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RESUMEN

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica degenerativa que se
caracteriza por un estado de hiperglucemia persistente, la cual contribuye al
mantenimiento de un ambiente oxidante. Algunas de las principales
complicaciones derivadas de la diabetes estan relacionadas con el higado, ya que
se ha reportado que bajo condiciones de hiperglicemia el higado es uno de los
principales érganos que esta sujeto a la disfuncion y muerte celular mediante el
efecto del estrés oxidante. El presente trabajo se enfocé en el estudio de los
efectos de la administracion de biotina en el metabolismo de glucosa, asi como en
la funcionalidad de los complejos enziméticos de la cadena de transporte de los
electrones mitocondriales y efectos antioxidantes en mitocondrias de higado
utilizando un modelo de diabetes mellitus inducida con estreptozotocina. Para ello,
se realizaron estudios in vivo utilizando 24 ratas macho de la cepa Wistar de un
peso promedio de 220 = 25 g, las cuales se agruparon de forma aleatoria en 4
grupos experimentales: (1) grupo control; (2) grupo control + biotina (2 mg/kg);
grupo normoglucémico tratadas con biotina (2 mg/kg) por 15 dias via IP; (3) grupo
control diabético, por dosis Unica de STZ (45 mg/kg) y (4) grupo diabético + biotina
(2 mg/kg), tratadas durante 15 dias via IP. Se determinaron la tolerancia a la
glucosa y la resistencia a la insulina. Al finalizar el tratamiento, se llevé a cabo la
diseccion del higado para la obtencién de mitocondrias y se evalu6 la funcion de
los complejos enzimaticos y la produccién de especies reactivas de oxigeno. Los
resultados obtenidos en la experimentacion demostraron que la biotina regul6 la
produccion de ERO, disminuyd los niveles de glucosa en sangre, mejordé la
resistencia a la insulina y promovi6 una regulaciéon en la actividad de los complejos
respiratorios. En conclusion, se demostr6 que la biotina tiene actividad
antioxidante, hipoglucemiante y regula de la actividad en la cadena de transporte
de los electrones. Por lo tanto, la biotina posee potencial para su uso como
coadyuvante con farmacos antidiabéticos, asi como un posible tratamiento y/o
prevencion de enfermedad hepatica que se pueda desarrollar durante la diabetes.

Palabras clave: biotina, diabetes, estrés oxidante, mitocondria, higado.
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ABSTRACT

Diabetes mellitus is a chronic degenerative disease characterized by a state
of hyperglycemia, which contributes to the maintenance of an oxidizing
environment. Some of the main complications of diabetes are related to the liver,
since it has been reported that under hyperglycemic conditions, the liver is one of
the main organs that is subject to dysfunction and cell death through the effect of
oxidative stress. The present work focused on the study of the effects of biotin
administration on glucose metabolism, the functionality of the enzyme complexes
of the mitochondrial electron transport chain and antioxidants effects in liver
mitochondria using a streptozotocin induced diabetes mellitus model. To achieve
this, in vivo studies were carried out using 24 male rats of the Wistar strain with an
average weight of 220 + 25 g, and rats were randomly grouped into 4 experimental
groups: (1) control group; (2) control group + biotin (2 mg/kg), normoglycemic
group + biotin (2 mg/kg).; (3) diabetic control group, by a single dose of STZ (45
mg/kg) and (4) diabetic group + biotin (2 mg/kg). The rats were treated
intraperitoneally for 15 days with biotin. Glucose tolerance and insulin resistance
were tested. At the end of the treatment, the liver was dissected to obtain the
mitochondria and the function of the enzyme complexes and the production of
reactive oxygen species were evaluated. The results obtained in the
experimentation showed that biotin has antioxidant activity and decreased blood
glucose levels, improved insulin resistance and promoted regulation of the activity
of respiratory complexes. In conclusion, biotin has been shown to have antioxidant
and hypoglycemic activity and regulate activity in the electron transport chain.
Therefore, biotin has potential for use as an adjuvant with antidiabetic drugs, as
well as a possible treatment and/or prevention of liver disease that may develop
during diabetes.

Keywords: biotin, diabetes, oxidative stress, mitochondria, liver.
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1. INTRODUCCION

1.1. Diabetes

La diabetes mellitus (DM) es un trastorno metabdlico, caracterizado
principalmente por hiperglicemia persistente (Mora et al., 2009). Varios procesos
patologicos se encuentran involucrados en su desarrollo (Gavin et al., 1997), los
que van desde la destruccién autoinmune de las células B en el pancreas, con la
consecuente deficiencia de la insulina, hasta las anormalidades resultantes de la
resistencia a la accidn de la insulina (Mora et al., 2009). Asi, en la actualidad este
padecimiento es una de las principales causas de muerte en México y en el
mundo (Aguilera, 2020).

El aumento de informaciéon que se tuvo de la historia natural de la DM, de
su etiologia y del conocimiento de la fisiopatologia de sus complicaciones cronicas
ha obligado a que, se revisaran los criterios diagndsticos y se reclasificaran los
diferentes procesos que en ella se incluyen. Conget (2002) asegura que la revision
de los criterios diagndsticos y de la clasificacion de la DM se llevo a cabo en los
afos 1997 y 1998 en sendos documentos consensuados por los comités de
expertos de la American Diabetes Association (ADA) y la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS).

1.2. Clasificacion

La ADA (2014) clasifica la DM en cuatro categorias segun su etiologia y
caracteristicas fisiopatologicas (Tabla 1):

e Diabetes mellitus tipo 1

e Diabetes mellitus tipo 2

¢ Diabetes gestacional

e Otros tipos especificos de DM

Ma. Guadalupe Arellano Salgado
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Tabla 1. Clasificacién de los tipos de diabetes.

TIPO CARACTERISTICAS

Diabetes tipo 1 (insulinodependiente)

DM tipo 1A Destruccion autoinmune de las células B.

DM tipo 1B Carecen de inmunomarcadores indicadores de un proceso
autoinmune destructivo de las células 8 pancreaticas. La categoria
1B idiopatica.

Diabetes tipo 2 (no insulinodependiente)

DM tipo 2 comun Varia entre resistencia a la insulina predominante con déficit relativo

de insulina y defecto secretor de insulina predominate con
resistencia a la insulina.
Diabetes del adulto de inicio juvenil

MODY 1 Mutacion en gen del factor nuclear de hepatocitos 4a (HNF-4a).
MODY 2 Mutacion en el gen de glucocinasa.

MODY 3 Mutacioén en gen del factor nuclear de hepatocitos 1a (TCF-1).
MODY 4 Mutacion en gen del factor promotor insulinico 1 (1PF1).

MODY 5 Mutacién en gen del factor nuclear de hepatocitos 1B (HNF-13).
MODY 6 Mutacion en gen de diferenciacion neurégena (NEUROD1).
MODY X Mutacion en gen de RNAt de leucina mitocondrica.

Mutacion en gen de la insulina.
Mutacion en gen del receptor.

Tipo de diabetes secundarias a circunstancias o patologias primarias

Diabetes por e Pancreatitis cronica

pancreatopatia e Operaciones quirurgicas
e Diabetes tropical

Diabetes como e Enfermedad de Cushing

consecuencia de e Glucocorticoides

endocrinopatias e Acromegalia

Otros tipos de diabetes ¢ Diabetes gestacional

Diabetes secundaria a supresion inmunitaria
Diabetes que acompafia sindromes genéticos como el de
Prader — Willi
e Diabetes por farmacoterapia
Tipos de diabetes causadas por diversos procesos patoldgicos (Modificado de Alvarez 2013).

1.2.1. Diabetes mellitus tipo 1

La DM tipo 1 también denominada diabetes mellitus insulinodependiente o
juvenil (Conget, 2002), representa entre el 5y 10 % (L6opez, 2009) del total de los
pacientes con diabetes (Socarras et al., 2002), generalmente es diagnosticada en
nifios, adolescentes y adultos jovenes; puede desarrollarse por herencia y esta
caracterizada por una produccién deficiente o total de insulina por parte de las
células B-pancreaticas (Cordero y Pinto, 2014). A su vez la DM 1 se subdivide en
dos subtipos, DM1 A o autoinmune y DM1 B o idiopatica (Conget, 2002).

Ma. Guadalupe Arellano Salgado | =
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1.2.1.1. Diabetes mellitus tipo 1A o autoinmune

La autoinmunidad es definida como la reaccion del sistema inmune contra
componentes del organismo, causada por una pérdida de tolerancia hacia las
moléculas propias. Este ataque es la causa de las enfermedades autoinmunitarias
(Alba et al., 2004).

Por su parte, la DM1 A es una enfermedad inmunoinflamatoria cronica en la
que existe una inflamacion selectiva de las células [ del pancreas la cual es
mediada por los linfocitos T activados (Conget, 2002), en la patogenia participan
mediadores de la inflamacién con diversas combinaciones de citoquinas las cuales
tienen un efecto sinérgico citotoxico en las células beta, principalmente induciendo
la apoptosis (Diaz y Delgado, 2016), est4 caracterizada por la presencia de
insulinitis asociada al dafio en la célula beta y finalmente la destruccion de estas
(L6pez, 2009). Se han identificado una gran cantidad de autoanticuerpos que
estan relacionados con el desarrollo de la DM1 A, principalmente se encuentran
los anticuerpos antiislotes (ICA), los anticuerpos antidescarboxilasa del acido
glutamico (anti-GAD), anticuerpos contra la proteina tirosina fosfatasa (anti-IA2) y
el autoanticuerpo ZnT8 (Diaz y Delgado, 2016).

Existen factores que contribuyen a que un individuo sea susceptible a
desarrollar la enfermedad, pero que por si solos no la desencadenan (Alba et al.,
2004). Se asocia a ciertos haplotipos HLA de predisposicion para la diabetes
(Aguilera, 2015), que contribuyen a una presentacion mas eficaz de un péptido
relevante en la enfermedad. También los factores ambientales influyen en la
aparicion de la enfermedad como: la incidencia estacional, factores geograficos,
dieta, virus etc. En un individuo genéticamente susceptible los factores
ambientales facilitan el proceso autoinmunitario de destruccion selectiva iniciado
por un elemento desconocido (Alba et al., 2004). En este tipo de diabetes varia la
destruccion de las células productoras de insulina dependiendo de cada individuo,
suele ser mas rapida en jévenes y nifios que en adultos. Por otro lado, otros
pacientes, principalmente adultos, pueden llegar a mantener su funcién [-
pancreatica residual durante un largo periodo (Aguilera, 2015).

Ma. Guadalupe Arellano Salgado
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1.2.1.2. Diabetes mellitus tipo 1B o idiopatica

En la DM tipo 1B se conoce muy poco de su etiologia, evolucién y
pronéstico. Este tipo de diabetes escribe aquellos pacientes con insulinopenia
(fluctuante) inicial, tendencia a la cetosis o cetoacidosis (Conget, 2002), no tiene
ninguna evidencia de autoinmunidad y no se le asocia a haplotipos de
predisposicion, la mayoria de los pacientes afectados son de origen
afroamericanos, asiaticos, nativo americano o hispanoamericano (Aguilera, 2015).
Hay autores que la consideran mas a un subtipo de DM2 con tendencia a la
cetosis (Diaz y Delgado, 2016).

1.2.2. Diabetes mellitus tipo 2

La DM 2 esta dada por el 90 % (Lépez, 2009) del total de los diabéticos
(Socarrés et al., 2002), este tipo de DM es denominada no insulinodependiente o
de inicio de edad adulta, debido a acciones ineficaces de la insulina (Cordero y
Pinto, 2014) y afecta a las personas que estan por encima de los 40 afios (Conget,
2002), aunque puede manifestarse en cualquier otro momento de la vida
(Socarras et al., 2002). Tiene relacion con otras patologias como la hipertensién,
obesidad, los niveles bajos de lipoproteinas de alta densidad (HDL), los niveles
altos de lipoproteinas de baja densidad (LDL), de triacilglicéridos y un aumento del
riesgo cardiovascular, anomalias en las que el hiperinsulinismo tiene un papel
importante (Diaz y Delgado, 2016). Por su parte, en la fisiopatologia de la DM 2 se
unen varios defectos para que finalmente se presente la hiperglucemia, el principal
de ellos es la insulinorresistencia a nivel del higado, musculo liso y tejido adiposo
(L6pez, 2009).

Teniendo como referencia la intima relacién que mantiene la secrecion de
insulina y la sensibilidad a la accién de la hormona en el control de la homeostasis
de la glucosa, es practicamente imposible disertar por separado la contribucién de
cada una de ellas a la etiopatogenia de la DM2 (Conget, 2002). Se habla de
resistencia periférica a la insulina cuando se produce en el musculo estriado, en
donde disminuye la captacién y el metabolismo de la glucosa; y por su parte, de
resistencia central a la insulina cuando se desarrolla en el higado, donde se
aumenta la produccion de glucosa dando pie a una hiperglucemia en ayuno
(L6pez, 2009).

Por otro lado, no se conoce exactamente la causa que desencadena el
desarrollo de la DM2 (Diaz y Delgado, 2016), si bien se ha visto la expresion
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fenotipica de los defectos genéticos que condicionan las alteraciones en la
secrecion de insulina y en su accion periférica (Conget, 2002). Ademas de
diversos factores ambientales como el sedentarismo, contaminaciéon ambiental e
incluso la alimentacion, que tienen un papel importante para su desarrollo (Diaz y
Delgado, 2016). Cualquiera que sea el defecto inicial de esta patologia, el mal
funcionamiento de las células beta pancreaticas es una condicion evidente en el
desarrollo final de la enfermedad y en su presentacion clinica (Conget, 2002).

1.2.3. Diabetes gestacional

La diabetes gestacional (DG) se define como una intolerancia a los hidratos
de carbono de severidad variable, que comienza y se diagnostica por primera vez
durante el embarazo y finaliza una vez concluido el embarazo (Almiron, 2005). Es
la tercera categoria clinica mas importante en la clasificacion de la diabetes
(Duarte et al., 2004). La raza, edad e indice de masa corporal son factores de
riesgo para el desarrollo de esta patologia (Rios, 2014). Ademas, existe evidencia
de que incluso hiperglucemias leves (Garcia, 2008) representan un factor de
riesgo severo para la embarazada y un problema de salud para el producto
(Duarte et al., 2004).

Por otro lado, la DG, a diferencia de los otros tipos de diabetes, no es
causada por la falta de insulina, sino por efectos bloqueadores de otras hormonas
en la insulina producida, denominada resistencia a la insulina y que por lo general
se presenta a partir de las 20 semanas de gestacién (Almiron, 2005). Esta
patologia altera diversos sistemas en el feto, incrementa el riesgo de anomalias
esqueléticas como el sindrome de regresion caudal, anomalias espinales,
composicién corporal, incluyendo macrosomia y dificultad respiratoria (Arizmendi
et al., 2012).

1.2.4. Otros tipos de diabetes

Este grupo esta constituido por 8 subgrupos, que en su totalidad son de
baja frecuencia, menos del 5 % (Sanzana y Durruty, 2016). La forma en que se
presentan estos tipos de DM varia dependiendo de la causa subyacente, algunas
de las formas de este tipo son en extremo raras. En su mayoria, la historia familiar,
los antecedentes patolégicos y de la medicidn recibida ayuda a su identificaciéon
(Conget, 2002). Los 8 subgrupos estan constituidos por defectos genéticos en la
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funcidon de las células B, defectos genéticos en la accion de la insulina,
enfermedades del pancreas exocrino, endocrinopatias, infecciones, formas
infrecuentes de diabetes mediada por inmunidad, otros sindromes genéticos
ocasionalmente asociados a diabetes y las inducidas por farmacos y sustancias
(Gross et al., 2002).

1.2.5. Diabetes mellitus farmacolégica o experimental

A pesar de que existe una gran variedad de informacion sobre los diferentes
factores que desencadenan los mecanismos bioquimicos asociados a la DM, asi
como también las complicaciones y tratamientos, ain queda mucho por seguir
estudiando. De esta forma, los modelos animales juegan un papel muy importante
tanto en el estudio de los mecanismos fisiopatolégicos como en las estrategias
para el diagndstico y tratamiento. Estos modelos biolégicos animales desarrollan
muchas de las manifestaciones clinicas de la diabetes humana a través de
distintos métodos (Bequer et al., 2016). Algunos farmacos pueden inducir
trastornos en el metabolismo de los hidratos de carbono, mediante distintos
mecanismos. Pueden desarrollar diabetes en individuos predispuestos que ya
tienen alguna alteracion en la secrecion o la accion de la insulina. Estos farmacos
danan de forma permanente las células B pancreaticas, un ejemplo es la
estreptozotocina (STZ) en roedores (Sanzana y Durruty, 2016; Ramos y Domingo,
1994).

1.2.5.1. Estreptozotocina

La STZ es usada como uno de los métodos para la induccion de diabetes
experimental en animales. Se trata de un antibidtico, que presenta propiedades
diabetogénicas (Figura 1) (Gonzalez et al., 2010). La dosis diabetogénica es la
cantidad de agente inductor que en un 80 % de los animales, les produce
hiperglucemia sostenida, necrosis de las células B del islote pancreatico y no
causa dafos a otros 6rganos (Ramos y Domingo, 1994).
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Figura 1. Estructura quimica de la estreptozotocina. Quimicamente, la STZ es una
metilnitrosourea derivada de la 2-desoxiglucosa.

Las nitrosoureas, como la STZ producen dafio al DNA a través de la
alquilacioén de sitios especificos de sus bases generando radicales libres como por
ejemplo el 6xido nitrico (NO). También se ha descubierto que aumentan la
produccion del ion superoxido por el sistema xantina oxidasa de las células
pancreaticas, asi como también estimulan la produccion de H202 que lleva como
consecuencia la fragmentacion del DNA en islotes pancreaticos aislados de rata
(Mora et al., 2009).

1.3. Epidemiologia

La DM es una enfermedad que posee un gran impacto en la vida de las
personas en México y el mundo. De acuerdo con la Federacién Internacional de la
Diabetes se estim6 en el afio 2019 una prevalencia mundial de 9.3 %, equivalente
a 463 millones de adultos con diabetes y se calcula que aumente a 700 millones
para el aio 2045, con una prevalencia del 10.9 % (11.1 % en varones y 10.8 % en
mujeres). Esta estimacién es considerada mayor en la poblaciéon urbana (10.9 %)
que en la poblacién rural (7.2 %) (CIAD, 2020). Por su parte, la Encuesta Nacional
de Salud y Nutricion (ENSANUT) en 2012 y 2018 reportaron casos con
diagnésticos previos de diabetes, teniendo prevalencias del 9.2 % para el 2012 y
10.3 % (9.1 % en varones y el 11.4 % en mujeres) para el afio 2018 (Instituto
Nacional de Salud Publica, 2018). De igual manera, la Federacion Internacional de
la Diabetes reportd que, en el afio 2019, existian 12.8 millones de personas con
diabetes en México y que para el afio 2045, la cantidad de personas afectadas por
diabetes aumentara a 22.9 millones, ocupando el sexto lugar en numero de
personas con diabetes a nivel mundial en ambos afos (CIAD, 2020).
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La DM es la segunda causa de muerte en México con 101,257 defunciones
durante el afio 2018 (INEGI, 2019). En México los estados con mayor numero de
personas afectadas por la DM2 son, Campeche, Tamaulipas, Hidalgo, CDMX y
Nuevo Lebdn que corresponden el 12-14 % de la poblacion (Instituto Nacional de
Salud Publica, 2018).

1.4. Factores de riesgo

Existen factores de riesgo asociados al desarrollo de los diversos tipos de
diabetes, algunos de ellos se pueden modificar o controlar (Tabla 2). Sin embargo,
existen factores que no son modificables (Palacios et al., 2012).

Tabla 2. Factores de riesgo para la diabetes tipo 2.

MODIFICABLES NO MODIFICABLES

e Sobre peso y obesidad (central y e Raza

total)
e Sedentarismo e Historia familiar
e Sindrome metabdlico e Edad
e Hipertension arterial e Sexo
e HDL-C bajo e Historia de diabetes gestacional
e Hipertrigliceridemia
e Factores dietéticos

En la tabla se describen factores de riesgo asociados al desarrollo de algunos tipos de diabetes en
donde algunos de ellos pueden ser modificados para su prevencién y muchos otros no (Modificado
de Palacios, Durdn y Obregon 2012).

Como se menciond anteriormente, en la DM1 existen factores que
contribuyen a que un individuo sea susceptible a desarrollar la enfermedad, pero
que por si sola no la desencadenan (Conget, 2002; Alba et al., 2004). Tal es el
caso de los factores ambientales, inmunes y genéticos (Katsarou et al., 2017).
Mientras que los factores de riesgo que contribuyen a la prevalencia de la DM2,
incluyen el sobrepeso u obesidad, edad, historia familiar, sedentarismo, dieta y
antecedentes de diabetes gestacional (Tabla 2) (Palacios et al., 2012).
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La mayoria de los factores de riesgo relacionados a la diabetes contribuyen
a un ambiente oxidante (Rains y Jain, 2011), el cual puede ser un elemento
patogénico importante en la sensibilidad a la insulina (Cruz et al., 2011), ya sea
por alteraciones en la tolerancia a la glucosa o por un incremento a la resistencia a
la insulina (Rains y Jain, 2011). Esto es porque durante el estado de estrés
oxidante no se estimulan de forma adecuada las vias se sefializacion mediados
por esta hormona. Por lo que, el estrés oxidante es uno de los principales factores
de riesgo que determinan el comienzo y la progresion de complicaciones tardias
de la DM (Cruz et al., 2011). Existe una gran cantidad de evidencia experimental
que indica que la hiperglucemia, contribuye al mantenimiento de un ambiente
oxidante (Rains y Jain, 2011).

1.5. Estrés oxidante

El estrés oxidante (EO) se define como, “el resultado de reacciones
metabolicas que utilizan Oz y que representan el desbalance entre las sustancias
pro-oxidantes y antioxidantes que estan presentes en el organismo, a favor de la
produccion y permanencia de las especies reactivas de oxigeno, manifestdndose
diversos estados fisiopatolégicos” (Sanchez y Méndez, 2013; Mora, et al., 2009).

A pesar de que el oxigeno es uno de los gases mas importantes y
esenciales de la vida (Cardenas y Pedraza, 2005), también es una especie
altamente reactiva y que en exceso en las células es nocivo debido a la formacién
de especies reactivas generadas durante su oxidacion (Sanchez y Méndez, 2013).
Los radicales libres (RL), son especies quimicas con un electron desapareado, lo
que le da una configuracion inestable y, por lo tanto, una gran capacidad de
reaccionar con otras moléculas, causando la oxidacion de estas (Cruz, et al.,
2011). Existe un término que incluye a los RL derivados del oxigeno (Oz) y a otras
especies no radicales (Venero, 2002), pero que son sus precursores 0 moléculas
intermediarias en la formacidén de estos que son también potencialmente dafinos
(Cruz, et al.,, 2011) y es el de especies reactivas de oxigeno (ERO) (Venero,
2002).

Las ERO, incluyen el radical superéxido (O2¢), radical hidroxilo (OH) y
peroxido de hidrogeno (H202) (Cruz, et al.,, 2011). A bajas concentraciones las
ERO presentan efectos benéficos, pues participan en diferentes funciones
fisiologicas de la célula; como defensa contra agentes infecciosos y sistema de
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sefalizacion celular. Sin embargo, el efecto dafino de los RL en los sistemas
biologicos produce estrés oxidante generado por la deficiencia de antioxidantes e
incremento de las ERO (Sanchez y Méndez, 2013).

Los antioxidantes en cambio, se puede definir como “Cualquier sustancia
que, a bajas concentraciones, comparado con el sustrato oxidable, retarda o
previene significativamente la oxidacion del sustrato” (Cardenas y Pedraza, 2005).
Al interactuar con el RL, el antioxidante le cede un electron, lo oxida y se
transforma en un RL débil no toxico, impidiendo que el RL se una a otras
moléculas. Los antioxidantes sacrifican su propia integridad molecular con el
objetivo de mantener el equilibrio prooxidante/antioxidante. Los sistemas
antioxidantes se han clasificado de acuerdo con su estructura quimica y funcion
biolégica en enzimaticos y no enzimaticos (Cruz, et al.,, 2011). El sistema
enzimatico se compone de enzimas que previenen la formacion o bien neutralizan
los RL degradandolos a moléculas menos nocivas mediante mecanismos
bioquimicos especificos. El proceso inicia con la dismutacion del Oz~ a H20:2 por la
accion de la enzima superoxido dismutasa (SOD), por otro lado, la catalasa (CAT)
y la glutatién peroxidasa (GPx) que actuan convirtiendo el H202 en H20 (Fig. 2).

Xantina NADPH
oxidasa oxidasa

‘»4

-._’ : O+02

H.,O0+0,

Figura 2. Mecanismo general de produccion y neutralizacion de especies reactivas de
oxigeno. El Oz es degradado por la enzima SOD produciendo H20: el cual también es generado
por los peroxisomas (PX). El H202 es sustrato de la enzima GPx que emplea como cofactor a dos
moléculas de glutation reducido (GSH) oxidandolo a GSSH en la reaccion, para reducir el H20:2 a
H20. La CAT es otra enzima que emplea como sustrato al H202 reduciéndolo a H20 (Modificado de
Sanchez y Méndez, 2013).
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En cambio, el sistema antioxidante no enziméatico se comprende de
compuestos que actlan en conjunto para formar un sistema integro en donde la
dieta es la mayor fuente de antioxidantes y microelementos para la sintesis de
enzimas antioxidantes (Sanchez y Méndez, 2013), algunos ejemplos de estos
antioxidantes no enzimaticos son el glutation, acido lipoico, la bilirrubina, las
ubiquinonas, la vitamina E (alfa-tocoferol), vitamina C (acido ascorbico), vitamina
A, vitamina B, acetil-L-carnitina, coenzima Q10, etc. (Lopez et al., 2012). Mientras
que varios metales como Cu, Zn, Mn y Fe participan como componentes 0
cofactores de enzimas antioxidantes; al igual que algunas vitaminas como &cido
félico, acido ascoérbico, a-tocofenol y [(-caroteno, quienes actlan como
atrapadores de las ERO (Sanchez y Méndez, 2013).

Dentro del metabolismo celular existen numerosos sitios de generacion de
especies oxidantes, una de ellas es la cadena respiratoria mitocondrial (CRM),
cuya participacion en el desarrollo de dafio oxidativo ha sido objeto de muchas
investigaciones, pues, se considera que la mitocondria es el sitio donde se genera
la mayor cantidad de ERO que conduce EO, provocando defectos en el
metabolismo de la mitocondria y algunas enfermedades (Martinez et al., 2005).

1.6. Funcién mitocondrial

La mitocondria es un organulo de origen endosimbionte, con genoma propio
(Ortega et al., 2021), forma parte de las células eucariotas ocupando hasta el 20
% de su volumen (De la Fuente, 2018). Tiene un tamafio variable entre 0.1 pm y
0.5 um de diametro, pero, pueden alcanzar una longitud maxima de 7 um esto
depende de la actividad de la célula (Sanchez y Arboleda, 2008). Su estructura es
ovoide y se consideran inusuales debido a que esta constituida por dos
membranas que la divide en cuatro compartimentos distintos, los cuales son: una
membrana externa, una membrana interna, el espacio intermembrana y la matriz
mitocondrial (Figura 3) (De la Fuente, 2018).

La membrana externa es una bicapa lipidica, continua, uniforme y esta
formada por 40 % lipidos y 60 % proteinas que forman poros, llamados porinas o
canales anionicos dependientes de voltaje (Sanchez y Arboleda, 2008). Estos
canales la hacen permeable a iones, metabolitos y moléculas pequefias (Nelson y
Cox, 2009). De igual manera, la membrana externa mitocondrial posee receptores
de importacion capaces de reconocer secuencia de direccionamiento de las
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proteinas que estan destinadas a la mitocondria, unos ejemplos de esto son: ADN
y ARN polimerasas mitocondriales (Sanchez y Arboleda, 2008).

Por otro lado, la membrana interna difiere de la membrana externa en su
organizaciéon molecular. Posee el 20 % de lipidos y el 80 % de proteinas (Ortega
et al., 2021). Se encuentra plegada formando diversas crestas que se consideran
de suma importancia, ya que en ellas se lleva a cabo el transporte de los
electrones para la produccion de energia en forma de ATP (De la Fuente, 2018).
Estas crestas pueden presentarse en estructuras lamelares o tubulares, cuyo
namero depende de la demanda energética de la célula (Sanchez y Arboleda,
2008). La membrana interna es impermeable a la mayoria de iones y moléculas
pequefias. Las especies que logran atravesar esta membrana lo hacen a través de
transportadores especificos, esta permeabilidad selectiva le permite separar a los
intermediarios y enzimas de las rutas metabdlicas que ocurren en el citosol de los
que se producen en la matriz (Nelson y Cox, 2009). Estructuralmente cuenta con
un bajo contenido de colesterol y un alto contenido de cardiolipina, lo cual permite
que entren los lipidos del citosol a la matriz para que se lleve a cabo la B-
oxidacion (Sanchez y Arboleda, 2008). Asi mismo, estos lipidos junto con los
aminodcidos y el piruvato son llevados a la matriz mitocondrial por transportadores
especificos para ser incorporados al ciclo del acido citrico. También el ADP y P;
son transportados al interior de la matriz mientras que el ATP recién sintetizado es
expulsado al exterior (Nelson y Cox, 2009).

Entre ambas membranas queda delimitado el espacio intermembranal, esta
compuesto por un liquido similar al hialoplasma y contiene todas las moléculas o
sustancias que las porinas de la membrana externa dejan pasar; ademas, es rico
en protones que provienen de los complejos de la cadena respiratoria. Por otro
lado, la matriz mitocondrial es ligeramente densa y finamente granulosa debido a
los granulos densos de las acumulaciones de iones de Ca** y Mg**, también
contiene moléculas de ADN y ARN mitocondrial, iones, metabolitos a oxidar y
ribosomas tipo 70S (mitoribosomas), que realizan la sintesis de algunas proteinas
(Sanchez y Arboleda, 2008).
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Figura 3. Estructura y partes de la mitocondria. Se muestra la forma representativa de la
estructura de la mitocondria y alguna de las partes que la componen (Modificado de Parada, 2019).

Diferentes vias bioenergéticas contribuyen al metabolismo energético en la
mitocondria, como la B-oxidacion, el ciclo del &cido citrico y la oxidacion del
piruvato, los cuales se llevan a cabo en la matriz mitocondrial, y la via final comun,
es la fosforilacion oxidativa que se lleva a cabo en la membrana interna a traves
de los complejos enzimaticos (Figura 4) y que generan el 80-90 % del ATP celular
(Marin y Gondenthal, 2002). Todas estas rutas energéticas ocurren en la
mitocondria a excepcion de la glucélisis que tiene cabida en el citosol (Nelson y
Cox, 2009).
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Figura 4. Vias bhioenergéticas mitocondriales. Complejos respiratorios I-V localizados en la
membrana interna mitocondrial con los componentes asociados en la transferencia de los
electrones, coenzima Q (CoQ) y Citocromo C (Cit c). También se observan las vias de oxidacién de
piruvato, B-oxidacién, de los acidos grasos y el ciclo de los acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs)
que estan asociados a la matriz (Modificado de Garcia y Goldenthal, 2002).

1.6.1. Los transportadores de electrones actian como
complejos multienzimaticos

En los seres humanos, las mitocondrias contienen sus propio DNA en forma
de doble cadena, que engloban 16,569 pares de bases que codifican 13 proteinas,
de las cuales constituyen una parte de los 5 complejos enzimaticos que participan
en el transporte de los electrones y la fosforilacion oxidativa (Garcia y Goldenthal,
2002). Los transportadores de electrones que participan en la fosforilacion
oxidativa de la mitocondria se encuentran organizados en complejos
supramoleculares incrustados en la membrana interna que se pueden separar
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fisicamente. Son cuatro complejos los que participan, siendo todos ellos capaces
de catalizar la transferencia electronica a través de una porcion de la cadena. Los
complejos | y Il son los encargados de catalizar la transferencia de electrones
hacia la ubiquinona, pero partiendo de dos dadores electronicos diferentes: siendo
el NADH para el complejo | y el FADH2 (proveniente del ciclo del acido citrico)
para el complejo Il. EI complejo Il transfiere los electrones al citocromo c y el
citocromo c los transfiere al complejo IV que completa la secuencia de la cadena
respiratoria transfiriendo los electrones desde el citocromo ¢ al Oz (Figura 5)
(Nelson y Cox, 2009).

Espacio intermembranal H' H H

pH bajo

alta concentracion de H+ o000

Vs

Matriz

pH alto
baja concentracidn de H+ TP

NADH

Figura 5. Elementos de la cadena respiratoria. Esta ruta metabdlica se conforma por cuatro
principales complejos enziméticos, NAD deshidrogenasa (complejo 1), succinato deshidrogenasa
(complejo 1), citocromo reductasa (complejo 1) y citrocromo oxidasa (complejo IV) y se encuentran
conectados entre si por dos transportadores de electrones moéviles que son la ubiquinona y el
citocromo ¢ (Modificado de Merino y Noriega, 2011).
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1.6.2. Complejo |

El complejo | también es llamado NADH: ubiquinona oxidorreductasa o NAD
deshidrogenasa (Figura 6), es una enzima que tiene forma de L, con uno de sus
brazos en la membrana y el otro se prologa hacia la matriz. En mamiferos esta
compuesta por aproximadamente 42 cadenas polipeptidicas diferentes de las
cuales se encuentra una flavoproteina que contiene flavin mononucle6tido (FMN)
y como minimo seis centros Fe-S. Este complejo cataliza dos procesos
simultdneos: a) la transferencia exergdnica de un ion hidruro que proviene del
NADH hacia la ubiquinona y un protdbn de la matriz y b) la transferencia
endergonica de los cuatro protones desde la matriz hacia el espacio
intermembrana (Nelson y Cox, 2009). La reaccion que cataliza este complejo es
vectorial; es decir que mueve los protones desde una localizacién especifica a
otra, por esto la matriz se carga de forma negativa debido a la salida de los
protones mientras que el espacio intermembrana es cargado positivamente
(Figura 6) (Nelson y Cox, 2009).

4H*
§

Complex I Intermembrane
space (P side)

Matrix Matrix (N side)

arm

NADH NAD*

Figura 6. Estructura grafica del complejo | mitocondrial. Se muestra la forma representativa de
la estructura del complejo | y las funciones que lleva a cabo en el proceso de la cadena de
transportes electrones (Modificado de Merino y Noriega, 2011).
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1.6.3. Complejo Il

El complejo Il también es mencionado en la literatura como succinato
deshidrogenasa (Figura 7) y es la Unica enzima que se encuentra ligado a la
mitocondria proveniente del ciclo del acido citrico. Esta formado por cinco grupos
prostéticos y cuatro subunidades proteicas diferentes. Las subunidades C y D son
proteinas integrales de membrana, ambas poseen tres hélices transmembrana y
las subunidades A y B se extienden hacia la matriz; ambas contienen tres centros
2Fe-2S, un sitio de union para el sustrato succinato y un FAD unido. Cuenta con
un sitio de union a la ubiquinona y un grupo hemo (hemo b) (Nelson y Cox, 2009).
De acuerdo con Nelson y Cox (2009), el grupo hemo b no se encuentra en la ruta
directa de transferencia de los electrones, sino que podria desarrollar la habilidad
de reducir la frecuencia con la que los electrones “se pierden” fuera de la ruta, es
decir, desplazdndose del succinato al oxigeno molecular para finalmente producir
las ERO (Fig. 7).

NN SN

SRR
istrsanf

FAD

Succinate Fumarate + 2 H*

Figura 7. Estructura gréfica del complejo Il mitocondrial. Se muestra la forma representativa de
la estructura del complejo Il y las funciones que lleva a cabo en el proceso de la cadena de
transportes electrones (Modificado de Merino y Noriega, 2011).
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1.6.4. Complejo I

El complejo Il también denominado complejo citocromo bci 0 ubiquinona:
citocromo c oxidorreductasa (Figura 8), su funcion es la de transferir los electrones
desde el ubiquinol (QH2) al citocromo ¢ con su consecuente transporte de
electrones vectorial desde la matriz al espacio intermembrana (Nelson y Cox,
2009). La unidad funcional de este complejo es un dimero con las dos unidades
monomeéricas del citocromo b formando una especie de “cueva” en el centro de la
membrana, esto le permite a la ubiquinona la libertad de movimiento desde la
matriz de la membrana hacia el espacio intermembrana, esto ocurre mientras
lanza protones y electrones a través de la membrana mitocondrial interna (Figura
8) (Nerlson y Cox, 2009).

La secuencia es simple: el QH2 se oxida a Q, al mismo tiempo que se reducen dos
moléculas del citocromo c. Luego de que su Unico hemo acepte un electron del
complejo lll, este se desplaza hacia el complejo IV para cederle el electréon
(Nelson y Cox, 2009).

Oxidation of Oxidation of
first QH, mfl.u_l QH;

". Intermembrane
space (P side)

Matrix (N side)

Figura 8. Estructura grafica del complejo Ill mitocondrial. Se muestra la forma representativa
de la estructura del complejo Il y las funciones que lleva a cabo en la cadena de transportes
electrones (Modificado de Merino y Noriega, 2011).
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1.6.5. Complejo IV

Para el ultimo paso de la cadena transportadora de electrones, el complejo
IV o también conocido con el nhombre de citocromo oxidasa (Figura 9), transporta
los electrones que van desde el citocromo C al Oz para reducirlo a H20. Es una
enzima muy grande, en donde la subunidad Il estda compuesta por dos iones Cu
que forman complejo con los grupos —SH de dos residuos de Cys en un centro
binuclear (Cua). La subunidad | esta compuesta por dos grupos hemo (a y as) y un
ion Cu (Cus). EI hemo as junto con el Cus forman el segundo centro binuclear el
cual acepta los electrones del hemo a y finalmente los transfiere al O2 unido al
hemo as (Figura 9) (Nelson y Cox, 2009).

Debido a lo anteriormente mencionado, la mitocondria es considerada parte
importante de la vida y la muerte celular. En ella se llevan a cabo funciones
importantes para mantener el equilibrio metabdlico, ya que provee la energia
necesaria para casi todos los procesos celulares, energia que finalmente permite
llevar a cabo funciones como la contraccion muscular, mantener los gradientes
iGnicos, para poder llevar a cabo acumulacion y secrecidon de hormonas y
neurotransmisores, ademas de que participa en la muerte celular por el
mecanismo de apoptosis. Por esta razon es evidente que cualquier alteracién en
las funciones de la mitocondria pueda detonar una enfermedad, provocando
alteraciones en su metabolismo o incluso la muerte celular (Martinez et.al., 2005).

Intermembrane 4H*

space o= |
(p side) )

4H* 4H"* 2H,0 Matrix
(substrate) (pumped) (N side)
Ma. Guadalupe Arellano Salgado | 7



U.M.S.N.H. Facultad de Quimico Farmacobiologia
|

Figura 9. Estructura gréafica del complejo IV mitocondrial. Se muestra la forma representativa
de la estructura del complejo IV y las funciones que lleva a cabo en la cadena de transportes
electrones (Modificado de Merino y Noriega, 2011).

1.7. Estrés oxidante en la diabetes

La mitocondria es el organulo celular donde se llevan a cabo diversas
reacciones bioquimicas importantes del metabolismo intermediario celular, pero la
funcién mas importante que se le atribuye es la respiracion celular que permite la
sintesis de la mayor parte de ATP necesario para los procesos que requieren la
energia. Sin embargo, como parte de este proceso de respiracion, se forman ERO
(Guzman et al., 2006). Las ERO y el establecimiento de EO afectan a una gran
cantidad de funciones fisiol6gicas que participan en el desarrollo de enfermedades
humanas de tipo crénico degenerativas con impacto epidemiolégico (Figura 10)
(Sanchez y Méndez, 2013).
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Figura 10. Esquema del desarrollo de algunas enfermedades causadas por la produccion de
radicales libres. Ejemplos de la generacion exdgena de radicales libres y efectos adversos del
estrés oxidativo en la patogénesis de diversas enfermedades (Modificado de Sanchez y Méndez,
2013).

Esta produccion de ERO es debida a una disfuncién en la mitocondria de la
cual han sido identificadas los procesos de enfermedad y tienen un papel
importante, por ejemplo, el daino mitocondrial en células B-pancreaticas causa
diabetes (Martinez et al., 2005). Aunque existen diversas evidencias
experimentales en donde indican que el EO puede detonar el comienzo y la
progresion de complicaciones tardias de la DM, aun hay disputa acerca de si el
incremento de este fendmeno esta asociado o es origen en el desarrollo de esta
enfermedad metabdlica (Nicholls, 2002). Existen diferentes mecanismos que se
encuentran implicados en el incremento del EO en la diabetes mellitus, como: la
glucacion de proteinas, la activacion de la via de los polioles, la disminucion de las
defensas antioxidantes y la autooxidacion de la glucosa (Cruz et al., 2011). En
este ultimo, cuando la glucosa esta elevada altera la funcion de las proteinas y
junto con la autooxidacion de los azucares dan pie a la produccion de ERO, por la
disminucién de la hemo-oxigenasa-1 que afecta a las células B-pancreéticas,
promoviendo de esta manera el mecanismo fisiopatoldgico de esta enfermedad
(Sanchez y Méndez, 2013).

1.8. Complicaciones de la diabetes

Los pacientes que tienen diabetes mellitus desarrollan complicaciones a
largo plazo o crénicas (Mediavilla, 2001). Durante esta patologia los 6rganos del
cuerpo se encuentran afectados de forma crénica por multiples factores, como, por
ejemplo; hiperglucemia crénica, estrés oxidante, hipoxia tisular, genética (Paez et
al., 2016), dislipidemia, hipertension arterial, entre otros (Mediavilla, 2001). Las
principales complicaciones cronicas a nivel vascular de la diabetes (Figura 11) se
clasifican en (Paez et al., 2016): a) macrovasculares (equivalente a
arteriosclerosis), quienes afectan de forma general a las arterias produciendo,
enfermedad cardiaca coronaria, cerebrovascular y vascular periférica; b)
microvasculares, que incluyen la nefropatia, retinopatia y neuropatia, y c) pie
diabético, esta complicacion es consecuencia de la neuropatia y/o de la afeccion
vascular de origen macroangiopatico (Fig. 11) (Flores y Aguilar, 2006).
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Figura 11. Complicaciones cronicas de la diabetes. Complicaciones microvasculares y
macrovasculares mas comunes que genera la diabetes (Tomado de Diaz, 2012).

Las consecuencias de las complicaciones macrovasculares conforman un
incremento de 3 a 4 veces en la morbilidad y mortalidad cardiovascular, siendo la
principal causa de muerte en los diabéticos. Por otro lado, las consecuencias de
las complicaciones microvasculares y del pie diabético afectan en gran parte la
calidad de vida de estos pacientes (Mediavilla, 2001).

Las enfermedades crénicas que se relacionan con el higado presentan una
alta morbilidad a nivel mundial, su prevalencia e incidencia varian dependiendo de
la poblacion estudiada (Miranda y Reza, 2008). Las complicaciones hepaticas en
las personas diabéticas son comunes, el estrés oxidante como resultado de la
oxidacion mitocondrial de los acidos grasos que provienen de los triglicéridos y del
aumento de citoquinas inflamatorias, se consideran los factores causales de
fibrosis, inflamacion y dafio hepatico (Quevedo et al., 2019).
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1.9. Generalidades del higado

El higado es el 6rgano solido de mayor tamafio del organismo (Figura 12)
(Rodriguez et al., 2017), tiene una coloracion parda rojiza, presenta una superficie
externa lisa, esta constituido por un parénquima friable que se encuentra rodeado
de una capsula fibrosa delgada (capsula de Glisson) (Castaing y Veilhan, 2006).
Tiene un peso aproximado de 1400-1800 g dependiendo del peso corporal y el
sexo, lo que supone alrededor del 2 % del peso de una persona adulta (Sibulesky,
2013), mientras que en roedores el higado comprende del 4-5 % del peso corporal
(Moller y Vazquez, 2011). La irrigacion sanguinea que recibe depende del 75 % de
la vena porta y el 25 % de la arteria hepatica (Manterola et al., 2017).

El higado, realiza diversas funciones en su sistema (Figura 12), ademas de
tener funciones digestivas y excretoras que se relacionan con la formacion de bilis,
es un érgano importante en los procesos metabdlicos. Esto gracias a su posiciéon
estratégica y a sus funciones metabdlicas. Ademas de que regula la homeostasis
calérica y el metabolismo proteico, este 6rgano desempefia una funcion
importante en el metabolismo de vitaminas, hormonas y xenobidticos, ademés de
almacenamiento de metales, vitaminas y en la respuesta inmunitaria (Fig. 12)
(Pozo et al., 2022).

| + Sintesis de colesterol
* Produccion de triglicéridos

| » Gluconeogénesis
| + Glucogenolisis
| + Glucogenogénesis

* Albumina
. Lipoprqteina’s J

+ Fibrinégeno

* Protrombina — —

+ Globulinas Sintesis factores Produccién D'QSZUOH
. Procqnvertln?. coagulacion de bilis ol hoa
+ F. Antihemofilico | alimentos |
+ F. Stuart-Prower

Neptraliza + Glucégeno
toxinas de + Vitamina B12
farmacos y + Hierro
hemoglobina p + Cobre, etc.
— l Amonio en urea ] e

Figura 12. Esquema de la fisiologia del higado. Se muestra el conjunto de propiedades y
funciones del higado (Tomado de Manterola et al., 2017).
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En humanos la anatomia morfologica “clasica” del higado en la apariencia
externa (Castaing y Veilhan, 2006), esta dividido por un ligamento falciforme que
lo divide en dos l6bulos principales, un Iébulo derecho mayor y un I6bulo izquierdo
mas pequefio (Figura 13) (Sibulesky, 2013). En cambio, en la superficie posterior
el hilio hepatico delimita dos I6bulos accesorios (cuadrado y caudado o de Spigel)
(Castaing y Veilhan, 2006).

Higado derecho Higado izquierdo
] |

Ligamento falciforme

Figura 13. Anatomia morfolégica del higado. Representacion de la estructura y las partes
principales en que se divide el higado (Tomado de Sibulesky, 2013).

De acuerdo a la clasificacion de Couinaud, el higado se divide en ocho
segmentos funcionales independientes (Figura 14), cada uno de estos segmentos
cuenta con su propio pediculo portal, que esta formado por una rama arterial
hepatica, una rama de la vena porta y un conducto biliar y, por otro lado, esta la
rama venosa hepatica que lleva el flujo de salida (Rodriguez et al., 2017). El
segmento |, corresponde al I6bulo de Spigel; el segmento Il, corresponde al sector
posterior izquierdo; el segmento Ill y IV, constituyen el sector anterior izquierdo,
donde el segmento 1l se localiza a la izquierda y el segmento IV a la derecha de la
fisura umbilical y del ligamento redondo; el segmento V, corresponde la parte
inferior y el VIl a la parte superior del sector anterior derecho; el segmento VI,
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conforma la parte inferior y el segmento VII a la parte superior del sector posterior
derecho (Castaing y Veilhan, 2006).

Lobulo hepatico Lobulo hepatico
derecho izquierdo

Vena cava

Posterior Anterior Medial  Lateral izquierdo

Venas suprahepaticas

Arteria hepatica
ena porta ' Via biliar

Figura 14. Segmentos hepéticos, venas suprahepéticas, vena porta y via biliar.
Representacion clinica de todos los segmentos hepaticos funcionales, rama arterial, rama vena
porta y conducto biliar que constituyen el funcionamiento del higado (Tomado de Rodriguez et al.,
2017).

El higado es uno de los 6rganos centrales para la regulacion de la glicemia,
es responsable del 90% de la produccién enddgena de glucosa a través de
diversas rutas metabdlicas como la gluconeogénesis y glicogenolisis. Es decir, que
en estados de ayuno produce la glucosa necesaria para el metabolismo celular.
Debido a la importancia de la funcionalidad del higado en la homeostasis de la
glicemia, se espera que cualquier enfermedad que pueda afectarlo tenga la
potencialidad de producir alteraciones en el metabolismo de la glucosa,
principalmente en personas con DM2, pero, que también se pueden desarrollar en
personas sanas (Buil, 2015). La DM se asocia fuertemente con las enfermedades
cronicas hepaticas (ECH), desde las alteraciones de enzimas hepaticas hasta
carcinoma hepatocelular, higado graso no alcohdlica (EHGNA), esteatohepatitis
no alcoholica (EHNA) y cirrosis (Ramos et al. 2017).

La EHGNA es generalmente asintomatica, antes considerada como una
enfermedad benigna, en la actualidad ya no es considerada de esta forma ya que
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en una considerable proporcion de los pacientes con EHGNA suele evolucionar a
EHNA, asi como también en un porcentaje considerable de pacientes con EHGNA
puede desarrollar cirrosis hepética, con el riesgo inherente de desarrollar
carcinoma hepatocelular (Ramos et al. 2017). Estudios actualmente proponen que
el EHGNA es un factor de riesgo importante en el desarrollo de DM2,
principalmente cuando el EHGNA se presenta en combinacion con obesidad y
resistencia a la insulina (Aguilera, 2018). Diversos mecanismos que implican la
resistencia a la insulina se asocian con el desarrollo de esteatosis hepatica
(Ramos et al.,, 2017). De esta forma, la resistencia a la insulina periférica
desencadena un aumento en el flujo de los acidos grasos libres al higado, esto lo
hace a través de la reduccion del efecto supresor de la insulina sobre la lipolisis en
el tejido adiposo, mientras que la resistencia a la insulina hepética promueve la
acumulacion de lipidos en el higado favoreciendo el desarrollo de esteatosis y su
progresion a enfermedad de higado no alcohdlica (Buil, 2015).

En el higado, la insulina fomenta la lipogénesis de novo y la
gliceroneogénesis, estos procesos se encuentran aumentados en la EHGNA, lo
gue contribuye a la sintesis de triglicéridos hepaticos y el desarrollo de esteatosis
(Ramos et al., 2017). La esteatosis hepética simple tiene muy pocas
complicaciones, pero si no es tratada puede progresar a EHNA, la cual a su vez si
no es controlada, puede continuar a fibrosis y pasar a ser un factor de riesgo alto
para el desarrollo de cirrosis y cancer hepatico (Aguilera, 2018).

1.10.Tratamiento farmacoldgico de la diabetes

El fundamento del tratamiento para la diabetes esta dirigido a aliviar los
sintomas, mejorar la calidad de vida de los pacientes y prevenir las
complicaciones agudas y crénicas (Santa y Zacarias, 2002). A los pacientes que
padecen diabetes se les debe ofrecer educacién continua, ordenada vy
sistematizada con obijetivos claros en el diagndstico y durante la evoluciéon de la
enfermedad (Selli et al., 2005). Un tratamiento médico nutricional es una de las
principales recomendaciones para favorecer la disminucion del peso y el control
glucémico, dentro de los cuales se destacan las modificaciones en la alimentacion,
el ejercicio y las terapias conductuales (Velazquez et al., 2013). Sin embargo, con
el paso del tiempo todo ello no basta para mantener un control glucémico
adecuado, debiendo considerarse la administracion de un tratamiento
farmacolégico en los pacientes, tras un periodo razonable segln su progreso
después del diagnéstico (Perel, 2018).
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En pacientes con DM2, con o sin obesidad, el tratamiento con metformina
reduce de 1-2 % la HbAlc. Cuando los pacientes tienen obesidad el uso de la
biguanida se asocia con pérdida de peso de 1-5 kg, sin aumentar el riesgo de
hipoglucemia. La metformina es el farmaco mas utilizado dentro del grupo de las
biguanidas gracias a que tiene menor riesgo de asociarse a acidosis lactica, a
nivel gastrointestinal reduce la absorcion de la glucosa, estimula la captacion de
glucosa por las células, incrementa la union de insulina al receptor e inhibe la
gluconeogénesis.

Ante una hiperglucemia posprandial, estan indicados los inhibidores de alfa-
glucosidasa; un ejemplo, es la acarbosa, actuan retrasando la digestion de
carbohidratos, mudando la absorcién a las partes mas distales del colon y el
intestino delgado, permiten ampliar el tiempo a las células beta para aumentar la
secrecion de insulina, esto lo hacen retrasando la entrada de glucosa a la
circulacion sistémica. El uso de tiazolidinedionas aumenta la sensibilidad a la
insulina sin afectar su secrecién, su mecanismo de accioén promueve la captacion
de glucosa en tejido adiposo, musculo esquelético e higado a través de los
receptores celulares nucleares PPAR (Receptores activados por proliferadores
peroxisomales); un ejemplo, de este tratamiento es la rosiglitazona. Ademas, los
pacientes con DM1 utilizan la terapia con insulina para su supervivencia ya que es
necesaria para el metabolismo normal de carbohidratos, grasas y proteinas, a
diferencia de los pacientes con DM2 que no la necesitan; sin embargo, con el paso
del tiempo pueden llegar a necesitarla, ya que van disminuyendo su produccién de
insulina, haciendo necesaria la administracion exégena de insulina para su control
glucémico (Vinces et al., 2019; Santa y Zacarias, 2002; Velazquez et al., 2013;
Selli et al., 2005 y Perel, 2018).

Como ya se hablé anteriormente, la DM es una enfermedad multifactorial
que esta ligada al metabolismo energético, principalmente en el manejo de
carbohidratos y grasas, no obstante, la gran mayoria de micronutrientes también
estan involucrados ya sea como la causa o efecto de esta enfermedad. Como se
sabe, la principal causa y consecuencia de la diabetes es el desequilibrio que
existe entre la formacién de RL y el control por el lado de los antioxidantes
naturales (Valdés et al., 2015). Desde hace varios afios, se encontré0 que las
deficiencias de vitaminas se correlacionan con alteraciones metabolicas (Riveron y
Fernandez, 2017), como el aumento del estrés oxidante, la resistencia a la insulina
la disfuncion endotelial y el deterioro del metabolismo de la glucosa y los lipidos,
las cuales conducen al desarrollo de diversas patologias relacionadas con el
sindrome metabdlico (Aguilera et al., 2022). Ya que su funcion como cofactores en
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las rutas metabdlicas de la glucosa, la funcidon B-pancreatica celular y la cascada
de sefializacion de la insulina sugieren que su deficiencia tiene un papel
importante en el desarrollo de la diabetes (Via, 2012).

Las vitaminas son compuestos quimicos que los seres humanos no
podemos sintetizar o solo en cantidades minimas y que son muy esenciales para
una gran cantidad de rutas metabdlicas. Durante los ultimos afios numerosos
estudios en cultivos celulares y animales de laboratorio han demostrado
evidencias de que las vitaminas tiene una gran diversidad de funciones como,
modular la expresion génica, la proliferacion y la diferenciacién celular, etc.
Ademas, las vitaminas en concentraciones farmacologicas demuestran sus
beneficios en enfermedades que se relacionan con el sindrome metabdlico, de los
cuales estan propuestos principalmente la modulacion de la expresion génica y las
vias de sefializacion que producen efectos como, antihipertensivos,
antiinflamatorios, antioxidantes, hipolipemiante e hipoglucemiante (Aguilera et al.,
2022).

1.11. La hiotina

La biotina, también es llamada vitamina B7 o H, pertenece al grupo de las
vitaminas hidrosolubles del complejo B, indispensable para el metabolismo vy el
crecimiento celular (Aguilera y Manuel, 2016). Es una vitamina que participa como
coenzima en el metabolismo intermediario y se une covalentemente a las
carboxilasas (Riverén y Fernandez, 2017). La pueden sintetizar las plantas, la
mayoria de las bacterias y algunos hongos. Es un compuesto heterociclico,
conformado por un anillo de imidazolidona enlazado a un anillo de
tetrahidrotiofeno y lateralmente unido con una cadena de acido valérico (Figura
15) (Aguilera et al., 2013).

0
NH o

W

HN OH

Ma. Guadalupe Arellano Salgado | =it



U.M.S.N.H. Facultad de Quimico Farmacobiologia
|

Figura 15. Estructura quimica de la biotina. Compuesto heterociclico, con un anillo de
imidazolidona, unido a un anillo de tetrahidrotiofeno y con un acido valérico unido lateralmente
(Tomado de Aguilera et al., 2013).

La biotina en mamiferos actia como cofactor de cuatro carboxilasas
(Rodriguez, 2000): piruvato carboxilasa (PC), que participa en la gluconeogénesis;
propionil-CoA carboxilasa (PCC) implicada en el catabolismo de los &cidos grasos
de cadena impar y de los aminoacidos de cadena ramificada; metilcrotonil-CoA
carboxilasa (MCC) que es esencial para la degradacién de la leucina y la acetil-
CoA que participa en la biosintesis y elongacion de los acidos grasos (Valdés,
2015). Las tres primeras son enzimas mitocondriales y la Ultima es una enzima
citosdlica (Rodriguez, 2000). Las carboxilasas son sintetizadas como
apocarboxilasas (Fig. 16) y participan en diversos procesos metabdlicos como la
gluconeogénesis, la lipogénesis, la oxidacion lipidica y el catabolismo de
aminoéacidos (Aguilera et al., 2013). En mamiferos, la biotina tiene un papel muy
importante en la proliferacion y diferenciacion celular, asi como también su
participacion en la regulacion de la sintesis de ciertas proteinas, de las cuales se
encuentran varias enzimas reguladoras del metabolismo de la glucosa (Rodriguez,
2000).

Conocer los mecanismos moleculares en donde la biotina pueda tener un
efecto hipotensivo, un efecto hipoglucémico y un efecto hipolipemiante, permitira
determinar su posible uso como auxiliar en los tratamientos utilizados en las
enfermedades relacionadas con el sindrome metabdlico, como la hipertension,
dislipidemias o incluso la diabetes (Aguilera y Manuel, 2016), pues, en un estudio
en ratas diabéticas con suplementos de biotina resultd tener efectos
antidiabéticos, previniendo la resistencia a la insulina a través de un aumento en la
expresion de la proteina transportadora de glucosa GLUT4 (Valdés, 2015), parte
del mecanismo de este fendbmeno involucra la expresion del gen de la hexocinasa
inducida por la biotina que aumenta la capacidad hepética de la glucosa, ademas
esta vitamina regula la transcripcion del receptor de insulina mejorando la funcién
pancreatica celular (Via, 2012). Por otro lado, en la actualidad, se sabe que la
biotina modifica la expresion génica y los procesos biolégicos en concentraciones
farmacoldgicas. Las acciones que ejerce la biotina en la expresién génica se
producen a nivel transcripcional y traduccional, con efectos en diversos procesos
como biolégicos, metabdlicos, en la reproduccion y el desarrollo (Riveron vy
Fernandez, 2027).
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS

Se han comprobado en modelos de rata y raton que la biotina a
concentraciones de 2 mg/kg de peso y 14 mg/kg de peso, disminuye la presion
arterial (Larrieta et al., 2012; Aguilera y Fernandez, 2012), asi como también
mejora la accion y secrecion de insulina (Juturu y Komorowski, 2006) y disminuye
la glucosa en sangre a niveles considerados normales (Aguilera et al., 2019). Por
otro lado, se ha demostrado que la biotina a estas mismas concentraciones tiene
efecto hipotrigliceridémico (Larrieta et al., 2012; Aguilera y Fernandez, 2012), a
través de la via de sefalizacién de la cGMP y AMPK (Aguilera y Fernandez,
2012).

Por otro lado, en un estudio realizado por Pefia-Montes y colaboradores
(2020) se encontré que existe disfuncionalidad en la actividad de los complejos
enzimaticos mitocondriales en ratas diabéticas inducidas con estreptozotocina,
junto con un incremento significativo de aproximadamente 46% en la produccién
de ERO en los individuos diabéticos en comparacion con el grupo control, asi
como dafos oxidativos mitocondriales. Sin embargo, Aguilera- Méndez et al.,
(2018) demostraron que, en un modelo de sindrome metabdlico desarrollado por
la ingesta crénica de fructosa, la biotina ejerce un efecto protector en donde
reduce la hiperglucemia, la resistencia a la insulina, la dislipidemia, la hipertensién
y la lipoperoxidacién hepatica. A pesar de que existen diversos estudios de la
biotina, son pocos los que demuestran sus efectos en los mecanismos
moleculares, por los cuales se producen los efectos sistémicos (Aguilera y Serrato,
2013).
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3. JUSTIFICACION

La diabetes es un problema de salud severo que trae consigo una serie de
complicaciones, que han incrementado el porcentaje de mortalidad en México y el
mundo. El estrés oxidante es una de las principales complicaciones de la diabetes
ya que afecta una gran cantidad de funciones fisiol6gicas, esta produccion de
ERO es debida a wuna disfuncion en la mitocondria. Existen diversas
investigaciones para prevenir la diabetes y mejorar el estilo de vida de quienes la
padecen. Por esta razon, la presente investigacion se enfoca al estudio del efecto
de la biotina en la funcion mitocondrial y el estrés oxidativo en ratas diabéticas que
permitira ampliar el conocimiento de sus efectos y mecanismos de accion, para su
posible uso como tratamiento.
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4. HIPOTESIS

La biotina disminuye el estrés oxidativo y mejora la funcion
mitocondrial en ratas diabéticas.

5. OBJETIVOS

5.1. General

Determinar el efecto de la biotina sobre el estrés oxidativo y la
funcién mitocondrial en ratas con diabetes experimental.

5.2. Especificos

1.- Determinar el efecto hipoglucémico de la biotina en ratas diabéticas.

2.- Evaluar en mitocondrias de higado de ratas diabéticas la actividad de los
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial.

3.- Determinar en mitocondrias de higado de ratas diabéticas la produccién de
ERO.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Modelo experimental

Se utilizaron 24 ratas macho de la cepa Wistar (220 = 25 g de peso) y se
manipularon de acuerdo con los lineamientos establecidos en la norma oficial
mexicana NOM-062-Z00-1999 y con los lineamientos del Comité de Bioética del
Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas (lIQB). Los animales se
mantuvieron en jaulas con ciclos de luz y oscuridad de 12h/12h y a una
temperatura de 25 + 2°C, con alimento y agua ad libitum durante toda la
experimentacion.

6.2. Protocolo experimental

Se tuvieron cuatro grupos de 6 ratas cada uno distribuidas de forma
aleatoria, (1) grupo control, al cual no se le administré tratamiento; (2) grupo
control + biotina, siendo un grupo normoglucémico con un tratamiento de biotina (2
mg/kg de peso corporal) durante 15 dias via intraperitoneal (IP); (3) grupo control
diabético, se le indujo diabetes con una dosis Unica de STZ (45 mg/kg de peso
corporal) y (4) grupo diabético + biotina, al cual se le indujo diabetes con STZ y un
tratamiento con biotina durante 15 dias via IP. Al finalizar el tratamiento, se
realizaron curvas de tolerancia a la glucosa y de resistencia a la insulina.

6.2.1. Curvade tolerancia ala glucosa

Para la curva de glucosa los animales tuvieron un ayuno de 10h y se les
administré via IP una carga de glucosa (2 g/kg de peso corporal) y se cuantifico la
glucosa en sangre de la vena caudal a los 0, 30, 60 y 90 minutos.
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6.2.2. Curvade resistencia alainsulina

Para la curva de resistencia a la insulina se administré via IP insulina (1
Ul/kg de peso corporal) y se midio la glucosa en sangre de la vena caudal a los
tiempos 0, 30, 60 y 120 minutos transcurridos. Todas las mediciones de glucosa
que se tomaron para ambas curvas se realizaron empleando un glucémetro
(Marca, Accu-Chek Performa) con tiras reactivas de igual marca.

6.3. Preparacion de Biotina como tratamiento

Para la administracion de la biotina se prepard de la siguiente manera: se
disolvieron 40 mg de biotina en 20 mL de PBS (NaCl, KCI, NazHPO4 y KH2PO4),
haciendo la diluciéon con un agitador magnético, una vez que la biotina se disolvio
por completo se ajusté el pH a 7.4, se filtr6 con un filtro de membrana Millex® -GS
33 mm, se deposité en un tubo Falcon estéril y se mantuvo en refrigeracion a 4°C,
para la administracion posterior via intraperitoneal.

6.4. Aislamiento de mitocondrias de higado

Se indujo suefio profundo a las ratas mediante la aplicacion de dosis Unica
de pentobarbital sédico (75 mg/kg de peso corporal) via IP. El tiempo estimado de
la sedacion profunda fue de 10 minutos y se realiz6 una laparotomia para disectar
el higado completo. Para realizar el aislamiento de mitocondrias de higado de rata,
se utilizé el método modificado de Saavedra-Molina y Devlin (1997). El higado se
colocé en medio 1 con la siguiente composicion: manitol 220 mM; sacarosa 70
mM; MOPS 2 mM y EGTA 1 mM (se disolvié con NaOH previamente). El medio 1
se ajustd a un pH de 7.4 y se mantuvo en refrigeracion a 4°C maximo durante 30
dias. Una vez que se colocé el higado en el medio 1, se secciond con tijeras
quirurgicas para liberar la sangre dentro de este, con lavados repetitivos de medio
1 en el proceso, después se homogenizé en un POTTER-ELVEHJEM a 500-600
RPM. Se decantd el homogenado en un tubo de centrifuga previamente
desionizado (con una piseta que contenga agua desionizada) y frio, se nivelaron
los volumenes de todos los tubos con medio 1 para centrifugar a 2000 RPM
durante 10 minutos a 4°C.
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Después de centrifugar se decanté el sobrenadante en un tubo frio y se
equilibraron los volumenes con medio 1 para centrifugar a 7000 RPM durante 10
minutos a 4°C. Se descartd el sobrenadante, se recuperd el pélet (fraccidén
mitocondrial), se adicionaron 2 mL del medio 2 (manitol 220 mM; sacarosa 70 mM
y MOPS 2 mM) y 160 pL de albumina de suero bovino (BSA). La fraccion
mitocondrial se resuspendio con un pincel de manera muy suave y se nivelaron los
volimenes de los tubos con medio 2 para centrifugar a 9000 RPM por 10 minutos
a 4°C, una vez que se termind este procedimiento se descartd el sobrenadante y
se agregaron 0.5 mL de medio 2 para resuspender. Por ultimo, la fraccion
mitocondrial se transfiri6 a tubos conicos de 0.5 mL (Mca, Eppendorf) y se
mantuvieron en congelacion a -70°C para su posterior uso.

Para la determinacion de especies reactivas de oxigeno y de la actividad de
los cuatro complejos enzimaticos se utilizé el método modificado de Pefia-Montes
y colaboradores (2020).

6.5. Determinacidon de especies reactivas de oxigeno

Primero se realizd cuantificacion de proteinas por el método de Biuret y
utilizando albumina de suero bovino como estandar, para verificar que el analisis
era equitativo de acuerdo con la cantidad de mitocondrias que se debe tomar para
cada muestra procesada. Se prepararon 100 mL de medio de oximetria para
mitocondrias de higado con la siguiente composicion: HEPES 10 mM; KCI 100
mM; KH2PO4 3 mM y MgClz 3 mM, se ajusto6 el pH a 7.4 y se refrigeré a 4°C. La
produccion de ERO, se evalué empleando la sonda fluorescente H2DCFDA
(diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina), midiendo la fluorescencia mediante
un espectrofluorofotometro RF-5301pc SHIMADZU. Se colocaron 2 mL de medio
de oximetria en un tubo de ensaye y se adicioné la muestra mitocondrial con la
cantidad calculada por el método de Biuret, se mezclé y se adicionaron 5uL de
DCFDA (diclorofluoresceina), se agitdé perfectamente y se protegié de la luz
ambiental. La muestra preparada se incubd en hielo con agitacion durante 10
minutos y se transfirid a una celda de plastico de 1 cm para su lectura. Se inicio la
lectura del trazo en el espectrofluorofotdmetro, a las longitudes de onda de
emision 518 nm y excitacion 491 nm, con una sensibilidad baja durante 15
minutos. Después de transcurrido 1 minuto de la lectura del trazo se adicionaron
20 pL de succinato (10 mM) (sustrato) y se dej6é continuar el trazo hasta terminar
para su analisis posterior.
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6.6. Determinacion de la actividad del complejo |
mitocondrial

Se prepararon diferentes reactivos: Cianuro de potasio (KCN) 0.2 M,
antimicina A (AA) 0.5 mM, rotenona 2 mM, BSA 10 mg/mL, ferrocianuro de potasio
(CeNeFeKasy 10 mM, NADH 10 mM y bufer de fosfatos 250 mM. Para el NADH se
pesaron 7.094 mg de reactivo y se disolvi6 en 1 mL de bufer Tris (con una
concentracion de 1.5 M, pH 8.8) y se mantuvo en refrigeracion a -20°C. Se
preparan 100 mL de bufer de fosfatos (250 mM) que contiene: 3.203 g KaHPO4 y
0.8995 g KH2PO4, se disolvio en diH20, se ajusto el pH a 7.5 y se refrigero a 4°C.
La preparacion del ferrocianuro de potasio tiene que ser al momento de la
experimentacion pesando 3.2926 mg en una balanza analitica y disolviendo en 1
mL de diH20. Por ultimo, los inhibidores de complejos, rotenona y AA se
disolvieron en etanol, excepto el KCN que se disolvio en diH:0.

Para medir la actividad del complejo I, se tomé 50 pg de muestra de
mitocondrias y se resuspendieron en 1520 pL de diH20, se mezclaron e incubaron
por 2 minutos. Se adicionaron: 400uL bufer de fosfatos (250 mM), 40 uL de BSA
(10 mg/mL), 10 pL de AA (0.5 mM) y 10 pL de KCN (0.2 M), se mezclaron e
incubaron durante 7 minutos, posteriormente se adicionan 40 pL de CsNeFeKa (10
mM). La muestra se transfiri6 a una celda de cuarzo de 1 cm del
espectrofluorofotometro  RF-5301pc SHIMADZU y se inici6 el trazo a una
temperatura de 37°C a las longitudes de onda de emision a 464 nm y excitacién a
352 nm con sensibilidad alta durante 6 minutos. A los 30 segundos de iniciar el
trazo se agregaron 10 pL de NADH (10 mM), a los dos minutos y medio
posteriores se adicionaron 10 pyL de rotenona (2 mM) y a los cuatro minutos y
medio se adicionaron 10 pL de NADH. Se dejo finalizar el trazo y se guardaron los
resultados para su posterior analisis.

6.7. Determinacion de la actividad del complejo |l
mitocondrial

En una celda de plastico de 12,5 x 12.5 x 45 mm se resuspendieron 0.2 mg
de proteina en 800 puL de diH20, se incubo6 durante 2 min y se agregaron: 200 pL
de bufer de fosfatos 0.25 mM, 20 pL de succinato 0.5 M, 20 pL de BSA 10 mg/mL-
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1, 5 uL de rotenona 2 mM, 5 L de antimicina A 0.5 mM y 5 puL de KCN 0.2 M, se
agito e incubo durante 3 minutos. Posteriormente se adicionaron 5 pL de
diclorofenol indofenol (DCIP) se mezclaron bien y se realiz6 un blanco en el
espectrofotometro Perkin EImer Lambda 18 UV VIS, la celda se introdujo en el
espectrofotometro se inicio el trazo a 37°C y una longitud de onda de 600 nm
durante 5 min. Transcurridos los 2 minutos y medio se adicionaron 5 pL de TTFA
100 mM, se deja finalizar el trazo y se guardaron los resultados para su posterior
analisis.

6.8. Determinacion de la actividad del complejo Il - 1l
mitocondrial

Se resuspendié 0.1 mg de muestra mitocondrial en 800 uL de diH20 en una
celda de plastico de 12,5 x 12,5 x 45 mm, se mezclé la muestra y se incubd
durante 2 minutos para la induccién de choque osmatico. Posteriormente se
agregaron: 200 pL de bufer de fosfatos 0.25 M, 20 pL de succinato 0.5 M, 20 pL
de BSA 10 mg/mL%, 5 uL de EDTA-Na 50 mM, 5 pL de rotenona 2 mM y 5 uL de
KCN 0.2 M, se incubaron durante 3 minutos a temperatura ambiente. Se
adicionaron 10 pL de citocromo c¢ (oxidado) homogenizando perfectamente la
muestra, se inicid el trazo con la celda dentro del espectrofotometro Perkin Elmer
Lambda 18 UV VIS a 37°C con una longitud de onda de 550 nm. Se adicionaron 5
UL de antimicina A 0.5 mM y después de 1 minuto de lectura en el
espectrofotometro. Por ultimo, se finalizd en trazo y se guardaron para su posterior
analisis.

6.9. Determinacion de la actividad del complejo IV

mitocondrial

En una celda de plastico de 12,5 x 12,5 x 45 mm se resuspendié 0.1 mg de
la muestra mitocondrial en 800 pL de diH20, se homogenizé e incubd 2 minutos a
temperatura ambiente para la inducciébn de choque osmoético, al finalizar la
incubacion se adicionaron: 200 uL de bufer de fosfatos 0.25 M, 20 pL de BSA 10
mg/mL*, 5 uL de rotenona 2 mM, 5 pL de TTFA 100 mM y 5 pL de antimicina A
0.5 mM, se incub6 durante 3 minutos a temperatura ambiente y enseguida se
adicionaron 15 pL de citocromo c (reducido previamente con ditionita de sodio), se
leyo el trazo en el espectrofotometro Perkin EImer Lambda 18 UV VIS durante 2
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minutos a 37°C con una longitud de onda de 550 nm. Por ultimo, se dejo terminar
el trazo y se guardaron los resultados para su posterior proceso.

6.10. Analisis estadistico
El analisis estadistico se realiz6 en el programa GraphPad Prism 7.00. Los
datos se representan como el promedio + error estandar (ES). La significancia
estadistica se determiné por analisis de varianza (ANOVA) de dos vias seguida de
una prueba post-hoc Tukey de comparacion multiple. Se consideré como
estadisticamente significativo una p<0.05.
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/. RESULTADOS

7.1. Parametros fisiolégicos

Con la finalidad de monitorear el estado de salud de los animales
experimentales se realizaron ensayos en ratas con y sin diabetes experimental.
Para ello, se monitorearon el consumo de agua y alimento cada 3 dias a partir de
que se inici6 el tratamiento con biotina. En la figura 17 se muestra el efecto
fisiolégico en las ratas tratadas con biotina en comparaciéon al grupo control. La
figura 17A representa el consumo de agua de cada grupo de animales durante 3
semanas, donde se puede observar que no existié una diferencia significativa en
el consumo de agua de los grupos controles; sin embargo, también se observa
que, después de la primera semana los grupos diabéticos aumentaron su
consumo de agua dando asi una diferencia significativa. El grupo diabético +
biotina en la Ultima semana de tratamiento comenzé a disminuir ligeramente su
consumo.

Por otro lado, la figura 17B representa el alimento consumido por cada
grupo de ratas. No se presenté ninguna diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos de ratas control; sin embargo, los grupos diabéticos aumentaron
su consumo de alimento durante las primeras semanas teniendo asi, una
diferencia estadistica significativa en comparacion al grupo control. En la ultima
semana de tratamiento el grupo diabético + biotina presentdé una ligera
disminucién en su consumo de alimento.
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Figura 16. Efecto del tratamiento con biotina sobre algunas variantes fisioldgicas. Agua (A) y
alimento (B) consumidos por las ratas tratadas. Los valores representan las medias (n = 6) + el
error estandar. Letras diferentes indica diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05).
ANOVA seguida de una prueba de Tukey.

7.2. Efecto de la biotina sobre la tolerancia a la
glucosa

Después de los 15 dias de tratamiento con biotina, los niveles de glucosa
en sangre del grupo diabético + biotina no revelaron diferencias estadisticas con
respecto a los grupos control, es decir que, la biotina regula los niveles de glucosa
en sangre a niveles considerados normales en ratas en este modelo de diabetes
experimental. En la figura 18A también se observa que el grupo diabético aumenta
los niveles de glucosa obteniendo una diferencia estadistica significativa con
respecto a los grupos controles y el grupo diabético con tratamiento. Por otro lado,
en la figura 18B se demuestra una diferencia significativa entre ambos grupos
diabéticos, pues la biotina disminuyo considerablemente los niveles de glucosa en
sangre en ayuno del grupo diabético + biotina a niveles considerados normales.

Acorde a lo anterior, durante la prueba de tolerancia a la glucosa, los picos
de glucosa en sangre del grupo diabético a los 30 y 60 minutos posteriores a la
carga de glucosa (2 g/kg de peso corporal) fueron significativamente mayores
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comparados con el grupo control (Figura 18A). Por otra parte, los picos de glucosa
de las ratas del grupo control + biotina y diabético + biotina a los 30, 60 y 120
minutos en respuesta a la carga de glucosa fueron significativamente menores
comparados con los picos de glucosa del grupo diabético (Figura 18A). En
resumen, el tratamiento con biotina durante las ultimas semanas del periodo
experimental mejoro la tolerancia a la glucosa en las ratas diabéticas tratadas.

A

77 800 7
) -~ Control
(@]
—#—= Control+biotina
E 600 T
hat T Diabéticas
o 1 T
§400- 1 =®- Diabéticas+biotina
» T
c
o L
© -
& 200
o
(8]
=
(O] 0 T T T 1
0 50 100 150
Tiempo (minutos)
B
3 500 -
°
o a
£ 400 -
. 1
o 300 M J_
c
©
7]
c 2001 b
(0]
© b b
%]
2 1004
o
=
(O] 0= T
N > % >
)
\\ \'\Q '\(”b' \\Q
0(‘ O e O
@] Y 0 <O
N 4 o
,\\0 Q o
00 ’e\\
O )

Ma. Guadalupe Arellano Salgado



U.M.S.N.H. Facultad de Quimico Farmacobiologia
|

Figura 17. Efecto del tratamiento con biotina sobre los niveles de glucosa en ayuno y la
tolerancia a la glucosa en ratas tratadas con biotina durante 15 dias. Curvas de glucosa en
sangre después de una carga de glucosa intraperitoneal en ratas tratadas con biotina (A) y niveles
de glucosa en sangre en ayuno (B). Los valores representan las medias (n = 6) de la concentracion
de glucosa en sangre + el error estandar. Letras diferentes indica diferencias significativas entre
tratamientos (P<0.05) basado en la prueba ANOVA seguida de una prueba de Tukey.

7.3. Efecto de la biotina sobre la resistencia a la
insulina

El analisis detallado de la homeostasis de la glucosa in vivo debe incluir una
medida de resistencia a la insulina. Por esta razon, se evalud el efecto de la
biotina en la resistencia a la insulina. Dos dias después de realizar la prueba de
tolerancia a la glucosa se realizé la prueba de resistencia a la insulina, donde, se
midieron los niveles de glucosa en sangre en las ratas y posteriormente se les
administré por via IP insulina (1 U/kg de peso). Aungue la insulina disminuyé los
niveles de glucosa en sangre de todos los grupos de animales, la magnitud del
efecto de la insulina sobre la glucosa fue diferente para cada tratamiento. Como se
muestra en la figura 19 los picos de glucosa del grupo diabético no se redujeron
en comparacion con el grupo control, sino todo lo contrario, fueron mayores a los
60 y 90 minutos posteriores a la administracion de insulina comparados con el
grupo control y los grupos con tratamiento. Por otra parte, el grupo diabético +
biotina mostr6 una reduccion de los niveles de glucosa después de la
administracion IP de insulina, dicha reduccién persistid hasta el término de la
prueba y fue estadisticamente significativa comparada con el grupo diabético
(Figura 19). En resumen, el tratamiento con biotina IP durante 15 dias disminuyo
la resistencia a la insulina en comparacién con individuos diabéticos sin el
tratamiento quienes aumentaron su nivel de resistencia a la insulina.
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Figura 18. Efecto del tratamiento con biotina sobre la sensibilidad a la insulina en ratas
tratadas con biotina durante 15 dias. Los valores representan la concentracion de glucosa en
sangra posterior a la administracion exégena de insulina (1 Ul/kg de peso corporal). Los datos
representan la media (n = 6) + el error estandar. Letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (P<0.05) basado en la prueba ANOVA vy la prueba de comparacion multiple de
Tukey.

7.4. Efecto de la biotina sobre la produccion de ERO
en las mitocondrias de higado de ratas diabéticas

Para conocer la capacidad que tiene la biotina de contrarrestar la
produccion de ERO en la diabetes, se llevd a cabo la determinacion de los niveles
de produccién de estas dentro de la CTE mitocondrial (Figura 20). En donde, se
presentaron diferencias significativas entre grupos. Hubo una disminucién del
76.75 % de la producciéon de ERO en el grupo diabético tratado con biotina en
comparacion con los grupos diabético y control + biotina, es decir, que el grupo
diabético + biotina gener6 una cantidad de ERO similar a un grupo control,
quienes no presentaron una diferencia estadistica significativa.
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Figura 19. Efecto de la biotina sobre la produccién de ERO en mitocondrias de higado de
ratas diabéticas tratadas con biotina durante 15 dias. Los valores representan la media (n=6)
el error estandar. Letras diferentes indica diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05)
basado en la prueba ANOVA vy la prueba de comparacién multiple de Tukey.

7.5. Efecto de la biotina sobre la actividad de los
complejos enziméaticos de la cadena respiratoria
mitocondrial en higado de ratas diabéticas

Para conocer la funcionalidad de la CTE y al mismo tiempo conocer el
efecto que posee la biotina como tratamiento durante la diabetes sobre los
complejos enzimaticos mitocondriales, se llevdo a cabo la determinacion de la
actividad de estos (Figura 21). Las ratas del grupo diabético mostraron un
incremento significativo en la actividad del complejo | y Il (Figura 21A y 21B), por
otro lado, las ratas de los otros grupos mantuvieron la actividad sin presentar una
diferencia significativa entre ellos. Por otro lado, la actividad del complejo Ill,
aumentd significativamente en un 13.19 % para el grupo control + biotina en
comparacion al grupo control. En cambio, la actividad del complejo 1V, no mostré
cambios significativos entre los grupos.
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Figura 20. Efecto de la biotina sobre la actividad de los complejos enziméticos de la cadena
respiratoria mitocondrial en higado de ratas diabéticas. Complejo | (A), Complejo Il (B),
Complejo Il (C) y Complejo IV (D). Los valores representan la media (n = 6) + el error estandar.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05) basado en la prueba
ANOVA y la prueba de comparacion multiple de Tukey.
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8. DISCUSION DE RESULTADOS

La diabetes mellitus es la segunda causa de morbilidad y mortalidad en
México (INEGI, 2019). Es una enfermedad que posee un enorme impacto en la
vida de las personas tanto en nuestro pais como en el mundo (CIAD, 2020), por
ello ha sido muy importante y necesario estudiar los mecanismos de accion de
distintos farmacos o micronutrientes que puedan servir como tratamiento de esta
patologia y contrarrestar o retardar sus complicaciones (Sanchez y Méndez, 2013;
Valdés et al., 2015). La biotina es una vitamina que podria ser utilizada para este
fin, ya que ha demostrado tener efectos importantes para mejorar algunas de las
complicaciones que genera la diabetes como la reduccion de la hiperglucemia e
incluso complicaciones de quienes padecen alguna enfermedad relacionada al
sindrome metabolico (Aguilera y Manuel, 2016; Aguilera et al.,, 2013; Riverén y
Fernandez, 2017). Se sabe que la diabetes esta relacionada con el estrés oxidante
(Cruz et al., 2011; McCarty, 2017; Sdnchez y Méndez, 2013) y otros componentes
gue estan ligados a la disfuncion mitocondrial, pero es muy dificil poder determinar
con precision a cada uno de los componentes que participan (Guzman et al., 2006;
Sanchez y Méndez, 2013). Sin embargo, la produccion de especies reactivas de
oxigeno son el principal participe que desencadena diversas complicaciones en
quienes la padecen (McCarty, 2017) y también son un indicativo de un mal
funcionamiento mitocondrial (Martinez et al., 2005). Por lo tanto, en esta tesis se
evaluo el efecto antioxidante de la biotina en ratas diabéticos, asi como también se
demostré que contrarresta la resistencia a la insulina, mejora la funcién de los
complejos enzimaticos mitocondriales y tiene un efecto hipoglucémico efectivo.

En los modelos diabéticos en ratas Wistar, no se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos en relacién con el consumo de agua y alimento,
lo cual habla de que la biotina no contrarresta ese sintoma desarrollado durante la
enfermedad. Asi mismo, en los grupos controles tampoco se observaron
diferencias en el consumo, lo cual, valida el uso del modelo animal para estudios
posteriores, debido a que no se observaron cambios metabdlicos evidentes que
pudieran influir por el consumo de biotina per se (Toledo, 2014).

Para saber si la biotina ejercia un efecto protector sobre la sensibilidad a la
insulina durante la diabetes como se ha reportado en varios estudios, se realiz6
una prueba de tolerancia a la glucosa y una prueba de sensibilidad a la insulina.
Después de 15 dias de tratamiento con biotina via IP, se les realizé una prueba de
tolerancia a la glucosa, lo cual nos arrojo que, la biotina disminuyo los niveles de
glucosa en sangre en el grupo diabético + biotina en ayunas a niveles
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considerados normales, pues no tuvo diferencia significativa con respecto al grupo
control y control + biotina. Por otro lado, los niveles de glucosa en el grupo
diabético se incrementaron significativamente en comparacion con los otros
grupos.

Los hallazgos que se encontraron es este trabajo de investigacion
respaldan estudios previos que demuestran el efecto hipoglucémico que tiene la
biotina al ser suministrada en ratas diabéticas, estd en concordancia con lo
reportado por otros autores (Aguilera et al. 2018; Riverén y Fernandez, 2017). En
lo que respecta a la curva de resistencia a la insulina, la concentracion de glucosa
en el grupo diabético fue mucho mayor en comparacion a los otros grupos; sin
embargo, si se observd un efecto protector de la biotina sobre la reversion de
resistencia a la insulina en la diabetes (Aguilera et al., 2018; Valdés et al., 2015),
ya que en el grupo diabético + biotina se observé que hubo una repuesta positiva,
ya que no se observaron diferencias significativas en comparaciéon a las
respuestas de los grupos control y control + biotina.

En un estudio realizado por Aguilera y colaboradores en 2018, probaron el
efecto protector de la biotina en el sindrome metabdlico inducido por alta fructosa
en ratas, se describe que, la fructosa aumento los niveles de glucosa en sangre en
el grupo fructosa, en comparacion con todos los grupos y que la suplementacion
con biotina evité significativamente ese aumento de glucosa en ayunas provocado
por la dieta alta en fructosa en el grupo fructosa + biotina sin tener una diferencia
significativa con respecto al grupo control y control + biotina (Aguilera et al., 2018).
En diversos estudios se demuestra que la biotina desempefia un papel importante
en diversas vias metabolicas como la gluconeogénesis y la sintesis de acidos
grasos al actuar como grupo prostético de las carboxilasas. Ademas de que la
biotina exhibe efectos principales sobre la expresiéon de la glucosinasa en el
higado y pancreas, la glucosinasa es una enzima clave de la glucdlisis que
aumenta el catabolismo de la glucosa, regula su metabolismo en sangre y las
concentraciones de lipidos en plasma. Por otro lado, un estudio de un modelo en
ratas diabéticas demostré que la biotina repelia los genes gluconeogénicos y su
transcripcion mediante una via independiente de la sefializacion de la insulina, asi
como también, las concentraciones suprafisiolégicas de biotina pueden activas la
gluanilato ciclasa, que promueve la funcién de la insulina en el musculo (Hemmati,
Babaei y Abdolsalehei, 2013).

Al evaluar el efecto de la biotina sobre la produccidén de especies reactivas
de oxigeno en la mitocondria de higado, se observd que en las ratas diabéticas
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con suministro de biotina (2 mg/kg de peso corporal) se produjo una disminucién
en la produccion de ERO en comparacion a la produccion de estas en ratas
diabéticas sin tratamiento, obteniendo una diferencia significativa de hasta un
76.75 %. El flujo excesivo de sustrato que llega a la mitocondria como resultado
en respuesta a la hiperglucemia es en parte el responsable del incremento de
ERO y dafos oxidativos. Por otro lado, también se demostré que el tratamiento
ayudo a igualar la produccion de ERO al del grupo control. Es decir, que la biotina
como tratamiento en ratas diabéticas, disminuyo la produccion de estas especies a
niveles considerados normales. Sin embargo, en los estudios que se realizaron
para la determinacion de la produccion de especies, se observdé que, la
administracion de biotina en individuos completamente sanos, incremento la
produccion de ERO igual que las del grupo diabético, sin obtenerse una diferencia
significativa para ambos grupos, al ser la biotina cofactor de las carboxilasas, esto
puede aumentar rutas oxidativas como la de la beta oxidacion que incremente el
flujo de electrones en la cadena respiratoria, sin ser dafino.

Estudios previos han reportado que durante la DM existen alteraciones en
el metabolismo hepatico, ya que el higado es el érgano principal de la glicemia, es
el responsable del 90% de la produccién enddgena de glucosa a través de rutas
metabdlicas como la gluconeogénesis y glicogenolisis, comprendiendo esta
funcién principal del higado sobre la homeostasis de la glucosa, se espera que
cualquier enfermedad o alteracion que lo afecte tenga la potencialidad de producir
alteraciones en el metabolismo de la glucosa tanto en individuos sanos como los
que padecen de DM, algunas alteraciones en el metabolismo hepatico durante la
DM se encuentran asociadas con disfuncionalidad mitocondrial (Vignolo et al.,
2020). Por esto, es importante estudiar la actividad de los complejos enzimaticos
respiratorios debido a la disfuncionalidad que puedan presentar. Algunas
alteraciones de los complejos mitocondriales pueden ser debido a dafios
oxidativos en particular en la diabetes ya que, un blanco frecuente del ataque de
estos agentes son los lipidos de las membranas de diversas células en general
(principalmente las membranas mitocondriales), alterando su estructura vy fluidez,
afectando su funcionalidad, provocando lipoperoxidacion, inflamacion y ruptura de
células (Calderon et al., 2013).

Para esto, se determinaron las actividades de estos complejos para
examinar los efectos de la biotina sobre la funcionalidad mitocondrial (Pefa et al.,
2020). En este modelo de diabetes experimental inducido con STZ (45 mg/kg de
peso), se observd que en el grupo control y el grupo diabético + biotina tuvieron
una actividad similar para el complejo | sin mostrar una diferencia significativa,
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pero si se obtuvo una ligera diferencia significativa de 29.47 % en la actividad de
este complejo comparando ambos grupos diabéticos, en donde el grupo diabético
+ biotina disminuy6 su actividad con respecto al grupo diabético sin tratamiento.

Por otro lado, en la evaluacion de la actividad del complejo Il, se observo
que el grupo diabético aumento la actividad de este complejo en comparacién con
el grupo control, dandonos a conocer que, durante la DM existen este tipo de
disfuncionalidades en los complejos enzimaticos como se menciond
anteriormente. También se obtuvo un pronunciado decremento de la actividad en
el grupo diabético con tratamiento en comparacion al del grupo diabético,
obteniendo una diferencia significativa importante del 34.59 %, ejerciendo la
biotina un efecto protector sobre la funcion del complejo Il durante enfermedad, de
la misma manera, el grupo control, control + biotina y diabético + biotina no
tuvieron diferencia significativa. Esto habla de la posibilidad que la biotina
mantenga de forma normal la actividad del complejo Il durante la enfermedad. En
la evaluacion del complejo lll, se observé que los grupos: diabético, control +
biotina y diabético + biotina no presentaron ninguna diferencia estadisticamente
representativa entre ellos, sin embargo, el grupo control + biotina presenté una
ligera tendencia representativa del 13.19 % en comparacion al grupo control.
Asimismo, en la evaluacion del complejo IV no se presentaron diferencias
estadisticas entre ningan grupo. En un estudio realizado por Trejo (2021), obtuvo
una respuesta parecida a la obtenida en esta investigacién a pesar de no tratarse
del mismo compuesto pues, el tratamiento con E. carlinae tampoco demostré tener
un efecto sobre la actividad de este complejo.
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9. CONCLUSIONES

1. El tratamiento con biotina en ratas diabéticas disminuyd los niveles de
glucosa en sangre a niveles considerados normales, demostrando tener un
efecto hipoglucémico exitoso, asi como también disminuy0 la resistencia a
la insulina.

2. Los resultados de la presente investigacion demuestran que la biotina como
tratamiento durante la diabetes posee actividad antioxidante, al disminuir la
produccién de ERO en las mitocondrias de higado.

3. En ratas diabéticas el tratamiento con biotina mejora la actividad en los
complejos enziméticos | y Il de la CTE en la mitocondria.
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