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1. INTRODUCCION

La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B que actia como grupo
prostético de enzimas carboxilasas que intervienen en el metabolismo intermedio
de la célula. Esta vitamina estd ampliamente distribuida en la naturaleza
encontrdndose en todos los seres vivos y se considera que sin ella no es posible
vivir (Wolf B., Heard G. 1989). Su deficiencia afecta directamente a las
carboxilaciones y en consecuencia al metabolismo de glucosa, de aminoacidos

ramificados y de cadena impar y de acidos grasos (Friedrich W. 1988).

Estd comprobado que la deficiencia de biotina produce bajo peso corporal en
todos los modelos animales de experimentacion (Friedrich W. 1988) incluido el
raton (Baez Saldafia, et al. 1998). Actualmente esta demostrado que esta menor
ganancia de peso corporal no se debe a un menor consumo de alimento (Baez
Saldafia, et al. 2009); ni a alteraciones en la digestién y/o absorcién intestinal de

macronutrientes (Gomez T. 2011, Carmona A. 2012; Lopez L. 2012).

Tanto la deficiencia como la suplementacion de biotina afectan los niveles de
glucosa en sangre. Estudios in vitro con islotes pancreaticos de rata han mostrado
que el tratamiento agudo con dosis farmacolégicas de biotina aumenta la
secrecion de insulina estimulada por glucosa (Vilches-Flores, et al. 2010). Ademas,
esta reportado que el tratamiento con biotina a ratas diabéticas afecta el

metabolismo de la glucosa en el higado, disminuyendo la expresion de genes
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gluconeogénicos (Dakshinamurti K. 1994). Reportes recientes indican que la
deficiencia de biotina en ratones provoca hipoglucemia (Gémez T. 2011; Larrieta
et al. 2012), habiéndose sugerido que en esta especie hay una mayor utilizacién
de glucosa para cubrir sus requerimientos energéticos y/o una alteracion en el

mecanismo de regulacion de la glucosa en circulacion (Gémez T. 2011).

En este trabajo se evalla el efecto de la complementacién con almidén de maiz en
el agua de uso a ratones alimentados con una dieta que carece de biotina o con
otra que contiene cantidades farmacolégicas de la vitamina, para analizar sus
efectos en la glucemia. También se determinaron las actividades de a-amilasa en
el suero considerando este parametro como un indicador de la digestion de
hidratos de carbono complejos, asi como de la funcion exocrina del pancreas. No
se observaron respuestas asociadas a los distintos aportes de biotina en la dieta
en los pardmetros analizados; mas bien, el grupo suplementado tuvo resultados
controvertidos en el crecimiento corporal, la glucemia y la actividad de a-amilasa.
Los consumos individuales y especificos de agua y alimento fueron equivalentes
entre los cuatro grupos experimentales, tanto en este estudio como en otros en
donde no se complementd el agua de uso (Antonio O. 2011; Gémez T. 2011;
Parra M. 2011). La adicion de almiddn tuvo un efecto positivo en la concentracion
de glucosa sérica de los ratones deficientes de biotina en condiciones ad libitum.
Aunque la contribucion energética proporcionada por el almidon representd una
fraccibon muy discreta, si  produjo también un notable mantenimiento en la
ganancia de peso corporal en el grupo deficiente, retrasando 3 semanas la

diferencia en el peso que regularmente se observa entre este grupo y los grupos
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control, suficiente y suplementado. Este efecto es aln mas intenso cuando se
comparan los crecimientos de los grupos deficiente y suficiente sin el
complemento con almidén (Del Vecchyo G. 2006; B4ez Saldafia A., et al. 1998).
Cabe hacer notar que estos incrementos no se debieron a modificaciones en los
consumos de agua y alimento, lo que sugiere una accién especifica del almidon

sobre la masa muscular en estos dos grupos.

2. ANTECEDENTES

La energia que requiere un organismo para vivir proviene de los alimentos. Los
mamiferos utilizan tres tipos de moléculas complejas 0 macronutrientes, a saber:
proteinas, lipidos e hidratos de carbono. La mayoria de las proteinas son
degradadas en los aminoacidos que las componen para utilizarlos en la sintesis de
las proteinas especificas del individuo; mientras que los lipidos e hidratos de
carbono al ser metabolizados, son transformados en moléculas simples de &cidos
grasos y glucosa, respectivamente; moléculas que constituyen las fuentes de

energia para las células de todos los 6rganos y tejidos.

Para gozar de una buena salud, ademas de los macronutrientes, se requieren
micronutrientes que por Si mMiSmMOsS no proporcionan energia pero que son
imprescindibles para el adecuado aprovechamiento de los alimentos. Los
micronutrientes mas comunes son elementos como zinc, cobre, magnesio, potasio

y vitaminas.



2.1 La vitamina biotina y las carboxilasas

La naturaleza esencial de la vitamina biotina se puede definir por su capacidad
para servir como factor de crecimiento indispensable para las levaduras y ciertas
bacterias. La biotina fue descubierta por primera vez en 1936 como el factor
afectado en la toxicidad por la clara de huevo cruda cuando se usaba para
preparar artesanalmente algunas dietas experimentales para rata. Los sintomas
de esta patologia en animales de experimentacion consisten en retraso en el

crecimiento, dermatitis y desordenes musculares (Melo V., Cuamatzi O. 2007).

Actualmente estd claramente establecido que la biotina es una vitamina
hidrosoluble del complejo B que actia como grupo prostético de enzimas
carboxilasas. (Dakshinamurti K. 1994). Su estructura quimica (Fig. 1) consiste en
un anillo imidazol fundido en forma cis a un anillo tetrahidrotiofeno al que esta

unida una cadena lateral de valerato (Voet D., Voet G.J. 2005).

HOOC - (CH,), -

Figura 1. Estructura de la biotina

En los mamiferos existen cinco carboxilasas dependientes de biotina implicadas
en la sintesis de &cidos grasos, la gluconeogénesis y el catabolismo de
aminoacidos. Las enzimas acetil-CoA carboxilasa 1 (ACCl) y ACC2 son

citosdlicas, aunque esta Ultima esta asociada a la membrana mitocondrial externa
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(Abu-Elheiga L. et al., 2000); en tanto que las enzimas piruvato carboxilasa (PC);
propionil-CoA carboxilasa (PCC) y metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) son
mitocondriales. (Friedrich W. 1988; Vilches A., Fernandez C. 2005). La PC cataliza
la transformacion de piruvato a oxaloacetato, un intermediario en la sintesis de
fosfoenolpiruvato y por lo tanto esencial para la sintesis de glucosa. Las otras 4
carboxilasas actian en el metabolismo de acidos grasos y aminoacidos (Wallace

JC. et al. 1998).

2.2 Ingesta y absorcion intestinal de biotina.

La ingesta recomendada de biotina para una persona adulta es de 100-300 ug por
dia, cantidad que contrasta con las necesidades de otras vitaminas del complejo B
gue se recomienda sean del orden de mg por dia. Esta vitamina esta presente en
todo tipo de alimento tanto animal como vegetal, siendo las fuentes mas ricas el
higado, rifién, pescado, carne de pollo, yema de huevo, leche, nueces, chocolate y
levaduras, los que la contienen en cantidades que van de 10 pug/100 g hasta 90
ng/100 g; ademas muchas verduras contienen entre 3 'y 10 ug de biotina por 100 g

(Tolonen M. 1995; Dorosz, 2001).

Una gran parte de la biotina dietética se halla en las proteinas, unida al grupo ¢-
amino de una lisina especifica y al final de su digestion queda como residuo el
dimero biotina-lisina conocido como biocitina, por lo que es necesaria la accion de
la biotinidasa, una enzima pancreética que la libera para que pueda ser utilizada.

La biotina libre se absorbe en el intestino delgado por los enterocitos de la porcion



distal del duodeno y proximal del yeyuno; y posteriormente pasa al torrente
sanguineo por difusion pasiva (Melo V., Cuamatzi O. 2007). La biotina es
transportada por la sangre hacia todos los tejidos y su entrada a la célula se lleva
a cabo a través de un transportador multiple de vitaminas dependiente de sodio
(SMVT) que reconoce principalmente la porcion del acido valérico de la biotina. El
SMVT introduce a la biotina junto con el sodio a favor de un gradiente de
concentracion. (Hymes J., Wolf B. 1996; Chatterjee N. et al., 1999 citado en

Vilches A., Fernandez C. 2005).

2.3 Modelo murino para el estudio de la biotina

La funcioén clasica de la biotina como cofactor esencial para las carboxilasas se
genero utilizando modelos en ratas y en la actualidad se cuenta con un modelo
murino que ha servido para profundizar tanto en la funcion prostética de la biotina
como para describir funciones sistémicas de esta vitamina, mismas que hasta
ahora no se han podido asociar directamente con las actividades de las
carboxilasas (Baez-Saldafa et al. 1998, 2009a, 2009b; Baez-Saldafia, Ortega E.

2004).

El avance en el conocimiento de la funcion de las vitaminas se debe en buena
medida al uso de modelos experimentales animales, principalmente de roedores, a
los que se les alimenta con dietas que carecen de la vitamina en cuestidén y una
vez observados sus efectos se restablece su suministro para determinar y analizar

la recuperacion. El raton es un biomodelo adecuado para la investigacion



biomédica por sus caracteristicas como: alta fertilidad, corto periodo de gestacion
y facil produccion bajo condiciones controladas, tamafio conveniente que resulta
en mantenimiento econdémico y susceptibilidad a ciertas enfermedades. (Festing
M. 1993; The Jackson Laboratory, 2003; Benavides & Guénet, 2003). Ademas de
las caracteristicas mencionadas, se han producido ratones “estandarizados”
genéticamente por medio de la consanguinidad. Esta estandarizacion permite que
la composicibn genética de los animales reduzca -considerablemente la
variabilidad individual en las investigaciones, de tal forma que los resultados de los
parametros analizados se puedan comparar con mas especificidad y permitan ser
reproducibles entre animales de diferentes laboratorios (Maltais L. et al. 1997). Por
ejemplo, la cepa consanguinea de ratones BALB/c es el resultado de 20 o mas
generaciones consecutivas de acoplamiento hermano x hermana (eventualmente,
padre x madre) y es derivada de una sola pareja reproductora ancestral, lo que
conlleva a que estas cepas presenten una heterocigocidad residual menor al 2 %
(F=98,7%); alcanzando el 100% en aquellas con mas de 150 generaciones.
Estos ratones BALB/c se caracterizan por: tener genes iguales; perfil genético
propio; son estables por largos periodos de tiempo; uniformes fenotipicamente;

sensibles a cambios del ambiente y son de distribucién mundial.

2.4 Deficiencia de biotina

Como se menciong, la biotina fue descrita debido a que la clara de huevo contiene
una proteina basica conocida como avidina y que muestra una inusual afinidad por

la biotina (Kg =10™"® M; Green N.M. 1975), a la que se une de manera irreversible



formando un complejo que tiene la particularidad de no ser absorbido por el tracto
gastrointestinal de los mamiferos, produciendo asi la deficiencia de la vitamina
(Melo V., Cuamatzi O., 2007). Bioquimicamente la deficiencia de biotina afecta
directamente las carboxilaciones que consecuentemente perturban la sintesis de
proteinas, la utilizacion de glucosa, la fosforilacion oxidativa y la sintesis de

glucogeno y de acidos dicarboxilicos (Friedrich W. 1988).

En los humanos bajo circunstancias normales la carencia de biotina es muy rara;
sin embargo, estudios clinicos con voluntarios que consumieron clara de huevo
cruda para provocarse la deficiencia presentaron dermatitis, dolores musculares,
anorexia, alopecia, naduseas, insomnio, asi como desordenes neuroldgicos. (Melo

V., Cuamatzi O. 2007).

Por otra parte, la caracteristica mas comun de la deficiencia de biotina en distintos
modelos animales es la menor ganancia de peso corporal. Con base en las
caracteristicas mencionadas de los biomodelos murinos, se establecio el que ha
permitido demostrar que en esta especie, la alimentacién con una dieta carente de
biotina y con 30% de sélidos de clara de huevo desecada como Unica fuente de
proteina, causa un arresto en el crecimiento desde las 4 semanas de
experimentacion y pérdida de peso durante la etapa cronica del estudio (Baez-
Saldafia A. et al. 1998; Baez-Saldafa, Ortega E. 2004). Estos efectos no estan
asociados a un consumo menor de alimento (Baez-Saldafia A. et al. 2009), lo que
abre la posibilidad de que existan alteraciones en la digestion y absorcion

intestinal de macronutrientes.


http://es.wikipedia.org/wiki/Mam%C3%ADferos
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22B%C3%A1ez-Salda%C3%B1a%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22B%C3%A1ez-Salda%C3%B1a%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22B%C3%A1ez-Salda%C3%B1a%20A%22%5BAuthor%5D

2.5 Digestidn, absorcién intestinal y metabolismo de hidratos de carbono

La alimentacidbn de mamiferos contiene tres tipos de hidratos de carbono: los
monosacaridos glucosa, fructosa y galactosa; los disacaridos; y los grandes
polisacaridos como almidones, celulosa, etc. Los disacéaridos sacarosa, lactosa y
maltosa son degradados por accion de las enzimas sacarasa, lactasa y maltasa
presentes en las microvellosidades de las células intestinales, en donde son
transformados en los hidratos de carbono simples glucosa, fructosa y galactosa;
gue se absorben en el intestino sin necesidad de digestion previa, por lo que son
una fuente rapida de energia (Palavecino N. 2002). Alrededor del 95% de la
glucosa es absorbida en el intestino delgado en forma activa (Guyton A. 1997;

Voet D., Voet G.J. 2005).

La mayoria de los hidratos de carbono que se consumen diariamente son
almidones que estan presentes en los cereales y tubérculos. Son polimeros de
glucosa lineales o ramificados que se denominan amilosa y amilopectina,
respectivamente. Del 100% de los almidones mas del 80% se metaboliza a
glucosa, en tanto que la galactosa y la fructosa producidas durante el proceso

contribuyen generalmente con cerca del 10%. (Guyton A. 1997).

Datos experimentales sugieren que los diferentes tipos de hidratos de carbono
pueden tener distintos efectos metabdlicos importantes para regular el peso

corporal. Tanto la sacarosa como la glucosa incluso en pequefas dosis, tienen la



capacidad de reducir la ingesta de alimento a corto plazo; en cambio las comidas
ricas en almidén parecen producir una saciedad mas prolongada (6 horas).

(Anderson G.H., Woodend D. 2003).

La digestion del almidon inicia en la boca por accion de la enzima ptialina, una a-
amilasa presente en la saliva y que hidroliza al azar los enlaces internos a-1,4
glucosidicos; dando como productos maltosa (disacarido de glucosa) y dextrinas
(pequefios polimeros formados por 3 a 9 moléculas de glucosa). Durante el
proceso de masticacion, la ptialina hidroliza entre el 30% y 40% de los almidones y
cuando los alimentos completamente masticados llegan al estbmago la actividad
de esta enzima es bloqueada por la acidez de las secreciones gastricas. La
digestion del almidon restante se realiza en el intestino delgado por la a-amilasa
pancreatica, la cual degrada el almidén hasta maltosa, maltotriosa (tres residuos
de glucosa con uniones a-1,4) y dextrinas que contienen ramificaciones a-1,6. La
transformacion ulterior de estos oligosacaridos en glucosa se produce por accién
de las enzimas maltasa e isomaltasa, también presentes en las microvellosidades
de las células intestinales, siendo la isomaltasa la que rompe los enlaces a-1,6 de

las dextrinas. (Guyton A. 1997; Voet D., Voet G.J. 2005).

La amilasa humana fue descubierta desde el siglo XIX y la determinacion de su
actividad en el suero sanguineo se ha utilizado desde principios del siglo XX como
herramienta de diagnostico (Wilding P., Dawson H. 1967). Se sabe que esta
enzima tiene un pH 6ptimo de 6.9 a 7.2 y que requiere la presencia de iones

cloruro en una concentracion mayor de 0,01 molar (Henry R. J., Chiamori N.
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1960). Una unidad de actividad de amilasa es definida como 1 umol de maltosa
liberado de almidén por minuto a 37°C (Mackenzie P., Messer M. 1976). Los
valores normales de amilasa en suero humano se reportan segun el método
utilizado: para el sacarogénico de Somogyi se tiene un intervalo de 600 a 1800
U/L (Henry R., Chiamori N. 1960; Wilding P., Dawson H. 1967; Bauer J. 1986);
mientras que en la actualidad los laboratorios de analisis clinicos utilizan estuches
comerciales de métodos enzimaticos donde el sustrato es un oligosacarido
especifico con el que se produce p-nitrofenol, registrando rangos de 34 a 2589 U/L
(Linear Chemicals S.L. 2012; Stanbio Laboratory, Lab Licon, 2012). Para
cualquiera de los dos métodos, los valores son afectados por la edad, sexo, dieta
y localizacion geogréfica. Se han reportado varias enfermedades como
pancreatitis, paperas, obstruccion intestinal, peritonitis y UGlcera gastrica, que
causan un incremento en la actividad de amilasa sérica hasta de 5,000 U/L
(Wilding P. and Dawson H. F. 1967; Owyang C. 2007; Tenner S, Steinberg W.

2010).

Varios investigadores que trabajan con animales de experimentacion han
reportado que los rifiones, cerebro, pulmdén, muasculo esquelético, trompas de
Falopio, intestino, bazo y corazén producen amilasa (Wilding P. and Dawson H. F.
1967). Sin embargo, las dos fuentes principales de a-amilasa sérica en la rata y el
hombre son la glandula parétida y el pancreas (Karn R., Malacinski G. 1978),
contribuyendo estos dos tejidos por igual en el humano, mientras que en la rata

parece ser que en condiciones fisiolégicas el pancreas secreta mucho menos
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amilasa que la glandula parotida (Proctor G., et al. 1991). En ratas, la ingesta de
alimentos después de un ayuno conduce a un aumento en la actividad de la
amilasa sérica (Proctor G., et al. 1990; Nagy A., et al. 2001) y lo mismo sucede en
régimen ad libitum durante las primeras 2 horas de oscuridad, cuando las ratas

consumen una porcion importante de alimentos (Nagy A., et al. 2001).

La glucosa es la principal fuente de energia para todas las células del organismo,
mientras que para el cerebro constituye la fuente de energia exclusiva. Primero es
metabolizada en piruvato por medio de la glucodlisis que se realiza en el citosol.
Enseguida el piruvato se transporta hacia la mitocondria, donde se transforma en
acetil-CoA por accién del complejo enzimético piruvato deshidrogenasa. A
continuacion se incorpora al ciclo de Krebs que es la via comln para la oxidacion
aerdbica de los sustratos energéticos, condicion que convierte a este proceso
enzimatico en la via de degradacion mas importante para la generacion de ATP.
Todo con el Unico fin de hacer disponible para la célula la energia quimica
contenida en la glucosa. La glucosa no oxidada es almacenada en forma de
glucogeno. El higado libera glucosa hacia la sangre durante la actividad muscular
por medio de la degradacién del glucogeno y en los intervalos entre comidas la
produce por la gluconeogénesis a traves de la PC, para que puedan consumirla
principalmente el cerebro, células del sistema inmune y musculo esquelético. La
glucosa fosforilada, producida por la degradacion del glucogeno, no se transporta
con facilidad fuera de las células, por lo que el higado la hidroliza a través de la

glucosa 6-fosfatasa, que escinde el grupo fosforilo y produce glucosa libre mas
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ortofosfato. (Voet D., Voet G.J. 2005; Stryer L., et al. 2002; Mathews K.C., et al.

2004).

2.6 Influencia del almidén en glucosa sérica e insulina

Después de la ingesta de alimento el nivel de glucosa en la sangre se eleva y este
cambio quimico induce a las células beta pancreaticas para que secreten insulina;
una hormona que estimula la captacion y utilizacion de glucosa e impide la
degradacion de glucogeno (Mendoza N. 2008). La accion de la insulina sobre
células diana se ejerce mediante la union a su receptor, molécula formada por dos
unidades glucoproteicas alfa y beta (Pacheco D. 2004). La insulina aumenta la
captacion de glucosa por medio de la activacion del transportador de glucosa
GLUT-2 en las células del higado y GLUT-4 en las del musculo y tejido adiposo
(Mendoza N. 2008). El higado y las células musculares utilizan la glucosa en
forma inmediata y almacenan las cantidades sobrantes en forma de glucégeno. La
deficiencia en la secrecion de insulina puede llevar a la diabetes mellitus tipo 2
(Taggart S. 2004), enfermedad que se caracteriza por la aparicion de
hiperglucemia ademas de secrecién insuficiente de insulina y/o resistencia a la
accion periférica de la insulina (Tebar F., Escobar F. 2009). Esta udltima se
presenta mas comunmente por una respuesta reducida de las células diana

debida a algun cambio en los receptores de insulina (Campbell N., Reece J. 2007).

El consumo de una bebida con 50 gramos de almidones crudos de tapioca y maiz

en proporcion 46:54 provoca que los niveles de glucosa sérica se mantengan
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elevados durante mas tiempo y retrasan el pico en la concentracion de glucosa,
tanto en individuos sanos como en pacientes con diabetes mellitus tipo 2 (Seal C.
J., et al. 2003). Este estudio indica que la digestion de esta combinacion de
almidones se desarrolla mas lentamente proporcionando por mas tiempo niveles
elevados de glucosa. La proporcion de amilosa- amilopectina presente en el
almiddn tiene diferentes efectos en la glucosa sérica y la respuesta a la insulina
postprandial (Granfeldt Y. et al. 1994). Los almidones de maiz con 70% de amilosa
son eficaces para el control de peso y glucemia en la obesidad, mientras que los
almidones con 70% de amilopectina solo regulan las concentraciones de glucosa
sérica (Aziz A., et al. 2009). Hombres con hiperinsulinemia que consumieron
durante 10 semanas almidon de maiz con 70% de amilosa, normalizaron su
respuesta a la insulina, mientras que este efecto no se presenta si el almidon
contiene 70% de amilopectina; aunque las concentraciones de glucosa sérica no
se corrigieron con alguno de los dos tipos de almidén (Behall K., Howe J. 1995).
Por otra parte, Goddard et al. reportan efectos benéficos por el consumo del arroz
largo que contiene 25% de amilosa, ya que aumenta menos los niveles de glucosa

postprandial asi como los de insulina.

2.7 Metabolismo de glucosay biotina

El mecanismo por el que se obtiene la energia de la glucosa en forma de uniones
fosfato en el ATP se denomina glucolisis. Este proceso comprende dos fases
principales. La primera consiste en una etapa de preparacion en donde la glucosa

es primero fosforilada para luego partirla a la mitad y asi obtener 2 moléculas del
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azucar gliceraldheido 3-fostato. En la segunda etapa se llevan a cabo todas las

reacciones para transformar su energia en moléculas de ATP.

La fosforilacion de la glucosa es realizada por dos tipos de enzimas con diferente
afinidad por este azulcar, glucocinasa y hexocinasa. Esta dltima es la mas
importante porque la utilizan la mayoria de las células y porque tiene una afinidad
para D-glucosa de 1 x 10°M; valor 3 érdenes de magnitud menor que en la
glucocinasa. Hay dos isoenzimas de glucocinasa, la hepatica y la pancreética,
mientras que para la hexocinasa existen multiples formas en los diferentes tejidos
animales (Lehninger A. 2009). La glucocinasa expresada en los hepatocitos y en
las células B-pancreéticas, tiene una funcion importante en el metabolismo de la
glucosa; sin embargo la actividad de la isoforma pancreatica de la glucocinasa es
regulada de manera diferente que la isoenzima hepética (Matschinsky F. 2002). La
actividad de la glucocinasa pancreética se requiere para la secrecion normal de
insulina estimulada por la glucosa y la del higado para suprimir la produccion de
glucosa hepética y la gluconeogénesis cuando hay glucosa plasmatica elevada

(Matschinsky F. 2005).

En ratas normales, la administracion de biotina (1 mg/kg) promueve la
transcripcion y traduccion del gen de la glucocinasa en los hepatocitos (Chauhan
J., Dakshinamurti K. 1991). Ademas, en cultivos primarios de islotes pancreaticos
de rata, la incubacion con concentraciones fisiologicas de biotina provoca un
aumento en la secrecion de insulina asi como estimula tanto la actividad como la

transcripcion de la glucocinasa (Romero—Navarro G. 1999), por un mecanismo
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que empezo a dilucidarse y que involucra la activacion de guanilato ciclasa y PKG,
lo que a su vez produce una aumento en el contenido de ATP, mismo que induce
la secrecion de insulina; y ésta de manera autocrina activa la cascada se
sefalizacion fosfoinositol-3-cinasa/Akt (Vilches-Flores A., et al. 2010). Cabe
resaltar que estas acciones se ejecutan por cambios en la transcripcion y
traduccion de las glucocinasas hepatica y pancreética, enzimas que no requieren

a la biotina para su actividad.

Se ha visto que la actividad de la glucocinasa hepatica es inferior a la normal en la
diabetes mellitus tipo 2 (Matschinsky F. 2005). Hay evidencia de que pacientes
con diabetes mellitus tipo 2 presentan bajas concentraciones séricas de biotina y
que cuando son tratados durante 30 dias con biotina se regula la glucemia en
ayuno (Maebashi M. et al. 1993). Por otra parte, el cromo es un mineral traza
esencial que se requiere para el metabolismo de hidratos de carbono y lipidos. En
la actualidad es aceptado que el picolinato de cromo trivalente es un compuesto
terapéutico muy util para el manejo de la resistencia a la insulina en la diabetes
mellitus tipo 2 (Albarracin C. et al. 2008). Pacientes con esta enfermedad que no
responden a la terapia oral con medicamentos antidiabéticos y que ademas tienen
sobrepeso u obesidad, presentan una menor concentracion de glucosa sérica en
ayuno cuando son tratados durante 30 dias con biotina en combinacion con el
picolinato de cromo (Albarracin C. et al. 2008). Ademas, la administracion
intraperitoneal de biotina en ratas con diabetes inducida, -por la destruccion de las
células beta del pancreas a través del tratamiento con estreptozotocina-, mejora

parcialmente la curva de tolerancia a una carga de glucosa oral por un mecanismo
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que no involucra modificaciones en la secrecidén de insulina, aunque si aumenta
las actividades de las glucocinasas hepatica y pancreatica (Zhang H, et al. 1997).

La primera evidencia de que la deficiencia de biotina afecta el metabolismo de
glucosa en ratas fue reportada por Dakshinamurti et al. (1968), encontrando que
las curvas de tolerancia a la glucosa son significativamente més elevadas que las
de los animales control, ademéas de que el contenido de glucégeno hepatico y la
fosforilaciéon de la glucosa son menores. Estudios posteriores mostraron que las
anomalias en el metabolismo de hidratos de carbono en ratas deficientes de esta
vitamina se deben a una disminucion en la actividad de la glucocinasa hepética
(Dakshinamurti K., Hong H.C. 1970) como una consecuencia de la menor
transcripcion de la enzima (Chauhan J, Dakshinamurti K. 1991). La carencia de
biotina produce también una disminuciéon tanto de la actividad como de la
abundancia de ARN mensajero de la glucocinasa pancreatica. Igualmente, en los
islotes pancreéticos aislados de ratas deficientes de biotina se presenta una
secrecion disminuida de la insulina en respuesta a la glucosa (Romero-Navarro G.,

et al. 1999).

Se ha observado que la deficiencia de biotina en los ratones causa hipoglucemia,
efecto opuesto al descrito para las ratas. En estos ratones la concentracion de
glucosa sérica a partir de la cuarta semana de experimentacion, tanto en
condiciones ad libitum (Gémez T. 2011) como después de ayuno (Del Vecchyo G.
2006; Larrieta E. et al. 2011) se encuentra disminuida del 40% al 60%,
respectivamente. En el ayuno podria explicarse por la baja actividad de la PC en el

higado que se encuentra reducida en 85% (Baez Saldafia A., et al. 1998), aunque
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no aplica para las condiciones ad libitum, por lo que se ha sugerido que ademas
podria haber una mayor demanda de glucosa debida a posibles alteraciones en el

metabolismo de acidos grasos a traves de la ACC1 (Gomez T. 2011).

3. JUSTIFICACION

La biotina esté involucrada en la homeostasis del metabolismo de la glucosa, tanto
en humanos como en roedores. Debido a que la deficiencia de esta vitamina
provoca hipoglucemia en ratones, se ha sugerido la necesidad de un mayor
suministro de energia para el organismo insuficiente de biotina. Asi, en este
trabajo se evalla el efecto de la complementacidon con almidén de maiz en al agua

de uso a ratones alimentados con dietas de distinto aporte de biotina.

4. HIPOTESIS

El complemento con hidratos de carbono complejos en el agua de uso de ratones
alimentados con dietas de distinto contenido de biotina, tendra un efecto positivo y

asociado a la cantidad de biotina en la concentracién de glucosa sérica.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto del consumo de almidén de maiz en el agua de uso
durante 8 semanas, sobre las concentraciones de glucosa sérica de ratones
alimentados con una dieta que contiene 0.82 mg de biotina/kg (control o dieta
comercial estandar), y dietas experimentales que contienen 0.0 mg de biotina/kg
(deficiente), 1.8 mg de biotina libre/kg (suficiente), o 98.2 mg de biotina libre/kg

(suplementada).

Objetivos Particulares:

Evaluar el peso corporal y los consumos especificos de alimento y agua.

- Estudiar las proporciones de tiempo que invierten los ratones en las
actividades basicas como comer, beber, dormir y acicalarse.

- Medir la cantidad de alimento que produce saciedad.

- Determinar la actividad de amilasa sérica a lo largo del tiempo de
experimentacion y durante la curva de absorcion oral de almidén de
maiz.

- Analizar el efecto de la ingesta crénica de almidén de maiz sobre las
concentraciones de glucosa en el suero.

- Evaluar las concentraciones séricas de glucosa durante una curva de

absorcién oral de almidén de maiz.
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6. DISENO EXPERIMENTAL

45 ratones macho de 3 semanas de
edad (cepa BALB/c)

Grupo control n=12
—— | 0.82 mg biotina/kg
(dieta comercial)

! !

}

Grupo deficiente Grupo suficiente
n=11 n=11
0 mg biotina/kg 1.8 mg biotina/kg

Grupo suplementado

98.2 mg biotina/kg

n=11

)

Adicion de 2% de almidon en el agua de
uso a los 4 grupos.

!

Analizar tres veces por semana la cantidad
de alimento (g) y agua (mL) consumidos.

}

Registro del peso corporal (g) una vez por
semana.

|

Determinacion de la cantidad de alimento
que produce saciedad después de 5 horas
de ayuno

}

En 3 dias diferentes y durante 3 horas
continuas se midio la proporcién de tiempo
invertida en comer, dormir, jugar y beber.

}

Obtencion semanal de 8 gotas de sangre

(n=3 de cada grupo)

—>
por plexo ocular

Separacion del suero
para la determinacion
de glucosa y actividad

de amilasa
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Curva de absorcion de glucosa por administracion de almidén via oral

8 Semanas de experimentacion

|

Ayuno de 14 horas, pesaje y
sangrado basal.

l

to: Administracion via oral de
solucién de almidon; dosis 0.22
mg/g peso corporal (p.c.)

l

Sangrado a los 15, 30 y 120 min.
Excepto donde se indigue.

l

Separacion del suero para la
determinacion de glucosa y
actividad de amilasa

Todos los procedimientos realizados para el estudio de los ratones fueron
aprobados por el Comité de FEtica Para el uso de Animales en

Experimentacion.
http://www.biomedicas.unam.mx/_administracion/reglamentos_y_contractos/archivos_pdf/
REGLAMENTO_DEL_BIOTERIO.pdf
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7. MATERIAL

En el Anexo | se presenta la lista del material utilizado durante el desarrollo de

este trabajo.

DIETAS

Se utiliz6 como dieta control a la dieta comercial Harlan Teklad (cat. 2018S) que
contiene 18% de proteinas. Las dietas experimentales contienen 30% de solidos
de clara de huevo desecada como Unica fuente de proteina. Como se describié
anteriormente, en la clara de huevo se encuentra la proteina avidina que se une a
la biotina formando un complejo que impide su absorcion en el intestino. De esta
forma, la dieta deficiente (Harlan Teklad cat. TD.0682) ademas de no contener
biotina provoca su eliminacion ya que cada vez que se consuma el alimento agota
la biotina presente en el organismo al inicio de la experimentacion. Las dietas
suficiente (Harlan Teklad cat. TD.06681) y suplementada (Harlan Teklad cat.
TD.110543) son de composicion idéntica a la dieta deficiente, pero adicionadas
con 0.004 g de biotina/kg alimento y 0.100 g de biotina’/kg alimento, cantidades
adecuadas para neutralizar a la avidina y ademas proporcionar un exceso que
permita el adecuado crecimiento de los ratones, en el caso de la suficiente, o

suministrar dosis farmacolégicas de la vitamina en la suplementada.

CONSUMO DE ALIMENTO Y AGUA

Los datos semanales son promedio de las mediciones que se realizaron tres

veces por semana. Los célculos de las mediciones son los siguientes:

C= [(A.-Af)/n]/d, Ce = C./P
Donde:
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Ci = Consumo individual Ce = Consumo especifico
Ai = Alimento o agua inicial P = Peso promedio

A = Alimento o agua final

n = Namero de ratones

d = NUmero de dias

CANTIDAD DE ALIMENTO QUE PRODUCE SACIEDAD

Se midié la cantidad de alimento que satisface el hambre de los ratones en todos

los grupos durante un periodo de media hora después de un ayuno de 5 horas.

Cas = Ar— A

Cas = Cantidad de alimento que produce saciedad
A; = Alimento inicial

As = Alimento final después de media hora

APORTACION ENERGETICA DEL ALMIDON CONSUMIDO EN EL AGUA DE
uSo

Se determiné la cantidad de kcal aportadas por el alimento que consumen
semanalmente los ratones, considerandola como el 100%. De esta forma se
determind también la cantidad de kcal aportadas por el almidon en el agua de uso
durante la misma semana, estableciendo asi el porcentaje extra de kcal

consumidas.

%kcale = (kcalym*100)/kcal;; kcal=P,*E
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%kcale = porcentaje de kcal extra kcalam = kcal aportadas por el almidén
kcal, = kcal aportadas por el alimento
Pa.= Promedio semanal de alimento (g) o agua (mL)

E = aporte energético del alimento (3.8 kcal/g) o almiddén (75.6 kcal/l)

DETERMINACION DEL TIEMPO OCUPADO EN ACTIVIDADES BASICAS

Este andlisis se realiz6 solo para los grupos deficiente, control y suplementado.

Se realizaron 3 observaciones desde las 10:00 h hasta las 13:00 h y en dias
diferentes; registrando cuatro actividades: comer, beber, dormir y jugar. En cada
ocasion y a intervalos de 5 minutos se registraba la cantidad de ratones que en
cada caja estaba realizando una de estas 4 actividades. La evaluacion de los

registros se hizo con la siguiente formula:
Tact / Ng

Taci= Tiempo total ocupado en cada actividad durante 9 h de observacion
ng = NUmero total de ratones en cada grupo que efectud la actividad

correspondiente

ACTIVIDAD DE AMILASA

Los sueros de cada raton se diluyeron 1:10 dado que en ensayos piloto se
observd que en los ratones las actividades de amilasa sérica estaban fuera del
limite de sensibilidad del estuche comercial.

Siguiendo las instrucciones en la hoja técnica del proveedor, se calcul6 el
promedio del incremento de absorbancia por minuto (AA/min) y se multiplicé por

3954. El resultado representa la actividad de la enzima en U/L
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8. METODOS

Toma de sangre por plexo ocular

Procedimiento:

1. Se marcaron los tubos Eppendorf con el nimero de ratén y la
semana de sangrado y se colocaron sobre la gradilla.

2. Se coloco la gasa extendida sobre la mesa y sobre ésta la gradilla
junto con un algodén humedecido con Sevorane®. dentro de un tubo
Falcon.

3. El ratdén se introdujo en el tubo con Sevoflurano y cuando se quedd
dormido se sacé de la camara y enseguida se obtiene la sangre del
plexo ocular por medio de un capilar introducido en el lagrimal del ojo
derecho.

4. Se tomaron 8 gotas de sangre en el tubo Eppendorf marcado,
finalmente se limpid el ojo del ratébn con un algodon humedecido en

la solucién salina.

Separacién del suero

Procedimiento:
1. Se tomaron los tubos Eppendorf de 1.5 mL que contenian la sangre
obtenida de los ratones y se centrifugaron a 5000 rpm durante 10
minutos.
2. Se marcaron los 15 tubos Eppendorf de 0.6 mL con el nimero de
ratbn y semana de experimentacion; y se coloco en ellos el suero
obtenido.

3. Se almacenaron los tubos a -20°C hasta el momento de su analisis.
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Medicién de glucosa por el método de o-toluidina

Fundamento: es una reaccion colorimétrica especifica para hexosas. En acido
acético glacial la o-toluidina se condensa con el grupo aldehido de la glucosa para
dar un cromogeno verde a través de la formacion de una mezcla en equilibrio de la
glucosilamina y la base de Schiff correspondiente. EI color formado se mide
mediante un espectrofotometro a 630 nm, siendo la intensidad de color de la
solucion directamente proporcional a la cantidad de glucosa existente. Los valores

obtenidos se comparan con una curva estandar (Gennaro A., 2003).

e Reactivo de o-toluidina: A 0.5 g de Tiourea se le adicionaron 9 mL de o-
toluidina y se afor6é a 100 mL con acido acético glacial.
e Estandar de glucosa: A 0.01 g de dextrosa se le adicionaron 10 mL de

agua.

Procedimiento:

1. Se diluyo el estandar de glucosa 1:10 con el reactivo de o-toluidina.

2. Se tomaron alicuotas de 0, 20, 40, 60, 80, 100 y 120 pL del estandar
en cada tubo Eppendorf marcado y se ajusté a un volumen de 250
uL con reactivo de o-toluidina.

3. Se tomaron 5 pL de la muestra en un tubo Eppendorf y se ajusto a
un volumen de 250 pL con reactivo de o-toluidina.

4. Se colocaron todos los tubos en bafio de agua a ebullicién por 10
min.

5. Se retiraron del bafo y se enfriaron por 10 minutos a 6°C. Se
tomaron 200 pL de cada alicuota y se depositaron en una
microplaca. La lectura se hizo a 630 nm en el Espectrofotdmetro.
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Medicion de a-amilasa. Ensayo realizado con el estuche comercial de
Amilasa-LQ (SPINREACT)

e Reactivo de amilasa: MES pH=6 100 mmol, CNPG3 2.25 mmol, Cloruro
sodico 350 mmol, Acetato céalcico 6 mmol, Tiocianato potasico 900 mmol,
Azida sddica 0.95 g/L.

Procedimiento:

1.
2.

Se prepararon diluciones de las muestras 1:10 con solucion salina.
Se reconstituyd el suero control SPINTROL H con 5 mL de agua
destilada.

Se coloc6 la microplaca sobre el hielo hasta el momento de la
lectura.

Primero se colocaron los 4 yL de la muestra diluida y después los
200 pL del reactivo en el pozo de la microplaca.

Se introdujo la microplaca a la cAmara del lector precalentado a 37°C
y se corrio el programa.

Las lecturas se realizaron a 405 nm. La primera lectura fue a los 4:30

minutos, las siguientes cada 3 minutos por 15 minutos.

Curva de almidoén a las 8 semanas de experimentacion

Procedimiento:

1.

3.

A cada ratén se tomd una muestra basal de sangre por plexo ocular
en el ojo derecho.

Se aplico una dosis de 5.5 pL/g p.c. de la solucién de almidon al 4%
registrandose la hora (tiempo 0).

A los 15 y 30 minutos de la administracion oral de almidéon se
realizaron los sangrados correspondientes por plexo ocular

alternando cada ojo.
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4. A los 120 minutos de la aplicacion de almidon se realizé el sangrado
a blanco por plexo ocular en el ojo izquierdo.

5. Inmediatamente después del sangrado a blanco el ratén se sacrificd
por dislocacién cervical.

6. Se desecho el cuerpo del raton en la bolsa amarilla de residuos
biolégicos y se coloco en la cdmara correspondiente.

7. El mismo procedimiento de los pasos 1 a 6 se realiz6 para los 45

ratones.

Analisis Estadistico

Los datos obtenidos se analizaron estadisticamente mediante el programa
SigmaStat 3.5, a través de un ANOVA de dos vias seguido de una prueba de
comparacion multiple. Excepto para aquellos casos en los que se indique los

resultados se presentan como promedio + error estandar (EE).

9. RESULTADOS

Peso corporal - De las cuatro dietas usadas en este trabajo solo la dieta
deficiente de biotina produjo una menor velocidad de ganancia en el peso
corporal. El peso de los ratones para todos los grupos va en aumento hasta la
cuarta semana (grafica 1), ésto debido a que los ratones estan en crecimiento.
Desde la cuarta y hasta la octava semana el peso de los ratones en el grupo
deficiente se mantuvo constante, mientras que en los grupos suficiente, control y
suplementado el aumento de peso continué aungue con menor ganancia que en

las primeras semanas. El andlisis estadistico indicdé que la diferencia significativa
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en el grupo deficiente se presentd a partir de la quinta y sexta semana de
experimentacién (solo comparado con el grupo suficiente), cuando su peso fue
entre 10% y 20% menor. La diferencia de peso entre todos los grupos con

respecto al deficiente se presento6 en las semanas 7 y 8.
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Gréfica 1. Curva de crecimiento de los ratones en los cuatro grupos
experimentales. Valor promedio £ EE, n=11

*Diferencia significativa entre grupo suficiente vs deficiente
a (P =0.047), B (P =0.004)

*Diferencia significativa entre grupo deficiente vs control, suficiente y
suplementado y (P <0.001)

La adicion de 2% de almidon al agua de uso causé un evidente aumento en el
peso de los ratones, aunque so6lo en los grupos deficiente y suficiente de biotina.
Cuando se compara la curva de crecimiento entre grupos deficientes de biotina
con y sin la adicion de almidén en el agua de uso (este estudio y trabajos

anteriores, respectivamente) se observd que este complemento alimenticio
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provocO una mayor ganancia de peso corporal desde la primera semana de
experimentacion (P<0.001, grafica 2) y para el grupo suficiente este efecto ocurrié
exclusivamente a partir de la primera y hasta la sexta semana (grafica 3); mientras

que este tratamiento no tuvo efecto para los grupos suplementado y control

(gréficas 4y 5)
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Grafica 2. Efecto del almidon sobre el crecimiento en los grupos deficientes de
biotina. Valor promedio + EE
Grupo deficiente: n=34-40, grupo deficiente + almidon: n=11

*Diferencia significativa entre grupos (P< 0.001)
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Grafica 3. Curvas de crecimiento para los grupos suficientes de biotina.
Valor promedio + EE
Grupo suficiente: n=28-47, grupo suficiente + almidén n=11

*Diferencia significativa entre grupos a (P = 0.036), B (P = 0.016),
vy (P =0.04), 6 (P =0.003), € (P =0.018)
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Grafica 4. Efecto del almidon en los grupos suplementados de biotina.
Valor promedio + EE.
Grupo suplementado: n=18-36, grupo suplementado + almidén n=11

*Diferencia significativa entre grupos (P= 0.005)
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Gréfica 5. Comparacion de las curvas de crecimiento para los grupos con dieta
control. Valor promedio + EE

Grupo control: n=25-43, grupo control + almidén n=12

Consumo de Alimento - ElI consumo de alimento en los cuatro grupos
experimentales no fue diferente en la ingesta individual (grafica 6) ni en la

especifica (gréfica 7).
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Gréfica 6. Consumo individual de alimento para los cuatro grupos experimentales.
Valor promedio + EE, n=11
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Grafica 7. Consumo especifico de alimento para los cuatro grupos
experimentales.
Valor promedio + EE, n=11
En las gréficas 8 y 9, se puede observar que el complemento de almidén en el
agua de uso no provocé algun cambio en el consumo especifico de alimento por

los ratones de los grupos deficiente y suficiente, respectivamente, por lo que la

ganancia de peso obedece a un proceso diferente a mayor consumo de calorias.
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Gréfica 8. Consumo especifico de alimento con y sin almidén en el agua.
Valor Promedio + EE
Grupo deficiente: n=34-40; Grupo deficiente + almidon: n=11
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Grafica 9. Consumo especifico de alimento con y sin almidon en el agua.

Valor Promedio + EE

Grupo suficiente: n=6-20; Grupo suficiente + almidén: n=11

Ingesta de agua- El consumo de agua tanto individual como especifico fue igual

para los cuatro grupos con las distintas dietas (graficas 10y 11).

Grafica 10. Consumo de Agua para los cuatro grupos experimentales.
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Gréfica 11. Consumo especifico de Agua para los cuatro grupos experimentales.
Valor Promedio + EE, n=11

*Diferencia significativa entre grupo suficiente y suplementado (P= 0.032)

Al comparar el consumo especifico de agua con almidon (este trabajo) en los
ratones alimentados con las dietas deficiente y suficiente de biotina con el de los

gue no recibieron este complemento (estudios paralelos y diferidos), tampoco se
presentaron diferencias (graficas 12 y 13).
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Grafica 12. Comparacion del consumo especifico de agua para los grupos
deficientes de biotina. Valor Promedio + EE
Grupo deficiente: n=34-40; Grupo deficiente + almidon: n=11
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Grafica 13. Consumo especifico de agua para los grupos suficientes de biotina.
Valor Promedio + EE
Grupo suficiente: n=6-20; Grupo suficiente + almidon: n=11

Tabla 1. Aporte energético por el consumo de alimento y almidon.
Se presenta el promedio + EE durante las semanas 4 a 8 de experimentacion

(n=5).
Dieta Alimento Almidén % Extra por
almidén
kcal/dia*g p.c.
Deficiente 0.48+0.03 | 0.01+0.001 2.28+ 0.06
Suficiente 0.47+0.01 [0.01+0.0003| 3.13+0.08
Control 0.52+0.01 | 0.01 +0.001 2.58 +0.08

Suplementada| 0.50+ 0.02 | 0.02 £ 0.001 3.02+£0.22
Promedio 0.49+£0.01 | 0.01+£0.001 275+£0.2
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Observacion de actividades basicas. Para saber si las distintas dietas
modificaban las actividades bésicas de los ratones, se determinaron las
proporciones de tiempo que invertian en comer, beber, dormir y jugar, observando
que no hay diferencias entre las distintas dietas para las cuatro actividades

(Gréfica 14). Este estudio no se realizé en el grupo suficiente.
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Gréfica 14. Duracion total de actividades observadas por 9 h. Promedio * E.E.

Determinacion de la ingesta de alimento hasta saciedad- En la grafica 15 se
presenta la cantidad de alimento por gramo de p.c. que consumieron los ratones
durante media hora después de un ayuno de 5 horas. Aunque a simple vista
parece que el grupo suplementado consumié mayor cantidad de alimento para

saciar su hambre, a excepcién de las semanas 3 y 6, al promediar las 7 semanas
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(tabla 2) y realizar el analisis estadistico notamos que no hay diferencia entre los 4
grupos. Tampoco se encontraron diferencias en este andlisis cuando se
compararon los datos con otros lotes de ratones que no recibieron almidén en el

agua de uso (estudios paralelos y/o diferidos).

12 - mDeficiente = Suficiente mControl =Suplementado

10

L 1T

Tiempo (semanas)
Grafica 15. Alimento especifico consumido después de 5 horas de ayuno.

Consumo especifico
(mg/g p.c.)
[=2]

N
I

Tabla 2. Consumo de alimento que produce saciedad. Se presenta el promedio +
EE de las 7 determinaciones semanales.

Con Almidén Sin Almidén
Dieta (mg) (mg)
Deficiente 5.3+0.9 3.9+0.8
Suficiente 54+0.8 52+1.0
Control 40+0.6 n.d.
Suplementada 7610 5.0+0.7

n.d. = no determinado
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Glucosa sérica — Las concentraciones de glucosa sérica en los ratones de los 4
grupos en condiciones de libre albedrio fueron muy variables, con grandes
dispersiones y sin diferencias (Gréfica 16); no obstante, se mantuvieron dentro del
rango normal de 5.3 + 2.3 mM reportado para ratones (Chih-Ya Cheng, et al.,
2005). Las dispersiones amplias se debieron a que los ratones no se encontraban
sincronizados en sus horarios de alimentacion al momento de tomar la muestra de
sangre. Para comprobar esta consideracion en el grupo suplementado, la sangre
se tomo en algunas ocasiones después de mantener a los ratones en ayuno por 5

horas o postprandial de media hora después de este ayuno (Grafica 16-B y Tabla
3).
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Gréfica 16. A. Concentracién de glucosa sérica ad libitum. Valor Promedio + EE,
Grupo control, suficiente y deficiente: n=5
B - Concentracién de glucosa sérica ad libitum, a=ayuno y p=postprandial para
grupo suplementado. Valor Promedio + EE, n=6

Tabla 3. Valores de glucosa sérica en un grupo suplementado.
Se presenta el promedio + EE. A=ayuno; P=postprandial

Tiempo de Condicién Glucosa (mM)
estudio
(semanas)
4 Ayuno 4.39+0.79
5 Ayuno 4.09 +0.82
6 Postprandial 6.92 £ 0.45
7 Postprandial 6.96 £ 0.71
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Curva de concentracion de glucosa sérica por administracion oral de
almidon.- Después de un ayuno por 14 horas pero con disponibilidad de agua con
almiddn, los ratones del grupo suficiente tuvieron niveles de glucemia un poco
menores al limite inferior normal, mientras que los ratones en los grupos deficiente
y suplementado presentaron concentraciones casi iguales a las reportadas en el
trabajo de Gémez T.; y llama la atencién la marcada reducciéon que presentd el
grupo control alimentado con la dieta comercial estandar. Los ratones suficientes
de biotina fueron los Unicos en restablecer valores normales desde los 15 minutos,
mientras que los ratones con las dietas control y suplementada necesitaron el
doble de tiempo. Durante la primera media hora de este experimento el grupo
deficiente tuvo un curso temporal de glicemia distinto a los otros tres (grafica 17),
no obstante que a los 120 minutos todos los ratones alcanzaron los valores

espontaneos.
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Gréfica 17. Respuesta de glucemia a la absorcion de almidén.
Valor Promedio + EE. Grupo control, suficiente y deficiente: n=11,
Grupo suplementado: n=6.

* Diferencia significativa entre grupo suficiente vs. deficiente y control
a (P< 0.001); suficiente vs. control y suplementado 3 (P= 0.004);
deficiente vs. suficiente y (P< 0.001) y deficiente vs control,
suficiente y suplementado & (P< 0.001).

Actividad de a-amilasa

La actividad de amilasa sérica fue inhibida tanto por la ausencia como por la dosis
farmacoldgica de biotina. La medicion de la actividad de a-amilasa en el suero
presenté una analogia entre los grupos deficiente y suplementado; asi como entre
los grupos suficiente y control; teniendo estos ultimos mas alta actividad que en
los dos primeros (grafica 18). Este comportamiento se reforzo con la respuesta de
la a-amilasa durante la curva de absorciéon de almidén, en donde las analogias

entre estos dos conjuntos de grupos se ven mas claramente (grafica 19).
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Grafica 18. Actividad de a-amilasa. Valor promedio = EE, n=6
*Diferencia significativa entre grupo control y suficiente vs deficiente y
suplementado a (P=0.043), 8 (P=0.034), y (P=0.006), 6 (P=0.029),

€ (P=0.033) y n (P=0.015)
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Grafica 19. Actividad de la a-amilasa en la curva de absorcion de almidon.
Valor promedio £ EE, n=11
*Diferencia significativa entre grupo control y suficiente vs deficiente y
suplementado a (P=0.03) B (P<0.001) y (P=0.041) 6 (P=0.014)
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10.DISCUSION

En este estudio se exploran por primera vez los efectos de la complementacion
con almidon en la alimentacién con dietas que proporcionan cantidades diferentes
de biotina. La discreta cantidad de energia proporcionada por el almidon fue
adecuada no solo para retrasar el arresto en el crecimiento de los ratones
deficientes de biotina, sino también para disminuir su intensidad. Aunque es
proporcionalmente insignificante la energia que contiene el almidén ingerido, el
efecto positivo en la masa corporal del grupo deficiente indica que no existen
alteraciones en la digestion y absorcion intestinal de hidratos de carbono
complejos. Este resultado, en conjunto con los realizados sobre glucosa y
proteinas (Gomez T. 2011) asi como los de acidos grasos (Lopez L, 2012),
permite afirmar que la falta de ingesta de biotina no provoca arresto en el
crecimiento por mala absorcién de macronutrientes. Ademas, estd demostrado
que el estado deficiente de biotina tampoco involucra menor consumo de alimento
(Baez-Saldafa et al., 2009), asi que la alteracion en el crecimiento obedece a otro

mecanismo celular y/o molecular aun desconocido.

El pequeiio aporte energético del almidon evito la hipoglucemia de los ratones
deficientes de biotina en condiciones ad libitum observada anteriormente (Goémez
T. 2011). De hecho, las magnitudes y dispersiones de la glucemia en estos
ratones fueron casi iguales a las del grupo alimentado con la dieta comercial
estandar. Sin embargo, este efecto no se presentd en proporcion al contenido de

biotina en la dieta. Esta accion en conjunto con el aumento en la masa muscular
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confirma que la alimentacion carente de biotina provoca un mayor requerimiento
de energia para compensar la menor actividad de las carboxilasas. Esta opcion
pareciera ser légica, aunque el 3% de aporte energético extra por el almidén, no
se puede asociar a la disminucién del 85% en las actividades de las enzimas PCC
y PC (Baez-Saldafia et al. 1998), ni a la correccion del 50% en la glucemia
(Gbmez T. 2011) o del 20% en la masa corporal; por lo que el mecanismo pudiera
estar asociado también a acciones no prostéticas de la biotina como la cantidad de
glucogeno almacenado, la actividad de las enzimas ACCL1 en higado y ACC2 en
musculo esquelético, el sistema endocrino GH/IGFI (Baez-Saldafa et al. 2009), o
la funcion endocrina y exocrina del pancreas (Larrieta et al. 2011), entre otras

posibilidades.

La disponibilidad de almidén en el agua, durante el ayuno prolongado como
preparacion para la administracion oral de almidéon permitié que los ratones del
grupo suficiente de biotina presentaran niveles 3.8 veces a los obtenidos sin el
consumo de almidén (Gémez, T, 2011) alcanzando casi el limite inferior normal;
mientras que para los grupos deficiente y suplementado, no hubo diferencia con
los valores registrados sin la ingesta de almidon durante el ayuno (Gémez, T,
2011). Durante la curva de glucosa en respuesta a la administracion oral de
almidon es claro que no hay una relacion dosis dependiente, ya que aunque los
grupos con las 3 dietas experimentales fueron diferentes en los primeros 30
minutos, la curva de los ratones en el grupo suplementado fue menor a la del
grupo suficiente. También llama la atencion que los ratones con la dieta comercial

tuvieron el mismo valor de glucosa basal que los deficientes, lo cual sugiere la
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conveniencia de revisar si la actual cantidad de biotina que contienen las dietas
comerciales para roedores en experimentacion es la adecuada. La latencia en el
incremento de glucosa sérica en el grupo deficiente podria interpretarse como
problemas en la digestion, pero es posible también que las mismas células del
tubo digestivo estén avidas de glucosa y la ocupen antes de liberarla a la
circulacién, ademés que la mayor demanda de energia por el cerebro o el sistema
inmune la capturen tan pronto aparece en el torrente sanguineo. Con base en
estas posibilidades, es necesario realizar los experimentos que puedan
comprobarlas. En el humano la absorcion de la glucosa proveniente del almidén
necesita entre 20 y 120 minutos para ser degradado antes de pasar a la
circulacién en forma de glucosa (Seal CJ, et al., 2003), mientras que en el raton
dilata 30 minutos (como se observa en el grupo suficiente); lo que concuerda con
el conocido metabolismo acelerado de esta especie (The Jackson Laboratory.

2003).

A diferencia de la clara compensaciéon de la glucemia en el grupo deficiente de
biotina, el moderado complemento energético del almidon equivalente al 2.75% no
modificé la actividad de amilasa sérica. Aunque en este trabajo no se determindé la
actividad de esta enzima sin la adicion de almidon ya que estudios paralelos
sugieren que no cambia por los tratamientos con las 3 dietas experimentales
(Carmona A. 2012). Este resultado es novedoso porque no tenemos conocimiento
de algun otro estudio que haya explorado la existencia de una interaccion entre el
consumo de almidon junto con la ausencia o el exceso de biotina en el alimento y

la actividad de esta enzima. Hasta donde se sabe, enfermedades como la
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pancreatitis aguda reportan una actividad elevada de la amilasa sérica (Wilding P.
and Dawson H. F. 1967; Owyang C., 2007; Tenner S, Steinberg W., 2010). Por
otra parte, el efecto esperado para la actividad de esta enzima fue el opuesto al
encontrado para el grupo deficiente y todavia mas inesperado fue el que dosis
farmacoldgicas de biotina provocaran el mismo resultado que para la ausencia de
esta vitamina. Se ha determinado que cuando la amilasa pancreética segregada a
la sangre produce niveles por encima de los valores normales, este exceso se
desecha en la orina (Mackenzie P. Messer M. 1976), por lo que es posible que
esto explique los bajos niveles de la actividad de esta enzima presentes en el
grupo deficiente y suplementado. Otra explicacion se basa en estudios realizados
a pacientes propensos a sindromes metabolicos y diabetes, indicando que los
bajos niveles de amilasa sérica pueden reflejar alteraciones metabdlicas y del
metabolismo anormal de glucosa asociados a resistencia a la insulina y/o
secrecion insuficiente de insulina (Nakajima et al. 2011). Asi, es evidente que se
requiere la realizacion de estudios disefiados para dilucidar el mecanismo de las
observaciones en la actividad de amilasa sérica tanto en la ausencia como en

presencia de dosis farmacoldgicas de biotina.

Es importante sefialar que este pequefo incremento de energia por la adicion de
un hidrato de carbono complejo tuvo un efecto positivo sobre la glucosa sérica y
en el peso corporal, sin obtenerse el mismo resultado cuando, en las mismas
condiciones experimentales, se adiciono fructosa en lugar de almidon (Carmona A.
2012); por lo que se propone reconsiderar que un hidrato de carbono complejo

proporcione las mismas calorias que uno simple.
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El consumo de agua y alimento reportado en este trabajo concuerda plenamente
con los datos reportados para cualquier cepa de ratones sin complementacién
alguna en el agua de uso. Los ratones son animales de habitos nocturnos de tal
manera que aproximadamente el 70% del alimento es consumido durante la
oscuridad (Ellacott K., Morton G, 2010). En un ciclo de 24 horas el aporte
energético del alimento consumido por ratones macho de 7 a 9 semanas de edad
es de 10-12 kcal / g de peso corporal (media de 13 cepas; Jackson Laboratory).
En este estudio fue posible corroborar este dato ya que en el aporte energético se
encontré entre 10.5 + 0.2 kcal/g. Con respecto a la ingesta diaria de agua, en un
estudio realizado para 28 cepas de ratones macho se reporta un valor promedio
de 5.7 £ 0.2 mL/30 g p.c. hasta 11.4+ 0.5 mL/30 g p.c., n=28; (Bachmanov A. et
al., 2002). El consumo de agua para los ratones de este estudio fue de 3-5 mL con
un peso promedio de 20 g, valor que corresponde al reportado. Estas
equivalencias permiten afirmar por una parte, que el almidén no produce efecto
alguno en la percepcion de las sefales fisiologicas de hambre y sed en los
ratones; y por la otra que las acciones descritas se deben especificamente a este

hidrato de carbono.

Cuando los ratones son sometidos a un ayuno de 5 horas el consumo de alimento
hasta satisfaccion (este estudio) es el mismo que para aquellos que no tienen
algun complemento en el agua de uso (Coxtinica T. 2012); asi que el almidén

adicionado en el agua no provoca mayor saciedad.
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Con respecto al estudio conductual no se presentd alguna diferencia en las
actividades de los ratones para las diferentes dietas. Puesto que los ratones son
animales nocturnos y duermen durante el dia, seria conveniente realizar este
estudio durante el periodo de oscuridad para comparar entre los comportamientos

ya observados.

11. CONCLUSIONES

e El complemento del almidén en el agua de uso alivié la hipoglucemia
provocada por la deficiencia de biotina.

e No existe una relacion dosis-respuesta entre las dietas experimentales o
comercial utilizadas en este estudio con los parametros analizados.

e La deficiencia y suplementacion de biotina vinculadas con el almidén
inhibieron la actividad de la a-amilasa.

e La energia proporcionada por el almidon retras6 2 semanas la interrupcion
del crecimiento corporal.

e Se requiere revisar la cantidad de biotina que contienen las dietas
comerciales para roedores en experimentacion.

¢ La dieta suplementada solamente afectd la actividad de a-amilasa.

e El almidén de maiz no afecta las sefales fisiolégicas de hambre y sed.

e La complementacion con almidén de maiz no modifica la sensacion de

saciedad.
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ANEXO

Material

Probetas de 100mL

Vaso de precipitados de 250mL

Tubos Eppendorf de 1.5 mL

Tubos Eppendorf de 0.6 mL

Tubo Falcon de 50mL con Sevoflurano

Capilares de vidrio

Micropipetas de 20uL, 200uL y 1000uL.

Puntas de plastico

Microplaca para EIA/RIA Costar

11.Bolsas para residuos biolégicos

12.Pinzas y tijeras de cirugia
13.Solucién de PBS
14.Nitr6égeno Liquido

15.Solucién salina al 0.9%.

Solucion de almidén al 2%
Solucién de almidon al 4%
Balanza digital

Centrifuga Eppendorf 5415R

Espectrofotometro: Lector de Microplacas Biotek EL808
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