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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial. El principal factor de riesgo que contribuye a su
incremento es la hipertension, la cual consiste en una elevacion de la presion
arterial debido a multiples factores. La hipertension es un problema de salud
publica con un importante costo social y econdmico en nuestro pais. De acuerdo a
la ENSANUT 2012, en seis afios, la incidencia ha incrementado un 19.7%,
afectando, a 1 de cada 3 adultos mexicanos. El objetivo principal del tratamiento
de la hipertension no es soélo el control de la presion arterial, sino también la
reduccion de riesgo cardiovascular. Por lo que es sumamente importante el uso de
nuevos farmacos o el uso de terapia combinada. Entre otros la biotina es una
vitamina que participa como cofactor de las carboxilasas y se ha reportado que a
concentraciones farmacoldgicas modifica la expresion génica y tiene efectos en
diversos procesos biolégicos. Se ha reportado que la biotina tiene un efecto
antihipertensivo en ratas espontdneamente hipertensas, pero es el Unico estudio
realizado hasta el momento, por lo tanto, en el presente trabajo aportamos nuevos
conocimientos en el mecanismo de accion de su efecto hipotensor y los resultados
sugieren que la biotina ejerce el efecto a través de un mecanismo independiente
de la produccion de 6xido nitrico.

Palabras clave: hipertension, vitamina, biotina, cofactor de carboxilasas.



ABSTRACT

Cardiovascular diseases are the leading cause of morbility and mortality in
worldwide. The main risk factor that contributes the development of these diseases
is hypertension, which is high blood pressure due to multifarious factors.
Hypertension is a public health problem with significant social and economic costs
in our country. According to ENSANUT 2012, in six years, the incidence has
increased by 19.7 %, affecting, 1 of 3 mexicans adults. The main goal in the
treatment of hypertension is not only controlling blood pressure, but also reducing
cardiovascular risk. So, it is extremely important the use of new drugs or a
combination therapy. Among them, biotin is a vitamin that acts as a covalently
bound coenzyme of carboxylases and pharmacologic concentrations of biotin
affect gene expression and have wide repertoire effects on systemic processes.
Pharmacological concentrations of biotin have been found to reduce hypertension
in rats, but it is the only studies which exist up to the moment. Therefore, our
results offer new insights into the mechanisms of biotin when mediated
hypotensive effects and these results suggest that the mechanism underlying the
effect of biotin is based on a nitric oxide-independent production.

Keywords: hypertension, vitamin, biotin, carboxylase cofactor.
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1. INTRODUCCION

1.1 LA BIOTINA

La biotina (vitamina B 7, 8 o vitamina H) quimicamente es un derivado
biciclico de la urea, formando con el azufre un ciclo de tetrahidrotiofeno y un anillo
imidazol unidos (Figural). Su molécula contiene tres centros quirales, lo que
determina la aparicion de ocho formas estereoisoméricas. La biotina se encuentra
unida de modo covalente a las enzimas con las que interactia, mediante un enlace
amidico entre el carboxilo de la cadena lateral y un grupo de épsilon-amino de un

residuo de lisina ?+%9.

0
Anillo
vreido HN mq
H ‘ 3
4 )""\/\coon
Acido vakérnico
emdroiofeno |-|

Figura 1. Estructura quimica de la biotina. Es un compuesto heterociclico, con un anillo ureido, unido a un anillo de
tetrahidrotiofeno y el acido valérico, contiene tres centros quirales ®*.

1.1.1. TIPOS DE CARBOXILASAS Y SU FUNCION

Esta vitamina es un nutriente esencial para la vida de los organismos, debido
a que es un cofactor importante involucrado en reacciones de carboxilacion y
descarboxilacion en células humanas. Existen 5 carboxilasas que son sintetizadas

como apocarboxilasas en el citoplasma y participan en diversos procesos




metabdlicos como la gluconeogénesis, la lipogénesis, la oxidacion lipidica y el
catabolismo de aminoécidos (Tabla 1) “%°7,

CARBOXILASA FUNCION

Cataliza la reaccion de piruvato a oxalacetato y es clave en

la gluconeogénesis.
Piruvato carboxilasa (PC)

Cataliza la conversion de propionil-CoA a metilmalonil-CoA
en la via catabolica de los &cidos grasos de cadena impar;
Propionil-CoA carboxilasa (PCC) . N . . .

asi como de los aminodcidos isoleucina, treonina,

metionina y valina.

Implicada en el catabolismo del aminoacido leucina,

convirtiendo el 3-metilcrotonil CoA a 3-metilglutaconil CoA.

Metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC)

Cataliza la carboxilacion de acetil-CoA formando malonil-

CoA, precursor en la sintesis, de acidos grasos. La
Acetil-CoA carboxilasa (ACC-1) y

(ACC-2)

isoforma 2 cataliza la misma reaccion regulando la beta

oxidacion.

Tabla 1. Tipos de carboxilasas y su funcién. Las enzimas acetil-CoA Carboxilasa (ACC) tanto en su forma citosélica
(ACC1) como mitocondrial (ACC2) y las enzimas mitocontdriales piruvato carboxilasa (PC), propionil-CoA carboxilsa (PCC) y

metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) participan en diversos procesos metabdlicos tales como la gluconeogénesis, lipogénesis

y catabolismo de aminoacidos “2°".

Las enfermedades debido a deficiencias genéticas de éstas enzimas en la
especie humana demuestran la importancia de la biotina, pues la alteracién en la
actividad de las carboxilasas generan alteraciones clinicas variables de gran
importancia como desoérdenes neuroldgicos, retardo del crecimiento y

anormalidades dermatoldgicas V.




La biotinilacion de las apocarboxilasas requiere la activacion de la biotina por
la hidrélisis de ATP, formandose un intermediario biotinil-5"-AMP (B-AMP) y es
catalizada por la holocarboxilasa sintetasa (HCS) en eucariontes (Figura 2). El
intermediario biotinilF-AMP (B-AMP) es utilizado para transferir a la biotina a un
residuo de lisina especifico, en una region altamente conservada en las
carboxilasas (metionina-lisina-metionina). El grupo biotinilo es transferido a la
apoenzima con liberaciébn de monofosfato de adenosina (AMP) para formar la

carboxilasa activa %9,

Unida a proteina
Lisira o
péptidos de sina Holocarboxlssn
sintetasa
}L Apocarboudlazas
" y dﬂ la {PCC, MCC, PC. ACC)
bictina
c [
m, !';I
Biocltina
[n]
Degradacion NJL "
protealiica H
©\/\/ﬂ\ /\/\/U
c 5
il
Hologarboxilasas e
Protanas Lipidos Carbohidratos.
Catabolismo de Sirmesis de Gluooneogénesis
aminoacidos acidos grasos

Figura 2. Ciclo de la biotina. Las dos principales enzimas en este ciclo son la holocarboxilasa sintetasa, la cual une
covalentemente a la biotina a las apocarboxilasas para formar holocarboxilasas y la biotinidasa, enzima que libera a la biotina
de la biocitina y de los péptidos biotinilados“®.



1.1.2. INGESTA ADECUADA DE BIOTINA Y ABSORCION

La ingesta 6ptima de biotina varia de acuerdo a las necesidades especificas,
como edad, sexo, etc. De acuerdo con ciertos calculos se realiz6 la siguiente tabla

(26.38) | as fuentes mas

tomando en consideracion la etapa de la vida (Tabla 2)
importantes en la obtencion de biotina son: la leche, los productos lacteos, los
huevos, los cereales, las legumbres, la coliflor, los cacahuates, los tomates, los
platanos, las alubias, la harina de trigo, la avena, el arroz integral, las carnes rojas,
las manzanas y las almendras. La disponibilidad de esta vitamina depende mucho
si se encuentra libre o unida a proteinas. La biotina libre se absorbe por los

enterocitos de la porcion distal del duodeno y proximal del yeyuno ©°3®),

Etapas de la vida Edad Biotina (ug/d)
Lactantes 0-6 meses 5
7-12 meses 6
Nifios 1-3 afios 8
4-8 afios 12
Pre adolecentes y 9-13 afios 20

adolecentes

14-18 afios 25
Hombres y mujeres » 19 afos 30
Embarazadas 14-50 afos 30
Mujeres durante lactancia 14-50 afos 35

Tabla 2. Ingesta adecuada de biotina. Valores de ingesta diaria adecuada de biotina de acuerdo con la etapa de vida y
sexo de cada individuo ?*®.




La absorcion intestinal esta regulada por la proteina cinasa C (PKC) y de
Ca** /via calmodulina. El efecto de la PKC es mediada por alteraciones en la
actividad o la abundancia de los transportadores de biotina ¢°®%. La biotina unida a
las holocarboxilasas puede ser liberada en forma de biocitina por degradacion
proteolitica de las holocarboxilasas. Esta biocitina puede ser reutilizada por otras
carboxilasas (ciclo de la biotina) (Figura 2), o ser catalizada hacia biotin sulféxido o
a bisnorbiotina y es excretada en orina ©9. Posteriormente pasa al torrente
sanguineo y entra a las células mediante el transportador multiple de vitaminas
dependiente de sodio (SMVT) que reconoce principalmente la porcion del acido

valerico de la biotina ©.

1.1.3. EFECTOS DE LA SUPLEMENTACION CON BIOTINA SOBRE LA
EXPRESION DE GENES

Se descubri6 que ademas de participar en procesos metabdlicos como
grupo prostético de las carboxilasas, a concentraciones farmacolégicas modifica
funciones biologicas a través de un efecto sobre la expresidn genética. Los
procesos bioldgicos que modifica incluyen la proliferacién celular, el desarrollo
embrionario, funciones inmunoldgicas y el metabolismo de carbohidratos y lipidos
(56.66) sy efecto en la expresion de genes no se debe sélo a la biotina, sino también
a sus metabolitos y no parece estar mediado como resultado de un incremento en

la actividad de las carboxilasas “¢¢.

1.1.4. MECANISMOS MOLECULARES DE ACCION DE LA BIOTINA

A pesar de que existen multiples estudios documentando el efecto de la
biotina en la regulacion de la expresion génica y procesos sistémicos, los

mecanismos moleculares por los cuales se producen estos efectos permanecen




poco estudiados. Hasta el momento se han propuesto dos mecanismos para
explicar el efecto de la biotina sobre la expresion génica en mamiferos. El primero
es a través de la via de sefializacion de la guanilato ciclasa soluble/proteina cinasa
G (GCs/PKG). Y el segundo es la biotinilacién de histonas “¢®9. Estos mecanismos

no son necesariamente excluyentes, por lo que podrian coexistir.

1.1.4.1. Activacién de la guanilato ciclasa soluble

Los estudios pioneros de Vesely, en 1982, descubrieron que la adicion de
biotina a extractos celulares aumentaba la actividad de la GCs. A partir de
entonces, diversos estudios han identificado que un denominador comun en el
efecto de la biotina sobre la expresion genética involucra el incremento en la
actividad de la GCs, la elevacion de las concentraciones de guanosil monofosfato

ciclico (GMPc) intracelular y la participacion de la PKG, (Figura 3) %61,

Solérzano y colaboradores (2002), propusieron que el compuesto biotinil—
AMP es el vinculo en la cascada de fosforilaciones involucradas en la regulacion de
la expresién genética por la biotina ®V. Este compuesto es formado por la
holocarboxilasa sintetasa y encontraron que la regulacion de la expresion de la
acetil-CoA carboxilasa, la propionil-CoA carboxilasa y de la propia holocarboxilasa
sintetasa, requiere de la actividad enzimatica de la holocarboxilasa sintetasa. Con
base en sus resultados, los autores proponen que el biotiniFAMP, por un
mecanismo aun no conocido activa a la guanilato ciclasa soluble y que de esta
manera, se incrementa el contenido de GMPc, que a su vez activa a la PKG(Figura
3), favoreciendo asi una serie de fosforilaciones que pueden modificar la expresion

de genes 2159,
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Figura 3. Mecanismo de accién de la biotina a través del GMPc. La holocarboxilasa sintetasa (HCS) patrticipa en la
sintesis de biotinil-AMP, el cual aumenta la actividad de la guanilato ciclasa soluble (GCs) por un mecanismo desconocido.

Este incremento de la GCs aumenta las concentraciones de GMPc intracelular, el cual activa a la proteina cinasa G (PKG), la

cual puede fosforilar diferentes proteinas que participan en la expresion genética %,

La via de sefalizacién mediada por GMPc puede ser iniciada por dos tipos
de moléculas: el 6xido nitrico (NO), que tiene como diana la guanilato ciclasa
soluble (GCs) y los péptidos natriuréticos, cuya diana es la guanilato ciclasa de
membrana 6 particulada (GCp), que a su vez activa a cinasas especificas las
cuales pueden fosforilar diferentes proteinas que participan en la expresion

genética.

1.1.4.2. Biotinilaciéon de histonas

Otro mecanismo molecular que podria estar involucrado en el efecto de la
vitamina sobre la expresion genética es la biotinilacién de histonas. Varios estudios

han demostrado que la biotina se une a las proteinas histonas de manera
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especifica en varios tipos celulares, lo que sugiere que la biotina podria modificar la
expresion génica a este nivel molecular Y. Entre las funciones relacionadas con la
biotinilacion de histonas estd un decremento de linfocitos polimorfonucleares
durante la proliferacion celular, cambios durante el ciclo celular en células
sanguineas humanas, e incremento en la biotinilaciéon de histonas por exposicion a

luz ultravioleta en células Jukarts 49,

Por medio de estudios “in vitro” se demostr6 que las histonas son
susceptibles a ser biotiniladas, lo que otorga una explicacién a la presencia de
biotina en el nudcleo y a la relacion entre biotina e histonas. Ademés, se ha
reportado que las histonas en las células se encuentran biotiniladas y se ha
propuesto que esta modificacion covalente, similar a la metilacion y/o acetilacion de
las histonas, podrian ser parte de los mecanismos a través de los cuales la biotina

modifica la expresion genética *>49.

Estudios realizados por Narang y colaboradores (2004), encontraron que la
holocarboxilasa sintetasa esta asociada con la cromatina y la ldmina nuclear y que

durante la mitosis, se encuentra distribuida en estructuras en forma de anillo (39),

Ademas, los fibroblastos derivados de pacientes con la enfermedad de
deficiencia mdltiple de carboxilasas, los cuales tienen alterada a la enzima
holocarboxilasa sintetasa, presentan menos histonas biotiniladas que los

fibroblastos derivados de individuos sanos @7,

Debido a la importancia de la biotina como cofactor de las carboxilasas

(tabla 1) en los procesos sistémicos como la gluconeogénesis, lipogénesis y




catabolismo de aminoacidos, cabe mencionar que tiene una estrecha relacion con

la presion arterial asi como la hipertension, entre otras alteraciones fisiologicas.

1.2. PRESION ARTERIAL

La presion arterial (PA) es la fuerza hidrostatica que ejerce la sangre contra los

vasos que la contienen el valor de la PA depende de:

1) El volumen de sangre bombeada por el ventriculo izquierdo por unidad de

tiempo (gasto cardiaco) ©.

2) La resistencia al flujo de sangre debido a los vasos en las periferias del

campo vascular ¢,

Estos factores afectan la salida de sangre del corazon y estan regulados por
el sistema nervioso autbnomo (SNA), que activa los receptores adrenérgicos en el
nodo sinoauricular, el miocardio y el masculo liso de la pared arterial, de venas y de

vénulas “39,

La PA es mayor en la raiz de la aorta y las arterias, disminuyendo a lo largo
del tracto vascular, siendo la PA minima en la auricula derecha. La sangre fluye a
través de los vasos conforme a un gradiente de presion y es el resultado de entre el
volumen cardiaco por minuto (VMC) y la resistencia arteriolar periférica (RP), la

cual esta determinada por el tono y el estado de las arterias ©°.

La PA se genera con la contraccion de los ventriculos, durante la sistole
ventricular la presion arterial adquiere su valor maximo (presion sistolica) y sus

valores son aproximadamente de 120 mmHg. La presion sistélica refleja la
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contractilidad ventricular izquierda. La presion minima coincide con la diastole
ventricular (presion diastélica) y sus valores son entre 60-80 mmHg y esti en
relacion con la elasticidad de las arterias que transmiten la energia desde sus
paredes a la sangre durante la diastole. La presion diastdlica indica un estado de
resistencia vascular periférica. Por otro lado, la presion sanguinea promedio de un
individuo durante un ciclo cardiaco se denomina presion arterial media (PAM), esta
proporciona el valor de presion con que la sangre llega a los tejidos, es por tanto la

fuerza efectiva que conduce la sangre a lo largo del sistema vascular &%,

El SNA regula las funciones viscerales o funciones que se producen sin
control como son la frecuencia cardiaca, la presion arterial y la digestion. Tiene dos
divisiones: simpético (conocido también como sistema adrenérgico Yy
noradrenérgico) y parasimpatico ®®. La actividad simpéatica del SNA participa
directamente en la regulacion de la presion arterial, a través de cambios en la
liberacion de sustancias adrenérgicas como las catecolaminas (CA) por las
terminales nerviosas simpaticas y la médula adrenal. Esta liberacidén es coordinada,

aunque sus acciones no son siempre simultaneas y congruentes ¢ %8,

El tono muscular de las arteriolas esta regulado en el corto plazo por
mecanismos extrinsecos e intrinsecos. Extrinsecos: 1) la regulacion nerviosa
(simpatica y parasimpatica); 2) la humoral; y 3) la hormonal. Factores intrinsecos:
a) autocrinos, b) paracrinos; c) intracrinos, los derivados del endotelio y del
metabolismo celular; los cuales participan en la autorregulacion (‘reflejo

miogénico”) 1848,
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1.2.1. REGULACION NERVIOSA DE LA PRESION ARTERIAL

En la regulacion nerviosa de la presion arterial, ante un aumento agudo de la
PA se distienden los barorreceptores arteriales (BRs) aértico y carotideo, ubicados
en el arco adrtico y en el seno carotideo, también llamados BRs aortocarotideos
“‘de presion alta”. Que envian las sefiales sensadas al SNC por via del nervio
aortico combinado con el neumogastrico, el grupo celular del arco aértico y del
nervio glosofaringeo (nervio de Hering) al seno carotideo. Estas sefales o reflejos
inhiben en el centro vasomotor del bulbo raquideo al SNS, luego de hacer sinapsis
con el nacleo del tracto solitario (NTS) y al mismo tiempo aumenta el tono

parasimpatico "),

A medida que un BR es estirado en forma creciente va aumentando el
namero de impulsos o0 potenciales de accion que viajan por el nervio
correspondiente hacia el centro vasomotor, si la presion baja, el descenso de PA

puede llegar a un valor por debajo del cual no hay mas descargas (umbral del BR).

Los BR responden a alteraciones del volumen de llenado cardiaco y cuando
son estimulados por un aumento responden por medio de fibras aferentes al
cerebro para inhibir el SNS y disminuir la secrecién de catecolaminas (CA) y de

renina evitando el aumento de la presién arterial PA ¢425:32),

Existen neurotransmisores del tipo CA (ej. noardrenalina), los cuales poseen
acciones sistémicas que son mediadas por la unién a receptores de membrana
plasmatica acoplados a proteinas G (), los cuales estan ampliamente distribuidos
en el organismo y se conocen como receptores adrenérgicos. Estos receptores

ocasionan diferentes efectos dependiendo de las proteinas efectoras a quienes se
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encuentran asociados. Los efectos fisiologicos producidos por las CA son variados

y dependen del receptor especifico al cual se unen y del tejido 42,

1.2.2. TIPOS DE RECEPTORES

1) La familia de los receptores alfa (a) con sus subtipos 1y 2. Los a1 se
localizan en las células efectoras postsinapticas, en musculo liso vascular, uréter,
Utero, esfinteres vesicales, gastrointestinales, glandulas salivales y sudoriparas. Su
accion en el masculo liso es la constriccidon, excepto a nivel gastrointestinal, donde
produce relajacion. En caso de los a2 se encuentran en SNC, plaquetas y en las
células B del pancreas, su estimulacion a nivel masculo liso vascular y corazén

provoca bradicardia, vasodilatacion, hipotension y efecto inotrépico negativo 19,

2) La familia de los receptores beta (B) (B-adrenérgicos) con sus tres
subtipos B1, B2 y el B3. Intervienen en la contractilidad y la frecuencia cardiacas
(corazon y musculo liso; vascular y bronquial), la estimulacion B aumenta la
frecuencia cardiaca mientras que la colinérgica la disminuye. Los agonistas (31
tienen efectos estimulantes cardiacos mientras que los B2 intervienen en la

vasodilatacién y broncodilatacion 1),

1.2.3. FACTORES SISTEMICOS QUE REGULAN EL TONO
VASCULAR

a) Sistema simpatico-adrenal: Regula la funcion del sistema cardiovascular
a través de receptores adrenérgicos. Los agentes vasoconstrictores del sistema
simpatico también estimulan el sistema cromafin de las glandulas suprarrenales,
para la produccibn de adrenalina y disminuye las concentraciones de

noradrenalina. Las catecolaminas disminuyen el flujo de sangre vascular a traves
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de los riflones produciendo un decremento en la excrecion de sodio y agua.

También producen una activacion del sistema renina-angiotensina @432,

b) Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA): Es regulador de la
PA en el mediano y largo plazo. Ejerce un papel central en la fisiopatologia de la
hipertension arterial, balance hidroelectrolitico y de la insuficiencia cardiaca.
interactua con el sistema simpatico y el 6xido nitrico sintetizado por el endotelio.
Sus acciones principales incluyen la de regular la PA y el tono vascular, asi como

facilitar la transmisién simpética. El producto final del SRA es la angiotensina Il
(7,13)

Los participantes del SRAA son: la renina, el angiotensin6geno, angiotensina
I (Ang 1), angiotensina Il (Ang Il), enzima convertidora de angiotensina (ECA) y
aldosterona . La renina que acttia sobre el angiotensindgeno, sintetizado en el
higado, lo transforma en angiotensina | (Ang I), el cual es un decapéptido sin
accion biologica, luego por accién de la enzima convertidora de angiotensina
(ECA), transforma a la Ang | en el octapéptido angiotensina Il (Ang Il), hormona

efectora final del sistema 329,

La ECA es el vinculo mas importante entre el sistema SRAA y el sistema de
cininas, ya que las degrada. Ademas, los inhibidores de la ECA potencian las
acciones de la bradicinina al reducir su degradacion, lo que aumenta el
acoplamiento de la bradicinina a sus receptores B1 y B2 en las células endoteliales

gue ademas tienen los componentes necesarios para la sintesis de angiotensina Il.

La Angiotensina Il es un péptido que controla la presion arterial por la

regulacion del metabolismo del sodio Na* y el agua en el rifién, ya que a través de
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sus acciones sobre el sistema nervioso central aumenta el tono del muasculo liso
vascular y la liberacion de aldosterona. Los efectos de la Ang Il son mediados por
receptores, de los que se han identificado y clonado varios tipos: un (AT1), dos
(AT2) y cuatro (AT4). La mayoria de los efectos de la Ang Il estan mediados por el
receptor AT1 y se expresan en las células del musculo liso vascular, células
endoteliales, fibroblastos, macréfagos, cardiomiocitos, células renales, cerebrales y

suprarrenales 49,

La aldosterona es una hormona esteroidea secretada por la zona glomerular
de la corteza suprarrenal. Regula la presion arterial ejerciendo sus efectos en la
zona distal tubular de la nefrona, aumentando la reabsorcion agua y Na’,

conduciendo a la expansion del volumen de fluido extracelular (82425,

c) Sistema vasopresina (VP): También llamada hormona antidiurética
(ADH) es almacenada y secretada por la glandula hipdfisis (hipotalamo-hipofisaria)
® La VP es un nonapéptido que se sintetiza en las neuronas magnocelulares
localizadas en los nucleos supradptico y paraventricular del hipotdlamo como pre-
prohormona y esta constituida por el nonapéptido arginina vasopresina (AVP), pero
la liberaciébn de la AVP es secundaria a estimulos osmoéticos, hipovolémicos,
hormonales y no osméticos ‘. Es esencial para mantener el equilibrio hidrico y la
estabilidad cardiovascular. Modula la excrecion renal de Na®, la contraccion,
relajacion miocardica y el tono vascular. Participa en la homeostasis cardiovascular
a través de la vasoconstriccion, el mantenimiento de las resistencias vasculares

sistémicas y de la presion arterial 59,

El desequilibrio de los factores sistémicos antes mencionados y que regulan

el tono vascular, aumenta el riesgo de padecer una enfermedad cardiovascular y

renal como la hipertension arterial (HTA) %2,
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1.3. HIPERTENSION ARTERIAL

A nivel mundial, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que la
HTA causa la muerte de 7.5 millones de personas y representan 12.8% del total de
las defunciones. Ademas, sefala que uno de cada tres adultos tiene hipertension

| (15.29)

arteria , 1o que preocupa por las complicaciones que genera: insuficiencia

cardiaca, enfermedad vascular periférica, insuficiencia renal, retinopatia y

discapacidad visual .

La HTA es un problema de salud publica con un importante costo social y
econémico en nuestro pais, es uno de los principales factores de riesgo para
padecer enfermedades cardiovasculares y renales, los cuales son importantes
causas de mortalidad en México. De acuerdo a la Encuesta Nacional de Salud y
Nutricién 2012 (ENSANUT) ") en seis afios, la prevalencia ha incrementado en un
19.7%, afectando, a 1 de cada 3 mexicanos adultos, es decir, el 31.6% de la
poblacién mexicana. En el caso de los hombres la prevalencia mas baja se registr
en el grupo de 20 a 29 afos de edad y la mas alta en el grupo de 80 0 mas afos,
siendo este 7.8 veces mayor. En cuanto a la prevalencia en las mujeres la mas alta
se registré en el grupo de 80 afios 0 mas, siendo de 3.5 veces mayor que en la
grupo de 20 a 29 afios 7.

Durante el afio 2011, las entidades que presentan las tasas de mortalidad
mas bajas debidas a la hipertension arterial en el pais fueron Quintana Roo (9.04
por cada 100 mil personas de 15 afios y mas), Yucatan (13.98) y Chiapas (14.63);
mientras que Oaxaca, Veracruz y Michoacan concentraron las tasas mas altas
(39.40, 29.76 y 28.65, respectivamente) “7.
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La HTA se define como un padecimiento cronico, en el cual la caracteristica
principal es un aumento sostenido de la presion arterial de acuerdo a la NOM-030-
SSA2-2009, 2140/90 mmHg (PA sistdlica/PA diastdlica, respectivamente) (Tabla 3).

33 El riesgo de una enfermedad cardiovascular es menor con PA sistdlica (PAS)

menores a 120 mmHg y PA diastélica (PAD) menor a 80 mmHg #7249,
CATEGORIA SISTOLICA (mmHg) | DIASTOLICA (mmHg)
Normal <130 <85
Normal alta 130-139 85-89
Hipertensién etapa 1 (ligera) 140-159 90-99
Hipertensién etapa 2 (moderada) 160-179 100-109
Hipertensién etapa 3 (severa) 180-209 110-119
Hipertensién etapa 4 (muy severa) >210 >120

Tabla 3. Valores de presién arterial. Presion sistélica y diastdlica considerada para la clasificacion de presion arterial .

La hipertension arterial (HTA), constituye en la actualidad uno de los
capitulos mas interesantes en la patologia cardiovascular por dos importantes
aspectos: la morbilidad y la mortalidad a que conducen sus consecuencias y
complicaciones. Sus antecedentes tienen bases desde que W. Harvey estableciera
sus investigaciones primarias sobre los estudios de la hipertension, pasando por

Hale, Poiselle, Ludwig, Bash, e innumerables investigaciones mas hasta nuestros
dl'as (27,31,32)

La HTA ha incrementado sobre todo en estos Ultimos afos, de una manera

tan alarmante que se puede considerar como una pandemia que afecta a millones

de seres humanos, convirtiéndolas en un problema universal %39,
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La industrializacion, la urbanizacion, y la globalizacion que se esta operando
en los paises en vias de desarrollo como el nuestro se relaciona a un incremento
del consumo de grasas saturadas, disminucion de la ingesta de vegetales y a un

incremento de las cifras de presion arterial (PA) “V.

De acuerdo a su etiologia, la hipertension se puede clasificar en dos grupos:

1.- Esencial o primaria: Es multifactorial, no hay causa médica especifica y
esta fuertemente relacionada con los habitos de estilo de vida, representan

el 90-95% de los casos diagnosticados 9.

2.- Secundaria: Resultado de condiciones preexistentes, como insuficiencia

cardiaca congestiva, arteriosclerosis o inducida por farmacos y drogas 949,

1.3.1. EL ENDOTELIO VASCULAR EN EL DESARROLLO DE LA
HIPERTENSION ARTERIAL

El rol del endotelio vascular en el desarrollo de la HTA estd ampliamente
relacionado con el dafio vascular. La hipertensién se acompafia de alteraciones
morfolégicas y funcionales del endotelio. Las primeras incluyen acumulacion
subendotelial de fibrina e infiltracién de las células endoteliales, en tanto que las
segundas abarcan regulacion del tono vascular dependiente del endotelio, que
comprenden modificaciones en procesos mediados por Oxido nitrico (NO),

endotelina y productos de las ciclooxigenasas (6%,

A consecuencia de una alteracion en el balance entre sustancias
vasoconstrictoras tales como tromboxano e isoprostanos y vasodilatadoras como el
NO, las especies reactivas de oxigeno contribuyen a las contracciones

dependientes del endotelio y al incremento de la resistencia vascular periférica *©.
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Las células endoteliales secretan endotelina, una sustancia que produce

contraccion del musculo liso vascular, lo que ocasiona que el didmetro del vaso

disminuya y asi mismo aumente la tensién en la pared del vaso (Figura 4) 82439
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Figura 4. Esquema de vena, arteria y capilar. Las arterias tienen paredes gruesas, duras y elasticas, que soportan la
alta presion de la sangre. Los capilares tienen paredes formadas solo por una capa de células. El intercambio de gases,
nutrientes y residuos del metabolismo entre la sangre y las células del cuerpo se produce a través de estas delgadas
membranas capilares. La sangre de los capilares entra a las vénulas, que se juntan formando las venas. Las venas tienen
una luz mayor que las arterias, tienen las paredes méas delgadas, mas facilmente dilatables, con lo que se minimiza la
resistencia al flujo de sangre en su retorno al corazén “®.

La regulacion de los procesos vasodilatadores y vasoconstrictores es
sumamente compleja y depende no soélo de las concentraciones de NO, sino
también del compartimiento celular, de la via de sefializacién activada, la condicion
fisiopatoldgica presente, el estado redox celular y la presencia de otros mediadores

celulares (acetilcolina, noradrenalina, bradicinina y angiotensina). Asimismo,

18



cuando la sintesis y/o liberacién del NO es deficiente la capacidad homeostatica del

endotelio vascular empeora, produciéndose la disfuncién endotelial 92429,

1.3.2. OXIDO NITRICO E HIPERTENSION

El NO participa en una gran variedad de acciones fisioldgicas, bioquimicas y
patolégicas en las que act(la de manera directa o indirecta ©?. Es sintetizado por
una familia de tres isoenzimas que representan productos de genes distintos: la
oxido nitrico sintasa neuronal (nNNOS, por sus siglas en inglés), endotelial (eNOS) e
inducible (INOS) @, ElI NO regula el tono vascular, la perfusién coronaria, la
permeabilidad capilar y la agregacion plaquetaria. También desempefia un rol
importante en el control de la angiogénesis, la inflamacion y la proliferacion celular
vascular. En el miocardio regula el acoplamiento excitacién-contraccion, la
frecuencia cardiaca, el tono vegetativo, la respiracién mitocondrial (metabolismo
energético), los procesos de hipertrofia, apoptosis y la fase tardia del
preacondicionamiento isquémico ?°. La liberacién de NO se produce por la accién
de varias sustancias como: Ang Il, acetilcolina, bradicinina, ADP, histamina, 5
hidroxitriptamina, serotonina, nitroglicerina, nitratos, prostaciclina, noradrenalina y
acidos grasos insaturados. ElI NO actia como un vasodilatador, como
antiagregante plaquetario, como neurotrasmisor, en la inmunomodulacion, la

proliferacion celular y la interaccion de células endoteliales y leucocitos ©¥.

El NO realiza sus funciones a través de dos diferentes vias de sefializacion:
GMPc dependiente y GMPc independiente ©. La via del GMPc dependiente de NO
conlleva a la activacion de la enzima guanilato ciclasa, lo que aumenta los niveles
de GMPc y a su vez modula la actividad de la proteina cinasa G (PKG). La via
independiente del GMPc se produce principalmente a través de S-nitrosilacion, una

modificacién de proteinas importantes relacionadas con la sefializacién celular (7).
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Es ampliamente aceptado que la liberacién de NO y la cascada de GMPc
desempefian una participacién crucial en la regulacién de la presion arterial. Varios
estudios sugieren que el deterioro en la liberacion de NO desde las células
endoteliales esta relacionado con la hipertensién. Ademas, parece que la
disfuncién endotelial es en parte hereditaria, pero el endotelio se deteriora aiin mas
durante la evolucion de la hipertension, sugiriendo que la disfuncién endotelial en la
hipertension ya establecida podria ser la causa o0 la consecuencia de la

enfermedad hipertensiva .

1.3.3. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE LA HIPERTENSION
ARTERIAL

El objetivo del tratamiento de la hipertensién arterial es prevenir la
enfermedad cardiovascular y la muerte, esto se logra al mantener cifras de presion
arterial menores o iguales a 130/90 en pacientes con enfermedades
cardiovasculares ©4%. Con esta medida se reduce en un 40 % el riesgo de
enfermedad cerebrovascular y el riesgo de muerte por cualquier causa
cardiovascular en un 20%, la monoterapia es efectiva en la mitad de los pacientes,
y aquellos pacientes que se encuentran en un grado 2 o 3 de HTA requieren mas
de un farmaco para su control efectivo ®*V. Considerandose adecuado el uso de
combinaciones de farmacos que permitan un mejor control de la HTA, con dosis
mas bajas y menos efectos secundarios (el uso combinado de antagonistas beta
adrenérgicos, de inhibidores de la enzima de conversion de la angiotensina
(IECAs), antagonistas del receptor de la Ang Il (ARAIl), con diuréticos,

respectivamente) 949,

Los diuréticos y antagonistas beta adrenérgicos siguen siendo los agentes

de primera eleccién por la amplia experiencia en su uso y el margen de seguridad
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que ofrecen, que se traduce en términos de capacidad de disminuir la

morbimortalidad provocada por la HTA ©:22),

1.3.4. USO DE VITAMINAS EN EL TRATAMIENTO DE DIVERSOS
PADECIMIENTOS

El conocimiento de la funciébn y los mecanismos moleculares de las
vitaminas ha permitido el desarrollo de medicamentos que actualmente son usados
en el tratamiento de diversas afecciones. Ejemplos de ellos son el extenso y
profundo estudio de las acciones biolégicas y mecanismos moleculares de las

vitaminas liposolubles A y D (01128,

Otra vitamina, la niacina (vitamina hidrosoluble del complejo B), es usada
desde 1955 en el tratamiento de dislipidemias, existiendo en la actualidad amplios
conocimientos sobre sus mecanismos de accion, lo que ha generado la produccion
de diversos farmacos que son comercializados por compaifiias farmacéuticas ©°.
Existen comercialmente medicamentos disponibles que contienen cantidades
farmacoldgicas de biotina (2mg) en combinacién con el picolinato de cromo (600
1Q), los cuales se usan en pacientes diabéticos, mejorando los niveles de glucosa y

triglicéridos en suero @3,

21



2. ANTECEDENTES

En el ailo 2008 Watanabe y colaboradores reportaron que concentraciones
farmacoldgicas de biotina reducen la hipertensibn en ratas de la cepa
espontaneamente hipertensas propensas a infarto (SHRSP). La administracion de
biotina durante 8 semanas (1.2 mg/kg de peso) redujo la presion arterial sistélica, el
engrosamiento de la arteria coronaria y la incidencia de ataque cardiaco ©”. El
efecto antihipertensivo de la biotina fue también observado de 6 a 10 horas

después de la administracion intraperitoneal de dosis Gnicas de 0.5y 5 mg ©”.

Por otro lado, uno de los mecanismos propuestos sobre la accion de la
biotina en funciones biolégicas, es a través de la via de la GCs/GMPc. En los
estudios de Watanabe en 2008, el pretratamiento con un inhibidor de la GCs aboli6
el efecto hipotensor de la biotina, mientras que el pretratamiento con un inhibidor
de la 6xido nitrico sintasa no tuvo ningun efecto sobre la actividad de la vitamina.
Los resultados sugirieron que el mecanismo de la accion hipotensora de la biotina
se basa en una activacion de la GCs independiente de la formacién de NO ©”. Sin
embargo, en un estudio realizado en el 2009 por Rodriguez y colaboradores,
demostraron que dosis farmacolégicas de biotina (10 nmol) participan en la
produccion de NO en células linfoides y que la generacion de NO dependiente de la
vitamina esta mediada por un aumento en la expresion de las sintasas de Oxido
nitrico endotelial (eNOS) y neuronal (nNOS) “®. También la generacién de NO
dependiente de la vitamina aumentd la abundancia de GMPc, consistente con

estudios previos que revelaron que el NO es un activador de la GCs ©.
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3. JUSTIFICACION

Los datos epidemioldgicos indican que la hipertension es un importante
factor de riesgo para enfermedades cardiovascular en varios paises del mundo ©2).
En la actualidad, la mayoria de las personas hipertensas viven en paises en vias
de desarrollo, ¥ donde se presume que su nimero aumentara en las proximas
décadas, lo que inevitablemente conducirA a una mayor incidencia de
enfermedades cardiovasculares . La hipertensién es un importante factor de
riesgo para infarto de miocardio, accidente cerebrovascular, insuficiencia cardiaca,
asi como renal y muerte prematura ®. La deteccién temprana y gravedad del dafio
a los organos diana y las enfermedades secundarias asociadas, son claves
determinantes del prondéstico cardiovascular en pacientes que sufren de
hipertension arterial ??. El rapido incremento de estas enfermedades en México
1547 y a nivel mundial “Y hace apremiante el desarrollo de nuevos farmacos y
estrategias para su prevencién y tratamiento. La biotina es una vitamina
hidrosoluble del complejo B que podria ser usada con estos fines, ya que existen
varios estudios donde se ha demostrado que concentraciones farmacologicas de
biotina reducen la hipertrigliceridemia “? y la hiperglucemia en personas ©®, asf
como en modelos experimentales animales ©°. Estas alteraciones estan asociadas
a enfermedades que empeoran el pronéstico de la hipertension y de otras
enfermedades cardiovasculares, quienes a su vez son manifestaciones clinicas del

sindrome metabdlico.

Hasta el momento se conoce poco sobre los mecanismos moleculares
mediante los cuales la biotina produce sus efectos a concentraciones
farmacoldgicas sobre el metabolismo de lipidos y carbohidratos. Ademas, en un
estudio previo se encontré que dosis farmacoldgicas de la vitamina reducen la
presién arterial en ratas espontaneamente hipertensas y que su efecto es
independiente de la produccion de 6xido nitrico ©”. Sin embargo, es el Unico

estudio reportado hasta el momento por ello es importante estudiar el mecanismo
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por el cual la biotina ejerce su efecto hipotensor y teniendo en cuenta que la
monoterapia por si sola no es capaz de bajar la presion arterial a niveles éptimos
en la mayoria de los pacientes, es adecuado el uso de polifarmacia o coadyuvantes
para el tratamiento de la hipertension. El uso de la biotina o medicamentos

desarrollados a partir de ella, podrian usarse en el tratamiento de ésta anomalia en

terapia combinada o monoterapias.
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4.- HIPOTESIS

La biotina tiene un efecto vasorrelajante en la contraccién arterial.

5.-OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar mecanismos de accion mediante los cuales la biotina disminuye

la contraccioén arterial.

5.2. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de la biotina en anillos de aorta de ratas normotensas.

2. Evaluar la influencia del endotelio sobre el efecto de la biotina en aorta de
rata.

3. Determinar el efecto de la biotina en la contraccion de anillos de aorta
aislados de rata en un modelo de hipertension arterial por L-NAME.

4. Evaluar el efecto de la biotina in vitro administrando el inhibidor L-NAME.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. MODELO EXPERIMENTAL

Para determinar el efecto de la biotina, se utilizaron 18 ratas macho de la
cepa Wistar por experimento (8 semanas de edad, 300 + 50 g). Los animales se
alojaron en jaulas a una temperatura ambiental de 25 + 2 °C, con un ciclo de luz
oscuridad de 12 horas, alimentadas con alimento ad libitum durante todo el estudio,
de acuerdo a los lineamientos establecidos en las regulaciones federales para el
uso y cuidado de los animales de laboratorio (NOM-062-ZO0-1999) de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural Pesca y Alimentacién de

México.

6.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Para los estudios ex vivo, las ratas se dividieron en 2 grupos experimentales:
(1) Grupo control (No deficiente de oxido nitrico). (2) Grupo deficiente de 6xido
nitrico. El cual fue tratado durante 15 dias con N-nitro-L-arginina metil éster
hidrocloruro (L-NAME) a una concentracion de 75 mg/Kg y el cual se administré via
oral en el agua de beber. EI L-NAME es un inhibidor competitivo de las 6xido nitrico

sintasas, por lo que produce una disminucion en la sintesis de 6xido nitrico.

6.3. CONTRACCION EN AORTA AISLADA DE RATA

Se indujo suefio profundo a las ratas mediante la aplicacién de pentobarbital
sédico via intraperitoneal (55 mg/Kg de peso). El tiempo de latencia del hipnético
fue entre animal 10 y 15 minutos para caer en sedacion profunda. Una vez en
suefio profundo (hipnosis), se realizé una laparotomia amplia incluyendo al térax
disectando la arteria aorta toracica, limpiandola del tejido graso. La arteria se cortd

en anillos de 3-4 mm de longitud, a la mitad de los anillos de aorta les fue removido
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el endotelio frotando suavemente la superficie interna de los vasos con un estilete

metélico de superficie rugosa.

Los anillos adrticos se colocaron en ganchos de nicrom y se introdujeron en
camaras para tejido aislado con 10 ml de solucién Krebs-Henseleit con la siguiente
composicion: 118mM NacCl; 4.7mM KCI; 1.2mM KH;POy; 1.2 mM MgSO4 7H,0; 2.5
mM CacCl, 2H,0; 20 mM NaHCOg; 11.7 mM glucosa y 0.026 mM EDTA. El tejido se
mantuvo a una temperatura de 37°C, pH de 7.4 y con burbujeo constante de
carbdgeno (O, al 95% con 5% de CO,). Cada anillo arterial se fij6 del fondo de la
camara y a un transductor de tension Grass FT03 (Astro-Med, Inc., West Warwick,
RI, EE.UU.), que a su vez estaba conectado a un sistema de adquisicion de datos
MP100 (Biopac Systems Inc., Santa Barbara, California, EE.UU).

Una vez montados los anillos se mantuvo una tension inicial de 3 g
(previamente determinada para optimizar la respuesta del tejido), y se permitié un
periodo de estabilizacién de 30 minutos. Enseguida los anillos fueron sometidos a
un proceso de sensibilizacion a intervalos de 30 minutos con fenilefrina a una
concentracién de 1x10” M, con la finalidad de sensibilizar el tejido a responder a un
estimulo externo. Posteriormente se realizaron tres lavados al final de cada
sensibilizacién con solucion Krebs. Para verificar la presencia y funcionalidad del
endotelio, se realizd una prueba con un agonista colinérgico, el carbacol (1x10° M),
el cual produce vasorrelajacion en aquellos anillos con endotelio presente y fue
adicionado cuando se alcanz6 el efecto méximo posterior a la tercera

sensibilizacion con fenilefrina.

Después de la sensibilizacion del tejido, se esperd un tiempo de 30 minutos
para su estabilizacion. Una vez que la tension del tejido regreso a una cifra basal
estable, se realizaron curvas concentracion respuesta a la fenilefrina (1x10° —

1x10° M). Terminada la curva se realizaron 3 lavados con solucién Krebs a
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intervalos de 10 minutos, se dejo un periodo de estabilizacion de 30 minutos para
posteriormente incubar durante 30 minutos con biotina disuelta en agua (vehiculo)
a una concentracién de 1X10° M, para posteriormente realizar una segunda curva
concentracion respuesta a la fenilefrina a las concentraciones anteriormente
mencionadas. Los cambios en la tensién de los anillos de aorta se registraron en

gramos fuerza como unidad de medida.

6.4. USO IN VITRO DEL INHIBIDOR L-NAME EN LA CONTRACCION DE
AORTA AISLADA DE RATA

Se realizaron curvas de concentracion-respuesta a la fenilefrina (1x10° —
1x10° M), en aorta tor4cicas con endotelio de ratas normotensas, la cual se tomé
como la primera curva control. Enseguida se utilizé el inhibidor de las 6xido nitrico
sintasas (L-NAME), incubandolo durante 30 minutos y se realiz6 una segunda
curva a fenilefrina. Posteriormente en un periodo de 30 minutos se incub6 con L-
NAME (1x10™* M) y biotina (1x10®° M) al mismo tiempo. Se realiz6 nuevamente la
curva concentracion-respuesta a la fenilefrina en las mismas condiciones. Para
finalizar se realiz6 una ultima curva concentracion-respuesta a fenilefrina donde

previamente se incubd con biotina durante media hora.

6.5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realiz6 con el programa SigmaPlot® 11.0. Los
datos se presentan como el promedio + error estandar (ES). La significancia
estadistica se determino por la prueba de ANOVA de una via, seguida de la prueba
de Tukey de mudltiple rango. Se consideré como estadisticamente significativa una
P< 0.05.
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7. RESULTADOS

7.1. REGISTRO DEL CONSUMO DE AGUA Y ALIMENTO DE LOS
ANIMALES

Se midié el consumo de agua y alimento de los animales cada tercer dia y
durante los 15 dias que durdé el tratamiento con L-NAME (75 mg/Kg), para
comprobar que la dosis del inhibidor L-NAME no tuviera efectos adversos en la
condicion de los animales en cuanto a estos factores. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo tratado con el inhibidor y el grupo

control en el consumo de agua y alimento (Tabla 4).

CONSUMO DE AGUA Y ALIMENTO

CONTROL TRATAMIENTO L-NAME
Dia Consumo de agua (ml) Consumo de Consumo de agua Consumo de
alimento (g) (ml) alimento (g)
1 705 337 565 279.5
3 548 357.2 588 359.6
5 678 355.6 580 368
7 600 336 605 329.5
9 590 346.8 632 362
11 582 337.4 596 340.5
13 633 368.6 570 307.4
15 532 332.3 664 322
Promedio 608.5 346.3 600 333.5
Error 19.9 4.2 11.0 10.0

tipico

Tabla 4.- Consumo de agua y alimento. Se midié el consumo de agua y alimento cada tercer dia durante los 15 dias que
durd el tratamiento con L-NAME, no se observaron diferencias estadisticamente significativas.
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7.2. EFECTO DE LA BIOTINA SOBRE LA RESPUESTA CONTRACTIL
A LA FENILEFRINA EN AORTA TORACICA DE RATAS CONTROL
CON Y SIN ENDOTELIO

Con la finalidad de determinar la participacion del 6xido nitrico en el efecto
hipotensor de la biotina, se realizaron curvas concentracion-respuesta a fenilefrina
(1x10° — 1x10™ M) en aorta con y sin endotelio de ratas deficientes de 6xido nitrico
y normotensas (control sin tratamiento de L-NAME). La biotina se incub6 durante
30 minutos a una concentracién de 1x10° M y posteriormente se realizé la curva de

concentracion-respuesta a la fenilefrina.

Se observd que en la aorta de las ratas control la biotina disminuy6
ligeramente la contraccion en respuesta a fenilefrina sin alcanzar una diferencia

estadisticamente significativa (Figura 5).

Contraccion (g)
N

@ Control

V¥V Biotina

O T T T T 1
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Fenilefrina [M]

Figura 5. Efecto de la biotina sobre la respuesta a la fenilefrina en aorta con endotelio de ratas normotensas. Curva
de concentracion-respuesta a fenilefrina en aorta con endotelio incubada previamente con biotina o vehiculo. Cada punto
representa el promedio * el error estandar de 18 anillos.
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Posteriormente se realiz6 el mismo procedimiento antes mencionado en
ratas normotensas (control), a las cuales les fue removido el endotelio. En éstas se
observd una disminucidén estadisticamente significativa en la contraccion de
aproximadamente el 29%, en las que fueron incubadas con biotina, en

comparacion con el control (vehiculo) (Figura 6).

@ Control
V¥ Biotina
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Figura 6. Efecto de la biotina sobre la respuesta a la fenilefrina en aorta sin endotelio de ratas normotensas. Curva de
concentracion-respuesta a fenilefrina en aorta sin endotelio incubada previamente con biotina o vehiculo. Cada punto
representa el promedio * el error estandar de 18 anillos. * p<0.05.

7.3. EFECTO DE LA BIOTINA SOBRE LA RESPUESTA CONTRACTIL
A LA FENILEFRINA EN AORTA CON Y SIN ENDOTELIO DE RATAS
TRATADAS CON L-NAME

En aorta con endotelio de animales tratados con L-NAME (deficientes de
oxido nitrico), la biotina produjo una disminucion estadisticamente significativa

(p<0.05) de aproximadamente un 57% con respecto al grupo control (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de la biotina sobre la respuesta a la fenilefrina en aorta con endotelio de ratas deficientes de 6xido
nitrico. Curvas de concentracion-respuesta a fenilefrina en aorta con endotelio de animales tratados con L-NAME durante 15
dias e incubada previamente con biotina o vehiculo. Cada punto representa el promedio * el error estandar de 18 anillos. *
p<0.05.

En la respuesta de contraccion a la fenilefrina en aorta sin endotelio de ratas
deficientes de 6xido nitrico, se observé que la biotina produjo una disminucion
estadisticamente significativa de aproximadamente un 36 % en comparacion con el

grupo control (Figura 8).
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Figura 8. . Efecto de la biotina sobre la respuesta a la fenilefrina en aorta sin endotelio de ratas deficientes de 6xido
nitrico. Curvas de concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta sin endotelio de animales tratados con L-NAME durante
15 dias. Cada punto representa el promedio + el error estandar de 18 anillos. * p<0.05.

Al comparar el efecto de la biotina en la contraccion de aorta con endotelio
de ratas control y en deficientes éxido nitrico, se observé que la biotina no modificd
la respuesta en la aorta de ratas control en tanto si la modifico con respecto al
grupo control tratado con L-NAME no muestré diferencias con respecto al control

normotenso (Figura 9) (p<0.05).
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Figura 9. Comparacion del efecto de la biotina sobre la respuesta a la fenilefrina en aorta con endotelio de ratas
normotensas y deficientes de 6xido nitrico. Curvas de concentracién-respuesta a fenilefrina en aorta con endotelio de
animales control y tratados con L-NAME durante 15 dias. Cada punto representa el promedio + el error estandar de 18
anillos. * p<0.05.

Al comparar el efecto de la biotina en aorta sin endotelio de ratas
normotensas y en deficientes 6xido nitrico, se observé un efecto vasorrelajante
mayor en aorta toracica de ratas tratadas con L-NAME después de la incubacién
con biotina (p<0.05; ANOVA seguida de una prueba de Tukey). Aunque también
logré una vasorrelajacion solo que un poco menor en ratas normotensas sin

endotelio después de la incubacién con biotina (Figura 10).
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Figura 10. Comparacién del efecto de la biotina sobre la respuesta a la fenilefrina en aorta sin endotelio de ratas
normotensas y deficientes de 6xido nitrico. Se realizaron curvas de concentracion-respuesta a la fenilefrina en aorta sin
endotelio de animales control y tratados con L-NAME durante 15 dias. Cada punto representa el promedio + el error estandar
de 18 anillos. * p<0.05.

7.4. EFECTO DE LA BIOTINA Y EL L-NAME SOBRE LA RESPUESTA
CONTRACTIL A LA FENILEFRINA EN AORTA

Con la finalidad de confirmar la participacion del 6xido nitrico en el efecto
vosorrelajante de la biotina, se realizaron curvas de concentracién-respuesta a la
fenilefrina (1X10° - 1X10° M), previa incubacién con el inhibidor L-NAME, biotina y
L-NAME vy biotina juntos, en aorta toracica con endotelio de ratas normotensas. En
la figura 11 se observdé un incremento en la contracciobn de la aorta torécica
incubadas con L-NAME, al igual que las que fueron incubadas con L-NAME y
biotina; aquellas que solo fueron incubadas con biotina. Ademas, se observa un
efecto vasorrelajante mayor en aorta toracica de ratas comparada con la curva
control y las curvas con L-NAME después de la incubacion (p<0.005; ANOVA

seguida de una prueba de Tukey).
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Figura 11. Efecto de la biotina sobre la respuesta a la fenilefrina en aorta con endotelio de ratas normotensas. Curvas
de concentracion-respuesta a fenilefrina en aorta con endotelio de animales control en ausencia y en presencia de biotina y
L-NAME. Cada punto representa el promedio * el error estandar de 12 anillos. * p<0.05.
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8. DISCUSION

Las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de morbilidad y
mortalidad a nivel mundial ®®. La hipertension arterial es una de las enfermedades
cardiovasculares mas importantes en México ", por lo que se requiere estudiar los
mecanismos de accion de posibles farmacos o micronutrientes que sirvan para su
tratamiento. La biotina es una vitamina que podria ser utilizada con este fin, al igual
gue se ha hecho con otras vitaminas para el tratamiento de una diversidad de

enfermedades 192859,

Debido a que la regulacion del tono vascular es sumamente compleja e
involucra la homeostasis de un amplio espectro de sustancias vasoactivas
(vasoconstrictoras y vasorrelajantes) ©?, es muy dificil poder determinar con
precisibn a todos los participantes. Sin embargo, el 6xido nitrico es el principal
vasorrelajante depediente del endotelio ©? y su produccién se ha relacionado de
manera directa al efecto farmacolégico de la biotina “®. Por lo tanto, en esta tesis
evaluamos el efecto vasorrelajante de la botina en la contraccion arterial y no
encontramos un posible mecanismo de accion, pero al parecer no participa el 6xido
nitrico, pero no se puede excluir la participacion de otros factores vasorrelajantes

del endotelio y del calcio extra y/o intracelular.

Al evaluar el efecto de la biotina sobre la respuesta a fenilefrina en aorta
aislada con endotelio, observamos que no tiene ningun efecto con respecto al
control. Lo que nos indica que la biotina no modifica la contraccion cuando la
funcién endotelial y su complejo sistema de regulacion (0xido nitrico, prostaciclinas,
factor hiperpolarizante, adenosina, etc.) ésta normal. Estos resultados estan
acordes con lo reportado por Watanabe en el 2008, donde la administracion de

biotina a ratas Wistar Kioto no modificé la presién arterial del animal ©7.
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En los estudios en aorta libre del endotelio, observamos un decremento en la
contraccion en respuesta a fenilefrina. Lo que sugiere que el efecto vasorrelajante
de la biotina no es debido a un aumento en la produccién de 6xido nitrico, ya que
no esta presente el endotelio. También podemos pensar que al no estar el
endotelio tampoco estaran presentes los factores vasoconstrictores como la
endotelina, tromboxano A2, prostanglandina H2, etc. ™y el efecto hipotensor de la
biotina también podria ser en parte, debido a este hecho. Estos resultados pueden
parecer contradictorios a los reportados por Rodriguez y colaboradores en el 2009,
quienes describieron que la biotina a condiciones farmacolégicas, incrementan la
produccién de 6xido nitrico en la linea celular Jukart “®. Pero es importante sefialar
que ellos estudiaron el efecto farmacolégico de la biotina en una linea celular

linfocitica no relacionada con la regulacién de la presion arterial.

En el modelo de hipertension arterial en ratas Wistar con tratamiento de L-
NAME, no observamos diferencias entre los grupos con respecto al consumo de
alimento y agua. Lo cual valida el uso del modelo animal en nuestra manos para los
posteriores estudios, ya que no observamos cambios metabdlicos visibles que
pudieran influir en la presién arterial per se. En este modelo de hipertensién con L-
NAME, observamos un pronunciado decremento en la contraccién de la aorta en
respuesta a fenilefrina, tanto con y sin endotelio después de la incubacion con
biotina. Estos resultados son similares a los descritos por Watanabe vy
colaboradores, donde observaron que la botina sélo tenia efecto en la presion
arterial de la cepa SHRSP (stroke-prone spontaneously hypertensive rat), en la cual
se sabe que presentan un dafio endotelial ®. Lo cual indica que es necesario que
exista una alteracion endotelial para que la biotina tenga un efecto hipotensor y que
no esta relacionado con la produccion de oxido nitrico. Cuando las arterias fueron
incubadas in vitro con L-NAME observamos un aumento en la contraccion arterial
de las arterias en respuesta fenilefrina, lo que es de esperarse por una abolicion en
la produccion del oxido nitrico. Cuando se incubaron con la biotina y el L-NAME

juntos, hubo un ligero incremento en la contraccion con respecto al L-NAME sdlo.
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Esto seria diferente a su accion hipotensora observada en anillos de aorta sin
endotelio y en los obtenidos de ratas tratadas con L-NAME. Lo cual puede ser
debido a las condiciones de las arterias, ya que el tratamiento cronico de L-NAME
provoca una disfuncion endotelial con inflamacion perivascular, remodelamiento
arterial y aumento en los factores vasoconstrictores ®¥. En cambio en las arterias
tratadas in vitro con L-NAME solo se inhibe la actividad de la éxido nitrico sintasa y
mas que un efector hipotensor de la biotina, puede ser soélo el reflejo de la falta de

oxido nitrico.

Es importante hacer notar que en todos los experimentos se utiliz6 como
control positivo la contraccion la fenilefrina, el cual es un agonista selectivo de
receptores a-1A. Estos receptores son miembros de la superfamilia de receptores
asociados a proteinas Gq que activan a la fosfolipasa C, lo cual provoca un
aumento en el inositol trifosfato (IP3) y el calcio, lo que conlleva a la contraccion
muscular “?.Por lo que el efecto hipotensor de la biotina observado en la respuesta
a fenilefrina, pudiera estar relacionado con una disminucion en el calcio. Ademas,
los receptores a-1A estan relacionados con el influjo del calcio extracelular a traves
de los canales iénico de calcio dependientes de voltaje, asi como a la movilizacién
de calcio intracelular de las vesiculas sensibles a IP3 o a receptores de rianodina
“9 Por lo tanto, la disminucién del calcio provocada por la biotina, puede ser
debida a alteraciones en la entrada del calcio extracelular o a la liberacion y/o
secuestramiento del calcio intracelular por el reticulo sarcopladsmico dependiente de

receptores de rianodina o IP3.

Los resultados de esta tesis brindan nuevos conocimientos sobre el

mecanismo de acciéon de la biotina sobre la contraccién arterial
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9. CONCLUSIONES

1.- La biotina no ejerce un efecto vasorrelajante en anillos de aorta de ratas
control con endotelio. Sin embargo, en ratas sin endotelio se observé una ligera
disminucién en la contraccion.

2.- La biotina disminuye la contraccion arterial ex vivo.

3.- El efecto relajante de la biotina en la contraccion arterial parece ser
independiente del 6xido nitrico.
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10. PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

Realizar estudios farmacoldgicos para determinar el mecanismo de accion
que ejerce el efecto vasorrelajante de la biotina ya que es de llamar la atencion que
el efecto hipotensor sea mayor en las arterias que tienen endotelio, lo cual indica
que pudiera estar participando algun otro factor vasorrelajante dependiente del
endotelio, como las prostaciclinas, quienes incrementan la produccion de AMPc y

disminuyen el calcio intracelular provocando relajacién del musculo.
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