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Resumen.

Introduccién: El estudio de las vitaminas han puesto de manifiesto que, ademds de su efecto
clasico, las vitaminas poseen otros mecanismos de accidén y que éstos pueden variar dependiendo
de su concentracién. La biotina es una vitamina hidrosoluble perteneciente al complejo B que
participa en el metabolismo como grupo prostético de las carboxilasas. La ingesta recomendada
de la vitamina es de 30 Hg. Se ha demostrado que en concentraciones farmacoldgicas,
aproximadamente 1.5 a 3 érdenes de magnitud por arriba de sus requerimientos diarios, esta
vitamina es capaz de modificar procesos celulares y sistémicos del organismo. Estos efectos se
encuentran relacionados con la expresion de genes y son independientes de su accién como grupo
prostético de las carboxilasas. Existen dos teorias para explicar el mecanismo de accién de la
biotina sobre la expresidn de genes: la biotinilacion de histonas y la activacién de la via de
sefalizacién de la Guanilato Ciclasa Soluble/Proteina Cinasa G. Varios estudios han demostrado
gue concentraciones farmacoldgicas de biotina modifican el metabolismo de lipidos tanto en seres
humanos como en modelos animales normo o hiperlipidémicos. En estudios realizados
previamente, nuestro grupo de trabajo reportd que la biotina reduce la expresion de genes de
enzimas y factores transcripcionales de la via lipogénica y que estos efectos difieren entre el
higado y el tejido adiposo. De igual manera se demostré que dicho efecto hipolipemiante esta
relacionado con un aumento en las concentraciones de GMPc y la activacion de la proteina cinasa
dependiente de AMP (AMPK) en el higado. Se ha documentado que las acciones farmacoldgicas de
la biotina difieren entre los tejidos y que la AMPK es regulada de manera tejido-especifica. En este
trabajo se investigaron los efectos de la suplementacion con biotina sobre la AMPK, asi como de
sus blancos moleculares: acetil-CoA carboxilasa-1 y -2 en el tejido adiposo. Asi mismo, se estudio
el efecto de la suplementacion con biotina sobre la lipdlisis en el mismo tejido. Metodologia: Se
utilizaron ratones sanos machos Balb/cAnNHsd los cuales fueron destetados a los 21 dias de
nacidos y alimentados durante 8 semanas con una dieta control o una suplementada con biotina
(la concentracion de biotina en cada formulacion fue de 1.76 o 97.7 mg/kg respectivamente) a
partir de este punto. Se determind el contenido de GMPc, la abundancia de las formas fosforiladas
de AMPK, acetil-CoA carboxilasa-1 y —2, la tasa lipolitica basal Resultados: Los datos obtenidos
durante el desarrollo del presente trabajo mostraron que los ratones que recibieron la
suplementacion con una dieta conteniendo 56 veces el contenido de biotina presente en la dieta
control tuvieron en el tejido adiposo un aumento en el contenido de GMPc . Ademas se observo

un incremento en la abundancia relativa de las formas fosforiladas de AMPK (activa). Acorde con



la activacién de esta enzima se encontré un aumento en las formas inactivas (fosforiladas) de la
acetil-CoA carboxilasa 1 y 2. Los niveles basales de lipélisis no sufrieron cambios en respuesta al
tratamiento. Conclusiones: Estos resultados demostraron por primera vez los efectos de la
suplementacion de biotina en el tejido adiposo sobre la activacion de AMPK y el incremento en el
contenido de GMPc De igual manera, estos datos constituyen la primera demostracion
experimental de que la biotina no afecta el proceso de lipdlisis en el tejido adiposo. Las resultas de
este trabajo enriquecen el conocimiento sobre el mecanismo molecular de accién de la biotina

sobre la regulacién del metabolismo de lipidos.



Abstract.

Introduction: Vitamin studies have shown that they posses other actions on biological functions
beside its classical function, and that these actions may vary depending on their concentration.
Biotin is a complex B water soluble vitamin that acts as prostethic groups for carboxylases. The
adequate intake level of biotin is 30 pg/d for adults. It has been demonstrated that at
pharmacological concentration, about 1.5-3 orders of magnitud its daily requeriments of 30 ug,
this vitamin modifies over cellular and systemic process, and that these effects are related to gen
expression. There are two theories to explain the possible mechanism of action of biotin over gen
expression: histones biotinylation and activation of Soluble Guanylate Cyclase/Protein Kinase G
signalling pathway. Several studies have demonstrated that pharmacological concentrations of
biotin modifies lipid metabolism in humans and in animal models in normoglycemic and
hyperglycemic conditions. In previous studies, our worg group reported that biotin reduces gene
expression of enzymes and transcriptional factors related to lipogenic andt that these effects are
different between liver and adipose tissue. In the same way it was demonstrated that this
hipolipemiant effect is related to a rise in GMPc concentration and activation of AMP Dependant
Protein Kinase (AMPK) in liver. It has been documented that pharmacological action of biotin
differs between tissues and that AMPK is regulated in a tissue-specific manner. In this work effects
of biotin supplementation over AMPK, as well as its molecular targets: Acetyl-CoA Carboxylase-1
and -2 in adipose tissue were studied. In the same way, effect of biotin supplementation over
lipolysis in the same tissue was analyzed. Methodology: Male healty Balb/cAnNHsd mice were
used as experimentation animals, they were weaned 21 days afther birth and feeded during 8
weeks with a biotin-control or a biotin-supplemented diet (biotin concentration in each
formulation was 1.76 or 97.7 mg/kg respectively) since this point. cGMP content, relative
abundance of phosphorylated forms of AMPK, Acetyl-CoA Carboxylase-1 and -2, basal lipolytic rate
were determined. Results: Data obtained during this work shows that mice whose diet contained
56 tiemes the amount of biotin presentent in the control diet increased cGMP content in the
adipose tissue. Besides this, an increment in the relative abundance of the phosphorylated (active)
form of AMPK. Accordgin with enzyme activation, a rise in inactive forms (phosphorylated) of
Acetyl-CoA-1 and -2 were found. Basal Lipolytic rate were not modified by the treatment.
Conclusions: These results by the firsth time demonnstrates the effects of biotin supplementation
over AMPK activation and the increment in cGMP content in adipose tissue. In the same way,

these data constitutes the fisrt experimental demonnstration that biotin does not affect lipolytic

3



process in adipose tissue. Resutls obtained in the present work enriches knowledge about

molecular mechanism of biotin action over lipid metabolism regulation.



1. Introduccion.

1.1 La Biotina.

La biotina, también conocida como vitamina B7 o vitamina H (Melo y Cuamatzi 2007), es
una vitamina del complejo B, esencial para la homeostasis metabdlica y el crecimiento celular
(Zempleni 2005). Fue originalmente descubierta por Boas (1927) y caracterizada afios después

como un factor indispensable para el crecimiento (Kogl y Tonnis 1936).

Estructuralmente, la biotina es un compuesto heterociclico que cuenta con un anillo de
imidazolidona unido a un anillo de tetrahidrotiofeno el cual tiene una cadena lateral de acido
valérico (Fig. 1). La biotina es hidrosoluble, insoluble en compuestos organicos y estable en un
rango de pH entre 5 y 8 (Jitrapakdee y Wallace 2003). Su funcion mas conocida es la de participar
como grupo prostético de las carboxilasas: acetil-CoA carboxilasa (EC 6.4.1.2), piruvato carboxilasa
(EC 6.4.1.1); propionil-CoA carboxilasa (EC 6.4.1.3) y 3-metilcrotonil-CoA carboxilasa (EC 6.4.1.4),
enzimas que participan en diversos procesos metabdlicos como la gluconeogénesis, la lipogénesis,

la oxidacion de lipidos y el catabolismo de aminoacidos (Jitrapakdee y Wallace 2003).

Figura 1.- Estructura quimica de la biotina. Es un compuesto heterociclico que cuenta con un anillo de
imidazolidona unido a un anillo de tetrahidrotiofeno el cual tiene una cadena lateral de acido valérico

Para llevar a cabo su funcién como grupo prostético de las enzimas carboxilasas, la biotina
se une covalentemente a las apoenzimas por medio de la Holocarboxilasa Sintetasa (HCS) (EC
6.3.4.10) mediante una reaccién en dos etapas: 1) la biotina reacciona con una molécula de ATP
para activarse y forma un intermediario de reaccidon conocido como biotinil-5’-AMP; 2) el grupo

biotinil es transferido a la apoenzima por la acciéon de la HCS formando un enlace semipeptidico



con un residuo de Lisina colocado en una secuencia Met-Lis-Met altamente conservada en las

carboxilasas (Lamhonwah et al. 1987).

Las carboxilasas, al ser hidrolizadas liberan residuos de lisina covalentemente unidos a
biotina, los cuales son conocidos como biocitina (Fig. 2). La fraccion molar de biotina en la biocitina
es liberada por la accidon de la biotinidasa (EC 3.5.1.12) y puede ser reciclada integrandose a
unidades de carboxilasa recién sintetizadas (Chauhan & Dakshinamurti 1988) o bien, catabolizarse
para ser excretada en forma de sus derivados como bisnorbiotina, tetranorbiotina sulféxido y

biotina sulfona (Zempleni & Donald M Mock 1999).

Figura 2.- Estructura Quimica de la biocitina. Se compone de un residuo de Lisina enlazado covalentemente a
una unidad de biotina la cual es hidrolizada por accién de la biotinidasa

Los mamiferos no pueden sintetizar la biotina por lo que es necesario consumirla en la
dieta, aunque en cierta proporcion es posible obtenerla de los microorganismos intestinales (Melo
y Cuamatzi 2007). En los alimentos, la biotina puede encontrarse en forma de dimeros de
biocitina, como parte de péptidos biotinilados o bien de forma libre (Dakshinamurti y Chauhan
1994}. Cuando la biotina dietaria se encuentra en forma libre, es absorbida por los enterocitos de
la porcion distal del duodeno y proximal del yeyuno para pasar al torrente sanguineo (Said et al.
1987); cuando se encuentra unida a péptidos, se debe romper el enlace covalente por accién de la
biotinidasa pancreatica (Hymes y Wolf 1996). La biotina es introducida a las células a través del
Transportador Mdltiple de Vitaminas Dependiente de Sodio el cual reconoce la fraccion molar de
acido valérico de la vitamina (Cohen y Thomas 1982) mediante un proceso electrogénico,
fendmeno que ha sido reportado en placenta, rifidn, higado, pancreas, corazdn, cerebro, pulmény

musculo esquelético humanos (H. Wang et al. 1999).



Basado en estudios realizados en las décadas de los 80’s y 90’s, el valor de la ingesta
adecuada de biotina para seres humanos adultos y mujeres en estado de embarazo se considera
de 30 pg/d (123 nmol/d) (Yates et al. 1998); durante la lactancia la recomendaciéon aumenta a 35
pg/d (143 nmol/d) y para infantes entre 0 y 5 meses de edad, dicho valor se establece en 5 pg/d
(20 nmol/d) (Food and Nutrition Board 1989; Innis y Allardyce 1983).

La biotina en los alimentos puede encontrarse libre o unida covalentemente a proteinas
por un residuo de lisina. Una vez que la biotina es ingerida en la dieta, las proteinas unidas a la
biotina son digeridas por peptidasas y proteasas hasta generar la biocitina, que es la biotina con
un residuo de lisina, y péptidos pequefios unidos a biotina. La biotinidasa, una enzima presente en
el jugo pancredtico, rompe el enlace entre la biotina y la lisina, y la biotina libre se absorbe por los
enterocitos de la porcién distal del duodeno y la proximal del yeyuno. La biotina requiere un
transportador para cruzar las membranas plasmaticas. Este transportador es el SMVT
(Transportador multiple de vitaminas dependiente de sodio), que se encuentra en la porcién apical
de los enterocitos (Said 2012). El transporte de biotina por el SMVT es dependiente de la
temperatura y acoplado a sodio: en presencia de un gradiente de sodio, el transporte ocurre en
contra de un gradiente de concentracién (Mock 2006). Una vez que la biotina cruza la membrana
apical, su salida del enterocito también se da a través de un transportador. Sin embargo, este
transporte es independiente de sodio y la acumula biotina en contra de un gradiente de

concentracién, ésta sale libremente (Mock 2006).

Posterior a su absorcidon intestinal, en el plasma esta se puede encontrar libre o unida a
proteinas: de manera covalente (12%) o reversible (7%) (Mock & Malik 1992). De la circulacién, la
biotina es transportada hacia los drganos periféricos por el SMVT. Aln existe controversia acerca
de la existencia de reservas de biotina en los tejidos. 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). El higado es el érgano que absorbe la mayor cantidad de biotina para su
metabolismo y utilizacion, y lo realiza a través del SMVT, el cual se ha demostrado su existencia en
rifidn, cerebro, corazon y placenta (Said 2012). También, hay evidencia de que la biotina puede ser
transportada por mas de un acarreador. Se ha sugerido que existe un transporte de biotina de alta

afinidad en células mononucleares de sangre periférica. La Km estimada para este transportador



es de 2.6 nM, valor cercano a los niveles de biotina reportados en plasma de individuos sanos

(Zempleni & Mock 1998).

La biotina libre que ha sido internalizada hacia la célula es utilizada por la mitocondria en
reacciones de carboxilacidon. Se ha propuesto que la biotina entra al espacio intramitocondrial en
su forma protonada (neutra), para posteriormente disociarse en su forma anidnica (pKa = 4.5) en
el pH alcalino de la mitocondria, con lo cual queda atrapada dentro de ella (Said 2012). La biotina
es degradada mediante el proceso de B-oxidacion que toma la cadena de 4acido valérico de la
vitamina como sustratoproduciendo bisnorbiotina y bisnorbiotinmetilcetona (Mock et al. 1993).
También el anillo de tiofeno puede sufrir oxidaciones convirtiéndose en biotin-d, |-sulféxido y
biotin sulfona que son excretados por la orina (Zempleni & Donald M. Mock 1999). Estos cuatro
metabolitos no tienen actividad alguna como vitaminas. La biotina es desechada por el organismo
mediante la orina, en donde se pueden encontrar entre 18 y 79 nmol/24 horas, ademas de una
cantidad similar de metabolitos de la vitamina ya que en su forma nativa solamente significa al

rededor de la mitad de las sustancias que se enlazan a la avidina en la orina (Mock et al. 1995).

1.1.1. Carboxilasas Dependientes de Biotina.

La biotina actua como cofactor de cuatro carboxilasas que participan en el metabolismo
intermediario. Las carboxilasas dependientes de biotina se encuentran ampliamente distribuidas
en la naturaleza y pueden ser encontradas en bacterias, archaea, hongos, algas, plantas y
animales; vy tienen un papel crucial en el metabolismo de acidos grasos, aminoacidos y
carbohidratos (Wakil et al. 1983; Cronan y Waldrop 2002; Tong 2005; Jitrapakdee et al. 2008).
Estas enzimas poseen dos distintas actividades y catalizan sus reacciones en dos pasos (Attwood y
Wallace 2002; Knowles 1989): primero, un componente biotinilado de la carboxilasa dependiente
de ATP y Mg®* cataliza la carboxilacién del &tomo N1’ del cofactor de biotina, usando bicarbonato
como donador de CO,. La vitamina se une de forma covalente a través de un enlace amida a la
cadena lateral de un residuo de lisina en el componente acarreador del elemento biotinil-carboxilo
de la proteina. En el segundo paso, la actividad carboxil transferasade la enzima cataliza la
transferencia del grupo CO, desde el biotinil-carboxilo hacia el aceptor del grupo carboxilo, que es
referido regularmente como el sustrato de la enzima (Fig. 3). Los sustratos de estas enzimas son
ésteres de acidos organicos de Coenzima A (CoA) y su sitio de carboxilaciéon es el carbono a de un

acido saturado (ACC, PC) o bien, el carbono y de un acido a-f insaturado (MCC). También pueden
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servir como sustratos algunas moléculas pequefias, como el piruvato. Dependiendo de la enzima y
el organismo, los componentes biotinil-carboxilo, el acarreador del biotinil-carboxilo y la
carboxiltransferasa pueden ser subunidades separadas o bien, parte de una proteina
multidominio. Ademds, mientras los componentes que interaccionan con el grupo CO, estdn
altamente conservados entre las especies, el sitio que ejerce la actividad transferasa depende en

su secuencia y estructura de la naturaleza quimica del sustrato (Tong 2013).

Figura 3.- Actividad bioquimica de las carboxilasas dependientes de biotina. La biotina es carboxilada en el
sitio activo de una carboxilasa dependiente de biotina (BC) usando bicarbonato como donador de CO, e
hidrolizando ATP. Después, la biotina es translocada al sitio activo de la carboxil transferasa (CT), mientras el
CO, es translocado al sustrato de la enzima. En la reaccidn, la biotina se transloca entre ambos sitios activos (BC
y CT) junto con el componente de la proteina acarreadora del biotinil carboxilo (PABC) que permanece
estacionario (modelo de dominio oscilatorio) (Modificado de Tong 2013).

Las carboxilasas dependientes de biotina pueden ser clasificadas de acuerdo a la identidad
de su sustrato, teniendo asi como principal clase a aquellas enzimas que reconocen ésteres de CoA
y acidos orgdnicos pequeios llamadas genéricamente Acil-CoA carboxilasas. En esta clase se
encuentran la Acetil-CoA Carboxilasa, Propionil-CoA Carboxilasa y la 3-Metilcrotonil-CoA

Carboxilasa (Tong 2013). Estas seran revisadas brevemente de manera individual a continuacién.

La Acetil-CoA Carboxilasa (ACC, EC 6.4.1.2) cataliza la conversion de Acetil-CoA en Malonil-
CoA (Saggerson 2008). En los mamiferos existen dos isoenzimas, acetil-CoA Carboxilasa-1 (ACC1

también nombrada ACCa) que es citoplasmica y cataliza la reaccidn limitante de la biosintesis de



acidos grasos de cadena larga en los tejidos lipogénicos (Wakil et al. 1983); y acetil-CoA
carboxilasa-2 (ACC2 o ACCPB) que en el ser humano comparte un 73% de identidad con la acetil-
CoA carboxilasa-1. Esta carboxilasa esta asociada a la cara exterior de la membrana mitocondrial a
través de un segmento de 140 residuos en el extremo N-terminal que no existen en acetil-CoA
carboxilasa-1 (Abu-Elheiga et al. 2000). La produccion de Malonil-CoA en el contexto mitocondrial
sirve como regulacion para el transporte de acidos grasos de cadena larga hacia el interior de la
mitocondria para el proceso de B-oxidacion ya que dicho compuesto es un potente inhibidor de la
Carnitin-Palmitoil Transferasa 1 (EC 2.3.1.21) (Ramsay et al. 2001). La actividad de ambas
isoformas se encuentra altamente regulada por una variedad de estimulos de diferentes tipos:
hormonales (Mabrouk et al. 1990; Witters et al. 1979), dietarios (Clarke & Jump 1996; Kim &
Freake 1996), del desarrollo (Batenburg & Whitsett 1989; Iritani et al. 1993) y genéticos (Cheema
& Thomas Clandinin 1996; Pape et al. 1988); por ejemplo, la actividad enzimatica de ACCes
aumentada por la presencia de citrato, inhibida por ésteres de CoA de acidos grasos de cadena
larga y son inactivadas por fosforilacion, por el glucagon y por la Proteina Cinasa dependiente de
AMP (AMP dependant Protein Kinase, AMPK; EC 2.7.11.31). A pesar de la sensibilidad a diversos
estimulos, un gran nimero de ellos afecta la actividad de estas enzimas a través de mecanismos
de fosforilacidn reversible (Kim 1997). Para la AMPK se conoce que sus sitios de fosforilacién son

Ser80 en acetil-CoA carboxilasa-1y Ser222 en la isoenzima mitocondrial (Brownsey et al. 2006).

La Propionil-CoA Carboxilasa (PCC, EC 6.4.1.3) cataliza la conversion de Propionil-CoA en D-
metilmalonil-CoA, compuesto que es crucial para el metabolismo de los aminoacidos ramificados,
de la metionina, de las cadenas laterales del colesterol y de los acidos grasos de cadena impar. En
los mamiferos, La propionil-CoA carboxilasa se encuentra en la matriz mitocondrial y es activada
por la presencia de cationes inorganicos monovalentes como el K, NH," y el Cs* (Giorgio y Plaut
1967; Edwards y Keech 1968; Kalousek et al. 1980). Las deficiencias de PCC en seres humanos se
relacionan a acidosis propidnica que en casos graves puede ser mortal. La PCC también es
expresada en el cerebro y se ha propuesto que puede intervenir en el desarrollo neurolégico, ya
qgue su deficiencia puede provocar retardo mental, epilepsia y ataques (Ballhausen et al. 2009;

Haberlandt et al. 2009; Rigo et al. 2006).

La enzima 3-Metilmalonil-CoA Carboxilasa (MCC, EC 6.4.1.4) convierte 3-metilmalonil-CoA

en 3-metilglutaconil-CoA, compuesto esencial para el metabolismo de leucina e isovaleriato en la
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mayoria de los organismos (Nikolau et al. 2003). En células eucariotas, la MCC se encuentra en la
matriz mitocondrial (Stadler et al. 2005). La deficiencia de esta carboxilasa en seres humanos
constituye uno de los errores innatos del metabolismo que se presentan con mayor frecuencia
cuyas manifestaciones clinicas son tan variables que pueden existir individuos asintomaticos en el
estado neonatal hasta casos severos mortales contando sintomas como retardo sicomotor,

ataques y coma (Baumgartner et al. 2001).

La conversion de piruvato en oxalacetato es catalizada por la Piruvato Carboxilasa (PC, EC
6.4.1.1), lo que la convierte en una enzima de suma importancia en el metabolismo intermedio
(Attwood 1995). En mamiferos, la PC se localiza en la matriz mitocondrial y tiene roles cruciales en
la gluconeogénesis en higado y rifidn; lipogénesis y glicerolneogénesis en adipocitos y biosintesis
de glutamato en astrocitos; también cuenta con un importante papel anaplerético reponiendo en
el ciclo de los acidos tricarboxilicos los intermediarios que fueron sustraidos para la biosintesis de
glucosa, acidos grasos, aminodcidos y otros compuestos (Owen et al. 2002). La deficiencia de la
actividad de la piruvato carboxilasaen seres humanos es un desorden metabdlico autosdomico
recesivo que puede conducir a diferentes grados de acidemia lactica, retraso sicomotor e
hipotonia, hipoglucemia, hiperamonemia, anorexia y convulsiones; muchos pacientes con este

padecimiento mueren a pocos dias de haber nacido (Marin-Valencia et al. 2010).

A continuacion se presenta un esquema de las rutas metabdlicas en las que se involucran

las carboxilasas dependientes de biotina (Fig. 4).
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Figura 4.- Funciones de las carboxilasas dependientes de biotina en mamiferos. Las reacciones que involucran
a las carboxilasas dependientes de biotina se muestran en azul. Solamente se muestran algunos intermediarios
del ciclo de los acidos tricarboxilicos (ATC, en verde). Las flechas punteadas indican rutas con mas de una
reaccion. Las carboxilasas dependientes de biotina tienen funciones similares en otros organismos (excepto
ACC2) y se ven involucradas en procesos celulares adicionales (Modificado de Tong 2013).

1.2. Acciones Farmacoldgicas de la Biotina y la Expresidon Génica

Actualmente se encuentra bien establecido que la accién fisioldgica de la vitamina como
grupo prostético de las carboxilasas es cubierta por los requerimientos diarios de ésta (30 pg), en
tanto que es capaz de modificar diversas funciones bioldgicas en concentraciones
aproximadamente entre 1.5 a 3 drdenes de magnitud por arrriba de ésta cantidad. Se ha
demostrado que en estas concentraciones, que se consideran farmacoldgicas, la biotina es capaz
de modificar procesos celulares y sistémicos del organismo, como el desarrollo, el metabolismo de
carbohidratos y de lipidos (De La Vega & Stockert 2000; Chauhan & Dakshinamurti 1991;
Dakshinamurti & Li 1994; Vilches-Flores et al. 2010; Romero-Navarro et al. 1999; Sugita et al. 2008;
Larrieta et al. 2010). Estudios pioneros realizados por el grupo de trabajo de Dakshinamurti a
finales de los 60’s, demostraron que la aplicacidon de dosis farmacoldgicas de 1-2 mg/kg de peso de
biotina administradas a ratas, aumentaron la actividad de la glucocinasa hepatica (EC 2.7.1.2) (K
Dakshinamurti y Cheah-Tan, 1968; K Dakshinamurti y Hong, 1970); este mismo efecto fue
12



encontrado en cultivos de hepatocitos con concentraciones de 1UM por Spence y Koudelka (1984).
En afos posteriores, se demostrd que el aumento en la actividad de la enzima estd dado por un
incremento en la transcripcion del gen que la codifica (Chauhan y Dakshinamurti, 1991). En un
modelo de ratas diabetizadas con aloxano, se encontré que la administracion de dosis
farmacoldgicas de biotina (2 mg/kg de peso corporal) produjo un incremento en la actividad de las
enzimas glucoliticas fosfofructocinasa (EC 2.7.1.11) y piruvato cinasa (EC 2.7.1.40) (K
Dakshinamurti y Hong, 1970). Aunado a esto, un estudio realizado en ratas diabetizadas con
estreptozotocina reportd en 1994 que la abundancia del RNA mensajero de la enzima
fosfoenolpiruvato carboxicinasa (Phosphoenolpiruvate Carboxykinase, PEPCK, EC 4.1.1.32)
disminuyd en el higado como respuesta al tratamiento con concentraciones farmacolégicas de la
vitamina (1 mg/kg de peso corporal) (K Dakshinamurtiy Li, 1994), lo que concuerda con la un perfil
de expresion que favorece la reduccion de la hiperglucemia en individuos con diabetes mellitus.
Cabe sefialar que la expresion de la PEPCK no se vio modificada en rifdn, lo que indica que la

accion de la biotina es diferente segun el tejido que se estudie.

Un estudio de microarreglos de cDNA obtenido de personas adultas sanas (Wiedmann,
Rodriguez-Melendez, Ortega-Cuellar, y Zempleni, 2004) encontrd que la administracion diaria de
2.15 mg de biotina modificé la expresion de 270 genes, aumentando la actividad de 139 de ellos y
disminuyendo la de otros 131, lo que pone en evidencia el amplio efecto que puede presentar la
suplementacion con biotina sobre la expresidon genética. Por otro lado, se ha reportado que la
biotina regula la abundancia del RNAm de aquellas proteinas que se relacionan directamente con
ella para llevar a cabo sus actividades como son la holocarboxilasa sintetasa (Rodriguez-Melendez,
Cano, Méndez, y Velazquez-Arellano, 2001), piruvato cinasa y propionil CoA carboxilasa
(Solérzano-Vargas, Pacheco-Alvarez, y Ledn-Del-Rio, 2002) y el transportado multiple de vitaminas
(Pacheco-Alvarez et al. 2004). También se ha publicado que los cambios en la concentracion de
biotina en diversos modelos de estudio modifica la abundancia del RNAm de proteinas que no
tienen relacion de sustrato o cofactor con ella como la interleucina 2 y su receptor (Rodriguez-
Melendez et al. 2003), NFkB (Rodriguez-Melendez et al. 2004), N-myc, c-myb, N-ras, raf (Scheerger
y Zempleni 2003) y la bomba de calcio SERCA-3 (EC 3.6.3.8) (Griffin et al. 2006).

La regulacion que ejerce la biotina sobre la actividad de las proteinas no sélo se produce a

nivel transcripcional ya que existen reportes donde se ha demostrado que esta vitamina modifica
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diversas proteinas a nivel traduccional y postraduccional. En células hepaticas HepG2 se encontro
mediante estudios de protedmica que mds de 40 proteinas modificaban al menos en un 25% su
abundancia en respuesta al tratamiento de biotina (Rodriguez-melendez et al. 2005). Por otro
lado, en 1988 se reportd la influencia de un evento post-transcripcional dependiente de biotina
que permite la expresion completa del receptor de asialoglicoproteinas en cultivos de células
HepG2 (Collins et al. 1988). Cabe mencionar que hasta la fecha, no existen trabajos publicados que
reporten la aparicion de efectos adversos a nivel sistémico debido a la ingesta de biotina en dosis

farmacoldgicas.

1.2.1. Mecanismos de Accidn de la Biotina en la Regulacion Genética.

Existen numerosos reportes acerca del efecto de la biotina sobre la expresion de diversos
genes, sin embargo el mecanismo molecular por el cual esta vitamina ejerce dicho efecto no ha
sido completamente dilucidada y aldn existe controversia en este aspecto. Dos teorias
mecanisticas han sido propuestas a la fecha: la biotinilacion de histonas (Stanley et al. 2001) y otra
mas que se relaciona a la ruta de sefializacion de la Guanilato Ciclasa Soluble y a la Proteina Cinasa

dependiente de Guanilil Mono Fosfato ciclico (GMPc) (GC/PKG).

1.2.1.1. Biotinilacién de Histonas.

Diversos estudios han reportado la unidn de moléculas de biotina en diversos sitios
especificos de las histonas en varios tipos celulares y sugieren que la biotina puede modificar la
expresion de genes a través de este proceso (Hassan y Zempleni 2006). El primer trabajo que
reportd la biotinilacion de histonas fue el publicado por Hymes, Fleischhauer, y Wolf (1995)
quienes encontraron que las histonas de células de timo de ternera eran biotiniladas al incubarse
con suero normal humano que contenia de 5 a 12 unidades de biotinidasa/mL en presencia de
biocitina, pero esta modificacién no fue encontrada al utilizar suero de nifios con deficiencia de
biotinidasa. Entre los efectos que han sido atribuidos a la biotinilacion de histonas se encuentran:
disminucién de linfocitos polimorfonucleares durante la proliferacion celular (Zempleni et al.
2001), cambios durante el ciclo celular en Células de Sangre Periférica Humana (Stanley et al.
2001), reparacion del DNA en dafios por exposicion a luz ultravioleta en células Jurkat (Peters et al.
2002) y afectacion en la duracidn de vida y la resistencia al estrés en Drosophila melanogaster

(Smith et al. 2007).
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A pesar de los diversos trabajos que apoyan los diferentes efectos de la biotinilacién de
histonas, existe una fuerte controversia alrededor de este fendmeno. En 2008, un equipo de
investigacion de la Universidad de Adelaide en Australia, reportd que la deteccién de histonas
biotiniladas mediante el andlisis con estreptavidina es un artificio ya que dicha sustancia reacciona
con estas proteinas independientemente de si la biotina se enlaza a ellas o no (Bailey et al. 2008).
Por otro lado Healy et al. (2009) reportaron que la biotina puede ser detectada en carboxilasas
nativas o histonas in vitro, mas no en histonas aisladas de sistemas vivos por medio de diversos
métodos utilizados de manera comun para la determinacién de histonas biotiniladas. Pese a estos
reportes, en anos recientes se publicd un estudio integrativo que contempla el uso de diferentes
métodos de analisis, anticuerpos, lineas celulares, clases de histonas y radiodetectores que
asegura proveer evidencia definitiva de que la biotinilacion es una modificacion natural, aunque

rara, de las histonas (Kuroishi et al. 2011).

1.2.1.2. Via de Seiializacion de la Guanilato Ciclasa soluble/Proteina Cinasa G.

A principios de la década de los 80’s, un estudio reportd el incremento en el contenido de
GMPc en diversos tejidos de ratas tratadas con biotina, debido a un aumento en la actividad de la
guanilato ciclasa soluble (EC 4.6.1.3) (Vesely 1982). Pocos afios después, un estudio realizado en
hepatocitos aislados de rata encontré que el tratamiento de estos con 1 pumolar de biotina
produce un aumento en la actividad de la glucocinasa hepatica y que este fendmeno es precedido
por un aumento en la concentracidén intracelular de GMPc, sugiriendo que este segundo
mensajero puede ser el mediador del efecto que concentraciones farmacoldgicas de biotina
ejercen en el organismo (Spence y Koudelka 1984). Desde este punto, pocos pero sélidos estudios
han identificado como comun denominador en el efecto de la biotina sobre la expresidon genética
un incremento en las concentraciones de GMPc y la participacion de la Proteina Cinasa
Dependiente de GMPc (Protein Kinase G, PKG, EC 2.7.11.12). Esta teoria mecanistica (Fig. 5)
propone que en la activacion de la guanilato ciclasa soluble participa el biotinil-5’-AMP, que es el
producto catalitico de la holocarboxilasa sintetasa, aunque no se ha determinado especificamente
el mecanismo por el cual se produce el aumento en la actividad ciclasa (Soldrzano-Vargas et al.

2002).
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Figura 5.- Mecanismo de accién de la biotina por la via de sefializacién de Guanilato Ciclasa soluble/PKG. La
Holocarboxilasa Sintetasa (HCS) produce el intermediario biotinil-AMP, el cual mediante un mecanismo aun
desconocido aumenta la actividad de la Guanilato Ciclasa soluble (GCs). El incremento en la concentraciéon
intracelular de GMPc que esto produce activa a la Proteina Cinasa G (PKG), la cual puede fosforilar diferentes
proteinas que participan en la regulacion genética (Tomada de Vilches-Flores y Fernandez-Mejia 2005)

Entre los genes cuya expresion se ha demostrado que se encuentra modulada por este
mecanismo estan la acetil-CoA carboxilasa-1 y la piruvato carboxilasa (Solérzano-Vargas et al.
2002), el transportador multiple de vitaminas dependiente de sodio (Pacheco-Alvarez et al. 2004),
el receptor de asialoglicoproteinas (Stockert y Morell 1990), el receptor de insulina (De La Vega y
Stockert 2000); ademas, en nuestro equipo de trabajo se demostré que la glucocinasa pancreatica
es modificada en su expresion por medio de este mecanismo (Vilches-Flores et al. 2010).
Adicionalmente se ha reportado que en ratas sanas y ratas propensas a hipertension sometidas a
tratamiento con biotina se reduce la presion arterial por un mecanismo que incluye la accion del
GMPc (Watanabe-Kamiyama et al. 2008). Otro trabajo en nuestro laboratorio, reporté que el
tratamiento con biotina durante 8 semanas a través de la dieta aumenta la fosforilacion y la
actividad de AMPK en el higado de ratones sanos y aumenta el contenido de GMPc en el tejido

hepatico (Aguilera-Méndez y Fernandez-Mejia 2012).
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1.3. Efectos de la Biotina en el Metabolismo de los Lipidos.

Aln cuando se conocen diversos efectos de la biotina sobre el metabolismo de
carbohidratos, poco se sabe sobre la inferencia que puede tener esta vitamina sobre las rutas
metabdlicas de los lipidos. Del hecho de que la biotina participa directamente como grupo
prostético de enzimas que participan en estas rutas (acetil CoA carboxilasa-1 y 2) es posible
deducir una relacién directa entre dicha vitamina y el metabolismo de lipidos (Dakshinamurti y

Cheah-Tan 1968; Suchy et al. 1986).

Existen diversas publicaciones que reportan modificaciones benéficas en marcadores del
metabolismo de lipidos, como la reduccion de las concentraciones sanguineas de triglicéridos (TG)
y colesterol, en respuesta a tratamientos de suplementacion con biotina. En un estudio realizado
en ratas BHE (cepa de rata desarrollada en el U. S. D. A. Bureau of Home Economics/U. S. D. A.
Human Nutrition Research Institute), que a pesar de ser tener propensién a desarrollar
intolerancia a la glucosa en la edad adulta, higado graso, lipemia y deficienia renal, no desarrollan
obesidad (Berdanier 1991), se encontré que el tratamiento con biotina disminuyd los niveles
plasmaticos de lipidos totales, colesterol y fosfolipidos (Marshall et al. 1976). Experimentos
llevados a cabo en conejos, demostraron que la administracion de biotina previno el desarrollo de
aterosclerosis experimental en estos animales (Dokusova y Klimov 1967). Adicionalmente, en
nuestro laboratorio se publicé un estudio realizado en ratones sanos de la cepa Balb/cAnNHsd
(cepa de ratén derivada de un nucleo de crianza obtenido del National Healt Institute, Bethesda,
MA, U. S. A.) donde se demostrd que debido a la suplementaciéon con biotina en concentraciones
farmacoldgicas a través de la dieta durante un periodo de 8 semanas se redujeron los niveles
séricos de triglicéridos en un 35% (Larrieta et al. 2010); esta disminucién se encontrd asociada a
una menor expresion del RNAm de enzimas y factores transcripcionales lipogénicos. En el tejido
adiposo, la abundancia del RNAm de la Proteina de Enlace al Elemento de Respuesta a Esteroles 1-
c (Sterol Response Element Binding Protein 1c, SREBP-1c), acetil-CoA carboxilasa-1, acido graso
sintasa y la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa fue menor que lo observado en los ratones control.
En el higado de los ratones suplementados con biotina, se observo reducciéon en la abundancia del
RNAm de SREBP-1c, asi como de acetil-CoA carboxilasa-1, acido graso sintasa y el transportador de
glucosa-2 (GLUT2); pero no en el RNAm de la glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, que se vio

aumentada. No se encontraron diferencias entre los grupos en la abundancia del RNAm del
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Receptor Activado por Proliferador de Peroxisomas tipo y (Peroxisome Proliferator Activated
Receptor y, PPAR-y) en higado, pero si en tejido adiposo en los individuos tratados con biotina. En
tanto que el RNAm de PPAR-a no se modificd ni en higado ni en tejido adiposo (Larrieta et al.
2010). Estas diferencias apoyan observaciones previas sobre acciones diferentes de la biotina al

estudiar su efecto en diferentes tejidos.

También en seres humanos se han reportado modificaciones en los perfiles lipidicos como
resultado del tratamiento con biotina. En un estudio realizado en seres humanos adultos sanos
donde se les administro una inyecciéon Unica de 100 mg de vitamina se encontré que la
concentracién de lipidos séricos totales fue disminuida 30 minutos después de la aplicacidn
(Steigerwal & Bohele 1962). Por otro lado, la administraciéon de 5 mg de biotina diarios durante 4
semanas a pacientes con aterosclerosis e hipercolesterolemia produjo una disminucién del
colesterol total (Dokusova y Krivoruchenko 1972). También en seres humanos, se encontré que la
administraciéon de 0.9 mg/dia de biotina produjo cambios en los niveles séricos de lipidos con un
comportamiento cambiante dependiente del tiempo de administracion ya que, durante las
primeras dos semanas de tratamiento se incrementaron los niveles de lipidos totales, fosfolipidos
y lipoproteinas a y B mientras que pasado este periodo se produjo una disminucion en dichos
marcadores siendo mas evidente esta modificacién en pacientes con hiperlipemia (Marshall y
Kliman 1980). Directamente nuestro grupo de trabajo reporté que la ingesta de 5 mg de biotina 3
veces diarias durante 28 dias disminuyd la concentracidn plasmatica de triglicéridos en individuos
cuyos niveles iniciales se encontraban al menos 25% arriba del rango normal (Baez-Saldafia et al.
2004; Revilla-Monsalve et al. 2006). Cabe sefialar que existen suplementos vitaminicos
comerciales que contienen dosis farmacoldgicas de biotina (2 mg/dia) en combinacion con
picolinato de cromo que producen reducciones significativas en los niveles de triglicéridos séricos
y en la relacién Lipoproteinas de muy baja densidad/Lipoproteinas de alta densidad (Very Low
Density Lipoproteins/High Density Lipoproteins, VLDL/HDL) (Geohas et al. 2007; Singer y Geohas
2006)

1.4 Toxicidad de la biotina.
Existen pocos estudios abordando los efectos téxicos de la biotina. En humanos la biotina

se ha administrado en un rango de 0.25 to 50 mg hasta por 40 dias, tanto oral, intramuscular, o
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intravenousa, a nifios y a adultos sanos sin reportarse efectos adversos (Andersen 2001). La
administracién de dosis orales de 100 mg/d a pacientes con deficiencias de Holocrboxylase
Sintetasa y Biotinidasa no provocé efectos adversos en los sujetos de prueba (Baumgartner &
Suormala 1997). Estudios realizados en pacientes diabéticos mostraron que la administracion de 9
mg diarios de biotina no indice un empeoramiento de las condiciones clinicas ni efectos
secundarios indeseables en un periodo de prueba que duré 48 meses (Maebashi et al. 1993).
Tampoco fueron observados efectos adversos a la administracion intravenosa de 50 mg de biotina
tres veces a la semana durante dos meses en pacientes a los cuales se les practicaban procesos de
hemodialisis (Koutsikos et al. 1996). De forma similar, dosis de biotina que iban de 50 a 100 veces
el requerimiento diario fueron bien tolerados durante 1 a 2 afios por pacientes con neuropatia

periférica derivadada de diabetes (Koutsikos et al. 1990).

Debido a las implicaciones éticas que se presentan en cuanto al estudio de la toxicidad de
la botina sobre seres humanos, los trabajos realizados sobre este aspecto se han llevado a cabo
bajo pruebas clasicas, como la prueba de Ames (SRI-International 1979; Hayes et al. 1984; Ma et
al. 1984) y ensayos en modelos murinos (Bonjour 1991; Fiume 2001). En la prueba de Ames que
utiliza Salmonella typhimurim y Escherichia coli, el potencial mutagénico de 10 mg/pozo de biotina
en dimetilsulféxido mostré que la vitamina no es mutagénica o téxica (SRI-International 1979). En
la pruba bacterina RK, la biotina (1 mg/ml, pH 7.4) no mostré efectos mutagénicos (Hayes et al.
1984). En constraste con estos resultados, una prueba de Tradescantia-Micronucleous mostré que
la biotina es mutagénica registrando una concentracién minima efectiva de 244.3 mg/ml (Ma et al.

1984).

Los valores de désis letal media (DLso) de toxicidad aguda oral e intraperitoneal de biotina
han sido reportados para rata en 354 y 29 mg/kg de peso corporal respectivamente (Bonjour
1991). Para ratdn, la DLsg para la via intravenosa es de 1000 mg/kg de peso corporal (Bonjour
1991). Un estudio determind el valor de la DLsg para la administracién de désis orales repetidas (10
dias), reportando un valor de 350 mg/kg de peso corporal, sin embargo el estudio no provee datos

suficientes (Fiume 2001).

En la década de los 90’s un reporte de Watanabe y col. demostré que no existen

diferencias en la cantidad de embarazos exitosos y reabsorcion o muerte de fetos en hembras de
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ratén que recibieron cantidades excesivas de biotina en forma oral o subcutanea; solamente se
presentd una acumulacidn mayor de la vitamina en los tejidos de los animales que recibieron la
suplementacién (Watanabe 1996). En otro estudio, una dieta que contenia 1,000 mg/kg (99 mg
biotina/kg peso corporal/d) no afectd los pardmetros de peso corporal o ingesta de alimento en
ratas (Sawamura et al. 2015); los valores obtenidos en la medicién de parametros bioquimicos de
toxicidad, como las actividades alanina aminotransferasa y aspartato aminotransferasa, contenido
de creatinina y urea en sangre no fueron modificados por el contenido de biotina en la dieta (100 a
1000 mg/kg) (Sawamura et al. 2015). Otro estudio examind los efectos de la suplementacién de
biotina en la funcion hepatica y renal y en marcadores de toxicidad en ratas diabetizadas con
estreptozotocina; los niveles de urea, creatinina, alanina aminotransferasa y aspartato
aminotransferasa se encontraron disminuidos en las ratas suplementados con biotina en
comparacion con el grupo diabético de control que presentaron un aumento anormal en sus

niveles (Sahin et al. 2013).

Una publicacién del 2007 reporta que en ratas que recibieron una dieta cuya formulacion
contiene un 0.5% d biotina provoco diarrea, dieta con 0.8% de biotina provoca muerte en el 25%
de los individuos estudiados (1 de 4), y al ingerir una dieta con 1% de biotina en su contenido, se
provoco la muerte en 2 de 4 individuos. Adicionalmente, este mismo trabajo reporta que en las
concentraciones mas altas de biotina en la dieta que se utilizaron, disminuyen los pesos tisulares
de corazon, rifidn, higado y testiculos (Sawamura et al. 2007). Un trabajo mas reciente presentado
por el mismo grupo de investigacion reporta una acumulacién de biotina en higado y testiculos de
ratas jovenes suplementadas con la vitamina a través de la dieta; este aumento en el contenido de
biotina de los tejidos se presenté de forma dosis dependiente. Ademas, el proceso de
espermatogénesis se vido afectado por el tratamiento disminuyendo los valores de
espermatozoides encontrados de 35+25 X 106/mL en los grupos control hasta <1 X 106/mL en los
individuos que ingirieron la dosis mas alta de biotina (1% de biotina en la dieta, aproximadamente
2500 veces mas la cantidad contenida en la dieta control, durante 6 u 8 semanas) (Sawamura et al.
2015). Sin embargo, la escasa continuidad de estos trabajos, la baja cantidad de individuos
experimentales (4-6) y la dosis de biotina excesivamente alta utilizada en estos estudios no
permite el esclarecimiento total de los efectos detrimentales del exceso de biotina para el
desarrollo ni proporcionan conocimiento suficiente para la determinacién de niveles seguros de

consumo de esta vitamina en animales o seres humanos.
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1.5. El Tejido Adiposo Blanco.

En términos cuantitativos, el tejido adiposo blanco es el mayor almacén de energia en el
cuerpo ya que en un adulto no obeso, se encuentran aproximadamente entre 10 y 15 kg de grasa
en promedio, lo que seria equivalente a 135,000 kcal o a la energia que pueden proporcionar 200
comidas. Durante muchos afios, el tejido adiposo fue considerado como un dérgano pasivo y silente
gue almacenaba el exceso de energia en forma de triglicéridos y liberaba ésta como acidos grasos
no esterificados. Hoy en dia, el tejido adiposo goza de un creciente reconocimiento como un
organo dindamico que tiene participacidon en el sistema enddcrino secretando una variedad de
hormonas, citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento que influencian procesos como el
metabolismo vascular y la funcion endotelial, saciedad y apetito, inmunidad, fertilidad,

inflamacidn, crecimiento tumoral, entre otros procesos metabdlicos (Schaffler et al. 2006).

Cabe sefialar que se especifica “tejido adiposo blanco” ya que en el cuerpo humano existe
un tipo distinto de tejido adiposo llamado “café” o “pardo”, el cual es un érgano especializado
involucrado en los procesos de termogénesis inducida por dieta y/o frio y que cuenta con un
elevado numero de mitocondrias por cada célula en comparacion con su contraparte blanca
(Seydoux 1983). Hace mas de 20 afios, en 1987, el tejido adiposo blanco fue identificado como un
sitio importante para el metabolismo de esteroides sexuales (Siiteri 1987) y para la produccion de
adipsina, un factor enddcrino que esta marcadamente regulado de forma negativa en la obesidad
de ratones (Flier et al. 1987). El concepto del tejido adiposo como un dérgano enddcrino se
establece de manera firme con la posterior identificacion y caracterizacion de la leptina en 1994
(zhang et al. 1994). Actualmente se conoce que este 6rgano expresa y secreta una variedad de
péptidos bioactivos, conocidos como adipocinas, que actian tanto a nivel local
(autocrino/paracrino) como a nivel sistémico (enddcrino). Entre las moléculas que produce el
tejido adiposo se encuentran la leptina (Zhang et al. 1994), adiponectina (Scherer et al. 1995),
visfatina (Moschen et al. 2007), resistina (Karady et al. 1951), cartonectina (Schéaffler et al. 2007),
omentina (Schéaffler et al. 2005) entre otras. Adicionalmente a estas sefiales, dicho tejido es capaz
de producir diversos receptores que permiten generar respuestas a numerosas sefiales del sistema
tradicional de hormonas y al Sistema Nervioso Central por lo que se ha reconocido que cuenta con
la maquinaria metabdlica necesaria para entablar comunicacién con érganos distantes incluyendo

al mismo Sistema Nervioso Central. A través de esta red integrativa, el tejido adiposo blanco
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participa integralmente en la coordinacion de una variedad de procesos biolégicos que incluyen el

metabolismo energético, la funcidon neuroenddcrina y la funcion inmune (Kershaw y Flier 2004).

1.5.1. Metabolismo de Lipidos en el Tejido Adiposo.

El metabolismo de lipidos en el tejido adiposo blanco (principalmente almacenamiento de
triglicéridos y liberacion de 4acidos grasos no esterificados) se encuentra altamente regulado,
principalmente por medio de la insulina y las catecolaminas en los seres humanos, ademas de
otros factores como el estado nutrimental (Large y Arner 1998). La integridad de los mecanismos
gue regulan el metabolismo de los adipocitos es importante para el mantenimiento de la
homeostasis energética corporal y su desregulacion puede jugar un papel importante en
padecimientos como la obesidad, resistencia a la insulina y diabetes mellitus tipo 2 (Large et al.

2004).

1.5.1.1. Lipogénesis.
La lipogénesis de novo es la sintesis de acidos grasos a partir de sustratos no lipidicos,
principalmente carbohidratos y en especial glucosa. Este proceso se lleva de manera importante

en dos lugares: el higado y los adipocitos.

La contribucion del tejido adiposo a la lipogénesis de novo se encuentra bien definida en
condiciones generales y particularmente en situaciones patolédgicas como la diabetes mellitus y la
obesidad en el organismo humano. Las enzimas claves para este proceso son la Sintasa de Acidos
Grasos (Fatty Acids Syntase, FAS, EC 2.3.1.85) y la acetil-CoA carboxilasa-1, ambas presentes en los
adipocitos (Letexier et al. 2003; Shrago et al. 1971; Shrago et al. 1969; Angel y Bray 1979). Aunque
puede existir una mayor actividad lipogénica en el higado que en el tejido adiposo si se expresa
por peso, generalmente se acepta que 1.5 kg de higado y 10-15 kg de grasa en un ser humano
adulto producen aproximadamente la misma cantidad de acidos grasos no esterificados por dia (1-

2 g por cada tejido) (Marin et al. 1992).

En términos generales, el proceso lipogénico es estimulado por la presencia de insulina y
glucosa e inhibido por glucagdn y acidos grasos poliinsaturados. La regulacidn de la lipogénesis de
novo esta dada por diferentes mecanismos segun el estimulo empleado: la regulacion por insulina

se da principalmente por accién de SREBP-1c y en parte por el Receptor Huérfano Hepdtico a
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(Liver Horphan Receptor a, LXRa) mientras que la respuesta a acidos grasos poliinsaturados y a
glucosa se da mediante la Proteina Enlazante al Elemento de Respuesta a Carbohidratos
(Carbohydrate Response Element Binding Protein, ChREBP) (Veech 2003; Kersten 2001; Uyeda et
al. 2002; Foufelle y Ferré 2002).

1.5.1.2. Sintesis de Triglicéridos.
Transporte e Internamiento de Acidos Grasos.

Los acidos grasos de cadena larga no pueden ser internados de manera pasiva a través de
las membranas plasmaticas y su absorcidon necesita de procesos especificos en los adipocitos
(Bernlohr et al. 1999). EI mecanismo real del flujo transmembranal de los acidos grasos no
esterificados se mantiene aun en controversia. Las células del tejido adiposo blanco en seres
humanos expresan numerosas proteinas transportadoras que facilitan y regulan el transporte de
los acidos grasos no esterificados a través de la membrana celular: la proteina CD36 (Abumrad et
al. 1993), la Proteina Transportadora de Acidos Grasos (Schaffer y Lodish 1994) y la Proteina de
Enlace de Acidos Grasos en membrana plasmatica (Isola et al. 1995). Algunos estudios han
sugerido que el mal funcionamiento de los sistemas de transporte de los acidos grasos no
esterificados puede tener un papel importante en el desarrollo de padecimientos metabdlicos
como la resistencia a la insulina , la diabetes mellitus y la obesidad (Luiken et al. 2001).Dentro de
la célula, los acidos grasos no esterificados y los lipidos en general son llevados de membrana a
membrana o hacia el sitio activo de la Acil-CoA Sintetasa (EC 6.2.1.10) por la accién de FABP o

Proteina Enlazante de Lipidos en Adipocitos (Fisher et al. 2002).

Produccion de Acil-CoA y Glicerol-3-Fosfato.

La sintesis de triglicéridos requiere de glicerol y de los acidos grasos no esterificados que
deben ser transformados en Glicerol-3-Fosfato (Glicerol-3P) y Acil-CoA respectivamente para
poder utilizarse como sustratos. En ratones y seres humanos sanos, la actividad glicerol cinasa es
despreciable en las células adiposas. El Glicerol-3P necesario para este proceso es producido a
partir de la glucosa mediante la primera fase de la glucdlisis y a través de la glicerolneogénesis
(Reshef et al. 2003). La entrada de glucosa al adipocito es controlada por la insulina, que
promueve la translocacién del Transportador de Glucosa tipo 4 desde las vesiculas citoplasmicas
hasta la membrana celular. La glicerolneogénesis es la produccién de Glicerol-3P a partir de

sustratos gluconeogénicos como el piruvato, la cual es una version abreviada de Ia
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gluconeogénesis, principalmente regulada a nivel citosélico por la PEPCK (Reshef et al. 1969;

Reshef et al. 1970; Ballard et al. 1967; Gorin et al. 1969).

En el citoplasma celular, moléculas de acidos grasos y de CoA son esterificados para
formar acil-CoA por la accidon enzimatica del grupo de Acil-CoA Sintetasas. Moléculas de acidos
grasos de cadena larga y mediana son acarreadas al interior de la célula por la Proteina de Enlace
de Acil-CoA que tiene una gran afinidad por estos compuestos pero no por los acidos grasos cortos

(Kragelund et al. 1999; Knudsen et al. 2000).

Produccion de Triglicéridos, esterificacion del Glicerol-3-Fosfato.

La biosintesis de triglicéridos es la esterificacién sucesiva de los grupos funcionales del
Glicerol-3P por la accién de diferentes enzimas que son llamadas Glicerol-3-fosfato Aciltransferasa
(EC 2.3.1.15) (Bell y Coleman 1980); 1-Acilglicerol-3-fosfato Aciltransferasa (EC 2.3.1.51) (Leung
2001) y Diacilglicerol Aciltransferasa (EC 2.3.1.20) (Cases et al. 1998). La sintesis de triglicéridos se
da principalmente en microsomas donde se concentran todas las enzimas involucradas en el
proceso. Los intermediarios de estas rutas, como son el acido lisofosfatidico, el acido fosfatidico y
los diacilgliceroles participan en importantes procesos celulares como la transduccion de sefiales

(Pages et al. 2001; Sprong et al. 2001; Fang et al. 2001; Hla et al. 2001).

1.5.1.3. Lipdlisis.

Durante la lipdlisis, los triglicéridos son degradados de forma secuencial, pasando por
diacilgliceroles y monoglicéridos hasta producir finalmente tres moléculas de acidos grasos no
esterificados y una de glicerol por cada mol de triglicéridos inicial que es hidrolizada en forma
completa. En condiciones normales, los triglicéridos son hidrolizados completamente, aunque
cerca del 10% pueden ser parcialmente degradados a diacilgliceroles y monoglicéridos, lo que
puede ocasionar una acumulacién de estos compuestos o bien, que el proceso lipolitico inicie con
una molécula de diacilgliceroles como sustrato inicial (Hla et al. 2001). En la ruta lipolitica

intervienen distintas proteinas, con y sin actividad enzimatica que seran descritas a continuacion.
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Lipasas.

Durante mucho tiempo, la Lipasa Sensible a Hormonas (EC 3.1.1.79) fue considerada la
enzima clave para el proceso de la lipdlisis en el tejido adiposo. Un solo gen puede dar lugar a
diferentes isoformas de esta lipasa con un rango de peso molecular entre 88 y 110 kDa usando
promotores alternaivos en diferentes tejidos (Mairal et al. 2002; Grober et al. 2003; Grober et al.
1997; Langin et al. 1993; Holst et al. 1996). La Lipasa Sensible a Hormonas del tejido adiposo
cuenta con un dominio C-terminal catalitico, el cual es idéntico en todas las formas conocidas de la
enzima. Este dominio contiene el sitio activo compuesto por la triada catalitica Ser-Asp-His, asi
como un modulo regulador con todos los sitios cataliticos conocidos de la lipasa. La Lipasa Sensible
a Hormonas tiene dos actividades conocidas: cataliza la conversion de triglicéridos en
diacilgliceroles y la degradacion de diacilgliceroles a monoglicéridos, aunque su afinidad por los
diacilgliceroles es 10 veces mayor que la que tiene por los triglicéridos. La Lipasa Sensible a
Hormonas presenta mayor afinidad por hidrolizar acil ésteres en la posicion 1y 3 de la molécula de
glicerol (Raclot et al. 1997). La fosforilaciéon de esta lipasa por la Proteina Cinasa A (PKA, EC
2.7.11.11) conduce a su activacion. Se han caracterizado 3 importantes sitios de fosforilacion en la
enzima obtenida de rata: Ser563, Ser559 y Ser 560 (Anthonsen et al. 1998), de los cuales se ha
demostrado que los ultimos dos sitios son responsables de la regulacién in vitro de su actividad
(Greenberg, AGreenberg AS, Shen W-J, Muliro K et al. 2001). La fosforilacion de la Lipasa Sensible a
Hormonas es necesaria para disparar el cambio conformacional que produce el aumento en su
actividad. En el contexto in vivo, un paso adicional se lleva a cabo para la activacion de la lipélisis
gue consiste en la translocacion de la lipasa desde su localizacidon citosdlica hasta la superficie de
las gotas donde se almacenan los TG interaccionando con éstos y con la Perilipina A para iniciar el
proceso lipolitico (Hirsch y Rosen 1984; Egan et al. 1992; Brasaemle, Levin, et al. 2000; Granneman

et al. 2007).

En el afio de 2004, tres diferentes grupos de investigacion reportaron una enzima capaz de
hidrolizar triglicéridos aun en ausencia de actividad de Lipasa Sensible a Hormonas la cual fue
denominada Lipasa de Triglicéridos de Tejido Adiposo (EC 3.1.1.3), adiponutrina, fosfolipasa A2{ o
desnutrina (Villena et al. 2004; Jenkins et al. 2004; Zimmermann et al. 2004) aunque después se
determind que la adiponutrina es una enzima distinta (Patatin-like Phospholipase 3, PNPLA3
(Steinberg et al. 2007). La Lipasa de Triglicéridos de Tejido Adiposo estd compuesta por 486

residuos de aminoacidos y tiene un peso molecular de 54 kDa. Cuenta con un tramo hidrofébico
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entre los residuos 315 y 360 que ha sido propuesto como el responsable del enlace entre la
enzima y la gota de grasa. Al igual que HSL, la desnutrina presenta tanto actividad hidrolasa de
triglicéridos y de diacilgliceroles sin embargo, su afinidad por los triglicéridos es 10 veces mayor
que por los diacilgliceroles (Zimmermann et al. 2004). La activacién funcional de la Lipasa de
Triglicéridos de Tejido Adiposo ha sido descrita por Rudolf Zechner et al (2009). Alteraciones en los
niveles de expresion de esta enzima provocan cambios generales drasticos en la lipdlisis celular. Si
la enzima es sobreexpresada se incrementa la lipdlisis basal, pero si es inhibida se elimina la
lipdlisis estimulada por hormonas (Lafontan y Langin 2009). En afios recientes fue publicado un
trabajo que reporta la activacion de la Lipasa de Triglicéridos de Tejido Adiposo debido a su

fosforilacion mediada por AMPK (Ahmadian et al. 2011).

La Lipasa de Monoglicéridos (EC 3.1.1.23) tiene una secuencia de aminodcidos predicha de
302 residuos que corresponden a un peso molecular de 33 kDa. La actividad de esta enzima es
requerida para la hidrdlisis final de los 2-monoacilgliceroles producidos por la activacion de la
Lipasa Sensible a Hormonas (Fredrikson et al. 1986). La Lipasa de Monoglicéridos hidroliza el
enlace éster entre un radical acilo y una molécula de glicerol en los monoglicéridos sin preferencia
por alguna posicidon de sustitucién. La triada catalitica putativa que ha sido reportada para esta
enzima se compone de Serl22, Asp239 e His269, los cuales han sido confirmados por
experimentos de mutacion sitio especifica. Debido a que se expresa abundantemente de manera
constitutiva, se cree que no tiene funcidn reguladora en el proceso de lipdlisis (Karlsson et al.

1997), es decir que la tasa lipolitica no depende directamente de la actividad de esta enzima.

Perilipinas.

Las perilipinas son una familia de fosfoproteinas que cubren la superficie de las gotas
intracelulares donde los triglicéridos son almacenados (Servetnick et al. 1995) y que regulan el
almacenaje y la utilizacién de los lipidos en varios tipos de células (Ducharme y Bickel 2008;
Brasaemle, Rubin, et al. 2000). Originalmente, las perilipinas fueron identificadas como una
fosfoproteina de 60 kDa de peso en adipocitos de rata que es susceptible de ser fosforilada por la
accion de PKA en condiciones de estimulacidn lipolitica (Egan et al. 1990). La isoforma A de la
perilipina es la que se encuentra en mayor abundancia en adipocitos maduros (Greenberg et al.

1993). La perilipina A, que es la forma de Perilipina que se encuentra en las gotas de grasa de los
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adipocitos, puede ser fosforilada por PKA y por PKG (Sengenes et al. 2003), lo que es indispensable

para el aumento de la lipdlisis ante la estimulacién por hormonas (Garcia et al. 2004).

Regulacion de la Lipdlisis.

La regulacion de la lipdlisis es esencial para asegurar la provisiéon adecuada de lipidos a los
tejidos que pueden utilizar los acidos grasos no esterificados como combustible. En sujetos
normales, la regulacion lipolitica en respuesta a la ingesta de alimentos, el ayuno y/o la actividad
fisica esta controlada por la expresidn y/o actividad de las lipasas y la interaccion entre numerosos

reguladores (Frayn et al. 2003).

La estimulacién de la lipdlisis, con respecto a procesos metabdlicos a nivel corporal, puede
darse por el ayuno (o restriccion caldrica) (Sengenes et al. 2002) o el ejercicio fisico (Horowitz y
Klein 2000), ambos procesos se basan molecularmente en un aumento de la respuesta del tejido
adiposo blanco a la accién lipolitica de las catecolaminas. Otras condiciones que pueden
incrementar la tasa lipolitica es el estrés, provocado por un incremento en la actividad del Sistema
Nervioso Central, la exposicion prolongada a bajas temperaturas (Mulligan et al. 2007) vy la
secrecion de hormonas (Wolfe 1997). La inhibicidon del proceso de degradacion de los triglicéridos
puede ser provocada fisioldgicamente por la ingesta de alimentos, lo que estimula la secrecién de
insulina (Coppack et al. 1989) o bien por el envejecimiento, proceso que provoca una disminucion

en la sefializacién B-adrenérgica (Lonnqvist et al. 1992).

A nivel mecanistico, el proceso lipolitico en el tejido adiposo puede ser mediado por
diversas rutas. El factor mas importante para la regulacion de la lipdlisis es la concentracion
intracelular de AMPc (revisado por Max Lafontan y Dominique Langin 2009). En este proceso es de
vital importancia el fendmeno de comunicacidén cruzada o “cross-talking” entre las rutas de
sefializacidon estimulatoria e inhibitoria que median la actividad de la Adenilato Ciclasa (EC 4.6.1.1)
y de las Fosfodiesterasas de Nucledtidos (EC 3.1.4.-). El control clasico de la lipdlisis responde a
estimulos transmitidos a través de Receptores Acoplados a Proteinas G, conocidos como

Receptores Adrenérgicos del subtipo B 1, 2y 3 (B1-AR, B,-AR y Bs-AR) (Lafontan y Berlan 1993).

Una ruta lipolitica diferente, responsiva a hormonas fue descubierta en células grasas

humanas (Sengenes et al. 2000). Los péptidos natriuréticos de tipo A (de valvula Atrial cardiaca) y
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tipo B (cerebral, “Brain”) estimulan la accidn lipolitica a extensiones similares de las que logra el
isoproterenol, activador quimico clasico de la lipdlisis. Se ha demostrado que la accidon de estas
moléculas provoca la activacion de la PKG y la posterior fosforilacidn activadora de Lipasa Sensible
a Hormonas en adipocitos humanos (Sengenes et al. 2003). Existen otras moléculas que ejercen
diversos efectos sobre la lipdlisis como la Hormona de Crecimiento (estimulatoria), Interleucina-6
(estimulatoria), TNF-a (estimulatoria), Oxido nitrico (estimulatorio), leptina (estimulatorio), el
factor de crecimiento similar a la insulina (inhibitorio), adenosina (inhibitorio), algunas
prostaglandinas (inhibitorio), neuropéptido Y (inhibitorio) entre otros (Mgller y J@rgensen 2009;
Harant et al. 1994; Kawakami et al. 1987; Gaudiot et al. 1998; Siegrist-Kaiser et al. 1997; Boulware
et al. 1992; Lonnroth et al. 1989; Richelsen et al. 1984; Valet et al. 1990) (Fig. 6).

Figura 6.- Control de la lipdlisis en los adipocitos humanos. Receptores adrenérgicos (RA); adenilato ciclasa
(AC); Proteinas G (Gs y Gi); Lipasas Sensible a Hormona (LSH); Receptor de Insulina (RI); Proteina Cinasa B (PKB);
Cinasa de Inositol-2-Fosfato (PI3K); Fosfodiesterasa tipo 3B (PDE-3B); Guanilato ciclasa (GC); Receptores de
péptidos natriuréticos (NPR); Lipasa de Monoglicéridos (LM); Neuropéptido Y (NY); Péptido YY (PYY); Proteinas
Enlazante de Lipidos en el Adipocitos (ALBP); Acidos Grasos (AG); Acidos grasos no esterificados (AGNE). Las
flechas sélidas indican los efectos mas alla de la activacién de cinasas. El signo + indica efecto estimulatorio y -,
inhibitorio (Tomada de Salazar 2006).
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1.5.1.4. Oxidacién de Acidos Grasos.

La oxidacion de acidos grasos de cadena larga para producir Acetil-CoA, llevada a cabo en
la matriz mitocondrial, es un proceso para la produccidn de energia en muchos organismos y
tejidos ya que puede proveer hasta el 80% de la energia total necesaria en circunstancias de ayuno
prolongado (Large et al. 2004). Este proceso metabdlico se da principalmente en el tejido
muscular. Los electrones que son removidos de los acidos grasos no esterificados durante su
oxidacién pasan a través de la cadena respiratoria mitocondrial dirigiendo la sintesis de ATP; la
Acetil-CoA que se produce en este proceso puede ser completamente oxidada para producir CO,
en el ciclo del acido citrico, resultando en un paso adicional de conservacién de la energia. Este

proceso también es conocido como B-oxidacién (Lehninger et al. 2009).

El proceso global de la B-oxidacidn consiste en cuatro fases en las cuales se remueve la

unidad de Acetil-CoA del extremo carboxilico del sustrato mediante:

1. La deshidrogenacién de los carbonos a y B, reaccidn catalizada por tres isoenzimas distintas
que son Acil-CoA Deshidrogenasa de Acidos de Cadena muy Larga (12-18 unidades de
carbono; EC 1.1.1.211), de Cadena Media (4-12 unidades de carbono; EC 1.3.8.7) y de cadena
corta (4-8 unidades de carbono; EC 1.3.8.1). Los electrones removidos del sustrato original
son transferidos a una molécula de Flavin Adenina Dinucledtido que ademas funciona como

grupo prostético de estas deshidrogenasas.

2. La hidratacién del doble enlace resultante, llevada a cabo por la Enoil-CoA Hidratasa (EC
4.2.1.17). Esta reaccion es analoga a la que ocurre en el ciclo del acido citrico (reaccion de la

Fumarasa).
3. La deshidrogenacién del L-B-hidroxiacil-CoA producido por la accidon de la B-hidroxiacil-CoA

Deshidrogenasa (EC 1.1.1.35). En esta reaccion, el aceptor de electrones es el Nicotinamida

Adenina Dinucleétido reducido.
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4. Finalmente, el rompimiento del B-cetoacil-CoA formado para liberar Acetil-CoA y un acil-CoA
gue tiene dos atomos de carbono menos que aquel que el sustrato original. Este proceso es

llevado a cabo por la Acil-CoA Aciltransferasa (Tiolasa; EC 2.3.1.16).

El Acil-CoA liberado, entra nuevamente a la secuencia oxidativa siempre y cuando tenga 4 o

mas unidades de carbono.

La regulacion de la B-oxidacion es compleja y esta controlada a diferentes niveles como el
transporte de los acidos grasos no esterificados a través de la membrana celular, el citoplasma y la
membrana mitocondrial; la capacidad enzimatica de oxidacion de la mitocondria; la
retroalimentacion de la via oxidativa y la relativa abundancia de carbohidratos que puedan servir
como fuente de energia a la célula. La importancia en la regulacién varia de acuerdo al contexto
energético celular es decir, el paso limitante en una condicion dada no necesariamente lo es en

condiciones diferentes (Thomson y Winder 2009).

De los dos tipos de tejido adiposo existentes en los organismos, el tejido adiposo blanco es
el que se conoce primordialmente por su capacidad oxidativa para la realizacion del proceso
termogénico, de hecho, es mas oscuro en comparacion con su contraparte blanca debido al
elevado numero de mitocondrias con las que cuentan sus células. No obstante, existen reportes
que aseguran que el tejido adiposo blanco también puede llevar a cabo la oxidaciéon de acidos
grasos no esterificados (Rosenbaum et al. 2002; Orci et al. 2004; Z.-W. Wang et al. 1999;
Shimabukuro et al. 1997).

1.5.1.5. Regulacién del Metabolismo de Lipidos.

Existen diversos procesos que pueden regular las rutas metabdlicas de los lipidos en el
tejido adiposo por ejemplo, la actividad lipogénica puede ser modulada alostéricamente por la
presencia de citrato y glutamato que son activadores de acetil-CoA carboxilasa y puede ser
disminuida por Acil-CoA, acidos grasos no esterificados y Malonil-CoA que actlan como sus
inhibidores. Una alta concentracidn citosdlica de acidos grasos no esterificados igualmente inhibe

la actividad de la Sintasa de Acidos Grasos, disminuyendo asi la lipogénesis de Novo(lritani 1992).
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De manera similar, la acetil-CoA carboxilasa-2 es regulada de manera positiva por citrato y
glutamato y de manera negativa por altas concentraciones de acidos grasos no esterificados, lo
gue provoca un aumento en la oxidacién de éstos (Tong 2005); la B-oxidacidn es inhibida por el
producto final del proceso, acetil-CoOA que provoca un proceso de retroalimentacion que

disminuye la actividad oxidativa (Liang et al. 2001).

Ademas de las modulaciones alostéricas, existen diferentes rutas de sefializacion que
modulan el metabolismo de lipidos. Una de ellas es la sefializacién por insulina que activa la
Proteina Cinasa B (EC 2.7.11.1) a través de la interaccién de dicha hormona con su receptor, la
proteina Sustrato del Receptor de la Insulina tipos 1 y 2 (IRS1 y 2) principalmente que activan a la
PI3K (EC 2.7.1.150) cuyo producto promueve la actividad de la Cinasa Dependientes de
Fosfoinostol la cual fosforila a PKB en su residuo de Thr308. Esta ruta favorece la lipogénesis y la

sintesis de colesterol (Cross et al. 1995).

Otra posible ruta que es activada por la insulina es la de las Proteinas Cinasas Activadas
por Mitégenos (EC 2.7.12.2), la cual transmite la sefial a través de factores de intercambio de
nucledtidos de guanina GRB2 y de SOS a la proteina Ras que activa secuencialmente distintas
cinasas para finalmente activar a las enzimas Cinasas Reguladas por Sefales Extracelulares (EC

2.7.11.24), las cuales regulan la transcripcion de diversos genes (Wortzel y Seger 2011).

Por otro lado, hormonas como el glucagdn, la adrenalina y la noradrenalina al actuar con
sus respectivos receptores acoplados a proteinas G provocan el intercambio de GDP por GTP y
promueven la unién de la subunidad G-a de los receptores con la AC, produciendo AMPc lo que
provoca la activacion de la PKA que modula la actividad de diversas enzimas modificando el

metabolismo (Kirschner et al. 2009).

Los cambios en el perfil energético de la célula también influyen en el metabolismo de
lipidos, estos fendmenos se encuentran gobernados por la via de sefializacion de AMPK. Esta
cinasa es un complejo heterotrimérico con una subunidad catalitica (a) y dos regulatorias (B y v)
(Woods et al. 1996). Se han identificado diversas isoformas de todas las subunidades de AMPK, las
cuales pueden formar 12 complejos distintos que muestran diferentes propiedades (Hardie y

Carling 1997). En el tejido adiposo, la isoforma mas abundante de la subunidad catalitica es la al
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(Lihn et al. 2004; Daval et al. 2005). La principal funcion de AMPK es detectar los niveles de AMP o
bien, la relacién de AMP/ATP, que al estar elevada denota un panorama de baja energia celular,
para activar las rutas catabdlicas que producen ATP y desactivar las anabdlicas consumidoras de

energia para asi mejorar el perfil energético (Daval et al. 2006).

La activacion de AMPK se da por fosforilacién en su residuo Thr-172 (Hardie y Carling
1997), como resultado de la accidén de dos diferentes cinasas: la Cinasa Hepatica B1 (Liver Kinase
B1, LKB1, EC 2.7.11.1) (Hawley et al. 2003; Woods et al. 2003; Shaw et al. 2004) y la Cinasa de
Calmodulina dependiente de Ca tipo B (Ca’’/ calmodulin-dependant protein Kinase B, CaMKB, EC
2.7.11.17) (Hawley et al. 2005; Woods et al. 2005). En afios recientes, se ha reportado otros
mecanismos que pueden activar a AMPK iniciados por especies reactivas de oxigeno (Hawley et al.
2010) y dafio en el DNA (Fu et al. 2008; Ji et al. 2010; Sanli et al. 2010) los cuales comprenden
oxidacién o adicion de glutatién a residuos de cisteina de la subunidad catalitica (Zmijewski et al.

2010) o la accién de una cinasa distinta a LKB1 y CaMKp aun desconocida (Alexander et al. 2010).

AMPK actua sobre proteinas participantes involucradas en el metabolismo de lipidos como
acetil-CoA carboxilasa 1y 2, cuya actividad se ve reducida por la accion de la cinasa (Sullivan et al.
1994; Daval et al. 2005). La disminucién de la actividad de acetil-CoA carboxilasa 1 provoca que el
proceso de lipogénesis de novo sufra una regulacion negativa debido a que disminuye la
concentracion de Malonil-CoA que sirve como sustrato inicial de la acido graso sintasa. Aunque la
fosforilacion de acetil-CoA carboxilasa-2 por AMPK provoca también que la concentracion de
Malonil-CoA disminuya, esta enzima se encuentra en la matriz mitocondrial donde el compuesto

funciona como un inhibidor de la Carnitin Palmitoil Transferasa-1.

En el tejido adiposo AMPK puede ser activada por ejercicio, ayuno y exposicion al frio
(Mulligan et al. 2007; Daval et al. 2005; Koh et al. 2007) provocando la disminucion antes
mencionada en los niveles de Malonil-CoA debido a la fosforilacion de acetil-CoA carboxilasa 1
(Park et al. 2002). Existen reportes de que estos efectos son concomitantes con una reduccién en
la produccién del RNAm de enzimas lipogénicas en el tejido adiposo (Orci et al. 2004), asi como la
modificacion de los estados de fosforilacién en el higado de proteinas participantes en esta ruta

(Aguilera-Méndez y Fernandez-Mejia 2012). Esta reduccién en la lipogénesis concuerda con otro
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efecto que ha sido adjudicado a la activaciéon de AMPK que es la reduccién de la adiposidad, la cual

se refiere a una disminucion en la masa adiposa del cuerpo (Rossmeisl et al. 2004).

En adipocitos se ha reportado la capacidad de AMPK para inhibir la lipogénesis regulando
directamente enzimas y factores transcripcionales relacionados al metabolismo de lipidos (Sullivan
et al. 1994; Ahmadian et al. 2011; Li et al. 2011), lo que ha provocado el desarrollo de una gran
cantidad de trabajos acerca del efecto de dicha cinasa sobre la regulacidon del metabolismo lipidico
en el tejido adiposo. Como ya se ha establecido, AMPK aumenta la actividad oxidativa en las
células. Pese a esto, en lo que respecta a la lipdlisis aun se considera controversial tanto el efecto
gue ejerce como el mecanismo que utiliza AMPK sobre esta ruta metabdlica en el tejido adiposo
(Ahmadian et al. 2011). Desde 1989 se han publicado reportes acerca del tema. El primer trabajo
gue salid a la luz publica establecio que AMPK fosforila a la Lipasa Sensible a Hormonas en su
residuo de Ser565 sin modificar su actividad basal pero previniendo el incremento en esta al no
permitir la fosforilacion adicional de la lipasa en Ser563 por la accién de PKA (Garton et al. 1989). A
este trabajo se han unido una serie de reportes que apoyan el “efecto clasico” de AMPK sobre la
ruta lipolitica en el tejido adiposo e incluso algunos de los mas recientes han robustecido esta
posicion al reportar que otro mecanismo por el cual AMPK disminuye la tasa lipolitica es la
inhibicion de la Lipasa de Triglicéridos de Tejido Adiposo mediante su inhibicién en Ser406
(Ahmadian et al. 2011). Existe incluso un estudio sobre control glicémico, lipidico y reduccion de
peso corporal en ratones con obesidad inducida por diabetes y por background genético donde al
activar AMPK se encuentra reduccidn en la lipdlisis del tejido adiposo, resultado que es utilizado
para explicar los demds efectos del agonista de la cinasa sobre el metabolismo de los roedores
(Anil et al. 2014). No obstante, desde 1998 algunos trabajos que demostraban una relacion
directamente proporcional entre AMPK y la actividad lipolitica en el tejido adiposo comenzaron a
hacerse publicos. En ese afio se publicd un trabajo que reportaba un aumento en la actividad de
AMPK como consecuencia de un incremento en la ruta de las MAPK como respuesta a la
estimulacidén adrenérgica con isoproterenol en ratas (Moule & Denton 1998). De la misma manera
gue con la ideologia clasica, numerosos trabajos han apoyado la teoria de una relacién directa
entre AMPK vy la actividad lipolitica e incluso existen trabajos recientes que han encontrado
aumentos pariados de actividad de AMPK y lipdlisis en el tejido adiposo de ratas como respuesta al

tratamiento con extractos vegetales (Ok et al. 2013; Chen et al. 2014).
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Aunado a este controvertido panorama, en el 2006 un trabajo publicado por Watt et al.
demostré que el efecto de AMPK sobre la lipdlisis podia ser ambos, estimulatorio o inhibitorio,
segun el orden en que las células cultivadas recibieran los estimulos, AICAR para activar AMPK y
epinefrina para estimular la lipdlisis por la ruta adrenérgica; cuando el primer estimulo recibido
era la epinefrina la lipdlisis no era reducida por la activacién de AMPK pero en el orden inverso el
resultado fue contradictorio. Ademas de esto, dicho estudio definié importantes diferencias en la
regulacién de AMPK y del proceso lipolitico entre el tejido adiposo y el musculo esquelético (Watt
et al. 2006). Por otro lado existen autores que aseguran que AMPK puede incrementar su actividad
como consecuencias de un aumento en la lipdlisis (Gauthier et al. 2008) o incluso que la relacién
AMPK-lipdlisis necesita de la activacidn selectiva de los complejos de AMPK que tienen la variante

2 de la subunidad catalitica a (Souza et al. 2011).

2. Justificacion.

El estudio de las vitaminas han puesto de manifiesto que ademads de su efecto clasico, las
vitaminas poseen otros mecanismos de accién y que éstos pueden variar dependiendo de su
concentracién (Carlberg 1999; Al-Mohaissen et al. 2010). El conocimiento de los mecanismos
moleculares de las vitaminas sobre la expresién genética ha permitido la comprensién de sus
efectos sobre diversas funciones bioldgicas. Los estudios de vitaminas se han llevado a cabo
principalmente sobre las especies liposolubles A y D (Carlberg 1999), pero se conoce poco sobre

los efectos de las vitaminas hidrosolubles en la expresidn de genes.

La biotina es una vitamina del complejo B cuya funcidn es participar como grupo prostético
de las carboxilasas. Se ha encontrado que en dosis farmacoldgicas es capaz de modificar la
expresion de genes y diversas funciones biolégicas mediante un mecanismo que no se encuentra
relacionado con su accibn como grupo prostético. Este efecto es intrigante ya que
tradicionalmente se ha considerado que el exceso de las vitaminas hidrosolubles son eliminadas
por el organismo. Sin embargo, cabe sefialar que otra vitamina del complejo B, la niacina o
vitamina B3 participa metabdlicamente en concentraciones de 16 mg como cofactor de enzimas
en forma de NAD/NADP, en tamto que en concentraciones farmacoldgicas de 500 a 3,000 mg,
tiene efectos sobre diversas células actuando a través de un receptor de membrana tipo Gi

mediante un mecanismo independiente a su accidn fisioldgica como cofactor de enzimas (Al-
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Mohaissen et al. 2010). Como se sefiald previamente en la Introduccion, la biotina en
concentraciones farmacoldgicas entre 30 a 650 veces sus requerimientos diarios de 30 Mg.,
disminuye las concentraciones de lipidos sanguineos en individuos normo (Steigerwal & Bohele
1962; Marshall & Kliman 1980) (Larrieta et al. 2010) (Aguilera-Mendez y Fernandez-Mejia 2012).
e hiperlipémicos (Dokusova & Krivoruchenko 1972a; Marshall et al. 1976; Baez-Saldafa & Ortega
2004; Singer & Geohas 2006; Revilla-Monsalve et al. 2006; Geohas et al. 2007) (Sahin et al.
2013). Se conoce poco sobre los mecanismos moleculares mediante los cuales esta vitamina
produce sus efectos. En estudios realizados previamente, nuestro grupo de trabajo reporté que la
biotina disminuye la expresion de genes de enzimas y factores transcripcionales de la via
lipogénica en ratones normolipémicos y que estos efectos difieren entre el higado y el tejido
adiposo % (Larrieta et al. 2010). De igual manera se demostré que dicho efecto hipolipemiante
estd relacionado con un aumento en las concentraciones de GMPc y la activacién de la proteina
cinasa dependiente de AMP (AMPK) en el higado (Aguilera-Mendez y Fernandez-Mejia 2012). Se
ha documentado que las acciones farmacoldgicas de la biotina difieren entre los tejidos y que la
AMPK es regulada de manera tejido-especifica. En este proyecto proponemos estudiar los efectos
de la biotina sobre estas proteinas reguladoras del metabolismo de los lipidos en el tejido adiposo.
El proyecto se realiz6 en un modelo experimental de ratdn normolipémico previamente usado en
el laboratorio en donde se han observado los efectos farmacoldgicos de la vitamina. Los resultados

permitiran ampliar el conocimiento actual sobre el efecto de la biotina en el adipocito.

3. Hipétesis.

La suplementacién con biotina modifica el metabolismo de lipidos en el tejido adiposo

mediante un mecanismo asociado a la Proteina Cinasa Dependiente de AMP.

4, Objetivo General.

Determinar el efecto de la suplementacién con biotina sobre la forma activa de la AMPK y

de distintas proteinas que son reguladas por ésta.
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5. Objetivos Particulares.

Determinar los efectos que produce la administraciéon durante 8 semanas de una dieta

suplementada con biotina mediante el analisis de:
e Laconcentracién de GMPc en el tejido adiposo.
e El estado de fosforilacion de la enzima AMPK en el tejido adiposo, como enima clave en la
regulacién del metabolismo energético.
e El estado de fosforilacién de las enzimas Acetil-CoA Carboxilasa-1 y Acetil-CoA Carboxilasa-
2 en el tejido adiposo como puntos de regulacion en el metabolismo de lipidos

responsivos a la activacion de AMPK.

e Latasa lipolitica basal del tejido adiposo.
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6. Materiales.

6.1 Dietas de alimentacidn para ratones.

Las dietas con las que fueron alimentados los animales de experimentacién durante el
tratamiento fueron obtenidas de la compafiia Harlan Teklad (WI, EUA) con las siguientes

denominaciones:

A. Con biotina suficiente (TD-01362) (1.76 mg biotina/kg dieta)
B. Con biotina suplementada (TD-02458) (97.7 mg biotina/kg dieta)

La composicion detallada de ambas dietas ha sido publicada anteriormente (Baez-Saldafia

y Ortega 2004).

6.2 Reactivos y Soluciones.

Extraccion y cuantificacion de proteinas totales

e Solucién de lisis (HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 0.1%, Glicerol 1%,
orthovanadato de sodio 2 mM, fluoruro de sodio 25 mM, pirofosfato de sodio 5 mM, DTT
1 mM, TritonX-100 0,1%, marca SIGMA y coctel inhibidor de proteasas “Mini complete”,
marca ROCHE)

* Solucién de carga 2X (SDS 10%, glicerol 30 %, Tris-HCI 100 mM, pH 6.8, B-mercaptoetanol
0.02 % y azul de bromofenol 0.02 %, SIGMA)

e Reactivo de Bradford para cuantificacién de proteina (Bradford Protein Assay, Bio-Rad)

Electroforesis de SDS-PAGE

e Solucién de acrilamida al 30% (30 gr de acrilamida y 1 gr de bis-acrilamida, marca Bio-Rad,
en 100 ml de agua grado MiliQ)

e Tris-base (SIGMA) 1.5 M pH 8.8 y Tris-base 1 M pH 6.8
e SDS (SIGMA) 10 %
e TEMED (SIGMA)

e Persulfato de amonio 10 % (SIGMA)
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Solucién amortiguadora de corrida (Glicina 192 mM, Tris-base 25 mM y SDS 0.1 %)

Transferencia en cdmara humeda

Membrana de nitrocelulosa de 0.45 um (Bio-Rad)
Solucién de transferencia (Tris-base 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20 %).

Solucién de Stripping (glicina 250 mM, SDS 1%, con pH 2)

Tincion de membrana con rojo de Ponceau

Solucién de rojo de Ponceau (rojo de ponceau 0.3 % y acido acético 3 %) (SIGMA)

Inmunodeteccion

Solucién de TBS 1X (Tris-base 100 mM y NaCl 150 mM)
Solucién de TBS-T 0.1% (Solucién de TBS 1Xy 0.1 % de Tween 20)

Solucién de bloqueo (5% de leche libre de grasa Blotto marca Santa Cruz Biotechnology en
solucién de TBS-T 0.1 %)

Anticuerpos policlonales anti-fosfo-ACC-1, anti-AMPK-a y anti-fosfo-AMPK-a, Cell
Signaling; anti-ACC-2, anti-fosfo-ACC-2, anti-conejo-lgG-HRP, anti-raton-IgG-HRP, Santa
Cruz Biotechnology)

Anticuerpo monoclonal (anti-tubulina-a monoclonal, Santa Cruz Biotechnology)

Solucién de quimioluminiscencia Chemiluminescent HRP substrate (MILLIPORE)

Cuantificacion de GMPc.
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7. Métodologia.

7.1. Modelo Experimental.

Se utilizé el modelo experimental previamente usado por nuestro grupo, (Larrieta et al.
2010). Ratones machos de la cepa BALB/cAnN de tres semanas de edad recién, destetados se
mantuvieron en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM bajo ciclos de
luz-obscuridad de 12 h, con libre acceso a agua y alimento durante todo el periodo experimental, a
excepcién de los periodos de ayuno que se sefialan. Los procedimientos fueron aprobados por el
comité de Etica y Experimentacién del Instituto de Investigaciones Biomédicas. Los ratones
recibieron una dieta control o una dieta suplementada durante ocho semanas. El grupo control
recibi6 una dieta con 1.76 mg de biotina/kg alimento (TD-01362, Harlan Teklad); el grupo
suplementado recibié una dieta que contiene 97.7 mg de biotina/kg de alimento (TD-01363,
Harlan Teklad). La dieta control proporciona suficiente cantidad de biotina para cubrir las
necesidades metabdlicas de los ratones, mientras que la dieta suplementada contiene cantidades
de biotina aproximadamente 56 veces la concentracion del control, proporcién comparable a la de
los suplementos vitaminicos que contienen biotina y son recomendados para el tratamiento de
dislipidemia (Albarracin et al. 2007; Geohas et al. 2007). El peso corporal y el consumo de alimento
se determinaron cada semana. Posterior a las ocho semanas de alimentacion con las dietas, los
ratones se sometieron a un periodo de ayuno de 16 h, se anestesiaron con Sevorane®
(Sevoflurano), se les extrajo sangre y se les extirparon ambos paquetes de tejido adiposo
epididimal. Al término del procedimiento quirurgico, los ratones fueron sacrificados por

dislocacién cervical.

7.2.Cuantificacion de Proteinas.

El método de Bradford para la cuantificacion de proteinas se basa en el hecho de que el
reactivo utilizado contiene cobre (como colorante Azul brillante de Coomasie G 250) en solucion
con acido ortofosférico y metanol. Cuando la proteina se une el cobre, su longitud de onda de
maxima absorcién cambia de 465 nm a 595 nm (Bradford 1976). Este método es altamente
sensible y lineal. Se utilizd albimina de suero bovino (BSA) como estandar en rango de 1-20 pg/uL.

La cuantificacion proteica se realizo utilizando el método comercial Kit Protein Assay siguiendo las
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instrucciones del fabricante (Bio-Rad). Brevemente, a 798 uL de agua grado MiliQ se le agregaron
2 uL de las muestras a determinar y 200 puL del reactivo comercial, se mezclaron y se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 min, se midié la absorbancia del blanco, los patrones y las
muestras a 595 nm en un volumen final de 1 mL en cubetas de plastico 6ptico de 1 cm de longitud

del paso de luz.

7.3.Andlisis de Proteinas por Western Blot.

Se utilizé este método para cuantificar la abundancia de las proteinas en su forma total y
fosforilada. Se homogenizaron 250 mg de tejido adiposo epididimal con un homogenizador de
tjidos tipo politron en solucién de lisis fria. Se centrifugaron los extractos de tejido a 12000*g
durante 15 minutos a 4°C para eliminar material insoluble y la concentracidn de proteinas se
cuantificd por el método descrito previamente. Se cargaron un total de 50 pg de proteina por
carril en un gel de SDS-PAGE al 10% para la deteccion de AMPK o al 8% para las isoenzimas de
acetil.CoA carboxilasa, usandose un aparato para electroforesis vertical “Mini-Protean III” (Bio-

Rad).

La electrotransferencia de las proteinas desde el gel de poliacrilamida hacia membranas de
nitrocelulosa se realiz6 durante 4 h a 50 V (voltage constante) con un aparato de
electrotransferencia himeda (Bio-Rad). Al terminar, se lavd la membrana con TBS 1X y la eficiencia
de la transferencia se comprobd con solucidn colorante rojo de Ponceau. Este colorante tifie las
proteinas de color rojo en una forma inespecifica, permitiendo comprobar su integridad y su
correcta transferencia de manera general. Para eliminar la tincidn se lavé la membrana dos veces
con TBS-T 0.1 % durante 5 min. La membrana se bloqued con solucion de bloqueo por 1 h a
temperatura ambiente para impedir uniones inespecificas con el anticuerpo primario. Después de
bloquear se incubd durante toda la noche (14 hs) a 4°C, con los respectivos anticuerpos primarios.
Al dia siguiente se lavd cuatro veces durante 5 min con soluciéon TBS-T 0.1% y se incubd con el
anticuerpo secundario policlonal anti-lgG-HRP correspondiente en solucidon TBS-T 0.1% con 5% de

leche por 1 h a temperatura ambiente, al terminar se lavé nuevamente en la forma ya descrita.

Se afiadié solucion de quimioluminiscencia a las membranas y se detectaron las bandas

inmunorreactivas con el equipo Molecular Imager Chemidoc XRS (Bio-Rad). La intensidad de las

40



bandas se cuantificé digitalmente por densitometria usando el software Image J 1.40 (HIMH,
Bethesda, MD, USA). Para corroborar la homogenidad en la cantidad de proteinas, se reutilizaron
las membranas para detectar una proteina de expresién constante susceptible de ser utilizada
como control de carga (a-Tubulina). Las membranas fueron sometidas a un proceso de “stripping”,
gue consiste en la desunién de los anticuerpos para poder proceder a incubar con un anticuerpo
primario diferente sin que haya una interferencia entre ellos. Se lavaron las membranas con la
solucion de stripping durante 30 min en agitacién suave y después se lavaron 3 veces durante 5

min con TBS-T 0.1% con agitacion fuerte para volver a ser bloqueadas e incubadas.

7.4.Cuantificacion del Contenido de GMPc en el Tejido Adiposo.

Se realizd6 mediante la deteccidn colorimétrica por inmunoensayo enzimatico competitivo.
La construccidn de la curva patrdn, asi como la determinacidon de GMPc en las muestras de interés
se llevaron a cabo bajo las especificaciones del fabricante (Cayman Chemical Company, Ann
Harbor, MI, USA). La concentracion de GMPc en cada una de las muestras se determind después
de realizar las correcciones matematicas correspondientes. Brevemente: los tejidos se congelaron
en nitrégeno liquido inmediatamente después de ser retirados del animal de experimentaciéon y
fueron conservados a -70 °C hasta su utilizacidn. Las muestras se homogenizaron en una solucién
acuosa de d4cido tricloroacético utilizando un homogenizador de tejidos tipo politréon vy
manteniendo la muestra en hielo. Después de centrifugar a 1500*g por 10 min, el sobrenadante
se colocd en tubos limpios y se lavé con éter saturado de agua, el cual fue removido por
calentamiento a 70°C. Las muestras se colocaron en una placa optica de plastico de 96 pozos
mezclandose con un suero anti-GMPc. La placa fue incubada en refrigeraciéon durante 18 h y
después de lavar 3 veces con un buffer de lavado proporcionado por el fabricante, se afiadio la
solucién rastreadora de GMPc a las muestras. Se tomaron lecturas de densidad éptica a 405 y 420

nm. Los datos fueron procesados de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

7.5.Cuantificacion de la Actividad Lipolitica.

La cuantificacion de la tasa lipolitica del tejido adiposo epididimal se llevo a cabo a través de

la cuantificacion colorimétrica indirecta del glicerol liberado por las células grasas aisladas del
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tejido adiposo epididimal de los animales de experimentacién, en condiciones apropiadas para

que la lipdlisis fuera llevada a cabo.

7.5.1. Aislamiento de Adipocitos.

Se realizé mediante la técnica reportada por Rodbell (1961), con ligeras modificaciones y
estandarizada para ser realizada a microescala. Una vez que el animal de experimentacién se
encontré debidamente anestesiado, se extrajeron ambos paquetes de grasa epididimal, cortando
con cuidado para evitar que las venas principales fueran cortadas y la sangre contaminara el
tejido. Los paquetes de grasa se colocaron en una soluciéon de Ringer-Krebs adicionada con
Albumina Sérica Bovina libre de acidos grasos (4%) y colagenasa de rabano picante tipo Il (1
mg/mL) y se trituraron mecdnicamente con tijeras para obtener trozos de tejido de tamafio
pequeiio (3 a 5 mm). La suspension de tejido adiposo se sometié a un proceso de digestion
enzimatica durante 30 min, a una temperatura de 37 °C en agitaciéon constante (200 rpm) en un

bafio metabdlico. La composicion de la solucidon de Ringer-Krebs se detalla en la tabla 1.

Tabla 1. Composicidn de la solucién Ringer-Krebs utilizada para la digestion de tejido adiposo y aislamiento de adipocitos.

Compuesto Concentracion Final
NaCl 4.5% 100 mL
KCI 7% 4 mL
KH,PO, 10.5% 1 mL
MgS0O,4 19.1% 1 mL
NaHCO; 6.5% 1 mL
Agua 514 mL
CaCl, 2.5 mM 231.39 mg
HEPES 25 mM 3.7592 g
Glucosa 2mM 227.16 mg
Adenosina 2nM 3.3 ng/mL

Transcurrido el periodo de digestidn, la suspension de células se paso a través de un filtro
de nylon para separar las células grasas de la fracciéon estromo-vascular del tejido hidrolizado. Los
adipocitos aislados se lavaron 2 veces con un volumen de soluciéon Ringer-Krebs con Albumina
libre de acidos grasos (1%) a pH 7.5 para eliminar los residuos de colagenasa y se separaron de la

solucién mediante centrifugacion suave (1 min, 1000 rpm). Se evitdé que el paquete celular
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permaneciera bajo condiciones ambientales por mas de 30 min para evitar que la supervivencia

celular fuera afectada.

7.5.2. Incubacion Lipolitica y Cuantificacidn de Glicerol.

Se llevd a cabo mediante una adaptacién a microescala de la técnica de Honnor (Honnor et
al. 1985). En microtubos se colocé el medio de incubacion para la lipdlisis de los adipocitos que
consistido en solucién de Ringer-Krebs con Albumina libre de acidos grasos (4%). El 10% del
volumen de reaccién fue ocupado por las células grasas. Los tubos se incubaron a 37 °C durante 45

min con agitacién moderada (150 rpm).

Para detener la reaccidon una vez transcurrido el tiempo necesario, los microtubos se
colocaron en un bafio de hielo durante 5 min. Después, se centrifugaron a 13500 rpm durante 10
min a 4 °C. Se tomo¢ la fase liquida que se forma entre el pastel de grasa flotante y el paquete
celular que queda al fondo del tubo y se pasé a un nuevo mictorubo para evitar contaminaciones
gue puedan causar interferencia en la determinacién de glicerol. Se tomd una alicuota de 150 pL
de la fase que contiene el glicerol y se hizo reaccionar durante 15 min a 37 °C en agitacion
moderada (150 rpm) con una mezcla de reaccion cuya composicion detallada se encuentra en la

tabla 2.

Tabla 2. Composicion de mezcla de reaccion para la determinacion colorimétrica indirecta de glicerol.

Triton X-100 0.008000 g
MgSQO, 0.009800 g
HEPES 0.476600 g
EDTA 0.007400 g
4-amoniantipirina 0.020300 g
4-clorofenol 0.006940 g
ATP 0.022040 g
Peroxidasa 0.000512 g
Glicerol-3-P-oxidasa 1.5 Ul
Glicerol cinasa 4.5 Ul

Transcurrido el tiempo de reaccidn, la concentracion de glicerol se determind mediante la
densidad Otpica de las muestras a 505 nm reportandose los resultados como pumoles de glicerol

por unidad de volumen de células. Para la determinacion de la concentracién se debe construir

43



una curva patron de glicerol utilizando como disolvente solucién de Ringer-Krebs-Albumina 4%

gue comprenda concentraciones desde 50 umol hasta 1 mmol.

7.6.Analisis Estadistico.

Los calculos necesarios para el analisis estadistico se realizaron mediante el programa
informatico Statview 4.57.0.0 de Abacus Concepts Inc (Berkeley, CA, USA). Los datos fueron
presentados como el promedio de las mediciones * el error estdndar (ES). Las diferencias
significativas entre los grupos fueron determinadas mediante una prueba de Fisher no pareada. Se

considerd que una diferencia significativa existe cuando el valor de P <0.05.

8. Resultados.
8.1.Contenido de GMPc en Tejido Adiposo Epididimal

Un aumento en la concentracion intracelular de GMPc ha sido reconocido como la base de la
teoria mas aceptada del mecanismo de accién de la biotina tanto in vitro (Solérzano-Vargas et al.
2002; De La Vega y Stockert 2000) como in vivo (Aguilera-Méndez y Fernandez-Mejia 2012). Los
resultados del efecto de la biotina sopbre el GMPc se han obtenido en el tejido hepatico, sin
embargo no ha sido investigado en adipocitos. Debido a esto, analizamos los niveles de GMPc
contenidos en el tejido adiposo epididimal de ratones a los que se les administré una dieta
conteniendo 56 veces la cantidad de biotina presente en la dieta control. Como puede observarse
en la figura 7, el consumo de la dieta suplementada con biotina origind un incremento en el
contenido de GMPc del tejido adiposo de los animales de experimentacion al comparar con el

grupo control .
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Figure 7. Contenido de GMPc en el tejidos adiposo epididimal de ratones control (M) y ratones suplementados con
biotina (). * indica diferencia estadistica significativa comparado con el control. n = 9.

8.2. Analisis de Proteinas por Western Blot
8.2.1. AMPK.

Se ha encontrado que existen diferencias tejido-especificas en el efecto farmacoldgico de
la biotina asi como la regulacion de AMPK (Larrieta et al. 2010; Lim et al. 2010; Bijland et al. 2013;
Dakshinamurti & Li 1994). En este trabajo se determind la accion de la suplementacion de biotina
sobre la AMPK del tejido adiposo. Los resultados revelaron la presencia mas abundante de la
forma activa de AMPK en los paquetes de tejido graso obtenido de los animales tratados en
comparaciéon con los animales sin tratar (Fig. 8).
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C1 C2 (3 B1 B2 B3

Fosfo-aAMPK 63 kDa
oaTubulina 50 kDa

Figure 8. Analisis semicuantitativo por Western blot (arriba) y densitometria semicuantitativa (abajo) de Fosfo-
AMPK (fosforilada) de tejido adiposo epididimal de ratones control ( C, @) y ratones suplementados con biotina
(B, OJ). * indica diferencia estadistica significativa comparado con el control. Imagen representativa de 4
experimentos independientes. n=16. Los carriles del Western blot se encuentran identificados en la parte
superior y corresponden a extractos proteicos obtenidos del tejido adiposo de diferentes ratones de cada uno
de los grupos experimentales utilizados.

Como indicativo del aumento en la actividad de la AMPK se procedié a analizar blancos

moleculares de la AMPK, como lo son las isoformas fosforiladas de la acetil-CoA carboxilasa

8.2.2. Acetil-CoA carboxilasa-1 fosforilada.

El aumento en la forma fosforilada de esta carboxilasa provoca su inhibicion, dando lugar a
una disminucion en la produccion de malonil-CoA que tiene como significado la limitacién del
sustrato inicial de la lipogénesis utilizado por la acido graso sintasa, disminuyendo en forma global

el proceso lipogénico (Sullivan et al. 1994).

Para determinar la abundancia de la acetil-CoA carboxilasa Los resultados revelaron que la

acetil-CoA carboxilasa-1 fosforilada se encontré en mayor abundancia en los extractos totales del
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tejido adposo epididimal de los animales suplementados con biotina en comparaciéon con los
ratones pertenecientes al grupo control (Fig. 9). Debido al alto peso molecular de la enzima fue
necesario efectuar el corrimiento de las proteinas en geles de acrilamida al 8%, esto provocé
dificultades en el manejo de los geles y se observaron algunas diferencias en el control de carga.
Sin embargo, esta diferencia estadisticamente significatica a pesar de la variacidn experimental
que el tejido adiposo produce de forma intrinseca en estas técnicas.

C1 C2 (C3 B1 B2 B3

Fosfo-ACC1 265 kDa
oaTubulina 50 kDa

Figure 9. Analisis semicuantitativo por Western blot (arriba) y densitometria semicuantitativa (abajo) de ACC1-P
(fosforilada) de tejido adiposo epididimal de ratones control (C, ®) y ratones suplementados con biotina (B, [J). *
indica diferencia estadistica significativa comparado con el control. Imagen representativa de 4 experimentos
independiente .con 4 muestras por grupo. n=16. Los carriles del Western blot se encuentran identificados en la
parte superior y corresponden a extractos proteicos obtenidos del tejido adiposo de diferentes ratones de cada
uno de los grupos experimentales utilizados.

8.2.3. Acetil-CoA carboxilasa-1 fosforilada-2
La fosforilacion de la acetil-CoA carboxilasa-2 inhibe su actividad. A diferencia de la
acetil-carboxilasa-1 que se encuentra en el citosol, la isoforma acetil-CoA carboxilasa-2 se
localiza en la mitocondria y su funcién se encuentra involucrada en el proceso de
internalizacién de los acidos grasos hacia la matriz de la mitocondria para su posterior
utilizacion en el proceso de B -oxidacion (Abu-Elheiga et al. 2000), en donde la

fosforilacion de la acetil-CoA carboxilasa-2, origina una menor formacién de Malonil-CoA,
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lo que resulta en una des-represién de la inhibicidon de la beta-oxidacidon y, por ende, un
aumento de la b-oxidacién de éstos.. De igual manera al efecto observado sobre la acetil-
CoA carboxilasa citoplasmica, la isoforma mitocondrial, se encontré con un estado de
fosforilacion aumentado en el grupo suplementado al comparar con el grupo control (Fig.

10).

Figure 10. Andlisis semicuantitativo por Western blot (arriba) y densitometria semicuantitativa (abajo) de ACC2-P (fosforilada) de
tejido adiposo epididimal de ratones control (W) y ratones suplementados con biotina ([I). * indica diferencia estadistica
significativa comparado con el control. Imagen representativa de 4 experimentos independiente con 4 muestras por grupo.
n=16. Los carriles del Western blot se encuentran identificados en la parte superior y corresponden a extractos proteicos
obtenidos del tejido adiposo de diferentes ratones de cada uno de los grupos experimentales utilizados.

8.3. Lipdlisis.

La lipdlisis en el tejido adiposo es un proceso critico en la regulacién de los niveles séricos
de acidos grasos no esterificados (Kolditz & Langin 2010). El efecto de la biotina sobre la lipdlisis
no ha sido reportada. Para determinar si este proceso participa en la disminucion de los acidos
grasos provocada por el tratamiento con la vitamina ( Boone-Villa et al. 2015) se determiné la tasa
lipolitica analizando los niveles de glicerol liberado al medio de reaccién por adipocitos aislados de

la grasa epididimal de los animales sometidos a la dieta suplementada con biotina. No se
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observaron diferencias significativas entre ambos grupos experimentales (0.29 + 0.05 pumol/mL

para el grupo control vs 0.33 + 0.08 umol/mL para el grupo suplementado, Fig. 11).

Fig. 11.- Efecto de la suplementaciéon de biotina en el nivel de lipdlisis basal en ratones suplementados con

biotina durante 8 semanas. (M) Grupo control; (L1) Grupo suplementado. La grafica representa la media + EE.
* denota diferencia significativa entre los grupos experimentales (P>0.05) (n = 18).
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9. Discusion.

Numerosos estudios han demostrado que concentraciones farmacoldgicas de biotina
provocan disminuciones en los niveles de los lipidos plasmaticos, estos efectos se han observado
tanto en condiciones normo (Steigerwal & Bohele 1962; Marshall & Kliman 1980) (Larrieta et al.
2010) (Aguilera-Mendez y Fernandez-Mejia 2012) e hiperlipidémicas hiperlipémicos (Dokusova &
Krivoruchenko 1972a; Marshall et al. 1976; Baez-Saldafia & Ortega 2004; Singer & Geohas 2006;
Revilla-Monsalve et al. 2006; Geohas et al. 2007) (Sahin et al. 2013). Los mecanismos por los
cuales la suplementacion farmacolégica de biotina modifica el metabolismo de lipidos son poco
conocidos. Nuestro laboratorio ha estudiado los mecanismos mediante los cuales la biotina ejerce
su efecto hipolipemiante, encontrando que la biotina disminuye la expresion de genes de enzimas
y factores transcripcionales de la via lipogénica en ratones normolipémicos y que este efecto
difiere entre el higado y el tejido adiposo % (Larrieta et al. 2010). Posteriormente , investigando las
vias de sefializacion y mecanismos post-transcripcionales de este efecto se demostré que la
suplementacion con biotina disminuye la lipogénesis hepatica mediante un mecanismo que
involucra un aumento en el contenido de GMPc y la activacion de la AMPK (Aguilera-Méndez y
Fernandez-Mejia 2012). El tejido adiposo blanco tiene un papel central en la homeostasis lipidica.
Como se sefialé en la introduccion, se ha documentado que las acciones farmacoldgicas de la
biotina difieren entre los tejidos (Larrieta et al. 2012; Dakshinamurti & Chauhan 1994) y que la
AMPK es regulada de manera tejido-especifica (Lim et al. 2010; Bijland et al. 2013). En este
proyecto proponemos estudiar los efectos de la biotina sobre estas proteinas reguladoras del

metabolismo de los lipidos en el tejido adiposo.

Los resultados obtenidos en este trabajo encontraron que en el tejido adiposo la
suplementacién de biotina en la dieta aumento el contenido de GMPc. Este efecto ha sido descrito
en en extracto celulares de higado (Vesely 1982), en linea celular hepatica HepG2 el higado
(Solérzano-Vargas et al. 2002; De La Vega y Stockert 2000) y en hepatocitos aislados (Spence y
Koudelka 1984). La mediacidon del GMPc en la accidn de la biotina también fue encontrado por
nuestro grupo en islotes pancreaticos aislados de ratas Wistar, efecto que es eliminado cuando se
bloquea selectivamente la ruta de sefializacion de PKG proponiendo a ésta como la mediadora de

los efectos de la biotina en los islotes pancreaticos (Vilches-Flores et al. 2010). En conjunto, estos
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resultados indican que la activacion de la via de sefalizacion de GMPc/PKG, es un denominador

comun en los efectos de la biotina en concentraciones farmacolégicas.

Con el fin de investigar si la suplementacidn con biotina actua sobre la activacién de la
AMPK en le tejido adiposo, de la misma manera que observamos en el higado, estudiamos los
efectos de la suplementacion con biotina en el tejido adiposo epididimal mediante la
determinacién de la abundancia relativa de la especie activa de AMPK. Los resultados que se
presentan en este trabajo muestran que la abundancia relativa de la forma activa de AMPK se
encontré incrementada. De lo que podemos concluir que, en este modelo experimental, la accion

de la vitamina es similar entre los dos tejidos.

Este trabajo ha demostrado que existe una relacién entre la activacion de AMPK vy el
aumento en el contenido de GMPc en el tejido adiposo. Ademas del incremento de la relacion
AMP/ATP, la cinasa hepatica LKB1 (Hawley et al. 2003) y la Cinasa de Calmodulina dependiente de
Ca, CaMKpB (Hawley et al. 2005; Gormand et al. 2011), en estudios recientes (Deshmukh et al.
2010; Ramnanan et al. 2010; Souza et al. 2011) se ha encontrado que la ruta de sefializacion de
GMPc/PKG acttia como un activador rio arriba de AMPK. Deshmuk et al., en 2010 encontraron que
un nivel aumentado de GMPc promueve el transporte de glucosa de manera concomitante con la
activacion de AMPK tanto en musculo esquelético como en linea celular muscular L6, efectos que
fueron prevenidos al afiadir un inhibidor de la Guanilato Ciclasa (Deshmukh et al. 2010). En el
caracol desértico Otala lacteal, se llevaron a cabo experimentos donde se inhibid la actividad
Guanilato Ciclasa para demostrar que la ruta de sefalizacion de PKG regula la actividad de AMPK
(Ramnanan et al. 2010). En cultivos de células de tejido adiposo humano, la activacion de PKG-1
por accién de los péptidos natriuréticos incrementa los niveles de la forma activa de AMPK (Souza
et al. 2011). Dada la complejidad que conlleva la corroboracién de rutas metabdlicas en modelos
experimentales in vivo, el presente trabajo, aunado a los estudios anteriores de este laboratorio
Aguilera-Méndez & Fernandez-Mejia 2012), representa un primer intento de elucidar la influencia
de la suplementacion de biotina en la concentracion de GMPc que puede actuar como un
activador de AMPK. Los resultados aqui presentados han dado una nueva luz a nuestra
comprensidon de los mecanismos de accién de la biotina sobre la relacién que guardan dicho
segundo mensajero y una de la enzimas mds importantes en la regulacion del metabolismo:

AMPK. Sin embargo, son necesarios futuros estudios especialmente disefiados para esclarecer si
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existe una relacion causa-efecto directa entre el aumento de GMPc y la activacion de AMPK en

respuesta a la biotina en el tejido adiposo.

Estudios in vitro han encontrado que los péptidos natriuréticos, hormonas que aumentan
la concentracién de GMPc, incrementan la lipdlisis y esto es atenuado al inhibir la actividad de
AMPK indicando una relacion directa entre la cinasa y el proceso lipolitico (Souza et al. 2011). En el
presente trabajo encontramos que los paquetes de grasa epididimal de ratones alimentados con
una dieta suplementada con biotina durante 8 semana incrementaron sus niveles de GMPc y la
abundancia relativa de la forma activada de AMPK, pero sin modificar su tasa lipolitica. Como ha
sido encontrado para algunos activadores de AMPK (Bijland et al. 2013), podemos especular que
las diferencias entre la duraciéon de los tratamientos y las condiciones de estudio pueden ser
factores de las diferencias observadas entr los dos estudios. En el caso de los estudios por Souza
los experimentos se llevaron a cabo in vitro y el tratamiento se realizé de forma aguda. En tanto
gue en nuestros estudios el tratamiento con un agonista del GMPc se llevd a cabo in vivo mediante
la alimentacion y la determinacién de la lipdlisis se realizd ex vivo. Estas diferencias podrian
explicar la obtencion de resultados contrastantes en la relacion de GMPc, AMPK, y lipdlisis, entre
los dos trabajos. En apoyo a esta observacion, es necesario recordar que, a pesar de la idea
general de que la activacion de AMPK reduce la actividad lipolitica, los trabajos que han sido
realizados sobre este tema no han podido llegar a un concenso sobre la relacidon que tienen la
cinasa y la actividad lipolitica (Garton et al. 1989; Moule & Denton 1998; Watt et al. 2006; Higa et
al. 2014; Lee & Lee 2015; Rocha et al. 2015; Boone-Villa et al. 2015). Si bien varios estudios han
reportado efectos anti-lipoliticos con la activacion de AMPK (Garton et al. 1989; Daval et al. 2005;
Koh et al. 2007; Anthony et al. 2009; Gaidhu et al. 2009; Lee & Lee 2015) otros estudios apoyan
gue la activacién de esta cinasa estimula la lipdlisis (Moule & Denton 1998; Watt et al. 2006;
Ahmadian et al. 2011; Rocha et al. 2015) y que estos estudios se han realizado en su gran mayoria
en condiciones in vitro. Recientemente, un estudio in vivo en el cual se alimentaron ratones
C57BL/6J con diferentes dietas, una de ellas alta en grasa, combinado con entrenamiento fisico
reportd que la de AMPK se relacion6 de forma negativa con la lipdlisis en el grupo que recibid la
dieta alta en grasa pero no fue entrenado, y presentd una relacidon directa con la tasa lipolitica en
los animales que se alimentaron con dieta alta en grasa pero que llevaron a cabo un
entrenamiento fisico; esto pone en evidencia una relacién AMPK-lipdlisis dependiente de las

condiciones generales del organismo (Higa et al. 2014). Otro factor que interviene en las
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discrepancias encontradas es el 6rden de los estimulos lipoliticos. En el 2006 un trabajo publicé
qgue si la lipdlisis es inducida por adrenalina y después se afiade AICAR al medio, la actividad
lipolitica aumenta al igual que la fosforilacion de AMPK pero la adicién de los estimulos en orden
inverso disminuyen la degradacién de triglicéridos y la fosforilacion de la lipasa pero se aumenta la
fosforilacion de la cinasa (Watt et al. 2006). Otro estudio reporta que el Orlistat, una droga que se
utiliza para el tratamiento de la obesidad ya que previene parcialmente la absorcién de la grasa
dietaria mediante la inhibicion de la actividad lipasa general, provoca incremento en la
concentracién de AMPc pero no en la actividad de AMPK inducida por forskolina concluyendo que
el cambio en la actividad de la cinasa es un reflejo del incremento en la actividad lipolitica
ocasionado por la activacion de la PKA por la via adrenergica y no tiene relacién con la

concentracién del nuclétido o incluso la fosforilacion de LKB1 (Gauthier et al. 2008).

En el tejido adiposo, AMPK juega un rol clave en la regulacidon del metabolismo de grasas
(Bijland et al. 2013). Cuando AMPK se encuentra en su forma activa (fosforilada en su residuo
Thr172), fosforila las isoenzimas acetil-Coa carboxilasa-1 y -2 inhibiendo su actividad (Daval et al.
2005; Watanabe-Kamiyama et al. 2008). En concordancia con esto, en este trabajo se encontro
gue la suplementacién con biotina incrementa la presencia de la forma fosforilada de ambas
isoenzimas de acetil-CoA carboxilasa. En cuanto a la acetil-CoAcarboxilasa-1, el aumento en la
forma fosforilada de esta enzima provoca su inhibicién, dando lugar a una disminucion en la
produccion de malonil-CoA que tiene como significado la limitaciéon del sustrato inicial de la
lipogénesis utilizado por acido grasa sintasa, disminuyendo en forma global el proceso lipogénico
(Sullivan et al. 1994). En el afio 2002 Levert y col. publicaron un reporte donde se demostré que un
analogo cloroacetilado de la biotina que puede atravesar la membrana por difusidon pasiva
disminuye la actividad de acetil-CoA carboxilasa-1 sin afectar su expresion; de la misma forma el
proceso de diferenciacion de preadipocitos 3T3-L1 se ve afectado al inhibir la expresién de PPARYy,
STAT1 (Transductor de Sefiales y Transcripcion Activada 1, Signal transducer and activated
transcription 1) y STAT5A asi como la acumulacién de lipidos que ocurren normalmente en la
adipogénesis. El bloqueo que esta sustancia provoca en la expresion de PPARyse traduce en una
disminucién de la diferenciacidon de las células en adipositos maduros (Levert et al. 2002). Este
trabajo postula la hipdtesis de que tal derivado de la biotina interacciona con la Coenzima A
intracelular y puede inhibir tanto la forma citosélica como la forma mitocondrial de la acetil-CoA

carboxilasa, basada en que el derivado cloroacetilado de biotina no tuvo efecto sobre la actividad
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de estas enzimas en extractos celulares aislados, aunque los datos de estos experimentos no son
mostrados en la publicacién (Levert et al. 2002). Estos resultados concuerdan con lo que hasta
ahora ha reportado nuestro grupo de investigacion acerca del efecto de la biotina sobre el
metabolismo de lipidos ya que los resultados publicados anteriormente por nuestro grupo de
trabajo demostraron que el tratamiento con la vitamina disminuyd tedéricamente la actividad
lipogénica en el tejido adiposo de ratones por medio de la expresién disminuida de genes que

intervienen en esta ruta metabdlica (Larrieta et al. 2010).

La fosforilacion de la acetil-CoA carboxilasa-2, igualmente origina una menor formacion de
Malonil-CoA, sustancia sirve como inhibidor de la enzima Carnitil Palmitoil Transferasa-1
encargada de transportar los acidos grasos al interior de este organelo para su oxidacion dando
como resultado una des-represién de la inhibicién y, por ende, un aumento de la B-oxidacién de
éstos. Los datos obtenidos en este trabajo encontrando que que la suplementacidon con biotina
incrementa la presencia de la forma fosforilada de la acetil-CoA carboxilasa-2, sugiere que la
vitamina podria incrementar la oxidacion de los 4acidos grasos en el tejido adiposo. Resulta
importante sefialar que resultados previos de este laboratorio, efectuados en musculo,
encontraron que la administracion de biotina en la dieta generé un aumento en la forma
fosforilada de la acetil-CoA carboxilasa-2 y en el flujo oxidativo de los acidos grasos evidenciado
por una disminucion en la concentracidén de acil-carnitinas de cadena corta, mediana y larga en el

musculo esquelético (Aguilera-Méndez 2012).

Los datos experimentales obtenidos este trabajo, han demostrado que la biotina no ejerce
ningun efecto sobre la lipdlisis en el tejido adiposo de ratones suplementados con la vitamina. Esto
pudiera parecer contradictorio en el contexto de una disminucion de los niveles séricos de
triglicéridos y de acidos grasos (Boone-Villa et al. 2015). Sin embargo, la disminucidén en la
actividad lipogénica (menor produccién de lipidos de novo) y la mayor actividad del flujo oxidativo
de los acidos grasos, sugerida por los experimentos en musculo y por el aumento de la acetil-CoA
carboxylasa-2 en tejido adiposo, podrian explicar la disminucion sistémica de triglicéridos y acidos

grasos que se observan en este modelo experimental.

Los datos experimentales obtenidos durante el desarrollo de este trabajo, han demostrado

gue el consumo de biotina en concentraciones farmacoldgicas modifica la actividad de la AMPK en
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el tejido adiposo de ratones. Ya que la literatura cuenta con diversos reportes que relacionan la
actividad de dicha enzima, o su ruta de sefializacion, con la produccidn, secrecion y/o funcién de
importantes moleculas regulatorias que son sintetizadas por el tejido graso como son la leptina
(Harwood 2005; Tong & Harwood Jr. 2006), adiponectina (Dzamko & Steinberg 2009; Wang et al.
2011), Factor de Necrosis Tumoral a (Wiedmann et al. 2004; Kim et al. 2012), vimentina (Bézaire
et al. 2009), resistina (Li et al. 2008; Yang et al. 2010) e Interleucinas 1B y 6 (Rodriguez-Melendez
et al. 2003; Jeong et al. 2009), abre la posibilidad de desarrollar diversos proyectos investigando el
papel de la biotina a través de la ruta de sefializacion de AMPK sobre estas moléculas y sus

posibles conotaciones metabdlicas y/o aplicaciones médicas.

La evidencia obtenida en nuestro laboratorio, en un modelo experimental de ratones
normales, de que la suplementacién de biotina en la dieta, posee efectos hipotrigliceridemiantes
(Larrieta et al. 2010; Aguilera-Méndez & Fernandez-Mejia 2012) y aumenta la secrecion de insulina
(Vilches-Flores et al. 2010; Lazo de la Vega-Monroy et al. 2013), aunado con otros reportes que
indican que estos efectos también se realizan en estados patoldgicos como la diabetes (Lazo de la
Vega-Monroy et al. 2013; Hemmati et al. 2013), la hiperlipidemia (Geohas et al. 2007; Hemmati et
al. 2013) y el sindrome metabdlico (Sahin et al. 2013), sugiere que la biotina en concentraciones
farmaoldgicas podria ser utilizada para la prevencion y/o tratamiento estas afecciones. Es
mayoritariamente aceptado que las dosis farmacoldgicas de biotina son inocuas 109. Sin embargo,
como se sefiald anteriormente en la seccion de la Introduccién, existen pocos estudios sobre el
efecto toxico de la biotina, la gran mayorid de los reportes senala el uso de concentraciones
farmacoldgicas de biotina entre 30 y 650 veces los requerimientos diarios es seguro. Si bien, se ha
considerado que el exceso de las vitaminas hidrosolubles son eliminadas por el organismo, el
hecho de que la suplementacion con biotina produzca en concentraciones farmacoldgicas,
cambios sobre la expresion de genes y en funciones bioldgicas, requiere de estudios enfocados a
determinar si el uso de la suplementacidon con biotina a largo plazo podria ser usado como una

estrategia terapéutica sin riezgos.
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10.

Conclusiones.

Con base en los resultados obtenidos durante el desarrollo del presente trabajo, es posible

concluir que la suplementacién con biotina durante 8 semanas a ratones machos sanos provocd

los siguientes efectos en el tejido adiposo:
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* Aumento en el contenido de GMPc

* Incremento en la fosforilacion de AMPK en Thr172

¢ Aumento en la fosforilacion de ACC1 (Ser79)

¢ Incremento en el estado de fosforilacion de ACC2 (Ser219)

* No hay ninguna influencia del tratamiento sobre la lipdlisis de los adipocitos.

Estos resultados demuestran que la biotina en concentraciones farmacoldgicas modifica el
metabolismo de lipidos en el tejido adiposo influyendo sobre la expresiéon de enzimas
reguladoras de las vias de lipogénesis y de B-oxidacion de los acidos grasos. Esta accion esta
aunada a un incremento en la concentracién de GMPc dentro del tejido, sin embargo no se

detectd ninguna influencia del tratamiento sobre el proceso lipolitico (Fig. 12).

Fig. 12.- Diagrama General de la influencia de la suplementacidn con biotina sobre las distintas rutas
metabdlicas de los lipidos en el tejido adiposo de ratones sanos.



11. Perspectivas.

El modelo experimental aqui utilizado no es el ideal para demostrar los mecanismos de
sefializacién utilizados por la vitamina debido a que los sistemas in vivo son altamente complejos.
Una posible alternativa que puede proporcionar mayor control a los estudios, es utilizar un cultivo
primario de adipocitos aislados de rata o bien, una linea celular modelo como los adipocitos 3T3-
L1. Estos modelos permitirian el uso de efectores moleculares que permitan confirmar la
participacién de las vias de sefializacién propuestas en este trabajo (ODQ y Rp-GMPSc para inhibir
Guanilato Ciclasa y PKG respectivamente; 8-Br-GMP y AICAR para activar Guanilato Ciclasa y AMPK

respectivamente).

También se propone realizar experimentos que demuestren que la oxidacién de acidos grasos
se encuentra incrementadamediante la determinacion de la tasa de consumo de oxigeno de
células adiposas mediante técnicas de respirometria. También es posible comprobar de forma
directa si el proceso de B-oxidacidon se encuentra aumentado es la utilizacidn de técnicas
radiométricas que involucran el uso de &cido palmitico marcado radioactivamente (*C) y
rotenona, que es un inhibidor de esta ruta metabdlica, como control negativo. Estos experimentos
determinarian en forma directa la influencia de la biotina sobre la oxidacién de acidos grasos en el

tejido adiposo.

Ademas de lo anterior, se recomienda complementar los resultados obtenidos en trabajos
anteriores sobre la expresidon de genes lipogénicos (Larrieta et al. 2010) mediante un anlisis de la
tasa de lipogénesis por métodos radiométricos para determinar si la disminucion en la expresion
de dichos genes tiene un reflejo real sobre el proceso de formacién de acidos grasos en el tejido

adiposo, lo que daria una prueba definitiva del efecto hipolipemiante de la biotina.

Otra posibilidad de ampliar el conocimiento acerca del efecto de la suplementacion con
biotina sobre el metabolismo del tejido adiposo seria la determinacién de este tratamiento sobre
la secrecion de importantes moléculas sefializadoras producidas por el tejido adiposo como
leptina, adiponectina, Factor de Necrosis Tumoral a, vimentina, resistina, Interleucina 1B y 6, las
cuales son sustancias secretadas por el tejido adiposo que tienen gran influencia sobre distintas

funciones del organismo y podrian estar moduladas por la suplementacién con biotina.
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Estos estudios propuestos podrian realizarse tanto en nuestro modelo experimental como en

modelos animales que presenten estados patoldgicos como la hipertrigliceridemia.
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