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TiTULO

LA SENSIIBILIDAD A LA INSULINA ESTA INVERSAMENTE RELACIONADA AL
ESTATUS ENERGETICO CELULAR, COMO REVELA LA DEFICIENCIA DE
BIOTINA

AUTORES

Presenta: Dra Salvador Adriano Ana Lourdes

Tutor de tesis: Dr Velazquez Arellano Antonio

INTRODUCCION

Antecedentes

La biotina es una vitamina hidrosoluble que actua como cofactor de las cuatro
enzimas que integran el grupo de las carboxilasas que catalizan pasos cruciales
en el metabolismo del carbono' 2. La piruvato carboxilasa (PC) es una enzima de
tipo ligasa que cataliza la carboxilacion de piruvato para formar oxaloacetato3
(OAA). Esta es una reaccion crucial en el metabolismo intermedio porque (1) es la
fuente principal de anaplerosis para el ciclo de los acidos tricarboxilicos; (2) la
formacion de OAA a partir de piruvato es el primer punto limitante al inicio de la via
de la gluconeogénesis; (3) provee de carbono a través de citrato, para la sintesis
de acidos grasos. La acetil-CoA carboxilasa (ACC) cataliza la carboxilacién de
acetil-CoA en la via de sintesis de acidos grasos, para producir malonil-CoA,
compuesto que ademas acttia como inhibidor de la B-oxidacion*. La propionil-CoA

carboxilasa (PCC) y la metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) participan en el



catabolismo de aminoacidos, y la PCC participa también en la anaplerosis y en el

catabolismo de acidos grasos de cadena impar®.

Ademas, la biotina tiene efectos sobre la expresion de diversos genes del
metabolismo del carbono®, no relacionados con su funcién como grupo prostético
de las carboxilasas, cuyo mecanismo no es bien conocido. Existen resultados, aun
de caracter preliminar, que indican que en la BtDef hay cambios en los flujos de
vias del metabolismo intermedio, tales como la glucdlisis y el ciclo de los acidos
tricarboxilicos. A este respecto, recientemente se encontré que en etapas
tempranas de deficiencia de biotina (BtDef) en ratas, disminuyen las
concentraciones postprandiales de glucosa en sangre, sin modificar las de insulina
sérica’. Esto fue interpretado como aumento de la sensibilidad a insulina en la
BtDef. Este resultado concuerda con reportes de aumento en la sensibilidad a esta
hormona en la carencia de otros nutrientes indispensables como la leucina® y los

acidos grasos esenciales®.

La insulina es una hormona polipeptidica formada por 51 aminoacidos, producida y
secretada por las células beta de los islotes de Langerhans del pancreas. Esta
integra el metabolismo del cuerpo tanto en periodos de ayuno como durante la
alimentacién. Cuando un individuo esta en ayuno las células beta del pancreas
secretan menos insulina. Ciando los niveles de insulina disminuyen, los lipidos son
movilizados desde el tejido adiposo y los aminoacidos son movilizados desde
zonas de almacenami9ento de proteinas del cuerpo, como musculo y otros tejidos.
Estos lipidos y aminoacidos proveen combustible para la oxidacion y sirven como

precursores para la cetogénesis y gluconeogénesis hepatica. Durante la



alimentacion la secrecion de insulina aumenta. Niveles elevados de insulina
disminuyen la movilizacion de fuentes de energia enddgenos y estimula la
absorcidon de carbohidratos, lipidos y aminoacidos pos tejidos insulino-sensitivos
especificos. De esta manera, la insulina hace que los tejidos rehagan las reservas

de energia que se usaron durante los periodos de ayuno.

Por otra parte se ha descubierto que la deficiencia de micro nutrimentos como son
la biotina, la leucina y los acidos grasos esenciales en etapas tempranas del
desarrollo en modelos murinos condicionan cambios en el equilibrio energético de
la célula. Estudios sobre deficiencia de biotina revelan que en etapas tempranas
esta se traduce en aumento a la sensibilidad a la insulina y mayor
aprovechamiento de glucosa. Al revertir la deficiencia en estos mismos se
encontré que la tolerancia a la glucosa disminuyo encontrandose aumento en el

pico glicemico durante la realizacion de curvas de tolerancia a la glucosa.

JUSTIFICACION

A pesar de multiples intentos por mejorar el estado nutricio en el pais aun se
reportan cifras elevadas de desnutricion junto con el surgimiento de enfermedades
secundarias a un exceso energético como el sindrome metabdlico, diabetes vy
obesidad'®. Trabajos hechos en otras poblaciones sugieren que la deficiencia de
biotina subclinica es una entidad mas comun de lo pensado, existen reporten en
los cuales hasta en un tercio de la poblacién gestante se encontraba deficiencia

subclinica de biotina en el ultimo trimestre de embarazo'. Asi mismo estudios



indican que el ambiente energético/nutricional al cual se ve expuesto el producto

durante la gestacion afecta su metabolismo de adulto?.

Reportes indican que el microambiente del feto durane la gestacion es un factor
importante para determinar la expresion de genes los cuales determinan la
respuesta del organismo. Ejemplo de esto son los estudios realizados en la
poblacion holandesa que fue expuesta a la hambrina de 1944. En estos estudios
se demuestra que la exposicion in Utero a restriccion caldrica predisponia a las
personas a ser mas propensos de padecer enfermedades metabdlicas en la edad
adulta. En otros estudios se demuestra que esto es debido a cambios en la

metilacion de genes especificos relacionados con el metabolismo de la glucosa.

La diabetes mellitus, durante mucho tiempo considerada una enfermedad de poca
significancia para la salud mundial, esta posicionandose como uno de las
principales amenazas para la salud en el siglo 21. En las ultimas dos décadas se
ha observado un aumento en el numero de personas que son diagnosticadas con
diabetes en el mundo. Cambios en el ambiente, y en el comportamiento y estilo de
vida que acompanan a la globalizacion han tenido como resultado las cifras en

crecimiento de la obesidad y diabetes. .

Existen dos formas principales de diabetes. La diabetes tipo 1 es debida
principalmente a la destruccién de las células beta pancreatica mediada por
anticuerpos, resultando en una deficiencia de insulina absoluta. Las personas con
diabetes tipo 1 deben de administrarse inulina exdégena parara prevenir el

desarrollo de cetoacidosis y asi sobrevivir. Su frecuencia es relativamente baja en



comparacion con la diabetes tipo 2, que es la causa del 90% de los casos de
diabetes en el mundo. La diabetes tipo 2 se caracteriza por resistencia a la
insulina (IR) y/o secrecion anormal de insulina. Las personas con diabetes tipo 2
no son dependientes de insulina exdgena, pero pueden requerir su administracion
para el control de la glucemia si esta no es lograda con dieta o agentes

hipoglucemiantes orales.

La Diabetes mellitus afecta aproximadamente 17 millones de personas en Estados
Unidos (90 por ciento al 95 por ciento de los cuales tienen diabetes tipo 2).11,1
millones han sido diagnosticados, pero 5,9 millones desconocen que tienen la
enfermedad. Segun las estadisticas mas recientes, la diabetes fue la sexta causa
principal de muerte y la quinta causa principal de muerte debido a una
enfermedad. La diabetes contribuyé a mas de 200.000 muertes en 1999, pero se
cree que la diabetes no siempre se reporta en los certificados de defuncion; como
enfermedad y como causa de muerte. La diabetes cuesta 90.000 millones de
ddlares anualmente en gastos meédicos directos. La diabetes cuesta 40.000
millones de doélares anualmente en gastos indirectos (pérdida del trabajo,

incapacidad, pérdida de la vida).

Por lo anterior, se propone que la deficiencia de biotina pudo haber aumentado la
sensibilidad a la insulina con el consecuente incremento de la captacién de

glucosa por los tejidos adiposo y muscular.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los nutrimentos esenciales son parte de la maquinaria metabolica para poder
producir energia, existen aproximaciones poblacionales acerca de las
repercusiones del deficit nutricional intra utero, sin embargo no existen estudios en
especifico sobre la deficiencia de nutrimentos aislada durante la etapa fetal, en
este caso la biotina, por lo que es de relevancia ante la salud publica el investigar

las consecuencias metabdlicas de la deficiencia de biotina.

Por la incapacidad de realizar estudios seriados y experimentales en seres
humanos, se propone el modelo murino como optimo para el estudio de la
deficiencia de biotina, ya que, a pesar de desarrollar la deficiencia de biotina fuera
del ambiente uterino, el metabolismo de la rata y la organogenesis, en especial el
desarrollo del pancreas, continua hasta las 6 semanas' '* 'Spor lo que los
cambios observados pueden ser extrapolables a la deficiencia de biotina in utero

de los humanos.
PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Qué efecto tiene sobre la insibilidad a la insulina la carencia de un nutrimento

esencial como la biotina?
OBJETIVO

Determinar el efecto de la deficiencia de biotina sobre la sensibilidad a la insulina.
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HIPOTESIS

La biotina participa en la regulacion de la sensibilidad a insulina, por lo que su

deficiencia induce cambios en la sensibilidad a esta hormona

CLASIFICACION DE LA INVESTICACION

Experimental, prospectivo, longitudinal y analitico.

MATERIALES Y METODOS

Por la incapacidad de realizar estudios seriados y experimentales en seres
humanos, se propone el modelo murino como optimo para el estudio de la
deficiencia de biotina, ya que, a pesar de desarrollar la deficiencia de biotina fuera
del ambiente uterino, el metabolismo de la rata y la organogenesis, en especial el
desarrollo del pancreas, continua hasta las 6 semanas por lo que los cambios
observados pueden ser extrapolables a la deficiencia de biotina in utero de los

humanos.

Ratas

Se usaron ratas Wistar (Rattus norvegicus) macho de 3 semanas de edad. Los
animales se distribuyeron en dos grupos: 10 ratas se hicieron BtDef y 10 ratas de
similar peso (50 + 5 g) se utilizaron como control (suficientes de biotina). La
deficiencia de biotina se indujo con dieta comercial deficiente de biotina que
contiene 30% de clara de huevo como fuente de avidina, una glicoproteina que se
une a la biotina formando un compuesto que no es absorbido en el intestino por lo

que se impide la absorcion de biotina. Los animales control se alimentaron con la
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misma dieta suplementada con 4 mg de biotina por kg , esto es, la cantidad de
biotina que se une a la avidina, mas 4mg de biotina que escapa a la avidina y que
cubre los requerimientos diarios de las ratas,’®. Cada rata se colocé de manera
individual en jaulas con ciclo luz / obscuridad de 12 h y con acceso libre de agua y
alimento y se le dio seguimiento al peso y consumo de alimento de las ratas
durante las semanas de experimentacion. Los animales fueron manipulados de
acuerdo a las Guias para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio de los
National Institutes of Health (National Academy of Sciences, Washington, D.C.,
USA, 1996). EI comité de ética para experimentaciéon del Instituto de
Investigaciones Biomédicas de la Universidad Nacional Autonoma de México

aprob¢ todos los métodos usados en este estudio.

Pruebas de tolerancia a la glucosa

Para determinar la tolerancia a la glucosa (TG) se realizaron curvas de tolerancia
oral e intraperitoneal (OGTT e IPGTT respectivamente) en las ratas control y
BtDef. Se evalu6 la TG a las 2, 3, 4 y 5 semanas de tratamiento (n=20). Dado que
la deficiencia de biotina produce inflamacion en distintos epitelios y para eliminar
diferencias en la capacidad de absorcion del epitelio intestinal se procedié a
evaluar la tolerancia a la glucosa via peritoneal, evitando asi un sesgo
metodoldgico. Se administré glucosa de manera oral o intraperitoneal (2 g/kg) en
ratas despiertas con ayuno de 12 horas. Se midié la glicemia a los 0, 15, 30, 60,
90 y 120 min posteriores a la administracién con un glucémetro portatil’” (Accu-

Chek Perfoma Roche®). Las muestras se analizaron por triplicado.
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Prueba de sensibilidad a la insulina

La prueba de sensibilidad a la insulina se realizé en las ratas controles y BtDef a
las 2, 3, 4 y 5 semanas de tratamiento. Para esto se inyectd de manera
intraperitoneal 0.5 Ul de insulina/kg con 3 horas de ayuno'’. Se midio la glicemia
a los 0, 15, 30, 60, 90 y 120 min posteriores a la inyeccion con un glucometro

portatil (Accu-Chek Perfoma Roche®). Las muestras se analizaron por triplicado.

Liberacion de insulina

Para determinar la liberacion de insulina posterior a la administracion
intraperitoneal de solucién de glucosa (2g/kg) se obtuvieron muestras de sangre
de la cola en capilares heparinizados de ratas con 12 horas de ayuno y 4
semanas de tratamiento a los 0, 15, 30, 60 y 120 min. Las muestras se
centrifugaron a 2 500 rpm por 15 min, se recuperé el plasma y se almacen6 a -70
°C. La concentracién de insulina se determin6 mediante inmunoensayo tipo
ELISA. La absorbancia se midi6 a 450 nm en un lector de placas (Labsystems
Multiskan MS, Labsystems®, Helsinki, Finlandia). Todas las determinaciones se

realizaron por duplicado.
Clamps hiperinsulinémicos-euglicémicos

Los clamps hiperinsulinémicos-euglicémicos se realizaron en ratas despiertas, sin
anestesia, sin restricciones de movimiento y cateterizadas una semana antes en la
arteria caroétida izquierda y en la vena yugular derecha. Las ratas procedieron a
recuperacion y fueron estudiadas solamente si el peso de la rata excedio el 95%

de su peso previo a la cirugia. Se dejaron en ayuno por 8 h y se realizé una
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infusion continua de insulina (2.5 mUl/kg*min) para aumentar los niveles
plasmaticos de insulina. Posteriormente se inici6 la infusion de glucosa (25% m/v)
y, de manera periodica, se ajustd la velocidad de infusion de glucosa para
mantenerla en niveles basales (80-120mg/dl), mientras que se continuaba con la
infusion de insulina constante. La concentracion de glucosa se determiné cada 5
min con un glucometro portatil (Accu-Chek Perfoma Roche®). Para el calculo de la
tasa de infusion de glucosa (GIR) se tomaron los valores entre los tiempos de 60 a
120 min del experimento, cuando las respuestas alcanzaron un estado de

euglicemia’®.

ANALISIS DE DATOS

Los datos se sometieron al andlisis de la varianza y donde hubo diferencias se

aplico la estadistica de Tukey (p< 0.05)
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RESULTADOS

Durante el periodo de administracion de la dieta (5 semanas) se midié el peso
corporal y el consumo de alimento de cada animal. Como se muestra en la figura
1a, no se observaron diferencias en la ganancia de peso ni en el consumo de

alimento (Figura 1b) entre el grupo BtDef y el grupo control.

Figura 1la
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Figura 1. Peso (a) y consumo de alimento (b) de las Ratas control y BtDef durante las 5 semanas de
tratamiento. Los datos son medias de 10 repeticiones.
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Curva de tolerancia oral e intraperitoneal a la glucosa

En la curva de tolerancia oral a la glucosa se observo que, comparado con los
controles, las ratas deficientes de biotina presentaron concentraciones de glucosa
sérica significativamente menores (p<0.05) a partir de la tercera semana de
administracion de la dieta deficiente, siendo la diferencia mayor a la quinta
semana de experimentacidon (Figura 2). En las ratas deficientes a las que se le
realizé la IPGTT se observaron menores niveles de glucosa capilar a partir de la
segunda semana de administracion de la dieta en comparacién con las ratas
control que se sometieron al mismo estudio (p<0.05) siendo mas evidente en la
semana 4 y 5 de tratamiento (Figura 3). Los valores relativos de glucosa y el area
bajo la curva fueron concordantes con lo observado respecto a la habilidad para
reducir las concentraciones séricas de glucosa en respuesta a la administracion de

glucosa.
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Figura 2
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Figura 3
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Prueba de sensibilidad intraperitoneal a la insulina

La prueba de sensibilidad a la insulina revelé que, en el grupo deficiente los
valores de glucosa capilar disminuyeron en 34.6% en el minuto 15y 41.5% en el
minuto 30 en la semana 4 de tratamiento. En contraste, las ratas control mostraron
menor respuesta en la semana 4 (disminucion de 20.1% en el minuto 15y 25.5%

en el minuto 30; p< 0.05) (Figura 4) lo cual se refleja en el area bajo la curva de la

prueba.
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Figura 4
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Concentracion plasmatica de insulina

La concentracion de insulina en sangre, determinada a las 4 semanas de
tratamiento, posterior a la administracion de glucosa, reveld6 menor cantidad de
insulina a los 15 y 30 minutos de la prueba en las ratas BtDef en comparacion a
los controles (p < 0.05) (figura 5), no encontrando diferencias significativas en las

determinaciones durante el ayuno, ni durante las dos semanas previas.

Figura 5
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Clamps hiperinsulinémicos-euglicémicos.

Durante la realizacion de los clamps hiperinsulinémicos-euglicémicos se
obtuvieron concentraciones estables de glucosa plasmatica a lo lardo de la
segunda fase del clamp, donde ambos grupos de tratamiento tuvieron valores
similares (Figura 6). El coeficiente de variacion en la glucosa plasmatica fue <10%
en ambos grupos. En las ratas BtDef se necesitd una mayor tasa de infusion de

glucosa (>70% p<0.01) que en las controles para mantener los niveles de

euglicemia (figura 7).

Figura 6
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Figura 7
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DISCUSION

Las concentraciones de glucosa en sangre mas bajas y duraderas en ratas BtDef
en las pruebas de tolerancia a la glucosa por via oral pueden no estar
relacionadas con una mal absorcidén intestinal de glucosa secundaria a la
inflamacion de mucosas’®, ya que se obtuvieron resultados similares con la
IPGTT. Otros mecanismos que podrian explicar los menores niveles de glucosa en
sangre en las ratas BtDef son el aumento en la internalizacion de glucosa, que a
su vez pudiera deberse a una mayor respuesta a la insulina 0 a una mayor
secrecion de esta hormona con un mismo estimulo. Esta hipotesis fue evaluada
con la IPIST observandose un mayor descenso en la glucosa plasmatica en las
ratas BtDef que en las control ante el mismo estimulo, lo cual indirectamente
sefialaba que las respuestas aumentadas que se observaron durante las pruebas
de tolerancia a la glucosa no eran consecuencia de una mayor liberacién de

insulina, si no de una mayor respuesta a ésta. La realizacibn de clamps
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hiperinsulinémicos-euglicémicos (“estandar de oro” para determinar sensibilidad a
la insulina?®) indican que existe mayor sensibilidad a la insulina en las ratas BtDef,
ya que en este estudio se eliminan variables como reguladores enddgenos
(somatostatina?’, noradrenalina??), peso®® y estrés?. Con estos resultados se
procedié a cuantificar la insulina plasmatica observandose menor concentracion
de insulina plasmatica en el minuto 15 y 30 después de administrar glucosa en los
animales BtDef. Esto refuerza la conclusion que en la deficiencia de biotina esta
aumentada la sensibilidad a insulina, probablemente por aumento de la captacion

de glucosa por tejidos como el adiposo y el muscular.

Una posible explicacion de las observaciones anteriores es que la activacion de
AMPK pudo haber contribuido a la disminucién temprana de la glucemia. Varios
estudios reportan que la elevacion de AMPK promueve la traslocacién del
transportador de glucosa GLUT 4 a la membrana celular del tejido adiposo y
muscular?® 26, aumentando de esta manera la utilizacion de glucosa. La
disminucion tardia de la insulina sérica observada en el trabajo anterior, puede ser
resultado de un retraso de los efectos de la deficiencia de biotina sobre Ila
disminucion de la produccion/secrecion de insulina por las células pancreaticas;
este efecto se ha observado en la activacion cronica de AMPK?” y en la

disminucién de la actividad de la PC%® ambos cambios vistos en la BtDef.
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En trabajos previos’ se estudiaron de manera longitudinal los cambios en los
niveles sanguineos de la glucosa y la insulina postprandial en ratas deficientes de
biotina a las 4 semanas de estar recibiendo una dieta deficiente de esta vitamina,
antes de que presentaran signos de desnutricion como disminucion de peso y de
consumo de alimentos, o signos caracteristicos de la deficiencia de biotina como
pérdida de pelo e inflamacion de las mucosas. Los resultados mostraron un
descenso muy temprano en los niveles de glucosa, desde la segunda semana de
administracion de la dieta, al mismo tiempo que una disminucion significativa de la
actividad de las carboxilasas, déficit de ATP, estimulacion del sensor de estrés
energético AMPK y cambios en la expresién de genes del metabolismo del
carbono?®. En cambio, fue hasta la cuarta y quinta semana de administracion de la
dieta, justo antes de que apareciesen diferencias de pesos entre los grupos control
y deficiente, cuando los niveles de insulina en plasma comenzaron a disminuir.
Dichos resultados se interpretaron como posiblemente debidos a un aumento en la
sensibilidad a insulina, que queddé demostrada en el presente trabajo. Esos
resultados fueron novedosos porque estudios previos de deficiencia de
biotina30.31.32.33.34 fyeron realizados con ratas alimentadas por 8 o mas semanas
con dieta deficiente de biotina, cuando ya los animales presentan signos de la
deficiencia de biotina y se encontraban enfermos, presentando también

desnutricion energético-proteica.
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CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo, ademas de demostrar que la mayor sensibilidad a
insulina en la BtDEF, plantean la posibilidad de que en estados de estrés
energético, como la deficiencia de biotina, existan mecanismos compensatorios

no canonicos que sean independientes de insulina.

Es interesante, y aumenta la potencial importancia de este estudio, los hallazgos
en voluntarios humanos que se sometieron a deficiencia de biotina experimental3®.
Ademas, varias de las consecuencias metabdlicas y gendmicas de la deficiencia
de biotina pueden no ser exclusivas de esta vitamina, si no de adaptaciones

generales que mitigan la deficiencia de nutrimentos esenciales®®.

Podria plantearse como posibilidad de extension de este estudio la valoracion
nutricional de mujeres gestantes y sus productos, asi como el seguimiento a largo
plazo de estos ultimos para valorar el estatus metabdlico y su evolucion a lo largo

de los anos.
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