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RESUMEN

La biotina es una vitamina que actua como grupo prostético de las carboxilasas.
Se ha encontrado que en concentraciones entre 30 a 650 veces mayor a su
requerimiento diario (30 pg) es capaz de modificar varias funciones bioldgicas,
como la homeostasis de la glucosa y de los triglicéridos. En estudios previos en un
modelo experimental de ratones normales, la administracion durante ocho
semanas de una dieta conteniendo 56 veces la cantidad de biotina presente en la
dieta control disminuyd en el higado la expresién del mensajero del factor
transcripcional lipogénico SREBP-1c. En concordancia con este efecto la
expresion de las enzimas acido graso sintasa y acetil-CoA carboxilasa-1, genes
cuya transcripcion se encuentra regulada por SREBP-1c, disminuyeron
proporcionalmente a la reduccidn observada en el factor transcripcional. Sin
embargo, los ARNm de otras enzimas lipogénicas que se conocen estan
regulados por SREBPC-1c como la glucocinasa hepatica, de la estearoil-CoA
desaturasa y de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, no mostraron cambios
acordes a la disminucion de SREBP-1c, lo que sugiere que otros factores
transcripcionales que participan en la regulacion de la lipogénesis como ChREBP,
se encuentre participando en la compensacion por la disminucion de SREBP-1c.
En este trabajo analizamos el efecto de la suplementacion de biotina en la dieta
sobre la expresion proteica y del ARNm de ChREBP, asi como su localizacién
nuclear y citoplasmica del factor transcripcional en respuesta a una carga de
glucosa. También se analizé el contenido de glucosa-6-fosfato, metabolito que se
ha sugerido como senal en su translocacion hacia el nucleo. Ratones BALB/cANN,
machos recién destetados fueron alimentados con una dieta control o una dieta
suplementada con concentraciones 56 veces el contenido de la dieta control
durante 8 semanas, al final de este periodo los ratones se anestesiaron y se
extrajo el higado. Los resultados encontraron que la suplementacidén con biotina:
a) no modifico la expresion del ARNm ni de la proteina del factor transcripcional
ChREBP en condiciones de ayuno; b) tiende a aumentar la presencia de ChREBP

en el nucleo tanto en el ayuno como inducido por glucosa, sin embargo, el analisis

16



estadistico no mostré diferencias significativas; ¢) disminuye significativamente la
cantidad de glucosa-6-fosfato en el higado de raton. Los datos de este trabajo
sugieren, pero no permiten concluir, que los efectos de la biotina sobre ChREBP f3
se encuentre compensando la disminucién de SREBP-1c en la regulacion de la
transcripcion de genes lipogénicos: glucocinasa, estearoil-CoA desaturasa y de la
glucoa-6-fosfato deshidrogenasa. Sin embargo, es posible que otros factores
transcripcionales o mecanismos que participan en la regulacion de la lipogénesis,

se encuentren también participando.
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ABSTRACTS

Biotin is a water-soluble vitamin that acts as a prosthetic group of carboxylases.
Unrelated to this role, biotin at pharmacological concentrations, 30-650 times
greater than its requirement of 30 micrograms per day, modifies several biological
functions, such as glucose and triglyceride homeostasis. In previous studies we
found that in normal mice the administration of a diet containing 56-fold more biotin
than the control diet for eight weeks resulted in a decrease in the lipogenic
transcriptional factor SREBP-1c mRNA in liver. Concomitantly, the expression of
fatty acid synthase and acetyl-CoA carboxylase-1, whose transcription is regulated
by SREBP-1c diminished in the same proportion as that of SREBP-1c. In contrast,
the mRNA content of several other lipogenic enzymes that are regulated by
SREBP-1c such as hepatic glucokinase, stearoyl-CoA desaturase and glucose-6-
phosphate dehydrogenase, did not change under this condition, suggesting that
other lipogenic transcription factors, such as ChREBP, might compensate for
SREBP-1c decrease. In this work we investigated the effect of biotin
supplementation in the diet on the mRNA and protein content of ChREBP, as well
as on the nuclear and cytoplasmic ChREBP expression in response to glucose
administration. In addition, the content of glucose-6-phoshate was determined,
since this metabolite has been suggested to act as a signal for ChREBP nuclear
translocation. Male BALB/cAnN mice were fed a control or a biotin-supplemented
diet (56X) over 8 weeks post-weaning, at the end of this period, mice were
anesthetised and the liver was extracted. Our findings show that biotin
supplementation: a) Did not modify ChREBP’s mRNA and protein expression in
fasted conditions; b) ChREBP protein expression content in the nuclei in fasting or
in glucose-treated animals showed a tendency to increase, although the difference
was not statistically significant; c) glucose-6-phosphate content was significantly
diminished. The data presented suggest, but does not allow concluding, that biotin
effects on ChREBP-3 might compensate for the diminished expression of SREBP-
1c on the transcription regulation of the lipogenic genes: glucokinase, stearoyl-CoA

desaturase and glucose-6-phosphate dehydrogenase. However, it is also possible
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that other transcriptional factor(s) or mechanisms that participate in the regulation

of lipogenesis, might also been participating.
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1. INTRODUCCION

1.1 Biotina
La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B cuya funcién en el

organismo es ser grupo prostético de las carboxilasas, enzimas que catalizan
reacciones de carboxilacion dentro del metabolismo intermediario. Los humanos y
otros mamiferos no pueden sintetizar esta vitamina, de modo que deben obtenerla
de la dieta y, en menor medida, de la sintesis de novo realizadas por las bacterias
intestinales (McMahon 2002; Said 2012).

El nombre quimico de la biotina es acido hexahidro-2-oxo-1H-tieno-[3,4-d]imidazol-
4-pentoico. La estructura quimica de la biotina consiste en un compuesto
heterociclico, con un anillo que contiene un grupo ureido (-N-CO-N-) y otro que
contiene azufre formando el anillo de tetrahidrotiofeno y éste unido a una cadena
lateral de acido valérico (Figura 1). Es soluble en agua, insoluble en disolventes
organicos y estable entre un rango de pH 5 a 8 (Mock 2006; Sarawut y Wallace
2003).

o)
HNJ\NH
o """ COOH

Figura 1. Estructura de la Biotina, compuesta por un
anillo de imidazodilona y un anillo de tetrahidrotiofeno con
una cadena lateral de acido valérico.

Existen 8 posibles estereoisomeros de la molécula de biotina, pero solo el isémero

D-biotina es biolégicamente activo (Said, 2009).

Los humanos y otros mamiferos no pueden sintetizar la biotina, por lo que es
necesario consumirla en la dieta diaria. La biotina estd ampliamente distribuida en

alimentos como higado y rifiones, yemas de huevo, algunos vegetales y leche de
20



vaca representando buenas fuentes para esta vitamina. Se encuentra en los
alimentos principalmente unida al grupo €-amino de una lisina formando el dimero
biocitina, péptidos biotinilados o en forma libre (Said 2009; Dakshinamurti y
Chauhan 1994).

1.2 Requerimientos de biotina
La dosis diaria recomendada de biotina no se encuentra claramente establecida

debido a la incertidumbre de la contribucion de la biotina sintetizada por las
bacterias del intestino grueso, a la variabilidad en la evaluacion de los niveles de
biotina en el organismo y a la baja prevalencia de la deficiencia clinica de la biotina
(Said 2012; Mock 2006). Sin embargo, se estima una ingesta diaria recomendada
de biotina de 35 pg para nifos y mujeres en lactancia y 30 ug para adultos y

mujeres embarazadas (Food and Nutrition Board,1998).
1.3 Metabolismo de la biotina

1.3.1 Digestidon y absorcién de la biotina

Una vez que la biotina se ingiere en la dieta, las proteinas unidas a la biotina son
digeridas por peptidasas y proteasas hasta generar biocitina (biotinil-L-lisina) y
péptidos pequenos unidos a biotina (Figura 2). Después la biotinidasa, una enzima
presente en el jugo pancreatico, rompe el enlace entre la biotina y la lisina, y la
biotina libre se absorbe por los enterocitos de la porcidén distal del duodeno y la
proximal del yeyuno. A pH fisiolégico, el grupo carboxilo de la biotina se encuentra
cargado negativamente, por lo que la biotina requiere de un transportador para
cruzar las membranas plasmaticas. Este transportador es el SMVT (Transportador
multiple de vitaminas dependientes de sodio), que se encuentra en la porcion

apical de los enterocitos (Said 2012).

Una vez que la biotina cruza la membrana apical, su salida del enterocito también

se da a través de un transportador pero independiente de sodio (Mock 2006).
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1.3.1.1 Absorcion de biotina en los tejidos

Después de absorberse en el intestino, la biotina pasa al plasma, en el cual se
puede encontrar libre (81%), unida a proteinas de manera covalente (12%) o
reversible (7%) (Mock y Malik 1992). La biotina se absorbe de la circulacién por los
organos periféricos. La cantidad de biotina que se encuentra dentro de las células,
ya sea en forma unida o libre, depende del balance entre su absorcién, su
liberacion de apocarboxilasas, su incorporacion a las mismas, su liberacion de
proteinas biotiniladas y su catabolismo (Mock 2006) (Figura 2). La biotina en el
higado se encuentra principalmente en la mitocondria y en el citoplasma, mientras

que solo el 0.7% se encuentra en el nucleo (Zempleni 2005).
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Figura 2. Transporte y metabolismo de la biotina.
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El higado es el 6rgano que absorbe la mayor cantidad de biotina para su
metabolismo y utilizacion, y lo realiza a través del transportador multiple de
vitaminas dependiente de sodio (SMTV). Este mecanismo de transporte
dependiente de sodio, similar al que se encuentra en los enterocitos, también esta

presente en otros tejidos como rifidn, cerebro, corazén y placenta (Said 2012).

1.3.1.2 Transporte de la biotina intracelular

Parte de la biotina libre que se internaliza hacia la célula requiere transportarse
hacia la mitocondria, donde realizan sus funciones tres carboxilasas. EIl
mecanismo de transporte de biotina hacia la mitocondria se estudié utilizando
mitocondrias aisladas de hepatocitos, y se sugirié que es dependiente de pH. Se
cree que la biotina entra al espacio intramitocondrial en su forma protonada
(neutra), para posteriormente disociarse en su forma anionica (pKa = 4.5) en el pH
alcalino de la mitocondria, con lo cual queda atrapada dentro de la ella (Said
2012).

1.4 Funciones de la biotina

En los mamiferos la biotina actia como cofactor de cuatro carboxilasas que
participan en el metabolismo intermediario. Estas carboxilasas dependientes de
biotina son: piruvato carboxilasa (PC, EC 6.4.1.1), la cual convierte piruvato a
oxalacetato, siendo critica en la gluconeogénesis y en las reacciones
anaplerédticas del ciclo de los acidos tricarboxilicos; propionil-CoA carboxilasa
(PCC, EC 6.6.1.3), quien cataliza los pasos esenciales en el metabolismo de
aminoacidos, colesterol y acidos grasos de cadena impar; B-metilcrotonil-CoA
carboxilasa (MCC, EC 6.4.1.4), que participa en el metabolismo de la leucina; y
acetil-CoA carboxilasa (ACC, EC 6.4.1.2) existiendo dos formas genéticamente
distintas, la ACC1 que se localiza en el citosol y cataliza la unién de bicarbonato a
acetil-CoA generando malonil-CoA para la sintesis de acidos grasos y la ACC2
que se encuentra en la mitocondria y participa en la regulacién de la oxidacion de

los acidos grasos. Estas enzimas catalizan la incorporacién de bicarbonato, en
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forma de un grupo carboxilo, a sus respectivos sustratos (Mock 2006; Zempleni et
al. 2009; Shriver et al., 1993).

La biotina se une a las carboxilasas inactivas (apocarboxilasas) mediante una
reaccion de condensacion dependiente de ATP, catalizada por la enzima
holocarboxilasa sintetasa (HCS, EC 6.3.4.10). Primero, se forma un intermediario
de biotina y ATP, el biotinil-5’-adenilato. Posteriormente, el grupo carboxilo de la
cadena de acido valérico de la biotina y el grupo g-amino de una lisina en una
region especifica de la apocarboxilasa forman un enlace covalente. Estas regiones
de las apocarboxilasas contienen residuos de aminoacidos altamente conservados
entre especies. Una vez unida a la biotina, las holocarboxilasas son capaces de
formar un intermediario carboxifosfatos en presencia de HCOs- y ATP, para de
esta forma trasladar el CO2 de la biotinil al sustrato (Said 2012; Mock 2006;
Zempleni et al. 2009).

La biotina unida a las holocarboxilasas se libera en forma de biocitina por
degradacion proteolitica de las holocarboxilasas. Esta biocitina puede ser
reutilizada por otras carboxilasas, o catalizarse hacia biotin sulféxido o a
bisnorbiotina y posteriormente excretarse en orina (Said 2012; Mock 2006;
Zempleni et al. 2009).

1.5 Catabolismo de la biotina

En el organismo, el catabolismo de la biotina ocurre con baja frecuencia. Una
parte de biotina libre se oxida, produciendo biotin sulféxidos D y L, pero el anillo
ureido no se degrada. La oxidacion del sulfuro en la molécula de biotina ocurre en
el reticulo endoplasmico liso en una reaccion que depende de nicotinamida
adenina dinucleétido fosfato (NADPH) La cadena lateral del acido valérico se
metaboliza via mitocondrial por [(-oxidacién produciendo bisnorbiotina y sus
productos de degradacion, bisnorbiotin sulféxido y tetranorbiotina. Después de la
degradacion de biotina a tetranorbiotina, los microorganismos rompen y degradan

el anillo heterociclico (Mock 2006; Zempleni et al., 2009).
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La biotina se excreta principalmente a través de la orina. Aproximadamente el 95%
de la biotina de una dosis de 5mg/Kg es excretada en la orina de 24 h. La biotina
que no es absorbida va a las heces. Sin embargo, la mayoria de la biotina fecal es
de origen microbiano, ya que las bacterias del intestino producen biotina y ésta
también puede ser absorbida por el organismo. Debido a esta fuente bacteriana de
biotina, la excrecién urinaria puede llegar a exceder a la ingesta de biotina,
particularmente en casos de suplementacion con biotina para el tratamiento de

deficiencias de esta vitamina (Combs, 1992).

1.6 Efectos farmacolégicos de la biotina

Independientemente de su papel como grupo prostético de carboxilasas, se
observo que concentraciones farmacolégicas de biotina son capaces de modificar
la expresion génica (Rodriguez-Melendez 2003; Fernandez-Mejia 2005 y 2011).
También se observd que posee diversos efectos sobre procesos sistémicos como
la reproducciéon (Baez-Saldana 2009; Simmins 1983), el desarrollo (Watanabe
1996) y el metabolismo (Fernandez-Mejia 2005, 2010, Vilches-Flores 2005).

1.6.1 Efecto de la biotina sobre la homeostasis de la glucosa y de los
triglicéridos

Diversos estudios encontraron que la administracion de biotina a concentraciones
farmacolégicas modifica la homeostasis de estos metabolitos. Estudios en
pacientes diabéticos (Coggeshall et al., 1985; Maebashi et al., 1993; Koutsikos et
al., 1996) y en modelos experimentales de animales con resistencia a la insulina y
diabetes (Zhan et al., 1996; Zhang et al., 1997; Reddi et al., 1988) se encontraron
que la administracién de biotina reduce la hiperglucemia. Estudios clinicos de
pacientes con diabetes tipo 1 sin complicaciones clinicas a los cuales se
suplementdé con 16 mg/dia de biotina durante una semana, suspendiendo la
administraciéon de insulina exégena, se observé una disminucion de la glucosa en
ayuno (Coggeshall et al., 1985). En otro estudio con pacientes japoneses con
diabetes tipo 2, la administracion oral de 9 mg/dia de biotina durante un mes

disminuy6 las concentraciones de glucosa en ayuno (Maebashi et al., 1993). En
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pacientes de hemodialisis, una dosis de 50 mg/dia de biotina por 2 meses mejoré

la tolerancia a la glucosa (Koutsikos et al., 1996).

La suplementacién con biotina también disminuye la hiperglucemia en modelos de
animales de diabetes. En ratones de la cepa KK, un modelo animal de diabetes
tipo 2 moderada, el tratamiento con biotina por dia (2 y 4 mg/Kg de peso) durante
10 semanas disminuyd la glucosa post-prandial mejorando la tolerancia a la
glucosa (Reddi et al., 1988). Otro estudio con ratas Wistar con diabetes inducida
con estreptozotocina se encontré que la tolerancia a la glucosa mejoré con un
tratamiento de 800 pg/Kg de peso/dia de biotina durante 15 dias (Zhang et al.,
1997). Efectos similares se observaron en las ratas OLETF, una cepa que
desarrolla caracteristicas de diabetes tipo 2, con las cuales una suplementacién
con biotina (7.44 mg/Kg de alimento) durante 9 semanas también mejord la
tolerancia a la glucosa (Zhang et al., 1996). También en modelos de ratas con
diabetes tipo 2 las cuales fueron suplementadas con biotina (300 ug/Kg de peso
por dia) y picolinato de cromo (80 ug/Kg de peso por dia) y alimentadas con una
dieta alta en grasa se encontré una disminucion en la glucosa sanguinea (Sahin
et. al., 2013).

Igualmente, se observd que Ila administracion de biotina reduce las
concentraciones sanguineas de lipidos, tanto en investigaciones clinicas (Marshall
et al. 1980; Dokusova y Krivoruchenko, 1972; Baez et al., 2004; Revilla et al.,
2006) como en animales de experimentacion (Marshall et al., 1969 y 1976;
Dokusova et al., 1967; Larrieta et al., 2010). En estudios con humanos se observé
que la biotina modifico la hiperlipidemia. En voluntarios sanos la administracion de
0.9 mg/dia de biotina durante 4 semanas produjo modificaciones en los niveles de
lipidos plasmaticos, los cuales variaron dependiendo del tiempo de administracion,
encontrandose que durante las primeras dos semanas se incrementaron las
concentraciones de lipidos totales, fosfolipidos y lipoproteinas alfa y beta.
Posterior a este periodo, se observé una disminucion en las concentraciones de
lipidos y estas variaciones fueron mayores en los individuos que presentaron

hiperlipidemia (Marshall et al., 1980). En pacientes con ateroesclerosis e
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hipercolesterolemia, la administracion de 5 mg de biotina durante 4 semanas
produjo disminuciones en las concentraciones sanguineas de colesterol total
(Dokusova y Krivoruchenko, 1972). Otro estudio en pacientes con diabetes tipo 1,
la administracion oral de 40 mg de biotina/Kg de peso durante 3 meses produjo
disminuciones en las concentraciones sanguineas de glucosa, colesterol total,
lipoproteinas de baja densidad y triglicéridos (Hemmati et al., 2013). En nuestro
laboratorio encontramos que el tratamiento con 5 mg de biotina tres veces al dia
en pacientes con hipertrigliceridemia con o sin diabetes, disminuyo las
concentraciones de triglicéridos plasmaticos (Baez et al., 2004; Revilla et al.,
2006). Actualmente se cuentan con suplementos comerciales que contienen
concentraciones farmacologicas de biotina utilizados en el tratamiento de la
diabetes que reducen el indice aterogénico y la hipertrigliceridemia (Geohas et al.,
2007; Albarracin et al., 2005).

En estudios con animales de experimentacion también se encontré que la biotina
modifico la hiperlipidemia. En la cepa con ratas BHE con predisposicion genética
para desarrollar elevadas concentraciones sanguineas de glucosa y de lipidos
(Marshall et al., 1969), el tratamiento con biotina disminuyo las concentraciones de
lipidos séricos (Marshall et al., 1976). Otros estudios encontraron que la biotina
previno el desarrollo experimental de ateroesclerosis en conejos (Dokusova et al.,
1967). En modelos de ratas con diabetes tipo 2 las cuales fueron suplementadas
con biotina (300 pg/Kg de peso por dia) y picolinato de cromo (80 ug/Kg de peso
por dia) y alimentadas con una dieta alta en grasa se encontré una disminucion en

las concentraciones de colesterol total y acidos grasos (Sahin et. al., 2013).

Estudios en nuestro laboratorio demostraron que la administracion a ratones de la
cepa Balb/cAnN de una dieta de 13.5 mg de biotina/Kg de peso de ratén/dia
durante 8 semanas, redujo las concentraciones de triglicéridos sanguineos
(Larrieta et al., 2010).
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1.6.2 Efecto de la biotina sobre la expresion de genes del metabolismo de

carbohidratos

El efecto hipoglucemiante e hipolipemiante de la biotina se encuentra acorde con
observaciones que indican que la biotina aumenta la expresién de genes de
enzimas cuya actividad favorece la disminucion de las concentraciones de glucosa
sanguineas y reduce la expresion del ARNm de proteinas de accion
hiperglucemiante. Estudios pioneros revelaron que la administracion de biotina (1-
2 mg/Kg de peso) aumenta la actividad glucocinasa hepatica (Dakshinamurti et al.
1970). Subsecuentemente, se mostrd que este efecto se debié a un aumento en la
cantidad de ARNm que codifica para la glucocinasa hepatica (Chauhan y
Dakshinamurti, 1991). En hepatocitos en cultivo obtenidos de ratas a una
concentracion final de 10°°M de biotina aumenté la actividad de la glucocinasa
(Spence y Koudelka, 1984). El efecto inductor sobre la glucocinasa también se
observo para la isoenzima pancreatica (Borboni et al., 1996, Romero-Navarro et
al., 1999, Vilches-Flores et al., 2010).

La glucocinasa no es la unica enzima en el metabolismo de la glucosa que es
afectada por la administracion de biotina. En ratas diabéticas la administracion de
concentraciones farmacolégicas de biotina disminuyeron la expresién de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxicinasa hepatica (Dakshinamurti y Chauhan, 1994), una
enzima clave en la gluconeogénesis de accion hiperglucemiante. También otros
estudios en ratas diabéticas se observo que a las 3 horas de la administracion de
1mg de biotina/kg de peso se redujo la expresidon de otros genes gluconeogénicos
como la enzima glucosa-6-fosfatasa, y los factores transcripcionales HNF-4-alfa, y
FoxO-1 (Sugita et al., 2008).

1.6.3 Efecto de la biotina sobre la expresion de genes del metabolismo de
lipidos

El laboratorio donde efectué este trabajo de tesis, ha investigado los mecanismos
moleculares que participan en el efecto hipolipémico de concentraciones

farmacoldgicas de biotina. En ratones normales, la administracion durante ocho
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semanas de una dieta conteniendo concentraciones farmacoldgicas de biotina, 56
veces la presente en la dieta control, disminuy6 en el higado la expresion del ARN
mensajero del factor transcripcional lipogénico SREBP-1c (Larrieta et al., 2010).
En concordancia con este efecto, la expresién de las enzimas acido graso sintasa
y acetil-CoA carboxilasa-1, genes cuya transcripcién se encuentra regulada por
SREBP-1c (Foufelle et al., 2002), disminuyeron proporcionalmente a la reduccién
observada en el factor transcripcional. Un efecto similar se encontré en ratas con
diabetes inducida por estreptozotocina (Sugita et. al., 2008). No concordante con
la disminucion de SREBP-1c, el ARNm de la glucocinasa hepatica, de la estearoil-
CoA desaturasa y de la glucosa-6-fosfato, cuyos transcritos se conocen estan

regulados por SREBP-1c (Foufelle et al., 2002), no mostraron disminuciones.

En estudios subsecuentes profundizamos Ilos conocimientos sobre los
mecanismos post-transcripcionales y via de sefalizacion que participan en el
efecto hipotrigliceridémico de la vitamina (Aguilera-Méndez y Fernandez-Mejia
2012). Nuestros datos indican que la suplementacion con biotina disminuyen las
concentraciones plasmaticas e intrahepaticas de triglicéridos mediante un
mecanismo en que participan: aumentos en las concentraciones de GMPc y de la
forma activa de la AMPK; incrementos en la acetil-CoA carboxilasa-1 fosforilada,
forma inactiva de la enzima; disminuciéon en la forma madura del factor
transcripcional SREBP-1c y de la expresion proteica de la acido graso sintasa,
enzima cuya expresion esta regulada por este factor transcripcional. Estos
resultados indican que la disminucion que produce la biotina sobre la lipogénesis

se efectua tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional.

2. Metabolismo de los lipidos

2.1 Digestion de lipidos

Durante el ayuno, la energia proviene principalmente de los triglicéridos, los
cuales, en personas con indice de masa corporal normal, constituyen del 15 al

20% del peso total y proveen 9 kcal/g (Stryer 1988).
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En condiciones post-prandiales, los triglicéridos pueden provenir de la dieta o bien
pueden ser sintetizados de novo a partir de azucares mediante el proceso
denominado lipogénesis y son almacenados en el tejido adiposo cuando hay un

exceso de ellos (AbouRjaili et al., 2010).

Los trigliceridos que provienen de la dieta son hidrolizados por lipasas
pancreaticas en el lumen intestinal y emulsificadas por los &acidos biliares
formando micelas. El colesterol y el retinol de la dieta son esterificados con un
acido graso para formar colesteril-éster o retinol-éster. En esta forma los lipidos
son entonces empacados en particulas proteicas llamadas quilomicrones. Los
quilomicrones se encuentran constituidos por apoliproteinas, la mas abundante es
la ApoB-48, otras de las apoliproteinas presentes son la A-l, A-IV, C-I, C-ll y C-llI.
Los quilomicrones son secretados a la linfa intestinal y son transportados a la
circulacion. En las superficies endoteliales del tejido adiposo, principalmente, los
quilomicrones pierden su contenido de triglicéridos por la accion catalitica de la
enzima lipoprotein lipasa. Dependiendo de las necesidades del adipocito, los
acidos grasos liberados son oxidados o re-esterificados en triglicéridos. El proceso
mediado por la lipoprotein lipasa, también se lleva a cabo en el corazon y el
musculo esquelético (Kasper et al., 2005), sin embargo, se realiza en tiempo

posterior al post-prandio.

2.2 Lipogénesis de novo

Cuando existe un exceso de glucosa en la dieta, y ésta no puede ser almacena
debido a la saturacion de los depdsitos de glucogeno tanto en el higado como en
el musculo, a partir de ella se sintetizan triglicéridos mediante la lipogénesis de
novo (Stryer 1998).

La lipogénesis de novo o sintesis de acidos grasos de novo es la via metabdlica
que sintetiza acido grasos a partir de un exceso de carbohidratos. En condiciones
normales, la lipogénesis de novo se lleva a cabo en el higado y en el tejido
adiposo y es considerado como un contribuyente menor en el mantenimiento de la
homeostasis de triglicéridos séricos, ya que se considera que la mayoria de éstos
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provienen de la dieta (Bjorntorp y Sjostrom, 1978). Sin embargo, algunos estudios
sugieren que la lipogénesis hepatica de novo podria contribuir significativamente al
contenido de lipidos séricos en individuos con dietas ricas en carbohidratos
(Shwarz et al., 2003).

La lipogénesis de novo a partir de carbohidratos utiliza la via glucolitica para la
formacion de triglicéridos (Figura 3). El producto final de esta via, el piruvato, a
través de la accion catalitica de la piruvato deshidrogenasa, se convierte en acetil-
CoA y subsecuentemente en citrato en la mitocondria. A través de un acarreador
en la membrana el citrato sale del organelo hacia el citoplasma donde es

transformado por la citrato-liasa, en acetil-CoA.
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Figura 3. Lipogénesis hepatica de novo. La sintesis de novo de acidos grasos (B-reduccion) se
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sintesis de los acidos grasos. EI malonil-CoA mediante la acido-graso-sintasa
(FAS) se conjuga con una molécula de acetil-CoA para formar acetoacetil-CoA,
que se conjuga a su vez con el bloque basico, el malonil-CoA, formando un acido
graso con mayor numero de carbonos, este paso se repite hasta formar acidos
grasos de cadena larga (Bergen y Mersmann, 2005). El principal producto de la
lipogénesis de novo es el palmitato, pero el estearato y otros acidos grasos de
cadena corta son también generados (Ameer et al., 2014). Tres acidos grasos de
cadena larga se esterifican con una molécula de glicerol para formar triacilglicerol.
Los triglicéridos sintetizados en el higado son exportados a otros tejidos por las
proteinas de muy baja densidad (VLDL), en particular al tejido adiposo donde se

almacenan (Bergen y Mersmann, 2005).

2.3 Regulacion de la lipogénesis

La actividad de las vias metabdlicas que conducen a la sintesis de los lipidos en el
higado es fuertemente dependiente de las condiciones nutricionales. Una dieta
rica en carbohidratos estimula tanto la via glucolitica como la lipogénica, mientras

que el ayuno o una dieta rica en grasa disminuye su actividad (Postic et al., 2007).

La lipogénesis se promueve por la accion de la insulina y por el aumento de la
glucosa intracelular. En tanto se inhibe por el glucagon y por la condicién
energética de la célula mediante la relacion entre las concentraciones de ATP,
AMP y ADP (carga energética). La proteina mediadora de este proceso es la
proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK) (Foufelle et al., 2002).

La mayoria de las enzimas que participan en el proceso de lipogénesis, estan
reguladas por mecanismos moleculares postraduccionales y alostéricos pero
también se controlan a largo plazo mediante una modulacién de su tasa de
transcripcion. De hecho, ahora estad claro que la transcripcion de los genes
glucoliticos y lipogénicos requieren tanto la insulina y una alta concentracion de
glucosa para ser inducida totalmente (Foufelle et al., 2002) y que en ella participan

diversos factores transcripcionales.
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2.4 Regulacion transcripcional de la lipogénesis

A nivel transcripcional la lipogénesis esta regulada por diversos factores
transcripcionales. Los mejores estudiados son LXR (Liver Receptor alpha),
SREBP1c (Sterol Responsive Element Binding Protein 1c) y ChREBP

(Carbohydrate Responsive Element Binding Protein).

2.4.1 LXR a (Liver Receptor alpha)

LXRa es un factor transcripcional activado por ligando que pertenece a la
superfamilia de los receptores nucleares (Baranowski, 2008) y que actua como
sensor del colesterol (Calkin 2012); es activado por derivados del colesterol
incluyendo oxiesteroles y 24(S), 25-epoxicolesterol. LXRa se expresa en tejidos
con una alta actividad metabdlica incluyendo higado, tejido adiposo y macréfagos
(Calkin y Tontonoz, 2012).

Este factor transcripcional forma un heterodimero con el receptor retinoide X
(RXR) que unen a los elementos de respuestas a LXR (LXREs) en genes blancos
de LXR en asociaciéon con co-represores tales como SMRT (mediador de los
receptores de hormona tiroidea y retinoides) y NCoR (co-represor del receptor
nuclear (Willy et. al., 1995).

Una de las funciones importantes de LXR en el higado es la promocion de la
lipogénesis de novo. LXR estimula la lipogénesis a través de la induccién de la
expresion de SREBP-1c y en genes lipogénicos como acetil-CoA carboxilasa,

estearoil-CoA desaturasa y acido graso sintasa.

2.4.2 SREBP-1c (Sterol Responsive Element Binding Protein 1c)

SREBP-1c es un factor transcripcional que se expresa ampliamente en el higado y
tejido adiposo (Foufelle et al., 2002). SREBP-1c actia como mediador de la
insulina en la expresion de genes lipogénicos, habiéndose identificado sitios de
unién para SREBP-1c en los promotores de acetil-CoA carboxilasa, acido graso

sintasa, glicerol-fosfato acil-transferasa y estearoil-CoA desaturasa, enzimas
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criticas en la sintesis de los triglicéridos (Foufelle et al., 2002). Sin embargo, a
pesar de que esta bien establecido que este factor transcripcional juega un papel
importante en el control de la sintesis de triglicéridos, SREBP1c no regula absoluta
y unicamente la transcripcion de genes lipogénicos, sino que actua en sinergismo

con el factor transcripcional ChREBP (Postic et al., 2007).

2.4.3 ChREBP (Carbohydrate Responsive Element Binding Protein)

ChREBP es una proteina perteneciente a la familia Mondo de factores
transcripcionales bHLH/LZ altamente conservada entre las especies (Yamashita et
al., 2001). La expresion de ChREBP es mas abundante en el higado y en el tejido
adiposo (lizuka et. al., 2004), los sitios mas activos de la lipogénesis de novo.
También se expresa en otros tejidos que no son clasicamente lipogénicos como
en el intestino delgado, rifiones (Proctor et. al., 2006) e islotes pancreaticos (da
Silva Xavier et al., 2006). Su expresion es inducida en respuesta a una dieta alta
en carbohidratos pero no en respuesta a una dieta con alto contenido de acidos

grasos poliinsaturados (PUFA) o al ayuno (Dentin et al., 2005).

En ratones con diabetes tipo 1 y alteracidn en el metabolismo de los lipidos, se
encontré una acumulacion de triglicéridos en los rifiones debido al incremento en
la expresion y actividad de ChREBP. Sin embargo, la regulacion de este factor en
este tejido no se ha determinado aun (Proctor et. al.,, 2006). En células 3
pancreaticas se reportd tiene dos efectos disimbolos. ChREBP es un regulador
critico de genes glucoliticos y lipogénicos (PK y FAS respectivamente) y juega un
papel detrimental favoreciendo el desarrollo de glucolipotoxicidad y falla de la
célula B a través de la alteracion en la expresidn de genes en diabetes tipo 2 (da
Silva Xavier et al., 2006). Por otro lado se encontr6é que participa en la proliferacion
de las células B pancreaticas cuando son estimuladas por glucosa (Proctor et. al.,
2006).
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ChREBP se descubrié en el 2001 por el grupo de Uyeda y posteriormente se
identifico a su compafiero funcional, la proteina MiIx (Ma et al., 2005) que juntos
forman heterodimeros (Stoeckman et. al., 2004 e Ishii et.al., 2004) y que unen al
elemento de respuesta a los carbohidratos (ChoRE), el cual esta compuesto por
dos cajas E separadas por cinco pares de bases (Shih et.al., 1995 y Ma et.al,,
2006). El heterodimero ChREBP/MIx participa en el metabolismo de lipidos a
través de la regulacion de la expresion de genes lipogénicos como acido graso
sintasa (Fasn), acetil-CoA carboxilasa 1 (Acc1) y estearoil-CoA desaturasa 1
(Scd1) (lizuka et.al., 2004, Ishii et.al., 2004, Ma et. al., 2006 e lizuka et.al., 2006),
gluconeogénicos como glucosa-6-fosfatasa subunidad catalitica (G6pc) (lizuka
et.al., 2004, Pedersen et.al., 2007 e lizuka et.al., 2006) y glucoliticos como
piruvato cinasa hepatica (Pklr) y fructocinasa (Fk) (Yamashita et. al., 2001 e lizuka
et.al., 2004).

Este factor transcripcional presenta dos isoformas, ChREBP a y ChREBP
(Herman et al., 2012 y lizuka et al., 2013) los cuales estan compuesta de 864 y
687 aminoacidos respectivamente (Herman et al., 2012). ChREBP a contiene un
modulo sensor de glucosa (GSM) (Figura 4), también conocido como regiones
conservadas Mondo (MCR) compuestas de cinco subdominios MCR I-V, de los
cuales MCR I-IV corresponden al dominio LID, dominio inhibitorio para baja
glucosa (LID, residuos 37-192). También contiene un elemento conservado de
respuesta a glucosa (GRACE, residuos 197-298) (Li et al., 2006). ChREBP a
contiene una senal de localizacion nuclear (NLS) en MCR IV y dos sefiales de
exportacion nuclear (NES1 y NES2) unido por el factor de exportacion nuclear
Crml (Ge et al., 2011). La proteina 14-3-3 se encuentra unido constitutivamente a
MCR Ill y es necesaria para la respuesta con glucosa (Li et al., 2008). Esta
proteina contribuye a la localizacién citoplasmica de ChREBP (Sakiyama et al.,
2008 y Ge et al., 2011). En contraste, ChREBP 3 solamente contiene el elemento
conservado de respuesta a glucosa (GRACE) (Herman et al., 2012). ChREBP a se

localiza tanto en el nucleo como en el citoplasma y ChREBP B se encuentra
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solamente en el nucleo. Ademas ChREBP a y ChREBP [3 sensan la concentracion

de glucosa a través de diferentes mecanismos.

La actividad de ChREBP es regulada a través de modificaciones
postraduccionales como fosforilacion/desfosforilacion, acetilacion y
acetilglucosaminacion (lizuka et al., 2013). Aun existe controversia en la definicion
de los metabolitos que activan la translocacién de ChREBP, sin embargo xilulosa-
5-fosfato (X5P) (Kabashima et al., 2003, lizuka et al., 2013 y Towle et. al., 1997),

(2} ChREBP protein (ChREBPx)
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NE51 NES2 387 587 660 736 807 847
— \—.,(_ — \_Y ) \ﬂ’ A
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(b} ChREBP variant (ChREBPP) L
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Figura 4. Estructura de la proteina ChREBP. (a) ChREBP a. Esta proteina esta conformada por
864 aminoacidos y contiene varios dominios incluyendo una sefial de localizaciéon nuclear (NLS),
dos sefales de exportacion nuclear (NES1 y NES2) cerca del amino terminal, dominios de
poliprolina, un dominio bHLH/LZ y un dominio como cremallera de leucina. (b) ChREBP . Esta
proteina es producto de la traduccion del sitio de comienzo localizada en el exén 4 y la cual esta
conformada por 687 aminoacidos. A la proteina ChREBP B le faltan los primeros 177 aminoacidos
en comparacioén con la proteina completa ChREBP a.
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glucosa 6-fosfato (G6P) (lizuka et al., 2013, Towle et. al., 1997, Girard et al., 1997,
Li et al., 2010 y Dentin et al., 2012) y fructosa-2,6-bifosfato (lizuka et al., 2013 y
Arden et al.,2012) son las moléculas candidatas para la regulacién en la expresion
de genes blancos de ChREBP. EI mecanismo clasico propuesto para la regulacion
de la translocacién de ChREBP es a través de la fosforilacion/desfosforilacion
(Kawaguchi et al., 2001 y Kabashima et al., 2003).

Después de la estimulacién con glucosa, ChREBP a se transloca al nucleo para
unirse al ChoRE después de su desfosforilacion por una protein fosfatasa 2A. Bajo
condiciones de ayuno, ChREBP a es inactivado por fosforilacién en los residuos
Ser196, Ser626 y Thr666 por una protein cinasa dependiente de AMPc (PKA) y en
Ser568 por una protein cinasa dependiente de AMP (AMPK) (Kawaguchi et al.,
2001 y 2002).

Recientemente se ha reportado, la existencia de otras modificaciones
postraduccionales que modifican la actividad de ChREBP en respuesta a glucosa;
se ha observado que a altas concentraciones de glucosa, ChREBP es modificado
por acetilacion (Bricambert et. al., 2010) y por O-GlcNacilacion (Guinez et. al.,
2011). Sin embargo, la acetilacién y O-GlcNacilacion no influyen en el transporte
hacia el nucleo de ChREBP, pero si incrementa su actividad transcripcional dentro
del nucleo favoreciendo su reclutamiento hacia los sitios de union sobre el ADN
(Guinez et. al., 2011 y Bricambert et. al., 2010).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En estudios previos en un modelo experimental de ratones normales, la
administracion durante ocho semanas de una dieta conteniendo concentraciones
farmacoldgicas de biotina disminuyd en el higado la expresion del mensajero del
factor transcripcional lipogénico SREBP-1c. En concordancia con este efecto la
expresion de las enzimas acido graso sintasa y acetil-CoA carboxilasa-1, genes
cuya transcripcién se encuentra regulada por SREBP-1c (Foufelle et al., 2002),
disminuyeron proporcionalmente a la reduccion observada en el factor
transcripcional (Larrieta et al., 2010). Sin embargo, los ARNm de otras enzimas
lipogénicas que se conocen estan regulados por SREBP-1c (Foufelle et al., 2002)
como la glucocinasa hepatica, de la estearoil-CoA desaturasa y de la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa, no mostraron cambios acordes a la disminucién de
SREBP1c, lo que sugiere que otros factores transcripcionales podrian estar

compensando la reduccion de SREBP-1c.

Existen otros importantes factores transcripcionales que participan en la regulacion
de la lipogénesis como ChREBP. Es posible, por lo tanto, que este factor
transcripcional se encuentren participando en la compensaciéon por la disminucion
de SREBP-1c.

4. HIPOTESIS

El factor transcripcional ChREBP se encuentra participando en las acciones de la

biotina sobre la expresion de genes lipogénicos.

5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la participacién del factor transcripcional ChREBP en los efectos de la

biotina.
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6. OBJETIVOS PARTICULARES

Comparar los cambios en la expresién proteica y del ARNm del factor
transcripcional ChREBP entre ratones que reciban durante ocho semanas una

dieta control o una dieta suplementada con biotina.

Comparar los cambios en la localizacion nuclear y citoplasmica del factor
transcripcional ChREBP en respuesta a una carga de glucosa, entre ratones que

reciban durante ocho semanas una dieta control o una suplementada con biotina.

Comparar los cambios en el contenido de glucosa-6-fosfato en el higado de
ratones que reciban durante ocho semanas una dieta control o una dieta

suplementada con biotina.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Modelo animal

Ratones machos de la cepa BALB/cAnN recién destetados (21 dias postnatales)
se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
UNAM bajo ciclos de luz/obscuridad de 12 horas, con libre acceso a agua y
alimento durante todo el periodo experimental. Los procedimientos fueron
aprobados por el comité de Etica y Experimentacién del Instituto de
investigaciones Biomédicas. Diferentes lotes de ratones recibieron una dieta
control o una dieta suplementada con biotina durante ocho semanas, segun el
protocolo utilizado previamente en el laboratorio en el que se han observado los
distintos efectos que tiene la biotina sobre el metabolismo (Baez-Saldana 2009,
Larrieta et. al., 2010, Lazo de la Vega et. al.,, 2012 y Aguilera-Méndez e.t al.,
2012). La dieta control con concentraciones de 1.76 mg de biotina/Kg de alimento
(TD-01362, Harlan Teklad) fue suficiente para cubrir los requerimientos normales
de los ratones y la dieta suplementada con concentraciones de 97.7 mg de
biotina/Kg de alimento (TD-01363, Harlan Teklad), es decir 55.6 veces la
concentracion del grupo control, proporcion comparable a la que aportan los

suplementos vitaminicos de biotina recomendados para diabetes.

El peso corporal y el consumo de alimento se determinaron cada semana para
cada lote. Posterior a las ocho semanas de tratamiento, los ratones se ayunaron
durante 12 horas, se anestesiaron con sevoflurano (Sevorane®, Abbott
Laboratories) y se les extrajo el higado. Al finalizar la extraccion, los ratones se

sacrificaron por dislocacion cervical.

7.2 Curva de tolerancia a la glucosa

Al finalizar el periodo de la ingesta de la dieta durante ocho semanas, se realizo
una curva de tolerancia a la glucosa. A un lote de ratones que se mantuvieron en
ayuno durante 16 horas, se les inyectd 6 g de glucosa/Kg de peso corporal via
intraperitoneal. Se midieron las concentraciones de glucosa en sangre de la vena
de la cola utilizando un glucometro (FreeStyle Optium, MediSense, Inc., Abbott
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Laboratories.) antes de la inyeccién y a los 15, 30, 90, 120 y 180 minutos
posteriores a la inyeccidon de glucosa. Las frecuencias relativas fueron
determinadas utilizando el software GraphPad Prim Version 6.0 (GraphPad

Software, Inc.).

7.3 Induccién de la translocacién del factor transcripcional ChREBP al

nucleo

Ratones tratados con dieta control o dieta suplementada durante ocho semanas y
ratones no tratados proporcionados directamente por el bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la UNAM, se mantuvieron en ayuno durante 12
horas. Se dividieron en cuatro grupos de los cuales solo tres recibieron una
inyeccion de glucosa (6 g/Kg de peso corporal) via intraperitoneal. A una, 2, 4 y
hasta 6 horas después de la aplicacion de glucosa, se les extrajo el higado previa
anestesia con sevoflurano (Sevorane®, Abbott Laboratories). El grupo de ratones
que no recibieron una dosis de glucosa inmediatamente se les extrajo el higado
previa anestesia con sevoflurano (Sevorane®, Abbott Laboratories) y después se

sacrificaron por dislocaron cervical.

7.4 Fraccionamiento subcelular de higado

Todos los pasos del fraccionamiento subcelular y centrifugaciones se realizaron a
4°C en una centrifuga 5804R con un rotor F45-30-11 (Eppendorf, Alemania),
siguiendo el protocolo con minimas modificaciones, descrito por Alvarez-Delgado
et. al., 2010. El higado recién extraido se lavd en una solucion amortiguadora
isoténica (manitol 210 mM, sacarosa 70 mM, EDTA 1 mM, HEPES 10 mM, 0.5
mg/mL de albumina deslipidada e inhibidores de proteasas de Roche Diagnostics;
pH 7.5), posteriormente se homogenizé en un potter de vidrio con 4 mL de
solucion amortiguadora isotonica con 11 pases lentos, se centrifugd a 800 g
durante 25 minutos. El sobrenadante (fraccion citoplasmica) se separé y se guardo
a -20°C para su analisis posterior. El precipitado se resuspendié en 1 mL de
solucion amortiguadora isoténica y nuevamente se homogenizé y se centrifugé a

800 g durante 25 minutos; este proceso se repitio hasta completar un total de
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cinco homogenizaciones. El ultimo precipitado (fraccion nuclear cruda) se
resuspendio en 500 yL de solucién de lisis (HEPES 50 mM, KCI 50 mM, EDTA
1mM, EGTA 1 mM, ortovanadato de sodio 2 mM, DTT 1 mM, fluoruro de sodio 25
mM, pirofosfato de sodio 5 mM, Tritén X-100 0.1% e inhibidores de proteasas de
Roche Diagnostics), se sonico en frio en un Ultrasonic Processor por 10 ciclos con
3 seg de pulso a 60 Hz de amplitud, se centrifugd a 12,500 g durante 30 minutos,

se obtuvo el sobrenadante y se guardé a -20°C para su analisis posterior.

7.5 Determinacion de la concentraciéon de proteinas por el método de
Bradford

La determinacién de la concentracién de proteinas se realizd por el método de
Bradford utilizando el kit protein assay (Bio-Rad Laboratories, Inc.) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se realizé una curva estandar a partir de una solucion
de albumina bovina sérica (BSA, Sigma-Aldrich, Inc. USA) en un rango de 0-20
pg/mL. Se diluyeron 1 yL de cada muestra en 799 uL de agua destilada
desionizada, a cada tubo se le agregaron 200 yL de reactivo de Bradford, se
incubaron durante 5 minutos y se midieron las absorbancias a una longitud de
onda de 595 nm utilizando un lector de microplacas Sinergy HT (BioTeck

Instruments, Inc).

7.6 Western Blot

En geles de poliacrilamida al 10% (solucion de bis-acrilamida 30%, SDS 10%, Tris
1.5M pH 8.8, persulfato de amonio 10%, TEMED) se cargaron 50 ug de proteinas
de las fracciones nucleares y/o fracciones citoplasmicas en cada uno de los pozos.
Como marcador de peso molecular se utilizd Precision Plus Protein Standards
(Bio-Rad Laboratories, Inc.). Se realizd el corrimiento electroforético a 50 V
durante 1 hora y a 90 V durante dos horas mas, usando solucién de corrida (Tris-
base 25 mM, glicina 190 mM, SDS 10%) en el sistema de electroforesis Mini

Protean Il (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

Se realiz6 la electrotransferencia de las proteinas a membranas de nitrocelulosa

(Bio-Rad Laboratories, Inc.) o membranas de PVDF (Bio-Rad Laboratories, Inc.) a
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100 V durante 1.5 horas usando solucion de electrotransferencia (Tris-base 25
mM, glicna 190 mM, SDS 10%, metanol 20%) en el sistema de
electrotransferencia Mini Protean Il (Bio-Rad Laboratories, Inc.). Al terminar las
membranas se lavaron con TBS-T (Tris-base 50 mM, NaCl 166 mM, Tween 0.1%,
pH 7.4) durante unos minutos y después se incubaron con solucién de tincion rojo
ponceau (Sigma-Aldrich, Inc. USA) para la confirmacion de la transferencia de
proteinas. Después las membranas se lavaron con solucion TBS-T hasta la
desaparicion de las bandas tefidas por el rojo ponceau. Las membranas se
bloquearon con solucion de bloqueo (Tris-base 50 mM, NaCl 166 mM, Tween
0.1% pH 7.4, leche svelty baja en grasa 5%) durante 1 hora a temperatura
ambiente, después se incubaron con cualquiera de los siguientes anticuerpos
primarios: anti-ChREBP 1 pg/mL (ab81958, Abcam), anti-a-Tubulina 0.02 ug/mL
(B-7: sc-5286, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) y anti-phospho Histona H3 2 ug/mL
(Ser-10, Millipore Corporation). La incubacion fue a 4°C durante toda la noche. Al
dia siguiente las membranas se lavaron con solucion TBS-T durante 10 minutos
dos veces y se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente (cabra
anti-raton IgG-HRP 0.02 ug/mL (sc-2005, Santa Cruz Biotechnology, Inc.); cabra
anti-conejo IgG-HRP 0.1 pg/mL (sc-2030, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) durante
1 hora a temperatura ambiente. Las membranas se lavaron con solucion TBS-T
durante 10 minutos dos veces. La observacion de las bandas se realizo con el kit
Immobilon Western (Millipore Corporation) por reaccién de quimioluminiscencia y
mediante el uso del equipo Molecular Imager Chemidoc XRS System (Bio-Rad
Laboratories, Inc.). Las intensidades de las bandas obtenidas se cuantificaron por

densitometria utilizando el programa Imagen J 1.48q (HIMH, Bethesda, MD, USA).

7.7 Analisis de la expresion del ARNm de ChREBP en el higado

El ARN se obtuvo de los higados extraidos de los lotes de ratones utilizando el
reactivo Trizol (Invitrogen, Life Technologies). La cantidad del ARN se determiné
por espectrofotometria (NanoDrop ND-1000, USA) a 260 nm y la pureza del ARN
por la relacién de las densidades Opticas obtenidas (260/280 nm y 260/230nm). La
integridad del ARN se verificé en un gel de agarosa al 1.5%. Se obtuvo el ADNc
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en un volumen final de 20 pL a partir de 100 ng de ARN. En un tubo de reaccién
se agrego6 el ARN, 1 pL de Oligo dT (0.5uL/uL) (Invitrogen, Life Technologies) y 1
ML de dNTPs 10mM (Roche Diagnostics GmbH), la mezcla se calentdé a 65C por 5
minutos, se paso rapidamente al hielo, después se centrifugd por unos segundos y
se agregaron los siguientes componentes: 4 pL de buffer de reaccién 5X
(Invitrogen, Life Technologies), 2 uyL de DTT (Invitrogen, Life Technologies) y 1 pyL
de agua libre de RNAsas, se mezcldo suavemente y se incub6é a 37 C por 2
minutos, posteriormente se agregaron 200 unidades de la enzima
retrotranscriptasa reversa del virus M-MVL RT (Invitrogen, Life Technologies), se
incubd la mezcla a 37 C por 50 minutos y se realizo la inactivacion de la enzima a
70°C durante 15 minutos y finalmente se mantuvieron las muestras a 4C. Una vez
obtenido el ADNc, éste se empled como templado para llevar a cabo las

reacciones de PCR.

Se evalud la expresion del ARNm para el factor transcripcional lipogénico
ChREBP por PCR en tiempo real utilizando el equipo ABI PRISM 7000 Sequence
Detection System (Applied Biosystems). Para las reacciones de PCR se utilizd6 5
ng de ADNc en un volumen final de 12 pL. Para la mezcla de reaccién se utilizé
6.25 uL de reactivo TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) y
0.625 yL de sondas TagMan Mixipl Mm02342723 m1 marcadas el extremo 5’ con
el fluorocromo FAM. Como gen de referencia de expresion endogena se utilizé 3-
actina (Applied Biosystems). Las condiciones de amplificacién fueron: un ciclo
inicial a 50°C por 2 min, un ciclo de desnaturalizacion a 95°C por 10 min y 40
ciclos de amplificacion (desnaturalizaciéon, 95°C por 15 seg., alineamiento-
extension 60°C por 1 min). Las muestras se analizaron por triplicado. La expresién
relativa del gen de ChREBP se analiz6é con el método AACt (Livak y Dschmittgen,
2008) usando la B-actina como control interno y normalizando los resultados con

respecto a la expresion en el grupo control.
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7.8 Determinacion de glucosa-6-fosfato en el higado

Para la determinacién de glucosa-6-fosfato se siguié el protocolo de Hans-Jurgen
Hohorst (1963) basado en la reaccion acoplada de la enzima glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa (G6PDH) para la produccién de NADPH. a) Extraccién. 100 mg
de tejido hepatico congelado en nitrégeno liquido se agregaron a 500 uL de acido
perclorico al 6% y se homogenizaron utilizando un pistilo (PES-15-B-Sl, Axygen
Scientific) hasta la disgregacion completa del tejido. El homogenizado se
centrifugd a 3000 g (centrifuga 5804R, rotor F45-30-11; Eppendorf, Alemania)
durante 10 minutos. El sobrenadante se separ6 en un tubo de 1.5 mL (Eppendorf)
y al precipitado se le agregaron 100 pL de acido perclérico al 6% (Sigma-Aldrich,
Inc. USA) y 100 pyL de agua bidestilada, volviéndose a homogenizar hasta la
resuspension completa del precipitado. Se centrifugd nuevamente a 3000 g
durante 10 minutos y el sobrenadante se juntd con el anterior completando un
volumen final de 800 pL con agua bidestilada. b) Neutralizacién. A los 800 uL del
extracto se le agregaron 2 pyL de solucién indicadora (Anaranjado de Metilo,
Sigma-Aldrich, Inc. USA 50 mg en 100 mL de agua bidestilada,) y solucién de
carbonato de potasio 5M (K2COs, J.T. Baker), la cantidad necesaria para el viraje
de pH (pH 3.5) (entre 35 a 40 uL de K2COs3), se permitié la liberacién de CO2 y se
dejo reposar durante 10 minutos en hielo. ¢) Reaccién. La mezcla de reaccion

para la determinacion de glucosa-6-fosfato fue la siguiente:

Mezcla de Reaccidén
Extracto 125 uL
Buffer de hidrocloruro de trietanolamina 0.4 M, 125 UL
pH 7.6 (Sigma-Aldrich, Inc. USA) H
NADP+ , 20 mg en 1 mL de agua bidestilada
(Sigma-Aldrich, Inc. USA) 2.5uL
Cloruro de magnesio 0.5 M (J.T.Baker) 25uL
Lectura (E1) a 340 nm
Enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(Sigma-Aldrich, Inc. USA) 2L
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Lectura a 340 nm después de 5 minutos de
incubacion a temperatura ambiente (E2)

d) Calculos. Las concentraciones de glucosa-6-fosfato en cada una de las
muestras fueron calculadas de la diferencias en las densidades 6pticas, mediante

la siguiente férmula: AE x dil = pmoles de G-6-P/mg de tejido
exd

donde:

AE = diferencia de las densidades opticas (E2 — E1)
dil = Factor de dilucidn total en el ensayo
€ = coeficiente de extincion, 6.22 M-'cm™!

d = longitud de la luz en la celda (1 cm)

7.9 Analisis Estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con el software GraphPad Prim Version 6.0
(GraphPad Software, Inc. USA). Los datos se presentaron como la media * error
estandar (EE) y se analizaron mediante una Prueba t de Student y ANOVA de una
o de dos vias. Se considero una significancia estadistica con un valor de p menor
de 0.05 (P< 0.05).
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8. RESULTADOS

8.1 Efecto de la suplementacién con biotina sobre el peso corporal y la

ingesta de alimento

La suplementacion de biotina no modificd el peso corporal absoluto (Figura 5A) ni

relativo (Figura 5B) de los ratones.
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Figura 5. Curva de crecimiento de ratones de la cepa BALB/cAnN con tratamiento con dieta
suplementada con biotina durante 8 semanas después del destete. A. Peso corporal de ratones
con respecto al tiempo de duracion del tratamiento. B. Porcentaje de peso inicial con respecto a
cada uno de los tiempos durante el tratamiento. Los datos representan la media + EE de 4
repeticiones experimentales, n=39 para ambos grupos. ANOVA de dos vias, P=0.1772.
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Tampoco se observaron diferencias en el consumo de alimento relativo al peso del
ratdén en el grupo suplementado con respecto al grupo control (Figura 6), siendo la
ingesta diaria promedio de alimento de 0.14 + 0.014 g de alimento/g de peso
corporal en el grupo control, y 0.13 £ 0.011 g de alimento/g de peso corporal en el
grupo suplementado. Tomando en cuenta el contenido de biotina en la dieta, la
ingesta diaria de biotina fue de 0.24 pg de biotina/g de peso corporal para el grupo
control y de 12.7 ug de biotina/g de peso corporal para el grupo suplementado, lo

que representa 53 veces mas biotina en el grupo suplementado.
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Figura 6. Consumo de alimento control o suplementado con biotina en ratones de la cepa
BALB/cAnN durante 8 semanas de tratamiento después del destete. Los datos representan la

media + EE de 4 repeticiones experimentales; grupo control n=42 y grupo suplementado con
biotina n=43. ANOVA de dos vias, P= 6520.

8.2 Efecto de la suplementacién con biotina sobre la expresiéon del ARN

mensajero del factor transcripcional ChREBP en extracto de higado

Se analizé el efecto de la suplementacion con biotina sobre la expresién del ARN
mensajero de ChREBP en extractos de higado de raton que consumieron las
dietas control o suplementada durante 8 semanas después del destete. Los
resultados obtenidos revelaron un aumento no significativo (P>0.05) en la
expresion del ARNm de ChREBP (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de la suplementacion con biotina sobre la expresién de
ARNm del factor transcripcional ChREBP en extracto de higado de ratén
de la cepa BALB/cAnN tratados con una dieta control o suplementada con
biotina durante 8 semanas después del destete. Los resultados representan el
porcentaje de cambio con respecto a la expresion de (-actina. Los datos de la
grafica representan la media + EE de 6 ratones del grupo control y 7 ratones
del grupo suplementado. Prueba t de Student, P= 0.5021.

8.3 Efecto de la suplementacién con biotina sobre la expresién proteica del

factor transcripcional ChREBP en extracto de higado

También se analizé el efecto de la suplementacidon con biotina sobre la expresion
proteica de ChREBP en extractos de higado de ratédn que consumieron las
diferentes dietas, obteniéndose la presencia de la banda correspondiente a
ChREBP tanto para el grupo control como para el grupo suplementado, sin
embargo no se encontraron diferencias significativas (P>0.05) entre los grupos
analizados (Figura 8).
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Figura 8. Efecto de la suplementacién con biotina sobre la expresiéon proteica
del factor transcripcional ChREBP en extracto de higado de ratén de la cepa
BALB/cAnN tratados durante 8 semanas después del destete. A. Western Blot
representativo de ChREBP. a-Tubulina fue utilizada como referencia de extracto de
higado. B. Analisis densitométrico de la expresion de ChREBP en extracto de higado
de ratén. Los datos de la grafica representan la media + EE de 6 ratones para cada
grupo. Prueba t de Student, P=0.4369.

8.4 Efecto de la suplementaciéon con biotina sobre la expresion proteica del
factor transcripcional ChREBP en fraccioén citoplasmica

Se ha reportado que en condiciones de ayuno ChREBP se localiza de forma
inactiva en el citoplasma (Kawaguchi et al.,, 2001, Ishii et al., 2004). Como

siguiente paso de nuestro estudio se analiz6 la expresidén proteica del factor
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transcripcional ChREBP en condiciones de ayuno de fracciones citoplasmicas. No
se encontraron diferencias significativas (P>0.05) por efecto de la biotina entre los

grupos analizados (Figura 9A y 9B).

A
Fraccién Citoplasmica
Control Biotina
ChREBP
——— — — a-Tubulina
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Figura 9. Expresion proteica del factor transcripcional ChREBP en la fraccién
citoplasmica de higado de ratén de la cepa BALB/cANnN tratados durante 8 semanas
después del destete. A. Western Blot representativo de ChREBP. Como proteina de
referencia citoplasmica se utilizé a-Tubulina. B. Analisis densitométrico de la
expresion de ChREBP en la fraccién citoplasmica. Los datos de la grafica representan
la media + EE de 3 ratones para cada grupo. Prueba t de Student, P=0.7508.
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8.5 Induccién de la translocacién nuclear del factor transcripcional ChREBP

por efecto del incremento de la glucosa intracelular

Como se ha descrito, concentraciones altas de glucosa produce la translocacion
nuclear de ChREBP (Kawaguchi et al., 2001, Ishii et al., 2004) quien de esta
manera se une a sus elementos de respuesta en el ADN regulando asi la

transcripcion.

Como un indicativo de la actividad de la proteina se planteé analizar la
translocacion del factor transcripcional hacia el nucleo en respuesta a altas
concentraciones de glucosa. En un estudio piloto se usaron ratones a los que se
les administré 6 g de glucosa/Kg de peso de ratdn via intraperitoneal y se analizo
el curso temporal de la presencia del factor transcripcional en el nucleo. Cabe
senalar que estos ratones recibieron una dieta Chow de bioterio control (2018S
Teklad Global 18% Protein Rodent Maintenance Diet, Harlan Teklad). En la Figura
10 se muestran los resultados en donde se observa un aumento gradual en la
intensidad de la banda correspondiente a ChREBP con respecto al tiempo cero
siendo mayor a las 2 horas después de la aplicacion de la glucosa y una

disminucién a partir de las 6 horas.

Fraccion Nuclear

Oh 1h 2h 4h 6h

-y | ChREBP

pHH3

Figura 10. Presencia del factor transcripcional ChREBP en
fracciones nucleares de higado de raton de la cepa
BALB/cAnN. Western blot representativo de la translocacion de
ChREBP como respuesta a la administracion de 6 g de
glucosa/Kg de peso de ratéon con respecto al tiempo. Como
proteina de referencia nuclear fue utilizada pHH3.
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8.6 Efecto de la suplementacion con biotina sobre la translocacion del factor
transcripcional ChREBP hacia el nucleo en respuesta a glucosa con

respecto al tiempo

Una vez montada la metodologia para determinar el curso temporal de la
translocacion de ChREBP, se procedi6 a analizar cual es el efecto de la
suplementacién de la vitamina sobre la translocacion de este factor transcripcional.
En extractos nucleares provenientes de ratones que recibieron la dieta con y sin
biotina durante 8 semanas se analizé la expresion proteica de ChREBP al tiempo

0, asi como a 1y 4 horas después de la administracion de la glucosa.

Como se muestra en la Figura 11, si bien, la suplementacion con biotina aumenté
la presencia de ChREBP en el nucleo con respecto al grupo control en cada uno
de los tiempos analizados, esta diferencia no fue significativa (P= >0.05).
Igualmente, el curso temporal del efecto de la glucosa, reveld una translocacion
mas pronunciada en el grupo control que en el grupo suplementado, sin embargo,

el analisis estadistico tampoco mostré diferencias significativas.
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Figura 11. Efecto de la suplementaciéon con biotina sobre la translocaciéon del
factor transcripcional ChREBP en respuesta a glucosa con respecto al tiempo.
A. Western blot representativo de fracciones nucleares de higado de ratén de la cepa
BALB/cAnN tratados con una dieta control o suplementada con biotina, a los que una vez
terminado el tratamiento, se les administraron 6 g de glucosa/Kg de peso de ratén. Como
proteina de referencia nuclear fue utilizada pHH3. B. Analisis densitométrico de la
translocacion de ChREBP en fracciones nucleares del grupo control y suplementado. Los
datos de la grafica representan la media + EE de 3 ratones. ANOVA de dos vias, P=0.0763.

8.7 Efecto de la suplementacion con biotina sobre la presencia del factor
transcripcional ChREBP en el citoplasma en respuesta a glucosa con

respecto al tiempo
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Figura 12. Efecto de la suplementacién con biotina sobre la presencia del factor
transcripcional ChREBP en fracciones citoplasmicas de higado de ratén de la
cepa BALB/cAnN. A. Western blot representativo de la fraccion citoplasmica de
higado de raton tratado con una dieta control o suplementada con biotina durante 8
semanas después del destete, a los que se les administraron 6 g de glucosa/Kg de
peso de ratén. Como proteina de referencia citoplasmica fue utilizada a-Tubulina. B.
Analisis densitométrico de la presencia de ChREBP de la fraccion citoplasmica del
grupo control y suplementado con biotina. Los datos de la grafica representan la
media + EE de 3 ratones. ANOVA de dos vias, P=0.4095.

Como contraparte del estudio anterior también se analiz6 la presencia del factor
transcripcional de ChREBP en respuesta a la glucosa en las fracciones
citoplasmicas obtenidas a partir de ratones que fueron tratados con una dieta

control y/o suplementada con biotina durante 8 semanas. Los resultados
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mostraron bandas del factor ChREBP de intensidad semejante entre los dos

grupos (Figura 12).

8.8 Efecto de la suplementacién con biotina sobre el curso temporal de las

concentraciones de glucosa sanguinea

Estos experimentos se complementaron con el analisis del curso temporal de las
concentraciones de glucosa sanguinea durante el periodo de inyeccion de 6 g de

glucosa/Kg de peso corporal via intraperitoneal. Los resultados obtenidos se
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Figura 13. Determinacion de glucosa sanguinea en un curso temporal después de la
administraciéon de glucosa intraperitoneal en ratones de la cepa BALB/cAnN tratados con una
dieta control o suplementada con biotina durante 8 semanas después del destete. Los ratones
recibieron una inyeccion intraperitoneal de 6 g de glucosa/Kg de peso corporal. En cada punto de
la curva se muestra la distribucion del conjunto de datos respecto a la mediana tanto para el
grupo control (circulos azules) como grupo suplementado con biotina (circulos rojos).
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muestran en la Tabla 1 y en la Figura 12. Estos son reportados como frecuencias
relativas debido a que la deteccidén del glucometro usado presentdé una
sensibilidad maxima de 500 mg/dL, siendo las cantidades mayores reportadas por
el equipo con la leyenda “HI” (Figura 13). Los resultados mostraron que a los 15
minutos después de la inyeccion de glucosa, la frecuencia relativa de las
concentraciones de glucosa fue de 26.7% (Tabla 1), sin embargo para el grupo
control, la mayoria de las concentraciones de glucosa sanguinea fueron mayores
a 500 mg/dL (Figura 13) con una frecuencia relativa de 46.7% (Tabla 1). No fueron
hasta los 30 minutos después de la aplicacion de glucosa cuando las
concentraciones de glucosa sanguinea de la mayoria de los ratones del grupo
suplementado sobrepasaron los 500 mg/dL (frecuencia relativa del 40%) al igual
que las concentraciones de glucosa para el grupo control (frecuencia del 46.7%)
(Figura 13).

Rangos GRUPO CONTROL GRUPO SUPLEMENTADO
(mg/dL) | 0min | 15min | 30 min | 90 min |120 min|180 min| 0 min | 15min | 30 min | 90 min | 120 min | 180 min
n 18 15 15 15 10 6 19 15 15 15 10 6

40 -100 66.6 10.0 83.3 78.9 10.0 66.7
101 -150 33.3 20.0 70.0 16.7 211 6.7 13.3 70.0 33.3
151- 200 33.3 20.0 33.3 10.0

201 -250 13.3 26.7 13.3 20.0

251 - 300 6.7 13.3 13.3 26.7 10.0

301 - 350 13.3 6.7 13.3 6.7

351 - 400 6.7 13.3

401 - 450 6.7 13.3 20.0 20.0

451 - 500 13.3 26.7 6.7 26.7 13.3 6.7

mayor 500 46.7 46.7 13.3 40.0

Tabla 1. Distribucion de las frecuencias relativas (%) de las concentraciones de glucosa
con respecto al tiempo después de la aplicacion de glucosa intraperitoneal en ratones de la
cepa BALB/cAnN. Se aplicaron 6 g de glucosa/Kg de peso corporal via intraperitoneal, a ratones
tratados con una dieta control o suplementada con biotina durante 8 semanas después del
destete.
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8.9 Efecto de la suplementacién con biotina sobre la cantidad de glucosa-6-
fosfato en higado de ratén

Como se ha descrito en la introduccion uno de los inductores propuestos como
regulador de la transcripcion del factor transcripcional ChREBP es la glucosa-6-
fosfato (lizuka et al., 2013, Dentin et al., 2012 y Arden et al., 2012) por lo que se
decidié analizar el efecto de la suplementacién con biotina sobre la cantidad de
este metabolito en higado de ratones a los cuales se les dio la dieta control y la
dieta suplementada durante 8 semanas, al finalizar se les aplicaron 6 g de
glucosa/Kg de peso corporal via intraperitoneal. Dicho analisis se realizé a las 1.0,
1.5, 2, 3 y 4 horas después de la administracion de glucosa y al tiempo 0 donde

los ratones no recibieron glucosa.
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Figura 14. Efecto de la suplementacion con biotina sobre la cantidad de
glucosa-6-fosfato en higado de ratéon de la cepa BALB/cAnN. Los datos de
la grafica representan la media + EE de varios ratones. ANOVA de dos vias,
diferencias significativa por tiempo (*, **, ** P< 0.05) y por tratamiento
(3P=0.0421).

Los resultados encontraron que la administracion de glucosa aumenté la

concentracion de glucosa-6-fosfato con respecto al tiempo (Figura 14). En tanto
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que la comparacidon entre los grupos reveld que la concentracion de glucosa-6-
fosfato fue significativamente menor en el grupo suplementado a las 1.5 horas

(P=0.0421) con respecto al grupo control (Figura 14).

9. DISCUSION

En estudios previos se demostré que la suplementaciéon con biotina en la dieta
durante un periodo de ocho semanas disminuyé en el higado la expresion del
ARN mensajero del factor transcripcional lipogénico SREBP-1c, y de enzimas
reguladas por este factor como la acetil-CoA carboxilasa 1 y la acido graso sintasa
(Larrieta et al., 2010). Sin embargo, se observé otras enzimas que también se
encuentran bajo la regulacion de SREBP-1c, como son glucocinasa hepatica y
estearoil-CoA desaturasa, no fueron modificadas por el tratamiento, lo que sugiere
que otros factores transcripcionales podrian estar compensando la reduccion de
SREBP-1c. Esta compensacion podria estar dada por el factor transcripcional
ChREBP que en conjunto con SREBP-1c regula la expresion de genes
lipogénicos. En este trabajo se analizé el efecto de la suplementacion con biotina

en la dieta sobre el factor transcripcional ChREBP.

En el mismo modelo experimental en que se obtuvieron los datos que dan origen
al presente estudio encontramos que la administracion de una dieta suplementada
con biotina durante ocho semanas no modificd significativamente el ARN
mensajero de ChREBP, ni sus concentraciones proteicas citoplasmicas en

condiciones de ayuno.

Debido a que los anticuerpos existentes para la deteccion de ChREBP no
discriminan entre la forma activa o inactiva fue necesario establecer una estrategia
para la deteccion de la forma activa, debido a que concentraciones altas de
glucosa producen la translocacion nuclear de ChREBP (Kawaguchi et al., 2001,
Ishii et al., 2004), quien de esta manera se une a sus elementos de respuesta en
el ADN regulando asi la transcripcion de sus genes blanco. Como un indicativo de

la forma activa de la proteina se planteé analizar la presencia del factor
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transcripcional, para la cual se administraron concentraciones altas de glucosa
para activar la translocacion de ChREBP hacia el nucleo. El grupo de Postic
reportd una dosis de 5 g de glucosa/Kg de peso por raton de la cepa C57BL/6J via
oral para lograr tal efecto (Guinez et al., 2011). Debido a que en nuestros
experimentos se realizaron en ratones BalbC, y diversos estudios han encontrado
que esta cepa es menos sensible a la glucosa y a desarrollar sindrome metabdlico
(Montgomery et. al., 2013; Smith et. al., 2000; Cardinal et. al., 1998; Coleman et.
al., 2012), en nuestro laboratorio decidimos utilizar una cantidad de 6 g de
glucosa/Kg de peso, la cual se administré via intraperitoneal. Los resultados
obtenidos en los experimentos sobre el efecto de translocacion del factor
transcripcional ChREBP en un curso temporal encontraron un aumento en la
presencia proteica de ChREBP en el nucleo, posteriormente la presencia de la
proteina disminuyo a las 6 horas, tiempo maximo utilizado en estos experimentos.
Un resultado similar lo obtuvo el grupo de Guinez y cols. (2011) quienes
reportaron por medio de inmunofluorescencia en secciones de higado de raton
sobre el efecto de la translocaciéon nuclear de ChREBP a las 4 y 8 horas como

respuesta a una carga de glucosa oral.

Una vez que logramos observar el efecto de translocacion de ChREBP por
induccion de glucosa, analizamos el efecto de la suplementacién con biotina sobre
la translocacién de este factor. Como se ha descrito, existen dos isoformas para
este factor: ChREBP a que se localiza tanto en el nucleo como en el citoplasma y
ChREBP B que se encuentra unicamente en el nucleo (Herman et al., 2012). Si
bien nuestros resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas
en la translocacion de ChREBP se observé un aumento en su expresion en el
nucleo aun en ausencia de la estimulacion con glucosa (tiempo 0) lo que sugiere
que la isoforma B esta incrementada en respuesta a la suplementacion con biotina.
Por otro lado, los aumentos, si bien discretos, de ChREBP en el nucleo inducida
por la glucosa administrada podrian ser el resultado de la isoforma translocable
alfa. Sin embargo, dado que se desconoce la rapidez de transcripcidn y traduccion

de la isoforma beta en respuesta a la glucosa, no se puede descartar la posibilidad
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de que sea induccion en la expresion de ésta la responsable del aumento. Es por
lo tanto necesario realizar experimentos para diferenciar el tipo de isoforma del
factor transcripcional para llegar a una conclusion, asi como para profundizar en la

observacion de la falta de cambios de ChREBP en el citoplasma.

En nuestro estudio también analizamos el efecto de la suplementacion con biotina
sobre las concentraciones de glucosa sanguinea en los ratones a los que se les
administré glucosa. Los resultados revelaron que el grupo suplementado mostro
diferencias menores en niveles de glucosa por arriba de 500 mg/dL que los
ratones control a los 15 y 30 minutos, siendo la suma de las frecuencias a estos
tiempos de 93.4 en el grupo control y de 53.4 en el grupo suplementado.
Interesantemente, en el grupo suplementado se observd una mayor frecuencia de
ratones con niveles de glucosa por arriba de 500 mg/dL a los 30 minutos con
respecto a los 15 minutos, lo que sugiere un retardo en la absorcién de la glucosa
administrada. Se necesitaran otros estudios para dilucidar los mecanismos que

participan en este efecto.

Si bien existen discrepancias sobre la sefal de translocacion de ChREBP hacia el
nucleo (Kabashima et al., 2003, Dentin et al., 2012 y Li et al., 2010), estudios
recientes han reportado a la glucosa-6-fosfato como un inductor de ésta. Por ello,
fue también de nuestro interés analizar las concentraciones de uno de los
inductores propuestos en la translocacion, la glucosa-6-fosfato. En esta serie de
experimentos se analizé el curso temporal del efecto de la suplementacion con
biotina sobre la cantidad de la glucosa-6-fosfato después de la aplicacién de
glucosa. Los resultados mostraron menores concentraciones de glucosa-6-fosfato
en el grupo suplementado (P<0.05). La menor concentracion de este metabolito
no es acorde con la tendencia del aumento observado de ChREBP en el nucleo en
particular en ayuno, lo que podria apoyar que es la forma beta del factor

transcripcional la que se encuentra aumentada.

Dado que existen discrepancias sobre la sefial de translocaciéon de ChREBP hacia
el nucleo (Kabashima et al.,, 2003, Dentin et al., 2012 y Li et al.,, 2010) seria
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interesante evaluar otros de los metabolitos putativos de esta accion como la
xilulosa-5-fosfato (Kabashima et al., 2003, lizuka et al., 2013 y Towle et. al., 1997)
y la fructosa-2,6-bifosfato (lizuka et al.,, 2013 y Arden et al.,2012), asi como
modificaciones postraduccionales como fosforilacion/desfosforilacion, acetilaciéon y
acetilglucosaminacion (lizuka et al., 2013), que se han propuesto como
mecanismos participantes en la translocacion. Por otro lado, resulta interesante
sefalar que en estudios previos en nuestro laboratorio, la suplementacién con
biotina aumentoé la expresion del ARNm de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH) (Larrieta et al., 2010), una enzima de la via de la pentosas. Este efecto
podria estar aumentando el rapido consumo de glucosa-6-fosfato y podria estar
aumentando la formacion de xilulosa-5-fosfato en la via de las pentosas, uno de

los metabolitos propuestos para la translocacion nuclear de ChREBP.

Kamaguchi y cols. (2002) reportaron que un aumento de la proteina sensora de
energia AMPK inhibi6 la union al DNA de ChREBP y por consiguiente su actividad.
Estudios en nuestro laboratorio demostraron que la suplementacion con biotina
aumentoé tanto la masa proteica como la abundancia de la forma fosforilada de
AMPK (Aguilera-Méndez et. al., 2012). Por consiguiente debido a la
suplementacién con biotina en nuestros estudios, la presencia de ChREBP en las
fracciones nucleares deberia ser menor con respecto al grupo control, pero
encontramos el efecto contrario, sin embargo no se analizé la union de ChREBP al
DNA por lo que es necesario otros experimento que demuestren que la presencia

de ChREBP en el nucleo es funcional.

De acuerdo con nuestro planteamiento del problema, los resultados de este
trabajo no permiten concluir que los efectos de la biotina sobre ChREBP se
encuentre compensando la disminucién de SREBP-1c en la regulaciéon de la
transcripcion de genes los genes lipogénicos: glucocinasa, estearoil-CoA
desaturasa y de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa. Es posible que otros
factores transcripcionales o mecanismos que participan en la regulacion de la

lipogénesis, como LXR se encuentre participando, en particular para la estearoil-
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CoA desaturasa, gen cuya expresion se sabe es regulado por este factor
transcripcional (Calkin A.C.and Tontonoz P. 2012, Schultz J.R. et. al., 2000).

10. CONCLUSIONES

La suplementacion con biotina no modifica la expresion del ARN mensajero ni de

la proteina del factor transcripcional ChREBP en condiciones de ayuno.

La suplementacién con biotina no modifica las concentraciones del factor
transcripcional ChREBP en el citoplasma en condiciones de ayuno ni después de

la administracién de glucosa.

La suplementacion con biotina tiende a aumentar la presencia de ChREBP en el
nucleo tanto en ayuno como inducido por glucosa. Sin embargo, el analisis

estadistico no mostro diferencias significativas.

La suplementacién con biotina disminuye significativamente la cantidad de

glucosa-6-fosfato en el higado de raton.

11. PERSPECTIVAS

Determinar la expresién del ARNm de las isoformas de ChREBP.

Analizar la expresion proteica de las isoformas de ChREBP por estudios de

Western-blot en las fracciones celulares citoplasmicas y nucleares.

Analizar la translocacion de ChREBP por técnicas de microscopia por

inmunofluorescencia.

Analizar la participacion de otros factores transcripcionales que pudiesen estar
contrarrestando la reduccién de SREBP-1c, en la expresién de glucocinasa
hepatica, de Ila estearoil-CoA desaturasa y de Ila glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa.
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