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A. RESUMEN

La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B. Independientemente de su
papel como grupo prostético de las carboxilasas, se ha encontrado que la biotina en
concentraciones farmacoldgicas es capaz de modificar varias funciones bioldgicas

como la reproduccion, el desarrollo embrionario y la homeostasis de la glucosa.

En un estudio previo, se reportd que ratones alimentados con una dieta suplementada
con biotina durante ocho semanas después del destete, mostraron un incremento en el
tamano de los islotes, modificacién en la estructura de los islotes, la secrecion de
insulina basal o estimulada por glucosa y la expresion de factores de transcripcion que
participan en la génesis de la célula beta pancreatica y en la secrecién de la insulina.

A pesar de la informacion de las acciones de concentraciones farmacologicas sobre la
reproduccion, el desarrollo, la morfologia, expresion de genes del islote y la secrecion
de la insulina, no existen estudios que analicen el efecto de dosis farmacolégicas de

biotina cuando es administrada durante el periodo de desarrollo del islote.

El completo desarrollo del islote pancreatico abarca los periodos de gestacion,
lactancia y primera semana post-destete. En el presente trabajo investigamos cuales
son los efectos de la suplementacion con biotina en el desarrollo del pancreas y la
homeostasis de la glucosa cuando se administra la vitamina: 1) durante las etapas
criticas de desarrollo (gestacion y la lactancia), o 2) durante la primera semana
posterior al destete.

1. En el primer modelo, ratones hembras adultas BALBc / ANN Hsd que se
alimentaron con una dieta control o una dieta suplementada con biotina (56 veces la
contenida en la dieta control) durante la gestacion y la lactancia, no mostraron cambios
en el tamafo de la camada y la tasa de supervivencia; sin embargo, el peso corporal
de las crias hembras disminuyd, no asi el peso de la crias macho. No hubo diferencias
en: a) tamafo promedio de los islotes; b) la composicion del islote, area positiva a
insulina o area positiva a glucagon por area de islote; ¢c) niumero de islotes por area de
pancreas; d) secrecion de insulina en islotes aislados o niveles de insulina en suero, ni
en las crias macho ni en las cras hembra. A pesar de la falta de efectos sobre la
secrecion de insulina, las crias hembras de madres suplementadas, mostraron mayor

tolerancia a la glucosa y la insulina.



2. En el segundo modelo ratones hembras BALB / cAnN Hsd que fueron alimentadas
con una dieta control o suplementada con biotina (56 veces la contenida en la dieta
control) a partir del destete durante una semana mostraron un incremento en el
numero y area de islotes pancreaticos, ademas de un aumento en la proporcion de
células beta por islote, comparados con los ratones del grupo control. Estos efectos se
relacionaron con el incremento en la proliferacion de las células beta. No se
encontraron diferencias en la secrecién de insulina, las concentraciones de glucosa en

sangre o los niveles séricos de insulina.

En conjunto nuestros estudios demuestran que los efectos de la suplementacion con
biotina en la dieta difieren dependiendo del periodo en la que se administra. Durante la
gestacion y la lactancia no se producen cambios morfolégicos, en tanto que estos
parametros se modifican cuando se administra una semana después del destete y se
manifiestan por un aumento en la proliferacion, sin la participacion de la neogénesis o
la apoptosis. En cuanto a la homeostasis de la glucosa, la administracion de la dieta
suplementada con la vitamina durante la gestacién y la lactancia aumenté la tolerancia
a la glucosa y a la insulina en las crias hembras, pero no en los machos. Este efecto
no se observd cuando la ingesta de la dieta se realizé durante la primera semana
después del destete. Es importante sefalar que esta investigacion demuestra por
primera vez que la biotina administrada durante la gestacion y la lactancia tiene

efectos dependientes del género.



B. ABSTRACT

Biotin is a water-soluble vitamin form the B group that besides acting as a carboxylase
prosthetic group, in pharmacological doses is capable to modify gene expression and
diverse biological functions as metabolism, reproduction and embryonic development,

and glucose homeostasis.

In a previous study we found that mice fed a biotin-supplemented diet for eight weeks
after weaning showed an increase in insulin secretion and expression of genes that
participate in islet development. We also found improved glucose tolerance thus
increasing glucose-stimulated serum insulin levels, augmenting islet size, and,

unexpectedly, modifying islet morphology

Although it has been documented by our group and other researchers that
pharmacological concentrations of biotin modify reproduction, development, pancreatic
islet morphology and insulin secretion, no studies have addressed the effects of biotin

supplementation during on the development of pancreatic islets.

The steps of biotin development morphology and function involve islet genesis and
maturation, which are produced during gestational, lactation and first-week post-
weanning. In the present work we investigated the effect of a biotin-supplemented diet
on pancreatic islet morphology and function during: 1) gestational and neonatal

periods; 2) during the first week of weaning.

1. In the first model, female BALB/cAnN Hsd mice were fed a control or a biotin-
supplemented diet (56 times that contained in the control diet) during gestation and
lactation. Biotin supplementation did not affect reproduction, litter size and survival rate;
however, female offspring body weight decreased. Both, male and female offspring of
supplemented mothers did not show differences on: a) average islet size; b) islets
number; c) proportion of islet’s beta- and alpha-cell; d) insulin secretion from isolated
islets or serum insulin levels. Despite of the lack of effects on insulin secretion, female,
but not male offspring of supplemented mothers showed increased glucose and insulin
tolerance. These results indicate that biotin supplementation during development and
lactation in mice did not affect reproduction, pancreatic islet morphology and function,
but improved glucose homeostasis through changes on insulin sensitivity, surprisingly

this effect was gender-specific.

2. In the second model, mice were fed a control or a biotin-supplemented diet (56 times

that contained in the control diet) for one week after weaning. Compared to the control,
3



biotin-supplemented mice showed an increase in pancreatic islet number and area in
addition to an augmented proportion of beta-cells in the islet. These effects were
related to an increase in beta-cell proliferation. No differences were found in insulin

secretion, blood glucose concentrations, or serum insulin levels.

Taken together, our studies demonstrate that the effects of biotin supplementation in
the diet differ depending on the administration period. During the gestational and
lactation periods the supplemented diet did not affect biotin islet morphology, whereas
when administrated during the first week post-weanning morphological changes occur,
and these changes are produced most likely through proliferation, without involvement
of neogenesis or apoptosis. Regarding glucose homeostasis, biotin administration
durin gestation and lactation increased glucose insulin tolerance in female offspring,
but not in males. This effect is related to changes in insulin tolerance. In contrast no
changes on glucose tolerance were observed when mice were fed one-week after
weaning. The present study found for the first time that a biotin-supplemented diet has

sexual dimorphic effects.



C. ABREVIATURAS

ACC Acetil-CoA Carboxilasa

Akt/PKB Proteina sinasa B

AMP Monofosfato de adenosina

ANOVA Andlisis de varianza

ATP Trifosfato de adenosina

BSA Albumina sérica bovina

Cacna1d Subunidad 1D del canal de calcio tipo L dependiente de
voltaje

CAMs Moléculas de adhesion

CK20 Cytokeratina 20

E Embrionario

EGF Factor de crecimiento epidérmico

ELISA Ensayo inmunoenzimatico

EMT Transicion epitelio mesenquimal

ES Error estandar

Foxa1 Forkhead box A1

Foxa2 Forkhead box A2

GABA Acido y-aminobutirico

GK Glucocinasa

GLP1 Péptido similar al glucagon tipo 1

GLP1R Receptor del péptido 1 similar al glucagon

GLUT2 Transportador de glucosa 2

GMPc Monofosfato de guanidina ciclico

GPR119 Proteina G acoplada al receptor 119

GSIS Secrecion de insulina estimulada por glucosa

GTP Guanosin trifosfato



HCS
Hnf4 a
IL-6
INGAP
MCC
MPCs
NGF
Ngn3*

Notch

PC
PCSK1
PDX-1
PI3K
PKG
PP
RRP
SMVT
Sox7
TGF
TNF
TrkA
VEGF

3-HIA

Holocarboxilasa sintetasa

Hepatocyte Nuclear Factor 4 a
Interleucina-6

Proteina asociada a la neogénesis del islote
Metilcrotonil-CoA Carboxilasa

Células progenitoras miltipotentes

Factor de crecimiento nervioso
Neurogenina 3

Notocorda

Post-natal

Piruvato Carboxilasa

Prohormona convertasa 1

Pancreatic Duodenum Homoebox 1
Fosfofatidilinositol 3 cinasa

Protein cinasa G

Polipéptido pancreatico

Poza de liberacion rapida

Transportador multiple de vitaminas dependiente de sodio
Sex Determining Region Y-Box 7

Factor de crecimiento transformante beta
Factor de necrosis tumoral

Receptor de tropomiosina cinasa A
Factor de crecimiento endotelial vascular

Acido 3-hidroxiisovalérico



D. INTRODUCCION
D.1. El pancreas

El pancreas es una glandula retroperitoneal ubicada detras del estdbmago. Se divide en
cabeza, cuerpo y cola; la cabeza esta rodeada por el duodeno y la cola esta préxima al
bazo. Esta constituido por dos componentes principales: el compartimento exocrino y

el compartimento endocrino (Fig.1).
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Figura 1. Anatomia del pancreas.Figura modificada de:
https://anatomytopics.wordpress.com/2008/12/23/23-anatomy-histology-embryology-of-the-
pancreas/

D.1.1. El pancreas exocrino

El compartimento exocrino esta constituido por: 1) Células acinares que secretan
zimogenos necesarios para la digestion de los alimentos; 2) Un epitelio ductal que
neutraliza esas enzimas y las transporta a través de diferentes conductos hacia el
conducto de Wirsung, para finalmente unirse al colédoco y formar la ampula de Vater,

antes de ser vertida hacia el duodeno.



D.1.2. El pancreas endocrino

La parte endocrina representa el 2 % del tejido pancreatico total y esta organizado en
agrupaciones de células llamadas islotes de Langerhans [1]. Los islotes de
Langerhans fueron descubiertos por Paul Langerhans, un patélogo-anatomista, en
Berlin (1869). La capacidad productora de insulina y la importancia funcional de las
células beta, no fueron reconocidas hasta 1922, cuando Frederick Banting y Charles

Best los descubrieron como fuentes de insulina en perros pancreatectomizados [2].

Los islotes pancredticos son micro-6rganos altamente vascularizados que estan
constituidos por cinco subtipos celulares que funcionan de manera conjunta para
mantener la homeostasis de la glucosa: las células alfa, beta, delta, épsilon y células
del polipéptido pancreatico, las cuales sintetizan y secretan glucagon, insulina,
somatostatina, grelina y polipéptido pancreatico, respectivamente [1]. Cada micro-
6rgano posee un diametro de 50 a 500 um y estan compuestos por alrededor de 50 a
3.000 células [3] (Fig.2).

Células PP
(polipéptido

nancraatical
nancreaticaol

Células O

- Ioamatactatin
G W

DL, o v SO

Células O

. ) (glucagon)
Células acinares

del pancreas
exocrino

Capilares

Figura 2. Estructura y ubicacion del islote de Langerhans dentro del tejido exocrino. Figura
modificada. http://www.cell.com/trends/endocrinology-metabolism/home



D.1.3. Organogénesis y morfogénesis del pancreas

D.1.3.1. Desarrollo embrionario del pancreas

El desarrollo del pancreas es un proceso complejo y altamente regulado que controla
la diferenciacion y la especificacion de las células progenitoras. A diferencia de los
humanos, en los roedores el primer paso en el desarrollo pancreatico es la
especificacion del endodermo primitivo, el cual sucede en los dias 3-5 post-
fertilizacion, este se caracteriza por la presencia de células precursoras positivas a
Sox9 [4]. Luego de la gastrulacion, entre el dia E6.5 (embrionario 6.5) y E7.5 las
células del endodermo definitivo quedan completamente formadas, estas células co-

expresan los factores transcripcionales Foxa1 y Foxa2 [5].

La organogénesis del pancreas en los roedores, puede dividirse en dos principales

estadios:

D.1.3.1.1. Primer estadio

En el primer estadio (o transicion), sefiales desde la notocorda, endotelio, y
mesénquima, inducen la formacion de los primordios pancreaticos y la expansion de
células progenitoras multipotentes (MPCs) a partir del dia E9 (embrionario 9) [6].
Durante esta etapa, la primera sefal visual de morfogénesis pancreatica se da cuando
dos rudimentos; uno dorsal y otro ventral se hacen visibles en la zona del endodermo
del intestino primitivo, que dara lugar al duodeno, estas células pasaran por un
proceso de proliferacion masiva. El primordio dorsal se forma al dia E9 a partir del
endodermos primitivo dorsal, mientras que la yema ventral aparece aproximadamente
12 horas mas tarde [7]. El primordio pancreatico dorsal dara origen a la cabeza,
cuerpo y cola del pancreas adulto, mientras que la yema ventral dara origen

unicamente a una region de la cabeza [8].

La diferenciacion endocrina es aparente desde las etapas mas iniciales del desarrollo
pancreatico. Entre el dia E9.5 y E12.5 la mayoria de las células formadas son positivas
para glucagon. En el dia E10.5 inicia el crecimiento y ramificacion del epitelio de los
dos primordios pancreaticos, los cuales entre el E13 y el E14 sufren una reorientacion

y se fusionan en un unico érgano bipolar [9].
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Figura 3. Desarrollo embrionario del pancreas de ratdn. Figura modificada. L. Charles
Murtaugh, 2007; R.E. Jennings, 2015 [10,11]. La formacion del pancreas inicia en el dia E9 (A)
cuando se vuelven visibles dos yemas en el endodermo. Al dia E13 y E14 pasa por un proceso
de fusidn de los dos primordios (B). Las células se diferencian hasta originar islotes visibles al

dia E17.5 (C).

D.1.3.1.2. Segundo estadio

A partir del dia E12.5 se produce la diferenciaciéon exponencial de las células
endocrinas, en su mayoria células beta, a partir de precursores (neogénesis) en la
etapa conocida como transicion secundaria, esta etapa se caracteriza por la fusion y la
remodelacion del tejido para la formacion de una red epitelial ramificada [9]. Estos
eventos morfolégicos coinciden con la formacion de las tres principales células

pancreaticas (endocrinas, exocrinas, ductales), resaltando una asociacion entre la

morfogénesis y la diferenciacion [12].
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El regulador maestro para la formacion de las células endécrinas es Ngn3, una
proteina que se expresa en progenitores Sox9", las primeras células Ngn3* aparecen
al dia E9, cuyo numero va en incremento durante el estadio de la segunda transicion,
pero declina al dia E17.5 [13]. El incremento en los niveles de Ngn3 desencadena la

formacion de células enddcrinas y la delaminacion del epitelio [14] (Fig.4).
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Figura 4. Formacion de linaje endocrino durante el desarrollo del pancreas. Figura modificada
de Aimée Bastidas-Ponce, et al., 2017 [12]. Los progenitores Ngn3®, emergen de progenitores
bipotentes presentes en el epitelio entre el E12.5-E16.5. Las células Ngn3" daran lugar a
progenitores endocrinos post-mitéticos que expresan altos niveles de Ngn3* (A). Los niveles de
sefalizacion de Notch promueven la especificacion de células epiteliales hacia células ductales
bipotentes o progenitores endocrinos. La expresién de diferentes factores de transcripcion, bajo
el control de Ngn3, define la diferenciacion de los distintos tipos de células endocrinas (B).

D.1.4. Formacion del islote

El primer paso para la formacion de los islotes involucra la delaminacién de diferentes
células endocrinas desde el epitelio. Se cree que la expresion de Ngn3 desencadena
la maquinaria necesaria para la delaminacion a través de un proceso que aun no es

claro; sin embargo se han propuesto dos posibles mecanismos: 1) la division celular
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asimétrica, y 2) la transicion epitelio-mesenquimal (EMT) en la cual las células pierden

sus caracteristicas epiteliales y adquieren un fenotipo mesenquimal [12].

El paso final para la formacién del islote luego de la delaminacion es la migracién de
las ceélulas enddcrinas desde el mesénquima para formar un proto-islote. El
mecanismo a través del cual se da la agregacion es aun desconocido, pero se cree
que éste estd mediado por interacciones heterotipicas y homotipicas entre las
moléculas de adhesién tales como las caderinas, integrinas, y moléculas de adhesion
(CAMs) [15] (Fig.5).
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Figura 5. Delaminacién, migracion y formacion del islote de Langerhans. Figura modificada de
Aimée Bastidas-Ponce, et al., 2017 [12]. (A, B) Después de la diferenciacion dentro del epitelio,
las células endocrinas abandonan el epitelial por deslaminacion. (C) Las células endocrinas
migran al mesénquima (D) Dentro del mesénquima se agregan para formar un proto-islote. (E)
Se generan islotes funcionalmente maduros.

Hacia el dia E16 las células endocrinas empiezan a agruparse, pero no es hasta poco
antes de nacer (E18- E19) que los islotes estan plenamente formados. La maduracion
final del islote se da durante las primeras semanas después del nacimiento [12]. A
medida que los islotes se desarrollan y maduran, adoptan una forma esférica en la
cual las B-células, que constituyen aproximadamente el 60-80% de los islotes maduros
[16], estan situados en el nucleo y estan rodeados por un manto de células a y células
0.

El pancreas exocrino empieza a diferenciarse hacia el dia E14.5 y en el dia E15.5 los
acinos ya son claramente distinguibles de los ductos. Por el contrario, se conoce muy
poco sobre la diferenciacion de las células ductales, a excepcion de que la mayoria de
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precursores ductales se distinguen de los progenitores de los linajes

endocrino/exocrino antes del E12.5.

En humanos, los primordios pancreaticos son evidentes en la semana 4 de gestacion y
su fusidn se produce al final de la semana 6. Células endocrinas positivas para las

cuatro hormonas pancreaticas estan presentes ya en la semana 10.

D.1.4.1. Niumero de islotes.

En roedores, varios estudios han reportado el incremento en el numero de islotes o en
agrupaciones de células insulino-positivas en el periodo postnatal (desde el nacimiento
hasta los dos meses de edad) [17]. Chintinne et al., reportan la existencia de alrededor
de 30.000 agrupaciones de células beta de menos de 50 ym formadas entre P2 (dia
postnatal 2) y 10 semanas en ratas Wistar [18]. Peng et al. reportaron en ratones de
una semana de edad la presencias de alrededor de 50 islotes por pancreas, y de 900

islotes a los dos meses de edad [19].

D.1.5. Masa de las células beta.

La masa de las células beta esta determinada por el tamafio y el numero de células.
Se considera que la hiperplasia y la hipertrofia contribuyen al incremento de la masa
de las células beta en los animales jovenes, sin embargo es la hipertrofia la
responsable del incremento en la masa de las células beta en los animales adultos
[20]. Durante el desarrollo, el incremento en la masa de las células beta esta
relacionado con el aumento en el peso corporal. Scaglia et al., reportaron en ratas,
entre el dia P2 (postnatal 2) y el P9, un incremento de 1.8 veces en el peso
pancreatico, el cual estaba correlacionado con el incremento en el peso corporal. Entre
el dia P13 y P31 el peso corporal incrementd 2.6 veces, mientras que el peso
pancreatico incrementd 5 veces [21]. Se ha reportado que en el caso del raton existe
un incremento del peso corporal de 2.6 veces y de 3.7 veces el peso pancreatico

desde la semana 2 a la semana 4 de edad [22].

Entre los mecanismos que mantienen en equilibrio el nimero de células beta se

encuentran principalmente la neogénesis, la proliferacion y la apoptosis [20].

D.1.5.1. Neogénesis.

Durante la génesis del pancreas, en el desarrollo embrionario, los islotes se forman a
partir del epitelio de pequefios conductos y de novo a partir del mesénquima

pancreatico. La neogénesis se define como la formacion de células endocrinas a partir
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de “precursores” presentes en el epitelio ductal, siendo el mecanismo que predomina

en las etapas embrionarias de formacion del érgano [23].

En la etapa de vida adulta, el proceso neogénico esta relacionado con el
mantenimiento y la expansién de la masa de las células beta en situaciones que
exigen una alta demanda de insulina como la obesidad, el embarazo, una
pancreatectomia parcial o un trasplante de islotes [24]. Los precursores de células
beta presentes en el ducto han sido dificiles de caracterizar. Sin embargo en el feto se
ha reportado como marcadores GLUT2, TrkA y Vimentina. En el adulto no existe un
marcador, sin embargo la co-expresiéon de CK20 con insulina o glucagon han sido
utilizadas como marcadores neogénicos, aunque estas células se encuentren en un
estado tardio de diferenciacion, haciendo que la co-expresion no indique un evento

temprano de neogénesis [25].

Existe un gran numero de factores que controlan la neogénesis del epitelio ductal entre
ellos estan algunos factores de crecimiento (TGF alfa o beta, EGF, NGF, y VEGF),
factores inflamatorios (IL-6 y TNF alfa), varias hormonas como GLP1 y factores de
regeneracion (INGAP) [25].

D.1.5.1.1. Proteinas REG (INGAP)

Existen varias subfamilas de proteinas REG, entre ellas encontramos a Regl que fue
descubierta durante la regeneracion de islotes de rata que fueron sometidas a una
pancreatectomia, razon por la que se le dio el nombre de proteina de regeneracion. Se
ha reportado la presencia de Reg | durante la proliferacion de islotes, de tejido acinar,
y en procesos de regeneracion, pero esta ausente durante un estado fisioldgico normal
[26].

Reg Il, solo ha sido reportado en ratones y en hamster, sin embargo presenta una
homologia del 76% y del 63% con Reg la y Reg IB de humano. La expresién de Reg Il
se restringe al tejido acinar de pancreas sano, aunque también se expresa en islotes

hiperplasicos [26].

Reg lll, es la tercera subclase de la familia Reg, se conocen varios tipos; Reg llla, Reg
B, Reg llly, y Reg 1l15. En el ratén, Reg 1116 ha sido detectado en células exocrinas y
células endocrinas [27]. Reg lll muestra una secuencia de aminoacidos que guardan
una homologia del 72% con el Péptido INGAP-rp, y una homologia del 77% en una

secuencia de cDNA lo cual sugiere que INGAP es un ortélogo de Reg 1115 [28].
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Se ha demostrado que INGAP participa en la regeneracion de células beta en varios
modelos animales de diabetes inducida por estreptozotocina o modelos de dafio

pancreatico por ligacion del ducto [29].

Pittenger et.al. reportaron la presencia de INGAP en células acinares y células
endocrinas del islote en roedores, después de haber sido sometidos a un dafo
pancreatico ocasionado por la envoltura de celofan [30]. Otro estudio realizado en
crias de hamster alimentadas con una dieta rica en sacarosa durante la gestacion
revelé un incremento en la masa de células beta y un mayor numero de células
positivas a PDX-1 e INGAP Estas células presentaban una elevada tasa de
proliferacion, pero no eran positivas a insulina, glucagon o somatostaina, por lo que se

concluyé que se trataban de precursores de células endocrinas [31].

D.1.5.2. Proliferacion

La expansion rapida de la masa de las células beta ocurre en el periodo tardio de la
gestacion, la actividad mitdtica se restringe a un numero limitado de células beta
(£10%) que pueden entrar en el ciclo celular [32]. La tasa de prolifercion celular (10%)
fue calculada a partir de los indices mitéticos observados en las células beta. Es decir
en el pancreas fetal donde el niumero de células beta incrementa con una tasa de
~100 % por dia, la division de las células beta no puede ser mas del 10-20% del total

del crecimiento. El 80% restante ha sido atribuido al proceso de neogénesis [33].

La proliferacion declina en la etapa postnatal, Finegood et al. reportan en ratas de
entre 30 a 100 dias de edad, que la proliferacion de las células beta disminuye desde
~20% (por dia) en las crias hasta ~10% (por dia) en jévenes, para finalmente
mantenerse en ~2 % en la etapa adulta con un promedio de replicacion de 1-4 % de
células beta (por dia) [34]. De manera similar Montanya et al., reportaron una
disminucion en la proliferacion al 0.8% (por dia), en ratas de un afio de edad, que

posteriormente mostraron un promedio de proliferacion estable del 0.2% [20].

Teta et al., demostraron que las células beta de ratones de un afio de edad poseen
una tasa de proliferacion muy baja, con una evidencia minima de recambio de 1 en
~1400 células adultas por dia (<1 %) [35]. En otro estudio, Stolovich-Rain et al.,
encontraron que en ratones jovenes (5 semanas de edad) hubo una replicacién en el
2,5% de las células beta, a diferencia de las células de ratones viejos que alcanzan un
tasa de replicacion de apenas el 0,2%. La tasa de replicacion de células beta en un

modelo de ablacién, usando la toxina diftérica, alcanza el 7,5% en ratones jévenes, y
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un 1% en ratones viejos [36], lo que sugiere la existencia de una capacidad intrinseca

de replicacion que se mantiene en la vejez [37].
D.1.5.3. Apoptosis

La apoptosis de las células beta o muerte celular programada, se produce en tasas
muy bajas durante la embriogénesis. Scaglia et.al., reportaron una tasa basal de
apoptosis de 1.54% durante el dia P2 y P9 que se repetia al dia P20. Sin embargo
también reporté un incremento significativo en la tasa de apoptosis (3.64 %) entre el
dia P13 y P17 [21]. La disminucién y el incremento en la apoptosis, presentes en
diferentes etapas del desarrollo, sugieren que la apoptosis es un mecanismo
importante para la remodelacion del islote pancreatico y el mantenimiento de la masa
de las células beta.
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D.1.6. Las células beta

Las células beta son el tipo celular predominante dentro del islote pancreatico en los
mamiferos. Su funcién principal es la de secretar insulina en respuesta a nutrientes,
hormonas y estimulos nerviosos, para mantener los niveles de glucosa en plasma. De
acuerdo con la arquitectura anatdmica de los islotes sera como las células beta
modulen la funcién de las demas poblaciones celulares, a través de interacciones

paracrinas/autocrinas [38].

D.1.6.1. La funcion de las células beta.

Las células beta tienen la capacidad de producir y almacenar grandes cantidades de
insulina. Dentro de las células beta, la insulina se sintetiza por medio de una serie de
moléculas de una sola cadena, incluyendo la preproinsulina, la proinsulina y varios
productos de corte intermedios. Dentro del Golgi, la pro-insulina es cortada por las
prohormonas convertasas (PC1 y PC2) para posteriormente convertirse en insulina

madura. [3].

La insulina activa sera almacenada en los granulos secretores (5-10.000 por célula),
cada granulo contiene 300.000 o mas moléculas de insulina. La liberacion o exocitosis
de la insulina se encuentra altamente regulada, lo que permite la salida de
aproximadamente el 2 % de insulina por hora bajo una concentracion maxima de
glucosa [39]. La regulacion de la secrecion de insulina es importante no solo para
prevenir la hiperglicemia, sino también para evitar una hipoglicemia letal que podria

acompanar una sobre-secrecion de insulina.

D.1.6.2. Secrecion de insulina.

Las células beta responden a varios nutrientes presentes en la circulacion como la
glucosa, otros monosacaridos, aminoacidos, y acidos grasos. Tanto en roedores como
en humanos la secrecion de insulina inducida por glucosa es de mayor intensidad que
la estimulada por proteinas o grasa. Se ha reportado que la ingestién oral de 75 g de
glucosa provoca una liberacion de insulina de 250 a 300 pmol/L en 30 minutos

partiendo de una basal de 20 a 30 pmol/L, a diferencia de la administracion de una
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cantidad similar de grasa o de proteina que solo incrementa los niveles de insulina
entre 50-60 pmol/L [40].

La secrecion de insulina es bifasica, poco después de que la célula beta recibe el
estimulo de la glucosa hay un primer pico de secrecidon de insulina, seguido de una
disminucién en la secrecion. Una segunda fase sostenida de secrecion de insulina
sigue a este decremento, la cual puede continuar durante horas hasta que alcance la

euglicemia [41].

La glucosa ingresa a la célula beta por medio del transportador de glucosa 2 (GLUT 2),
el cual se expresa de manera constitutiva en las células beta. Se trata del primer
sensor de glucosa y es el unico transportador de glucosa en las células beta. GLUT2
se expresa también en el higado, y en menores cantidades en las células renales e
intestinales, a diferencia de GLUT4 el cual se expresa en las células del musculo y del
tejido adiposo. La translocacion de GLUT2 hacia la membrana plasmatica es
independiente de la accién de la insulina, y el transporte de la proteina muestra una

baja afinidad por su sustrato, lo cual asegura el flujo de glucosa [42].

Luego del ingreso de la glucosa hacia la célula beta, ésta se fosforilara por acciéon de
la glucocinasa, un subtipo de hexocinasa. A diferencia de las otras hexocinasas, la
glucocinasa presenta una afinidad relativamente baja para la glucosa, su Km es de 6
mmol/L. La glucocinasa no es inhibida por su producto, lo cual le permite continuar con
su actividad a pesar de las altas cargas de glucosa [42]. Una vez fosforilada la glucosa
es metabolizada mediante la via gucolitica hasta la produccién de piruvato, éste sera
oxidado a través del ciclo de Krebs para producir ATP. El incremento en la relacion
ATP/ADP, de manera secuencial lleva al cierre de los canales de potasio dependientes
de ATP, la despolarizacién de la membrana plasmatica, la apertura de los canales de
calcio dependientes de voltaje, el flujo de calcio y la activacion de la exocitosis de los
granulos de insulina. Algunos de los productos derivados de este proceso pueden
actuar como sefales para la secrecion de insulina en los que incluyen el NADPH,
malonil-CoA y glutamato [42].

Aunque el incremento en las concentraciones intracelulares de calcio es la primera
sefal que dispara la exocitosis de insulina estimulada por la glucosa, hay otras
sefales celulares activadas por la glucosa que también juegan un papel en este
proceso; tales como AMPc, GMPc, inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG)
[43].
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La secrecion de insulina es un proceso que involucra la fusion de los granulos de
insulina con la membrana plasmatica y la exocitosis del contenido del granulo. La
secrecion de insulina muestra un patrén bifasico de secrecion. En el caso de los
humanos, cuando la concentracion de glucosa en el plasma es de ~7 mM, la primera
fase de secrecion de insulina alcanza 1.4 nmol/min y termina ~10 minutos. La
segunda fase alcanza una concentracion de ~0.4 nmol/min [44]. En el caso de los
ratones el patrén bifasico de la secrecion es menos marcado que en las ratas o en los
humanos debido a que poseen una concentraciéon basal de insulina mas alta (8-9

mmol/L vs. 4-5 mmol/L en ratas o humanos) [45]
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Figura 7. Secrecion de insulina. Lazo de la Vega, et al., 2011.

Una fraccién de granulos de insulina (1%), denominados como poza de liberacion
rapida (RRP) son los que contribuyen a la liberacion inmediata de insulina
desencadenada por la glucosa. Los granulos restantes (99 %) pertenecen a la poza de

reserva. Cuando la posa de liberacion rapida se agota, sera restituida por los granulos
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de reserva. Los granulos de liberacion inmediata son los responsables de la primera

fase de secrecion de insulina [42].

En el punto mas bajo de la secrecion, situado entre las dos fases, los granulos de
liberacion lenta se convierten en granulos de liberacion inmediata, antes de
translocarse hacia la membrana plasmatica. Se trata de un proceso dependiente de

ATP que se denomina preparacion o “priming” [42].

Se considera que la secrecion de insulina y la exocitosis de los granulos de liberacion
rapida podrian ocurrir aun en ausencia de nutrientes, mientras que la segunda fase de
secrecion y la restitucion de la posa de liberacion rapida son estrictamente
dependientes de productos metabdlicos. La primera fase de secrecion de insulina llega
a tardar alrededor de 10 minutos, y la restitucién de la poza de liberacion rapida ocurre

en ~1 segundo [42].
D.1.7. Cito-arquitectura de los islotes pancreaticos.

D.1.7.1. En roedores

Para el caso de ratones de laboratorio (Mus musculus) y ratas (Rattus norvegicus), la
morfologia de sus islotes ha sido bien definida. Se trata de estructuras con un nucleo
central de células beta que representan el 60 al 80% del total de células del islote
pancreatico, se encuentran rodeadas por otro tipo de células endocrinas que incluyen
las células alfa (15-20 % de las células del islote), células delta (<10 % de células),
células PP (<1 % de células) y las células épsilon (<1 % de células). Las células alfa
estan presentes en muchas de las secciones del islote y forman una capa continua
que rodea el nucleo de células beta [46]. Sin embargo un analisis tridimensional
mostré que las células alfa estan localizadas en la periferia del islote, pero no
envuelven todo el nucleo de células beta, de modo que las células beta quedan
expuestas en la capa externa del islote, similar a la disposicion celular en los islotes de

humanos [16].

Estudios realizados en islotes de ratones que se encuentran en diferentes estados
fisiologicos; como la diabetes, embarazo y obesidad, revelan un alto grado de
plasticidad. En el caso de islotes de ratones diabéticos db/db que tienen mutado el gen
de la leptina, muestran una organizacion de células alfa similar a la de los humanos

[47]. Islotes de ratones gestantes mantienen una distribucion similar al encontrado en
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ratones normales, excepto por la aparicién de una poblacién menor de células alfa en

el centro del islote, especialmente en los islotes pequefos [16,47].

La distribucion de los islotes en el pancreas difiere, algunos estudios sugieren que hay
un numero mayor de islotes en la cola del pancreas comparado con los existentes en
la cabeza [48]. Sin embargo otros estudios sostienen que la distribucion es similar en

las diferentes regiones del pancreas en un raton adulto [46].

D.1.7.2. En humanos

Los islotes de los humanos poseen una menor cantidad de células beta y mayor
cantidad de células alfa, comparados con los islotes de los roedores. Las células alfa,
beta y delta estan distribuidas aleatoriamente por todo el islote. Los islotes de
humanos adultos estan constituidos por aproximadamente el 50 % de células beta, un
40 % de células alfa, el 10 % de células delta y pequenas cantidades de células PP
[49].

Estudios sobre la estructura de los islotes durante el desarrollo de los humanos
sugiere que la organizacion de las células endocrinas en edad embrionaria es similar a
la de un raton adulto [50]. Entre la semana 12-14 de gestacion, las células enddcrinas
estan agrupadas con las células beta al centro y las células alfa hacia la periferia. Sin
embargo a la semana 18 de gestacion la capa de células alfa y delta se disocian y se

distribuyen en el todo el islote [50].

En humanos obesos, el nimero de células beta incrementa para compensar el
incremento en la demanda de insulina [51]. En pacientes con diabetes tipo 2 hay una
reduccion en el numero de células beta debido a un incremento en la apoptosis; sin
embargo la morfologia del islote no difiere de manera significativa entre pacientes
diabéticos y sujetos no diabéticos [52]. En el caso de los pacientes con diabetes tipo 1,
hay una disminucién drastica en la masa de las células beta, dando islotes con el 50-
70 % de células alfa [53].
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Figura 8. Citoarquitectura de los islotes pancreaticos. Figura Modificada de Brissova, et. al.,
2005 [54]. Poblacion y disposicion de células endocrinas en el islote de ratén, mayor cantidad
de células beta (A, C); Poblacion y disposicion de células endocrinas en el islote de humano,
menor proporcion de células beta y mayor cantidad de células alfa hacia el centro del islote (B,
D).

D.1.8. Maduracion de las células beta en roedores

En el periodo neonatal, las células beta se caracterizan por una funcién secretora
inmadura y una alta tasa de proliferacion. Durante su maduracién, las células
disminuyen su capacidad replicativa y adquieren una capacidad funcional,
particularmente la secrecion de insulina estimulada por glucosa (GSIS) [17].

D.1.8.1. Maduracion de la secrecion de insulina

En el periodo fetal y neonatal las células beta inmaduras no responden al estimulo
dado por la glucosa, sin embargo son capaces de responder al estimulo dado por
otros nutrientes como los aminoacidos [55]. Otra caracteristica reportada para las

células beta inmaduras es su incapacidad de bloquear la secrecion de insulina de
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manera eficiente, aun cuando los niveles de glucosa son bajos, una caracteristica
importante de las ceélulas beta maduras que les proporciona proteccion contra la

hipoglucemia [17].

La exposicion de las células beta inmaduras a la glucosa puede favorecer su
maduracion. Frenkel y Hellestrom mostraron que islotes de ratas de edad fetal
cultivadas por ocho dias con una concentracion de 11 mM poseen niveles de insulina
secretada similar a la de una célula beta adulta [56]. Bliss et al.,demostraron que
islotes de ratas aislados y perfundidos con glucosa, presentan una GSIS (secrecion de
insulina estimulada por glucosa) a partir del dia P14 (postnatal 14), sin embargo al dia
P21 la maduracién de la secrecion de insulina al estimulo de la glucosa aun no ha sido
alcanzado [57]. Esto parece estar dado porque existe un gran numero de células beta
que son generadas durante el primer mes de vida postnatal, cuya inmadurez opaca la

secrecion robusta de la poblacion madura de células beta [17].

Las células beta inmaduras presentan una disminucién en la expresion de diversos
genes que estan involucrados en el proceso de maduracion. Se ha documentado que
genes como la piruvato carboxilasa, malato deshidrogenasa, y glicerol fosfato
deshidrogenasa 2, presentan una disminucion en la expresion de su mRNA al dia
postnatal 1. Sin embargo éstos alcanzan los niveles de expresién de mRNA de un
adulto hasta el dia postnatal 28. Sugiriendo que son las lanzaderas mitocondriales las
que no estan completamente desarrolladas, especialmente el glicerol-fosfato, malato-
aspartato, piruvato-citrato y piruvato-malato, los que seran las responsables de
desencadenar una produccion deficiente de ATP y subsecuentemente de insulina [58].

Entre otros genes con baja expresion caracteristicos de células beta inmaduras se
encuentran la insulina, glut 2, PCSK1, y GLP1R, que solo alcanzan los niveles de un
adulto hasta el dia P28 [59].

D.1.8.2. Ventanas criticas en el desarrollo del islote.

Una ventana critica se define como un periodo de importantes cambios estructurales y
funcionales que ocurren durante el desarrollo normal del érgano, periodo donde la
exposicion a ciertas alteraciones medioambientales pueden tener consecuencias en la

vida adulta del 6rgano [60]. Se ha encontrado que para el islote la vida fetal y neonatal
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representa una “ventana critica” [61,62] y que estos periodos son importantes para

alcanzar un control glucémico eficiente en las etapas adultas.

Se cree que defectos en el desarrollo y maduracion de las células beta promueven el
desarrollo de enfermedades de tipo metabdlico. Se ha reportado también que una falla
en la expansion de la masa de las células beta determina la susceptibilidad a

desarrollar diabetes en la etapa adulta [33].

Estudios epidemioldgicos realizados en diferentes poblaciones [62] indican que el
estado nutricional prenatal y postnatal temprano podrian estar influyendo en la
susceptibilidad de desarrollar una inadecuada tolerancia a la glucosa, enfermedades
cardiovasculares y obesidad.

Varios modelos animales apoyan la hipétesis de que la nutricién prenatal y postnatal
afecta permanentemente el metabolismo. En un modelo de restriccion en el
crecimiento intrauterino (IUGR), se observd que la masa de células beta no muestra
diferencias significativas entre las semanas 1-7 de edad, sin embargo a la semana 15
se observa una disminucién en la masa de las células beta de un 50% [63]. La
malnutricion perinatal también conduce al desarrollo de diabetes tipo 2 en etapas
adultas, aparentemente por la incapacidad de adaptacion de la masa de las células
beta a las demandas metabdlicas [64]. En otro modelo de restriccién alimentaria
materna, se encontré que desde el nacimiento hasta los tres meses de edad, las crias
muestran una disminucion en la masa de las células beta con una replicacion celular
incrementada, sin embargo el incremento en la proliferacion es insuficiente para
restaurar la masa de células beta en la vida adulta [65].

Una nutriciéon deficiente o alterada, provocada por diferentes tipos de dietas; dietas con
restriccion caldrica o proteica [66—71], dietas altas en grasa o carbohidratos [72,73], o
dietas con deficiencia de vitamina A [74], afectan el desarrollo y la maduracion del
islote pancreatico disminuyendo su capacidad de responder a retos metabdlicas en
etapas tardias de la vida. Aunque los efectos detrimentales sobre el islote provocados
por diversas condiciones han sido bien documentados [68,70,71,73,75] pocas son las
investigaciones que se han dedicado al estudio de agentes farmacoldgicos que
favorezcan propiedades de maduracion del islote [76,77]. La vitamina biotina podria

tener efectos que favorezcan el proceso de maduracién del islote pancreatico.
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D.2. Biotina

Es una vitamina hidrosoluble del complejo B, sintetizada por las plantas y en mayor
cantidad por hongos y bacterias. Los mamiferos, las aves, y los humanos no pueden
sintetizar biotina de novo por lo que es necesario que sea consumida a través de la

dieta.

D.2.1. Estructura

Se trata de una molécula que esta compuesta por dos anillos unidos a una cadena de
acido valérico. El primer anillo contiene un grupo ureido (N-CO-N), el cual esta
involucrado en la union con la avidina, y el segundo anillo esta formado por un grupo
tetrahidrotiofeno el cual se une al acido valérico. Existen ocho estereoisémeros de

biotina, el isdmero D-biotina es el unico biolégicamente activo [78].
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Figura 9. Estructura quimica de la biotina.

D.2.2. Ingesta adecuada de biotina

La ingesta adecuada de biotina dada por la Food and Nutrition Board of Washington
sugiere para los adultos y mujeres embarazadas una dosis de 30 pg/dia [79]. Se ha
sugerido que durante la lactancia, la ingesta recomendada de biotina para las madres
es de 35 pg/dia; y para los infantes (0 a 5 meses) de 5 pg/dia. Estas recomendaciones
estuvieron basadas en dos estudios; uno de ellos encontré que la dosis diaria de 60
pg/dia, era suficiente para mantener a adultos con nutricion parenteral libre de
sintomas de deficiencia por 6 meses [80], el segundo estudio reportd que dietas

diarias de 28 a 42 ug/dia no presentaban sintomas de deficiencia de biotina [81].
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D.2.3. Biodisponibilidad de la biotina

La biotina estd ampliamente distribuida en los alimentos, no obstante sus
concentraciones estan por debajo de los niveles encontrados para otras vitaminas
hidrosolubles [82].

La biotina en la dieta esta presente en dos formas; como biotina libre, o unida
covalentemente a proteinas a través de un residuo de lisina [83]. La biotina ligada a las
proteinas es liberada por la accién hidrolitica de una proteasa conocida como
biotinidasa. El mensajero de esta enzima es sintetizado por el pancreas y en menores
cantidades por la mucosa intestinal. La biotinidasa esta presente en tejidos como el
corazon, cerebro, higado, pulmén, musculo esquelético, rifion, plasma y placenta.
También se encuentra en la leche materna (particularmente elevada en el calostro),
donde se cree que ayuda en el transporte de biotina hacia la glandula mamaria para la

nutricion del infante [84].

Las concentraciones de biotina reportadas en el plasma difieren considerablemente,
debido a la dificultad de detectar la biotina unida covalentemente a las proteinas. Sin
embargo existe evidencia de que el 81% de biotina se encuentra en su forma libre, el
resto se encuentra como; bisnorbiotina y sulfoxido de biotina. La biotina libre se
transporta desde el intestino a los tejidos periféricos (higado, barrera

hematoencefalica, y placenta) disuelta en la fase acuosa del plasma [85].

El 12% de la biotina plasmatica total se encuentra unido covalentemente a proteinas y

alrededor del 7% es de union reversible [85].
D.2.3.1. Digestion de la biotina contenida en la dieta.

D.2.3.1.1. Absorcion

La biotina es una vitamina hidrosoluble que estd cargada negativamente a pH
fisiologico, debido a la presencia de su grupo carboxilo, por lo cual necesita un
mecanismo de transporte para atravesar las membranas bioldgicas. En 1998 Prasad
et al., aislaron cDNA de placenta de rata y determinaron que el producto protéico de
SMVT1 (transportador multivitaminico 1 dependiente de sodio) era capaz de mediar el

transporte de biotina, acido pantoténico y acido lipoico en células HelLa [86].

SMVT 1 es una proteina transmembranal compuesta por 634 aminoacidos con un
peso molecular de 69 kD, se encuentra localizada en la porcion apical de los
enterocitos. La constante de afinidad de SMVT1 para el acido pantoténico y lipoico es
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de 1~5 uM, la cual corresponde a la concentracion de acido pantoténico circulante
(0.886-4.59 uM), a diferencia de la constante de afinidad de SMVT1 para la biotina que
es de ~15 pyM, cuando la concentracion de biotina libre en circulacion es de ~0.5-2 nM
[82]. Esto nos sugiere que la ingesta de biotina puede inhibirse por el &acido

pantoténico, o el acido lipoico.

D.2.3.1.2. Transporte celular

El transporte de biotina a través de la membrana plasmatica se da por medio del
transportador SMVT1 [86-88]. Aunque SMVT1 es sin lugar a duda el principal
transportador de biotina en los mamiferos, existe evidencia de que el transportador 1
de monocarboxilatos (MCT1) también contribuye en el transporte de biotina en algunos
tejidos como las células mononucleares de sangre periférica y los queratinocitos
[89,90]. El Transportador de monocarbolxilatos (MCT1) es un miembro de la familia de
transportadores de monocarboxilatos que facilitan la ingesta de biotina con una Km
tres veces menor a la usada por el SMVT, ademas de que no es inhibido
competitivamente por el acido pantoténico o lipoico.

D.2.3.1.3. Distribucion en tejidos

Se sabe que existen reservas de biotina en el higado, donde se han encontrado
concentraciones de 800 a 3000 ng/g [78]. La mayoria localizada principalmente en Ila

mitocondria, y el citoplasma, mientras que solo el 0.7% se encuentra en el nucleo [91].

En el caso del feto se ha reportado que la biotina se transporta por medio del
transportador multivitamnico de vitaminas (SMVT). Las concentraciones de biotina en
el plasma fetal son de 3 a 17 veces mas altos que los niveles maternos. En la leche
materna los niveles de biotina exceden a la presente en el plasma de la madre en 10 a
100 veces [78].

D.2.3.1.4. Eliminacion

Tanto en los microorganismos como en los mamiferos, el grupo sulfuro del anillo
tetrahidrotiofeno puede ser oxidado en biotin sufoxido d o/y en sulfonas de biotina. La
cadena de acido valérico puede ser oxidado, probablemente a través de la via de la
beta oxidacién, de manera similar a la oxidacién de los acidos grasos, para generar

bisnorbiotin y tetranorbiotin [92].

Avances recientes en la evaluacion del estatus de la biotina han sido logrados a través

de la cuantificacion del acido 3-hidroxiisovalérico (3-HIA), un metabolito intermedio que
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se acumula y que es excretado debido a la pérdida de la actividad de la metilcrotonil —

CoA carboxilasa durante la deficiencia de biotina [93].

Alteraciones en la excrecion urinaria del acido 3-hidroxiisovalérico puede dtectarse en
los 15 primeros dias posteriores al consumo de dietas deficientes de biotina [94]. A
pesar de que la prevalencia de casos de deficiencia de biotina es rara, hay suficiente
evidencia que indica la existencia de varios estados fisiologicos y farmacolégicos en
los cuales las concentraciones de biotina se encuentran comprometidas. Entre ellos
estan; los errores innatos del metabolismo de la biotina el cual resulta en una
deficiencia de biotina funcional o secundaria [95], y la deficiencia de biotinidasa que
provoca una absorcion ineficiente de biotina en el intestino [96].

Estudios recientes han sugerido una proporcion significativa de mujeres que a la mitad
o al final del embarazo presentan un balance negativo en las concentraciones de
biotina [97] lo cual esta apoyado por el incremento en la excrecion de acido 3-

hidroxiisovalerico y con la disminucion de la excrecion de biotina en la orina.

D.2.4. Biotina en la leche humana

Las concentraciones de biotina en la leche varian sustancialmente dentro de cada
poblacidon estudiada, y varian significativamente durante las 24 horas del dia. Se ha
documentado que las concentraciones de biotina incrementan de 5 a 30 veces en el
periodo de transicion de calostro a leche madura [98]. En un estudio realizado por
Coryell et.al., [99] en mujeres lactantes; en el que se analizaron 48 muestras diarias
durante los primeros diez dias postparto, se encontré que los niveles de biotina para
los primeros cuatro dias era de 0.10 pg por 100 ml. y de 85 muestras de leche madura,
obtenidas durante los 2 a 10 meses postparto, la concentracion de biotina durante los
dos y tres meses postparto fue de 0.8 pg por 100 ml. Cuando se incluye una dieta con
alimentos ricos en biotina, como el higado, las concentraciones de biotina en leche al
noveno dia postparto incrementé de 0.09 a 2.56 pug por 100 ml [99]. Mock et.al.,
encontraron que las concentraciones de metabolitos inactivos como la bisnorbiotin y la
biotin sulfoxido en la leche humana es sustancial, metabolitos que probablemente
afectan la cuantificacion de biotina y su absorcion [100].

La concentracién de biotina encontrada en la leche humana esta en un rango de 30 a
70 nmol/L, la cual aproximadamente el 95% se encuentra como biotina libre [100]. Sus
niveles son de 20 a 50 veces mas grandes que los encontrados en el plasma [101]. En
la leche humana encontramos biotinidasa, la cual presumiblemente facilita la

utilizacién de biotina por el infante [100].
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D.2.5. Sintesis por la Microflora intestinal

Una segunda fuente de biotina es la producida por los organismos de la microflora
intestinal. Esta fuente fue detectada debido a que tanto en ratas como en humanos la
cantidad total de biotina excretada era mayor a la cantidad consumida en la dieta [82].
Sin embargo, el tratamiento intratecal, en cerdos, con antibiéticos o estreptavidina para
inhibir el crecimiento microbiano redujo de manera significativa la cantidad de biotina
derivada de la flora bacteriana, pero no afecté de manera significativa los niveles de
biotina en suero o la cantidad de biotina excretada en la orina, lo cual sugiere que la
fuente de biotina de la microflora no contribuye de manera significativa [102].

D.2.6. Toxicidad

Existen pocos estudios sobre la toxicidad de la biotina [103,104]. EI DL50 oral para
ratas y ratones es de 10 g/kg y 354 mg/g, respectivamente [103]. ElI DL50
intraperitoneal reportado para ratas es de 29 mg/kg de peso corporal, y el DL50

intravenoso para ratones de 1000 mg/kg [103].

Sawamura et.al., [105], reportaron que la administracién de una dieta con un contenido
de 800 o 10000 mg de biotina’/kg de alimento durante 28 dias a ratas Wistar de 3
semanas de edad, provoca una disminucion en la ingesta de alimento y en la ganancia
de peso. Dado que la rata consume 3960 mg al dia, la cantidad de biotina ingerida es
este estudio fue de 990 mg/kg, lo cual nos sugiere que estas concentraciones son

toxicas para esta cepa de ratas.

D.2.7. Funcién Bioquimica

La funcion de la biotina es actuar como un vector en la transferencia de un grupo
carboxilo, entre un donador y un aceptor, durante una reaccién de carboxilacion. La
adicion covalente de biotina a estas proteinas es catalizada por ligasas; en los
procariotes conocida como proteina BirA (2,3) y en los eucariotas como
holocarboxilasa sintetasa (HCS) [106].

Tanto para BirA y HCS, la adicion de la biotina ocurre en una reaccion dependiente de
ATP. La reaccion ocurre en dos pasos; en el primero se forma un compuesto
intermediario, el biotinil-5-AMP (B-AMP) [107], en el segundo el B-AMP actuara como
sustrato para la transferencia de biotina a un residuo de lisina en una region altamente

conservada en las apocarboxilasas, y con la liberacién de AMP.
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Figura 10. Transporte y metabolismo de la biotina. Lazo de la Vega, ML. 2012

En los mamiferos, la holocarboxilasa sintetasa cataliza el enlace covalente de la
biotina al grupo €-amino de la lisina de cinco carboxilasas para formar holocarbxilasas
activas. Estas enzimas catalizan reacciones claves en la gluconeogénesis, sintesis de

acidos grasos, y en el catabolismo de aminoacidos [78].

D.2.7.1. Acetil- C oA carboxilasa

Se han identificado dos; una forma citosolica (acetil- CoA carboxilasa 1 o0 a) y una
mitocondrial (acetil- CoA carboxilasa 2 o B). En las dos carboxilasas, la biotina, cataliza
el enlace de bicarbonato a acetil-CoA para formar malonil-CoA, que mas tarde sera
usado como sustrato para la sintesis de acidos grasos. Aunque las dos formas; ACC1
y ACC2 catalizan la misma reaccion, ACC1 controla la sintesis de acidos grasos en el
citosol gracias a la formaciéon de malonil-CoA y ACC2 controla la oxidacion de acidos
grasos dentro de la mitocondria gracias a la formacion de malonil-CoA cuya

produccion inhibe el transporte de acidos grasos en la mitocondria [78].
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Las tres carboxilasas restantes dependientes de biotina estan localizadas

exclusivamente en la mitocondria:

D.2.7.2. Piruvato carboxilasa

Esta implicada en el proceso de gluconeogénesis ya que cataliza la conversiéon de

piruvato en oxalacetato, paso esencial en la gluconeogénesis.

D.2.7.3. Propionil CoA carboxilasa

Esta involucrada en el metabolismo de la isoleucina. Cataliza la reaccién de
carboxilacion de propionil CoA (derivado del colesterol, y de ciertos aminoacidos) a

metil-malonil CoA.

D.2.7.4. B-Metilcrotonil-CoA carboxilasa

Cataliza la carboxilacion del 3-metilcrotonil-CoA a 3-metilglutaconil-CoA, paso esencial
en el metabolismo de la cadena ramificada del aminoacido leucina, resultando en la

formacion de un esqueleto de carbono desaminado de leucina o acetoacetato.
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Figura 11. Las carboxilasas y su funcién en el metabolismo. Lazo de la Vega, ML. 2012
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D.2.8. Efectos de concentraciones farmacoldgicas de biotina

Independientemente de su papel como grupo prostético de las carboxilasas, en los
ultimos afios se ha encontrado que concentraciones farmacolégicas de biotina son
capaces de modificar la expresion de genes relacionados con el metabolismo de la
glucosa. Ademas, se ha observado que posee diversos efectos sobre procesos

sistémicos como el desarrollo, la reproduccién y el metabolismo [108].

D.2.8.1. Efectos farmacoldgicos de la biotina sobre la expresion de genes

El primer estudio que evidencid que concentraciones farmacolégicas de biotina
modificaban la expresion de genes, fue dada por Dakshinamurti et.al., en la década de
1960 [109,110]. Ellos reportaron que ratas diabéticas (con aloxano) vy ratas no
diabéticas al ser tratadas con una dosis aguda de biotina (1 a 2 mg/Kg) incrementaban
la actividad de la glucocinasa hepatica. El efecto de la biotina sobre la actividad de la
glucocinasa también fue observado por Spence y Kouldeka en cultivo de hepatocitos
de rata; quienes observaron que este efecto estaba dado por el incremento en el
contenido de GMPc. Mas tarde con la aparicién de las técnicas de biologia molecular
[111] se observé que el efecto de la biotina estaba dado a nivel transcripcional.
Estudios de microarreglos identificaron varios genes que se ven afectados por las
concentraciones farmacoldgicas de la vitamina. Estudios realizados por Wiedmann, en
células mononucleares de sangre periférica humana, encontré6 que una
suplementacion con 2.15 mg de biotina por 21 dias, incrementa la expresion de 139

genes y disminuye la expresion de 131 genes [112].

La biotina también modifica la expresién de genes a nivel postranscripcional. En los
afos 80 Stockert et.al, encontraron que la expresion del receptor de las
asialoglicoproteinas en células HepG2 era reducido en deficiencia de biotina y que la
adicidon posterior de biotina restauraba la expresién total del receptor, mientras su

mensajero no era modificado [113].

La suplementacion con biotina modifica también la expresion de genes criticos en la
homeostasis de la glucosa. Genes como la glucocinasa hepatica [111] y el receptor de
insulina [114] aumentan su expresion en respuesta a la suplementacion con biotina,
mientras que genes gluconeogénicos como PEPCK y glucosa-6-fosfata [111], asi
como los factores HNF-4alfa y FoxO-1 disminuyen su expresion [115].
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D.2.8.2. Efectos de concentraciones farmacolégicas de biotina sobre el
islote pancreatico

En estudios realizados por nuestro grupo [116] y otros investigadores [117] se ha
encontrado que la exposicion aguda a dosis farmacologicas de biotina incrementa la
secrecion de insulina en respuesta a glucosa, asi como la expresion del gen de la
insulina [118]. También, la biotina incrementa la expresion de la glucocinasa [116], una
enzima critica en la secrecion de insulina en respuesta a la glucosa [119], vy
recientemente se ha descubierto que la biotina es un factor determinante sobre la
masa y la regeneracion de la célula beta [120]. Otra proteina critica en el desarrollo del
islote pancreatico, el factor transcripcional PDX-1 [121], también se incrementan con la

suplementacion con biotina.

Recientemente [122] encontramos que la administracion de una dieta conteniendo
concentraciones farmacologicas de biotina administrada en ratones recién destetados
incrementd la secrecion estatica de insulina y la expresion de este gen, asi como la
expresion del RNAm de factores transcripcionales que son determinantes en el
desarrollo del islote y que en la etapa adulta regulan la sintesis y secrecion de insulina,
como Foxa2, Pdx1y Hnf4a. También incrementd el RNAm de proteinas participan en
la secrecion de insulina en respuesta a la glucosa: Glucocinasa, Cacna1d y acetil-CoA
carboxilasa. En concordancia con estos efectos, los ratones suplementados con
biotina mostraron una mejora en la tolerancia a la glucosa y un incremento de insulina
en sangre, sin cambios en los niveles basales de glucosa ni en la tolerancia a la

insulina.

El analisis morfométrico reveld que la suplementacion con biotina incrementé la masa
de las células beta por medio de un aumento en el tamafo de los islotes. De forma
inesperada, la arquitectura de los islotes se encontr6 modificada en los ratones
suplementados con biotina, observandose un porcentaje mas elevado de islotes con
células alfa localizadas hacia el centro del islote con respecto a los controles. Los
efectos de la suplementacion con biotina no se deben a una adaptacion del islote a
cambios metabdlicos, ya que no se encontraron datos de obesidad, hiperglucemia, o
resistencia a insulina. Estos resultados indican que concentraciones farmacolégicas de
biotina tiene efectos sobre el islote mediante cambios en la expresidon de genes criticos

en el desarrollo y funcionamiento de los islotes pancreaticos [122].
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Estudios realizados en nuestro grupo encontraron que el mecanismo por el cual la
suplementacion incrementa la expresién de la glucocinasa involucra la via de
sefalizacion de GMPc/PKG. En islotes pancreaticos aislados y tratados con 1 yM de
biotina, se observé que la activaciéon de la guanilato ciclasa soluble y PKG incrementa
el contenido de ATP, el cual induce la secrecidon de insulina a través de los canales
sensibles a ATP. La insulina, de manera autocrina, activa la via PI3K/Akt e incrementa

la expresion del mMRNA de la Glucocinasa [116].
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Figura 12. Mecanismo de accion de la biotina en islotes pancreaticos. Figura modificada.
Riveron-Negrete L, et al., 2016 [108]

D.2.8.3. Efectos de la suplementacion con biotina sobre las funciones

reproductivas

Se ha reportado que la suplementacion con biotina afecta funciones reproductivas.
Varios estudios [123,124] han revelado que la suplementacion con biotina en la dieta
de cerdos (350 ug / Kg de dieta) incrementa la actividad reproductiva e induce la fase

de estro en comparacion con su control (32 ug/Kg de dieta) [123]. Efectos positivos de
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la suplementacion con biotina se observaron también en vacas, donde la
suplementacion con biotina (0, 10, 20 mg/dia) incrementé la producciéon de leche
[125,126]. También hubo menor incidencia de retencion de placenta, y endometriosis
puerperalis en vacas que recibieron 10 mg de biotina por dia.

En gallinas reproductoras (30-33 semanas de edad), la suplementaciéon con biotina
administrada en el agua incrementd la produccion de huevo y la tasa de fertilidad,
pero no modificé el tiempo de incubacion o la calidad de sus crias [127]. Una
suplementacion con biotina de10 nM, en espermatozoides humanos aumentd la
motilidad y prolongd la supervivencia de muestras de semen congeladas, lo que
sugiere que la vitamina podria tener beneficios en métodos de reproduccion asistida
[128]. Por el contrario, ratas recién destetadas y alimentadas con una dieta que
contenia el 1% de biotina (10 g de biotina / kg de dieta; 990 mg / kg de peso corporal /
dia) durante 6 semanas, presentaban recuentos de espermatozoides totales y
diametros de tubulos seminiferos disminuidos en comparacién con ratas del grupo
control; sin embargo, las ratas suplementadas con biotina mostraban una disminucion
en la ganancia de peso corporal, disminucion en la ingesta de alimentos y en el peso
del higado y rifiones, debido a que la cantidad de biotina administrada estaba por
arriba del nivel maximo de ingesta tolerable reportado para la vitamina, por lo que es
posible que los cambios testiculares sean el resultado de efectos toxicos sistémicos
[105,129].

Otras investigaciones han reportado que el exceso de biotina reduce la fertilidad en el

coledptero Dermestes maculatus, moscas y mosquitos [130-132].

En ratas la administracion de una dosis aguda de 50-100 mg/dos veces al dia durante
todo la gestacion causa reabsorcion de fetos y placenta, asi como una disminucién en
el peso y en el contenido de glucdgeno en el utero [133,134]. En ratas a las que se les
inyectd 50 mg de biotina se observo atrofia del cuerpo luteo, con infiltraciéon masiva de
leucocitos en el lumen vaginal [135]. En contraste, un tratamiento similar no afecto6 la
reproduccion o la incidencia de fetos con malformaciones en ratones ICR, lo cual nos
indica que los ratones son mas resistentes a elevadas concentraciones de biotina que
las ratas [136]. En ratones que recibieron 16,6 mg /kg de peso por dia en la dieta durante 9
semanas [137], la suplementacion con biotina provocé un incremento en las
concentraciones de estradiol en suero, sin cambios en las concentraciones de

progesterona al compararlos con los ratones que recibieron la dieta control. En este
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mismo trabajo, el analisis histolégico encontré una disminucién tanto de foliculos

primarios como los foliculos de Graaf [137].

D.2.8.4. Efectos de la suplementaciéon con biotina sobre el desarrollo

embrionario

Si bien se sabe que concentraciones farmacolégicas de biotina modifican diversas
funciones reproductivas [132], se conoce poco sobre los efectos que podria ejercer
sobre el desarrollo embrionario [136]. En pollos, la biotina produjo malformaciones en
el ojo en estructuras como la retina y el cristalino [138]. Este efecto fue dependiente de
la administracién de biotina en etapas tempranas del desarrollo en la etapa Hamburger
and Hamilton estadio 14-17. Al nivel celular, este efecto se produjo por una menor
apoptosis. En ratones, la administracion de concentraciones farmacoldgicas de biotina
no mostrd evidencia de producir diferencias significativas con respecto al grupo control
en la mortalidad de los fetos o en malformaciones externas como exenencefalia,
paladar hendido o sindactilia; sin embargo no se abordaron estudios sobre 6rganos

internos.
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E. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se sabe que el desarrollo del islote pancreatico inicia en las etapas embrionarias,

continda durante el periodo fetal y que su maduracién culmina después del destete.

Varios estudios han demostrado que las estapas de desarrollo y maduracién del islote
son criticas para su funcion en etapas posteriores de la vida. En el caso de los
roedores se sabe que la maduracion del islote se lleva a cabo en la primera semana
posterior al destete. En este periodo el islote pasa por un proceso de remodelacién
morfoldgica y adquiere ademas la capacidad de secretar insulina en respuesta a

glucosa.

La vitamina biotina podria tener un efecto positivo en el desarrollo y la maduracién del
islote. Diverson estudios han encontrado que la administracion de dosis
farmacoldgicas de biotina incrementa la secrecion de insulina basal y estimulada por
glucosa, asi como el tamafio del islote. Iguamente, se ha reportado que aumenta la
expresion del mMRNA de genes que participan tanto en el mecanismo de la secrecion
de insulina, en el desarrollo embrionario del pancreas y en el mantenimiento del
fenotipo del islote. Por otro lado, también se ha documentado que la suplementacion
con biotina modifica la funcién reproductiva, y puede alterar el proceso de desarrollo

embrionario.

Debido a la importancia del periodo de desarrollo y maduracién del islote, en el
presente trabajo se propuso investigar cuales son los efectos de la suplementacion
con biotina en la dieta al ser administrada durante la etapa critica de desarrollo
(gestacion y lactancia) y durante la etapa de maduracién (primera semana posterior al
destete) en ratones sanos sobre la morfologia y morfometria del islote, proliferacion de
las células del islote, neogénesis, apoptosis. Asi como la capacidad del islote de
secretar insulina en respuesta a glucosa, la homeostasis de la glucosa a través de

curvas de tolerancia a la glucosa y concentraciones de glucosa e insulina en suero.

Ademas debido a los pocos estudios que existen sobre la suplementacién con biotina
durante la gestacion y la lactancia, en este trabajo también se propuso analizar el
efecto de la biotina sobre las madres y el desarrollo de las crias al ser administrada

durante los periodos de gestacion y la lactancia.
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F. HIPOTESIS

Dado que concentraciones farmacoldgicas de biotina son capaces de aumentar la
expresion del mRNA de genes que participan en el desarrollo embrionario del
pancreas endocrino, la secrecién de insulina y el mantenimiento la masa de las células
beta, asi como aumentar el tamafo del islote y la secrecidon de insulina, y que estos
eventos acontecen durante la diferenciacion y la maduracién del islote, es posible que
la suplementacion con biotina en la dieta aumente estos procesos durante los periodos

criticos de desarrollo y maduracion.

G. OBJETIVO

Analizar los efectos de la suplementacion con biotina en el desarrollo y maduracion del
pancreas, asi como en la homeostasis de la glucosa cuando la vitamina es
administrada: 1) durante los estados criticos de desarrollo (gestacién y lactancia), 2)

durante el periodo de maduracién (primera semana post-destete).

H. OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Determinar cual es el efecto de una dieta suplementada con biotina en las madres y
las crias al ser administrada durante el periodo de gestacion y lactancia analizando:
1. La ganancia de peso y el consumo de alimento de las madres gestantes y
lactantes.

2. El numero, peso y talla de las crias.

Il. Determinar cual es el efecto de la suplementaciéon con biotina sobre el pancreas
durante el desarrollo (gestacion y lactancia) y la maduracion (primera semana post-
destete) analizando:
1. El desarrollo morfoldgico del pancreas cuantificando:
- Numero total de agregados endocrinos por unidad de area de pancreas.
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- Composicion y distribucion de cada tipo celular dentro del islote
pancreatico.
- Relacioén area de islotes/area total de pancreas.
- Proporcion de células beta que se encuentran en etapa de proliferacion
celular, neogénesis y apoptosis.
lll. Determinar cual es el efecto de una dieta suplementada con biotina sobre la
funcionalidad del islote y homeostasis de la glucosa durante desarrollo (gestacion y
lactancia) y la maduracion (primera semana post-destete) analizando:
a. La secrecion de la insulina y la masa de las células beta.
b. La secrecion de glucagon y masa de las células alfa.

c. Latolerancia a la glucosa.
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I. DISENO EXPERIMENTAL

1.1. Efecto de la suplementacion con biotina sobre el desarrollo del pancreas al

ser administrada durante la gestacion y lactancia

RATONES BALBC/ANN ‘__

Hsd nuliparas de 6 s

semanas de edad CONTROL SUPLEMENTADO
21 dias de gestacion |

RATONES Crias “ “
hembra y macho 2

CONTROL SUPLEMENTADO

I Analizar teratogénesis |

- Peso corporal.
- Consumo de alimento.

I 21 de lactancia |

l - Peso corporal.

SACRIFICIO - Glucemiaen ayuno
.
&N b,

Morfometria del pancreas: Homeostasis de la glucosa:

-Masa de |aS Ce'ulas beta. -Toleranciaa la g|ucosa
- Neogénesis -Insulina sérica basal y post-prandial
- Proliferacion -Secrecion estatica de insulina
- Apoptosis

- Tolerancia a la glucosa.

1.2. Efecto de la suplementacion con biotina sobre la maduracion del pancreas al

ser administrada durante la primera semana post-destete

RATONES
BALBC/ANN Hsd
21 dias de edad ' SUPLEMENTADO

CONTROL
4
| 1 SEMANA |

- Peso corporal.

- Consumo de alimento.
- Peso corporal.
- Glucemia en ayuno

Setein - Tolerancia a la
glucosa.

A .
Morfometria del pancreas: Homeostasis de la glucosa:
-Masa de las células beta. -Tolerancia a la glucosa

- Neogeénesis -Insulina sérica basal y post-
- Proliferacion prandial
- Apoptosis -Secrecion estatica de insulina
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J. MATERIALES Y METODOS.

J.1. Modelo animal.
J.1.1. Grupo experimental de gestacioén y lactancia.

Ratonas de la cepa Balbc/AnN Hsd de 6 semanas de edad se dividieron en 2 grupos:
uno de ellos se alimentd con una dieta control Harlan Teklad. TD-01362 para el grupo
control (con 1,76 mg de biotina/kg alimento) y TD-01363 para el grupo suplementado
(con 97,7 mg de biotina/kg de alimento). Dos semanas después se colocaron con el
macho, 2 hembras y un macho por jaula, a los tres dias fueron retirados los machos.
Durante el periodo de gestacion se realizaron mediciones de peso corporal, consumo
de alimento, curvas de tolerancia a la glucosa y a la insulina, asi como el analisis de
las concentraciones en sangre de insulina. Al momento del nacimiento se analizo si la
suplementacion con biotina tuvo efectos teratogénicos sobre las crias. Se llevd un
control del peso al nacer y se cuantificé el nimero de crias por camada. Al final de la
lactancia (dia 21 de nacimiento) las crias, previa anestesia inhalada con Sevofluorane,
se obtuvieron muestras de sangre, se extrajo el pancreas, se peso y se proceso para

los estudios de inmunohistoquimica.

J.1.2. Grupos experimental de la primera semana post-destete.

Ratones hembra de la cepa Balbc/Ann Hsd, de 21 dias de edad, fueron destetados y
divididos en dos grupos; un grupo control con 0.8 mg de biotina/ Kg de dieta, y un
grupo suplementado con 100 mg de biotina/kg de dieta. (2018S Teklad Global 18%
Protein Rodent Maintenance Diet, Harlan Teklad). Los animales fueron mantenidos
bajo condiciones de 12 horas de luz y oscuridad, con agua y alimento ad libitum.
Después de una semana de administracion de la dieta, los ratones fueron sometidos a
un periodo de ayuno de 12 horas y anestesiados via inhalatoria con Sevofluorane. Se

extrajo sangre y el pancreas.

Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con los lineamientos establecidos
por el Comité Etico de Experimentacion del Instituto de Investigaciones Biomédicas de
la Universidad Nacional Auténoma de México.

J.2. Inmunofluorescencia y analisis morfométricos

Los pancreas extraidos se fijaron en fomalina amortiguada al 10%, se deshidrataron
en una serie de concentraciones crecientes de etanol y xilol (etanol al 50%, 70%, 90%,
96% y 100%, etanol 100% / xilol y xilol puro, una hora en cada uno), se embebieron en
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paraplast (Parplast, Sherwood Medical Co.), dos bafios de una hora cada uno. Los
pancreas se montaron en casettes de inclusién, se incluyeron en paraplast y se
hicieron cortes seriados de 5 um de grosor. Los cortes fueron montados en laminillas
tratadas con Poly-L-lisina (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA).

Las laminillas se desparafinaron y rehidrataron con una serie de xilol-alcohol, en el
orden inverso al utilizado en la deshidrataciéon durante 3 minutos para el xilol y 4
minutos para el alcohol. Las laminillas se lavaron en PBS 1X por 5 minutos. Se realizd
la recuperacion del antigeno en buffer de citratos (pH6) durante 20 minutos a 90 °C
(evitando la ebulliciéon). Posteriormente el tejido fue permeabilizado con suero normal
de cabra al 3% vy triton X-100 al 0.3% durante 45 minutos. Se incubaron durante toda
la noche a 4°C con los anticuerpos: guinea pig anti-insulina (1:150, Thermo Invitrogen,
Rockford IL, USA) y mouse anti-glucagon (1:4500; Sigma, Sigma-Aldrich, St. Louis
MO, USA) diluidos en PBS 1X con SNC al 1%. Posteriormente las laminillas fueron
lavadas 3 veces con PBS 1X durante 5 minutos, se incubaron por una hora a
temperatura ambiente con los anticuerpos secundarios: donkey anti-guinea pig Alexa
fluor 488 conjugado (1:300; Jackson Inmuno Research Laboratories, Baltimore Pike,
PA, USA.) and Cy3 donkey anti-mouse conjugate (1:800; Jackson Inmuno Research
Laboratories, Baltimore Pike, PA, USA.). Las laminillas se lavaron con PBS 1X, 3
veces por 5 minutos. Los nucleos se tifieron con DAPI durante 5 minutos, finalmente
se cubrieron con un cubreobjetos montados con 40 pyl de medio de montaje
fluorescente (DAKO, North America Inc., Carpinteria, CA, USA).

Los islotes fueron definidos como clusteres de 4 o mas células positivas a insulina. El
area de las células beta y alfa fueron fotografiados utilizando un microscopio invertido
Olympus 1X70 (Tokyo, Japon) acoplado a una lampara Media Cibernetics Evolution
VF (Georgia, M.D, USA.). El area pancreatica total fue fotografiada con un microscopio
Olympus BX51-WI DSU acoplada a una camara Hamamatsu C9100 EM-CCD
(Hammamatsu City, Japén). Las areas fueron cuantificadas usando el software Image
J 1.40 (Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD).

J.3. Proliferacion celular del islote

La proliferacion se cuantific6 por inmunofluorescencia usando el marcador de
proliferacion Ki-67, se utilizd como anticuerpo primario un rabbit-anti-Ki67 (Abcam,
Cambridge, MA; USA en una dilucion 1:100), y como anticuerpo secundario un donkey
anti-rabbit Alexa fluor 594 conjugado (1:300; Jackson Inmuno Research Laboratories,

Baltimore Pike, PA, USA.). Para la identificacion y el analisis de proliferacion las
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laminillas llevaban un ftriple marcaje; Ki67, insulina y DAPI. La cuantificacion fue
determinada por el numero de nucleos positivos a Ki-67 en relacion con el numero
total de nucleos presentes en un islote. Técnica empleada en el grupo experimental de
la primera semana postdestete donde se cuantificaron un total de 160 y 228 islotes

para el grupo control y suplementado con biotina, respectivamente.
J.4. Neogénesis del islote pancreatico

La neogénesis se determind por inmunofluorescencia utilizando la proteina
relacionada con la neogénesis del islote pancreatico (INGAPrP), rabbit-anti INGAPrP
(1:300. Santa Cruz, Biotechnology, INC. Santa Cruz, CA, USA). Para la identificacion
del proceso neogénico las laminillas llevaban un triple marcaje; INGAPrP, insulina y
DAPI. El analisis se realizé cuantificando el porcentaje de células inmunopositivas para
INGAPrp en relacion con el niumero de células positivas para insulina. Técnica
empleada en el grupo experimental de la primera semana postdestete en la que un
total de 5730 y 5995 células fueron cuantificados para el grupo control vy

suplementado, respectivamente.
J.5. Apoptosis del islote pancreatico

El numero de células en apoptosis se analizé en cortes de 5 ym de tejido pancreatico
fijado en laminillas y tefiido por inmunofluorescencia con el método de TUNEL. Las
laminillas fueron desparafinadas, rehidratadas e incubadas con 20 pg/ul de proteasa K
(Solon, OH, USA) por 10 minutos, posteriormente se realizé la técnica de TUNEL (/n
situ Cell Dead Detection kit, TMR red; Roche Diagnostics, Manheim, Germany) de
acuerdo al protocolo dado por el proveedor. Los tejidos fueron contratefiidos con DAPI.
Técnica empleada en el grupo experimental de la primera semana postdestete, donde
para el analisis, se cuantificaron paroximadamente 40 islotes en cada grupo; con un

total de 4682 nucleos para el grupo control, y 5008 para el grupo suplementado.
J.6. Aislamiento de islotes pancreaticos

Cada pancreas antes de su extraccion se perfundid con 2 ml de una solucién de
colagenasa P (Roche, Manheim, Germany) en una concentracion de 1mg/ml, disuelta
en una solucion balanceada de Hanks (Gibco, Grand Island, NY, USA). Una vez
extraidos los pancreas, fueron sometidos a 37 °C durante 10 minutos para su
digestion. Los islotes se separaron del tejido acinar por medio de un gradiente de
Histopaque-1077 (Sigma, St. Louis MO, USA) al centrifugarlos a 3200 rpm durante 24
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minutos. Los islotes fueron incubados toda la noche a 37 °C y 5% de CO, en medio
DMEM libre de biotina (11 mmol/l glucosa, 400 U/ml penicilina, 200 mgl/l
estreptomicina y 10 % SBF dializado). Posteriormente, en una placa de 24 pozos, se
coloco en cada pozo grupos de entre 20 a 30 islotes. Los islotes fueron incubados por
30 minutos en una solucién de Hanks con 0.5 % de BSA (p/v) y 3 mM de glucosa.
Finalmente los islotes se incubaron por una hora en solucién de Hanks con 5.6 mM
(baja glucosa) y 15.6 mM (estimulatorias) de glucosa. La insulina secretada se midio
usando el kit “Insulin (Rat) Ultrasensitive ELISA” de ALPCO (ALPCO Diagnostics).

J.7. Medicidon de glucosa en sangre

Las concentraciones de glucosa en sangre fueron deteminadas en muestras de sangre
de la cola de los ratones utilizando un sistema portatii de medicion de glucosa o
glucémetro (Precision QUI, MediSense, Inc., Abbott Laboratories, México, CDMX,

México).
J.8. Medicidén de insulina en plasma

Al finalizar el periodo de tratamiento, las muestras de sangre fueron extraidas de la
vena cava inferior al momento del sacrificio de los animales, se recolectaron en tubos
de polipropileno con 5 pl de heparina y 10 yl del inhibidor de proteasas COMPLETE®
(Roche). Las muestras fueron centrifugadas dos veces a 10.000 rpm durante 10
minutos a 4 °C. El plasma se almacen6é a -70 °C hasta el momento de su
cuantificacion. Las concentraciones de insulina se midieron usando un kit “Insulin (Rat)
Ultrasensitive ELISA” de ALPCO (ALPCO Diagnosis), de acuerdo a las
especificaciones dadas por el proveedor. La absorbancia se determind usando el

lector de placas Biotek.

J.9. Curva de tolerancia a la glucosa

Para la curva de tolerancia a la glucosa, se mantuvieron los ratones bajo un ayuno de
12 h, se les inyectd glucosa intraperitoneal (2 g/kg peso). Se midieron las
concentraciones de glucosa en sangre de la cola de los ratones con un glucometro
(Precision QID, MediSense, Inc., Abbott Laboratories, México, CDMX, México) antes

de la inyeccion y a los 15, 30, 60 y 120 minutos posteriores a la inyeccion de glucosa.
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J.10. Curva de tolerancia a la insulina

Las curvas de tolerancia a la insulina se llevaron a cabo en ratones alimentados ad
libitum. Las concentraciones de glucosa en muestras de sangre de la cola fueron
medidas antes de la inyeccion intraperitoneal (tiempo 0) y a los 15, 30, 60 y 90 minutos
posteriores a la inyeccion de 1 IU/kg de insulina regular humana (Humulin,
Laboratorios Eli Lily). Las concentraciones de glucosa se determinaron usando un

glucometro (Precision QID, MediSense, Inc., Abbott Laboratories, CDMX, México).

J.11. Analisis estadistico

Los datos representan la media + ES. (Error estandar), la n es el nUmero de muestras
evualuadas. El andlisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPad (La Jolla,
CA, USA). Los datos se analizaro por medio de una prueba de t de Student, una U de
Mann-Whitney, o un ANOVA de dos vias. Los valores de p menores a 0.05 fueron

considerados como estadisticamente significativos. *p<0.05; **p<0.05.
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K. RESULTADOS

K.1. Efecto de la suplementacion con biotina en el modelo de gestacion y

lactancia

K.1.1. Efecto de la suplementaciéon con biotina sobre el peso y consumo

de alimento en madres gestantes y lactantes

El peso de los animales fue registrado diariamente a lo largo del periodo de gestacion
(Figura 13A) y lactancia (Figura 13B). Durante la etapa de gestacion tanto el grupo
suplementado como el grupo control presentan una ganancia de peso similar, sin
mostrar una diferencia estadisticamente significativa. En el periodo de lactancia el
peso corporal de los animales se mantuvo estable tanto en el grupo control como para
el grupo que recibid la dieta suplementada con biotina. El peso promedio al final de la

gestacion fue para el control: 33.31£0.6 g; y suplementado: 34.3+1.0 g. El peso
promedio al final de la lactancia fue para el control: 21.6+0.7 g; y suplementado:
22.61+0.6 g.

Al monitorear el consumo de alimento promedio por dia ajustado por peso corporal en
los periodos de gestacion (Figura 13 C) y lactancia (Figura 13 D), se observo que la
ingesta de alimento no fue diferente entre el grupo control y suplementado en ninguno
de los periodos estudiados. El peso promedio de alimento consumido durante la
gestacion por el grupo control fue de 0.3310.01 g de alimento/g de peso corporal y
para el grupo suplementado fue de 0.31+£0.01 g de alimento/g de peso corporal. El
peso promedio de alimento consumido durante la lactancia por el grupo control =
0.65+0.004 g de alimento/g de peso corporal; grupo suplementado = 0.56+0.003g de

alimento/g de peso corporal.
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Figura 13. Efecto de la suplementaciéon con biotina sobre el peso corporal de las madres y la
ingesta de alimento durante la gestaciéon y la lactancia. Panel A. Peso corporal durante
gestacion; Panel B. Peso corporal durante la lactancia; Panel C. Ingesta de alimento durante la
gestacion; Panel D. Ingesta de alimento durante la lactancia. Los valores son la media + ES. n:
control = 16; suplementado= 16 ratones para cada uno de los grupos. Circulos negros: grupo
control; cuadrados grises: grupo suplementado. La significancia se evalué mediante un ANOVA
(dieta, tiempo). P>0.05 en comparacion con el grupo control.

K.1.2. Efecto de la suplementacién con biotina durante la gestacién y la lactancia
en el tamafio de la camada, la supervivencia, el género y malformaciones

externas

Para evaluar si la suplementacién con biotina es capaz de afectar la reproduccion vy el
desarrollo en roedores, se procedié a cuantificar al término de la gestacion el tamafio
de la camada, la supervivencia, y la cantidad de crias de acuerdo al sexo. De acuerdo
a los resultados no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los
parametros cuantificados en las crias de madres alimentadas con una dieta control o
una dieta suplementada con biotina. Tampoco se observaron malformaciones externas

en ninguno de los grupos.
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Tabla 1. Efecto de la suplementacion de biotina durante la gestacion y la lactancia en
el tamafio de la camada, la supervivencia, el género y las malformaciones externas.

Dieta Control Suplementada
Camada al nacimiento 5.12+0.48 6.11+0.54
Camada al destete 4.18+0.47 3.94+0.63
Tasa de superviviencia (%) 85.1+6.94 67.7+9.22
Crias machos 1.47+0.24 1.54+0.27
Crias hembras 3.27+0.34 3.40+0.50
Malformaciones externas Ninguna Ninguna

Los valores son la mediatES n=16 madres por cada grupo control y suplementado.

K.1.3. Efecto de la suplementacion con biotina durante la gestacion y la lactancia

en el peso corporal de las crias.

Se ha propuesto que la biotina tiene efectos sobre el desarrollo, y dado que la
administracion de la dieta suplementada con biotina comprendia las etapas de
gestacién y lactancia, periodos criticos en el desarrollo y crecimiento de las crias, se
realiz6 un monitoreo del peso corporal de las crias; al nacimiento, dia 7, 14 y 21.
Durante la lactancia se observé una disminucion significativa en el peso corporal (*P
<0.05), desde el nacimiento, en las crias cuyas madres recibieron una dieta
suplementada con biotina (control = 1.38 = 0.03; suplementada con biotina = 1.24 +
0.03) y durante los 21 dias de lactancia (dia 7: control = 3.73 + 0.13 ; suplementado
con biotina = 3.25 + 0.09; dia 14: control = 6.16 + 0.27; suplementado con biotina =
5.42 + 0.15; dia 21: control = 6.97 + 0.20; suplementado con biotina = 6.26 + 0.16).
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Figura 14. Efecto de la suplementacion con biotina durante la gestacién y la lactancia en el
peso corporal de las crias. El peso corporal de las crias se determiné al nacer, a los 7, 14 y 21
dias de edad. Los valores son la media + ES. n: control = 49; suplementado = 56 ratones.
Barras negras: grupo control; barras grises: suplementado con biotina. La significancia se
evalué mediante un ANOVA (dieta, tiempo). * P<0.05 en comparacién con el grupo control.

K.1.4. Efecto de la suplementacion con biotina durante la gestacion y la lactancia

en el peso corporal de la crias de acuerdo al sexo.

Debido a que la suplementacion con biotina produjo una disminucion en el peso de las
crias, al dia 21 de nacimiento, tiempo en el que se pudo discernir el género de los
ratones, la medicién del peso corporal revelé que las crias hembras cuyas madres
recibieron la dieta suplementada con biotina mostraban una disminucion significativa
(*P< 0.05) en su peso corporal (control = 6.94 £ 0.29, suplementado con biotina = 5.83
+ 0,19), diferencia que no se observo en las crias machos (control = 7,01 + 0,26;
suplementado con biotina = 6,56 + 0,21).
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Figura 15. Efecto de la suplementacion con biotina durante la gestacion y la lactancia en el
peso corporal de las crias hembras y machos al momento del destete. Peso corporal. Los
valores son la media £ ES. n: Machos: control= 21; suplementado = 21 ratones; Hembras:
control = 28; suplementada = 28. Barras negras: grupo control; barras grises: suplementado. La
significancia se evalu6 mediante un ANOVA (dieta, género). * P<0.05 en comparacion con el
grupo control.

K.1.5. Efecto de la suplementacion con biotina durante la gestacion y la lactancia

sobre el peso del pancreas, higado, testiculo y utero en las crias.

La suplementacion con biotina ocasiond una disminucién en el peso corporal de las
crias al nacimiento y durante la lactancia, razoén por la cual se procedié al final del
tratamiento a registrar el peso del pancreas, higado, testiculos y aparato reproductor
femenino (Utero, cuernos uterinos, ovarios). Datos presentados en la Tabla 2). Debido
a las diferencias encontradas entre el peso de las crias hembras y machos cuyas
madres recibieron la dieta suplementada con biotina también se evalud el peso del
tejido correspondiente al género: aparato reproductor femenino (Utero, cuernos
uterinos, ovarios) y testiculo. Encontrandose que la suplementacidon con biotina no
modifica el peso de los diferentes érganos. El peso absoluto del utero se redujo en el
grupo de las crias suplementadas con respecto a su grupo control; sin embargo, no se

encontré diferencias significativas en el peso relativo del utero/peso corporal.
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Tabla 2. Efecto de la suplementacién con biotina durante la gestacion y la lactancia en
el peso del pancreas, higado, testiculos y utero de las crias.

Dieta Control Suplementada
Peso del tejido (mg) mg tejido/mg peso Peso del tejido (mg) mg tejido/mg peso
corporal corporal
Machos Hembras Machos Hembras Machos Hembras Machos

Pancreas 715882 63.5¥866 10.1x0.74 9.52+0.69 89.8+3.36 69.1¥4.07 11.5x0.38 9.66+0.24

Higado 300+12 343+21.1 44.4+0.51 41.3+£1.73 299+12.4 300x15.4 46.2+0.98 45.1+0.97

Testiculo/ 42.5+1.36  20%1.27 6.32+0.16  2.71+0.11 38.842.08 14.4%1.70* 6.00+0.24 2.40+0.16

Utero

Los valores representan la media + ES. n= 9 para cada grupo de crias machos; n= 12
para cada grupo de crias hembras.

K.1.6. Efecto de la suplementacion con biotina durante la gestacion y la lactancia

en la morfometria de los islotes pancreaticos de las crias

K.1.6.1. Area del islote

Debido a que biotina es capaz de incrementar el area promedio del islote al ser
administrada en etapas posteriores al destete, se procedié a cuantificar el area de los
islotes en cortes de tejido pancreatico de crias hembras y machos cuyas madres
recibieron la dieta suplementada con biotina durante las etapas de formacién y
desarrollo del pancreas (gestacion y lactancia). Al término de la evaluacion no se
encontraron diferencias significativas en el area de los islotes medida en pm? (Machos:
control= 4,827 + 325; suplementado = 5,431 £ 577; Hembras: control= 5,765 + 425;
suplementado = 5,201 £ 354).
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Figura 16. Efecto de la suplementacién de biotina durante la gestacion y la lactancia sobre el
tamafo de los islotes. A) Imagen representaiva de las inmunofluorescencias de células
marcadas con insulina (verde), glucagon (rojo). Barra de escala representa 50 um. B) Tamafio
promedio del islote pancreatico (pmz) + ES. de crias macho y hembra. n = 4 ratones por grupo.
Barras negras: grupo control; barras grises: suplementado con biotina. La significancia se
evalué mediante el analisis de varianza ANOVA (dieta, género) P> 0.05 en comparacion con el
grupo control.

K.1.6.2. Namero de islotes por area de pancreas.

Dado que se sabe que la formacion de agregados endocrinos sucede en el perido fetal
y culmina en la etapa neonatal, se procedion a evaluar si la suplementacion con
biotina durante la gestacion y la lactancia modificaba el nimero de islotes por area de

pancreas. Al evaluar el nimero de islotes por area pancreatica (10 mm?) en los
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ratones crias del grupo control y del grupo suplementados con biotina (Figura 17) no
se encontro diferencia significativa entre el grupo suplementado con biotina, machos o

hembras, en comparacién con su respectivo grupo control (Machos: control = 17.9 +

2.38; suplementado = 17.0 + 2.69; Hembras: control = 19.3 + 2.33; suplementado
17.3 + 1.87 islotes / 10 mm? de area pancreatica). Tampoco se observaron diferencias

entre el numero de islotes de las crias macho y hembra.
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Figura 17. Efecto de la suplementacién de biotina durante la gestacion y la lactancia sobre el
ntimero de islotes. Ntimero de islotes por area pancreatica total (10 mm?) + ES. de crias macho
y hembra. n = 4 ratones por grupo. Barras negras: grupo control; barras grises: suplementado
con biotina. La significancia se evalué mediante el analisis de varianza ANOVA (dieta, género)
P> 0.05 en comparacion con el grupo control.

K.1.6.3. Composicion de células alfa y beta por islote

Varios estudios han reportado que los islotes pancreaticos no estan completamente
desarrollados al momento del nacimiento, y que adquieren su citoarquitectura tipica en
etapas posteriores a la lactancia [61], razon por la cual nosotros analizamos el efecto
de la biotina sobre la composicion del islote pancreatico. Se cuantificd la proporcion
del area de células beta y el area de células alfa por islote en crias machos y hembras
del grupo de madres control y suplementadas. Los islotes de las crias macho y
hembra del grupo control presentaron una proporcion similar tanto de células alfa

(Figura 18 A) como beta (Figura 18 B). La suplementacion con biotina no afecté de
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manera significativa la proporcion de células beta o alfa en en las crias hembra y
macho. La proporcién de células beta (Machos: control = 73.5 £ 1.04; suplementado =
75.5 + 1.18%; Hembras: control = 73.0 + 0.96; suplementado = 72.8 + 0.94%). La
proporcion de células alfa (Machos: control = 26.5 + 1.04; suplementado = 24,5 +
1,18%; Hembras: control = 27 + 0,96; suplementado = 27,2 + 0,94%)
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Figura 18. Efecto de la suplementacion de biotina durante la gestacion y la lactancia sobre la
proporcion de células alfa y beta por islote. Panel A. Porcentaje del area promedio de células
positivas a insulina (células ) por islote. Panel B. Porcentaje del area promedio de células
positivas glucagon (células a) por islote Los valores son la media + ES. n = 4 ratones por grupo.
Barras negras: grupo control; barras grises: suplementado con biotina. La significancia se
evalué mediante el andlisis de varianza ANOVA (dieta, género) P> 0.05 en comparacién con el
grupo control.

K.1.7. Efecto de la suplementacion con biotina durante el periodo de gestaciéon y

lactancia en la secrecion de insulina de islotes aislados de las crias

Varios estudios han documentado que los islotes neonatales se encuentran inmaduros
funcionalmente ademas de que no son capaces de responder al estimulo dado por la
glucosa y ademas de que se sabe que la suplementacién con biotina es capaz de
incrementar la secrecion de insulina tanto en modelos in vitro como in vivo. Al término
del periodo de lactancia investigamos cual era el efecto de la administracion de una
dieta suplementada con biotina durante el periodo de gestacién y lactancia sobre la
secrecion de insulina en las crias machos y hembra. Como indica la Figura 19, los
niveles de secrecién de insulina en islotes aislados de ratones crias no presentaron
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una diferencia significativa tanto en las concentraciones basales como en las
concentraciones estimulatorias de glucosa (5.5 y 15.6 mM, respectivamente). Machos:
control = 0.74 £ 0.12 y 1.09 + 0.12; suplementado = 0.77 £ 0.10 y 0.88 + 0.10 ng de
insulina / islote / hora para concentraciones estimulatorias y basales de glucosa,
respectivamente. Hembras: control = 0.94 £ 0.11 y 0.93 £ 0.13; suplementada = 1,11
0,13 y 1,14 + 0,14 ng de insulina / islote / hora para concentraciones estimulatorias y

basales de glucosa, respectivamente.
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Figura 19. Efecto de la suplementacion con biotina durante la gestacién y la lactancia en la
secrecion de insulina de crias machos y hembras. Secrecion de insulina estimulada por
glucosa de islotes pancredticos aislados de crias de madres control y suplementados con
biotina. Los datos representan la media + ES. Los resultados son el promedio de tres
experimentos independientes. Barras negras: grupo control; barras grises: suplementado con
biotina. La significancia fue evaluada mediante un ANOVA de tres vias (tratamiento, sexo,
concentraciones de glucosa), P> 0.05 en comparacion con el grupo control.

K.1.8. Efecto de la suplementacion con biotina durante la etapa de gestacion y

lactancia sobre las concentraciones de glucosa e insulina séricas en las crias

La administracion de una dieta suplementada con biotina durante la gestacion y la

lactancia no modifica las concentraciones de glucosa e insulina en sangre de las crias
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ya que no se encontrd diferencias significativas entre el grupo suplementado con
biotina y el grupo control. Tampoco hubo diferencias pendientes del sexo de las crias
(Tabla 3).

Tabla 3. Efecto de la suplementacion de biotina durante la gestacion y la lactancia en
los niveles de glucosa en sangre e insulina en suero de las crias

Dieta Control Suplementada
Machos Hembras Machos Hembras

Glucosa en ayuno 90.1+4.56 88.5614.19 85.00+3.86 79.21+4.83

(mg/dI)

Glucosa post- 120.3+11.2 113.6719.12 108.9+10.0 101.419.34

prandial (mg/dl)

Insulina en 0.38+0.10 0.44+0.06 0.41+0.07 0.31£ 0.04
ayuno (ng/ml)

Los valores representan la media + ES. n = 12 para cada grupo de crias machos; n =
18 para cada grupo de crias hembras.

K.1.9. Efecto de la suplementacién de biotina durante la gestacién y la lactancia

sobre la tolerancia a la glucosa en las crias

Un estudio reciente realizado por nuestro grupo de trabajo reportd que la
suplementacion con biotina administrada en las etapas posteriores al destete mejora la
tolerancia a la glucosa. Al analizar la curva de tolerancia a la glucosa de las crias
hembras de los grupos control y suplementados con biotina se encontré que las
concentraciones de glucosa en sangre fueron significativamente menores en los
minutos 30 y 60 posteriores a la inyeccion de glucosa en el grupo suplementado con
biotina (Fig. 20 B). El promedio del area bajo la curva en la prueba de tolerancia a la
glucosa (Figura 20 C) fue significativamente menor en el grupo suplementado con
biotina (11,550 + 590 mgl / dl / min) con respecto a su control (16,109 + 1,280 mgl / dl /
min), *P<0.05. Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas en la
tolerancia a la glucosa de las crias macho entre su grupo control y el grupo
suplementado con biotina (suplementado =19,117 + 1,139 mgl / dl / min vs control =
18,994 + 1,392 mgl / dl / min), P <0,05. (20 A, 20 C).

56



Glucosa en sangre (mg/dl)

>
w

500- = 4004
B
4004 g— 300-
2
3004 =
3 200+
200+ 5
3]
100
100 g >
E *
0 T T 1 (D 0 L] L] L] 1
0 50 100 150 0 30 60 90 120
Tiempo posterior a la inyeccion de glucosa (min) Tiempo posterior a la inyeccién de glucosa (min)
C
25000+
S 20000- T
3 E
© E 15000 1 %
S g 10000+
8 S
™
< 5000+
0 T T
Machos Hembras

Figura 20. Efecto de la suplementacion con biotina durante la gestacion y la lactancia sobre la
tolerancia a la glucosa en las crias macho y hembra. Concentraciones de glucosa en sangre
durante la curva de tolerancia a la glucosa (inyeccion i.p. de 2 g / kg de peso). Los valores son
la media £ E.S. Control (circulo negro); suplementado (cuadrado blanco). Panel A. Crias
macho; n = 8 ratones por grupo. Panel B. Crias hembras; n = 6 ratones por grupo. Panel C.
Area bajo la curva de las curvas de tolerancia a la glucosa de crias macho y hembra. Barras
negras: grupo de control; barras grises: suplementado con biotina. La significancia se evalu6
mediante el analisis de varianza ANOVA (dieta, género) *P< 0.05 en comparacion con el grupo
control.
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Glucosa sanguinea

K.1.10. Efecto de la suplementacion con biotina durante la gestacion y la

lactancia en las crias sobre la tolerancia a la insulina

Los resultados indicaron que las crias hembras cuyas madres recibieron la
suplementacién con biotina presentaban una mejor tolerancia a la glucosa, sin
presentar cambios en la morfologia y la secrecién del islote pancreatico, lo que sugiere
que el aumento en la tolerancia a la glucosa podria estar dado por mayor sensibilidad
a la insulina, por lo que se realizé una curva de tolerancia esta hormona. La curva de
tolerancia a la insulina en crias hembra de los grupos control y suplementados con
biotina mostraron una disminucion estadisticamente significativa en los minutos 30 y
60 después de la inyeccion de insulina en el grupo suplementado con biotina (Figura
21 A). El promedio del area bajo la curva para la prueba de tolerancia a la insulina
(Figura 21 B) fue significativamente menor en el grupo suplementado con biotina
(suplementado = 7,050 + 306 mgl / dl / min; control = 5,423 + 470 mgl / dl / min),
*P<0.05
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Figura 21. Efecto de la suplementacion con biotina durante la gestacion y la lactancia sobre la
tolerancia a la insulina en las crias hembra. Panel A. Concentraciones de glucosa en sangre
durante la curva de tolerancia a la insulina (inyeccion i.p. de 1 Ul / kg de peso). Los valores son
la media £+ ES. Hembras: control (circulo negro); suplementado (cuadrado blanco). n = 7
ratones para el grupo control; n=5 para el grupo suplementado. Panel B. Area bajo la curva de
la curva de insulina. Barras negras: grupo de control; barras grises: suplementado con biotina.
La significancia se evalu6 mediante una t-Student. *P< 0.05 en comparacion con el grupo
control.
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K.2. Efecto de la suplementacion con biotina durante la maduracién del islote
(primera semana después del destete)

K.2.1. Efecto de la suplementacion con biotina sobre el peso corporal

Durante el periodo experimental se registrd el peso corporal de los animales. Se
encontré que tanto el grupo control como el grupo suplementado presentan una
ganancia de peso similar, sin mostrar diferencias significativas al término del tiempo de
administracion de la dieta (control: 14.00+0,55 g; suplementado: 13.45+0.47 g),
(Grafica 22 A). Los datos se analizaron también calculando la tasa de crecimiento
(peso expresado en porcentaje con respecto al peso del dia del destete)

encontrandose para el grupo control: 136.13+£1.43 %; suplementado 137.82+3.62 %.
(Gréfica 22 B)
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Figura 22. Efecto de la suplementacién con biotina en el peso corporal. Ratones de tres
semanas de edad fueron alimentados con dieta control o suplementada con biotina por una
semana. A. Peso corporal; B. Tasa de crecimiento. Una n=8 ratones para el grupo control y una
n=9 ratones para el grupo suplementado. Circulos: ratones control; cuadrados: ratones

suplementados. Los datos representan la media +ES. La significancia fue medida por un
ANOVA (dieta, tiempo).
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K.2.2. Consumo de alimento

El consumo de alimento promedio por dia, ajustado al peso por gramo de animal,
durante la semana de administracion de la dieta suplementada con biotina la cual se
esquematiza en la Grafica 23, no muestra diferencia significativa en el promedio de
ingesta de alimento en gramos de almento por gramos de peso corporal por dia:
control = 0.229+0.014; Suplementado: 0.223+0.015

0.6
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0.2

Ingesta de alimento (g de
alimento/g de peso corporal/dia)

0 2 4 6 8
Dias de tratamiento

Figura 23. Consumo de alimento de ratones control (circulos) y ratones suplementados
(cuadrados). Los datos representan la media tES. Una n=8 ratones para el grupo control y una
n=9 ratones para el grupo suplementado. La significancia fue medida por un ANOVA (dieta,
tiempo).

K.2.3. Efecto de la suplementacién con biotina en la morfometria del islote

pancreatico

K.2.3.1. Composicion de células alfa y beta por islote.

Debido a que se ha documentado que la composicion del islote se ve modificado en
etapas posteriores al destete, cuantificamos el efecto de la suplementacion con biotina
una semana posterior al destete en la proporcion del area positiva a células beta y alfa
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(Grafica 24). Se observo que la suplementacion con biotina en la dieta incremento
significativamente la proporcion de células beta por islote (area positiva a insulina por
islote: control= 69.4+ 1.49%; Suplementado= 78.3+ 1.04%) y disminuye la proporcion
de células alfa (area positiva a glucagon por islote: control= 30.7+ 1.04%;
suplementado= 21.7+ 1.04).

100+
:\-‘; * %
~ 80 ——
w2
2 0
2% 60-
: —
\9 )
°
0 o 404
E o * %
S 204 -
[
T
0- T T
Células Beta Células Alfa

Figura 24. Area promedio de células positivas a insulina (B) y glucagén (a). Ratones control
(barra negras) y ratones suplementados con biotina (barra grises). Los valores son la media +
ES. n=4 ratones por grupo. *P<0.05 comparado con el control. Prueba U de Mann-Whitney.

K.2.3.2. Namero de islotes por area de corte.

Al comparar el nimero de islotes por area pancreatica (10 mm?) los resultados
revelaron un incremento en el numero de islotes en el grupo suplementado con biotina
al compararlo con el grupo control (control= 8.44+ 0.64; suplementado= 11.39+ 0.66
islotes/10mm? area pancreatica (Grafica 25). Este efecto no estuvo relacionado con
cambios en el area pancreatica total debido a que no se observaron diferencias
significativas entre los dos grupos (control=16,053+£1,016; Suplementado=15,832+
2,070 mm?).
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Figura 25. Numero de islotes por area de pancreas. Ratones control (barra negra) y
suplementados con biotina (barra gris). Los valores son la media + ES. n= 4 ratones por grupo.
**P<0.05 comparado con el control. Prueba T-student.

K.2.3.3. Area del islote.

El area del islote se cuantificd en cortes de pancreas de ratones de los dos grupos
(Grafica 26). Al comparar los dos grupos se encontré un incremento en el 40 % del
area promedio del islote en los ratones que recibieron la dieta suplementada con
biotina (control= 5,415.97+ 474 um?; suplementado: 7,593.21+ 499 ym?, P<0.05).
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Figura 26. Area del islote. A) Imagen representativa de las inmunofluorescencias de células
positivas a insulina (verde) y glucagon (rojo). Barra de escala representa 50 um. B) Ratones
control (barra negras) y ratones suplementados con biotina (barra grises). Valores son la media
del tamafo promedio del islote (pmz) + ES. n= 4 ratones por grupo. **P<0.05 comparado con el
control. Prueba U de Mann-Whitney.
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K.2.4. Efecto de la suplementacion con biotina sobre la proliferacion, neogénesis

y apoptosis.
K.2.4.1. Proliferacion del islote.

Para evaluar si el incremento en las células beta y en el area del islote provocado por
la suplementacion con biotina se debia a un incremento en la proliferacion, se decidio
realizar un ensayo de inmunofluorescencia para medir la proporcion de células tefiidas
para el antigeno nuclear Ki67 (marcador de proliferacion). Nuestros resultados (Grafica
27) revelaron que una semana de suplementacién con biotina incrementé de manera
significativa el numero de células positivas para Ki67 (control= 1.20+ 0.93 %;
Suplementado 5.59+ 1.01 %).
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Figura 27. Efecto de la suplementacion en la proliferacion del islote. A) Imagen representativa
de las inmunofluorescencias de células positivas a insulina (verde), Ki67 (rojo), y DAPI (azul).
Barra de escala representa 50 um. B) Porcentaje de células B tefidas para Ki67 en el nucleo.
Valores son la media del porcentaje +tES. n=4 ratones por grupo. *p<0.01 comparado con el
grupo control. Prueba T-student.
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K.2.4.2. Neogénesis del islote.

Para analizar la participacion de la neogénesis en el aumento de tamano de los islotes
se determind el porcentaje de células inmunopositivas para la proteina asociada a
neogénesis (INGAPrP) en relaciéon con el niumero de células positivas a insulina por
islote (Grafica 28). No se encontraron diferencias significativas entre el grupo control y
el grupo que recibié la dieta suplementada con biotina. (2.44+0.43 y 2.30+0.38 %;

respectivamente, p>0.05).

Control

Reg llI5 (INGAPrp) positivo
por células (%)

Control Suplementado

Suplementado

Figura 28. Efecto de la suplementacion en la neogénesis del islote. A) Imagen representativa
de las inmunofluorescencias de islotes positivos a la proteina asociada a neogénesis
(INGAPrP) (rojo) e insulina (verde). Barra de escala representa 50 uym. B) Porcentaje de
células inmunopositivas para INGAPrP en relacion con el numero de células insulina positivas.
Valores son la media del porcentaje +ES. n=4 ratones por grupo. Significancia evaluada por
una prueba T-student, p>0.05.
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K.2.4.3. Efecto de la suplementacién con biotina sobre la apoptosis del

islote

También se analiz6 si la suplementacion con biotina tiene efectos sobre la apoptosis
(Grafica 29). Los estudios revelaron que el porcentaje de nucleos positivos a TUNEL

por islote no fue significativamente diferente entre los grupos experimentales (control=
3.93+1.01; Suplementado= 2.00+0.64 %).
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Figura 29. Efecto de la suplementacion en la apoptosis del islote. A) Imagen representativa de
las inmunofluorescencias de células positivas para TUNEL (rojo) y DAPI (azul). Barra de escala
representa 50 uym. B) Porcentaje de nucleos positivos a TUNEL por nimero total de nucleos.
Valores son la media del porcentaje £ES. n=4 ratones por grupo. Significancia evaluada por
una prueba T-student, p>0.05.
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K.2.5. Efectos de la suplementacién con biotina sobre la secreciéon de insulina en

islotes aislados

Se determind el efecto de la suplementacién con biotina en la dieta durante una
semana posterior al destete sobre la secrecion de insulina (Grafica 30). Se encontré
que los niveles de insulina secretada no difieren de manera significativa ni en
concentraciones basales ni en las inducidas por glucosa (5.5 y 15.6 mM,
respectivamente), entre los islotes aislados de ratones control y suplementados
(control= 0.23+0.05 y 0.41+0.05; suplementados= 0.16+0.03 y 0.46+0.06 ng de

insulina/islote/hora para alta y baja glucosa, respectivamente).
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Figura 30. Efecto de la suplementacion con biotina en la secrecion de insulina. Secreciéon de
insulina en respuesta a glucosa de un cultivo de islotes aislados de los grupos control y
suplementado al final del tratamiento. Control (barra negra) y suplementados con biotina (barra
gris). Los valores representan la media + ES. Los resultados son la media de tres experimentos
independientes. Prueba ANOVA de dos vias, p>0.05.
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K.2.6. Efecto de la suplementacion con biotina sobre las concentraciones de

glucosa en sangre y en una curva de tolerancia a glucosa

Una semana de suplementacion con biotina en la dieta no modifico los niveles de
glucosa en sangre (control = 61.6 £3.07; suplementado = 60.3 £3.09 mg/dl). Al realizar
una curva de tolerancia a la glucosa (Grafica 31 A) no se encontraron diferencias
significativas en ninguno de los tiempos. La media del total del area bajo la curva fue
de 14,159+1,171 para el control y de 13,819+ 682 para los suplementados (Grafica 31
B).
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Figura 31. Efecto de la suplementacion con biotina en una curva de tolerancia a la glucosa A.
Concentraciones de glucosa en sangre durante una curva de tolerancia a la glucosa (2 g de
glucosa/Kg de peso) de ratones control (negros) y ratones suplementados con biotina
(blancos). Los datos representan la media £ES. Una n=8 ratones para el grupo control y una
n=8 ratones para el grupo suplementado. Significancia fue medida por un ANOVA. B. La
significancia del area bajo la curva fue determinada por una Prueba T-student. p>0.05
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K.2.7. Valores séricos de insulina en condiciones de ayuno

La determinacion de los niveles de insulina se realizé en muestras de sangre extraidas
el dia del sacrificio. Se encontré6 que la suplementacion con biotina no modifico la
concentracion de insulina en suero (control= 0.22+ 0.09; Suplementado= 0.24+ 0.07
ng/ml, p >0.05) (Grafica 32).
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Figura 32. Concentracion de insulina en sangre de ratones. Control (barra negra) y

suplementados con biotina (barra gris). Los valores representan la media + ES. n=7 para
ambos grupos. Prueba T-student.
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L. DISCUSION.

A pesar de la evidencia de que concentraciones farmacolégicas de biotina modifican la
reproduccion, el desarrollo, la morfologia de los islotes pancreaticos y la secrecion de
insulina [108,139], no existian estudios que investiguen los efectos de la
suplementacion con biotina en el desarrollo y la maduracion de los islotes
pancreaticos. En el presente estudio, se reporta que la suplementacién con biotina
durante la gestacion y la lactancia no modifica el desarrollo de los islotes. La crias
cuyas madres recibieron una dieta suplementada con biotina no mostraron cambios en
el tamaro del islote, la cito-arquitectura, las proporciones de células alfa y beta por
islote, la secrecion de insulina o los niveles de insulina en suero. Sin embargo, se
observé un incremento en la tolerancia a la glucosa, efecto que esta ligado con los

cambios en la tolerancia a la insulina.

Varios estudios realizados por nuestro grupo [137] y otros [133-135,140] muestran
que concentraciones farmacolégicas de biotina afectan, la morfologia del ovario, el
numero de foliculos primarios, el lumen vaginal o las hormonas sexuales femeninas, lo
cual sugiere que la administracién de concentraciones farmacolégicas de biotina
podrian afectar la reproduccion en roedores [108,139]. En el presente estudio, la
suplementacion con biotina durante la gestacion y la lactancia no modificé el peso
corporal, la tasa de natalidad, el tamafio de la camada, la sobrevivencia o el sexo entre
las crias nacidas de madres alimentadas con una dieta control o una dieta
suplementada con biotina, lo que indica que la reproduccién en ratones no es afectada
por concentraciones farmacolégicas de biotina. Nuestros resultados concuerdan con
las observaciones de Watanabe et al. [136] quienes reportaron en ratones ICR que la
administracién de una dieta suplementada con biotina a lo largo de la gestacién, no
modifica la tasa de reproduccién, la sobrevivencia de la camada o la presencia de
malformaciones en el grupo suplementado con biotina, sin embargo su dieta contenia
aproximadamente 10 veces el contenido de la dieta usada en nuestros estudios (1,000
vs 97,7 mg / kg de dieta).

El presente estudio revel6 que la suplementacién con biotina durante la gestacion y la
lactancia afecta el peso corporal de manera dependiente del genéro, dado que se
encontré una disminucion en el peso de las crias hembra y no de las crias macho.
Estos resultados contrastan con varios de nuestros reportes en los cuales se muestra

que la administracion de la misma dieta después del destete no afecta el peso corporal

70



de las hembras [137,141] ni la de los machos [142,143]. Tal vez debido a que la dieta
fue administrada a través de la madre durante la gestacion y la lactancia y no

directamente a las crias como en los otros estudios.

En el ratdn, la formacion de los islotes pancreaticos sucede durante el desarrollo fetal
entre e14-e18, un periodo en el que las células endocrinas se agrupan en pequefios
clusteres que abarcan un nucleo central de células beta y una capa externa de células
alfa y otras células endocrinas [144-146]. Durante la lactancia, el islote continua
creciendo con una modificacién en la proporcion de células [21,147-149]. Al momento
del destete, los islotes aun no poseen la capacidad de secretar insulina en respuesta a
la glucosa, funcién que se adquiere luego del cambio de dieta durante la lactancia
(leche dieta con mayor contenido de grasa) a comida sélida (con mayor contenido de
carbohidratos) después del destete [61,73]. La maduracion del islote se adquiere una
semana después del destete, periodo en el cual adquieren la citoarquitectura tipica
[61], a través de un incremento en la masa de las células beta [71,150].

Previamente se habia reportado que ratones alimentados con una dieta suplementada
con biotina durante ocho semanas posteriores al destete aumentaban el tamafo de los
islotes y cambiaban la topologia de los islotes a través del incremento en el porcentaje
de células alfa hacia el nucleo del islote, ademas la dieta suplementada con biotina
incremento la secrecion basal y estimulatoria de insulina [122]. En los estudios en el
periodo postdestete [141], se encontré que una semana de suplementacién con biotina
después del destete incrementd el tamafo promedio del islote, el numero de islotes
por area pancredtica, y la proporcién de células beta por islote; sin embargo la dieta
suplementada con biotina no afectd la secrecion de insulina. En contraste, el presente
estudio mostré6 que la dieta suplementada con biotina administrada durante la
embriogénesis y antes del destete no afecta ni el tamafio del islote ni la secrecion de
insulina. Juntos estos datos sugieren que las condiciones fisiolégicas posteriores al
destete son un paso necesario para los efectos farmacoldgicos de la biotina en la
estructura del islote, mientras que la vitamina produjo sus efectos sobre la secrecion
de insulina solo después de la maduraciéon completa de la maquinaria de secrecion de

insulina.

Una semana de suplementacion con biotina no modifica los niveles de insulina basal ni
la secrecion de insulina estimulada por glucosa, estos resultados contrastan con los
estudios previos en los cuales enontramos que ocho semanas de suplementacion con

biotina incrementa la secrecion de insulina [122]. Estudios recientes han demostrado
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que las células beta pueden dividirse en dos grupos: 1) una poblacién proliferativa y 2)
una poblacion de células beta maduras encargadas de la secrecion de insulina [151].
Posiblemente la administracion de biotina durante la primera semana estimule
acciones involucradas en la proliferacion y que en etapas posteriores apoye
mecanismos involucrados en la secrecion de insulina. Otros estudios han encontrado
que concentraciones farmacolégicas de biotina administradas a ratas adultas
incrementa los niveles de insulina en plasma [133,152], la secreciéon de insulina

[153,154]. Seran necesarios mas estudios para probar esta hipotesis.

Varios estudios realizados tanto en humanos como en modelos animales han revelado
la existencia de efectos en el metabolismo de glucosa que son dependenties del sexo
[155-157]. Se ha reportado que las mujeres tienen una mayor sensibilidad a la insulina
que los hombres [155,156]. Por otro lado, los hijos de madres obesas tienen mayor
probabilidad que las hijas de volverse resistentes a la insulina [157]. En roedores,
modelos que tengan efectos adversos sobre la gestacion como la fragmentacion del
suefio [158], la desnutricién [159,160] o dieta alta en grasas [159] provocaron un
incremento en la susceptibilidad a la obesidad y el sindrome metabdlico en los hijos
varones, pero no en las mujeres. Del mismo modo, el dimorfismo sexual sobre la
sensibilidad a la insulina también ha sido observado en la progenie de madres que

recibieron una dieta baja en proteinas durante la gestacion y la lactancia [161].

Nuestros estudios mostraron que una dieta suplementada con biotina durante la
gestacion y la lactancia tiene efectos de dimorfismo sexual sobre la sensibilidad a la
insulina, presumiblemente a través del desarrollo de la maquinaria involucrada en la
accién de la hormona. Los estudios en nuestro laboratorio actualmente estan

investigando las diferencias moleculares relacionadas con este dimorfismo.

Nuestros resultados muestran que la suplementacién con biotina tiene un efecto
positivo sobre la tolerancia a la insulina lo que apoya la evidencia de que las
concentraciones farmacoldgicas de biotina tienen efectos sobre la sensibilidad a esta
hormona [162—164]. Varios estudios con roedores hiperglucémicos machos adultos,
han demostrado que la suplementacion con biotina mejora la tolerancia a la glucosa y
la insulina [162,164], y la expresion de la forma activa del receptor de insulina [152].
Sin embargo, en un estudio anterior realizado por nuestro grupo, con ratones machos
normales alimentados con una dieta suplementada con biotina durante 8 semanas
después del destete, no se observd una mejor tolerancia a la insulina [122]. De

acuerdo con los resultados encontrados, seria de interés comparar los efectos de las
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concentraciones farmacoldgicas de biotina sobre la sensibilidad a la insulina entre

ratones de diferente género.

Es importante sefialar la relevancia de los estudios analizando los efectos de la
suplementacion con biotina durante la gestacion y la lactancia, ya que diversos
estudios han encontrado que en estos periodos incrementa la excrecion de biotina y
los marcadores del estado metabdlico de la biotina [165], asi como la existenciade un
estado subdptimo de biotina en el 50% de las mujeres [97,166—168]. Estudios en
animales han demostrado que la deficiencia de biotina durante la gestacion tiene
efectos teratogénicos y afecta el desarrollo fetal [140,166,167]. Estas observaciones
han llevado a proponer que la ingesta de biotina por encima de las recomendaciones
diarias de 30 pg en el embarazo y 35 ug debe de ser aumentada para satisfacer las
demandas de biotina [166—168].

Nuestros datos aportan informacion sobre los efectos de la suplementacion de biotina
durante el periodo de gestacion y lactancia en ratones e indican que una dieta
suplementada con biotina 56 veces la cantidad de la dieta control no produjo efectos
negativos en las crias de madres suplementadas durante la gestacion y la lactancia, y
podria tener efectos positivos sobre la sensibilidad a la insulina en las crias hembras.
Sin embargo, investigaciones que profundizan los efectos de las concentraciones
farmacolégicas de biotina sobre diferentes tejidos y sus funciones, asi como estudios
longitudinales en mujeres que investigan la relacion entre el estado materno de biotina
y la salud infantil son obligatorios antes de considerar el uso de suplementos de biotina

durante la gestacion y la lactancia.

A diferencia de la falta de efecto encontrado con la administracion de biotina durante la
gestacion y la lactancia sobre el islote pancreatico, la suplementacién con biotina
durante una semana posterior al destete incrementa el area del islote, el numero de
islotes y la proporcidn de células beta por islote, procesos que estan relacionados con
la proliferacion de las células beta. Se ha documentado que después del destete, los
islotes incrementan su masa de manera proporcional al peso corporal [20]; sin
embargo, el aumento del tamafo del islote pancreatico después del destete no se
debe a una diferencia en el crecimiento del tamafo del ratéon ya que no se observan

diferencias en la ganancia de peso entre los dos grupos; control y suplementado.

Una semana posterior al destete, el incremento de 3.6 veces en la proliferacion celular

y los cambios no significativos observados en apoptosis y neogénesis indican que el
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incremento en el area del islote, numero de islotes, y proporcion de células beta en
respuesta a la suplementacion con biotina esta dada porque se esta favoreciendo la
proliferacion celular. Existe controversia sobre el efecto de la biotina sobre la
proliferacion celular: algunos estudios han indicado que concentraciones
farmacolégicas de biotina son capaces de incrementar la proliferacion [169,170]. En
células Jurkat cultivadas en un medio con concentraciones farmacolégicas de biotina
muestran un incremento en la proliferacion durante las 4 semanas de estudio [169]. En
contraste, un estudio en humanos a los que se les administra de 3. 1 ymol de biotina
oral por 14 dias, muestran una disminucién en la proliferacion de células
mononucleares en sangre periférica [170]. Estudios realizados en el embrién de pollo
mostraron que en las malformaciones de retina provocadas por el tratamiento con
biotina, la proliferacion no estaba involucrada y que el efecto estaba relacionado con la
disminucién en la apoptosis [138]. Las variaciones en el tipo de células, la
concentracion y el periodo de investigacion pueden ser la causa de las diferencias

observadas.

La administracion de una dieta suplementada con biotina durante una semana
posterior al destete muestra diferencias en la morfologia y la morfometria de los islotes
con el estudio previo sobre los efectos de la suplementacién con biotina [122]. Ocho
semanas de una dieta suplementada con biotina increment6 el tamarfio del islote
debido a un incremento en la proporcion de células alfa y beta, pero no en el numero
de células beta como se observé con una semana de suplementacion con biotina.
Adicionalmente, el incremento en la distribucion de células alfa hacia el nucleo del
islote producido por ocho semanas de suplementacion con biotina no fue observado
en el presente estudio (datos no mostrados). Estudios que analicen los cambios en la
morfologia de los islotes, realizados en diferentes periodos podrian ayudar a investigar

las razones de estas diferencias.

De acuerdo con la falta de efecto de la suplementacion con biotina en la secrecion de
insulina in vitro observada una semana posterior al destete, los ratones suplementados
con biotina no mostraron diferencias significativas en los niveles de glucosa en sangre,

la prueba de tolerancia a la glucosa o las concentraciones séricas de insulina.

La diabetes es un problema de salud mundial importante que afecta a millones de
personas [171,172]. La disminucion de la masa de células beta esta presente tanto en
la diabetes tipo 1 como en la diabetes tipo 2 [173]. Agentes que sean capaces de

incrementar la proliferacion de células beta sin alterar los niveles de glucosa y la
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secrecion de insulina representan un area importante para el desarrollo de estrategias
terapéuticas para el tratamiento de la diabetes. Varios agentes como el acido gamma-
aminobutirico (GABA), la hormona tiroidea, el agonista del receptor GPR119, los
activadores de la glucoquinasa [76,77], han sido propuestos como métodos para
incrementar la expansién de las células beta pancreaticas. Nuestros estudios indican
que la suplementacion con biotina es capaz de incrementar la proliferacion de células
beta sin provocar efectos adversos en los animales [108,139] individuos normales
[104] o pacientes con diabetes [174,175] indican que las concentraciones
farmacologicas de biotina podria ser considerada como un agente para expandir la

poblacion de células beta en estrategias para combatir la diabetes.

M. CONCLUSIONES

1. Nuestros estudios demuestran, por primera vez, que los efectos de la
suplementacion con biotina en la dieta difieren dependiendo del periodo en la que se
administra. Durante la gestacion y la lactancia no se producen cambios en el tamano
del islote, numero de islotes, y porcentaje de células positivas a insulina. En tanto que
estos parametros se modifican cuando se administra una semana después del
destete. Estos datos sugieren que las condiciones fisiolégicas de postdestete son un
paso requerido para los efectos farmacolégicos de la biotina sobre la estructura del

islote.

2. Nuestros datos muestran, por primera vez, que la suplementacién con biotina
durante el desarrollo y la lactancia mejoré la homeostasis de la glucosa mediante
cambios en la sensibilidad a la insulina; sorprendentemente, este efecto fue

dependiente del género.
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Effects of Biotin Supplementation During the First Week Postweaning
Increases Pancreatic Islet Area, Beta-Cell Proportion, Islets Number,
and Beta-Cell Proliferation
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ABSTRACT During maturation, pancreatic islets achieve their full capacity to secrete insulin in response to glucose,
undergo morphological changes in which alpha-cells decrease and beta-cell mass increases, and they acquire the normal alpha-
and beta-cell proportion changes that are important for islet functions later in life. In rodents, the first week of postweaning is
critical for islet maturation. Multiple studies have documented the detrimental effects of several conditions on pancreatic
maturation; however, few studies have addressed the use of pharmacological agents to enhance islet maturation. Biotin might
have a potential action on islet maturation. Pharmacological concentrations of biotin have been found to modify islet
morphology and function. In a previous study, we found that mice fed a biotin-supplemented diet for 8 weeks after weaning
showed an increase in basal and glucose stimulated insulin secretion, enlarged islet size, and modified islet structure. In the
present study, we investigated the effect of biotin on maturation features during the first week postweaning. Female BALB/
cAnN Hsd mice were fed a control or a biotin-supplemented diet for 1 week after weaning. Compared with the control, biotin-
supplemented mice showed an increase in pancreatic islet number and area in addition to an augmented proportion of beta-
cells in the islet. These effects were related to an increase in beta-cell proliferation. No differences were found in insulin
secretion, blood glucose concentrations, or serum insulin levels. These results indicate that biotin supplementation is capable
of affecting beta-cell proliferation and might be a therapeutic agent for establishing strategies for regenerative medicine.

KEYWORDS: e beta-cell proliferation e biotin e insulin secretion e islet-maturation

INTRODUCTION

PANCREATIC ISLET DEVELOPMENT and maturation are
critical for islet function later in life.! Human epidemi-
ologic and experimental animal studies have shown a link
between poor fetal and neonatal growth and increased risk of
developing type-2 diabetes.” Altered nutrition such as
calorie and protein-restricted diets,*!° high-carbohydrate
and high-fat diets,>!! or vitamin A-deficient diets'?> impair
islet development and maturity, thus affecting their capacity
to respond to metabolic challenges later in life.

Islet maturation culminates after weaning, a period which
represents a metabolic challenge due to the nutritional
switch from a milk diet to omnivorous food intake. During
this period, islets achieved the full capacity to secrete insulin
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in response to glucose,>'*!> decrease alpha-cells and in-
crease beta-cell mass, and acquire the normal alpha- and
beta-cell distribution and proportion.!® In rodents, the
maturation period takes place during the first week of
nutrient shifts at weaning.'*>~'> Although the detrimental
effects of several conditions on pancreatic maturation,
such low-protein, low-energy, or high-fat diets, have been
documented,®”*~!! few investigators have studied phar-
macological agents directed at enhancing maturation fea-
tures.'®!” The vitamin biotin might have potential positive
effects on this process.

Biotin participates in intermediary metabolism as a co-
valently bound coenzyme of carboxylases. At pharmaco-
logical concentrations, which are about 30 to 700 times
greater than its daily requirement (30 ug), biotin modifies
different biological functions such as glucose and lipid
metabolism,'®!” cell proliferation,® tissue morphology,?!-*>
apoptosis, and development.??

Several studies have found that pharmacological con-
centrations of biotin increase glucose-induced insulin se-
cretion in vitro**2" and in vivo.?'
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Furthermore, eight weeks of biotin supplementation after
weaning augmented the pancreatic proportion of beta-cells by
enlarging islet size and modifying islet morphology, increasing
the percentage of alpha-cells in the islet core.?! In this study, we
investigated biotin’s effects during the first week postweaning
on islet morphology and morphometry, islet-cell proliferation,
neogenesis, and apoptosis, in addition to glucose-induced in-
sulin secretion in isolated islets. Glucose tolerance, blood glu-
cose, and serum insulin concentrations were also determined.

MATERIALS AND METHODS

Animal model and experimental design

Animal handling and procedures were performed ac-
cording to the National Institutes of Health Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals (National Academy of
Sciences, Washington, DC, USA, 1996). All procedures
were approved by the Ethics Committee for Experimenta-
tion of the Biomedical Research Institute of the National
Autonomous University of Mexico.

At weaning, 21-day-old female BALBc/ANN Hsd mice
were randomly assigned to groups that were fed either a
control or biotin-supplemented diet (0.8 versus 100 mg of
biotin/kg diet, Teklad Global 18% protein rodent diet
[sterilizable] Cat. No. T.20185.15. Harlan, Teklad, Madi-
son, WI, USA). Mice were kept under conditions of 12-h
light/dark cycles with water and food ad libitum, except
when fasting conditions were required. Mice and diet were
weighed daily. After 1 week of diet administration, the mice
were deprived of food for 12h and anesthetized with Se-
vorane® (Sevoflurane; Abbott Laboratories, Mexico City,
Mexico). The pancreas and blood were obtained after mice
were sacrificed and processed as described below.

Immunofluorescence and morphometric analysis

Immunohistochemistry and morphometric analysis on
pancreas sections were performed as previously reported.?®
In brief, consecutive 5 um-thick sections were cut and
mounted on a glass slide. Sections were deparaffinized, re-
hydrated, permeabilized with 0.3% Triton X-100 (Sigma, St.
Louis, MO, USA), and subsequently incubated overnight
with guinea pig anti-porcine insulin antibody (1:150;
Thermo Invitrogen, Rockford, IL, USA) and mouse anti-
glucagon antibody (1:4500; Sigma). Sections were incu-
bated then for 1 h with a secondary donkey anti-guinea pig
Alexa fluor 488 conjugate (1:300; Jakson Immuno Research
Laboratories, Baltimore Pike, PA, USA) and Cy3 donkey
anti-mouse conjugate (1:800; Jakson Immuno Research
Laboratories). Nuclei were stained with 4’,6’-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride (DAPI; Sigma). After incu-
bation, the sections were washed with phosphate-buffered
saline and mounted onto a cover slip with fluorescent
mounting medium (DAKO; North America, Inc., Carpin-
teria, CA, USA). Islets were defined as four or more clusters
of insulin-positive cells. Areas of islets, beta- and alpha-
cells, and total pancreatic sections were quantified using
an Olympus inverted1X70 microscope (Tokyo, Japan) at

40x with an attached Media Cibernetics Evolution VF
(Georgia, MD, USA). Total pancreatic sections were as-
sessed with Olympus BX51-WI DSU at 4 X using an at-
tached Hamamatsu C9100 camera EM-CCD (Hamamatsu
City, Japan). Images were taken with identical configu-
rations. All image analyses were done with Image J 1.40
software (Research Services Branch, National Institute of
Mental Health, Bethesda, MD, USA).

Islet cell proliferation

Islet-cell proliferation was assessed by immunofluores-
cence using anti-Ki67 (Abcam, Cambridge, MA, USA)
coimmunostained with insulin and DAPI as described
above. Quantification of Ki67 and Ki67 insulin positive
costaining was assessed. ff-cell proliferation was measured
by quantifying the number of Ki67-positive nuclei in rela-
tionship to the number of total nuclei. A total of 160 and
228 islets were counted for the control and the biotin-
supplemented group, respectively.

Islet neogenesis

Islet neogenesis was determined by immunofluorescence
using islet neogenesis-associated protein-related protein (IN-
GAPrP) also known as Reg III5, a 98 amino acid mouse
protein that belongs to the Reg family.?=! Pancreatic sections
were coimmunostained with insulin, DAPI, and INGAPrP
(1:300; Santa Cruz, Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA,
USA). The percentage of immunopositive cells to INGAPrP in
relationship to the number of insulin-positive cells was cal-
culated. A total of 5730 and 5995 cells were counted for the
control and the biotin-supplemented group, respectively.

Islet apoptosis

The number of apoptotic cells was analyzed on the 5 um
pancreas sections slides that had been stained for immuno-
fluorescence. Slides were deparafinnized, rehydrated, and
incubated with 20 pg/uL proteinase K (Solon, OH, USA) for
10 min followed by TUNEL (In situ Cell Dead Detection kit,
TMR red; Roche Diagnostics, Manheim, Germany) ac-
cording to the manufacturer’s instruction. Pancreatic sec-
tions were counterstained with DAPI. Approximately 40
islets were assessed in each group with a total of 4682 and
5008 nuclei counted for the control and the supplemented
group, respectively.

Glucose-stimulated insulin secretion

Pancreases were perfused, dissected, and digested by
collagenase P (Roche Diagnostics) and diluted in Hanks’
Balanced Salt solution (Gibco, Grand Island, NY, USA) at
1 mg/mL. Islets were separated from exocrine tissue by a
Histopaque-1077 (Sigma) gradient and handpicked as re-
ported previously.*? Islets were cultured overnight in biotin-
free DMEM (11 mM glucose, 400 U/mL penicillin, 200 mg/
L streptomycin, and 10% dialyzed FBS; Gibco) at 37°C in
a humidified atmosphere of 5% CO,. Glucose-induced in-
sulin secretion analysis from 20 to 30 pair-sized islets was
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performed as previously reported.?! Insulin in the different
media was measured using an ultrasensitive rat insulin EIA
ELISA kit (ALPCO Diagnostics, Windham, NH, USA).

Blood glucose concentration measurements

Blood glucose concentrations were determined from tail
vein blood samples using a portable glucose meter (Preci-
sion QID; MediSense, Inc., Abbott Laboratories).

Glucose tolerance tests

Intraperitoneal glucose tolerance tests were performed as
previously described.?! To calculate the area under the curves,
we used the software GraphPad (La Jolla, CA, USA).

Serum insulin concentration measurements

Blood samples were collected and treated, and serum was
obtained as described previously.?! Insulin concentrations
were measured with the ultrasensitive rat insulin EIA ELI-
SA kit (ALPCO Diagnostics). All measurements were per-
formed in triplicate.

Statistical analysis

All data are presented as the mean+ SEM; n denotes the
number of evaluated subjects. Statistical analysis was per-
formed using GraphPad. The data were analyzed by Stu-
dent’s t-test, Mann—Whitney U test, or two-way analysis of
variance (ANOVA). P<.05 was considered statistically
significant. *P <.05; **P <.005.

RESULTS

Effect of biotin supplementation on body weight
and food consumption

During the experimental period, we determined daily
mouse body weight (Fig. 1). Mice in the biotin-control
group and biotin-supplemented group showed a steady
weight gain during the experimental period, which was not
significantly different between the groups. The amount of
food intake/body weight over the period was not significantly
different between the groups (average food intake: con-
trol =0.229 £ 0.014; biotin-supplemented=0.223+0.015g of
food/g of body weight/day).

Effect of biotin supplementation on islet
morphometry and morphology

Beta- and alpha-cell islet composition. As it has been
documented after weaning, islet cell composition is modi-
fied,!* and we quantified the effects of 1 week of biotin
supplementation postweaning on the islet proportion of
beta- and alpha-cell areas (Fig. 2A). Biotin supplementation
significantly increased beta-cell proportion (control =69.4 +
1.49; Dbiotin-supplemented=78.3% + 1.04%; P <.005)
and decreased alpha-cell (control=30.7%x1; biotin-
supplemented =21.7% + 1.04%, P <.05).
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FIG. 1. Effect of biotin supplementation on body weight. Three-

week-old mice were fed a control or a biotin-supplemented diet for
1 week. Body weight was measured every day. Values are the
mean* SEM. n: Control =8; supplemented=9 mice. Circles: control
group; squares: biotin-supplemented. Significance was assessed by the
two-factor repeated measurements ANOVA (diet, time). SEM, stan-
dard error of the mean.

Number of islets. 'We compared the number of islets per
pancreatic area (10 mm?), and our results (Fig. 2B) revealed
that the number of islets increased in the biotin-supplemented
group when compared with the control group (control=
8.44+0.64; biotin-supplemented=11.4+0.66 islets/10 mm?
pancreatic area; P <.005). This effect is not related to changes
in total pancreatic area since no significant differences were
observed between the groups (control = 16,053 + 1016; biotin-
supplemented = 15,832 2070 mm?).

Islet area. The islets’ areas were assessed in pancreatic
sections from the control and supplemented mice (Fig. 2C, D).
Compared with the control mice, a significant increase in 40%
was observed in the supplemented mice (control =5415+474;
biotin-supplemented = 7593 + 499 um?; P <.005).

Effect of biotin supplementation on islet cell
proliferation, neogenesis, and apoptosis

Islet proliferation. To evaluate whether the increased
beta-cell and islet areas produced by biotin supplementation
were due to increased proliferation, we used immunofluo-
rescence to assess the proportion of cells stained for the
nuclear antigen Ki67 (Fig. 3A). Our results revealed that 1
week of biotin supplementation caused a significant increase
in Ki67 positive beta-cells (control=1.20+0.93; biotin-
supplemented=5.59+1.01; P<.05).

Islet neogenesis. We determined the percentage of im-
munopositive cells to islet neogenesis-associated protein®
in relationship to the number of insulin-positive cells
(Fig. 3B). No significant differences were observed between
the control mice and the biotin-supplemented group
(2.44% £ 0.43% and 2.30% £ 0.38%; respectively, P >.05).



Downloaded by Gothenburg University Library from online.liebertpub.com at 10/31/17. For personal use only.

4 TIXI-VERDUGO ET AL.

A 100-
* %
br— 804 ——
S
el 60-
o8
5
g8
£ *k
U 20+ =
0‘ T T
Beta cells Alpha cells

B 5.
NE *%
E T
S 104
=
)
2
£
£ 9
S
u

0- T

Control Biotin-Supplemented
D
‘_10000-
E *%
= 80004 -
o
N
n 60004
K
2 4000-
o
g
= 20004
S
<
0-

Control Biotin-Supplemented

FIG. 2. Effect of biotin supplementation on islet morphometry and morphology. Morphometry from pancreatic sections of control and biotin-
supplemented mice. (A) Mean proportions of alpha- and beta-area for islet area. Significance was assessed by Mann—Whitney U test. **P <.005
compared with the control group. (B) Islet number per pancreatic area (10 mm?). Significance was assessed by Student’s #-test. **P <.005
compared with the control group. (C) Immunofluorescence images of pancreatic islets from control (C, upper panel) and biotin-supplemented
(C, bottom panel) mice pancreas sections stained for insulin and glucagon. Scale bar represents 50 um. (D) Average islet size (um?)+SEM.
Significance was assessed by Mann—Whitney U test. Values are mean+ SEM. n=4 mice per group. **P <.005 compared with the control group.

Effect of biotin supplementation on islet cell apoptosis.
Next, experiments were carried out to determine the ef-
fects of biotin on cell apoptosis (Fig. 3C). The percent-
age of TUNEL-positive nuclei per total islet nuclei
was not significantly different between the groups (con-
trol 3.93% + 1.01%; biotin-supplemented 2.00% * 0.64%;
P>.05).

Effect of biotin supplementation on insulin
secretion from isolated islets

We determined the effects of 1 week of a biotin-
supplemented diet on glucose-stimulated insulin release. As
depicted in Figure 4, insulin secretion levels did not differ
significantly at both the basal and high glucose concentra-
tions (5.5 and 15.6 mM, respectively) in islets isolated from

control and biotin-supplemented mice (control =0.23 £0.05
and 0.41 £ 0.05; biotin-supplemented =0.16 +0.03 and 0.46 +
0.06 ng of insulin/islet/h for high and low glucose concen-
trations, respectively).

Effect of biotin supplementation on blood glucose
concentrations and glucose tolerance test

One week of biotin supplementation in the diet did not
modify fasting blood glucose levels (control=61.6+3.07;
biotin-supplemented =60.3 +3.09 mg/dL). Additional ex-
periments were carried out to determine glucose tolerance.
No significant differences were found between the biotin-
supplemented and the control group (Fig. 5). The mean total
area under the curve was 14,159+ 1171 for the control and
13,819+ 682 for the biotin-supplemented mice.
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FIG. 3. Effect of biotin supplementation on islet cell proliferation, neogenesis, and apoptosis. (A) Percentage of beta-cells staining for antigen
Ki67 in the nuclei. Values are mean percentages + SEM. n=4 mice per group. Significance was assessed by Student’s #-test. *P <.05 compared
with the control group. (B) Percentage of immunopositive cells to INGAPrP, in relationship to the number of insulin-positive cells. Values are
mean percentages £ SEM. n=4 mice per group. Significance was assessed by Student’s #-test. (C) Percent of TUNEL-positive nuclei per total
nuclei number. Values are mean percentages=SEM. n=4 mice per group. Significance was assessed by Student’s t-test. INGAPrP, islet

neogenesis-associated protein-related protein.
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FIG. 4. Effect of biotin supplementation on insulin secretion.
Glucose-induced insulin release from cultured pancreatic islets iso-
lated from control (black) or biotin-supplemented mice (gray). Data
represent mean+ SEM. Results are the mean of three independent
experiments. Significance was assessed by two-way ANOVA.
P <.005 compared with basal secretion (5.6 mM glucose). ANOVA,
analysis of variance.

Effect of biotin supplementation on serum
insulin concentrations

The effects of biotin supplementation on fasting serum
insulin levels were analyzed. No differences were observed
between the groups (control=0.22+0.09; biotin-supple-
mented =0.24+0.07 ng/mL; P >.05).

DISCUSSION

Pancreatic islet maturation is critical for its function later
in life.®°~!! In rodents, islet maturation is attained the week
after weaning, a period in which they acquire the normal
alpha- and beta-cell proportion'? and increase in beta-cell
mass.”!* In this study using mice, we have shown that biotin
supplementation during this period increased islet area, islet
number, and the proportion of beta-cells in the islet, and that
these changes were related to increased beta-cell proliferation.

After weaning, normal islets expand their mass in pro-
portion to an individual’s body weight.>* Our results dem-
onstrated that biotin-supplementation 1 week after weaning
increased islet area and that this effect was not related to
mouse growth since weight gain was not different between
the control and the supplemented groups; this finding was
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FIG. 5. Effect of biotin supplementation on glucose tolerance test. (A) Blood glucose concentrations during glucose tolerance test (i.p. injection
of 2 g/kg of glucose). Data represent mean = SEM. Results are the mean+ SEM of n=8 mice per group. Significance of glucose tolerance test was
assessed by the two-factor repeated measurements ANOVA. (B) Significance of the area under the curve was determined by Student’s z-test.

constant throughout the present and all of our previous
studies.?!*

The 3.6-fold increase in cell proliferation observed in our
studies in conjunction with no significant changes in apo-
ptosis or islet neogenesis indicate that the enhanced islet
area and number and proportion of beta-cells in response to
biotin supplementation is induced by cell proliferation.
Some studies have indicated that pharmacological biotin
concentrations are capable of increasing proliferation; this
information, however, remains controversial. In JAr cho-
riocarcinoma cells, biotin supply increased proliferation
rates.”® Jurkat-cells cultured in medium containing a phar-
macological concentration of biotin showed a transient in-
crease in proliferation rates during the course of the 4 week
study.®> In contrast, healthy humans receiving oral biotin
(3.1 umol) for 14 days showed a decrease in mitogen-
stimulated peripheral blood mononuclear cell prolifera-
tion.3® Studies in early embryonic chick eyes cultured with
biotin (eye local concentration 1x 107> M) between Ham-
burger and Hamilton stages 14—17 affected retinal and lens
structures development; these effects were not related to
proliferation but to apoptosis.?® The difference in cell types,
concentrations, and length of treatments might account for
the observed differences.

There are several islet morphology and morphometric
differences between our prior studies and the present study
concerning the effects of biotin-supplementation.?! Eight
weeks of a biotin-supplemented diet augmented islet size by
increasing the proportion of alpha- and beta-cells, but not
islet or beta-cell numbers as observed with 1 week of biotin
supplementation. In addition, the increased alpha-cell dis-
tribution in the islet core produced by 8 weeks of biotin
supplementation was not observed in the present report (data
not shown). Time-course studies analyzing islet morphology
changes at different periods may unravel the reasons for
these differences.

One week of biotin supplementation did not affect basal
and glucose-induced insulin secretion; these results contrast
with our previous studies, in which we found that 8 weeks of
biotin supplemented diet increased basal and glucose-
induced insulin secretion.”! Recent studies have demon-

strated that beta-cells can be divided into two populations:
(1) a proliferation-competent population and (2) mature
beta-cells, which attain glucose-induced insulin secretion.*”
It might be possible that biotin supplementation during the
first week after weaning stimulate actions involved in pro-
liferation and that later may produce its effects on mecha-
nisms involved in insulin secretion. In support of this view,
other studies have found that pharmacological concentra-
tions of biotin administrated to adult rats increased plasma
insulin levels,>®3° and insulin secretion.?*2’ Further studies
will be required to test this hypothesis.

In agreement with the lack of effect of biotin supple-
mentation on insulin secretion in vitro observed in the
present study, the biotin-supplemented mice did not show
significant differences in blood glucose levels, glucose tol-
erance test, or serum insulin concentrations.

Diabetes is a major worldwide health problem that af-
fects millions of people.***! Decreased beta-cell mass is
present in both type-1 and type-2 diabetes.*> Agents ca-
pable of increasing the beta-cell proliferation without
negatively affecting glucose-induced insulin secretion rep-
resent an important area for the development of therapeu-
tic strategies for diabetes treatment. Several agents such as
gamma-aminobutyric acid, thyroid hormone, the agonist for
GPR119 receptor, and glucokinase activators'®!” have been
proposed as different methods to increase pancreatic beta-
cell expansion. Our present studies showing that biotin
supplementation is capable of increasing beta-cell prolifer-
ation in conjunction with the lack of adverse effects of biotin
administration observed in animals,'®'® normal individu-
als,® or patients with diabetes***’ indicate that pharmaco-
logical concentrations of biotin might be considered as an
agent to expand beta-cell population in strategies to fight
diabetes.

In conclusion, our data show for the first time that biotin
supplementation during islet maturation increased pancre-
atic islet number and area and also augmented the propor-
tion of islet beta-cells. These effects were related to an
increase in beta-cell proliferation. These results might lead
to new strategies for increasing the mass of functional beta-
cells to treat diabetes.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Affic{e history: Objective: Despite increasing evidence that pharmacologic concentrations of biotin modify glucose
Received 17 January 2017 metabolism, to our knowledge there have not been any studies addressing the effects of biotin
Accepted 4 June 2017 supplementation on glucagon production and secretion, considering glucagon is one of the major
hormones in maintaining glucose homeostasis. The aim of this study was to investigate the effects
Ié.eyt\{vords: of dietary biotin supplementation on glucagon expression, secretion, and action.
101N

Methods: Male BALB/cAnN Hsd mice were fed a control or a biotin-supplemented diet (1.76 or
97.7 mg biotin/kg diet) for 8 wk postweaning. Glucagon gene mRNA expression was measured by
Phosphoenolpyruvate carboxykinase the real-time polymerase chain reaction. Glucagon secretion was assessed in isolated islets and by
Glucagon tolerance test glucagon concentration in plasma. Glucagon action was evaluated by glucagon tolerance tests,
Glycogen phosphoenolpyruvate carboxykinase (Pck1) mRNA expression, and glycogen degradation.

Results: Compared with the control group, glucagon mRNA and secretion were increased from the
islets of the biotin-supplemented group. Fasting plasma glucagon levels were higher, but no
differences between the groups were observed in nonfasting glucagon levels. Despite the elevated
fasting glucagon levels, no differences were found in fasting blood glucose concentrations, fasting/
fasting-refeeding glucagon tolerance tests, glycogen content and degradation, or mRNA expression
of the hepatic gluconeogenic rate-limiting enzyme, Pck1.

Conclusions: These results demonstrated that dietary biotin supplementation increased
glucagon expression and secretion without affecting fasting blood glucose concentrations or
glucagon tolerance and provided new insights into the effect of biotin supplementation on
glucagon production and action.

Glucagon mRNA
Glucagon secretion

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

the Posgrado en Ciencias Bioquimicas at UNAM and had a scholarship from
CONACYT (CVU/scholar: 510608). IH-A was an M.S.c student from the Posgrado
en Ciencias Bioquimicas at UNAM and had a scholarship from CONACYT (CVU/-
scholar: 549758). M-LLde 1aVM, CF-M, and EL conceived and designed the study.
M-LLde 1aVM, EL, WT-V, and RRM generated, collected, and assembled the data.
M-LLde laVM, EL, CF-M, and MSG analyzed and interpreted the data and drafted
and critically revised the article.
* Corresponding author. Tel.: +52 55 5606 3558; fax: +52 55 5606 3489.
E-mail address: crisfern@biomedicas.unam.mx (C. Fernandez-Mejia).

This work was supported by funds from Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACYT 219787), Direccion General de Asuntos del Personal
Académico, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM) (IN214811 and
IN210714), UC-MEXUS (CNO7-87, EBC/433/CFM), National Institutes of Health
Grant P30 DK63720 (to MSG) and Fondos Federales 074/2013. M-LLde laVM was
a Ph.D. student from the Doctorado en Ciencias Biomédicas at UNAM and had a
scholarship from CONACYT (CVU/scholar no.: 217876/207055). WT-V is a Ph.D.
student from the Doctorado en Ciencias Biomédicas at UNAM and has a schol-
arship from CONACYT (CVU/scholar: 378371). RR-M was an M.Sc. student from

http://dx.doi.org/10.1016/j.nut.2017.06.014
0899-9007/© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.


Delta:1_given name
Delta:1_surname
Delta:1_given name
Delta:1_surname
Delta:1_given name
Delta:1_surname
Delta:1_given name
mailto:crisfern@biomedicas.unam.mx
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.nut.2017.06.014&domain=pdf
http://dx.doi.org/10.1016/j.nut.2017.06.014
www.sciencedirect.com/science/journal/08999007
http://www.nutritionjrnl.com
http://dx.doi.org/10.1016/j.nut.2017.06.014

48 M.-L. Lazo-de-la-Vega-Monroy et al. / Nutrition 43-44 (2017) 47-53

Introduction

In recent decades, vitamins have been found to affect
biological functions in ways other than their classically
defined functions [1,2]. At pharmacologic concentrations
(~30 to 700 times the daily requirement of 30 pg), biotin
modifies several physiological processes [3-7], including
glucose homeostasis [3].

Glucose homeostasis results from the concerted actions of
metabolic pathways in different tissues, which depend on the
hormonal state. The endocrine pancreas is central to the hor-
monal regulation of blood glucose concentration. The endocrine
component of the pancreas consists of clusters of cells called
islets, which house different cell types that each produce a
different hormone. The predominant cell components of islets
are o and P cells, which synthesize and secrete glucagon and
insulin, respectively. Glucagon mobilizes hepatic glucose in the
fasting state via glycogenolysis and gluconeogenesis to maintain
normoglycemia, whereas insulin prevails in the fed state and
decreases blood sugar [8].

Studies in animal models of diabetes demonstrate that biotin
administration at pharmacologic doses decreases glucose levels
[9,10] and improves glucose tolerance [9,11] by enhancing both
insulin action [9,12] and insulin secretion [13,14]. These effects
also have been observed in several clinical studies [15] in
patients with type 1 [16,17] and type 2 diabetes [18]. The un-
derlying mechanisms by which biotin exerts these metabolic
actions are still being clarified. In the pancreas, biotin supple-
mentation in vitro and in vivo increases mRNA expression of
insulin [13,19], pancreatic glucokinase [20,21], and other
pancreatic B-cell genes that modulate insulin secretion, as well
as the expression of key B-cell transcription factors such as Foxa2,
Pdx1, and Hnf4 a [13,19-25].

Despite increasing evidence that pharmacologic concen-
trations of biotin modify glucose homeostasis and enhance
B-cell function, to our knowledge there have not been any
studies that have addressed the effect of biotin supplementa-
tion on a cells and the production and secretion of glucagon,
one of the major factors responsible for maintaining normal
glucose homeostasis. Previously, we found that biotin supple-
mentation increased the a-cell area per total pancreatic area
(due to increased islet size) and the percentage of islets with a
cells at the islet core [13]. In the present study, we investigated
the implications of these effects on glucagon expression,
secretion, and action.

Materials and methods
Animal model and experimental design

The present study was performed as previously reported [6,13,26]. We
randomly assigned 3-wk-old male BALB/cAnN Hsd mice to groups that were
fed for 8 wk either a biotin-control (TD-01362) or biotin-supplemented diet
(TD-01363) containing 1.76 and 97.7 mg of free biotin/kg of diet, respectively
(Harlan Teklad, Madison WI, USA). Five mice per cage were kept in 12-h
light/dark cycles and provided water and food ad libitum, except when
fasting conditions were required. The full diet composition was published
elsewhere [27].

After 8 wk of diet administration, the mice were deprived of food for 12 h and
anesthetized with Sevorane (Sevoflurane, Abbott Laboratories, Mexico DF,
Mexico). The liver and pancreas were extracted and processed. Finally, mice were
sacrificed by cervical dislocation. Data on body weight, food intake, daily biotin
intake, and serum biotin concentrations for the model were reported previously
[13]. Animal handling and procedures were done in compliance with the National
Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (National
Academy of Sciences, Washington DC, USA, 1996) and approved by the Ethical
Committee for Experimentation of the Biomedical Research Institute of the
National Autonomous University of Mexico.

Quantitative real-time PCR

Total RNA was isolated from a pooled sample of 150 to 200 pancreatic islets or
from liver tissue using TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), as described pre-
viously [13,26,28]. We used 0.4 ug of total RNA for synthetizing cDNA by reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) as detailed elsewhere [28].
Relative mRNA quantifications were done in cDNA by real-time quantitative PCR
using TagMan MGB probes (Tagman Assay ID Mm00801712_m1 for Gcg and
Mm00440636_m1 for Pck1, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Samples
were analyzed in triplicate and corrected for the 18 S ribosomal subunit (Tagman
Assay # 4319413 E) as an internal standard. Gene expression was calculated using
the relative quantification method (2724¢T) [29].

Glucagon secretion analysis

Glucagon secretion analysis from size-paired pancreatic islets was performed
as previously reported [28]. The glucagon secretion level was determined in the
media by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA; ALPCO Diagnostics,
Salem, NH, USA).

Blood glucose and plasma glucagon measurements

Blood glucose concentrations were determined from tail-vein samples using
a portable glucose meter (Precision QID, MediSense, Inc., Abbott Laboratories,
Mexico, DF, Mexico). Blood was collected in tubes with heparin, centrifuged at 10
000g for 10 min for plasma separation, and preserved at -20°C. Plasma glucagon
was determined by ELISA (ALPCO Diagnostics) according to the manufacturer’s
instructions. The intra- and interassay coefficients of variation were 3.3% to 5.1%
and 7.3% to 18.9%, respectively.

Analysis of glycogen content and degradation

Glycogen content was analyzed in liver samples of 9 control and 10 sup-
plemented mice sacrificed after 12 h of fasting, as well as in the liver samples of
mice sacrificed 2, 4, and 6 h after a 6 g/kg intraperitoneal glucose injection (n = 6,
8, and 7 mice for control; and 5, 7, and 9 for supplemented mice, respectively).
Glycogen was determined using a modification of the method by Trinder [30].
Briefly, liver tissue (50-100 mg) was homogenized in 400 uL of distilled water.
Liver homogenates were treated with ice-cold NaOH [1.6 M] to attain a final
concentration of 0.1 M, and then incubated at 80°C for 1 h. Samples were treated
with 1 mL 100% cold ethanol and kept at -20°C overnight. The samples were then
centrifuged at 20 000g for 15 min at 4°C. The supernatant was eliminated, and
the pellet was vacuum dried. The dried pellet was resuspended into 490 pL so-
dium acetate buffer [5 mM, pH 4.5] A 10 pL aliquot of each sample was mixed
with 1.4 amyloglucosidase units (Roche Applied Science, West Sussex, UK) and
incubated at 37°C for 1 h to degrade the glycogen into glucose residuals. Glucose
was quantified by a colorimetric assay using a commercial kit (Glucose GOD-PAP,
Spinreact, Sant Esteve de Bas, Spain) according to the manufacturer’s protocol.

Glucagon tolerance test

Nine control and 10 supplemented mice were deprived of food for 12 h. An
initial blood glucose measurement (0 min), was taken from tail-vein samples
using a portable glucose meter (Precision QID, MediSense, Inc.). An intraperito-
neal glucagon injection of 16 pg/kg of body weight (Eli-Lilly, Mexico City, Mexico)
was administered to each mouse, and subsequent blood glucose concentrations
were measured after 15, 30, 60, and 90 min of glucagon injection.

Effect of glucagon on hepatic glycogenolysis

To analyze the effect of glucagon in hepatic glycogenolysis, an intraperitoneal
glucose injection of 6 g/kg of body weight was administered to 12 h seven control
and eight supplemented fasting mice, to replenish liver glycogen storage (fast-
ing-refeeding condition). Four h after glucose administration, an initial blood
glucose measurement was taken (Top). Next, 16 ug of glucagon/kg of body weight
(Eli-Lilly), were administered intraperitoneally to each mouse, and subsequent
blood glucose concentrations were measured after 15, 30, 60, and 90 min of
glucagon injection.

Statistical analysis

The statistical software Statview V.4.5 (Abacus Concepts, Berkeley, CA, USA)
was used for statistical analysis. Data are presented as the means + SEM, and n
represents the number of mice. Differences between experimental groups were
analyzed by the Student’s t test, two-way analysis of variance, or repeated
measurements two-way analysis of variance where applicable. P < 0.05 was
considered statistically significant.
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Results
Effect of biotin supplementation on glucagon mRNA expression

We explored the effect of biotin supplementation on glucagon
mRNA expression in the islets of biotin-supplemented mice. The
present analysis revealed a significant twofold increase in
glucagon (Gcg) gene expression in response to the 8 wk of biotin
supplementation (Fig. 1).

Effect of biotin supplementation on glucagon secretion from
isolated islets

To evaluate whether biotin supplementation can increase
glucagon secretion, we measured the glucose-induced glucagon
release from islets isolated from both biotin-supplemented mice
and a control group. Glucagon secretion levels increased
significantly at both the basal (7 mM) and low (1 mM) glucose
concentrations in islets isolated from biotin-supplemented mice.
The effect was more pronounced at the 7 mM glucose concen-
trations (control: 11.7 + 1.46 and 17.2 + 1.19; biotin-supplemented:
22.6 + 2.11 and 22.2 + 1.39 pg of glucagonemLsisleteh~! for high
and low glucose, respectively; Fig. 2).

Effect of biotin supplementation on fasting and nonfasting plasma
glucagon and glucose levels

We investigated how the changes induced in glucagon
expression and glucagon static secretion by biotin supplemen-
tation influenced the glucagon plasma levels under fasting and
nonfasting conditions. The biotin-supplemented mice had
higher fasting plasma glucagon concentrations than the control
group (control: 312 + 29.8; supplemented: 708 + 106 pg/mL). No
differences were found in the nonfasting glucagon levels
between the groups (control: 286.8 + 49.1; supplemented:
244 + 29.7 pg/mL; Fig. 3). Notwithstanding the elevated fasting
glucagon levels, no differences were seen in the fasting blood
glucose concentration between the two groups (control:
84.11 + 3.36, supplemented: 77.40 &+ 4.03 mg/dL). Likewise, no
differences were observed in the nonfasting blood glucose levels
for the control and supplemented mice (115.20 £+ 4.98 and
119.55 + 4.47 mg/dL, respectively).
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Biotin-supplemented

Fig. 1. Biotin supplementation increases glucagon gene expression. Gcg mRNA
levels from the islets of control and biotin-supplemented mice were measured by
real-time quantitative polymerase chain reactin and normalized to the levels of 18 S
ribosomal RNA. Expression level is presented as the fold-change for biotin-
supplemented islets relative to the control value. Data are presented as
means + SEM. *P < 0.05 was compared with the control. Samples were tested in
duplicate. n = 5 pools of 200 islets per group.
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Fig. 2. Biotin supplementation increases glucagon secretion. Glucagon release was
assessed from cultured pancreatic islets of control (black) or biotin-supplemented
(white) mice. Data are presented as the means + SEM. The results are the means
of four independent experiments. *P < 0.01 compared with basal secretion (7 mM).
P < 0.05 compared with control under the same conditions.

Effect of biotin supplementation on hepatic glucose release in
response to glucagon

We analyzed hepatic glucagon sensitivity to examine further
whether hepatic glucagon resistance could account for
normal glucose concentration despite the increased glucagon
levels. Glucagon tolerance test data in either a fasting state or
fasting-refeed state revealed that the area under the curve and
the hyperglycemic effect of glucagon were not significantly
different between the two groups (Fig. 4).

Effect of biotin supplementation on hepatic glycogen content and
degradation

Glucagon induces glycogenolysis. We evaluated whether
higher fasting plasma glucagon concentrations may affect hepatic
glycogen content. No significant differences were observed in
fasting glycogen content between the groups (control: 6.08 + 0.62,
supplemented: 5.95 + 0.63 ug glycogen/mg tissue; P = 0.88). As
expected, glycogen content after 2 h of glucose load was
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Fig. 3. Biotin supplementation increases fasting plasma glucagon concentration.
Glucagon concentrations in blood from the control (black) and biotin supplemented
(white) mice under fasting or fed (nonfasting) conditions. The values represent the
means + SEM. *P < 0.01 for the comparison with fasted control mice. /P < 0.01 for
the comparison with fasted, biotin-supplemented mice. n = 3 to 6 mice for each
group.
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Fig. 4. Biotin supplementation does not affect hepatic glucagon sensitivity. Blood glucose concentrations and area under the curve during a glucagon tolerance test in fasting
(A and B) or fasting-refeeding (C and D) conditions. Data are displayed for control mice (black circle/black bar) and biotin-supplemented mice (white triangle/white bar). The
data are presented as the means + SEM. n = 9 (fasting) and 7 (fasting-refeeding) mice for the control group, and 10 (fasting) and 8 (fasting-refeeding) mice for the

supplemented group, respectively.

significantly higher (P < 0.0001) than the fasting glycogen, and it
subsequently decreased at 4 and 6 h postglucose load. No differ-
ences were found in hepatic glycogen content between the control
and biotin-supplemented mice at any point in time (Fig. 5).

Effect of biotin supplementation on phosphoenol pyruvate
carboxykinase mRNA expression

Because gluconeogenesis provides a major contribution to the
overnight fasting glucose levels [31], we analyzed the effect of
biotin on hepatic phosphoenolpyruvate carboxykinase mRNA
abundance (Pck1), a key regulatory enzyme of this pathway
whose expression is induced by glucagon. We found that the
mRNA expression of Pckl was not modified, despite the
increased plasma glucagon levels (control: 1.00 + 0.016,
supplemented: 0.99 + 0.071 fold-change; P = 0.88; Fig. 6).

Discussion

Although increasing evidence demonstrates that pharmaco-
logic concentrations of biotin modify glucose homeostasis, to our
knowledge there have been no studies addressing the effect of
biotin supplementation on glucagon production, secretion, or
action. In a previous study [13], we found that biotin supple-
mentation increased the proportion of o and f cells by increasing
the islet size. Furthermore, the percentage of islets with a cells at
the islet core was increased. These observations prompted us to
investigate the implications of these effects on the glucagon

expression and secretion levels. In the present study, we found
that biotin supplementation increased plasma glucagon levels,
glucagon mRNA expression, and glucagon release from isolated
islets, as well as fasting plasma glucagon levels without affecting
glucagon action in the liver.
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Fig. 5. Biotin supplementation does not affect hepatic glycogen content or
degradation. Hepatic glycogen concentrations in fasting conditions and after a 6 g/kg
intraperitoneal glucose injection. Data for control (black bar) and biotin-supplemented
(white bar) mice are presented as means + SEM. n = 9, 6, 8, and 7 mice for control;
and 10, 5, 7, and 9 for supplemented group at 0, 2, 4, and 6 h, respectively.
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Fig. 6. Biotin supplementation does not modify Pckl gene expression. mRNA
expression of the Pck1 gene was determined from the liver of the control and
biotin-supplemented mice. mRNA expression is presented as the fold-change for
biotin-supplemented relative to the control value. Data are presented as the
means + SEM. n = 7 mice for each group.

The data demonstrated that 8 wk of biotin supplementation
increases glucagon mRNA expression, an effect unlikely due to
the increase in o cells observed in our prior study [13], as the
results were normalized to 18s ribosomal RNA. Additionally,
glucagon release from isolated islets increased in the presence of
1 and 7 mM of glucose in biotin-supplemented mice. It is inter-
esting to note that this increase in glucagon secretion was more
pronounced at 7 mM of glucose, a concentration that inhibits the
secretion of this hormone under normal conditions [32]. The
mechanisms by which glucose controls glucagon secretion are
controversial [32], making it difficult to discern the actions
involved in the observed increase in static glucagon secretion at
7 mM glucose. Disruption of the islet structure has been
associated with altered hormone secretion [33-35], and we
previously found that biotin supplementation modifies the islet
architecture [13]. Thus, this effect may have influenced glucagon
secretion. However, in a previous study, we did not observe
impaired insulin release [13], making it unlikely that islet
structure accounts for increased glucagon secretion at 7 mM. We
hypothesized that increased low glucose-induced glucagon
secretion may act as a positive feedback signal since glucagon
and cosecreted glutamate can amplify glucagon secretion levels
[32]. Another possibility may be related to AMP-activated protein
kinase (AMPK) action. AMPK activation induced by either
pharmacologic agents or adenoviral transduction of an a-cell line
results in the stimulation of glucagon secretion at both low and
high glucose concentrations [36]. We have previously shown
that AMPK activation is involved in the effects of biotin supple-
mentation in liver [37] and adipose tissue [38]. Nevertheless, the
effects of biotin on AMPK activation in the islet have not been
assessed. Further investigations are required to determine
whether the increased glucagon secretion at low glucose, AMPK
activation, or other intrinsic paracrine mechanisms are involved
in biotin’s effects on static glucagon secretion.

Despite the observed effects of biotin supplementation at
7 mM glucose on static glucagon release in isolated islets,
the plasma glucagon concentrations in the nonfasting state
(corresponding approximately to the glucose levels) were similar
between the biotin-supplemented mice and control mice. These
data suggest that other factors participate in the a-cell glucose
sensing and secretion in the biotin-supplemented mice in vivo.

The biotin-supplemented mice had higher plasma glucagon
concentrations than the control group under fasting conditions.
However, despite the increased fasting glucagon levels, no

differences were found in the overnight fasting blood glucose
concentration between the two groups, suggesting that hepatic
glucagon resistance could account for this effect. Nevertheless,
the overnight fasting glucagon tolerance test revealed that the
hormone was able to increase the glucose concentrations in a
similar fashion in both the control and biotin-supplemented
mice, as observed in the glucagon tolerance curves. This rules
out the possibility that the increases in glucagon level observed
in the biotin-supplemented mice were due to glucagon
resistance.

Glucagon maintains fasting blood glucose via glycogenolysis
and gluconeogenesis [39]. We analyzed the effect of biotin
supplementation on hepatic glycogen breakdown as well as on
gluconeogenesis rate-limit enzyme Pck1 expression [40], which
are two actions known to be regulated by increases in glucagon.
No significant differences were found between the control and
supplemented mice regarding basal glycogen content, glycogen
breakdown, and glucagon tolerance in fasting-refeeding
conditions. This indicates that the increased plasma glucagon
with biotin supplementation does not influence hepatic
glycogen degradation. Likewise, we found a comparable mRNA
abundance of the gluconeogenesis rate-limiting enzyme
phosphoenolpyruvate carboxykinase (Pck1) between both the
biotin-supplemented mice and the control mice.

Increases in insulin levels or action might have roles in the
lack of glucagon in increasing fasting glucose levels because in-
sulin suppresses gluconeogenesis and glycogenolysis [41].
However, as demonstrated in our previous work, 8 wk of biotin
supplementation did not modify fasting or nonfasting serum
insulin levels; therefore, it is unlikely that increased insulin
levels account for the discrepancy. In Lazo de la Vega-Monroy
et al. [13], we demonstrated that insulin action did not differ
between the control and supplemented mice, so this mechanism
does not seem to account for the discrepancy. In view of these
facts, we speculated that the lack of glucagon effects might be
related to AMPK, as studies in our laboratory have shown that
8 wk of biotin supplementation increases the active form of
AMPK in the liver [37]. Furthermore, recent investigations have
demonstrated that AMPK activation antagonizes hepatic
glucagon-stimulated cyclic AMP signaling [42]. Therefore, it is
possible that biotin-induced AMPK activation might counteract
glucagon actions. Further studies are required to test this
hypothesis.

Commercially available pharmacologic concentrations of
biotin are used for the treatment of diabetes [3]. The effects of
biotin supplementation on glucagon levels and a-cell proportion
[13] raise concerns about possible detrimental effects in patients
with diabetes as hyperglucagonemia [43] and an increased pro-
portion of a cells relative to B cells [44,45] have been associated
with type 2 diabetes mellitus. However, these features are
accompanied by diminished f-cell mass and deficient
glucose-induced insulin-secretion levels. Biotin supplementation
increases the o-cell mass [13] and fasting glucagon levels, as
shown in the present study. However, in contrast with B-cell
features and hyperglucagonemia observed in diabetes, biotin
supplementation increases insulin secretion and B-cell mass
without affecting total proportions of o and B cells. Additionally,
our observations show that despite increased glucagon concen-
trations, biotin supplementation does not affect gluconeogenesis
or glucogenolysis, suggesting that pharmacologic concentrations
of biotin are unlikely to have significant effects on fasting glucose
levels. Indeed, the current evidence supports its safety in
long-term treatment. Biotin supplementation in patients with
diabetes for 2 mo decreased fasting blood glucose concentrations,
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which was sustained for up to 48 mo after treatment without
unwanted side effects or clinical deterioration [ 18]. Daily doses of
200 mg oral biotin or 20 mg intravenous have been used for
treating inborn errors of biotin metabolism and do not have
harmful effects on patients [46]. Current studies in our laboratory
are assessing long-term biotin supplementation and its effects at
various doses to support its use as a therapeutic agent.

The present study found that dietary biotin supplementation
increased glucagon mRNA levels, glucagon release, and fasting
plasma glucagon concentration. However, the increase in
glucagon levels did not modify fasting blood glucose levels,
glycogen degradation, and the expression of the gluconeogenesis
rate-limiting enzyme phosphoenolpyruvate carboxykinase
expression. Together with our previous findings of the effects of
biotin in glucose-stimulated insulin secretion, improvement of
glucose tolerance [13], and hypotriglyceridemic effects [26,47],
the results suggest that biotin has the potential to be used as a
therapeutic agent for metabolic diseases, either alone or in
combination with other treatments.

Conclusions

These results demonstrated that dietary biotin supplemen-
tation increased glucagon expression, and secretion without
affecting fasting blood glucose concentrations or glucagon
tolerance and, to our knowledge, provided for the first time
insights into the effect of biotin supplementation on glucagon
production and action.
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