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RESUMEN 

La biotlna es una vitamina que actúa como cofactor de enzimas, llamadas 

carboxllasas, que fijan C02 a distintos metabolltos en divenas reacciones metabólicas. En 

los mamíferos existen cinco carboxllasas dependientes de blotlna: dos formas de acetll 

CoA carboxllasa (ACC-1 y ACC-2) expresadas en el cltoplasmQ, y tres carboxllasas 

mltocondrlales, que son la plruvato carboxilasa (PC), la proplonll CoA carboxllasa (PCC) 

y la metllcrotonll CoA carboxllasa (MCC). Estas enzimas catolizan reacciones clave en los 

procesos de gluconeogénesls, síntesis de ócldos grasos y catabolismo de amlnoócldos. La 

reacción de biotlnllaclón de las carboxilasas es catalizada por la enzima holocarboxllasa 

slntetasa (HCS). 

Recientemente se descubrió una función adicional de la biotlna en células 

eucarlontes, la de regular la expresión genética de algunas proteínas específicas como la 

glucoclnasa y la guanllato cklasQ. entre otras. Sin embargo, el conocimiento acerca de 

esta nueva función de la biotlna en relación con las enzimas que Intervienen en su propio 

metabolismo es muy escaso. Esta situación nos motivó a estudiar a la blotlna como 

regulador de las carboxilasas (PC y PCC) y la holocarboxllasa slntetasa (HCS), enzimas 

clave en el metabolismo de la biotlnQ. en diferentes órganos de la rata. 

Con este propósito, realizamos los estudios en ratas macho de la cepa Wlstar a las 

que les provocamos deficiencia de blotlna allmentóndolas con una dieta deficiente de 

blotlna y con avldina. En estas ratas comprobamos el estado funcional de la blotlna 

midiendo la actividad específka de la PCC en el hígado durante la deficiencia. Ademós, 

en hepatocltos en cultivo, determinamos las actividades específkas y el grado de 

biotinilaclón de las enzimas PC y PCC en condklones basales y en varios tiempos después 

de adicionar blotlna. 

En las ratas con carencia de biotlna obtuvimos diferentes órganos (hígado, riñón, 

músculo y cerebro) en los cuales determinamos la cantidad total (masa proteica) de la 

PC y PCC y sus respectivos RNAs mensajeros. Por otro lado, evaluamos el efecto de la 

blotlna sobre las cantidades de RNA mensajero de la HCS en estos órganos. 
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Cuando determinamos los cambios en la actividad enzimática de la PCC y de la 

PC. y su grado de blotlnllaclón por blob de estreptavldlnQ. encontramos que la PC se 

reactiva y se reblotlnlla rópldamente, en la primera hora después de agregar blotlna. 

Por el contrario, la PCC que se encontraba con una actividad muy defklente, a los 5 

minutos se Incrementó en una tercera parte de lo normal, pero tardó 24 horas en 

akanzar el nivel máximo, lo que nos sugería que había menos apocarboxllasas, y por ello 

se necesitó más tiempo para slntetlzane. 

En los diferentes órganos estudiados, la regulación de las carboxllasas (PC, PCC) 

parece estar mediada de modo postranscrlpclonal, ya que no observamos cambios 

asociados a la deficiencia de biotlna en los niveles de RNAm de estas enzimas. La 

regulación de la HCS puede ser a nivel de la transcripción o procesamiento y/o 

establlldad del RNAm. Los cambios de RNAm de la HCS que encontramos parecen ser la 

primera Instancia conocida en mamíferos, de un efecto de una vitamina hldrosoluble 

sobre los RNAm de una enzima que actúa directamente sobre tal vitamina. 

Este trabajo aporta evidencias de que la blotlnQ. además de su papel corno 

cofactor de las carboxllasas. actóa como un modulador de la expresión genética de las 

enzimas con las cuales está relacionada funcionalmente. Finalmente este trabajo puede 

utlllzane como modelo para probar un papel slmllar para otras vitaminas hldrosolubles. 
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ABSTRACT 

Blotln Is the cofactor of the carboxyla1e1 of pyruvate (PC), proplonyl CoA (PCC), 

3-rnethylcrotonyl CoA (MCC) and acetyl CoA, the flnt three located In the mltochondrla 

and the last In the cytosol. These enzyrnes partlclpate In the metabollsm of 

carbohydrate1, llpid1 and protelns, catalyzing the carboxylatlon of dlfferent metabollte1. 

They are 1ynthe1ized as lnactlve apocarboxylase1. Holocarboxylase 1ynthetase (HCS) 

catalyze1 thelr actlvatlon by covalently bindlng blotln to a lyslne residue. 

We hove 1tudled whether biotln also regulates thelr expreulon. as lt doe1 other, 

nonrelated enzyrnes (e.g., giucolilnase, phosphoenol pyruvate carboxyliinase, guanylate 

cyclase). For thl1 purpose, HCS, PC and PCC mRNA1 were 1tudled In biotln-deflclent rat 

llver, liidney, muscle and braln of blotln-dellclent rats. PC and PCC speclflc actlvltle1 and 

proteln ma11e1 were also measured. The 2A h time coune of HCS mRNA In deflclent rat1 

wa1 examlned alter biotln 1upplernentatlon. HCS mRNA wa1 slgnlflcantly reduced 

durlng vltamln deliclency. lt lncreased In deflclent rats alter blotln was ln)ected; reachlng 

control levels 2A h alter admlnlltratlon. These change1 1eem to be the flnt linown 

lmtance In mammal1 of an effect of a water-soluble vltamln on a mRNA functlonally 

related to lt. In contrast. the decreased actlvltle1 of the carboxylases were assoclated wlth 

reductlom In the amounts of thelr enzyme protelm except In braln. However, thelr 

mRNA level1 were not affected. There are no reports on these types of vltamln affectlng 

the mRNA or proteln levels of thelr apoenzyme1 or thelr products. In concluslon. thl1 worli 

provlde1 evidence for blotln as modulator of the genetlc expre111on· of the enzymes 

lnvolved In lts functlon as a cofactor. As such, lt may be a useful model for problng a 

similar role for other water-soluble vltamlm. 
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Abreviaturas 

ACC 

ATP 

8-AMP 

BC 

BCIP 

BCCP 

cDNA 

cCI< 

CT 

DMC 

01< 

OMPc 

HCS 

MCC 

NBT 

PC 

PCC 

PCR 

PEPCI< 

Acetll CoA carboxllasa 

Adenosin-trlfosfato 

Blotlnll-adenllato 

Carboxilasas de biotlna 

s-bromo-4-chloro-3-lndolyl phosphate 

Proteína acarreadora de biotlna (siglas en Inglés) 

Ácido desoxlrrlbonucleko complementarlo (siglas en Inglés) 

Cina1a dependiente de OMPc 

Tramfera1a de carboxllo 

Deficiencia múltiple de carboxllasas 

Olucoclnasa 

Monofo1fato de guano1ina cíclko 

Holocarboxlla1a slnteta1a 

Metllmalonll CoA carboxlla1a 

Nltroblue tetrazollum 

Plruvato carboxlla1a 

Proplonll CoA carboxlla1a 

Reacción en cadena de la polimerasa (siglas en Inglés) 

Fosfoenol plruvato carboxlclna1a 
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INTRODUCCIÓN 

Hace tiempo, se creía que consumir una dieta rica en proteínas, carbohldratos y 

lípldos era suficiente para mantenene en buenas condiciones de salud; sin embargo, a 

principios del siglo pasado se encontraron algunos factores químicos contenidos en los 

alimentos, que son Indispensables para el buen funcionamiento del cuerpo humano. 

Entre estos factores se encuentran las vitaminas, que 10n nutrimentos químicos 

esenciales para la mayoría de los organismos superiores, que las necesitan para llevar a 

cabo muchas de las reacciones bioquímicas del metabolismo, ya que actúan como 

cofactores esenciales de una gran cantidad de enzimas que participan en las distintas 

rutas metabólicas. 

Aunque en los organismos superiores los procesos de regulación metabólica están 

mediados por el sistema neuro-lnmuno-end6crlno, a cflferencla de los microorganismos 

(en donde los cofactores son los que tienen un papel regulador) se sabe que existen casos 

en los que algunos metabolltos tienen un papel regulador, tales como el ácido retlnolco, 

la vitamina O, o el grupo hemo. Sin embargo, poco se conoce acerca del papel regulador 

de las vitaminas hldrosolubles. 

En estudios realizados sobre la deficiencia de blotlna en la desnutrición de tercer 

grado se demostró que existe deficiencia de esta vitamina (a). Posteriormente se observó 

el mismo efecto cuando se administró esta vitamina o un placebo, en forma de "doble 

ciego", a nli'los con desnutrición de tercer grado. Las actividades de sus carboxllasas se 

Incrementaron en mayor grado como respuesta a la administración de biotlna sólo en 

aquellos pacientes que habían tenido las actividades enzimáticas más bajas al Inicio del 

estudio (b), tras el cual nos surgió la duda de si era un efecto exclusivo a nivel de 

actividad o también habría un efecto en la masa proteica. 

Lo anterior nos llevó a planteamos una pregunta más general: si un cofactor 

como la blotlna. en un organismo complejo, es capaz de tener un papel regulador sobre 

la expresión genética de las enzimas con las que participa como cofactor. 
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Se sabe que. ademén de su papel como cofactores, muchas vitaminas tienen otras 

funciones, incluyendo la de ser reguladoras de la expresión de genes que codifican para 

diferentes enzimas. Esta doble función aún no ha sido estudiada para muchas vitaminas. 

y en particular para la blotlnQ. a pesar de que ésta tiene una destacada participación en 

el metabolismo Intermediario. 

La blotlna es requerida como cofactor para el funcionamiento de las enzimas 

llamadas carboxllasas. En mamíferos existen cinco carboxllasas dependientes de blotlna; 

dos formas de acetil CoA carboxllasas (ACC-1 y ACC-2) codificadas por genes distintos y 

expresadas en el citoplasma y tres carboxllasas mitocondrlales que son la propionil CoA 

carboxllasa (PCC). la metlkrotonll CoA carboxilasa (MCC) y la plrwato carboxllasa (PC). 

Estas enzimas catolizan reacciones clave en los procesos de gluconeogénesls. síntesis de 

ácidos grasos y catabolismo de aminoácidos. 

Recientemente se descubrió una función adicional de la blotlna en eucarlontes, la 

de regular la expresión genética de algunas proteínas específicas como glucoclnasa (a 

nivel de RNAm), receptor de aslaloglicoproteína (a nivel de proteína) y otras, pero el 

conocimiento acerca de esta nueva función en relación con las enzimas que Intervienen 

en su metabolismo aún es muy escaso. Esta situación nos motivó a estudiar la blotlna 

como regulador de las carboxllasas (PC y PCC) y la HCS (enzimas clave en el 

metabolismo de la blotlna) en diferentes órganos de la rata. 

De acuerdo con las Inquietudes de Investigaciones originales de nuestro 

laboratorio, este proyecto tuvo como objetivo la determinación del papel de la biotlna 

en la regulación de la expresión genética de las enzimas Involucradas en su metabolismo, 

en ratas deficientes de blotlna y normales. 

En el marco de esta lnve1tlgaclón experimental, no pretendemos sacar tocku las 

conclusiones referente al papel de la biotlna corno modulador de la expresión genética 

en todos los niveles de las enzimas que están funcionalmente relacionadas a ellQ; a saber 

el nivel transcrlpclonal, postranscrlpciona~ traducclona~ postraducclonal. 
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A fin de alcanzar lol objetivos de este estudio experimenta( y para fines de 

presentación formal de esta disertación doctoraL dlvldinnos este texto en tres partes 

Importantes. 

En la primera haremos algunas puntuallzaclones sobre el marco teórico de la 

blotlna: su función, su descubrimiento y su Importancia para las carboxllasas, así como su 

papel como regulador de la expresión genética de otras enzimas. Inmediatamente 

después abordaremos la parte experimenta( con todos sus elementos partiendo no 

solamente de nuestros objetivos generales, sino también de la hipótesis central. Acto 

seguido por el análisis y discusión de los resultados asi conno de la formulación de las 

conclusiones generales. 

El camino metodológico es muy diueno. Incluye técnicas como blots de 

estreptauldina. RT-PCR. Southem blot. entre otras. 

Antes de iniciar formalmente este e"rlto, es importante recordar a todos nuestros 

lectores que por cuestiones de honestidad científica y de fidelidad al método 

experimentaL todos nuestros experimentos fueron repetidos, comprobados y 

estandarizados con la finalidad de asegurar la reproducibilidad de los resultaclol, aunque 

aquí presentamos únicamente la uenión final de los mismos. 
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ANTECEDENTES 

La blotina es un cofactor enzimático e hldrosoluble que pertenece al grupo de las 

vitaminas del complejo B y e1tó ampliamente distribuida en los alimentos (1.2). ya sea en 

fonna libre (en vegetales, leche, frutos, salvado de arroz), o unida a las proteínas a través 

de un residuo específico de llslna (en tejidos anlmale1, semillas de plantas y levaduras). En 

1936 F. l<<Sgl (3) la aisló y caracterizó en levaduras como factor esencia! de crecimiento. 

La blotlna corre1poncle químicamente al hexahldro-2-oxo-IH-tleno [3A-dllmldazol-4-

ócido pentanolco (Figura 1). 

En organl1mos superlore1 se reconoció 1u Importancia cuando demostró proteger 

a las ratas de los efectos tóxicos de una dieta rica en huevos crudos (4). Mós tarde se 

encontró que la toxicidad era debida a la avldlna. una gllcoproteína que estó presente 

en la clara de huevo, la cual 1e une con una extraordinaria afinidad a la blotina (5). Los 

organismos superlore1, desde la1 levaduras hasta el hombre, dependen por completo de 

la dieta para satisfacer los requerimientos de esta vitamina (6). Sin embargo, 

microorganismos como E. coll son capaces de sintetizar blotlna y se presume puedan 

Jugar un papel relevante al 1umlnl1trar parte de la vitamina requerida para el 

metabolilmo humano (1). 

El de1cubrimiento de la blotina y la elucidación de su e1tructurQ. así como su 

papel en el metaboli1mo, comprendió extema1 lnve1tlgaclone1 durante década1. 

En 1901, el mlcroblólogo belga E. Wildlen ob1ervó que los cultivos de levadura1 no 

sólo requerían de sale1 y glucosa para 1u crecimiento, 1lno también de un factor esencial 

que provenía del "mo1to" de cerveza. E1te factor fue llarriado "blos" e Inmediatamente 

empezaron los e1fuerzos para 1u alllamlento (7). En los siguientes 30 años se encontró 

que "bio1" era una mezcla de diferente1 compuestos; el primero llarriado "blos I", fue 

Identificado como me10-lnoslto~ posteriormente se al11ó el blos llA que re1ult6 ser el ócldo 

pantoténlco y el tercer componente de la mezcla. el blos 118, fue aislado por F. l<()gl y B. 
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Tonnys, a partir de la yema de huevo, levaduras y preparaciones de hígado (8). Este 

último aislamiento condujo a la primera crlstallzaclón de un nuevo factor al cual 

llamaron blotina. 

La estructura de la blotlna fue determinada en 1942 por Du Vlgneaud y 

colaboradores (9) y confirmada en 1943 por S. Harrls mediante experimentos de síntesis 

total y análisis de rayos x (10). 

Lardy y Peanaslly (11) reportaron que la falta de biotlna en ratas, disminuía la 

convenlón de proplonato a succlnato en una reacción dependiente de ATP en 

mitocondrlas de hígado y que la blotlna está unida covalentemente a la PCC (12). 

Finalmente se encontró que la blotlna se utlllza en todos los organismos vivientes como 

cofactor de las enzimas lmplkadas en reacciones de decarboxllaclón, carboxllaclón y 

tramcarboxllaclón, en los que actúa como vector para la transferencia de grupos 

carboxllos (13,14). 

o-H e-.s ·-º 
FIGURA l. La estructuro de la blotlna corresponde qufmkamente al hexahldro-2-oxo-lH-tleno (3A
alimldazol-4-ócldo pentonolco. 

Enzimas dependientes de blotlna 

Las carboxllasas dependientes de biotlna en células de mamíferos juegan un 

papel clave en los diferentes caminos del metabolismo Intermedio (Figura 2), como 

gluconeogénesls. síntesis de ácidos grasos y catabolismo de algunos aminoácidos (15). La 

PC produce oxaloacetato a partir de plruvato, para lo cual requiere acetll-COA. ~sta es 

una reacción clave en el proceso de formación de glucosa a partir de precunores que no 

son carbohldratos. Adicionalmente tiene una función muy Importante en el proceso 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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cltoplasmátlco de llpogénesls, ya que la acetll-COA. que no es permeable en la 

membrana mitocondrlal y se requiere para la síntesis de ócldos grasos. se condensa en la 

mltocondrla con el oxaloacetato produciendo citrato. El citrato, que sí atraviesa la 

membrana mltocondrlaL pasa al citoplasma en donde se rompe en oxaloacetato y acetll 

CoA. De esta manera. el oxaloacetato de la mitocondrla se está removiendo 

continuamente por la formación de citrato para la llpogénesll y reponiéndose para la 

actividad nonnal del ciclo del ácido cílrko (16). La ACC, lleva a cabo la primera reacción 

de la síntesis de ácidos grasos, carboxllando la acetll CoA para fonnar malonll CoA. la 

cual es utlllzada por el complejo cltosólko multlenzlmátko "ácido graso slntetasa" que ua 

a producir palmltato (17). 
Leucina 

Piruvato 

~ 
111MCC 

PC 

Gluconeogénesis 

~----,,, 
'Oxaltcetato 

Succinil CoA 

Propionil CoA 

Val¿ r ~onina 
lsoleucina 

AcetilCoA ~ Acetoacetil-CoA 

Malonil CoA 

Ciclo del 
ácido cítrico 

Citrato 

' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' y 
Lipogénesis 

FIGURA 2. Vku metabólicas en las que participan las 
enzimas blotlnlladas. Los bloques rectangulares sólidos 
Indican la localización de las enzimas dependientes de 
blotlna en células de mamíferos. PCC• proplonll CoA 
carboxllasa: PMCC• metllcrotonll CoA carboxllasa; PC• 
plruvato carboxllasa: ACC• acetll CoA carboxllasa. 
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La PCC cataliza la formación de metilmalonll CoA a partir de proplonll CoA. La 

metilmalonil CoA después se convierte en succlnll CoA. y ésta subsecuentemente sufre 

una serle de reacciones que terminan con la producción de oxaloacetato y después, 

giucota o C02 y agua. De esta manera. el proplonato que se produce en los tejidos 

animales por la oxidación de ácidos grasos de cadena Impar, o por la degradación de 

aminoácidos de cadena ramlfkada. -leucina. holeuclna. ualina- se aprovecha tanto para 

la producción de glucosa como para la liberación de energía (18). 

La MCC Interviene en el catabolismo de la leuclna. en donde se forma como 

Intermediario el 3-metikrotonilo y éste, por la acción de la MCC, se convierte en 3-

metilglutaconil CoA. que es hidroxilado y potterlormente fragmentado para producir 

acetil CoA y acetato (19). 

Clclo de la blotlna 

Los mamíferos no pueden sintetizar biotlna. de tal forma que la adquieren de los 

alimentos. Sin embargo, aunque se encuentra ampliamente distribuida en los 

nutrimentos naturales, su concentración es muy baja comparada con la de otras 

vitaminas. Para disponer de sufklente blotlna que cubra sus requerlmlentot, los 

mamíferos han desarrollado un cklo efkiente de la biotina para asegurar un suplerrsento 

y utllizaclón adecuados de ésta (Figura 3). 

Las carboxllasas dependientes de biotlna se sintetizan en el citoplasma como 

apocarboxllasas, que carecen de actividad enzimática. Cada enzima está activa sólo 

cuando se encuentra unida covalentemente a la blotlna y entonces se llama 

holocarboxllasa. La biotlna se une a un grupo E-amino de un residuo de lisina de la 

carboxllasa en su sitio activo; esta llslna está localizada en una secuencia AlaNal-Met

Lys-Met. que es unlvenalmente conservada en todas las enzimas dependientes de 

biotlna (20,21). 

La reacción de blotlnllacl6n de apocarboxllasas. es catalizada por la enzima 

holocarboxilasa slntetasa (HCS) en organismos eucarlontes (22) y en procariontes por la 

enzima conocida como ligasa de biotlna ó proteína BlrA (23). Como describlremot más 
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adelante, estas enzimas son muy diferentes: sin embargo, ambas catallzan la reacción de 

blotlnllaclón mediante el mismo mecanismo. 

Blotlna de la dieta 

Unida a proteína 

Llslna o p6ptldo& de lklna 

1 BK>n<IDASA 1 \ 

blocitlna coott 11 

)/'/'v"'C 
Ntt2 b 

Degradación proteolíllca 

PROTEfNAS 
Calabollsmo de amlno6ddos 

;( 
" " 

º):~ 
OH 

UPIDOS 
Sfnteth de 6ddol Ql'aM>& 

Libre 

HOLOCARBOXILASA 
SINTETASA 

CARBOHIDRATO$ 
Oluconeog6nesh 

FIOURA 3. Se muestra el reciclamiento metabólico de la blotlna en mamíferos. 
Las dos enzimas prlnclpales relacionadas con este delo son la holocarboxllasa slntetasa 
(HCS) y la blotlnldasa. La HCS une covalentemente a la blotlna con las diferentes 
apocarboxllasas para fonnar las holocarboxllasas. La blotlnldasa es la hldrolasa que 
libera a la blotlna de la blocltlna y de pequeños péptldos blotlnllados que se formaron en 
la degradación proteolíllca de las holocarboxllasas y de la blotlna unida a las proteínas 
de la dieta. 
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El proceso se lleva a cabo en dos reacciones pardales: 

HCS+Mg" 

1) 81otlna + AT ... P~-----.. 8-AMP + Ppl 

HCS+M11" 

2) 8-AMP + Apocarboxlkna _. Holocarboxllcna + AMP 

En la primera la blotlna se activa por ATP. lo cual resulta en la formación de un 

Intermediario conocido como blotlnll-adenllato (B-AMP). En la segunda reacción el 

grupo blotlnllo del 8-AMP se transfiere a la apoenzlma para formar la carboxllasa 

activa y se libera AMP. La misma enzima HCS catallza estas dos reacciones parciales 

(24). 

Uno de los productos de la degradación de las carboxllasas, durante su recambio, 

es la blocltlna. La hldróllsl1 del enlace blotlna-llslna de la blotlclna requiere de una 

enzima especial, la biotlnldasa. Esta enzima también se requiere para el 

aprovechamiento de la blotlnq. que proviene de la dieta. debido a que normalmente se 

Ingiere unida a proteínas (25). 

81otlnllaclón en bacterias 

La reacción de blotlnllaclón en bacterias está catallzada por la enzima BlrA. Esta 

proteína es una enzima formada por tres dominios diferentes. Hacia el extremo carboxllo 

terminal existe una región en la que reside la actividad enzimática de blotlnllaclón. En el 

extremo amino terminal exilte una estructura terciaria del tipo héllce-vuelta-hellce, la 

cual le permite unlne de manera específica a una secuencia en el DNA. Esta última 

estructura tiene la función de regular la transcripción de cinco genes que están 

Involucrados en la 1ínte1l1 de blotlna en E. col/, funcionando como un represor de la 

transcripción de los mismos (26.27). 
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HCS'humana 

En organismos eucarlontes, la HCS' catoliza la biotlnilación de las carboxilasas. En 

1995 se clonó el DNA complementarlo (cDNA) ele la HCS' humana (28,29) y se descubrió 

que esta protelna está fonnada por 726 aminoácidos (B0.75 tlDa). S'u RNA mensajero 

(RNAm) se expresa preferenclalmente en riñón. páncreas y músculo esquelético. El 

RNAm primario de la HCS' se procesa alternativamente en la célula. dando lugar a 

divenas moléculas de RNAm cuyas funciones no se han cleterminado. 

S'I se comparan las secuencias entre la proteína Blr A y la HCS' humana, se 

observa una gran homología de aproximadamente 130 amlnoócldos hacia el extremo 

carboxllo terminal de ambas enzimas. Esta región co1Tesponcle al dominio de 

biotlnllaclón de Bir A. La secuencia de aminoácidos ele la región amino terminal de 

ambas enzimas no muestra similitud por lo que esta reglón en Bir A es la que confiere 

actividad tramcrlpclonal. Probablemente el hecho ele que los eucarlontes no pueden 

sintetizar blotlna sea debido a la pérdida de esta estructura (30). 

Deficiencia de biotlna 

La deficiencia de biotlna trae consecuencias muy Importantes para el organismo; 

como bloqueos en la gluconeogénesls, en la anaplerosls del ciclo de l<rebs, en la síntesis y 

elongación de los ácidos grasos y en el catabolismo ele varios aminoácidos y lípldos. Todos 

estos trastornos metabólicos ocasionan manifestaciones clínicas tan graves, que pueden 

llevar a la muerte. 

La deficiencia múltiple ele carboxilasas (DMC) es una enfermedad que se 

caracteriza por una disminución en la actividad ele tocias las enzimas dependientes ele 

biotlna y cuyo origen pueele ser adquirido o genético. La elefkiencla adquirida es el 

resultado de una alimentación carente de blotlna. de la lngesta de grandes cantidades 

de clara de huevo, la cual contiene avldlna. o de una alimentación parenteral total por 

tiempo prolongado (31-33). 

La DMC de origen genético, se debe principalmente a dos clases de mutaciones, 

una en el gen de la HCS' (34-36) y otra en el de la biotlnldasa (37.38) estos padecimientos 

tienen un patrón de herencia autosómlco receslvo. 
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Blotlna y expresión génica 

Además de actuar como cofactor de las carboxllasas, es bien conocido que la 

bJotlna está Involucrada en la regulación del operón de blotlna en E col/ (27..39) 

actuando como un correpresor de la transcripción del operón. Además, en mamíferos Ja 

blotlna juega un papel en la proliferación y diferenciación celular, (4o-42) así como en la 

regulación de la síntesh de ciertas proteínas, como son el receptor de la 

aslalogllcoproteína y varias enzimas reguladoras del metabolismo de la glucosa. 

En el caso de estas últimas enzimas se demostró por primera vez que una 

vitamina hldrosoluble produce efectos a nivel tramcrlpclonal, tanto Inductor como 

supresor, comparable a la acción de ciertas hormonas. 

Se demostró que en cultivos deficientes de blotlna. el gen de la glucoclnasa 

hepática (CI<) se encuentra disminuido. Este efecto se puede restituir cuando se agrega 

blotlna al medio de cultivo (43). Se obtuvieron resultados similares en hígados de ratas 

alimentadas con una dieta carente de biotlna. en los que se observó una inducción (19 

veces) de los RNAm de esta enzima después de Ja administración de biotina. en 

comparación con las ratas que no recibieron inyección de blotina (44). Recientemente se 

demostró que la biotlna también tiene efectos sobre Ja traducción del RNAm de la 01< 

hepática (45). 

Spencer y Pllot (46), reportaron que la actividad de la gJucocinasa se aumenta 

en cultivos de hepatocitos de rata. en respuesta a Ja suplementaclón de CMPc. Poco 

tiempo después se comprobó que Ja adición de biotlna al medio de cultivo incrementa 

los niveles Intracelulares de CMPc. así como la actividad de la glucocinasa (43). 

Ademós de los ejemplos descritos, existe evidencia de que esta vitamina puede 

actuar como represor de la transcripción genética en células eucarlontes. En ratas 

diabéticas, Ja administración con biotina tiene un efecto Inhibitorio en Ja transcripción 

del gen de la enzima hepática PEPCI<. enzima clave en Ja regulación de Ja 

gluconeogénesls (47). 
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Por otra parte, también se demostró que la blotlna Interviene también en la 

traducción del RNAm de ciertos genes. Collins (48), probó que para que el receptor de 

aslalogllcoproteína se exprese de manera efklente en la línea celular HepC2. es necesario 

estimular a estas células con blotlna. La cantidad de su RNAm no se afectq. pero sí la 

cantidad de proteína expresada (49.SO). Este mismo efecto se observó cuando se 

administró a las células con CMPc. Estos resultados sugieren un mecanismo común para 

la regulación transcrlpclonal y traducclonal por biotlna. 

Hasta ahora no existen estudios publicados acerca de si la blotlna Juega un papel 

regulador sobre la expresión génka de las enzlnnas que partklpan en su cklo. En el 

presente trabajo presentamos las primeras evidencias de esta regulación sobre las 

carboxllasas y la HCS. 
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OBJETIVO GENERAL 

Estudiar el efecto de la blotina sobre la expre116n de iol gene1 de la 

holocarboxlla1a slntetasa (la enzima que blotlnlla) y de la proplonil CoA carboxila1a y la 

plruvato carboxllasa (carboxllasai que 1e blotinllan) en diferentes órganos de ratas 

normales y defklente1 de blotlna. 
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OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Determinar la actividad enzimática de la PCC durante el desarrollo de la 

deficiencia de blotlna para establecer su grado máximo. 

• Establecer cultivos primarios de hepatocltos de ratas deficientes de biotlnq. en 

medio de cultivo sin suero y sin blotina. 

Observar la cinética de reactivación y rebiotlnilaclón de la PCC y la PC al agregar 

blotina a los cultivos de hepatocitos deficientes. 

• Determinar las condiciones óptimas de blotlnllaclón de las apocarboxllasas en 

estudio, para poder tener las carboxilasas del homogenado en forma holo, y 

poder medir su masa utilizando estreptavidlna acoplada con fosfatasa alcalina. 

• Estudiar los cambios a nivel de actividad específicQ. proteína enzimótica y RNAm 

de la PCC y la PC en la deficiencia de blotlna. 

Clonar un fragmento del cDNA de la HCS de rata 

• Cuantificar los RNAm de la HCS por RT-PCR 
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HIPOTESIS 

Va que la deficiencia de blotina ocasiona una disminución proporcional de la 

actividad específica de dos carboxilasas, y que al agregane blotina a células deficientes 

se requieren 24 horas para que se restituya la actividad de dichas carboxilasas a niveles 

normales, se sugiere que la biotina influye también en los mecanismos que determinan la 

cantidad (masa proteica) y los niveles de RNAm de PCC y PC, así como los RNAm de la 

HCS. 
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MATERIALES V MÉTODOS 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

Realizamos los estudios en ratas macho de la cepa Wlstar, a los que les 

provocamos deficiencia de blotlna (ver adelante). En estas ratas determinamos el estado 

funcional de la biotlna. midiendo la actividad especifica de la PCC en hígado durante 

ese proceso. Además, en hepatocltos en cultivo, determinamos las actividades especificas 

y el grado de blotlnllaclón de las enzimas PC y PCC, al adicionar biotlna y cosechar las 

células a diferentes tiempos. 

También obtuvimos diferentes órganos (hígado, riñón. músculo y cerebro), en los 

cuales determinamos la cantidad total (masa proteica) de la PC y PCC y lln respectivos 

RNAs mensajeros. Por otro lado, evaluamos el efecto de la biotlna sobre las cantidades 

de RNA mensajero de la HCS de los órganos arriba mencionados. 

ANIMALES Y DIETA DEFICIENTE DE BIOTINA 

Utilizamos ratas recién destetadas (de 21 a 28 d'"tas), con un peso aproximado de 

40 a 60g, las albergamos en jaulas de plástico y las mantuvimos en condiciones 

estrictamente controladas de periodos de luz-oscuridad de 12 x 12 h. con agua y alimento 

adlibltum. 

·Fueron sometidas a una dieta comercial deficiente de blotlna y enriquecida con 

clara de huevo, la cual contiene la proteína avldlna (si) (ICN Nutritlonal Blochemlcals, 

Cleveland, OH). Por cada uno de estos animales tuvimos un control, bajo condiciones 

Idénticas de alimentación. pero les Inyectamos lntraperltonealmente O.IS M de biotlna en 

PBS dos veces por semana. 

Sacrificamos a las ratas por Inyección lntraperitoneal de 200 ~ti de pentobarbital 

sódico, entre la octava y la décima semana de haber empezado la dieta experimental, 

cuando las manifestaciones clínicas de deficiencia de blotlna aparecieron (dermatitis 

perloriflclal, alopecia,. salto de canguro). En un lote realizamos cultivos primarios de 

hepatocltos, y en otro extrajimos el hígado, el rli'lón, el músculo abdominal y el cerebro, 

los cuales congelamos a -70ºC. 
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PREPARACIÓN DE DISOLUCIONES 

La forma de preparar las soluciones y reactivos que se usaron para las 

determinaciones que se describen a continuación, se encuentran especificadas en el 

ApéndkeA 

AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS 

Obtuvimos los hepatocltos utilizando la técnka de Beny y Friend (52), a partir de 

ratas normales y defkientes, cuyos hígados fueron perfundidos con una solución de Hanlls 

sin Ca" ni Mg'2 a pH•7, que contiene trkina 25 mM y ECHA o.s mM. 

Colocamos la solución en la esfera de un perfusor, el cual mantiene la 

temperatura de la soluclón a 37°C. La rata fue sacrificada. posteriormente se cortó la piel 

y el músculo del abdomen para luego remover las vísceras y descubrir la vena porta. A 

continuación realizamos una pequeña incisión en la vena y se Introdujo una cónula por 

la que se pasaron 300 mi de la solución de Hanlls para lavar el hígado, que se 

encontraba en la esfera del perfusor; se retiró el hígado de la rata y se colocó en el 

embudo del perfusor, el cual habíamos cubierto con papel autoadherible. Se reclrculó 

una solución con colagenasa (179 U/mg) con soluclón de Hanlls (50 mi), hasta que el 

hígado quedó digerido (cuando adquirió una textura pastosa). En este punto detuvimos 

el flujo de colagenasa y se colocó el hígado sobre una caja de Petri con solución de 

Hanlls, donde lo disgregamos con un tubo de plóstko. 

Todas las soluciones contenían penkilina-estreptomkina al 1% y se mantuvieron a 

37°C utilizando un bai\o recirculatorio. 

Filtramos el hígado digerido con una malla de seda estéril y el filtrado se 

centrifugó a 800 rpm durante un minuto; desechamos el sobrenadante y el precipitado 

(hepatocitos) se resuspendió en solución de Hanlls con CaC'2. 

Para evaluar la integridad de los hepatocltos obtenidos, medimos su viabilidad 

con azul tripano al 0.04%. A partir de esta determinación calculamos el porcentaje de 

viabilidad. 
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CULTIVOS PRIMARIOS DE HEPATOCITOS 

Sembrame» las células obtenidas del aislamiento a una densidad de 50,000 

células/cm' en cajas de 8 cm2
• Utllizame» un sustrato de adhesión (cológena) en las cajas 

de cultivo para que los hepatoclte» quedaran bien fije». lrradlame» con luz ultravioleta 

las cajas durante 24 horas (para evitar contaminación) y se guardaron a temperatura 

ambiente hasta su uso. 

El medio de cultivo que utllizame» fue DMEM con L-glutamlna y amlnoóclde» no 

esenciales, sin NaHco .. sin blotlna y sin suero bovino fetal. Las células se sembraron e 

Incubaron a 37°C en una atmósfera de C02-02 95-5%; después de 2 horas. Cuando las 

células se han adherido, les camblame» el medio de cultivo por un medio fresco y las 

rnantLNlme» en las mismas condiciones. A las 24 horas nuevamente se les cambió el 

medio de cultivo e Iniciamos el experimento. 

Una vez realizado el último cambio del medio de cultivos, que fue el tiempo cero, 

ai\adlmos 5~1M de biotlna a los cultivos prlrnarle» y ce»echamos los hepatocitos a los o, 5 y 

30 minute» y en la 1, 3, 6, 9, 12. 18, y 24 horas, después de haber agregado la blotlna. Se 

centrifugaron las células a 14,000 rpm, se desechó el sobrenadante y el precipitado de 

hepatocite» se secó Invirtiendo el tubo. Posteriormente lo guardamos a -7oºC hasta el 

día de la determinación de la actividad y el grado de biotlnilaclón de la PCC y la PC. 

PREPARACIÓN DE LOS ÓRGANOS 

Después de descongelar I<» órganos, los lavamos con PBS y homogenlzamos en 

tres volúmenes de amortiguador de homogenado (al que se le agregó una pastilla de 

lnhlbldores de protemas: complete TM EDTA-free. OMBH) con un politrón (l<lnemótlcQ. 

l<rlenslu). La homogenlzaclón se realizó con 2 pulsos de 10 segunclos cada uno, con una 

pausa de 30 segundos entre ellos. Entonces los homogenados se sonlcaron (Branston Cell 

Dilruptor 200, Danbury, CT) con 5 pulse» de 10 segundos cada uno, con un minuto de 

descanso entre ellos. Posteriormente se centrifugó a 105,000g a 2ºC por 10 minute». 

Descartamos la capa de grasa y el precipitado, e hlclm<» alícuotas del sobrenadante y las 

almacenamos a -7oºC, para las posteriores determinaciones. 
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DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA PC V PCC 

Determinamos la actividad de la PCC y PC por el método de Sweetman (53) en 

los homogenados de hígados de ratas defklentes, y en los hepatocltos normales y 

deficientes de blotlna; en este último caso, el botón de las células se resuspendló en 300 µI 

de amortiguador de lisis. De este homogenado tomamos 10 µI para el ensayo de PCC y 

PC y 10 µI para la determinación de proteínas. 

Para la liberación de las carboxllasas mltocondrlales procedimos a romper los 

hepatocltos (o las células del homogenado) por sonkaclón, al descargar en cada tubo 30 

pulsos de 1 segundo con un descanso Intermedio. Se mantuvieron los tubos en hielo 

durante la sonlcaclón. 

El ensayo se realizó en tubos Eppendorf y a cada tubo le adicionamos IOµI de la 

muestra de reacción (A TP 28.5 mM, CHS 20 mM. Proplonll CoA ó Acetll CoA. 40 mM. 

NaH14C02 (3.81 µCi/µM). Después agregamos 10 µI del homogenado celular sonlcado a 

cada tubo; se mezclaron bien y taparon para evitar la evaporación del C02 proveniente 

del bicarbonato. Se Incubó durante una hora a 37ºC con agitación constante. La reacción 

enzimática se detuvo Incorporando los tubos en agua helada y añadiendo 10 µI de ácido 

fórmico al 15% y se dejaron reposar IS minutos, destapados. 

Se usó papel W hatman de 3 mm en tiras previamente divididas en cuadros de 2.5 

x 2.0 cm; tomamos 30 ¡ti de la mezcla y los depositamos en el centro de cada cuadro 

correspondiente a su mezcla. Cada muestra se secó perfectamente con una pistola de 

aire durante 20 minutos, les adicionamos 30 µI de ócldo fórmico al 15% de nuevo las 

secamos cuidadosamente durante 30 minutos. 

El papel Whatman se fragmentó y colocó en viales de vidrio que contienen 1 mi 

de metanol en dilución 1:1 con agua destilada y 7 mi de solución de Bray. Se agitaron 

fuertemente y llevamos a cabo la cuantificación del C02 radiactivo Incorporado a las 

carboxllasas en un contador de centelleo líquido durante 10 minutos con estóndares 

externos; esta actividad se expresó por mg de proteína. 

La cuantificación de proteínas se determinó, de acuerdo con el método descrito 

por Lowry (54), utilizando albúmina sérka bovina (BSA) corno estóndar. 
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Las actividades específicas de las enzimas se calcularon a partir de los siguientes 

datos: 

dpm •co, x 10 ul hom. x 10• uc1 prot 

60 min x 10~11 hom. X µg proteína 1 mg proteína 

pmol 14C02 fijadas x minuto-• x mg de proteína-• 

x lomol 

12.73 dpm 

Donde dpm son las desintegraciones por minuto, dato que proporciona el 

contador de centelleo; 60 minutos, el tiempo de Incubación de la reacción; X µg prot. es 

la concentración de la proteina determinada por el método de Lowry; 12.73 dpm. la 

actividad específica del bicarbonato radiactivo. 

ANÁLISIS DE PROTEÍNAS BIOTINILADAS POR "BLOTS' DE ESTREPTAVIDINA 

Resuspendlm<» los botones de hepatocltos en amortiguador de llsh y 

pe»teriormente I<» sonlcamos para extraer las proteínas; corrimos 25 µg de proteínas en 

un gel de SDS-poliacrllamlda al 75% (SOS-PACE) a 70 mAmps durante 1 hora. El gel se 

Incubó con amortiguador de transferencia por 30 minutos en agitación suave. 

Posteriormente realizamos la transferencia de las proteínas a una membrana de 

nitrocelulosa (0.45~1m, Blo-Rad. Hércules, CA), utilizando una unidad de transferencia 

semiseca (Bio-Rad) a 17 V por 30 mlnut<». Enseguida Incubamos la membrana con 

estreptavidlna-fosfatasa akalina. para detectar proteínas blotlniladas. Después 

remojamos la membrana con 50 mi de amortiguador de bloqueo al 5% durante 1 hol'Q. 

con agitación suave y pe»terlormente la lavam<» con so mi de amortiguador de réplica. 

Entonces Incubamos la membrana en 15 mi efe amortiguador de lavado y 15 ~ti 

de estreptavldina-fosfatasa alcalina (Blo-Rad) a 37°C por 1 hora. Lavamos enseguida 

con amortiguador de réplica por 5 minute» cada vez y con O.IS M de Tris-HC~ pH e.o. El 

desarrollo del color se realizó incubando la membrallQ. en la oscuridad, con agitación 

lenta.. en 10 mi de amortiguador A-P, que contenía 100 µI de solución de NBT y 100 µI 
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de solución BCIP. Una vez que aparecieron las bandas, la membrana se lavó con agua 

bidestllada. 

DETERMINACIÓN DE LA MASA DE LA PC Y PCC 

Cuantifkamos la masa de las carboxllasas por blots de estreptavidina. después de 

blotinllar In vltro los homogenados de los diferentes tejidos, para convertir las 

apocarboxllasas en holocarboxilasas. Los homogenados de las apocarboxllasas fueron 

biotinilados por una técnka modifkada de DesJardins (54). 

Añadimos soo µg de proteína de los homogenaclos a la mezcla de reacción en un 

volumen final de soo µI y se incubó a 37ºC por 6 horas; ademós añadimos mezclas de 

ATP-MgCI, a la segunda y cuarta hora de incubación. Detuvimos la reacción añadiendo 

soo µI de amortiguador de electroforesis y se almacenó a -2°C. El máximo grado de 

biotinilación de los homogenaclos se obtuvo optimizando las concentraciones de los 

reactivos y el tiempo de incubación. Los controles no blotinllados se incubaron 

similarmente, excepto que no se añadieron blotlna y ATP a la mezcla de reacción. 

Después, los homogenados biotinilados y sus controles se corrieron en un gel de SDS

pollacrllamlda (SDS-PAOE) al 7.S'!b (S µg de proteína) como se describió arrlba. 

ANÁLISIS DE LOS RNAm DE LA PC Y PCC 

1. Extracción de RNA total 

Obtuvimos los órganos de las ratas por disección y extrajimos el RNA total por el 

método de Chomczynslii y Sachi (ss) el cual utlllza el reactivo trizo~ que es una solución 

monofóslca de fenol ócido e lsotioclanato de guanidfllQ. que mantiene la Integridad del 

RNA durante la homogenización del tejido. 

Homogenlzamos 100 mg de tejido en 1 mi de trlzol a 4°C en el polltrón. El 

homogenado se transfirió a un tubo Eppendorf estéril y se Incubó la muestra por S 

minutos a temperatura ambiente para permitir la disociación completa de los complejos 

núcleo proteicos. 
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Agregamos 200µ1 de cloroformo por cada mi de homogenado, se agitaron por 30 

segundos y se Incubaron en hlelo por 5 minutos; centrifugamos a 12.000 rpm a 4°C por 15 

minutos y obtuvimos tres fases: la Inferior, de color rojo, compuesta por fenol-cloroformo. 

una lnteñase, y la porción superior acuosa Incolora. El RNA quedó en esta última fase, 

mientras que el DNA y las proteínas se mantuvieron en la Interfase y la fase orgánica 

respectivamente. 

Tramferlmos la fase acuosa a otro tubo, agregamos un volumen equivalente de 

lsopropanol y comervamos la muestra a 4°C por 15 minutos. Después de centrifugar se 

obtuvo la pastllla correspondiente; ésta se lavó con etanol al 75% y al 80%. Secamos la 

pastllla en un horno con vacío a temperatura ambiente, por 10 minutos. Disolvimos la 

pastilla de RNA en so µI de agua des-lonlzacla estéril tratada con OEPC (dletll

plrocarbonato). Para cuantlfkar la concentración de RNA total tomamos una alícuota 

de cada muestra y medimos la absorbancla a 260 nm. 

Para comprobar la Integridad del RNA. tomamos 20 µg de RNA total de cada 

uno de los hígados (normales y deficientes) y los analizamos por electroforesis en geles 

dematuralizantes de agarosa al 1% y formaldehído en amortiguador de corrida (MOPS 

so mM/EDTA 1 mM). Los geles se corrieron. aplkando una corriente de 100 V, durante 1.5 

horas hasta que el colorante del amortiguador de carga llegó a 3 cm del borde. Por 

último se observaron las bandas en un tramilumlnador de luz ultravioleta de onda corta. 

2. An61hls por RT-PCR de los RNAm de la PC y PCC 

Tomamos 4 µg de RNA total de los homogenados normales y deficientes de 

biotlna para sintetizar el cDNA. La mezcla de reacción para la trascripción revena tenía: 

el RNA. 200 µM de dA TP, dCTP, dTTP y dCTP, Buffer de RT sX, DTT 4 mM, ollgo d(T) y 

la enzima RT-M-MLV ( Moloney Murlne Leul?emla Virus - Revene tramcriptase) de 40 

U. Incubamos la reacción durante 1 hora a 37ºC. Después tomamos 10 µI de esta 

reacción y realizamos el PCR para amplificar los fragmentos de los genes de PC y PCC. 

Otros 10 µI del cDNA los utilizamos para amplificar simult6neamente un fragmento del 

gen de actinQ. el cual utilizamos como un control de expresión constitutiva. 

La secuencia de los oligonucleótidos específicos para amplificar el gen de la PC de 

rata fueron s'-(ACT TCT ATC ACC CCC ACT CC)-3' para el sentido y s'-(TCA CCT TCA 
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CCC COA TIC CA)-3' para el anfüentldo. L<M ollgonucleótld<M utillzad<M para 

cuantifkar el 'egmento de PCC fueron s'-(OA TCC CAC CTC CCT TOA TCT)-3' en el 

'entldo, y s'-(CAC CCC TIC ATC ATC ACA CC)-3' para el anfüentldo. La ~cuenda de 

ollgonucleótld<H del gen comtitutivo (actina) fueron S'-(CCC TCA CAA CCA TIC CTA 

TC)- 3' en el 'entldo, y s'-(CCT CTC AAA CAT OAT CTC CC)-3' para el anfüentldo. L<M 

ollgonucleotid<H 'e di,eilaron utilizando el programa OLICO 4. 

La mezcla de reacción para el PCR contenía kH oligonucleótld<H, o.s mM de cada 

uno, buHerlOX. MgCl2 1.5 mM, 200 µM de dATP, dCTP, dTTP y dCTP, Taq polimerma (4 

U) en un volumen final de so µl. Lm mue,trm 'e Incubaron en un termocklador (Perllin 

Elrner 480) con diferente' condklone' de temperatura. de acuerdo al gen. De'pué' de 

una dematurallzación Inicial a 9SºC por 5 mlnut<M, reallzam<M el PCR como ,¡gue: 

Para PC 

ParaPCC 

1 cklo a 95°C por 3 mlnut<M, 

30 ckl<M a 95ºC/I minuto, 60ºC/I minuto, y 72ºC/I minuto 

1 cklo a 72ºC por 7 mlnut<M 

24 hora' a 4°C constante 

1 ciclo a 95°C por 3 mlnut<M 

30 cicl<M a 95°C/I minuto, s7°C/I minuto, y 72ºC/I minuto 

1 ciclo a 12ºC por 7 mlnut<M 

24 hora' a 4°C constante 

Terminada la Incubación de'°' mue,tra,, '°' almacenam<M a -2oºC ha,ta que 'e 

analizaron. 

Para cada experimento, 'e tuvieron controle' corno: un blanco 'in RNA. un blanco 

dn RT, para de,cartar cualquler pCMibilldad de contaminación con DNA genómlco. De 

Igual manera reallzam<M curvm de cicl<M y de temperaturm para cada gen (datCM no 

m<Mtrad<M; para mayor Información consultar ~ bitócora' experlmentale' en la Unidad 

Cenética de la Nutrición, 118, UNAM). 
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3. Análbis de los productos de PCR por "1outhern blof' 

Tomamos 10 µI de l<H productos de PCR de cada muestra y l<H separamos por 

electroforesis, en geles de agarosa al 1.1% en amortiguador de TAE. Después de la 

electroforesis, transferimos el gel por capilaridad a membranas de nltrocelulosQ. 

(Cenescreen, NEN Research Products, Dupon) con SSC IOX por 18 horas. Las membranas 

se prehlbrlclaron en 0.2 ml/cm2 con la siguiente solución: fonnamlcla 50%, SOS 0.2%, 

EDTA 0.01 M, SSC 2)(, PBS 0.12 M pH•65, Denhardth 4'lb y DNA de esperma de salmón, 

100 µg/ml; por 24 horcu a 42ºC. 

Después de la prehlbridación, las membranas se hibrldaron con l<H DNA 

complementarlos (cDNA) de la PCC y la PC, los cuales marcamos radiactlvamente con 

dCTP a;..32p por la técnica de "Megaprlme" (ver adelante). 

Incubamos las membranas con O.I ml/cm2 de la solución de prehlbridaclón en 

presencia de la sonda radiactiva a 42°C durante toda la noche. Después de la 

hibridación, lavamos las membranas en condiciones de alta astringencia a temperatura 

ambiente en una solución de SSC 2X y posteriormente en una solución de SSC O.IX-SOS 

o.1% a SSºC. Se expusieron en placas autorradlográfkcu de Imagen científica X-OMAT 

AR (XAR-2) (20.3 x 25.4 cm) con pantalla lntenslfkadora de uno a tres días a -7oºC. 

Esta técnica también se realizó para la actinQ. que fue nuestro control de expresión. 

4. Marcaje de la sonda (Megaprlme) 

El marcaje de la sonda lo realizamos por el método de "random prime" utilizando 

el ~it comercial Megaprlrne DNA Labelllng System (Amenham). en el cual mezclamos 

so ng de DNA con s µI de primen (ollgonucleótldos de secuencias "random'') y 23 µI de 

aguq, l<H cuales desnaturalizamos calentando a IOOºC por s minutos, posteriormente 

ailadimos el amortiguador de marcaje, el dinucleótido marcado y la enzimQ; mezclamos 

suavemente e Incubamos por 1 hora a 37°C. Detuvimos la reacción ailadiendo s µI de 

EDTA0.2M 
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5. Anólills densltométrlcos 

Analizamos las placas autorradlogróflcas de las hibridaciones, en un densltómetro 

de Imagen Sean Jet 3C (Hewlett Pacbard). Por este método se obtuvo el órea bajo la 

curva correspondiente a la señal de hibridación de los productos de PCR de la PCC, la PC 

y la actlna para cada muestra. Para conocer la expresión relativa del RNA de cada una 

de las proteínas respecto al control de expresión. se asignaron unidades arbitrarlas a los 

valores de las óreas bajo la curva y se grafkaron como una relación PCC/actlna, 

PC/actlna. (57) 

ANÁLISIS DE LOS RNA MENSAJEROS DE LA HCS 

l. Clonaclón de un fragmento de cDNA de la HCS de rata 

Debido a que el gen de la HCS de rata no se ha clonado, nos propusimos obtener 

un fragmento de este gen a partir de hígados de ratas normales para poder realizar las 

determinaciones de los RNAm. Después de extraer el RNA total por el método de 

Chomczynsbi antes mencionado, purificarnos el RNAm utilizando columnas de celulosa 

Oligo (dl). Por otra parte, diseñamos oligonucleótidos degenerados cuyas secuencias 

estaban conservadas entre diferentes especies distantes. Para este fin. realizamos un 

alineamlento de las secuencias de HCS de levadura y ser humano (Apénd"Ke B), para 

encontrar las regiones mós conservadas. Adennós, utilizamos la tabla de uso de codones 

para obtener las secuencias menos degeneradas: en el sentido 5' AAC TCC CCC AAC 

CAl/(Cm ATT TAi/; en el antlsentido 5'-CTC CAA COA CTT CCC CTC CCC-3'. 

Realizamos un RT-PCR. para obtener el fragmento de cDNA de rata de HCS, utilizando 

los oligonucleótldos arriba mencionados y el RNAm purificado, a 35 ciclos y una TM 

(temperature meltlng) de 55°C. Los productos del RT-PCR los analizamos por 

electroforesis en un gel de agorosa al 1.5 'lb y el fragmento del tamaño esperado (447 pb) 

lo purificamos con el bit Ceneclean 11. Una vez que obtuvimos el fragmento de HCS, se 

secuenció y se diseñaron nuevos oligonucleótidos. La secuencia final de los oligos fue, en el 

sentido 5' TAC ACC CTC TAT CAA CAT CC 3', y el antisentido 5' CTC CAC ACC CCA 

CCACC3'. 
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2. Anólisis por RT-PCR de los RNAm de HCS 

Obtuvimos el RNA total de k>J diferentes órganos de las ratas controles y 

defklente1 por la técnka de TRlzol (antes descrita). Realizamos la transcripción revena 

de 4 µg de RNA total (como de1criblrt10t para PC y PCC) y utilizamos 10 µI de la 

reacción de RT para ampllfkar el fragmento de cDNA de la HCS. L<» otros 10 µI del 

cDNA k>J utilizamos para amplificar simultáneamente un fragmento del gen de la actlna 

(control constitutivo). El PCR del fragmento de cDNA de la HCS se realizó a 30 ciclos. El 

ciclo de temperaturas fue 9SºC, soºC, y 72ºC por 1 minuto cada una. con una extensión 

terminal a 72ºC por s mln. El número de ciclos realizados fue dentro de la fase 

exponencial del proceso de amplifkaclón. el cual se determinó previamente. Los 

productos de PCR fueron separados sobre un gel de agarosa al l.S'lb, teñidos con bromuro 

de etldio y posteriormente los analizamos por la técnka de southem blot Tramferlrt10t el 

gel a un a membrana de Gene Screen. los hlbridart10t con su sonda marcada. (ver 

arriba) y después las membranas se expusieron en un film Hyperfllm f3Max por 24 horas 

a -70°C. Los niveles aproximados de los RNAm de la HCS k>J e1tlmart10t de las 

Intensidades de las bandas en la autorradlografiQ. las cuales las cuantlfkamos por 

demltometría. Los datos se normalizaron con k>J niveles del RNAm de la actlna. 

Realizamos análisis estadísticos utilizando la prueba T de student 

3. Efecto "cuno temporal" de la biotina sobre los RNAm de la HCS 

Inyectamos lntraperitonealmente 1ei1 ratas deficientes de blotlna con 200 µg de 

biotlna en PBS 1.0 M (pHa7). Las 1acriflcart10t a diferentes tiempos: o y 30 minutos, 1, 2. 4, 

y 24 horas, obtuvimos k>J hígados y k>J almacenamos a -70ºC. El RNA total se extrajo 

utilizando TRlzol y realizamos también análisis de RT-PCR como describimos arriba. 
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RESULTADOS 

DETERMINACIÓN DEL ESTADO NUTRICIO DE BIOTINA 

Se observó deficiencia de blotlna desde len dos semanas de haber sometido a len ratas 

a la dieta carente en blotlna y con avldina. La defklencla se comprobó n10nltoreando la 

actividad específka de la PCC. la cual disminuyó gradualmente durante el desarrollo de 

la deficiencia. La figura 1 muestra los resultados de un experimento representativo en el 

que siete ratas fueron sacrlfkadas a diferentes tiempos después de que se alimentaron 

con la dieta defklente. Aproximadamente entre la octava y novena semanq, len ratas 

presentaban síntomas característkos de deficiencia tales como alopecia, dennatltls 

perlorlflcial, conjuntivitis y "salto de canguro"; ademós del retraso del desarrollo muy 

notorio en comparación de los animales normales (figura 2). Por otro lado, la excreción 

urinaria de ácido 3-hidroxlvalérko aumentó sustancialmente después de la tercera 

semana de administrar la dieta defklente (figura 1) 

Al mismo tiempo, también se obtuvieron ratas controles: ratas con ldéntko 

tratamiento que el de las ratas deficientes de biotlna pero que fueron suplementadas 

con blotlna por vía lntraperltoneal (O.IS M en PBS) 2 veces por semana. 

AISLAMIENTO Y CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS 

Debido a las condiciones de nuestras ratas, se tomó una serle de medidas, de 

manera que los hepatocltos pudieran sobrevivir por lo menos 24 horas en cultivo sin 

suero y sin biotlna. Estos fueron aislados de len ratas por la técnka de Beny y Friend. Al 

ser sacrificadas las ratas controles pesaron de S00-600g y kn ratas deficientes de 200-

400g. Los animales fueron sacrificados por Inyección lntraperltoneal de 200 ~11 de 

pentobarbltal sódico. 
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Semanas con la dieta deficiente de blotina 

FICURA l. Cambios enzimáticos y metabólicos durante la deficiencia de biotlna. La 
línea muestra el porcentaje de actividad de la PCC en hígado de ratas defkentes, 
relativo al control (3200 ± 283 pmol C01 fijado x mln"' x mgº' de proteína) en varios 
estados de defklencia de blotina. Las barras vertkales muestran la excreción urinaria 
del 6cldo 3-hidroxl-lsoualérko durante el periodo experimental. 
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FIOURA 2. Ejemplo de una rata control y una deficiente de biotlna a la semana nueve desp' 
de empezar la dieta. Las ratas presentaban síntomas característicos de deficiencia muy cla 
como alopecia, dermatitis periorlficia~ conjuntivitis y "salto de canguro", ademós del retraso , 
desarrollo muy notorio en comparación con los controles. 
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Tras varios intentos de cultivarlos en cajas. encontramos que añadiendo una 

matriz de cológena. los hepatocitos podían adherine a la caja con mayor facilidad. Al 

preparar los hepatocltos. la viabilidad de los mismos para las ratm controles fue de entre 

90 y 95% y para las ratas deficientes fue de entre 70 y 80%. 

DETERMINACIÓN DE LA ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA PC V PCC. V DE ENZIMAS 

BIOTINILADAS EN CULTIVOS DE HEPATOCITOS DEFICIENTES AL AlilADIR BIOTINA 

El experimento consistió en medir la actividad de la PC y la PCC presente en los 

hepatocltos deficientes de biotina a diferentes tiempos. después de agregar la biotlna. la 

actividad de la PC aumenta rópldamente y casi alcanza los niveles de los controles a la 

2 horas (figura 3A). En cambio. la actividad de la PCC aumenta mucho mós lentamente. 

y requiere 24 horas para alcanzar la actividad nonnal (figura 38). 

Cuando se realizaron anóllsls de blob de estreptauidlna de proteínas biotinlladas. 

se obtuvieron resultados similares (figura 4). Las bandas correspondientes a la holo-PC de 

las células deficientes alcanzaron una intensidad similar a los controles en una hora. 

mientras que la intensidad de la holo-PCC se mantuvo baja aún después de lm 24 horas 

de la adición de blotina. No hubo cambios Importantes en las bandas de las células 

controles después de la adición de biotlna a los cultivos (resultados no mostrados). 

Es importante señalar que lm subunidades de PCC y MCC que unen blotina 

tienen pesos moleculares similares. (72.000 y 76.ooo Da. respectivamente) y por lo tanto 

se separan muy poco en un gel de SOS-PACE. aún usando un gel a bajas 

concentraciones (75%). Así, MCC también fue blotinllado muy lentamente. Debido al 

tiempo de corrimiento electroforético, la ACC. cuyo peso molecular es mucho mós grande 

(260,000 Da). no fue vlsuallzado. 
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FIGURA 3. Cinética de reactivación de PC (A) y PCC (B) después de ai\adlr blotlna a 
cultivos de hepatocltos deficientes (línea horizontal: actividad normal). Cada punto 
representa una rata. 
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FICURA 4. Análisis por b/ob de estreptavldlna de hepatocltos deficientes de blotlna a los 

cuales se les agregó esta vitamina 11 se cosecharon en diferentes tiempos (O, 5, 11 30 

minutos; 1, 3, 6, 9, 12. 18 11 24 horas. C: controL PC: plruuato carboxllasQ. PCC: proplonll 

CoA carboxllasQ. MCC: Metllcrotonll CoA carboxllasa (esta enzima migra a la misma 

altura que la PCC). Los tiempos se refieren a los períodos que se dejaron incubando las 

células con la blotlna. 
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EFECTO DE LA DEFICIENCIA DE BIOTINA SOBRE LAS CARBOXILASAS 

MITOCONDRIALES. 

Las actividades de la PC y PCC presentaron una disminución estadísticamente 

significativa en los órganos de las ratas deficientes (figura 5 y 6). Estas diferencias 

generalmente estuvieron asociadas con cantidades slgnifkatlvamente bajas de sus 

proteínas enzlmátkas. En el cerebro, la masa de PC y PCC no difiere entre los grupos y su 

disminución en actividad fue moderada. 

Las cantidades de RNAm de PC y PCC (determinadas por análisis densltométrko, 

ver páginas 30-31) no cambiaron significativamente en los órganos estudiados (figuras s 
y 6). 

ANÁLISIS DE LOS RNAm DE LA HCS EN LA DEFICIENCIA DE BIOTINA 

-Clonación de un fragmento del cDNA de la HCS de rata 

Para clonar el fragmento del cDNA de la HCS de la ratQ. alineamos 2 secuencias 

conocidas de este gen (Apéndice B), de Sacharomyce1 y ser humano, a partir de las 

cuales escogimos reglones conservadas. Después, utlllzando oligonucleótldos degenerados. 

dedujimos la reglón esperada. Este nuevo fragmento es similar en 80'lb respecto a pares 

de bases y un 95% respecto a aminoácidos comparado con fa secuencia humana (figura 

7). 

-Análisis de los RNAm de la HCS 

Considerando nuestra pregunta de lnvestlgaci6n de que si la deficiencia ele 

blotlna afecta los niveles de RNAm de fa HCS, encontramos que presentaron una 

disminución significativa en los cuatro órganos de los animales defklentes de blotlna 

estudiados a diferencia de los controles (tabla t). Estas diferencias fueron más marcadas 

en el hígado y riñón que en músculo y cerebro (figura e). Cuanclo la biotlna se Inyectó en 

las ratas deficientes, la cantidad de los RNAm de la HCS en el hígado, aumentó hasta 

cerca de los niveles normales. Sin embargo, éste fue un efecto retardado, ya que 

aparentemente se dio a las 24 horas después de fa administración de la vitamina. (figura 

9). 
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FICURA s. Efecto de la defklencla de biotlna sobre la actividad. ma1a de len 
carboxlla1a1 y nivele1 de RNAm de la PC en órganoi de ratm alimentada1 con una 
dieta control o deficiente de blotlna. •p <o.os, **P < 0.01 y ***P < o.oos contra el 
control. NO, no 1e detectó. Ver datoi completoi en el Apéndice C. 
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ACTIVIDAD PROTEINA 
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FIGURA 6. Efecto de la deficiencia de biotina sobre la actividad, masa de las 
carboxliasas y niveles de RNAm de la PCC en órganos de ratas controles y deficientes de 
biotlna. La proteína (panel central) Incluye MCC ya que esta co-migra con la PCC. 
*P< o.os, *'P< 0.01 y *'*P< o.oos contra control. 
Ver datos completos en el Apéndice C 
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a'.TACAGCCTCT AIGAAGAICGGC GGGGTTCTCCTT AATTCAACACTT CTC 
TAS MK 1 GGVLVNSTLV 

CCAGAAACATTT TATATCCTCATT GCCTGTGCATTC AATCTGACTAAC 
CE TFV IL 1 GCC FNVTN 

ACCAATCCTACC ATATGTATCAAT GACCTCATCCAA GAACACAATAAC 
SNPTICINDLIE EHNK 

CAGAACAAGCCA GCCCTGAACCCC TTACCACCCGAC TCTCTCATAGCC 
o N KA e L KP L R AD e L 1 A 

ACCGCTGTGACC GTGCTGGACAAA CTGA TTCACAGC TTTCAGGACCAA 
R AVTVLE K L IDRFQDQ 

CCCCCCGACCCC GTTCTCCCCCTG TA TTATAAA TAC TGCCCCCACAGT 
CPDC VLPLVVKV WAHS 

GCTCAGCAACTC CGCCTGGCCACC AGCCACGCCCCA CCCCTCTCTATC 
CQQVRLGS 5ECPPV51 

CTCGGTCTTCA T GA TTCCGCGTTC CTGCAGCTCCAC CAACACGGTGGT 
VGLD DSGF LQVHO EG C 

GGGGnGTGAGC GTCCA TCCCCAC GGCAACTCCTTT G-•' 
CVVS VHPDCNSF 

FIGURA 7. Secuencia de nucleótldos y aminoácidos derivados del fragmento clonado 
del cDNA de la HCS de rata. El fragmento corresponde a la secuencia de HCS humana 
entre los aa 570 y 717. La secuencia de los ollgonucleótldos específicos utilizados para el 
anállsls de RT-PCR se muestran en letra negrita 

43 



TABLA1 

Efecto de la defklencla de blotlna sobre los niveles de RNAm de la HCS en diferentes 
órganos de la rata' 

Control Deficiente de Biotina 

%del 
Organos n n Control 

Hígado s 7.24 ± 1.78 s 3.06 ± 1.84• 40.0 
Riñón 4 2.40 ± 1.01 4 O.SS ±0.21• 23.0 
Músculo 3 17.78± 1.34 4 12.83 ± 0.92• 72.2 
Cerebro 4 3.14 ± 0.22 4 1.70 ± 0.26• S4.I 

'Los valores son el promedio ± SO de las densidades 6ptkas obtenk:kn del 

densit6metro. •Diferente del control, p < o.os 
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LIVE,R 

C D 
KIDNF.Y MUSCLF: BRAIN 

e o e o e D 

FIOURA 8. An611sis por RT-PCR de los niveles de RNAm de la HCS de hígado, riñón, 
músculo y cerebro de ratas controles y deficientes de blotlna. C, control; D, deficientes de 
blotlna 
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+ Biotin 

FICURA 9. Efecto "cuno temporal" de la blotlna sobre los niveles de los RNAm d 
la HCS en hígados de ratas deficientes de blotlna. C, control 
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DISCUSIÓN 

Los resultados que obtuvimos del presente trabajo aportan evidencias de que la 

blotlna. además de su papel como cofactor de las carboxllasas, regula la expresión 

genética de las enzimas con las cuales esta vitamina se halla relacionada 

funcionalmente. La regulación de las carboxllasas (PC, PCC), parece estar mediada 

postramcrlpclonalmente, ya que no observamos cambios asociados a la defklencla de 

blotlna en los niveles ele RNAm de estas enzimas. La regulación de la HCS podría ser a 

nivel de la transcripción (ver etapas descritas abajo) o procesamiento y/o estabilidad del 

RNAm (regulación postrancrlpclonal). A este respecto, los cambios de RNAm de la HCS 

que encontramos parecen ser la primera Instancia conocida en mamíferos de un efecto 

de una vitamina hldrosoluble sobre los RNAm de una enzima que actúa directamente 

sobre esa vitamina. 

Desde el primer resultado obtenido en este trabajo (58), se hizo evidente la 

regulación de la blotlna sobre las carboxllasas. Cuando analizamos los cambios en la 

actividad enzimática de la PCC y de la PC (figura 3) al agregar biotlna a cultivos 

primarios de hepatocitos derivados de ratas deficientes de esta vitamina. encontramos 

que la PC se activa muy rápidamente, en la primera hora después de agregar blotlnQ: 

por el contrario, la actividad de la PCC que se encontraba muy defklente, en la primera 

hora se Incrementó pero sólo a una tercera parte de lo normal y necesitaron tramcu1Tir 

cerca de 24 horas para akanzar los niveles de actividad de los hepatocltos de ratas 

normales. 

La explicación de estos resultados se hizo aparente cuando estudiamos el grado 

de biotlnllaclón de estas enzimas y donde obtuvimos el mismo comportamiento (figura 

4). Una posible explicación es que las células deficientes tienen menor cantidad de 

apocarboxllasas (y no sólo de actividad), la que debe sintetizarse (y no sólo blotlnllarse) 

en las siguientes 24 horas, para recuperar sus niveles normales: incluso quizá también 

estén afectados sus RNAm. 

Debido a lo anterior esto entonces determinamos la cantidad de apocarboxllasas 

totales presentes en homogenados deficientes de biotlna. pero esta vez quisimos estudiar 
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otre» órgane» adem6' del hígado. Se e1tudiaron: el riñón (órgano que comparte con el 

hígado 1u capacidad gluconeogénka y, por lo tanto, la importancia de la PC), músculo 

(órgano comumidor principalmente de ócidos grasos corno combU1tible, en el que la PC 

tiene un rol menos relevante) y cerebro (órgano con una actividad anaplerótka muy 

importante) y para ello utilizam<» el método que comiste en blob de e1treptavidina. 

de1pué1 de biotinilar In vitro los homogenadol e1tudiadoi para convertir a las 

apocarboxila1a1 no biotinlladai en holocarboxlla1ai con blotina. que pudie1en detectane 

con e1treptavidina acoplada a fosfatasa alcalina. 

Con e1ta1 técnicas demo1tramos que la ma1a de la PC (figura s) y la PCC (figura 

6) di1minuye 1ignlflcatlvamente durante la deficiencia de biotina en el hígado, riñón y 

músculo, por lo tanto, estos estudios excluyen la convenión de "apo" a "holo" corno una 

ba1e para 1u activación como 1e ha descrito previamente (59,60) 

Debido a que le» niveles de RNAm de la PC y PCC no cambiaron en los órganos 

deficientes de biotina con respecto a los controles (figura s y 6), la regulación de e1ta1 

proteínas por 1u cofador podría 1er ejercida en algún nivel desde el transporte del RNAm 

al citoplasma. la velocidad de 1ínte1l1 de la proteína. la degradación de la proteína. 

modlfkaclone1 postraducclonale1, etc. (61). 

Entonce1, e1 probable que las apocarboxila1a1 sean m61 lóbile1 y por lo tanto 1e 

degraden m61 rópido que 1u forma "holo". El probable aumento en la degradación de 

e1ta1 enzima•, no e1 un mecanllmo nuevo, 1e ha ob1ervado también con la enzima 

omitlna aminotramfera1a. una enzima que contiene el plrldoxal fo1fato en ratas 

deflclente1 de plrldoxal (62) y para enzimas dependientes de NAO, tale1 como la 

de1hldrogena1a lóctlca y la glutómlco de1hldrogena1a en el inte1tino de ratas deficientes 

de niaclna (63), a1í como con la1 enzimas que utilizan corno cofactor al FAD (64), el cual 

estabiliza a varias Acil CoA de1hldrogena1a1 en ratas deficientes de rlboflavinai. 

Teniendo como antecedente e1to, 1er6 nece1arlo determinar la estabilidad de las 

carboxllasa1 en la deficiencia de blotina. 

Otra explicación e1 que la deficiencia de biotina disminuya la 1ínte1i1 de las 

carboxlla1a1, por lo cual 1e tendrían que hacer ensayos de "pulso y caza" utilizando 
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metlonlna marcada con 55S, para que después la proteína recién sintetizada se 

lnmunopreclplte con un anticuerpo específico y se analice por SOS-PACE. 

Un punto Importante a anallzane también, es la determinación de la eficiencia 

de la traducción de los RNAm de las carboxllasas en ausencia de blotlrtQ. ya que la 

disminución en la concentración de proteína enzlmótlca y la presencia normal de RNAm 

podría ser la causa de la Inhibición de la traducción o de procesamientos post

traducclonales. También será necesario cuantificar otra proteína no blotlnilada. lo cual 

nos Indicaría si es un efecto general sobre el sistema de traducción per se. 

En cuanto al cerebro, los datos nos arrojaron un comportamiento diferente, ya 

que tanto la cantidad de PC corno la de PCC no se ven afectadas durante la deficiencia. 

Una causa podría ser que las concentraciones de blotlna se mantienen normales 

localmente. con una menor reducción de las actividades de las carboxilasas, respecto a 

otros órganos: además de que se mantuvieron las concentraciones de holo-PC y holo

PCC en los cerebros de las ratas deficientes (datos no mostrados). Será necesario 

identificar aquellas rutas en el metabolismo de blotlna en el cerebro: por ejemplo, su 

transporte a través de la barrera hematoencefállca. que pudiera contribuir a que este 

órgano sea "prlvlleglado" durante la deficiencia de biotlna. 

Por otra parte, además de todo lo mencionado, es necesario tomar en cuenta la 

Importante función que tiene la HCS en la convenlón de apocarboxllasa a 

holocarboxilasa y saber si ésta se afecta en la deficiencia de blotina. 

En este estudio no fue posible determinar la actividad de la HCS, ya que no existe 

en la actualidad un método confiable y sensible (apenas se está desarrollando uno, el 

cual utilizará al sustrato p67 (65) que ha sido aislado recientemente), tampoco existe la 

proteína purificada corno para poder obtener anticuerpos y utilizarlos en la técnica de 

western blot para averiguar si la masa proteica se ve afectada. Sin embargo, lo que sí 

pudimos determinar fueron los niveles de RNAm gracias a que clonamos un fragmento 

del mismo a partir de hígado de rata (figura 7). 

Por la técnica de RT-PCR. pudimos observar dos aspectos, primero que la 

cantidad de RNAm de la HCS está disminuida significativamente en la deficiencia de 
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blotlna (tabla 1, figura 8) y segundo, que cuando Inyectamos blotlna a ratas deficientes, 

el mensajero aumentó, pero en forma gradual, al principio casi Imperceptible. Apenas a 

las 24 horas (figura 9) después de la administración de la vitamina. el RNAm de la HCS 

alcanzaba niveles similares a los observados en los órganos de las ratas controles. 

Por lo anterior es claro que la blotlna participa en la regulación de la expresión 

genética para las que es cofactor, en especial en la que es uno de sus sustratos (la HCS). 

Pero aquí el efecto no es directo, dado el largo lapso de tiempo para que ocurra. lo que 

Indica que se requiere un procesamiento metabólico, posiblemente asociado a la síntesis 

de proteínas y en el que quizá Intervengan mecanismos de seilalizaclón Intracelular, ya 

que es sabido que la blotlna aumenta la actividad de la guanllato clclasa y las 

concentraciones de CMPc. En otras palabras, con la deficiencia de blotina posiblemente 

se afecte la velocidad de síntesis del transcrito, su establlldad o velocidad de su 

procesamiento por lo que se tendrán que realizar estudios, como determinar la tasa de 

transcripción por ensayos de run off. 

Lo que sí podemos considerar son algunas conjeturas o posibilldades, que se 

ennumeran a continuación. ya que existe Información en la literatura de que la biotlna 

regula la expresión de otras proteínas, Incluso a nivel transcrlpclonal. 

l. Aunque todavía no ha sido demostrado, es probable que la biotlna actúe 

directamente sobre un factor de transcripción y éste a su vez regule la expresión de las 

enzimas, por lo que será necesario Identificar y caracterizar las proteínas que Interactúan 

con la reglón promotora del gen, estudiar las Interacciones cls y trans y buscar las señales 

de transducción que regulen a este promotor. 

A nivel transcrlpclonal se podría estudiar el efecto de la blotlna por mutagénesls 

dirigida para definir el área de contacto de las proteínas trans. responsables de este 

efecto. Será necesario caracterizar a las proteínas trans por medio de la técnica de 

cambio de mobllldad ("mobility shlft assay"). Para verificar la Interacción cís-trans se 

podría llevar a cabo un estudio de Dnase footprlnting en extractos de proteínas 

nucleares. 
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2. Otra posibilidad es que la biotina ejerza su papel regulador unida al AMP, es 

decir, en la forma de adenilato de biotina, lo que nos trae a la mente el sistema de 

regulación por biotina en E coll como ya se mencionó en los Antecedentes, la expresión 

de los genes del operón-bio se reprimen cuando hay niveles altos de biotina intracelular. 

Cuando la proteína ACC disminuye, el biatinil-AMP se une a la ligasa (Blr A) y este 

complejo se une al operador del operón de biotina, reprimiendo la transcripción. 

Así, la enzima que catoliza la modificación postraduccianal de la ACC es también 

el represor del operón de biotina y la biatlnll-AMP es el correpresor. Este sistema 

regulador está diseñado para ajustar la necesidad de la síntesis del cofactor a la tasa de 

síntesis de apoenzlma. Sin embargo, sabemos que los organismos superiores perdieron la 

potencialidad de sintetizar blotlna y conocemos que la HCS no posee dominios que le 

permitan actuar como un factor de transcripción. como su homólogo Blr A. Lo cual nos 

hace dudar de un mecanismo similar, a pesar de que existe una extraordinaria 

conservación evolutiva de las ligasas de biotina y la HCS. 

3. De acuerdo con varias referencias citadas recientemente, es posible que el 

efecto sea a través de una vía de señalización Iniciada por CMPc, ya que se ha 

demostrado (ver Antecedentes) que la transcripción de los genes como PEPCI<, que 

responden a biotlna es también Inducida incubando los cultivos celulares con CMPc. Est01 

resultados sugieren las poslbllldades de que la biotlna y el CMPc actúen mediante el 

mismo mecanismo o que el efecto de la biotina sea mediado a través de cambios en i01 

niveles de CMPc vía la activación de la guanilato ciclasa (CC). 

El mejor ejemplo del efecto de la blotlna sobre la expresión genética es sobre el 

del receptor de aslaglicoprotelnas (ASCR). Se demostró que el aumento en la 

concentración de CMPc estimula a la enzima clnasa dependiente de CMPc (cCI<) y que 

ésta a su vez promueve la fosforilaclón de una proteína COPI la cual se une a la reglón s' 
del RNAm del receptor de aslaloglicoproteína estimulando su traducción en células en 

cultivo (66,67). Este efecto traducclonal no es necesariamente Incompatible con una 

acción génica de la biotina. Es posible que el efecto primario de la blotlna sobre el 

receptor de la aslalogllcoproteína se efectúe a través de un incremento de la 
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transcripción de la proteína de unión al RNAm y que el aumento de esta proteína. a su 

vez. produzca secundariamente el Incremento observado sobre el receptor. 

Es Importante puntualizar que la regulación transcrlpclonal y traducclonal 

mediada por blotlna parece efectuane a través del aumento en la concentración de 

CMPc: lo cual sugiere un mecanismo común para la regulación transcrlpclonal y 

traducclonal por blotlna. 

4. Como ya dijimos, un denominador común observado en la expresión de la 

glucoclnasa y el receptor de la aslaloglicoproteína es el aumento en el contenido celular 

de CMPc. Este efecto sugiere que es un segundo mensajero el que genera los efectos 

Inducidos por la biotlna y corrobora los trabajos realizados por Vesely y Col (68), quienes 

encontraron que la biotlna. en concentraciones mlcromolares, produce un aumento en la 

actividad de la guanllato clclasa. Sin embargo, se ha demostrado que la blotlna produce 

su efecto de Inducción a dosis menores, lo que sugiere la existencia de otro mecanismo de 

acción. La presencia de blotlna en el núcleo (69), así como la presencia de una proteína 

de 60 110 en el núcleo capaz ele unir revenlblemente a la vitamina con una constante de 

disociación de aproximadamente 2.2 x 10·7 M (70), apoya la posibilidad de un segundo 

mecanllmo de regulación génica de la blotlna a dosis menores a las mlcromolares, a 

través de un receptor nuclear, quizá de manera similar al mecanismo utilizado por las 

vitaminas A y O (71,72). 

s. Por otra parte se ha encontrado que el CMPc tiene tres posibles blancos en la 

célulq; fosfodiesterasa activada por CMPc. canales lónicos dependientes de CMPc y la 

proteína clnam dependiente de CMPc (Pl<C). Esta última enzima cuando es activada 

por CMPc es capaz de translocane en núcleo en donde fosforlla a los factores de 

transcripción fos y CREB (73) está directamente relaclonacla con la activación de AP-1 

mediante la fosforllaclón de fos. Lo anterior Implica determinar si los promotore1 ele lo! 

genes activados por biotlna. tienen sitios AP-1 ya que podrían ser, en última Instancia. lo! 

responsables de la estimulación transcrlpclonal por blotlna. 

Las posibilidades mencionadas anteriormente son ejemplos en los que la biotina 

está involucrada directamente, pero también existen en la literatura otros ejemplos de 
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otras vitaminas hldrosolubles que también ejercen control de la expresión y que podemos 

tomar en cuenta para nuestros estudios con la blotlna. 

Un ejemplo de una vitamina hidrosoluble es la cobalamlna. Esta regula 

postramcrlpclonalmente a su propia apoenzlma: la metlonina sintetasq; ademós de 

inducir su actividad. aumenta los niveles de la proteína enzlmótlca sin afectar los niveles 

de RNAm (74). 

También se han realizado varios estudios, tanto en tejidot como en homogenados 

celulares, los cuales demostraron que otra vitamina hldrosoluble, el plrldoxal fosfato, 

Influye sobre diferentes propiedades bioquímicas de los receptores de hormonas 

esteroides, incluyendo su confonnaclón molecular, carga de superficie y susceptibilidad a 

proteólilis exógena (75). Esto es, el pirldoxal fosfato afecta la localización subcelular y la 

capacidad de unión a el DNA de receptores esteroides. 

Por otra parte, ademós de todos los resultados arriba mencionados sobre las 

enzimas que directamente participan con la biotinQ. es Importante mencionar un 

hallazgo de los efectos de la blotina sobre el metabolismo. Resulta que la excreción 

urinaria del ócido 3-hidroxllsolalerko (3-IVA), un metabolito derivado del camino 

catabólico de la leucinQ. y que ademós se ha utilizado como un marcador de defklencla 

de blotlna (19,76), no había sido previamente estudiado en relación a: 

a) un período de tiempo durante la deficiencia de biotina 

b) la cinética de la disminución en las actividades de las carboxilasas 

c) al Inicio de los síntomas de defkiencla 

Es Interesante observar que la actividad enzimótlca de la PCC (figura 1) baja mós 

lentamente durante el transcurso de la deficiencia de blotina a diferencia de la excreción 

urinaria del 3-IVA que es excretado anormalmente (y acumulado) mucho mós rópido 

que la enzima hepótlca. Las manifestaciones clínicas en las ratas se presentan 

aproximadamente en la octava semanq. cuando existe cerca del 80% de deficiencia 

(figura 2). 
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En definitiva. los cambios que observamos de los niveles de RNAm de la HCS 

pueden ser estudiados mós específicamente para corroborar en qué etapa de la 

transcripción estó regulando la biotlna. por lo cual podrlamos sugerir la determinación 

directa de la tasa de transcripción del gen. Un método directo consiste en exponer las 

células en un tiempo breve (5 minutos o menos) a un precunor de RNA marcado 

radiactlvamente, y entonces se determina la cantidad del RNA nuclear formado que se 

detectaró por hibrldizaclón a su cDNA. 

También podría determlnane la tasa de transcripción por el método de anólisls 

de run-on (llamado también anólisls de cadena naciente). En este ensayo, se aíslan 

núcleos de las células en estudio, permitiendo la Incorporación de P 32 del rlbonucleótldo 

trlfosfato directamente a la cadena de RNA naciente en crecimiento para producir el 

nuevo RNA marcado. 

Adernós se podrían estudiar los cambios en la estabilidad de los RNAm en el 

citoplasma utilizando, por ejemplo, la técnica de Nlelsen y Shaplro <:n> así como la tasa 

de su traducción (traducción In vltro. en un sistema libre de células) {76). 

Por otra parte seró conveniente identificar la mayor parte de la maquinaria de 

transcripción. Esto es posible solamente después de haber clonado y caracterizado el 

promotor del gen de la HCS, ubicando el sitio de Inicio de la transcripción así como la 

localización de todos los elementos regulatorlos. Esto permltlró. por un lado, realizar una 

serle de anólisls para caracterizar las secuencias que controlan la transcripción del DNA: y 

por otro Identificar genes que codifican para factores de transcripción por divenas 

técnicas (78,79). 

Como se observa. hay todavía mucho por Investigar. Las últimas líneas de este 

apartado expresan brevemente nuestras penpectlvas Inmediatas y/o mediatas de 

Investigación. No obstante. despiertan nuevas Interrogantes e Inquietudes sobre la 

posibilidad de Investigaciones profundas sobre los niveles y etapas de la regulación 

genética por vitaminas hldrosolubles. De hecho, la aplicación de nuevas tecnologías como 

mlcrohlleras de DNA. entre otros, en este tipo de Investigación, podría ampliar la 

penpectlva de muchos expertos sobre la identificación de la expresión de miles de genes 
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simultáneamente en respuesta a una condición específica como en el caso de la 

deficiencia de biotlna. Tal podría ser el objetivo de un nuevo proyecto de Investigación. 
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CONCLUSIONES 

l. Este trabajo aporta pruebas de que la blotlna. además de rn papel corno 
cofactor de las carboxllasm, actúa corno un modulador de la expresión genétka 
en tres de las enzimas con las cuales está relacionada funcionalmente. 

2. La regulación de las carboxllasas (PC, PCC), podría estar mediada 
postranscrlpclonalmente. 

3. En cambio, la regulación de la HCS podría ser a nivel transcripclonal. Los cambios 
de los RNAm de la HCS presentados aquf son la primera Instancia conocida en 
mamíferos, de un efecto de una vitamina hkfrosoluble sobre los RNAm de la 
enzima relacionada funcionalmente a ella 

4. Este trabajo puede ser considerado corno un punto de partida para probar un 
papel similar para otrm vltaminm hidrosolubles, es decir, ofrece un marco de 
referencia para estudios posteriores de este género. 
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APENDICEA 

SOLUCIONES 

PBS pH7.o 

Disolver 8 g de NaCI. 0.2 g de l<CI. 1.44 g de Na2HP04 y 0.24 g de l<H2P04 en 800 mi 

de H20 destilada. Ajustar el pH a 7.0 con HCI. Aforar a 1 litro con H20. Esterilizar por 

autoclave. Almacenar a temperatura ambiente. 

Bromuro de Etidio (lo rng/mO 

Agregar 1 g de bromuro de etldlo en 100 mi de H20. Agitar varias horas para 

asegurar la completa disolución del reoctlvo. Almacenar la solución en oscuridad y a 

temperatura ambiente. 

PRECAUCIÓN: el bromuro de etidio es un agente mutagénico potente y 

moderadamente tóxico. Se debe manejar con guantes en todo momento. 

Solución de Bray 

Disolver 180 g de Naftaleno, 12 g de 2-4-dlmetll oxasol. 60 mi de etllenglicol y 300 mi 

de metano!. Se mezclan primero los líquidos y después se les ai'lade los sólidos y 

posteriormente se afora a 3000 mi con dioxano. 

• Amortiguador de lisis 

Tris so mM, EDTA 0.025 mM. Disolver los Ingredientes con 90 mi de H20 destilada. 

Utilizar HCI para ajustar el pH y aforar a un volúmen final de 100 mi de H 20. 

• Amortiguador de TAE SOX 

Disolver 242 g de Tris base, 57.1 mi de ácido acétko glacial y too mi de EDTA o.s M 

pH 8. Aforar a t litro con H,O destilada. 

Solución de Azúl Tripano 

Preparar una solución al 0.4% en PBS 
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• Amortiguador SSC 20X 

Disolver 175.3 g de NaCI y 88.2 g de citrato de sodio en 800 mi de H20. Ajustar el pH 

a 7 con NaOH y aforar a 1 litro. Esterilizar por autoclave. Almacenar en la oscuridad 

a temperatura ambiente. 

• MOPS t2X 

Disolver MOPS 0.2A M y Acetato de Na 96 mM en 400 mi de H20 DEPC. Ajustar a 

pH 7. Ai\adlr 12 mi de EDTA mM. Aforar a 500 mi de H20 DEPC. Esterilizar por 

filtración y guardar en oscuridad a temperatura ambiente. 

• Amortiguador de transferencia 

TRIS 4Bmll.1 

Glicina 9 mll.1 

SOS 1.3mll.1 

Metanol 20%. 

• Amortiguador de bloqueo 

Ácido Bórico IOOmll.1 

Borato de sodio 47mll.1 

NaCI 75ml\.1 

Leche en polvo 5% 

• Amortiguador de incubación de replica 

NaCI0.9% 

Trls-HCL IOml\.1 pH 7.4 

Tween 20 O.OS% 

• Amortiguador de lavado 

NaCI 

Tritón X-100 

0.511.1 

0.25% 

Fosfato de sodio 2omM 
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• Amortiguador A-P. 

Trh-base 

NaCI 

MgCl2 

IOOmM 

IOOmM 

SmM 

Ajustar el pH a 9.5 

Solución stocll para el revelado de carboxilasas 

Dimetll formamida (DMF} 70% 

Nitroblue tetrazollum cholidre (NBl) 30mg 

s-Bromo-4chloro 3lndolyl Phosphate-toludine (BCIP) ISmg 

Amortiguador Tris ex 

Tris eoomM 

MgCI, 48mM 

l<CI 400mM 

EDTA 4mM 
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APENDICEB 

Allneacl6n de las secuencias de HCS humana y de Saccharomyces. 

Se realizó una alineación entre las secuencias de amlnoócldos de la HCS humana 

y la de SaccharomJKes, con el programa CeneStream Align Home Page. Se metieron al 

programa 690 aa (Sacc) contra 726 aa (hum) resultando 24.0% de identidad con un 

"global allgnment score" de 425. A continuación se presenta la parte de la secuencia en 

donde se localizaron las secuencias conservadas: 

424 483 

RCRCCNTWINPt<CVCASTAWíMPLQSPVTNRNISWFVQVLSMLAVCl<AILSYAPCFSD 

t<CRCCNVWLSPVCCALSTLLISIPLRSQLCQR---IPFVOHLMSVAWEAVRSl-PEVOD 

507 562 

563 593 

544 603 

t<VCLLLCCCINLTSDCPITSLQlWIDILNEEROQLHLDLLPAll<AEt<LQALVMNNLEVIL 

TFVILICCCFNVTNSNPTICIN--DLITEVNl<QHl<AELl<P-LRADVLIARWTVLEl<LV 

594 649 

604 663 

l<OFINVCAAEILPSWELWLHSNQIVTLPDHCNTOAMITCITEDVCLLIAl<ELVSCSSTQ 

t<EFQDl<CPNSVLPLWRV\.WHSCOQVHLCSAECPl<VSIVCL-DDSCFLQVH--0 

650 

664 2 691 

FTCNWNLQ PDCNTF IFl<SLIAl<l<VQS 

ECCEWTVH PDCN~F MLRNLILPl<-RR 

701 726 

700 
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En los rectóngulos se muestran los dos fragmentos conservados que se utilizaron 

como base para di•ei\ar los ollgonucleótldo• degenerados. Oe•pués se recurrió a la tabla 

de uso de codones de la rata. para que los oligonucleótidos fueran meno• degenerad°' 

(www.dna.affrc.go.fpfnahamura-binl•howcodon.cgl?•pecle••Rattus+norveglcus+[gbrodl. 

Finalmente los oligonucleótldos quedaron como dgue: 

S' AAG TGG CCC AAC GAY ATT TAY 3' Y•CoT 

s• GTC GAA GGA GTT GCC GTC CGG 3' 
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Nutrient-Gene Expression 

Biotin Regulates the Genetic Expression of Holocarboxylase Synthetase 
and Mitochondrial Carboxylases in Rats 1 

Rocío Rodrfguez-Meléndez, Saúl Cano, Sara Teresa Méndez and Antonio Velázquez2 

Unidad de Genética de la Nutrición of the Instituto de Investigaciones Biomédicas, 
UNAM and Instituto Nacional de Pediatná, México DF 04530 

ABSTRACT Biotin is the coractor of carboxylases (pyruvate (PC), propionyt-CoA (PCC), 3-mothyl crotonyt-CoA 
and acotyl-CoAJ, to which it is covalently bound by tho aclion of holocatboxylase synthotase (HCS). We have 
studiod whether biotln also rcgulates their exprossion, as lt docs other, nonrelated onzymos (e.g., g/ucokinaso, 
phosphoenol pyruvate carboxykinase, guanylato cyclase). Far this purposo, HCS, PC and PCC mRNAs were 
studied In blotin-doficient rat livor, kldnoy, muscle and brain of biotin-doficlont rats. PC- and PCC-spocific activities 
and prolein masses were olso moasured. The 24-h timo course of HCS mANA in deficiont rats was examlned after 
blotln supplementation. HCS mRNA was significantly reduccd during vitamin doficloncy. ll increased in doficlent 
rats after biotln was injocted, reaching control lovols 24 h aftor admlnlstration. Those changos seem to be tho first 
known lnstance in mammals of an offoct of a water-soluble vitamin on a mANA functionally related to it. In contmst, 
the decreased activitios of tho carboxyfases wcro associated with reductions in tho amounls of their enzymo 
protelns except In braln. Howover, their mRNA levols woro not affocted. Thcre are no reports on these types of 
vilamin affectlng tho mANA or protein levols of thoir apoonzymes or their products. This work providos evidence 
forblolin belng a modulator of tho genetic oxprossion of the enzymos involved in its tunction as a cofactor. As such, 
it may be a useful model for problng a similar rolo for other water-soluble vitamins. J. Nutr. 131: 1909-1913, 2001. 

KEY WOROS: • biotin • carboxylases • holocarboxylase synthotase • gene exprossion • rats 

Bcsidcs thcir wcll-lcnown roles as substratcs anJ cofoctors, 
nutricnts havc reccntly bcen found to function as regulators of 
gene exprt .. -ssion ( 1 ). Amoni: them are polyunsaturatcd fauy 
acids (2), cholcstcrol (J,4), glucose ;:mJ fructose (5), spccitic 
mim:rals such as iron (6) and lipid·solublc vitamin.s like rcti· 
noic acid (7.B). As such, thcy act at differcnr lcvels, including 
nuclear proteins and cís·acting elcnu:nts (9,10). In contmst, 
little l.s lcnown abouc water-soluble vitamin.s as genctic mOO· 
ul;uors (11,12). In particular, wc are nnt aware of any rcport uf 
rhcsc vitamins rcgularin¡.: thcir coenzymc role throui:h thc 
mH.NA of the emymc rcsponsiblc fur thc holocnzyme forma· 
tion. 

Biotin is die cofoctor of 1hc carboxylascs uf pyruvate (PC),) 
propionyl CoA (PCC), J-methyl crotonyl CoA (MCC) and 
acctyl CoA, 1hc tirst tlucc locncd in 1hc 1Uitocl10ndria ami 
1hc last in the cytosol. l11cse cnz)·mcs panicipate in the 
111ctalx1lism oí carbohydnucs, lipi<ls anJ pruteins, cmalyzing 
1he cmboxylation of d1fforcnt mctaholitcs (13-15). TI1cy are 
11~·nthcsi:cd ns in:icri\•e apocmhoxylascs. lfolocarhoxylasc svn· 
rhcta~ (HCS) carnly:es their ;1ctivation hy covalently bindin¡.: 

'SupPOttod by Aesean:::h Grant 21913·M lnxn lhe CooSl!tfO NaclOllal d6 
C1uocia y Teenok>'ijlia (CONACyl). 

~To whom conespondunce s.hould bQ addn!lssed 
(-m.i1t: votar~.unarn m .. 

~ Abbrew111ons used· dCTP, dffo .. ycy11dine lriphosphate; HCS, holocarbo .. ~· 
Ltse synlt'll!llase; MCC. 3-mathyt crolonyt CoA; POS, phosphate bu111!1f' s.ahne; PC, 
pynNate catbo-yta.'9; PCC, ~yt-coA carbo .. ytase; PCR, potrmefnse chain 
roachon: RT, f!JY«Se 1ran:;.cnphon; SOS, sodllMn dodQC)'I sultale. 

0022·J16li/OI SJ.00O1001 Anumc.an Soc1l'IY fur Nu1m1on.d Scic-ncn. 

biotin tn u lysinc rcsidue (16). In this artidc we prescnt 
cvidence th:it biotin regulatcs thc gcnelic expression of the 
eruymcs to which ic is (unccionally rel:ued, at the mRNA leve! 
in che cuse of l-ICS and at the protein lcvels of carboxylaseJ 
(PC and PCC). The effects oíbiocin deficicncy werc studied in 
rat livcr, kidncy, musde and brain. 

MATERIALS ANO METHODS 

1JJ}r1J~'Cü::1m~nr'!i~~I ,\c:~;~i~tl:~~r!i~~S~o'~~vr:::011l 
anJ Megapri111c DNA labding system ~re rurchased Írom Amer
sham Pharmacia Uiotech (Piscataway, NJ). TRlzol rcagen1, aligo (d1) 
cellulmc columns, M·MLV reverse transcripta.se (40,IXX) U) kit anJ 
2'-Jeoxynudeosidc 5'·1riphosphate were rurchasaf írom Lifc Tech· 
nologics (Gai1henburg, MD). Amplificase (5 U/µL) was purcltaSCJ 
from Biotecnoloi:fas Universitarias (México City, Mcxico). Gene· 
cle:m 11 kit wa.s purchad frorn BIO JO!. A TP, d-bio<in, acr>1yl.CoA. 
¡uupiunyl·CoA, glutathionc anJ pyruvic aciJ wc>rc rurcha~ from 
Sii.:ma Chcmicals (México Cuy, Mcxico). Niuubluc tr>1r.t:ol1um 
chlmitfo, 5-bromo·4·chknu·J-indolvl pli05phatr> toluidme iah, 
strl'ptavidin-alkalmr> pho~phar:lSC' conjugatr> anJ bio1inyla1N soJ1um 
Jodccyl sulfate (SDS)·poly.tcryl.tmidc i;:d dl'Ctrophoresis lu~h ran~ 
siarul.ud) 14-"L"tl' purcha~-J frum B10-RaJ (México City, Mex1col 
Cc.1mplc1e prorcasc inhibitoD were purchasN Írom Roche Molt"Cubr 
l\1uchc11m::als (México Cuy, Mexico). 

Aninud.J und biatin·defldL"nf clirt. Male Wistaf rats, a¡:es 21 t~• 
28 J (40-60 g), ohlaineJ írom rite Experimental Research ~ran· 
mcnt ¡11 the N.111onal lnscitutc oí Pl"'<foatrics, México D.f Wl'fe rlacrJ 
in air·lihl'tl.J canes anJ were (eJ a biotin·dL"ficient J1ct (17) (IC~ 
Nu1ri11unal B1uchemicals, Clcvd.mJ, OH). Environmcmal conJ1· 

M.in11Kr1p1 rn:l'i11c-d 12 J.mu.uy 1001. lnuial fl'\'1ew cumrll'IC'd 15 Fehru.uy 2001. RL"vi,mn accC'plal 9 Arril 2001. 
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tim1s anJ l1gl11·JarL. cyde~ ( l LJ 2 h) Wl'tl' ~11ktly cnntrulleJ. Fur eilch 
tlf thc Jeficicnt rau, one ru111rul \\il' 11111·c1t•d wnh ZOO µi:. uf 111111111 
111 1.0 mul/L plu~phal<' hutfN \;1l1ne fl'l\S (pll =: 70)) 1111rapt•r1111· 
nea!ly. Ra1s werc k11/l•J hr llllrilf'l'lllP/ll'al mJt•i.:111111 o( lOO 1LI. M11.lnm1 
1x·n1uharb11i1l (11füc1, Mcx1n1 Cu\" Mt•x1u1), at wL. 8-10 uf 1li1• 
i:xpcrimental pctitid, wht"n 1n;mifcslat1uns n( Jehc1cncy heg•lfl 111 
ilppcar (see Hcsuhs). Lh·cr, kidm·y, al"111111111o1l muM:lc and hrnm wctl' 
rcmovN anJ Ítmlºll ar - 70ºC. Tiw pmhw:tll!<> U'>t.'1.I 111 thci.c.• cxpwi· 
nwncs wcrc apptu\'l'd h\· chc A1111n.1l C.1rc (A.11nmlltt•C of thl· N.111un,1l 
lnstitutc ni 1'1.."lli:11rics, Méxic11 IJ.E 

Ti..uur homogrnatrs. TI1c m¡:ans Wt.'te thawt"ll, Wil~lwd wilh rns 
anti homogcniz1.."ll wuh a J"lllyttun (Kinem:111c.;1 AG, Li1101u, Switzer· 
hmd), at •t9C for tw11 pul~·s of 10 s each, wich a JO-s p;mse bccwccn 
them, in lince vulumes nf the lu1mt1¡:l'na1e huffor, pi~ 7. '; (O. S mnl/L, 
Tris HCI, 1 mol/1. KCI, 10 nunnl/I. EDTA) cuntaínín¡: the prnt1..·a!>C.' 
inhibiton. mix. TI1e homo¡:cnatei. wcre chen sunic:ueJ (Hrnnson cell 
tlisrupcor 200, Danhury, en wirh fi\'C ~nicariun pulses uf JO 5 cnch, 
whh l·min pausc-s lJC1w1..~n Chl•fll, followed by cenuifu¡:ation at 
105,000 X g RI 2ºC for 10 min. 111c fin laycr w-.u Jb;carJal, and 
umplcs werc oluainaJ for prn1l"in Jctenmnation hy 1he Lnwry 
method and fnr s.tur.iJ:e at -70ºC. 

Rm HCS cDNA cloning, A 1>t•¡.:111enr uf l ICS cDNA wits cloneJ 
from nunnal r.it livcr poly A RNA, usin¡: ru primers oliJ.,'<11\uclcoriJl•S 
whosc sequem:e was corucrveJ mnon¡: J1ffcrent distllnl Sfl'."Cics. Fur 
this purpose, Jc¡:cner.ue uli¡:nnuclcu1iJes wcre desii:m."ll ali1.,'11i11¡: 
llCS ycasr, nmusc anJ hu1mm scqul·nces 11i finJ conscrvN rcl,'íons. 
111c Oil>n Us.~ Tahle (CVf; h11p://www.dna.uffn:.f:1i.jp/rn1lcamur.1· 
liin/showcodon.c¡:i.s1-.ecks::::Ra11us+norvegicus+b:hrodJ) was used 
10 nbtain 1hc lc;L~t dq."'nmu1.• M'llUCncc 10 he u.o;c,..J ns primc.'tS: Sen.'iC 
5'·AAG TOO L"CC AAC GAY{C'./f) AlT TAY J'; ambc'n.'iC 5'· 
GTC GAA GGA G1T C"',CC UTC L"GU 3'. lleven.e tr.in.c,cripuun 
(HT) and polymcm<,e ch.:1in rt•acuon (['C"H) (18) (Gt•ncAmp l'CR 
Sf!ltem; l'crkm Elmer, Nor'4-~Jll, l..:f) wcre tL'>l..-d co achicvc u mt cDNA 
fr.11-.'lncnt uf 1 ICS, usifll! the lllt¡.,.,mut:k'l.llldl~ :1lxwe me11t1on1..'\.l Tlte 
rcaction mix íur RT c.unt.:1i111..'\..I 1m.1I llNA Z µdl.5 11L. 5 X huffcr, 
dithiothreitol 4 mmul/L. tlA 111. dl:Tr, thymidinc 5' ·lriphn;ph:1te nnd 
Jc.'\JXfl.'Uannsin1..· triphtllph.·uc ZOO µ.mol/L, oli1-,•o d(T) an<l M-MLV re· 
vcr..e transcr1pl•LSC 40 U, in 10 11.L lín;1l vulumc. 1111: rc-.iction nux fur 
PCR contiinc.'\..I che pruncts 0.5 mml1VL c;1ch, huffcr JOx, M¡..Cl 1 1.5 
mmol.Jl. dATI\ JCTr, tl1ymidine 5'-mphoi.pli.illc un<l Jcoxy1,,'lklnosine 
tripluzph:llC" ZOO 1unol/L ead1, T<1q polymcr.LSC 4 U in a fü¡,¡1( volu111c u( 
50 µ.L. 111c RT·f'CR pruJuc1s wcrc.· electroplum:~~'l· in a 1.5% Olj,'il!UM! 

J.'1!1 anJ purií1al wnh Gmedc:m 11 lit. Once the r.1t l ICS cDNA 
frn¡:nwnt was ohlllincd, it Wil.\ ~'lllll'l\cnl (Fis;. l ), anJ ncw uh1."t111ucle· 
otidcs werc<lt.'"l>iJ.,•nc..J from thc 1cnnin.01l ft"J;llll\.\ 1if thi.s fr.1¡.,'lnent. TI1c lín.-il 
si..-qucnccs u( 1h1..· sp.:cilíc primeri. we1c: Sc.·1t\C.• 5' TAC AGC CTC TA T 
GAA GATCG J', A111Ue11SC.' 5' CTCCAC AOCCCA CCA C'CJ'; 
nnd sull1>Cl¡u1..·ntly u.<.<.J fur S..-..uhcm bl11t :ul;.1l\°$Íl>. 

•• TACAOC'CTCTA. ro AA.CA. n:ooco:>o OTI"CTOOTT M T TCAACAC'TTOTO 
TA.SMk.IOOVLVNSTl.V 

OOA.OAMCATIT TA.tA.TCCTCATToocroTOGATI"C MtolOA.CTMC 
O&. TfYll.I OCOl'NYTN 

AOCMTa:TN:x! A.TATUTA.TCMTOA.a:fl!ATI.'UM OAACA.CAATMO 
SNl'TICINDLIJi &.llNK 

c.A0AACM00CA OOC'CTOMOCCC TI ACOAOCCOAC TOTCTCA. T A.OCC 
QNKAOLKPLJl.ADCLIA 

NIOOCTuTOA.CCOTOC'TOOA.OAAACTilATTOACAOO T"Tre.A.OOACCAA 
kAYTVL6k.LIDRf0DQ 

OOOCCOlACOOC OTTCTt."CC'C'C t A TI ATA.AA TAC TUOOCOCACAOT 
Of'DOVLPLYYKYWA.llS 

OOtcAOC.V.OTt:CO:CtuoocAOC AOC'OAOOOOCCA coxnOTCTATC 
OQQVRLOS SE. OP PVSI 

O roooTL7TOA. T GA nl."'COOOTTC CTOCAOOTC'CAC CMOAOGGTCOT 
VOl.PDSOf l.QVll QEOO 

CGCO"TTI:TGAOC' GTOCA TtX'\X]AC OOCAACTCCTTT O J. 
OVVSVllPOONSF 

FIGURE 1 Nucloohde and derivcd amino acid sequcnco from n mi 
HCS cDNA lragmont. A segmcnt ol HCS cONA was cloncd lrom normal 
tal livor poly A ANA, usmg ns primers ohgonuclcolides whoso sequenco 
wns conservcd arnong d11ferenl distan! specics. Th1s lrngmcnl couo
sponds to lhe human HCS sequences betwcon rcgion botwecn amino 
acid 570 and 717. The sequoncos ol lhe specilic primers utilizod lor 
somiquantitattve do1e<m1nation ol HCS mRNA, by RT ·PCR analysis, are 
shown in bold type 

::t\ .· 

Snniqua111icali•-c aoaJysili uf llCS mt:NA. Total RNA ~·ai. 
uhr;uncd frum the d1fíeren1 oq.:an~ u( hvt• cuntrul anJ fwe Jcf1c1ent 
rmi.. Trnal 11..NA Wa\ 1111.11,uc•d Ul>llll! THhul rc•1i.:en1 ( 19). hs cuneen· 
rra11un w,1¡, Jl•termuwd h\' ;1h111.11kmn· al 260 nm :md ih lllCl'l!fll\I Wa\ 

vc11twJ hy clt•crrupliurt•:.i¡, on l.l'K. Jenaturmg ;i¡:.uu11e l,'di. 11\ 1lw 
prcscncc uf 2.2 molfl f1nmalJd1yde. Total HNA (4 µg) w-.is rcver11e 
trarucrihcd tu synlht'l>ite 5111¡.:lc·Hrand cDNA. The H.T reai:tinn mix· 
tutr (10 µl.) was suhJt"CteJ to rcR w amphíy tht' llCS cDNA 
fra¡:mcnt, ¡is dci.c11heJ abm·e. The utlu·r 10 µ.L oí 1hc cDNA w;u uR"ll 
10 ampl1fy s1muhaneou~lv a frai.:mcnt uf thc rat :1ct111 gene, wlud1 w:1s 
U'il.·J as n cum111u1ivc cxpressum control (sensc 5'-0GG TCA OAA 
GOA TI"CCTA TO J', antt~nsc 5'-GGTCTC AAA CAT OAT 
LIG 00 J'), 111e 50 µL rcR included 10 µL uf prcv1ously synthc· 
siz1.."ll cONA, 20 nunoVL Tris-HCI (pH 8.J), 50 mmol/L KCI, 1 
rnmol/L M¡.,.CJ 1, 200µ.mulfl oí cach 2'·dem.ynudeos1Jt' 5'·triplms• 
¡1hacc, 0.5µ.muVL nf cach pmncr and 2.5 U uf Taq DNA pol\·mcm)C. 
Ncgativc contrnls withou1 RNA anJ with nonrcrrutmnKnheJ RNA 
werc indu1led in ali thc experiments. Afrer an Inicial Jt"naturation 
step at 95·c for 5 min, thc rcR was performed 30 cyclcs for f ICS. 
Tite cycle profile for HCS anJ actin gene amplihcatlnn "'-'a.t: 95•c, 1 
mln; 5o·c. 1 min¡ n·c, 1 min and a final cxccnsion was rerformed 
nt 7Z-C, 5 min. The numht-r of cyclcs perfonncd was wuhin the 
cxponential phasc o( thc amplification pmcess prcviously J,tcrmined. 
f'CR pwducts wcrc scparated on 1.5% agarusc J.>cl, stameJ wich 
ethiJ1um hromiJe and subjcctnJ to Southern hlot analysis. TI1e gels 
wcrc tr.uuferrcJ to Genc&:rccn membrancs anJ hybriJ1i<'d with 
rad1ul;1bcl1...J probc. Prohcs (for HCS anJ actin) wetc rai.J1ulaheleJ 
wi1h o- 11P JCTP (20 µCi). Af1er hyhriJizacion, membr.mes were 
wasl11.."ll twice with 2X SSC (Stidium chloride/MJdium citr.irc) at room 
t<'mperaturc: for 15 mio. TI1e membranes were cxpos1...J co Hypcrfilm 
{JMax hlms for Z4 h at -70"C. 111c closcly arrmximat1...J lcvels uf 
1 ICS 111JlNA were cscimatc.-d fwm rhc intcrui1y oí die h.mJ~ in thc 
auloraJiogr.iphs, quantifil"ll hy denslcrnnetry (sce helnw). 11u· J.-.1:1 
werc normaliteJ wuh the cstini.·ueJ mRNA actin leve!~. sunilarly 
uhc:iim:J. Statistical analysis was performeJ usmg Stutfrnt's 1 1est. 

Tin~-coursll' rffll'ct of biucín on HCS nt.RNA. Six Jcfic1cnt biocin 
r1tts wcre injC'CtcJ intrapcriconeally with 200 µ.g of hiotin in 1.0 moVL 
PBS (pll 7.0) ami killeJ :u J1ffen=nt times: O, 30 min, 1h,2 h. 4 h 
and 21 h. E.ach livcr was obtaincd, stureJ a1 -70-C and rroc.rssed 
M.jlamtcly. RNA cotal was cxtr.ictcd using TRhol rcai.:em. RT#PCR 
annlysis was madc M dcscribc.J abovr. 

earnox,.ra..s¡(' a.uays. Thc homogcnatcs wen: 1hawcd, rrsus# 
pended in 200 µ.L of lysis huffet and sonicatN twice on ice ( 10 1 

cach) with a 20..s pause bc1wecn cach sonica1ion. Thcy wcrr thcn 
ccn1rifu1.tt.-d at 750 X g ut 2ºC for 10 min, ¡ulll 1he supematant was 
uscJ. rcc and re activities were JctctminN using thc assays by 
(]urry et al. (20) anJ the en:yme ac1ivi1ies wc.·rc exptt~ ai. nmol 
C01 fixcJ • mln- 1 

• mg pmcetn- 1
• 

Car~la.sr ma.u Jll'rnmínaricm. The m;w of thc earboxylasc 
was estimaccJ hy strcpr;widin hlllU aftl't in \'itro hlutinyl:uion of 
11s..~uc hninogcnatt."S, to convcn aro to hnk~<11l .... 1xylascs. Htllll11J:cnn1e 
;ipocarhoxylaSC'.'5 wcre hio1inyla1nl hy ll tedtnique mo..lifiCtl fmm [)es• 
¡.-.rduu ami Dalcshimununi (21). Aliquols of cliC" hnm,IJ.,tenatcs con· 
c;iining 500 µg proccin wcre ;klJN to che rraction mix cuntainin¡: 60 
mmuVL Tris·HCI (pH 7.5). 0.82 mmnl/L h1u1m, 0.1 mmol/L EDTA, 
l11.1vinc M."tum ;1Jhumin 0.60 WL. J mmnVL reJuceJ i:lu1achionc, 

~c11~.::~'1!.~c~~;~j ~~~7~'b'f:~r11;11i; ~[l~1)u::~;1'j ~T1~-~t~<;1:· 1~:~:'8t.1\ 
,,U was a.!J,'1.I ;u che h 2 ;inJ "111f mc11h,u1un (22). Tht! rca.:tiun wa\ 
su1rpc.'ll by 1he ¡11IJ1cinn uf 500 µL 11f elc.·ctu•ph11re11is bufkr (O.S moVL 
Tm-HCI (pi I 6.8), 40% .:lrcerul. IO'X1 SDS a111l 0.5% hrom11phenul 
hlue) and w;i .. swri...J r.1 -20"C. Maxim;1l hl1m1lj!ena1e l-iotinylation 
was ubtamcJ hy optnuizmi.: rhc rt.•Jgenrs cunccn1r.111111u an1l thc 
incuha111m c1me. Nonhn1t1nylaccd cumn1ls wcrc similarlr 1m:11h.uc:J, 
exccp1 chat nu hiocin anJ ATr wcre :1d1.l1.."J 111 thc feactlon mb. 
Ah1¡uucs cumainin¡: 5 µ.g of h1.1mogenatc prorem werll' a..IJ1..J to a 
SDS 8% pol\·acrylamiJc ¡:el anJ elt'C"trupl111rc~ (SDS·rolyacryl· 
mnidc ¡:el electftlrhnresis} at 70 mA for 1 h. The f.!d w¡u mi:ubatC'J 
w11h 11amíer buffer (48 mmoVL Tris, 39 nunol/L i:h·cinc, l.J mmoVL 
SDS, 20% mcth:mull with ilow ag1tatiu11 for 30 min anJ MuueJ on 
;1 niuocellul1b<' mcmhrane, 0.45 µm (Oi1.1-R:iJ, llercul1.."!l, CA), using 
11 !>Cl1Hth\· 1r;msfor cell (Oiu-RaJ), at 17 V for 30 min. Thc mt'mhmne 
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Wll) 111n1h.ue.J w11h Mrt·p1.w1J111·alkalanc ph1L\ph.u.1.,..• 111 tleh·c1 f.111· 
lmyLut•d pmh.•irn, (ll). h wa) i.u;1h.J m SO mL 111 S•A, h1111111 huffor 
( 100 11111101/L houc ac1d, 47 nunol/L Mk.11um hor;ut•, 75 111111111/L N.1CI, 
50 WI. p1.1wJl·r uulk) ut •re, w1th sluw ui:na1111n lm 1 li, .111.J wal>lu..-...1 
wuh 80 ml uf rL"pl11:.11c huffor J90g/L NaCI, I0111111t1Vl Trt)·l ICJ (pi 1 
7 -4 ), 0.50% Twcen 201. h was then incuh•llcll 111 50 rnl 11( ~·il\h hufft•r 
C0.15 mnl/L NaCI, 0.25% Tritun X 100, 20 111111111/L N.1111P<..1 .. ) 
n•nr.umng 10 1.1.L Mreptavidin-¡1lkalirw plul!tphatasL", a1 roo1111e111pcr
•ll111t• lnr 2 h. Aflt'fward, ir w;1s WilSht"J 1hree tunes ~·i1h ll'phc;llt' 
hulfer for S min each 1imc anJ wuh 0.1 'i mol/L Tm-llCI (pli 8.8). 
Col11t Jevclupmt•m was pcrformed incuhatin1: thc mcmhrnnL" m 1hc 
J.uk, wi1h slnw ugmniun, in 100 rnl A·P huffcr 110 mmul/L Tm haM." 
(pi 1 9.5), 10 nunol/L NaCI, 5 mmol/L Mi..C11J, co111a11uni: 50 µL 
llllfc•hluc 1etrnzul1urn chloriJe wlu1ion (niiro bluc 1cu-J:ul1um O.J g 
111 1 ml 70')(, N'N-dimcthylíurmamiJc) anJ 50 µL 5-hmmu-4· 
t·hl11ru·l·iruf11lyl ph1JSpha1e toluiJine sal1 s.ulutmn (5.lirmno·4· 
chl11r11· l-inJulyl plu1spha1e 0.15 e in 1 rnl 70% Jirnc1hylf11n11;1111iJc). 
Once tlw h;1nJs hccarnc visible, 1he mcmhmne was Wilsht.J ""·i1h 
dnuhlt•..J1stillt•d warcr. UmJcr lht"sr clet:1rophorc1ic conJ11i11m1 1hcrc 
w.1s nn clt"ar .separ.11 ion of rcc anJ MCC. 

Snriiquuntituriw anulysis af PC and PCC mRNA. TI1t• mRNA 
lt·vd) of PC ;inJ l"CC Wt"re Jctcrmined by c11;.tmplific;111nn wirh 
flT-l'Cll mcduk.1, wilh 1he folluwinl! 1110Jifica1tun.s. Tite amplifica· 
11un prunl'rs for PC Wt"rc scruc 5' ·ACT TGT ATO AGC GGG ACT 
GC l',aiuisemc S'-TGACCTTOACGGGGA 1"TGGA J') (JJ) 
ami fur rcc Wt'rt• !>COSC s· ·OA TGC CAG ere GGT TCA TGT 
l', ;i11t1\cnse 'i'·GAGGCCITG ATCATC ACA GO J' (24). llu• 
cyck protile W<I\ ;ilso suniLtr to l ICS ami actm J!t!'llt" amplitic;11i11n, 
exn•pl 60ºC, 1 min for mtnt"illing. Evt•ry1hin¡: el.'1.1! w;i~ the s;.1mc, 
1nclud111J! 1!1e dcrrrminatinn nf the munlX"r nf e ye les unJcr which the 
.unplifu.:.1111111 """'\ cxponcnual. 

Ucmitvmdric wuúysis. TI1e elecuuphnrctic h.--.nJs obraint•ll fnr 
N1111hcm ami sueplilv1Jin hlur analy5n werc J1i:u.ilut'd mini! ;.1 Sean 
Jt·t JC (lfewleu-P;1cko11J, Palo Afw, CA) and O....sbcan i.uftw:ire 
(Hewlt.·11-fl¡¡d;;uJ), anJ thc intc1ui1y uf thc b:imls ~·as csti1mt1t.J by 
Cc11l,1i,:t• 1>11Ítwmc (1 lewlct1·Paclc;ml). 

RESULTS 

Dctennination of biotin nutritional .stahu. 111c rnts f1.....J 
rhc luntin·dcficicnc dict, lmt not 1he cnnrrnls, exhihitcd clcar 
deficicncy sii:ns af1er wk 8 of trcatmcnt, indudini: low hody 
wcii:ht, hair lo~, conjunclivifis and pcriorifici:1l skin rnsh. Thc 
carhoxylasc activitics werc rcduccd (sec bclow) ami thcrc was 
¡lfl :ihnnrmally high urinary excretion of J-hydroxyi~vuleric 
;1c1d (da1a nor sl1own), a markcr of himin dcficicncy (25,26). 

l lolucarbo:\")'lasc synthcta.sc ntRNA lcvd.1 in biotin dr/i~ 
cil'ncy. HCS mRNA lcvcls wcrc significanrly (,1wcr in thc 
(1111r organs of the hmrin-dcficicnt rnts than in comrols (Table 
1 ). Thcsc diffcrcncc~ wcrc more m:irkcd in livcr and kidncy 
ilrnn in musclc :md hrnin (Fis:. 2); thc mRNA in du:~c org:ms 
of Lklic1l'11t rats hcinc lcs.s than onc-half chac of controls. 

TABLE 1 

Elfect of biolin doficiency on rat holocarboxylase synthetase 
mRNA le veis in various organs 1 

.,. º' Organs Control Biotin·deficlent control 

Llver 7.24 !: 1.78 5 3.06 1.84• 40.0 
Kldnoy 2.40 !: 1.01 4 0.55 0.21· 23.0 
Muse/o 17.78 !: 1.34 4 12.83 0.92" 72.2 
Bra1n 3.14 !: 0.22 4 t.70 0.26" 54.1 

1 Values are means !: so. 
• Oitferenl lrom control, P < 0.05. 

HCS 

ACTIN 

FIGURE 2 RT·PCR analysis of HCS mRNA levels from l1ver, kid· 
ncy, musclo and bro1n of control and biotin·deficienl rats. RNA was 
rovorso--tranSctibod and ampl1fiod by PCR usmg specific primer.> lor ral 
l-ICS and aclln, liko constitutivo conlrol. PCR producls wern separalod 
on 2% agaroso gol ond subjuctt.'d to Southern blot analysis. C, conlrol; 
O, biolin·dofícicnl. 

Whcn hmrin wHs injec11....J illlo Jcficicnr rats, rhc HCS mRNA 
livt.•r increa!<>ed 10 ncar nnrmal lcvcls. Howcvcr, this was a 
Jelaye<l cffccl, apparcnc :11 24 h aflcr adrninismuion bur nor 
durin¡.: thc fir~t ícw hours {Fig. J). 

Effcct.s uf biutin deficiency un mitoc:-hondriul carbo.rylu.tt•!. 
P)•ruvacc anJ prnpirnwl Q,A carbo:q•l:isc acuvilics wcrc sit:· 
nificantly rcduccd in che urg;ms oí thc Jcficicnc rau (Fis:s. 4 
ami 5). 1l1cse diffcrenccs gcncrnlly wcrc associaccd with sig· 
nific:intly lowcr nmnunrs uí 1hcir cmymc pro1cins. In brnin, 
du~ PC ;mJ PCC rmmdid mu d1ffcr hctwccn i;:roups, nnJ thcir 
dccrcmcnts in activity wcrc foirly modcr:tlc. re anr.J rcc 
mRNA lc\'ds diJ nor differ bctwccn ..:roups in any orean 
studicd. 

DISCUSSION 

llcsidcs iu role ;:1s a cofoctor of cnrboxylascs, biotin nffccts 
thc mnount of thcsc em:ymcs and of rhc l10locnrhoxylnse 
synthcrnsc mRNA, whosc proJuct ca1;1lyzcs 1hc1r activation. 
111is !alter cffect may be ar 1hc levcl oí crnnscription or oí 
mRNA proce:¡.,~ing anJ/or srnbiliry. Thc cffccr on rhc cnrboxy· 
la~s sccms, howcvt.•r, to he at or ahcr 1rnnslntion. A prelimi· 
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=~ 3 
"º .n~· 2 

/ 

e 
+ Biotln 

FIGURE 3 nme-course effecl el biotin on HCS mANA levels in 
liver from ~olrn·deficicnt rals. Sh: blolin-def1cton1 mis were fnjected 
with blo•in (200 µg) nnd cach k1lled al a d11feronl lime: O, 30 min, 1 h, 
2 h, 4 h and 24 h. The hvers wcre processed as menlioned In Figure 1. 
e, control 
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ACTIVITY 
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FIGURE 4 Effects of blotln deflciency on activíty, carboxylase 
mass and mRNA levels of the PC in organs of malo Westar rats fed a 
blotin-der.clonl diol or control ond klllod by lntraperitonoal lnjectlon of 
200 µl. of sod1um pontobarbilnl. •p < 0.05, .. p < 0.01 and •••p < 0.005 
vs. control. NO, not detectad. 

nary account oí the cffccts oíhintin deficicncy on rat livcr ;md 
culturcd hcpatocytc carbox~·lascs u:as rccently puhlishe<l (26). 
A joint incrcasc oí HCS and oí carboxylasc activüies was 
observc<l when JTJ-Ll mousc fibroblasts diffcrentiare<l to adi· 
pocytcs (27), suggesting the existcncc of coordinatcd controls 
of thc cxpression of thesc íunctionally rclated cnzymes. 

Regulation of cene tic cxpression by vitamins has bccn more 
cumprchensively stu<lied for 1he lipiü (8,28,29) llrnn for thc 
water-soluble vitamins (11,12,30,31). TI1c HCS mRNA 
changcs reponed here scem 10 he the first knou:n insumce in 
mammals oían eÍÍl.-ct oí a w:uc:r-soluhlc vitamin on the mRNA 
of an enzymc thac act!o dircctly with 1hat vitmnin. Thc ob· 
scrvcd chances wcrc 4uítc cv1Jcm, reproJucthh.· anJ signifi· 
canc. In contrast, the apparent variation in thc HCS mRNA 
amounts anwn¡.: m¡.:ans liL:cl~· lach hiological import;mce, lx•· 
cause the Jcnsitomctnc comHt1ons useJ to observe the band" 
varicd frnm organ ro or¡.:an. lnformation on J'<l!>Sihlc <liffl·r· 
enccs in thc 0111un11u or act1v1ty nf us protl'tn prnduct is not 
currcntly av:11lahle. 

Small molccull·., ma~· h.1vc a J1rec.1 cffect nn mRNA 
levcls, e.g., hy in1cract1ng w1rh 1ransct1pt1on íaclOr!o or with 
RNA·binüing protetm (32). B1ll1Íll ha!' bl'cn shown tn he 
present in the ccll nucll·u~ 111¡.:l·thcr wuh a 60-L:Da biolln· 
hmdini.:: protein, co wh1d1 dm \'1tam1n bm<l!o revcrsihly in 
\'&tro (33), !'>UJ.:J.:C!oting 1he poss1hi11ty oí i:cne rci.::ulauon 
thruu¡.:h a nuclear receptor, .u. wifh vitamut!o A ;mJ D 
(8,34). l lowcvcr, the ltlOJ.! lap!ie bctwecn bintin administra· 
tion to Jcficiem rnt!o :111d 1he recovcry oí rhc HCS mRNA 
lcvcls suggests il more indircct action, ret1uiring mctaholic 
proccssing, c.g., prn1cm synt11e!>is, or affccting emlocrinc or 
s1gnaling rmthwo1y1o. In 1his tc!ipect, it is mrercsting that 
increascd levcls of ¡.:uanminc l'.5'·cyclic monophosphatc, 

mcdmted hy ¡.,:u;1nyla1e cydasc (35), ""ere il!<i.'l1~1a1ed "uh 
hinlin·induccd expression oí he11atic ¡.:lucokinaH· ( 16, l i 1 
ilml thc ¡uialoglycoprolcin reccp1or (38). Thesl' tt"!<-Uh~ mi:· 
¡.:esr thar second mcssen¡.:cr (guanosinc l',5'-cyclic tfllln•'
phnsphatc) may be involved in thc cffccts c\'okeJ h~· hiuc1n 
Additional stuüies are nceded to clarií~· the mcchant~mhl 
involvcd in 1hc HCS mRNA chan¡.:cs reportcd hcrcin. 

Aloni: wi1h 1he decrease uf HCS mRNA, not only the 
activity, hut also thc actual nmounls (mass) uf carhox\·lase~ 
(PC and J'CC) wcrc reduceJ in the hiot1n·dciic1cnt rat~. 
although 1hcir mRNA levcls were unaffcc1eJ. AroPC anJ 
apnPCC, dcvoid of 1heir cofactnr, might be more prone '" 
Jegntdation than their holo forms (39). Altcrnativch·, l-1· 
otin dcficicncy may reduce the synthcsis of rcc and re 
(40). 

lt is inrcrcsting that re was unaííccte<l in thc brain ,,f 
the biotin·dcficiem rats. lt may be 1ha1 relativcly normal 
concenuatinns oí biOlin are maintained locally, bccausc a 
similar result W¡\S observed ÍOr brain PCC, with a les~r 
rcduction nf thc carboxylase activities, rclarive to other 
organs. This is supported by the ohscrvation rhac brain 
holoPC and holoPCC concentrncions (measured in strepra· 
vidin blots oí homogcnates incubatcd withm1t hiotin anJ 
ATP; rcsults not shown) wcrc sustaincd in che Jeficicnt 
rnts. lt will be important 10 idcntify those srcps in thl" 
mecaholism oí bintin in lhe brain, c.g., its uansport acro~ 
rhc blooJ.brain barricr (41). which may comribute w spare 
this organ during vitamin dcficiency. 

In conclusion, this worlc. providcs eviJence Íor haorin ª' 
modul:uor oí che genetic cxprcssion of the emymcs invoh·N 
in its íunction ns a cofactor. As such, it may be a uscíul modd 
for probing a similar role for othcr water.soluble \"it;m1ins. 
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FIGURE 5 Ellects ol blot1n·dcf1c1ency on acl1V1ty, carbo.11ylil!r! 
m.lss and mRNA levels ol the PCC in organs ol male W1slar rats leo 1 
btot1n-deficient diel or control and killcd by intrapentoncal 1n¡ect1on O" 

200 µL of sod1um pentobarbital. Prote1n (middle panel) includes MC: 
bocause it com1gra1es w1lh PCC. •p < 0.05, "P < 0.01 and ···= 
< 0.005 vs. conltol 
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Importancia del metabolismo de la biotina 
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lmportance ofbiotln melabolúm 

ABSTRACT 

Diotin i• a water •olublc cnzymc co(octor thol bdang• to thc lli· 
lomin B complu. In humons, biotin i• inuolurd in importont 
mrtobolic pothwoys auch a.s gluconcagtnHÜ, fotty acid •.Yn· 
thc1is, and omino acid catobohsm by ocling o as prosthctic 
group far pyruuatc corbozylosr, propionyl-CoA carbazylau, 
/J.mdhylcrotinyl-CoA corbo.rylasc, and ocdyl·CoA carbo•.Y· 
/a1c. Carbo~lous are •)'nlhesizcd as apocorbozylaua without 
biotin and thc actilJc form i• produccd by lhcir covolf!nt bínd· 
íng o( biotin to thc c.oamino group o( o lysine rrsidue of lht 
apoco.rbozylases. This reaclion is calalyud by lhe holoco.rlioiy· 
lost ~nlhdiue. The las/ sltp in lht degrado/ion ofcorboiylo.s· 
es, tht cltouage of tht biotinyl moiety from the e-o.mino group 
lysine ruidues, is cotolyud by biotinidose ond rtsults in lht 
rdtose of fru biotin, which con be ret:yc/td. Biotin regulolts 
lht r:alabolic enzyme propionyl·C.OA carbozylost al the pos
tronscriptional ltud whertos lhe holocarfxn,lose synthdrut is 
rtguloltd at the tronscriptional leuel. Aside from iti role in 
tht rtgulotion o( gene uprtuion of carbozylosrs, biotin has 
bttn implicated in lht induction of the rectptor far the asia· 
loglycoproltin, glycolytic enzymu and ofegg yollr biolin bind-
1ng proltin11. B1otin dtf1citncy in humans is eztrtmtl)' rort 
and u general/y auociated with prolonged portnltral ni,/,-,. 
tion, lht consumption of largt quantitirs of ouidin, usuall,. 1n 
tht {orm o( raw eggs, stuere malnutrition and, inhuittd meta· 
bolic duordtrs. In humans, thert are autasomol receuiue dil· 
ordus o( biotin mdabolism tho.t ruult {rom tht disruption o( 
the o.ct1uity o( biatinidase or holocarbozylost synthtlost. 

Kty words. Biotin. Carboiylosts. Biot1nidau. Holocorbox.iloir. 
Synthdou. 

INTRODUCCIÓN 

La biotiila pertenece al grupo de las vitaminas hi· 
drosolublcs del complejo B. En ma.núferos actúa como 
cofactor de cuatro carboxilasas: piruvato carboxilasa 
CPC), propionil-CoA carboxilasa (PCCJ, P·mctilcroto· 
nil·CoA carboxilasa (MCC), y acetil-CoA carboxilasa 

RESUMEN 

La biotina pertenece al pupo de las vit.amin#.s hidrnisolubles del com
plejo D. En humano& t. biotina esU dittcwnente involucrada. en lm· 
portantes procesos meLl.bólicos como la gluconeogénesis, la s.Cnt.esis 
de Uido6 gn.sog y el cat.abolismo de al¡:unos ~debido a su 
papel c:omo grupo prost.etic:o de las enzimas plruvato carboxilasa., 
propionil·CoA carhoxilasa. Ji·metilcrot.onil-Co.A carbox.i.lasa y de la 
aceW·CoA carboxibsa. La biotina se une al s:itio activo de estas en:z:i· 
mas y funciona c:omo acarreador de C01 . Las c:arborilasa$ se 5.inteti· 
:z:.an como apocarboxilasas, carentes de biotina y la forma activa se 
produce por la unión covalente de la b1otrna al grupo 11:-amino de un 
rWduo de lis.ina de la apcorborilasa, reao:iOn catali:z:.ada por L. holo
carboxiWa aintetasa. El paso fma.I de la dq:radación de la.s carborila· 
a.as es el rompimiento de la fnlCción biotirul del grupo 11:-amino de la 
lis.in.a que es catali:z:ada por la biotinidas.a y resulta en la Liberación de 
la biotina Lbre, la cual puede ser nuevamente reciclada. La hialina 
~gula. a nivel postratucripcional, la expn:sión de la propionil-CGA 
~:ribsay, a nivel transaipc::ional, a L. de la holocarborilasA sinte
t.asa. Admú.s de su papel mmo a>factor y regulador de la bio:síntesis 
de las carboxilas.as. la biotina está in vol u a-ad.a en otras áreas del me
tabolismo, donde regula la ánte:s.is de prnte.lnas espi.dficas entre las 
que se encuentran el receptor de la as.ialo¡;liooprnteina, varias erW· 
mas regUladoras del metabolismo de gluc:os.a y proteínas que unen 
biotina en la yema de huevo, entre otras. L1. defiaencia de bioti.na se 
ha repon.ado en pacienta $0lnetidos a una aLmentaci6n parenteraJ 
total, en personas que ingieren grandes CllJ'lll~es de clara de huevo 
crudo, en niños c:on desnutrición energético proteiruca severa y en 
personas con enores innatos del metabolwno. Entre estas Ulti111as se 
encuentran las enfennedades autosómicas l"f'CCSivas del metabolwno 
de biotina que resultan de la alteración de la actividad de la hob::lr· 
hoailasa sintet.asa o de la biotinidas3.. 

Palabras clave: Diclina. Carbo1dlasa. 81ot1nidasa. Holocar• 
boxilasa. Sintctasa. 

(ACC). Las tres primeras son enzimas mitocondriaJes 
y la última es una enzima citosOüca. Las reacciones de 
carboxilación tienen una participación muy importan· 
te en el metabolismo intermediario, ya que actúan en 
reacciones clave de la síntesis y elongación de los áci· 
dos grasos, anaplerosis del ciclo de Krcbs, gluconeogé· 
nesis y catabolismo de proteínas y lípidos. 1·2 
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J\. pesar de este papel tan importante, In biotinu ha 
rccihido considerablemente menos atención de los 
nutriólogos en comparación con utrns vitaminas, por 
Jo cual en In presente revisión se considerarán su 
nwtnbolismo, su fundón como cofactor de carboxiln· 
sus, como regulador de la expresión génica de car· 
huxilasas y de diversos enzimas, así como su impar· 
Luncia médica y nutriológicn. 

CARBOXILASAS 
DEPENDIENTES DE BIO'l'INA 

El papel de Ja biotinu en lns reacciones cutnJizndns 
por las carboxilasas es fundanurntal, ya que actúa 
como un vector pura transferir un b'l'Upo cnrboxilo 
activado, de una molécula donadora a una aceptara, 
durante Ja reacción de carboxiJación. 

Lu PC es una enzima clave de Ja gluconeogénesis 
en hígado y riñón, donde catoliza el primer paso de 
esta vía metabólica. Está presente también en t~idos 
lipogénicos en Jos que actúa en la síntesis de ácidos 
grasos, Cn el transporte de grupos acetilo vía citrato 
y de equivalentes reducidos vía mulato, de Ja mito· 
condrin al citosol. En todos los tejidos, pero particu· 
lnrmcntc en el cerebro1 tiene un papel annplerótico 
en el ciclo de Jos ácidos tricnrboxílicos, ni catolizar In 
formación de oxaloncetnto.3•4 

PC-biotina 
Piruvalo + HC03 + ATP ~ Oxaloacelalo + AOP + Pi 

La PCC cntaliza la conversión de propionil·CoA a 
mctilmalonil·CoA, en In vía catabólica de los ácidos 
grasos de cadena impar, de los aminoácidos isolcuci· 
na, treoninn, metionina y valina y del colesterol. En 
esta forma estos compuestos ingresan ni ciclo de los 
ácidos tricarboxílicos vfa succinil·CoA.5 

PCC·bioüna 
Propionil·CoA + HCOJ + ATP -

D·Melilmalonil·CoA + AOP +Pi 

La MCC participa en el cntnbolismo del aminoéci· 
do Icucina, convirtiendo 3-metilcrotonil CoA a 3·me· 
tilglutaconil CoA. 6 

MCC·biolina 
3·Melilcrolonil·CoA + HC03 + ATP 

3·Meldglulacoml·CoA + ADP + Pi 

LA ACC c~taliza Ja carboxilnción de ncetil-CoA. 
que lleva u In formación de malonil·CoA, precursor 
en la síntesis y elongación de Jos ácidos grasos y tic· 
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ne un papel regulador en la lipogéñesis'y en J8. ~-oxi· . 
dación, además interviene en la génesis de la mem· 
brana celular.7 

ACC·biolina 
Acebl·CoA + HC03 + ATP f.falonil·CoA + AOP • Pi 

CICLO DE LA BIOTINA 

En el curso de la evolución, los eucariotes perdic· 
ron Ja capacidad de sintetizar biotina y ahora depcn· 
den enteramente de la dicta como única fuente de 
esta vitamina. Sin embargo, la biotina está presente 
en muy bajas concentraciones en In naturaleza y esto 
pone en riesgo la homeoslasis metabólica de la célu· 
Ja. Para cumplir con este requerimiento, los mamffc· 
ros han desarrollado un ciclo eficiente de Ja biotina 
para asegurar un suplemento y utilización adecua· 
dos de ésta (Figura ll. 

Las carboxilnsas son sintetizadas como apocar· 
boxilnsns, que carecen de actividad enzimática. Cuda 
enzimu es activa sólo cuando se encuentra unida ca· 
valentemente n In biotina y entonces es llamada ho· 
locnrboxilnsa. La biotina se une a un grupo c·amino 
de un residuo de lisina de In carboxilasa en su sitio 
activo. Este proceso llamado biotinilnción requiere 
de una enzima que cata.lice Ja reacción de unión de la 
biotina a la apocnrboxilasa. Esta es la holocarboxila· 
sa sintctnsn (HCS),8,9 

El mecanismo de reacción de la biotinilación es el 
siguiente: 

HCS + Mg•Z 
d·biolina + ATP d·biotini1·5'AMP + Ppi 

HCS + f.fg•1 

d·biollni·5'AMP + apocaibodasa - hoiocalbodasa + AMP 

La biotinilnción de las apocarboxilasas requiere 
Ja activación do biotina por ATP, Jo cual resulta en 
Ja formación de un intermediario biotinil-adenila· 
to. El grupo biotinilo es transferido a la npoenzima 
para formar la carboxilosa activa. Estas dos reac· 
ciones parciales son catnlizadas por la misma enzi· 
ma, HCs.10.12 

La clonación del gen que codifica para la proteína 
HCS de humano8·13 tiene una función similar n Ja 
proteína BirA. Actúa como ligasa de biotina y repre· 
sor del operón de biotina en E. co/i.14,15 

Durante la degradación proteínica en el intesti· 
no delgado, las carboxilasns son degradadas a pép· 
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tidos que pucden 1 más tarde, ser absorbidos a tro
vé& del epitelio intcstinal.16017 En este proceso, los 
protelnas con biotina son catabolizadas hasta pép· 
tidos pequeños y aminoácidos, entre los que se en· 
cucntra la biotinil-lisina, también conocida como 
biocitina. 1 La biotina es liberada de la biocitina 
por la acción de la biotinidasa, In cual corta cspccí
ficamcntc la unión del péptido entre la biotina y el 
grupo e-amino del residuo de lisina quedando dis
ponible para su reutilización. Cabe mencionar que 
en estudios recientes, se ha sugerido que la bioti
nidasn puede tener otras funciones además de par· 
ticipar en el reciclamiento de la biotina. Asf, se ha 
demostrado que la biotinidasa participa en el 
transporte de In biotina y actúa como enzima que 
biotinila histonas (con actividad de biotinil·trons· 
ícraso).1a.20 
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H.cgulación de In expresión génica 
de las enzimas que po.rticipon en 

el ciclo de la biotina 

Hasta ahora no existen estudios reportndos accr· 
en de si la biotina juega un papel regulador sobre In 
expresión génica de las enzimas que participan en 
su ciclo (carboxilasos, HCS, biotinidasa). En nues
tro laboratorio hemos investigado el efecto de la 
biotinn sobre la biosíntesis de carboxilosas: PC, 
PCC y Jo HCS. En hígados de ratas deficientes en 
biotinn se encontró que In cantidad de protefna de 
lo PC no se afectó, mientras que lo PCC disminuyó 
substancialmente. No se observaron cambios aso· 
ciados o In dcficicncin de biotina en los niveles de 
ARN mensnjeros de la PCC y la PC, por lo que la 
disminución de In maso proteínica de la PCC perece 
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eflt.ar mediada postranscripcionalmentc.2l Por otro 
ludo, tampoco hay estudios publicados sobre si In 
biotinn regula la expresión génica de Ja biotinidusa 
y Ja holocarboxilasa sintetasa. 

Papel de la blotina en la 
regulación de la expresión génica de 

algunas enzimas no relacionadas 
con su ciclo metabólico 

Además de su papel como cofactor y probable 
regulador de In biosfntesis de las carboxilasas, Ju 
biotina está involucrada en otras áreas del meta· 
bolismo. Se ha descrito que tiene un papel muy 
importante en Ja regulación del opcrón de biotinn 
en E. coli.22•23 En mamíferos, la biotina juega un 
papel en la proliferación y diferenciación cclu· 
Jnr, 24 ·27 así como en In regulación de In síntesis de 
ciertas proteínas, entre las que se encuentran el 
receptor de Ja asialoglicoproteína28 y varias enzi· 
mas reguladoras del metabolismo de glucosa. 2 9·31 

En el caso de estas últimas enzimas se demos· 
tró por primera vez que una vitamina hidrosolu· 
ble produce efectos a nivel transcripcional, tanto 
inductor como supresor, comparable a la acción 
de ciertas hormonas. 

Los mecanismos involucrados en la regulación de 
In expresión génica por biotina se desconocen, sin 
embargo es posible que existan receptores para bio· 
tina que actúen sobre elementos de respuesta que 
se unan a los promotores de Jos genes de estas enzi
mas. Aunque receptores para biotina aún no han 
sido identificados, se ha detectado la presencia de 
proteínas que unen biotina en el núcleo cclulnr32033 

lo cunJ sugiere que pueden estar directamente invo· 
lucradas en la regulación de estos genes. 

ALTERACIONES DEL 
METABOLISMO DE BJOTINA 

Deficienciu ndqulridu de biotinu 

Ln deficiencia de biotina se cnracteriza por una re· 
ducción en In actividad de Jns cuatro carboxilnsas de
pendientes de biotinn. Clínicamente, los pacientes 
afectados presentan alopecia, dermatitis, erupción 
pcriorificial eritcmntosu, resequednd e infecciones. 
Se han documentado diversas alteraciones neuroló
b...¡cns, tales como depresión, somnolencia, dolor mus
cular y ataxia.34•35 La deficiencia en humanos es ex· 
tremndamcnte rara. Se hn reportado en pacientes so
metidos a alimentación pnrenternJ 3G o personas que 
ingieren i,rrandes cantidades de clara de huevo crudo, 
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la cual contiene la gJicoprotefna avidina, que se une 
con gran afinidad a la biotina, impidiendo su absor· 
ción.3 7·38 Sin embargo, trabajos previos en nuestro 
laboratorio, han reportado que una tercera parte de 
niños con desnutrición energético·prote[nica grave 
(DEP> presentan deficiencia de biotina.39·'41 Utilizan
do Ja cromatografla gas-lrquida acoplada a la espcc· 
trometrfa dC masas se detectó en orina, que estos pa
cientes tenían patrones metabólicos anormales, si
milares a los que se observan en enfermos con 
errores innatos del metabolismo de biotina (ver más 
adelante)¡ es decir, excretaban algunos ácidos orgá
nicos como 2-metilcftrico y 3·hidroxipropiónico. 42 

Esto se corroboró al cuantificar Jos niveles subnor
males do biotina en plasma de desnutridos, compara
dos con Jos de niños sanos, así como por una menor 
actividad de las tres carboxilasas mitocondriales en 
linfocitos de desnutridos. Posteriormente se practicó 
un estudio doble ciego, en el que un grupo de desnu
tridos recibió, al azar, un suplemento de biotinn, y el 
otro recibió placebo. Se observó que mientras mayor 
era lo deficiencia al inicio del estudio (menor activi· 
dad de las carboxilasns), mayor fue el incremento de 
estas actividades, pero únicamente en los que reci· 
bieron el suplemento de biotina, y no a quienes se 
administró el placebo. Además, en los pacientes que 
presentaron manifestaciones clínicas de la deficien· 
cia al inicio del estudio, éstas desaparecieron única· 
mente en los que recibieron biotina.40 

Errores innatos del 
metabolismo de In biotfna 

En humanos existen enfermedades autosómicas 
rccesivns del metabolismo de biotina que resultan de 
la alteración de Ja actividad de In HCS o de la biotini· 
dnsn. Los pacientes con estas enfermedades respon· 
den satisfactoriamente a dosis farmacológicas de bio
tina. Basándose en Ja edad de inicio de Jos síntomas, 
Ja deficiencia de HCS o biotinidnsa son generalmente 
conocidas como forma neonatal o juvenil de deficien· 
cia múltiple de carboxilnsas, respectivamente. 

Deficiencia de 
holocarboxilasn sintctnsa 

La deficiencia múltiple de carboxilasas causada 
por mutaciones en el gen de la HCS es el trastorno 
metabólico más severo. En este coso, la capacidad de 
las células para biotinilar las npocarboxiJasns está 
directamente afectada, mientras que In liberación de 
la biotinn intestinal y el reciclamiento endógeno de la 
vitamina son normales. El inicio de Ja enfermedad 
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ocurre generalmente dentro de las primeros horas 
después de nacer hasta los 15 meses de edad. Este 
trastorno produce un desajuste metabólico porque 
afccla la gluconcogéncsis, síntesis y degradación de 
ácidos grasos, y el catabolismo de diferentes ominoá· 
cidos de cadena ramificada. La enfermedad es poten
cialmente fatal¡ sin embargo, todas las manifestacio· 
nes clínicas y bioquímicas pueden ser revertidas con 
dosis farmacológicas de biotina,43,44 

. Deficiencia de biotinidasa 

Un defecto en la actividad de la biotinidaso blo
quea la liberación de biotina de los alimentos o de su 
reciclamiento después de la prote6lisis de las car· 
boxilasas. Este trastorno resulta en una deficiencia 
secundaria de biotina, que afecta la actividad de to
das las carboxilasas. En estos pacientes el mccanis· 
mo de absorción intestinal de biotina y la biotinila
ción de Jas apocarboxilasas no se encuentra alterado, 
lo cual explica el porqué Jos niños responden rápida
mente a la suplcmentación de biotina. El inicio de la 
enfermedad varía desde las dos primeras semanas de 
nacido hasta los dos años de edad. La actividad de 
biotinidasa en suero de individuos afectados es de O a 
9% del promedio dc·Ja actividad normnJ.45·47 

COMENTARIO FINAL 

Esta revisión permite apreciar In enorme impor
tancia y grandes perspectivas que tiene el estudio de 
la vitamina biotina. Existen grandes implicaciones 
prácticas en el área de lo nutrición y lo salud, as( 
como también un gran potencial de uplicacioncs a la 
resolución de problemas metab6licos específicos. 

Por otra parte, los estudios descritos muestran 
que las vitaminas, además de su función ya conocida 
como cofactores de enzimas, tienen también efectos 
directos sobre lo regulación de la expresión génica de 
proteínas especificas, por lo que se obre una nuevo 
área para futuros investigaciones. 
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Although thc rolo of vitnmins ns prosthctic grout>s 
of cnzymcs is wcll known, thcir 1>articipation in thc 
rcgulution of thcir gcnctic cxprcssion hns bccn 
much lcss cxplorcd. Wc studicd thc cffcct of biotin 
on thc gcnctic cxprcssion of rut livor mitochondrinl 
cnrboxylnscs: pyruvntc cnrboxyh•sc (PC), pro¡>io
nyl·CoA cnrhoxylnsc (PCC), und 3-mcthylcrotonyl
CoA cnrboxylusc (MCC). Jtnts wcrc mude biotin-dc· 
flcicnt nnd wcre sncrificcd nftcr 8 to 10 wccks, whcn 
dcficicncy mnnifcstntionR bcgnn to np1>cnr. At thiR 
time, hcputic PCC nctivity wus 20% of thc control 
vnlucs or lowcr, nnd thcrc WUR nn nbnonunlly high 
urinnry cxcrction of 3-hydroxyisovalcric ncid, u 
mnrkcr ofbiotin dcficicncy. Biotin wns nddl."<l to dcfi· 
cicnt primury culturcd hcpntocytcs. lt took ut lcnst 
2·t h nftcr thc nddition of hiotin for PCC to nchicvc 
control nctivity nntl hiotinylntion lcvcls, whcrcns PC 
bccumc uctivc nnd fully hiotinylntcd in thc tirst hour. 
Thc cnzymc's mnss wns nsscssed in livcr homogcnntcs 
from biotin-dcficicnt rttts nnd incubntcd with biotin 
to convcrt tite npocurlmxylnscs into holocnrboyln'scs, 
which wcrc dctcctcd by strcptnvidin blots. Thc 
nmount of PC wus minimnlly nffccted by biotin dcfi· 
cicncy, whcrcns thnt of thc n subunits of PCC nnd of 
l\fCC dccrcuscd suhstnntinlly in dcficicnt Jivcrs, 
which likcly cxpluins thc rcnctivntion nnd rcbiotiny· 
lntion rcsultH. Thc cxprcssion of PC nnd aPCC wus 
studicd ut thc n1llNA Jcvcl by Northcrn blots nnd H.1'/ 

1 To whom corrcHJKmdcncc nn<l reprinl requcel8 shoul<l 00 ml
dresscd al Instituto Nncionnl de Pedintrfn, Apdo. Postal 101-48, 
México, D.P. 04r,ao, Móxico. Fnx: {6251 GOG-3489. 1'~·mnil: 
\'t•l11r~ervidur.unn111.111x. 

JO!.'t.i·7192JIJ9 $30.00 
Copyri¡¡ht O 1009 hy Acndt•mic l1rt'1111 
Ali riuhtJi oí rt•¡1nid11ction in ony form tti.t'rvcd. 

16 

PCU; no si1.rrtiflcunt changcs wcre observed in thc dc
ticicnt livcrs. Thcse rcfmlts auggcst thnt biotin regu
hatcs thc cx¡>ression of tho cutnbolic cnrboxylnses 
(PCC nnd MCC), thnt this regulntion occurs nftcr thc 
1•osttrnnscriptionnl lcvcl, nnd thnt 1>yn.av1ttc cnrboxy
Jnsc, u kcy cnzymc íor gluconcogcncsis, Krcbs cyclc 
nnn1Jlcrosis, nnd fntty ucid synthcsis, is s1mrcd of this 
control. O 1999 Ae.drmlc p,.._ 

Key \Vords: biotin dcficicncy; pyruvntc carboxyl
nsc; propionyl-CoA cnrboxylnsc; 3-mcthylcrotonyl
CoA cnrbuxylnsc; hiotinylntion; culturcd hc1uato· 
cytcs; strcptnvidin blots. 

Biotin hns nn importnnt role in the mctnbolism of 
carbohydratcs, lipids, nnd protcins, ns n cofnctor of 
cytosolic ncetyl-CoA cnrboxylnse CACC; EC 6.4.1.2) 
nnd mituchondrinl pyruvnte CPC; EC 6.4.1.1), pro
pionyl-CoA (PCC; EC 6.4.1.3), and 3-methylcrotonyl
CoA CMCC; EC 6.4.1.4) cnrboxylnses (!). lls covnlent 
union to innctivc npocnrboxylnscs to render thcm 
active is cntnlyzccl by holocnrboxylnse synthetnsc 
CHCS) (2). Until recently, biotin deficiency in hu
mnns wns considcrcd vcry rarc (3), nssocintcd with, 
unusunl circumstnnccs likc ingcstion of lnrgc 
nmounts of rnw cggs (4) nnd with biotin-dcvoid pro
longcd total pnrcnternl nlimentntion (5) nnd hemo
dinlysis (\)). We hnve reported that npproximntely 
one-third of children with scvere protein-energy 
malnulrilion nre biolin-deficicnl (7), n finding thnt 
rcvenls thnt lhis deficiency mny be more prevnlent 
thnn previously rcnlizcd. 
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Wc hnvc also rcporlcd thnl rccluction of l'C uml/or 
PCC octivitics in lymphocyh.!s is Lhc mosl tmusilivu 
und convcnicnl indicntor of lhis Hpccific tfoficicncy 
(8), in ngrccmcnt wilh Whilchcnd's prcviuus n.opnrl 
on nvinn livcr (9). Ilowcvcr, Uwrc urc cont1icting 
rcports on thc cffccts of biolin dcficicncy <111d rcplcn· 
ishmcnt on cnrboxylascs nctivitics (10-14), nnd 
thcir dcgrcc of biotinylation hns scldom bccn stud· 
icd (10), In thc cnsc of othcr cnzymcs, in nddition tu 
thcir trnditionnl role ns cocnzymcs or prosthctic 
groups, lhcir cofuclors influcncc Lhcir synlhcsis ( 15) 
or dcgrndntion (16), nnd thus cofuct.or dcficicncicH 
mny nffccl cnzymc mnss ns wcll ns ncliviLy. F'cw 
studics hnvc nctunlly mcnsurecl cnrboxylnsc mnss 
(10,17,18) ond nonc lhcir mH.NAs. On thc othcr 
hond, thcrc are mnny rcports of un nppnrcnl role of 
biolin in thc rcgulntion of lhc synthcsis of many 
divcrsc nonbiotinylnlcd protcins, sccmingly unrc· 
lntcd to this cofnctor (11-131. 

In this work we describe prcviously unrcportcd 
dilTcrenccs in lite rcnctivntion ond rcbiolinylntion 
rnles of vorious milochondrinl cnrboxylnses, purtic· 
ulnrly PC nnd PCC, in cullured rnt heputocytc:-i. 
Titcsc obscrvntions lcd us lo study thcir protcin 
nmounts (mnss) nnd thcir mRNAs. 

MATERIALS ANO METllODS 

A11imals and Biotin·Deficicnt Dicl 

Mnlc Wistnr rnts, ngc 21 to 28 dnys (40-GO g), 
were placed in nir-filtcrcd cagcs nnd · werc fcd n 
biotin-dcficient diet ([CN Nulrilionnl Biochcmicols, 
Clcvclnnd, OH). Environmenlnl conditions nnd 
light:dnrkness cyclcs (12:12 h) were strictly con
lrollcd. For cnch ofthcse nnimnls, onc control, undér 
idcnticnl conditions, wns intropcritonenlly injecled 
wilh 200 µg biotin in 1.0 M phosphntc buffer snlinc, 
pH 7.0 (PBS). Urinc wns qunnlitntivcly collcctcd 
wcekly far orgnnic ncid nnnlysis, front rundom)y sc
lcctcd dcficicnl onimuls. Rnts wcre sncrificed by in
lrnpcriloncnl injcction of200 µ.I ofsodiurn pcntobur· 
bitnl (Pfizcr, Mcxico City, Mexico), nt \Vccks 8 to 10 
of tite expcrimcnlnl diet, whcn dcficicncy munifcs
tations Legan lo uppcnr. 

Primary J/cpatocytc Culture.<; 

Primnry culturcd hcpatocylcs wcrc obtaincd us
ing n tcchniquc modificd from thnt of Berry und 
Fricnd (19). Tite livcr wus pcrfuscd with 400 mi of 
cnldum nnd mngncsium-frcc Hnnks' bnlnnccd snlt 

solution CGIHCO, OniLhcrHburg, MD), nnd digestcd 
wilh ':w mg cullngtmuse lypc IV (EC 3.4.24.3, Sigma 
Chcrnici1I Co., St. Louis, MO), in 100 mi Ifnnks' lo 
which 0.2 mM CuCl 2 wns udded. \Voshcd hcpnto
cylcs ca x I0 11

) from cnch biotin-deficienl rnt wcre 
plnlcd in 60·mm cullure dishcs, prccontcd with 10 
µ.g/cm 2 collngcn (Aspid, Mcxico City, Mexico), con
tuining minimnl cssentinl ntcdium CMEM, GlllCO) 
without scrum; Lhis mcdiunt lncks biotin. Six hours 
lntcr, Lhc mcdium wus chnngcd to rcmovc nonndhcr
cnt cclls, nnd 50 µ.I of a 10 µ.M biotin solution in 
culture mcdium wns nddcd to cnch dish. The cul
tures wcrc then inculmtcd for vorying times (sec 
J{csults) und wcrc hnrvcstcd nt cnch time point. 
Culturcd cells from control nnimnls wcrc similnr)y 
proccssed, cxccpt thut biotin wns addcd írom tite 
Lime of thcir initinl plnling, so thnt thcy wcrc in 
biotin·contnining mcdium nt nll limcs, including Lite 
6·h preincubnlion. Cclls wcre ccnlrifugcd nt 1500g 
nnd frozen nt -70ºC until use. 

Livcr /lomogcnatcs 

The livcr wns quickly removed, wnshcd with PBS, 
nnd homogcnizcd with n polytron (Kinemnticn, 
Kricnslu) ot 4ºC for two pulses of 10 s cnch, wilh n 
30·s pause bctwcen lhcm, in 3 vol ofthc homogcnole 
buffer, pll 7.5 (0.G M Tris-llCI, 0.15 M KCI, 0.1 mM 
EDTAJ contnining 150 mM phcnylmcthylsulfonyl 
f1 uoridc (PMSF), nprotinin 10 mg/ml, nnd leupeptin 
10 mg/ml, coch from Sigma Chemicnl Co. Thc ho
mogcnntcs werc lhcn sonicutcd (Branson Cell Dis
ruptor 200, Dnnbury, CT) wilh five sonicntion pulses 
of 10 s cnch, with 1-min pauses bctwcen thcm, íol
lowcd by ccntrifugntion nl 105,000g nt 2ºC for 10 
min. Thc fat lnycr wus discnrdcd and 1-rnl nliquots 
of thc supcrnntnnt wcrc storcd ot -70ºC. 

Urinary Organic Acicl Analysis 

Urinnry orgnnic ncids werc dctcrmincd by gas 
chromntogrnphy-mnss spcctromclry (GCMS) aftcr 
solid phusc extrnction by n mcUtod wc devclopcd. 
Urinc wns (\ollcctccl by plncing thc nnimnls in met
nholic coges. An intcrnnl standard (1,12-dodc
cnncdioic ncid, Sigmn Chcmicnl Co.) wns ndded ton 
urinc volume containing O.ú µ.mol crcntininc. Tho 
snmplc wos thcn ucidificd with 200 µ.J of conccn
trntcd HCI. The cxtructinn column (Silicn Gel Spccd, 
SPE cnrtridges, Allcntown, PA) contnining 1.0 g wns 
conditioncd with 4 mi of 0.1 M HCUmelhanol nnd 
dricd undcr vncuum; 4 mi of fiO mM H 2S04'mctho· 

'??-1 
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nol wue thcn nddcd nnd the column wns ngnin vnc
uum-dricd. Onu snmplc pcr cnrtridgc wns upplicd nn 
tho top or thc column using gcntlc suctinn. 'fhc col
umn wns dricd undcr vncuum for 15 min und thc 
orgnnic ncicls wcrc clulcd with 2 mi of20% t-butnnol/ 
chloroform. 1'hc cluntc wns ccnlrifugcd nnd evupo
rnt<.>d to dryness. Trimcthylsilyl dcrivntivCf; wcrc 
formcd by lhc nddition 100 µI uf N,0-bis-(Lrimcthyl
silyl>trifluoroncctnmidc CBSTl"A; Supclco, llcllc
fontc) und thc snmplcs wcrc hcntcd for 30 min ut 
GO"C. GCMS nnnlysis wns pcrfonncd on n fuscd 
silicn cnpilJnry column 25 m X 0.25 mm i.d. 1 contain
ing n 0.25-µm-thick film of mcthyl 50% phcnyl sili
conc (Qundrcx, Ncw lfovcn, CT). Thc GCMS systcm 
consistcd of n Hcwlctt-Pncknrd llP 5890 series JI 
gas chromntogrnph nnd n MSD 5971 mnss spcctrom
etcr with a workstntion (llP Chcm Stntion). The 
chromalogrnphic pnrnmctcrs wcrc ns follows: injcc
tor on thc spJitlcss mocfo at 250ºC, thc injcctcd sam
plcs 1 µI, thc initial tcmpcraturc nt 50ºC for 5 min 
incrcnscd lo 280ºC nt lOªC/min und kcpt at 2ao°C 
far 7 min. 1 lclium wns Uf;Ccl ns cnrricr gns with n 
Oow rnlc of 1 mVmin. Thc masa spcctrometcr wns 
opcrntcd nt. thc sean modc, the lcmpcrnturc oftrnns
fcr linc wns kcpt nt 280ªC. thc sean range wns from 
50 to 650 nmu. with n solvcnt dclny of 10 min. Afl.cr 
ncquisition oí thc dntn, thc orgnnic ncids wcrc idcn
tificd using n mnss spcctrn Jibrnry kindly providcd 
~y Dr. Lnwrcncc Swcctman. Urinnry 3-hydroxy-
1sovnlcratc, nn carly nnd scnsitivc indicntor oíbiotin 
dcficicncy, was qunntificd írom thc arca ofcxtrnctcd 
ion ~romatogroms of ion mnss 205, effcctivcly in
crcnsmg thc chromnloh'Tnphic rcsolution oí ovcrlnp
ping pcnks in thc totnl ion chromatot,'Tam (20,21). 

Enzymc Assays 

. Thc írozcn hcpatocytcs wcrc thnwcd, rcsuspcndcd 
m 200 µI of lysis buffer, nnd sonicatcd twice on ice 
(10 s cach) with o 20-s pause bctwecn cnch sonica
tion. Thcy wcrc thcn ccntriíugcd nt 750g nt. 2ºC íor 
10 min, und the supcrnatnnt. was used. PCC nnd PC 
nctivities wcrc detcrmined using thc nssnys by Burri 
el al. (22) ond the cnzymc nctivitics wcrc cxpressed 
os picomolcs of C02 fixed per minute pcr milligrnm 
oí prot.cin. 

Prntein Di!lcrmination 

'l'hc prot.cin conccntrulion oí culturcd hepnt.ocytc 
sonicat.cs wns mensurcd by tho Bradford nssny (23) 
nnd oílivcr homogcnat.cs, by t.hc Lowry method (24). 

Stn~ptavidin Blot A11alysiR of Diolinylated Protf!brs 
(25J 

Cell lysnt.cs were nddcd ~to nn SDS-7.5% 
polyacrylumidc gel nnd electrophorcsed nt 70 V 
ovcrnight. Thc gel wus wnshcd with t.rnnsfcr buffer 
(48 mM Tris, 39 mM ¡¡lycinc, 1.3 mM SDS, 20% 
mcthanol) with slow ngitntion for 30 min nnd blot.lcd 
unto n nitrocclluloso mcmbrnne, 0.45 µm (llio-Rad, 
llcrculcs, CA), using u semidry trnnsfcr ccll (Dio
Rnd), at 17 V for 30 min. The mcmbrnnc was incu
hatcd with strcptnvidin-nlknlinc phosphnt.asc to dc
lcct bioti.nyl?-t.cd protcins (Daniel LcClcrc, personal 
commumcnt1on). It. wus sonked in 60 mi of5% blotto 
buffer (100 mM boric ncid, 47 mM sodium borate, 75 
mM N nCI, 5% powder milk) for 1 h. with slow agi
tution, nnd washcd with 80 mi of rcplicnt.c buffer 
W?b NaCI, 10 mM Trio-llCI, pll 7.4, 0.05% Twccn 
20). It. was t.hen incubntcd in 15 mi oí wnsh buffer 
CO. 15 M NnCI, 0.25% Tri ton X-100, 20 mM 
NnH,PO.> nnd 1.5 µI st.rcplnvidin-nlkalinc phos
phat.asc (Bio-Rnd), nt :37ºC for 1 h. Afi.crward, it. was 
wnshcd Uircc times with rcplicut.c buffer for 5 min 
cach time, nnd with 0.15 M Tris-llCI, pll 8.0. Color 
dcvelopmcnt. wns pcrformcd by incubation of the 
mcmbrnnc in U1c dark, with slow ngit.ation. in 10 mi 
A-P buffer (100 mM Tris bnsc, 100 mM NnCI, 5 mM 
M¡¡CI., pll 9.5), containing JOO µ.I NBT solution (30 
mg nitrobluc tctrazolium in 1 mi 70% dimcthylfor· 
mnmidc) and 100 µ.I BCIP solution (15 mg 5-bromo-
4-chloro-3-indolyl phosphntc in 1 mi 70% dimcthyl· 
formnmido). Once thc bnnds bccamc visible, thc 
membranc wn.s wnshed with doublc-distillcd water. 

Carboxylasc Mass Dcterminalion 

Cnrboxylasc mnss wns cstimntcd. by strcpt.avidin 
blot.a nncr in vitro biotinylntion oí tissuc and ccll 
homogcnntcs, to convert npo to holocarboxylascs. 
Homogcnntc npocnrboxylnscs werc biotinylatcd by a 
tcchnique modificd from Dcsjordins nnd Dakshi
nnmurti (26). Thc homogcnntcs wcrc thnwcd ond o 
volu".1c co~tnining.~ protcin wns ndded to thc 
rcacllon nux CC?ntnmmg 60 mM Tris, 820 µM biotin, 
JO mlll ATP, 0.1 mM EDTA, 0.60 mg/ml bo\"ine 
scrum nlbumin, 3 mM GSH, 8 mM MgCI,, pll 7.5, in 
n finnl volumc oí 1 mi. It wns incubatcd nt. 37•c for 
G h; furthcr nmounts of ATP (JO mM) nnd MgCI, 18 
mM) wcrc nddcd nt. thc sccond nnd fourth hours oí 
inc~b.ation (27). Thc rcaction was stoppcd by thc 
nddation of 200 µ.I of Lncmmli SDS-polyncrylnmide 
gel snmplc bufTcr (SDS reducing buffer: 62.5 m~t 
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Wccks or blobn-dercient d1et 

FJG. J. Enzymo ond mclabolitc changca during biotin deficicncy. Ali animala were fod nd Jibitum a biotin·dcficient diet. Control 
anJmala reccived U10 11arno diet but were injeded with 200 pg biolin in aalinc intrapcrilononlly once a wcck. beginnlng on the day the 
experimental die&. waa 111.arled.1110 lino dcpiclll Um pc?n:entnge o(pru¡iiunyl.CoA carbo1:ylaae activilic• ordeficient raL liver. relative lo the 
control (3200 : 283 pmol C01 fixed min·• 1111(' protcin) al variou11 atncc11 or biotin dcficiency. Vertical bara: urinnry e1:cretion or 
3°hydroxyisovalcric ncid during the expcrimcntnl pcriod. 

Tris-HCI, pH 6.8, 60% glycerol, 2% SOS, 5% /l·mer
captocU1nnol; Bio-Had). Mnximnl homogcnatc biolin
ylation wns obtaincd by oplimiznlion of Lhc rcagcnt 
concontrations nnd thc incubntion time. Nonbiolin
ylntcd controla werc aimilarly incubnlcd1 cxccpl thal 
no biotin was addcd to lhc rcaction mix. Aficrwnrd, 
tho biotinylatcd homogcnntcs nnd lhcir conlrols 
wcrc clcctrophorcscd nnd strcptnvidin blot nnnlysis 
waa pcrformcd ns dcscribcd nbovc. 

RNA Analysis 

mRNAs were determincd both by Northern blol 
nnnlysis of poly(A) • RNA hybridized with specific 
cDNA fragmenta (28,29) nnd by HT-PCI! nnnlysis 
(30). Total livcr RNA wns isolat.cd with lhc ainglc
stcp mcthod bnscd on guanidinc isothiocynnnlc/ 
phcnoVchlorofürm cxlrnclion using THlzol rcagcnl 
(GIBCO·BRL). RNA conccntrntion wns dclcrmincd 
by nbsorbnncc nt 260 nm und it.s inlcgrity wns vcr
ificd by clcctrophoresis on 1.1% dcnnluring ngarosc 
gcls in the prcscncc of 2.2 M formnldchydc. Total 
RNA was rcvcrsc·lrnnscribcd CRT> to synthcsizc sin· 
glc·alrnnd cDNA. Ten microlilcrs ofH'I' rcnction wns 
subjcctcd lo PCR to umplify thc PC or PCC gene 
íragmcnls, und thc othcr 10 µI of thc cDNA wns 
uscd to nmplify simultancously a frnt,'lncnt of lhc 
g(yccrnldehydc-3-phosphntc dehydrob'Cnnse (GAI'DI () 
gene, which wus uscd as u constitulivc cxprcssion 

r 

control. 1'hc scqucnccs ofthc spccific primcrs uniquc 
to thc rnt PC nmplificnlion acgmcnt wcrc 5'-(ACT 
TOT ATO AOC GGG ACT GCJ-3' in the sense 
primer nnd 5'-<TGA CCT TOA COG OGA 'ITO 
GA)·3' in thc nntiscnsc. Tite primera uscd lo nmplify 
the PCC segmcnt were 5'-CGA TOC CAO CTG OOT 
TOA TGTJ-3' in the sense, nnd 5'-CGAO OCC 'ITG 
ATC ATC ACA OGJ-3' in the nntisense. Tite 50-µ.I 
PCI! in.cludcd 10 µ.( ofpreviously synthesizcd cDNA, 
20 mM Tris-HCI CpH 8.3), 50 mM KCI, 1 mM MgCI,, 
0.2 of ench dNTP, 0.5 µ.M of ench primer, nnd 2.5 
unils Of..f/'aq DNA polymcrnsc. Negativo controls 
wilhoul RNA nnd with nonrctrotrnnscribcd RNA 
wcrc includcd.in ali thc cxpcrimcnls. Aft.cr nn initinl 
dcnnturntion stcp al 95"C far 5 min, thc PCR wns 
pcrformcd far 30 cyclcs for PC nnd for 25 for PCC. 
Thc cycle profile for PC, PCC, nnd OAPDH gene 
nmplificnlion was 95"C. 1n1in;60"C for PC und 56"C 
for PCC, 1 min cnch (GAPDH tempcralurcs wcrc 
chosen nccording to thc corrcsponding cnrboxylnsc 
gene). A finnl cxlcnsion cyclc wns pcrformcd al 
72ºC. Thc numbcr of cyclcs pcrformcd wnR wilhin 
lhc cxponcntinl phnse of thc nmplificntion proccss, 
prcviously dclcrmincd. PCU producls wcrc sepa· 
ratcd on 2% agorase gel, slaincd with clhidium bro· 
mide, nnd subjcch.-d to Soulhcrn blot nnnlysis. Thc 
rnt cDNAs probcs uscd wcrc n 2201·bp frngment of 
thc aPCC subunit (from Wnync Fcnton, Ph.D .• Ynlc 
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Univcrsity, Ncw Hnvcn, C'r) nnd a 7fiO·bp frngmcnt 
oí PC Cthnt wc obtaincd by PCR írom thc Gcnllnnk 
scqucncc). 

UESUL'l'S 

Time Course of Diolin De{icic11cy 

I..ivcr PCC activity dccrcnscd gradunlly whcn u 
biotin-dcficicnt dict wns fcd. Figure 1 shows lhc 
resulta of a rcprcscntativc cxpcrimcnt; scvcn rnt.s 
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FIG. 2. ~ffccl of biolin ( 10 µ1-t) on ¡1yruvatc (A) nnd ¡1ropio· 
nyl-CoA cnrboxylase (11) nctivities ovcr 24 h in biolin-deficienl 
primary hepatoc:ytc cultures. Cclls wcrc hnrvealed nl difforcnl 
times. Each cin:le rcprcacnta th!! enzymc aclivity of n difTcrcnt 
culturo pinte. Thc horir.onlal fine dcpicla lhe nvl'rnge control 
carboxylnso activily in hcpotocyWs (3200 !; 283 ami 2150 .!: 79 
CO, fixOO min· 1 rnr.· 1 protcin for PCC nnd PC, res¡w-ctivclyJ. 

PC 

pcé,MCC 

,.,. . ._..... ~,~ ·;·~ 
f '"""'- - •• 

[ • -11'. ; 
¡ ._. . : ) . 

~ 1 3 6 • 12 18 24 

Mlnut- Houra 

.... G. a. A fCJlrt."aenLntive t1lrept.11vulin hlot oíliulocarho1:yla5t'A 
at difTurent timc11 al\.er the aJJition oí ID 1•M biolin to biotin· 
tfoficicnt prin1ary hcpalocyte culturi•s. Cells weru lmrvet1tcd al 
dirrcnmt timea. TI1ey werc AOnica\(-(1, ell'Ctrophoru&t.'<I on 7.6,. 
SOS-polyacrylamidc gel1J, nnd tron11forn:d to nilrocellulO!le mem· 
brane.11, They wcrn thcn incuhalcd with 11trepLnvidin-alkaline 
J1h011phaLnsc 11.nd wcre dcvclo¡X!'d with NBT-UCJP AOlulion to 
dctcct biotiuylalt.-d proteins. C: control homogcnalc . 

wcrc sncrHiccd nt difTcrcnl times after bcing fcd thc 
dcficicnt dict. Thc nnimnls prcscnted clcar dcfi
cicncy signe, including low body wcight, huir loss, 
conjunctivilis, pcriorificinl skin rnsh, und ntnxia, al 
or ehorlly nncr Lhc cighlh wcck ofthc experimental 
dicl, whcn PCC nclivity wus 20% of thnl of lhc 
control or lowcr. On thc othcr hnnd, thc urinnry 
excrction or 3-hydroxyisovulcric acid incrcascd sub
stuntinlly afl.cr tite third wcck or thc dcficicnt dicl. 

Effects o( Biotin Addition to De{icicnt Culturcd 
llcpatocytcs 

Whcn biotin was addcd to dcficicnt. primnry cul· 
turca, PC nctivity quickly incrcnscd nnd nlmost 
rcnchcd control lcvcls nt 2 h (Fig. 2A). In contrnst, 
PCC nclivity rose much morcslowly,and it took 24 h 
to nchicvo· "nornml activity (f<"ig. 2ll). Strcptavidin 
blot unalysis ofbiotinylatcd protcins showcd similar 
rcsults (Fig. 3), Thc bnnd corrcsponding lo holo-PC 
from dcficicnt ccJls rcachcd un intcnsity similar to 
that or thc control in 1 h, whcrcns thc holo-aPCC 
inlcnsity was still bclow thnt from thc control nt 
24 h nftcr biolin addition. Thcrc wns uo substnntiol 
changc or thc bnnds from control cclls ancr biotin 
nddition to thc cultures (results not shown). Sincc 
thc biotin-bÍnding subunils of thc PCC und MCC 
hnvc similar molecular wcights (72,000 and 76,000 
Da, rcspcctivcly), thcy scpnrntc poorly in SDS
PAGE, cvcn nt thc low (7.5%) gel conccntralions 
usc<l. Thus, cr-MCC was also vcry slowly biotinyl· 
utcd. Duc to thc clcctrophorctic running time. 
ucctyl-CoA cnrboxylnsc, whosc molecular wcight is 
much higher (260,000 Da), wns not rcndily obscrvcd. 
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FIG. 4. Cnrhuxylnse mnss nnnlysis by alre11tnvidin blol.!l orlcr 
i11 1iitro biutinylntion to ronvert npo to holocnrlKJxylBHes. Cnnlrul 
nml ddkicmt livcr humugcmolrs were inculmW with biotin and 
ATP, as described undcr Malcrinls und MetluxJs, ami l!l«truplm· 
rcscd, and alreptnvidin blol.8 wcru prcpnrcd. Lnnc 1, molec:ular 
wcighl stnndnrds. Cnntrul liomogennles withoul (C} and wilh 
(C-t J biotin. Delicicnt homugcnnlcs withuut (Ü} nnd with (U+) 
biotin. 

Carboxyla.<1e A11alysis by Streplauiclin Blots 
aner in Vilro Biotillylation 

To explore possiblc mechnnisms for thc long lnpsc 
rcquircd far PCC and MCC nctivntion, wc cstimntt.>d 
thc mnss of thc cnzymc protcins using strcpt.avidin 
as a probc, nficr convcrting thc npocnrboxylnscs into 
holoenzymcs by biotinylution of hepntic homogc
nntcs. Wc first dcfincd thc conditions (biotin, ATP 
and protcin conccntrntions, nnd incubntion time; scc 
Matcrinls and Mcthods) to nchicvc bnnds as intense 
ns thosc in thc control homogcnntcs similnrly 
trcntcd (resulta not shown). Undcr thcsc conditions, 
re wns ns abundnnt in thc dcficicnt homogcnntcs ns 
in thc control (1',ig. 4). In contrast, lmnds corrcspond· 
ing to PCC nnd MCC wcrc bnrcly obscrvcd. 

Study o{ Liucr PCC a11d l'C mRNAs 

Thcrc wcre no diffcrcnccs in thc nmounts ofcithcr 
mH.NA bctwccn deficicnl nnd control livcrs, ns stud
icd by RT-PCH (Fi¡¡. 5). In nll thc nmplificnlions, 
singlo bands of750, 380, nnd 480 br> wcrc obscrved, 
corresponding to lhc cxpcclcd sizc frugments of PC, 
PCC, nnd GAPDI 1 cDNAs, rcspcctivcly. Thc idcnlity 
of cnch PCR product wns confirmcd by Southcrn blot 
nnnlysis. Similar rcsults werc obtnincd on Northcrn 
blots nncr poly(A)• HNA purific.alion (not shown). 

DISCUSSION 

Hcputic propionyl-CoA cnrboxylnsc showcd a bc
hnvior vcry diffcrcnt from thnt of pyruvntc cnrbox· 

ylusc whcn biotin wns nddcd to dcficicnt primory 
hcpatocyt<? cultures. It took ncnrly 24 h nficr biotin 
nddilion for tite formcr cnzymc to nchicve both u 
Apccific nctivity nnd a dcgrec ofbiotinylntion similnr 
to control Jcvcls. In contrnst, PC bccamc active nnd 
fully hiotinylulcd in lhc first 1-2 h. In this rcgnrd 
thcrc ore conflicting dnt.n in thc litcrnturc. Our re· 
sult.R ore similar to thosc of Shrivcr et al. (10), who 
obscrvcd more rnpid rcactivntion of livor PC Urnn 
PCC (nnd MCC) aft.cr injccting biotin to dcficicnl 
rnts. Othcrs studicd only onc cnrboxylnsc nt a time, 
with similor resulta, re bcing rcstored in only 1-2 h 
(11) nnd PCC rcquiring 12 h (12). Othcr nuthors, 
howcver, rcport.cd slow rcnctivation ofboth corboxy
lnscs, nftcr thc injcction ofbiotin to rnt.s (13) or afi.cr 
its nddition to dcficicnt rnt primnry culturcd hcpn
tocytcs (14). Thcsc discrcponcics mny rcffcct differ
cnccs in thc cxpcrimcnt.nl nppronchcs or in n diffi· 
cult-to-idcntify biological factor. 

To furthcr explore our resulta, wc cstimntcd thc 
enzymc mnss nncr convcrting thc npocnrboxylnscs 
into holocnrboxylnscs. by incubnting the dcficient 
homogcnntcs with biotin nnd ATP, so thnt thcir total 
nmounts could be dctcctcd by strcpt.nvidin hlots ns 
nn nltcrnntivc to immunoblots, sincc anti-enrbox
ylnso nntibodics wcrc not nvailable. In this rcgord, it 
is widcly known that thc biotin-strcptnvidin union 
is ns spccific ns thc nntigen-nntibody union. Al-

12345678 

PC 1----~---1 
GAPDHl••·41i~ 

1234 5678 

aPcc 1--~f··~ltll 
GAPDU 1- - - • '! !J l!lt .1 

FIG. 5. RTn'CJ< annlyai.11oíl'CC11nd PC mRNAa from rontrol 
and biotin-deliclenl livers. Totnl HNA waa reverse-trnn~ribed 
(RTJ ond amplifll'd by PCH usinc 11pcdfic prime"' for rat rcc, PC, 
nnd glyccraldehydc·3·phosphntc dehydrogcnue IGAPOllt. PCR 
pnxlucla wern acpnrntl'd on 2% agnrose g<'I and 11ubjtttlod to 
Soulhem blol analyaia. Lancs 1-4, control; and lancs 5-8, defi· 
clcnl rnt livera. 
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Umugh thc uctivitics nnd dcgrcc of biotinylntion uf 
carboxylnscs nrc scvcrcJy rcduccd during biotin dc
ficicnCy, PC muss wns only minimnlly nffcctcd by 
biotin Ucficicncy¡ it was biotinylntcd t.o ncur control 
lcvcls in dcficicnt livcr homogcnntcs, indicntini; u 
negligiblc Joss of it.s npocnzymc. 'fl1is rcsult Jikcly 
cxplnins thc rnpid incrcnsc of PC nctivity nnd of it.s 
biotinylaled farm when thc vit.nmin was nddcd to 
thc dcficicnt. cultures. On thc othcr hnnd, sincc only 
a smnll mnount. of holocnzymc wus formcd níl.cr 
homogcnntc biotinylntion, thc npo-aPCC moss prob
nbly wns scvcrcly rcduccd during thc vitamin dcfi· 
cicncy. Tl1is would cxpluin thc slow rcnctivnt.ion ond 
rcbiotinylntion of PCC nncr thc oddition ofbiotin to 
dcficicnt hcpntocylcs. 1'his long time lupsc wns prc
sumnbly rcquircd for incrcnscd synthcsis oncVor dc
crcnscd brcnkdown, in ordcr far thc cnzymc n01ount 
to rcnch control lcvcls. Thcsc resulta contrnst with a 
prcvious rcport by Turoni nnd Roscnbcrg (18), who 
did not find n dccrcnscd nmount of apo-aPCC in thc 
buffnlo rnt livcr CBHL) 3A ccll linc. Howcvcr, thcrc 
nrc wcll-known diffcrcnccs bctwccn pennnncnt cell 
linea nnd primnry ccll cultures thnt muy uccount for 
this dissimilnrity. MCC bchnvcd similnrly to PCC 
with rcspcct to in vivo nnd in vilro biotinylntion, 
nlthough wc did not mensure its nctivity in thc bio
tin-supplcrncntcd cultures. 

Thcrc nrc incrcnsing cxnmplcs ofvitamins modu
lnting the trnnscriptionol pnttcms of scluctcd genes 
in highcr organisms, such as vitamin D (31,32), ret
ino) nnd rctinoic ncid (33-35), nnd folntc (36). To 
explore whcthcr such modulntion wus thc mcchn
nism far thc rcduction of PCC mnss during bfotin 
dcficicncy, wc comparcd its mRNAs lcvcls to lhosc of 
PC. No diffcrcnccs in thcir umount.s werc obscrvcd 
bctwccn dcficicnt nnd control livcrs. Thcrcforc, thc 
rcduction in PCC mnss is likcly lo havc beco post
trnnscripLionnlly mcdinlcd. Diotin-frcc upo aPCC 
(and aMCC) might be more pronc to dcgrndntion 
thnn lhcir holo, biolin-contnining forms, us occurs 
with othcr npocnzymcs ( 16). Altcrnnlivcly, biotin 
dcficicncy mny reduce thc synlhcsis of PCC nnd 
MCC cornparcd to thnt of PC. 

To our knowlcdgc, thc lime of incrcnscd urinnry 
cxcrctiun of3·hydroxyisovnlcric ncid (3-llJV), u wcll
known nmrkcr of biotin dcficicncy (37) dcrivcd from 
thc Jcucinc cntnbolic pnthwny, hnd not bccn prcvi
ously studicd in rclntion to thc kinclics of dccrcnsc 
in cnrboxylnses nctivilics nnd to thc onsct of dcfi
citmcy symptoms. IL is intcrcsting lhnt 3-lUV is 
nbnormolly cxcrctcd (nnd nccumulntcd) much car-

Jicr lhnn subslantinl hcpntic cnzymc or phcnotypic 
cluingcs. lf this nccumulntion is indccd thc conRc
qucncc of mctnbolic blocks causcd by biotin dcfi· 
ciency, it mcnns lhnt othcr biotin-dcpcndcnt rcnc
tiom;¡ are rnlc-limilcd befare bolh 'thc Jivcr PCC 
controllcd stcp';_nnd thosc whosc blo'cks ore criticnl 
for thc dcficicncy mnnifcst.ntions. 

Thia is thc first time thnt u diffürcnliul cífoct of 
biotin on thc cxprnssion of mitochondrial carbox· 
ylnscs has bccn obscrvcd. Our rcsult.s suggcst Lhnt 
biotin rcgulutcs thc cxprcssion of lhc cntaholic cnr
boxylnscs CPCC nnd MCC), thnt this rei;ulntion oc
curs nt thc posllrnnscriptionnl lcvcl, and lhnt pyru. 
vate curboxylnsc, n kcy cnzymc for gluconcogcncsis, 
Krcbs cyclc nnaplcrosis, nnd fntty ncid synthcsis, is 
spnrcd of this control. 
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