarro-Tableros, 2004), y en
la supresion de un programa constitutivo de apotosis en las células 3 (Hoorens,
1996). El efecto de concentraciones farmacoldgicas de biotina sobre la accion
autocrina de la insulina siguiere que la vitamina podria tener una importancia
terapéutica en el desarrollo temprano de la diabetes, aumentando la sobrevivencia
de las células del islote, y en el cultivo y preservacion de los mismos, previo a su

transplante.

A la fecha existen dos estudios que han explorado cuales serian las proteinas
blanco del GMPc que median el efecto de la biotina. De la Vega y Stockert (1999,
2000) demostraron que la biotina, a través de la actividad de la guanilato ciclasa
soluble y la PKG, incrementa la fosforilacion de a-COP, una proteina del complejo
postransduccional COP-1 que regula la traduccion de los receptores hepaticos
para asialoglicoproteinas y para la insulina (De la Vega, 2000). En las células
HepG-2, la deficiencia de biotina incrementa la cantidad de proteinas que
participan en la via de sefalizacion mediada por tirosina cinasas (Rodriguez-
Melendez, 2005); estos autores asumen que dicho aumento requiere de la via de
sefializacion de la biotina mediada por GMPc. El disefio del presente estudio,
usando blogueadores e inhibidores de diferentes vias, nos permite identificar
aguellas proteinas cuya actividad participa en la sefalizacion de la biotina. Sin

embargo, esta aproximacién posee algunas limitaciones dado que algunos



inhibidores no son totalmente especificos (ver Anexo). La activacion de la PKG
puede activar por entrecruzamiento otras vias, incluso afectar directamente la
actividad de canales iénicos (Denninger, 1999). Por otro lado, tampoco podriamos
descartar la posibilidad de que, ademas de los eventos descritos, la biotina
también incremente en los islotes la traduccion del receptor de la insulina y que
este efecto contribuya al aumento en la expresion de la glucocinasa pancreética

(De la Vega, 2000). En estudios futuros planteamos analizar esta posibilidad.

De los conocimientos derivados de este trabajo establecimos un nuevo esquema
para explicar el mecanismo de accion de la biotina sobre la expresion de la
glucocinasa pancreética. El la Figura 15 se ilustran los eventos que intervienen en
la via de la sefializacién de la biotina posteriores a la actividad de la PKG.
Proponemos que una vez que la biotina es metabolizada en biotinil-AMP, se
involucra la via de sefalizacion mediada por la guanilato ciclasa y la PKG. Este
evento produce a un incremento la produccion de ATP intracelular, el cual induce
a la secrecion de insulina a través del cierre de los canales de K* sensibles a ATP,
y la consecuente apertura de los canales de Ca®" dependientes de voltaje. La
insulina liberada activa de manera autocrina a la via de sefializacion de PI3K / Akt,
la cual conduce a un aumento en la abundancia del mRNA de la glucocinasa
pancreatica.



Figura 15. Los mecanismos moleculares a través de los cuales la biotina afecta la
expresion de la glucocinasa pancreatica, requieren de la activacion de la via de
sefalizacién del GMPc, a través de la guanilato ciclasa y de la PKG. Esto conlleva al
aumento en los niveles de ATP intracelular y a la estimulacion de la secrecién de insulina
mediada por la actividad de los canales de potasio sensibles a ATP y de los canales de
calcio tipo L dependientes de voltaje. La insulina secretada actlla de manera autocrina
sobre las células del islote y activa la via de sefializacion mediada por la fosfoinositol-3-
cinasa y la proteina Akt, la cual incrementa la expresién de la glucocinasa pancreatica.



Las primeras apreciaciones de Dakshinamurti (Dakshinamurti, 1968) en la década
de 1960 sugerian que la biotina poseia efectos insulinotrépicos. Nuestros
hallazgos demuestran la participacion de la secrecion de la insulina y la via de
transduccion mediada por PI3K/Akt en la cascada de sefalizacion de la biotina.
Aunada esta observacion junto con los estudios que indican que la biotina
aumenta traduccion del receptor de la insulina (De la Vega, 1999), dan apoyo

molecular a la accion insulinotropica de la biotina.

La recomendacion de ingesta diaria de biotina es de 30 pg al dia (Food and
Nutrition Board, 1998). Varios estudios han demostrado que la deficiencia de
biotina afecta al metabolismo de los carbohidratos, lo que indica que la ingesta
diaria de biotina es necesaria para mantener la homeostasis de la glucosa
(Dakshinamurti 1968; Romero-Nararro, 1999; Sone 1999, 2000). Varios estudios
han demostrado que la administracion de dosis farmacoldgicas de biotina (en el
orden de miligramos) favorece la homeostasis de la glucosa (Reddi, 1988; Zhang,
1997; Coggeshall, 1985; Maebashi, 1993; Koustikos, 1966). De hecho,
actualmente se emplea esta estrategia para el tratamiento de la diabetes
(Albarracin, 2005; Singer, 2006). La suplementacién farmacolédgica de biotina (1.2
mg/dia) durante dos semanas alcanza una concentracion sérica de 9.4 a 47.7
nmol/L (Mock, 1997). En este trabajo y en uno previo (Romero-Navarro, 1999)
hemos demostrado que a estas concentraciones de biotina se incrementan tanto

la actividad como el mRNA de la glucocinasa en cultivos primarios de islotes.

El conocimiento de la acciébn molecular de las vitaminas ha permitido en la
actualidad el desarrollo de farmacos que ahora son empleados regularmente para
el tratamiento de diversas afecciones, al mismo tiempo que abre nuevas
perspectivas y conocimientos sobre las sefiales nutricionales y las funciones
biolégicas. En particular, el extenso conocimiento de las acciones genéticas de la
vitamina A y la vitamina D han dado fruto a agentes farmacoldgicos indicados en
el tratamiento de diferentes afecciones. En la actualidad varias compafias

farmacéuticas se encuentran investigando el uso de diversos compuestos



derivados de la vitamina A como nuevos agentes terapéuticos (Hinds, 1997), entre
ellas, en el tratamiento de diabetes tipo-2 (Mukherjee, 1997; Liu, 2000). En
contraste, el desarrollo de la investigacion sobre la biotina ha sido escaso, y es
solo recientemente que se ha reiniciado el estudio de sus efectos y mecanismos
de accion. Dada la importancia que posee la glucocinasa en la regulacion de la
glucemia y el efecto potencial de la biotina en el desarrollo de medicamentos de
accion hipoglucemiante, el conocimiento de los mecanismos de accion de la
biotina sobre esta enzima ayudard en la construccion del conocimiento para
determinar, de manera semejante a la trayectoria del estudio de otras vitaminas,
su uso futuro como medicamento y/o al desarrollo nuevos productos
farmacoldgicos, en el tratamiento de diabetes, enfermedad que representa un

importante problema de salud en México y en el mundo.



7. CONCLUSIONES

Los mecanismos moleculares a través de los cuales la biotina afecta la
expresion de la glucocinasa pancreatica, requieren de la activacion de la via de
sefalizacion del GMPc, a través de la guanilato ciclasa y de la PKG. Esto
conlleva al aumento en los niveles de ATP intracelular y a la estimulacion de la
secrecion de insulina mediada por la actividad de los canales de potasio
sensibles a ATP y de los canales de calcio tipo L dependientes de voltaje. La
insulina secretada actla de manera autocrina sobre las células del islote y
activa la via de sefalizacion mediada por la PI3K y la proteina Akt, la cual
incrementa la expresion de la glucocinasa pancreatica. Nuestros resultados
permiten por primera vez ensamblar nuevos elementos en la via de sefializacion
de la vitamina y abren un nuevo panorama en el entendimiento de los
mecanismos moleculares de la biotina sobre la expresién genética y en el

metabolismo de los carbohidratos.
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9. ANEXO

Informacion técnica de los inhibidores, proporcionada por el distribuidor.

9.1. ODQ: 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one

Este compuesto es un inhibidor altamente selectivo e irreversible de la guanilato
ciclasa soluble. Se une a su sitio activo, compitiendo con el 6xido nitrico. La
inhibicion es dependiente del tiempo, alcanzando un maximo a los 10 minutos, a

una concentracion de 0.3 uM. Es soluble en acetato de etilo y DMSO (5 mg/ml).

9.2. Diazoxido

Activador selectivo de los canales de K* sensibles a ATP del musculo liso vascular
y de las células B pancreaticas, por lo tanto, inhibe la secrecion de insulina. Actda
sobre la subunidad SUR1 del canal, regulando su apertura. Es soluble en metanol

(3.2 mg/ml) y en DMSO (10 mg/ml), presentando una coloracién amarilla.

9.3. Nifedipina

Esta dihidropiridina es un bloqueador del canal de Ca** tipo L sensible a voltaje,
con propiedades vasodilatadoras ya que inhibe el influjo de calcio hacia el interior
de la célula. También puede inhibir los canales de K* sensibles a Ca*" a
concentraciones de 100uM, asi como la sintesis de ADN y el crecimiento celular a
10 puM de nifedipina. Es soluble en DMSO, etanol, metanol y acetato de etilo (50
mg/mL), pero altamente susceptible a la degradacion a temperatura ambiente y a

la luz.

9.4. Wortmanina

La wortmanina es un antibiético aislado de Penicillium funiculosum, altamente
permeable a las células. Es ampliamente usado como inhibidor de la fosfatidil-
inositol -3 cinasa (PI3K) ya que bloquea directa e irreversiblemente la subunidad
catalitica (110 kDa) desde concentraciones de 1 nM y con valores de IC50 de 3

nM. También puede inhibir a otras enzimas, como la cinasa de la cadena ligera de



la miosina y la fosfolipasa D. Es soluble en methanol (5 mg/mL), acetate de etilo
(20 mg/ml) y DMSO (50 mg/mL)

9.5. Inhibidor de Akt (iAkt): 1L-6-Hydroxymethyl-  chiro-inositol-2-[(R)-2-
Omethyl-3-O-octadecylcarbonate]

Potente inhibidor de la proteina Akt o PKB (Proteina Cinasa B) que altera la
conformacion del sitio catalitico, disminuyendo su afinidad por los sustratos.
IC50=2.0uM. También se ha observado que inhibe débilmente a PI3K
(1C50=83uM).
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Abstract

Besides its role as a carboxylase prosthetic group, biotin has important effects on gene expression. However, the molecular mechanisms through which biotin
exerts these effects are largely unknown. We previously found that biotin increases pancreatic glucokinase expression. We have now explored the mechanism.
underlying this effect. Pancreatic islets from Wistar rats were treated with biotin, in the presence or absence of different types of inhibitors. Glucokinase mRNA
and 18s rRNA abundance were determined by real-time PCR. Adenosine triphosphate (ATP) content was analyzed by fluorometry. Biotin treatment increased
glucokinase mRNA abundance approximately onefold after 2 h; the effect was sustained up to 24 h. Inhibition of soluble guanylate cyclase or protein kinase G
(PKG) signalling suppressed biotin-induced glucokinase expression. The cascade of events downstream of PKG in biotin-mediated gene transcription is not
known. We found that inhibition of insulin secretion with diazoxide or nifedipine prevented biotin-stimulated glucokinase mRNA increase. Biotin treatment
increased islet ATP content (control: 4.6840.28; biotin treated: 6.62+0.26 pmol/islet) at 30 min. Inhibition of PKG activity suppressed the effects of biotin on
ATP content. [nsulin antibodies or inhibitors of phosphoinositol-3-kinase/Akt insulin signalling pathway prevented biotin-induced glucokinase expressior. The
nucleotide 8-Br-cGMP mimicked the biotin effects. We propose that the induction of pancreatic glucokinase mRNA by biotin involves guanylate cyclase and PKG
activation, which leads to an increase in ATP content. This induces insulin secretion via ATP-sensitive potassium channels. Autocrine insulin, in turn, activates

phosphoinositol-3-kinase /Akt signalling. Our results offer new insights into the pathways that participate in biotin-mediated gene expression.

© 2009 Published by Elsevier Inc.
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1. Introduction

In the last few decades, an increasing number of vitamin-mediated
effects have been discovered at the level of gene expression [1-3] in
addition to their well-known roles as substrates and cofactor [4].
Examples are the lipophilic vitamins A and D that serve as ligand
precursors of the hormone nuclear receptors superfamily and thus
affect systemic functions [1-3]. Although little is known about water-
soluble vitamihs as genetic modulators, there is increasing number of
examples of their effects on gene expression [5-8].
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Biotin is a water-soluble vitamin that acts as a prosthetic group of
carboxylases. Unrelated to this classic role as a carboxylase prosthetic
group, biotin regulates gene expression at both the transcriptional
and the translational level [G,8,9], and has a wide repertoire of effects
on systemic processes such as development [10,11], immunity [12,13]
and glucose metabolism [14,15]. Biotin affects gene expression at both
the transcriptional and the posttranscriptional level. DNA microarray
studies have aided in the identification of thousands of genes affected
by biotin [16,17].

The first evidence that biotin affects glucose metabolism was
reported by Dakshinamurti et al. [18] in biotin-deficient rats. They
observed that glucose tolerance test curves in biotin-deficient rats
were significantly higher than the curves of nondeficient rats [18].
They further demonstrated that these effects were the result of a
reduction in hepatic glucokinase (EC 2.7.1.1) activity [19]. and that the
stimulatory effect of biotin occurs at the level of transcriptian {20).
This group also found that biotin decreases the transcription of
hepatic phosphoenolpyruvate carbaxykinase (EC 4.1.1.32), a key
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enzyme that stimulates glucose production by the liver [21]. In
previous studies [22], we found that biotin stimulates the expression
and activity of the pancreatic isoform of glucokinase, which is
regulated differently than the hepatic isoenzyme [23]. We also
found that insulin secretion increased in response to biotin [22].
Furthermore, studies by our group [22] and others [24,25] have found
that the lack of biotin affects pancreatic islet functions.

‘The findings that' biotin has stimulatory effects on the
‘transcription of genes whose action favors glycemia reduction
and decreases the transcription of gluconeogenic genes support
other observations that indicate that pharmacological doses of
biotin decrease hyperglycemia [26-30]. In genetically diabetic KK
mice and in OLETF rats, biotin treatment lowered postprandial
glucose concentration and improved tolerance to glucose [26.27].
Hyperglycemia reduction was also observed in both type 1 and
type 2 diabetics treated with biotin [28,28). In hemodialysis
patients, pharmacological doses of biotin improved their oral
glucose tolerance tests [30]. Moreover, commercially available
drugs containing pharmacological amounts of biotin are currently
used in the treatment of diabetes [31,32}.

In spite of the extensive effect of biotin on gene transcription and
its present use as a pharmacological agent, the molecular mechan-
isms of the vitamin as genetic modulator are largely unknown. Two
different mechanisms appear to be involved in the genetic effects of
biotin: histone biotinylation [33-37] and a soluble guanylate cyclase
signalling cascade [38-42]. Histone biotinylation has been implicated
in heterochromatin structures, DNA repair, and mitotic chromosome
condensation and lifespan [34-36]. On the other hand, guanylate
cyclase activity is linked to gene expression of the enzymes involved
in its function as a cofactor, such as carboxylases and holocarboxy-
lase synthase [40|, and to translation of the asialoglycoprotein
receptor (38,39} and insulin receptor [39]. Solorzano-Vargas et al.
[40] have proposed that biotinyl-AMP, an intermediate of holocar-
boxylase synthethase catalytic action, activates soluble guanylate
cyclase. Activation of guanylate cyclase leads to increased production
of cyclic guanosine monophosphate (cGMP) [41,42], which in turn
‘stimulates protein kinase G (PKG). The cascade of events down-
stream guanylate cyclase/PKG in biotin-mediated transcription has
not been investigated yet. In the present study, we sought to
understand the mechanisms regulating biotin-induced pancreatic
glucokinase expression.

2. Methads and materials
2.1. Reagents

Dulbecca's Modified Eagle Medium (DMEM) with 5.5 mmol/L glucose, antibiotic
muxture (penicillin, streptomycin, amphotericin), dialyzed fetal bovine serum and
d-biotin were purchased from Gibco/Invitrogen Corp. (Grand [sland, NY, USA);
collagenase P, gluwse—G-p{\ospllate dehydrogenase and hexokinase from Roche
Diagnostics (Mannheim, Germany): wortmannin from Fluka/Sigma Aldrich (St
Louis, MO, USA): 8-Br-cGMP and ODQ (1-GH (1.2,4) oxadiazolo-(4,3-a) quinaxolin-1-
one) from ICN Biomedicals, Inc. (Costa Mesa, CA, USA). The Akt inhibitor 1L-6-
hydroxymemyl—chiroAinosim'l-Z-((R)—2—O—melhyl-3—0—octadecylcarbonate) was pur-
chased from Alexis Biochemicals (San Diego, CA, USA): Reporter Lysis Buffer from
Promega (Madison, WI, USA): TRIzol reagent, dNTP and M-MLV revecse transcriptase
from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA); ultrasensitive rat insulin enzyme-linked
immunosorbent assay from ALPCO Diagnostics (Salem, NH, USA}; Rp-cGMPS (Rp-8
(4~chlorophenylthio)-guanosine-3’,5'~cyclic monophosphothiorate), an inhibitor of
PKG. diazoxide and nifedipine from Sigma (St Louis. MQ, USA); normal rabbit serum
and serum anti-insulin were provided by Dr. Eufises Diaz (Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubirdan, Mexico). [mmunoassay kit for insulin
determination was purchased [rom ALPCO Diagnostics.

2.2, Animals

Wistar adult male rats (200-250 g) were obtained from the Biomedical Research
Institute of the National Autonomous University of Mexico. Environmental conditions
and light-dark cydes (12:12 h) were strictly controlled. Animals were handled
according to the National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory

Animals (National Academy of Sciences, Washington, DC, 1996). All methods were
approved by the [nternal Coundil and the Animal Care Committee of The Biomedical
Research Institute.

2.3, Islet culture

Overnight food-deprived Wistar aduit male rats (200-250 g) were anaesthetized
by intraperitoneal injection of sodium pentobarbita! (Pfizer, Mexico City, Mexico), and
their pancreas was removed. Finally, rats were killed by cervical dislocation.
Pancreatic islets were isolated as described previously [22]. Batches of 400 islets
were cultured in a biotin-free DMEM medium with low glucose (5.5 mmol/L).
supplemented with biotin-free 5% dialyzed fetal bovine serum and 200,000 U/L
penicillin G, 200 g/L streptomnydn and 0.5 g/L amphotericin B. After 16 h of
incubation at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO,, cultured media were
replaced and islets were treated or not with one of the following: vehicle (P8S); 0.01,
0.1, 1 umol/L of d-biotin; or 1 pmol/L 8-Br-cGMP, at different times as indicated in the
text. Inhibitors or antibodies were added 30 min before biotin or ¢<GMP treatment.
Concentrations of Inhibitors were 50 pmol/L ODQ; 10 pmol/L Rp-cGMPS; 250 pmol/L
diazoxide; 100 nmol/L wortmannin; 10 pmol/L PKB/Akt inhibitor; insufin antibody
serum diluted 1:1000. Ten micromoles per liter of nifedipine was added 15 min before
either d-biotin or 8-Br-cGMP treatment.

2.4. Messenger RNA analysis

After treatment, islets were coflected and total RNA was extracted with TRLzol. RNA
concentration was determined by absorbance at 260 nm, and its integrity confirmed by
electrophoresis on 1% denaturing agarose gel. Single-stranded cDNA was synthesized
from 0.5 pg of total RNA by reverse-transcription reaction with 500 U of M-MVL RT.
Glucokinase relative expression was evaluated In real-time PCR with materials and
methods supplied by Applied Biosystems. Twenty nanograms of cDNA was mixed with
TagMan universal PCR master mix, unlabeled PCR primers and TagMan MGB probes
(FAM dye-labeled), in a total volume of 25 pl. Forward and reverse primers sequence for
Ratus norvergicus glucokinase were GACAAGCGGCATCCTCCTCAATTGGA and CTAGA-
CAAGCGCATCCTCCTCAATT, respectively. Real-time PCR was performed on an ABI Prism
7700 Sequence Detector (Foster City, CA, USA). The samples were analyzed in triplicate
and corrected for the 18S ribosomal subunit used as internal standard. Standard curves
were constructed from 0.1 to 10 ng of ¢cDNA from untreated rat islets. Relative
glucokinase expression was calculated from cycle threshold (Ct) values by the
abundant relative quantification model of the AACt {43].

2.5. Glucokinase assay

Glucokinase activity was determined as reported previously [22]. Briefly, batches of
approximately 450 islets for each experimental group were isolated and cultured as
described above. After 16 h of incubation, cultured media were replaced and islets were
treated with either vehicle (PBS) or 1 pmol/L of d-biotin. After 6 h of incubation, islets
were harvested and centrifuged at 1200 rpm. Tissue pellets were lysed in 500
reporter lysis buffer, vortexed and cell membranes disrupted by three freeze-thaw
cycles. The lysates were then centrifuged at 4°C for 1 h at 35,000xg, in a Beckman
ultracentrifuge model Optima TLX. Supernatants were recovered and enzymatic
activity was assayed using NAD as coenzyme, Glucose-6-phosphate dehydrogenase
from Leuconostoc mesenteroides was used as coupling enzyme. Correction for
hexokinase activity was applied by subtracting the activity measured at 0.5 mM
glucose from the activity measured at 100 mM glucose.

2.6. Adenosine triphosphate determinotion

Islets were isolated and cultured as described above. Batches of 400 islets were
preincubated in PBS without glucose during 10 min, and then the PBS solution was
replaced by DMEM medium with 5.5 mmol/L glucose, treated with vehicle (PBS) or
1 pmol/L of d-biotin or 1 gnol/L 8-Br-cGMP for 30 min. Islets were then washed and
sonicated, and adenosine triphosphate (ATP) content determined at 30°C by following
the fluorescence signal of NADPH as described previously [44] in an RF5000 U
fluorophotometer (Shimadzu, Kyoto, Japan). The excitation and emission wavelengths
were 340 and 460 nm, respectively.

2.7. Insulin concentration assay

After 16 h of incubation, groups of 50 isiets were washed with secretion buffer | 22].
Then islets were incubated in DMEM medium with 5.5 mmwol/L glucose, treated with
vehicle (PBS), or 1 pmol/L of d-biotin or 1 pmot/L 8-Br-cGMP for 60 min. insulin
concentration in the media was analyzed using an ultrasensitive rat insulin enzyme-
linked immunosorbent assay.

2.8. Statistical analysis
The PRISM 2.01 program (GraphPad, CA. USA) and Statview statistical analysis

program v. 4.5 {Abacus Concepts. Berkeley. CA, USA) were used. Each result is
expressed as the mean+S.EM. of the number of experiments indicated in the texr. Data
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Fig. 1. Time course of the effect of either biotin or cGMP on glucokinase mRNA
abundance. Islets were treated at different times in the presence of vehicle, 1 pmol/L d-
biotin or 1 pmol/L 8-Br-cGMP. Data are expressed as fold change relative to that
measured in control islets. Values are represented as mean+S.LM. of three
independent experiments. Each time group was normalized to its vehicle control.
Bars with asterisk indicate significant differences between treatments (P<.01).

for the experiments in Iigs. 1 and 2, as well as insulin concentration in the cultured
media data, were analyzed using one-way ANOVA. Data presented in Table 1 and in
Figs. 3-7 were tested using two-way ANOVA with interaction (treatments, inhibitors).
Bonferroni correction was used for the post hoc detection of significant differences.
Difterences were considered significant at P<.05.

3. Results
3.1. Effect of biotin and cGMP on glucokinase mRNA

We compared the effect of biotin and of the nucleotide 8-Br-cGMP
on glucokinase mRNA abundance. Biotin treatment produced a
onefold increase of giucokinase mRNA abundance at 2 h compared
with controls (P<.01) (Fig.1). At 3 h, the increase was slightly reduced
(P<01) and maintained during the 24 h of treatment (P<.01).
Incubation with 1 pmol/L 8-Br-cGMP induced increased glucokinase
mRNA abundance of comparable magnitude and with similar kinetics
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Fig. 2. Effect of different concentrations of biotin on glucokinase mRNA abundance.
Islets were treated for 2 h in the presence of different concentrations of biotin. Data are
expressed as fold change relative to that measured in control islets, and values are
represented as mean+S.E.M. of four independent experiments. Bars with asterisk
indicate significant differences between treatments (P<.01).

as biotin. We also assessed the effect of different concentrations of
biotin on glucokinase mRNA expression (Fig. 2). We found that
glucokinase mRNA abundance increased in response to 0.01, 0.1 or
1 pmol/L of biotin (P<.01). The stimulatory effect of either biotin or
c¢GMP was also observed on glucokinase activity (control: 54.9413;
biotin; 93.74+17; cGMP: 109.9414 pmol/h per islet; n=3).

3.2. Requirement of cGMP signaling

To assess the role of soluble guanylate cyclase activity in biotin
signaling, we incubated pancreatic islets in a medium containing the
guanylate cyclase-specific inhibitor ODQ (1-H-(1,2,4)oxadiozolo
(4,3-a)quinoxalin-1-one). As shown in Table 1, the biotin response
was inhibited in ODQ-treated islets, while the cGMP response was not
affected (P<05). To investigate whether the effect of biotin occurs
through PKG, we preincubated pancreatic islets in the presence of the
PKG inhibitor Rp-cGMPS (Rp-8(4-clorophenylthio)-guanosine-3'5'-
cyclic monophosphoro thioate) before treatment with either biotin or
cGMP. In the presence of 10 pmol/L Rp-cGMPS, neither biotin nor
8-Br-cGMP induced an increase of glucokinase mRNA abundance
(Table 1).Our data indicate that soluble guanylate cyclase and PKG are
involved in the effects of biotin. The cascade of events downstream of
PKG in biotin-mediated gene transcription is not known. We next
investigated the actions that ensue guanylate cyclase/PKG activation
in biotin-induced glucokinase expression.

3.3. Requirement of insulin secretion

Previous reports (including our own) have reporsted that biotin
[22,24,25] and cGMP [45,46] induce insulin secretion. Since autocrine

Table 1
Effect of biotin and ¢cGMP on glucokinase mRNA abundance. in the presence of
inhibitors of soluble guanylate cyclase and PKG

Without inhibitors 50 umol/L ODQ 10 wnol/L Rp-cGMPS

Vehicle 140,16 1.1240.12 1.01£0.15
d-Biotin (1 pmol/L) 22540.12° 1.16+0.24 0.91+0.26
8-Br-cGMP (1 pmol/L) 2.06+0.28" 2.2740.16" 0.97-:0.13

Data are expressed as fold change relative to that measured in control istets, and values

represent the mean=S.E.M. of three independent experiments.
* Indicates significant differences compared with vehicle (P<.05).
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Fig. 3. Effect of either diazoxide or nifedipine on biotin- or cGMP-induced glucokinase mRNA abundance. slets were treated with vehicle or diazoxide or nifedipine before adding either
d-biotin or 8-Br-cGMP during 2 h. Data are expressed as fold change relative to that measured in control islets, and values represent the mean+S.E.M. of four independent experiments.

Bars with asterisk indicate significant differences between treatments (P<.01).

insulin is involved in pancreatic glucokinase expression [47] we
investigated whether the effect of biotin on glucokinase mRNA
abundance is mediated by an increase in insulin release. As expected,
we found that after 1 h of incubation islets treated with either biotin
or ¢cGMP significantly increased (P<.01) insulin concentration in
the cultured media (control: 0.644+0.11 nmol/L; biotin-treated:
1.60+0.57 nmol/L; 8-Br ¢cGMP-treated: 1.58+0.60 nmol/L; n=3).
Inhibitors of insulin secretion prevented biotin-stimulated glucoki-
nase mRNA increase. Islets pretreated with diazoxide, an ATP-
sensitive K* channel opener, did not increase glucokinase mRNA
abundance in response to either biotin or 8-Br-cGMP at 2 h (Fig. 3).
We also investigated the effect of nifedipine, an L-type voltage-
operated calcium channel blocker (Fig. 3). The results showed that
islets treated with biotin increased glucokinase mRNA abundance;
however, no effect of biotin or cGMP on glucokinase mRNA expression
was observed on nifedipine-incubated islets (Fig. 3). Neither
diaxozide nor nifedipine modified basal glucokinase mRNA abun-
dance in islets incubated with vehicle at 2 h.

3.4. Adenosine triphosphate content

The classic stimulus-secretion coupling pathway that mediates
glucose-induced insulin secretion involves an increase in ATP
production [48]. Hence, we evaluated whether the treatment with
biotin modified ATP content. Results showed that after 30 min of
incubation biotin treatment significantly increased (P=.01) ATP
content (Fig. 4); a similar response was observed in response to
cGMP (P<.01).

To assess whether biotin activation of the cGMP/PKG signalling

pathway leads to an increase in ATP content, we preincubated

pancreatic islets in the presence of the PKG inhibitor Rp-cGMPS before
treatment with either biotin or ¢cGMP. Inhibition of PKG activity
prevented the increase in ATP content in response to both biotin and
cGMP treatment (Fig. 4).
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fig. 4. Effect of either biotin or cGMP on ATP content, in the presence or absence of PKG
inhibitor. Islets were treated with either vehicle (PBS) or PKG inhibitor for 30 min
before addition of d-biotin or 8-Br-cGMP. ATP content was determined after 30 min of
incubation. Values represent the mean+S.E.M. of five independent experiments. Bars
with asterisk indicate significant differences between treatments. P values: bio-
tin=.0006; cGMP=<.0001.

Fig. 5. Effect of insulin neutralization in culture media on either biotin- or cGMP-
induced glucokinase mRNA abundance. Islets were treated with either serum (vehicle)
or anti-insulin serum during 30 min before adding either d-biotin or 8-Br-cGMP during
2 h. Data are expressed as fold change relative to that measured in control islets, and
values represent the meanXS.EM. of three independent experiments. Bars with
asterisk indicate significant differences between treatments. P values: biotin=.0163;
cGMP=.032.
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Fig. 6. Effect of phasphoinositol-3 kinase activity inhibition on either biotin- or cGMP-
induced glucokinase mRNA abundance. Islets were treated with either vehicle (PBS) or
wortmannin during 30 min before either d-biotin or 8-Br-cGMP was added to the
cultures for 2 h. Data are expressed as fold change relative to that measured in control
islets. The values represent the mean+S.E.M. of four independent experiments, Bars
with asterisk indicate significant differences between treatments (P<.01).

3.5. Requirement of autocrine action of insulin

Insulin antibodies added to the culture media inhibited the
response to biotin (Fig. 5). Similarly, insulin antibodies suppressed
the stimulatory effect of cGMP on glucokinase mRNA abundance
(Fig. 5). We next assessed the role of insulin signalling in biotin-
induced glucokinase. Pancreatic islets cultured in the presence of
100 mmol/L wortmannin, a phosphoinositol-3 kinase activity
inhibitor, did not increase glucokinase mRNA abundance in response
to either biotin or cGMP treatment (Fig. 6). We also analyzed the
involvement of the serine/threonine kinase PKB/Akt activity in
biotin-induced glucokinase mRNA. Islets treated with either biotin
or 8-Br-cGMP increased glucokinase mRNA abundance; however,
inhibition of Pi(B/Akt activity prevented the induction of glucoki-
nase mRNA (Fig. 7).

4. Discussion

The molecylar mechanisms by which bijotin regulates gene
expression are largely unknown. Biotin increases pancreatic glucoki-
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Fig. 7. Effect of PKB/Akt inhibition on either biotin- or cGMP-induced glucokinase
mRNA abundance. Islets were preincubated with either vehicle (PBS) or with PKB/Akt
inhibitor during 30 min before treatment either d-biotin or 8-Br-cGMP. for 2 h. Data are
expressed as fold change relative to that measured in control islets, and values
represent the mean+S.EM. of three independent experiments. Bars with asterisk
indicate significant differences between treatments (P<.D1).

nase activity and mRNA abundance, as reported previously [22]. In
this study, we explored the mechanisms involved in biotin-induced
glucokinase gene expression.

We found that activation of guanylate cyclase and PKG is part of
the signalling involved in the stimulatory effect of biotin on pancreatic
glucokinase expression. This mechanism is similar to the one involved
in posttranscriptional regulation of proteins such as asialoglycopro-
tein and insulin receptor [39], as well as in mRNA expression of
holocarboxylase synthetase (EC 6.3.4.10) [40], carboxylases [40,49] or
sodium-dependent multivitamin transporter [50]. Interestingly,
Spence and Koudelka [41] found that the effect of biotin on hepatic
glucokinase activity was preceded by an increase in ¢cGMP intracel-
lular concentration. Although the involvement of soluble guanylate
cyclase and PKG was not demonstrated in the mentioned studies, the
increase in cyclic nucleotide suggests that this signalling pathway may
also participate in biotin-induced hepatic glucokinase activity.

The cascade of events that follow guanylate cyclase/PKG activity in
biotin-mediated gene transcription is unknown. We found that
insulin secretion is required in biotin-induced glucokinase expres-
sion: inhibition of insulin secretion by preventing the closure of ATP-
sensitive K channels with diaxozide or by blocking L-type voltage-
activated Ca* channels abolished biotin-induced effects on pancrea-
tic glucokinase expression (Fig. 3). We also showed that either biotin
or 8-Br-cGMP increased ATP content (Fig. 4). The observed increase in
ATP is consistent with observations indicating that biotin and cGMP
augment the production of this nucleotide as well as glucose
utilization. In RINm5F insulinoma cells, Laychock et al. [45,46] found
that 8-Br-cGMP increases glucose utilization in isolated pancreatic
islets. In islets stimulated with biotin, Sone et al. [51] found that biotin
increases ATP and CO, production and that the glucose oxidation rate
was proportional to the effects observed in insulin secretion. They also
found in liver mitochondria that the state-3 respiratory rate increased
in response to biotin [51|. Since the classic stimulus-secretion
coupling pathway that mediates glucose-induced insulin release
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fig. 8. Proposed model of the pathways involved in biotin-induced pancreatic
glucokinase expression. We propose that the induction of pancreatic glucokinase
mRNA by biotin involves guanylate cyclase and PKG activation, which leads to an
increase in ATP content. This induces insulin secretion via ATP-sensitive potassium
channels. Autocrine insulin, in turn, activates phosphoinositol-3-kinase/Akt signatling.
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involves the closure of ATP-sensitive K* channel as a result of the
enhanced ATP/ADP ratio generated by glucose oxidation [48], these
studies [45,51] and our present results suggest that the effect of biotin
on islets involves insulin secretion, mediated by increased glucose
oxidation rates that in turn enhance ATP production.

The molecular mechanism involved in the effect of biotin on ATP
content has not been determined. We showed that PKG activity is
indispensable to increase ATP content in response to either biotin or
c¢GMP (Fig. 4). These results demonstrate for the first time that biotin
participates in fuel metabolism via cGMP/PKG signalling.

Our results also|indicate that biotin-induced glucokinase expres-
sion requires autocrine insulin signalling and PI3K/Akt signalling.
We found that the effect of biotin on treated islets was suppressed
by (a) neutralization of insulin secreted with insulin antibodies
added to the culture medium (Fig. 5); (b) inhibition of phosphoi-
nositol-3 kinase activity (Fig. 6); and (c) inhibition of PKB/Akt
activity (Fig. 7). Consistent with our findings, studies by Leibiger
et al. |[47] found that autocrine insulin signalling activates the
transcription of pancreatic glucokinase through the activation of the
B-type insulin receptor, phosphoinositol-3 kinase class Il-like activity
and PKB/Akt activity [47]. Recent investigations provide evidence
that autocrine insulin is used as a signalling pathway in several
processes that include gene transcription, translation, calcium flux,
and insulin secretion [52-54], survival of isolated islets [53,55] and
suppression of a constitutive apoptotic program in beta cells [56].
The effect of pharrEacological concentrations of biotin on autocrine
insulin action suggests that the vitamin may be of therapeutic
importance in the first stages of type 1 diabetes and in the culturing
and preservation of islets prior to transplantation.

* To our knowledge, two studies have explored which cGMP target
proteins mediate the effect of biotin: De la Vega and Stockert [38,39]
have pinpointed that biotin, via soluble guanylate cyclase activity and
PKG, increases phosphorylation of alpha-COP, a protein of the COPI
trans-acting complex factor that regulates translation and participates
in asialoglycoprotein receptor and insulin-receptor translation [39]. In
HepG-2 cells, biotin deficiency increased the abundance of proteins
involved in tyrosinfz kinase-mediated signalling [57]. However, this
study did not demonstrate whether the increased abundance of
tyrosine kinase cas¢ade proteins actually mediates biotin signalling.
The design of the present study, using blockers and inhibitors of
different pathways, allowed us to identify proteins whose activity is
involved in biotin tlgnalling. Nonetheless, this approach possesses
some limitations given that inhibitors may lack specificity. Also, our
studies cannot rule{ out the possibility that, along with the events
described herein, increased translation of insulin receptor [39] may
account for the effet of biotin on pancreatic glucokinase expression.
Further studies will be designed to generate additional insights into
biotin-dependent cell signalling.

In Fig. 8, we qepict our findings on the effect of biotin on
glucokinase expression., We propose that biotin signalling involves
guanylate cyclase/PKG activation, which triggers ATP production. The
increase of ATP induces insulin secretion via ATP-sensitive potassium
channels. Insulin, in turn, activates PI3K/Akt signalling, which
increases pancreatii’glucokinase mRNA expression.

Farsighted observations of Dakshinamurti [18,19,58] in 1968/1970
suggested that biotin possesses insulin-like effects. In our work, we
demonstrated that insulin secretion and insulin-receptor tyrosine
kinase PI3K/Akt signalling are involved in the effects of biotin. This
linding, along with %tudies by De la Vega and Stockert [39] showing
that biotin increases insulin receptor translation, lends molecular
support to the insulin-like effects of biotin [19].

The reference dietary intake (RDI} of biotin for adults is 30 ug/day
[59]. Several studies have demanstrated that biotin deficiency affects
glucose metabolism [18,19,22,24,25], indicating that biotin dietary
intake is required to maintain glucose homeostasis. On the other

hand, pharmacological doses of biotin (milligrams) favor glucose
homeostasis [26-30| and are currently used in the treatment of
diabetes [31,32]. Pharmacologic supplementation of biotin of 40x the
RDI (ie. 1.2 mg/day) for 14 days reaches serum concentrations in a
range of 9.4-47.7 nmol/L [60]. Present and previous results [22] show
that these concentrations increase both glucokinase activity and
mRNA abundance in cultured islets. How biotin-induced pancreatic
glucokinase contributes to glucose homeostasis in diabetic models is
currently being investigated in our laboratory.

Knowledge of the molecular mechanisms of different vitamins has
opened new perspectives that form a connection between nutritional
signals and biological functions. The best documented examples are
those involving the lipophilic vitamins A and D. Extensive research on
these vitamins has pointed to the broad spectrum of actions in which
they participate and has made it possible to develop new therapeutic
agents [61,63] against numerous diseases including diabetes |62,63].
In contrast, the study of the biological effects of biotin has been
scarcely studied. Understanding the mechanisms of action of biotin is
essential to determine its use as a therapeutic agent in the battle
against diabetes, a major global health problem. The present report
contributes to the understanding of the biotin signalling pathways
that participate in gene transcription and in glucose metabolism.
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