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RESUMEN 
 
La piruvato carboxilasa (PC) es un miembro de la familia de enzimas 

dependientes de biotina que cataliza la carboxilación del piruvato para formar 

oxaloacetato. En mamíferos la PC tiene un papel importante en 

gluconeogénesis, lipogénesis, síntesis de neurotransmisores y en la secreción 

de insulina. La deficiencia de biotina ocasiona una disminución en la actividad 

y la concentración intracelular de la PC y de otras carboxilasas dependientes de 

biotina. Para determinar el mecanismo por el cual disminuye la masa de la PC 

hepática en condiciones de deficiencia, determinamos la velocidad de síntesis y 

de degradación de la PC en cultivos primarios de hepatocitos, obtenidos a partir 

de ratas alimentadas con una dieta deficiente de biotina de seis a siete 

semanas. El recambio de la PC se determinó mediante experimentos de    

pulso-caza con un período de pulso de 48 h y un periodo de caza de 48 h con 

intervalos de 6 h. Los resultados indican que la deficiencia de biotina 

disminuye 4.5 veces la velocidad de síntesis de la PC y que aumenta 4.6 veces 

la velocidad de degradación. Este efecto dual que tiene la biotina sobre el 

recambio de la PC hepática explica la disminución de su concentración 

intracelular y probablemente la disminución de otras carboxilasas dependientes 

de biotina.  
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ABSTRACT 
 
Pyruvate carboxylase (PC) is a member of the biotin-dependent enzyme family; 

it catalyses the carboxylation from pyruvate to oxaloacetate. In mammals, PC 

plays a crucial role in gluconeogenesis, lipogenesis, synthesis of 

neurotransmitters and insulin secretion. The biotin deficiency induces a 

decrease in enzymatic activity and intracellular concentration of PC and other 

biotin-dependent carboxylases. In order to determine the mechanism by which 

hepatic PC levels decrease under biotin deficiency conditions, we determined 

the rates of synthesis and degradation of PC in primary cultures of hepatocytes 

obtained from rats fed a biotin deficient diet for six to seven weeks. PC turnover 

was determined by pulse-chase experiments with a pulse of 48 h and a period 

of chase of 48 h with intervals of 6 h. Results indicate that synthesis rate of PC 

decreased 4.5 times under biotin deficiency conditions, while degradation rate 

was 5.1 times higher. This dual effect of biotin on hepatic PC turnover explains 

the reduction its intracellular concentration and probably the reduction of 

other biotin-dependent carboxylases. 
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ABREVIATURAS 
 
 
ACC    Acetil coenzima A carboxilasa  
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1 INTRODUCCIÓN  
 
El descubrimiento de la biotina se remonta a 1898 cuando F. Sternitz reportó 

que las lesiones en la piel de ratas alimentadas con huevos crudos 

desaparecían con un factor que llamó vitamina H (de Hautt, que en alemán 

significa piel) presente en el hígado y en las levaduras. Más tarde Wildiers 

observó que para desarrollarse en cultivo, las levaduras requerían de un factor 

“bios” que provenía del mosto de cerveza. Posteriormente se encontró que “bios” 

era una mezcla de tres compuestos; el bios I, más tarde identificado como 

mesoinositol, el bios IIA, conocido como ácido pantoténico, y el bios IIB, 

conocido como biotina (1). Este hallazgo condujo a la cristalización y 

determinación de la estructura de la biotina (Fig. 1) (2). 

 
Figura 1. Estructura de la biotina. La biotina es el ácido (+)-cis-hexahidro-2-oxo-1H-tieno-3,4-
imidazol-4-valérico y se encuentra compuesta por un anillo ureido que contiene un átomo de 
azufre y una cadena lateral de ácido valérico. Tomado de Goodman (3). 
 

1.1 Biosíntesis de la biotina 

 
Los primeros estudios sobre la síntesis de la biotina demostraron que en 

Corynebacterium diptheriae la biotina puede ser remplazada por el ácido 

pimélico (4) y que éste estimula la síntesis de biotina en Aspergillus. En la 

actualidad se ha demostrado que la biosíntesis de la biotina en Escherichia coli, 

Bacillus subtilis, y Bacillus sphaericus sólo difiere en el primer paso de la ruta 

(Fig. 2). B. subtilis y B. sphaericus sintetizan pimeloil-CoA a partir de ácido 
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pimélico, mientras que en E. coli es sintetizado a partir de L-alanina y/o 

acetato, vía acetil CoA (Fig. 2). Los mamíferos no biosintetizan biotina, por lo 

que deben adquirirla a través de la dieta.  

Figura 2. Biosíntesis de biotina en bacterias. La ruta biosintética es similar en los 
microorganismos, sólo difieren en la síntesis de pimeloil CoA. Bacillus utilizan la      pimeloil-
CoA sintetasa para sintetizar pimeloil-CoA a partir de ácido pimélico. En E. coli, pimeloil-CoA es 
sintetizado a partir de L-alanina y/o acetato vía acetil CoA. Modificado a partir de Ifuku (5). 
 

1.2     Distribución de la biotina 

 
La biotina se encuentra distribuida en forma libre en la leche,  frutas, yema de 

huevo y vegetales; también se encuentra unida a proteínas en tejidos animales 

como riñón e hígado y en cereales (6).  

 

1.3 Absorción y transporte 

 
La absorción intestinal de biotina es regulada por un sistema dependiente de 

calmodulina (7). La activación de la proteína cinasa C inhibe la absorción de 

biotina, mientras que la inhibición de esta cinasa estimula su absorción en 

células Caco-2. Este efecto de la proteína cinasa C es mediado por alteraciones 

en la actividad o abundancia de los transportadores de biotina.  
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El transportador de biotina en células de mamífero transporta ácido 

pantoténico y ácido lipoico con afinidad similar a la de la biotina, por lo que ha 

sido nombrado transportador multivitamínico dependiente de sodio (SMVT) (8, 

9). Existe un segundo transportador de biotina: el transportador de 

monocarboxilatos 1 (MTC1) que participa en el transporte de biotina en 

linfocitos humanos (10, 11). La contribución del MCT1 y SMVT en el transporte 

de biotina no ha sido establecida; sin embargo se han encontrado nueve 

secuencias relacionadas a MTC en el genoma humano (11) que se conjetura son 

tejido específicas como las cuatro variantes del SMVT encontradas en rata (9). 

Cuando la concentración de biotina es alta (> 2.6 nM), la difusión pasiva toma 

importancia y excede el flujo mediado por el transportador. La toma de biotina 

por difusión pasiva y por el transportador contribuyen a la eficiente captación 

de biotina observada en mamíferos.  

 

Los mamíferos son incapaces de disociar el doble anillo de la biotina; en 

consecuencia, aproximadamente la mitad de la biotina se secreta en forma 

inalterada y la otra mitad en forma de sus metabolitos: bis-norbiotina y los 

sulfóxidos D y L de la biotina. La excreción se realiza principalmente a través de 

la orina (12). 

 

1.4     Carboxilasas dependientes de biotina  

 
La biotina interviene como grupo prostético en el metabolismo celular, 

concretamente en las reacciones de carboxilación (13). En mamíferos se han 

descrito cuatro carboxilasas dependientes de biotina: la β-Metilcrotonil 

Coenzima A carboxilasa (MCC), dos isoformas de Acetil Coenzima A carboxilasa 

(ACC1 y ACC2), la Propionil Coenzima A carboxilasa (PCC) y la Piruvato 

carboxilasa (PC). La ACC es una enzima citosólica, mientras que las otras 

cuatro se encuentran localizadas en la matriz mitocondrial (14).  
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La MCC participa en el catabolismo de la leucina convirtiendo el               

3-metilcrotonil CoA a 3-metilglutaconil CoA. La MCC es una enzima compuesta 

de seis protómeros, que a su vez están compuestos por una subunidad α de 62 

kDa y una subunidad β de 73.5 kDa donde se encuentra el sitio de unión a 

biotina. La deficiencia de MCC origina un incremento en la excreción de ácido 

3-hidroxiisovalérico en orina, por lo que este metabolito ha sido utilizado como 

marcador de deficiencia de biotina (15). 

 

La ACC es una enzima clave para el metabolismo de los ácidos grasos, 

catalizando la carboxilación de acetil CoA para formar malonil CoA, precursor 

en la síntesis y elongación de ácidos grasos. En mamíferos se conocen dos 

isoenzimas, la ACC1 de 265 kDa y la ACC2 de 280 kDa, que se expresan 

predominantemente en corazón y en músculo esquelético. En tejidos 

lipogénicos, ACC1 provee de malonil CoA para la síntesis de ácidos grasos, 

mientras que ACC2 produce malonil-CoA para inhibir la importación de 

acilcarnitina a la mitocondria y así restringir la β-oxidación. También se le ha 

relacionado con el almacenamiento celular de biotina (16, 17). Esta enzima tiene 

una estructura compleja que está sujeta a regulación alostérica por citrato, y 

puede encontrarse en estado monomérico o polimérico, siendo este último el 

estado activo de la enzima que se ve afectado por fosforilación (18). 

 

La PCC cataliza la conversión de propionil-CoA a metilmalonil-CoA en la 

degradación de los ácidos grasos de cadena impar y el colesterol, así como en el 

catabolismo de los aminoácidos treonina, metionina, valina e isoleucina. La 

enzima nativa es un hexámero de protómeros compuestos por 2 subunidades, 

la subunidad ∝ de 750 kDa y la subunidad β de 56 kDa. La biotina se une a la 

subunidad mayor, por lo que cada mol de enzima tiene 6 moles de biotina (19, 

20). Alteraciones en la actividad de la PCC dan origen a la acidemia propiónica 

(21).  
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La PC cataliza la conversión del piruvato a oxaloacetato por lo que tiene un 

papel indispensable en la gluconeogénesis en riñón e hígado, mientras que en 

cerebro participa en la anaplerosis del ciclo de Krebs donde el oxaloacetato 

actúa como precursor para la síntesis de neurotransmisores como glutamato y 

γ-aminobutirato. Además, el oxaloacetato es la fuente de citrato citosólico 

utilizado para formar malonil-CoA y ácidos grasos (Fig.3). La enzima activa se 

encuentra formada por cuatro subunidades idénticas de 30 kDa que poseen un 

sitio de unión a biotina y es regulada alostéricamente por acetil-CoA (22, 23). La 

deficiencia de PC es un desorden autosómico recesivo de baja incidencia 

(1:250000) que se divide en tres tipos de acuerdo a su gravedad. La tipo A, que 

es la forma menos agresiva de la deficiencia, presenta episodios poco frecuentes 

de acidosis, la tipo B presenta retraso mental, y la deficiencia tipo C, que es la 

forma letal de la enfermedad, ocasiona la muerte a  los 3 meses de vida (24).  

 
Figura 3. Carboxilasas dependientes de biotina en el metabolismo celular. Los bloques 
rectangulares indican la participación de las enzimas. βMCC, metilcrotonil CoA carboxilasa; 
PCC, propionil CoA carboxilasa; PC, piruvato carboxilasa; ACC, acetil CoA carboxilasa (25). 
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1.5 Ciclo de la biotina 

 
Aunque la biotina se encuentra ampliamente distribuida en los nutrimentos, su 

concentración es muy baja comparada con la de otras vitaminas. Para disponer 

de suficiente biotina que cubra los requerimientos celulares, los mamíferos han 

desarrollado un ciclo eficiente de reciclaje de biotina para garantizar el 

suministro y utilización de esta vitamina (Fig.4) (26).   

 
Figura 4. Ciclo de la biotina. Las enzimas relacionadas con este ciclo son la holocarboxilasa 
sintetasa (HCS) que une la biotina a las apocarboxilasas y la biotinidasa que libera la biotina de 
la biocitina para generar el ciclo de la biotina (26). 
 

Las carboxilasas dependientes de biotina se sintetizan como apocarboxilasas y 

se activan sólo cuando la biotina está unida covalentemente a un residuo de 

lisina localizado en el extremo ε-amino de la apocarboxilasa y entonces es 
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llamada holocarboxilasa. La biotinilación es un proceso extremadamente 

selectivo que es catalizado por la holocarboxilasa sintetasa (HCS) en mamíferos 

(27), BirA en procariontes y biotina proteína ligasa (BPL) en eucariontes 

unicelulares.  

 

El residuo de lisina que se biotinila en las apocarboxilasas se encuentra en el 

motivo Ala-Val-Met-Lys-Met, conservado en todos los sitios de unión a biotina 

(28); este motivo se encuentra dentro de un dominio que funciona como sustrato 

para la HCS. El reconocimiento de este dominio depende de la posición exacta 

del residuo de lisina así como de la localización espacial de los aminoácidos que 

lo rodean. El cambio en una posición de la lisina en la PC de levadura bloquea 

la biotinilación (29), mientras que en Plethodon shermanii substituciones 

constitutivas en los aminoácidos que rodean el residuo de lisina modifican la 

reacción de carboxilación, pero no son esenciales para el reconocimiento por 

BPL (30). 

 

La biotinilación se lleva a cabo en dos pasos. En el primer paso (Eq.1) se forma 

un intermediario de alta energía, el biotinil-AMP, a partir de biotina, ATP y 

Mg+2; en el segundo paso (Eq.2) se da origen a la holocarboxilasa mediante la 

transferencia del grupo biotinilo a la apocarboxilasa. 

 

Eq.1            d-biotina + ATP                            d -biotinil-5’-AMP + ppi 

Eq.2            d- biotinil-5’-AMP + APOC∗                        HOLOC∗∗ + AMP 

 

La hidrólisis del enlace biotina-lisina requiere de la acción de la biotinidasa que 

libera la biotina para su posterior reciclamiento (Fig. 5). Esta enzima también 

se requiere para el aprovechamiento de la biotina proveniente de la dieta, 

 7

                                       
∗ Apocarboxilasa (inactiva)  
∗∗ Holocarboxilasa (activa) 



debido a que esta vitamina generalmente se encuentra unida a proteínas (31, 

32). Recientemente, Ballard y colaboradores propusieron que el rompimiento de 

la biocitina por la biotinidasa conduce a la formación de biotinil-tioéster y que a 

partir de este metabolito el grupo biotinil es transferido al extremo ε-amino de 

la lisina de histonas, por lo que se ha sugerido que la biotinidasa cataliza la 

biotinilación y des-biotinilación de histonas (33). 

 
Figura 5. Estructura de la biocitina. La flecha indica la unión covalente de la biotina  al 
extremo ε-amino del residuo de lisina de la apocarboxilasa. 
 
 
1.6 Deficiencia de biotina 

 
Se ha observado deficiencia de biotina en pacientes que reciben alimentación 

parenteral durante varios años (34, 35). No es habitual la deficiencia en una 

dieta equilibrada, aunque se incrementa el riesgo de carencia en el caso de 

tratamientos de larga duración con antibióticos (36). La ingesta habitual o 

exagerada de alcohol reduce su absorción (37). Estudios en ratas han 

comprobado que la biotina es indispensable para el buen funcionamiento del 

sistema inmune; ya que reduce la producción de anticuerpos, reactividad 

inmunológica y la diferenciación específica de linfocitos T (9, 38). En humanos se 

ha reportado que una tercera parte de niños con desnutrición energético 

proteica grave (DEP) presentan deficiencia de biotina (39) aunado a que 

disminuye la actividad de PCC (40). 
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Se ha demostrado que en la deficiencia de biotina existe una disminución de la 

concentración intracelular y la actividad específica de la PC, PCC, βMCC, ACC1 

y ACC2 en tejidos obtenidos a partir de ratas deficientes de esta vitamina (41). 

 

1.7 Regulación de la expresión genética por biotina 

 

La biotina modifica la expresión de genes relacionados con su función de grupo 

prostético, como la HCS (42), y de diversas proteínas que no tienen que ver con 

su función clásica de cofactor, como la glucocinasa (43, 44), la fosfoenolpiruvato 

carboxicinasa (45), el receptor de asialoglicoproteínas (46) y la ornitina 

transcarbamilasa (47). 

 

Se ha propuesto que el biotinil-AMP tiene un papel esencial en la regulación de 

la expresión genética (48). De acuerdo con este modelo, el biotinil-AMP activa a 

la guanilato ciclasa soluble por un mecanismo aún desconocido; esta activación 

incrementa la síntesis de guanosin monofosfato cíclico (cGMP), que a su vez 

estimula a la proteína cinasa G, dando como resultado la activación de 

proteínas que incrementan la transcripción de los genes que codifican para la 

HCS y otras proteínas. Consistente con este modelo, la adición de biotina a 

cultivos deficientes incrementa la actividad de la guanilato ciclasa en 

fibroblastos y células HeLa (18). 

 

Recientemente, se demostró que la deficiencia de biotina altera la señalización 

celular y la remodelación de la cromatina. Estudios realizados en linfocitos y en 

células de hepatocarcinoma humano (HepG2) demostraron que más de 2000 

genes humanos dependen de biotina para su expresión  (49, 50); entre estos 

genes, se encuentran proteínas que participan en la remodelación de la 

cromatina. Consistente con este hallazgo, se han encontrado cinco residuos de 

lisina en histonas humanas que son blanco de biotinilación (51, 52). Se ha 
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demostrado que los fibroblastos de pacientes con deficiencia de HCS presentan 

una deficiente biotinilación de histonas (53). Asimismo, estudios realizados en 

PBMC aportan evidencia de que la biotinilación de histonas se incrementa en la 

primera fase del ciclo celular (G1) y así permanece durante las siguientes fases 

(S, G2 y M) con respecto a los controles quiescentes (54), por lo que la 

biotinilación de histonas se asocia con la proliferación celular. Por otro lado, 

estudios realizados en células Jurkat (línea celular derivada de linfoma 

humano) mostraron que la deficiencia de biotina incrementa la actividad de 

unión del NF-kB al DNA (55). Estos resultados aportan evidencia de que la 

biotinilación de histonas interviene en el silenciamiento genético, la apoptosis y 

la sobrevivencia celular. 

 

1.8 Recambio proteico  

 
Anteriormente los componentes del cuerpo eran considerados como 

constituyentes estables que estaban sujetos a pequeñas modificaciones, 

mientras que las proteínas obtenidas a partir de la dieta tenían la función de 

proveer energía, actuando como entidades separadas, independientemente de 

las proteínas estructurales del cuerpo. Este concepto fue cambiado por Rudolf 

Scheonheimer, quien demostró que las proteínas corporales están 

continuamente sintetizándose y degradándose (56).  

 

El proceso de recambio se ve influenciado por factores que incrementan o 

disminuyen la síntesis, la degradación o ambas, eventos que determinan la vida 

media de las proteínas. La vida media de las proteínas varía desde pocos 

segundos hasta varias horas, o incluso días, en los eucariontes. No obstante, 

existen proteínas como la hemoglobina, que pueden durar toda la vida del 

eritrocito (~110 días). 
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Diversas condiciones fisiológicas inciden sobre el recambio de las enzimas: 

éstas incluyen alteraciones hormonales (57, 58), disponibilidad de sustratos (59) 

y el estado nutricional (60, 61). Otro factor que repercute sobre la vida media de 

las enzimas, es el factor estructural. Durante el proceso de síntesis de una 

proteína, frecuentemente se introducen aminoácidos incorrectos que dan origen 

a enzimas defectuosas destinadas a la degradación. Un estudio en líneas 

celulares derivadas de fibroblastos humanos con la mutación puntual Ala610→ 

Thr asociada a la deficiencia de piruvato carboxilasa tipo A, demostró que la 

disminución en la concentración y en la actividad de la proteína mutada origina 

una importación mitocondrial deficiente y probablemente un incremento en la 

velocidad de degradación de la enzima mutante (62).  

 

Además, los cofactores o grupos prostéticos tienen un papel importante en el 

recambio de las enzimas, protegiéndolas de la desnaturalización y la 

degradación proteolítica. Este es el caso de la acetil-CoA carboxilasa (ACC) de E. 

coli, en la que se ha demostrado que la unión de biotina le brinda mayor 

estabilidad en comparación con su forma de apocarboxilasa (carente de 

actividad enzimática) (63).  

 

1.8 Síntesis y degradación de la piruvato carboxilasa 

 
La vida media de la PC varia de acuerdo a cada tejido celular u organismo 

estudiado. Estudios realizados en hígado de rata demostraron que esta enzima 

tiene una vida media de 4.6 días, la cual esta ligeramente por arriba de la vida 

media promedio que presentan las proteínas mitocondriales (3.8 días) (64). Sin 

embargo, en adipocitos de ratón 3T3-L1 la PC tiene una vida media corta, de 

1.2 a 1.4 días (65). 
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La regulación a corto plazo de la actividad de la PC en tejidos animales ocurre a 

través de cambios en la concentración de sustrato, particularmente piruvato, a 

través de la inhibición por ADP, o a través de acetil-CoA, su activador alostérico 

(66). Estudios realizados en hígado de ratas demostraron que la regulación a 

largo plazo ocurre a través de la concentración intracelular de la enzima. La 

cantidad de PC aumenta hasta 3 veces, dependiendo del estado tiroideo (67); 

además, la cantidad de proteína enzimática se incrementa al doble en diabetes 

experimental (68). En ambos casos, los cambios en el contenido enzimático 

están mediados por cambios en la velocidad de síntesis con un mínimo efecto 

sobre la velocidad de degradación. 

 

La PC en células 3T3-L1 también es regulada por cambios en la concentración 

intracelular de la enzima, aunque no se ha logrado esclarecer si el incremento 

en la síntesis de la PC se debe directamente a la inducción por insulina o por el 

proceso de diferenciación que caracteriza a esta línea celular (69). 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Tomando en cuenta que en la deficiencia de biotina disminuye no sólo la actividad sino 
también la concentración intracelular de la piruvato carboxilasa y de otras carboxilasas 
dependientes de biotina, nos interesamos en esclarecer el mecanismo por el cual en la 
deficiencia de biotina se observa una disminución en la cantidad de proteína. 



3. HIPÓTESIS 
 

La deficiencia de biotina afecta el recambio de la piruvato carboxilasa hepática. 
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4. OBJETIVOS 
 

OBJETIVO GENERAL 

 
Determinar el efecto de la deficiencia de biotina sobre la velocidad de síntesis y 

degradación de la piruvato carboxilasa en cultivos primarios de hepatocitos de 

rata. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
1. Obtener el modelo experimental de deficiencia de biotina. 

2. Establecer las condiciones de los cultivos primarios de hepatocitos. 

3. Validar la técnica de inmunoprecipitación. 

4. Establecer y validar la técnica de pulso-caza. 

5. Determinar la velocidad de síntesis de la  piruvato carboxilasa. 

6. Determinar la velocidad de degradación de la piruvato carboxilasa.  
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5. METODOLOGÍA 
 

5.1 Modelo animal de deficiencia de biotina 

 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar recién destetadas (21 días), con un 

peso de ∼50 g que fueron alimentadas con dieta normal durante una semana. 

Posteriormente fueron divididas en dos grupos: ratas control, alimentadas con 

dieta estándar, y ratas deficientes, alimentadas con una dieta carente de 

biotina y enriquecida con 0.5 g de avidina/Kg (TD.81079, ICN Nutritional 

Biochemicals, Cleveland, USA). Las ratas fueron mantenidas en jaulas 

individuales y en condiciones estrictamente controladas de luz – oscuridad de 

12 h x 12 h, con libre acceso al agua durante 6 a 7 semanas. Como indicadores 

de la deficiencia de biotina se determinaron la actividad de la propionil CoA 

carboxilasa en hígado y la concentración del ácido 3-hidroxiisovalérico en orina, 

mediante cromatografía de gases acoplada a espectrofotometría de masas. Las 

muestras de orina se colectaron durante 12 h en jaulas metabólicas.  

 

5.2  Obtención de hepatocitos de ratas control y deficientes de biotina 

  

A partir de hígados de ratas deficientes de biotina, se obtuvieron cultivos 

primarios de hepatocitos por perfusión anterógrada (70). Una vez anestesiada la 

rata, se colocaron dos hilos por debajo de la vena porta, un hilo sencillo que se 

anudó para cerrar la circulación sanguínea, y un hilo doble que después de 

canular la vena porta sirve para fijar la cánula a la vena (Fig. 6). El hígado fue 

perfundido con la solución Krebs Ringer (K-R) sin Ca2+ durante 5 min y 

posteriormente fue digerido durante 20 min con 3500 U de colagenasa tipo IV 

en K-R con Ca2+. Finalmente, el hígado fue disgregado cuidadosamente con 

ayuda de una espátula de teflón. La suspensión celular se sometió a un 

gradiente de Percoll para descartar células muertas. Finalmente el botón 
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celular se resuspendió en medio de adhesión. Todas las soluciones fueron 

mantenidas a 37 ºC y con burbujeo constante de CO2-O2 (5 %-95 %). 
 

B) A)                                                    

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Fig. 6 Técnica empleada para la obtención de hepatocitos de rata. A) Perfusión anterógrada 
en la cual las soluciones entran a través  de la vena porta y salen por la vena cava superior, 
permitiendo la irrigación de los lóbulos hepáticos. B) Equipo utilizado en la perfusión del hígado 
de rata: (a) Esfera donde se coloca la solución de lavado (K-R sin Ca2+),  (b) Cono donde se 
coloca la solución de digestión (K-R con Ca2+ y colagenasa IV) y (c) Embudo en el cual se coloca 
el hígado. 
 

5.3 Cultivo primario de hepatocitos 

 

Los hepatocitos obtenidos a partir de hígados de ratas controles y deficientes en 

biotina se sembraron (2.5×105 células) en cajas de 60 mm de diámetro 

previamente cubiertas con 10 µg de colágena/cm2. Las células se mantuvieron 

en el medio de adhesión durante 2 h en una atmósfera con 5 % de CO2 a 37 ºC. 

La viabilidad celular se determinó mediante exclusión de azul de tripano. Como 

indicador del estado metabólico celular se determinó la actividad de la lactato 

deshidrogenasa (LDH) según el método de Bergmeyer (71). Este método consiste 

en registrar la disminución de la absorbencia de la muestra debida a la 

oxidación del NADH a 340 nm durante 5 min. La actividad fue determinada a 

25 ºC y se expresa en U/ml de acuerdo a la siguiente fórmula:  

(Promedio de ∆A340/min) x 10 000 = Unidades/ml de homogenado 
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∆A340/min = Promedio del cambio de absorbancia durante 5 min.  

Una unidad es definida como la cantidad de enzima que cataliza la 

transformación de un µmol de sustrato por minuto. 

 

5.4 Condiciones de cultivo 

 
Se utilizaron 3 concentraciones de metionina: 2, 20 y 200 µM para determinar 

en cual de ellas los hepatocitos no perdiesen sus características específicas, 

tales como su forma y la actividad de LDH. Estas concentraciones se escogieron 

con base en la concentración de metionina radiactiva a la que estarían 

expuestos los hepatocitos en el período de pulso y la concentración de este 

aminoácido en los medios de cultivo.  

 

5.5 Especificidad del anticuerpo anti-piruvato carboxilasa (anti-PC) 

 

Para determinar la especificidad del anticuerpo anti-PC donado por el Dr. Janos 

Zempleni (Universidad de Nebraska, U.S.A) se llevó a cabo la separación de la 

enzima mediante electroforesis en geles al 10 % de poliacrilamida en presencia 

de SDS y en condiciones reductoras. Posteriormente los geles obtenidos se 

electrotransfirieron a membranas de nitrocelulosa durante 15 min a 20 voltios. 

Para evidenciar las bandas que reconoce el anticuerpo, las membranas se 

incubaron con el anticuerpo anti-PC a una concentración de 1:1 000 durante 1 

h a 25 °C, transcurrido este tiempo, las membranas se incubaron con el 

anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa a una concentración de  1: 10 

000 durante 45 min a 25 °C. Finalmente las bandas se revelaron por 

quimioluminicencia. Para verificar si el anticuerpo reconoce a la holo-PC, se 

realizó un blot de estreptavidina, ya que esta enzima tiene una alta afinidad por 

la biotina (Kd =10-15). Después de la electrotransferencia de los geles, las 

membranas obtenidas se incubaron con 5 µl de estreptavidina acoplada a 
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fosfatasa alcalina durante 2 h, transcurrido este tiempo, las membranas se 

incubaron con los sustratos de la enzima para finalmente identificar las 

proteínas biotiniladas.  

 

5.6 Inmunoprecipitación  

 

Para determinar la concentración necesaria del anticuerpo para realizar la 

inmunoprecipitación, se determinó la actividad de la PC en alícuotas de   100 

µg de proteína total a partir de un homogenado completo y de muestras 

sometidas a inmunoprecipitación con 5, 10 y 15 µl de anticuerpo. Alícuotas de 

25 µl fueron incubadas a 30 ºC durante 30 min en 100 µl de amortiguador de 

reacción bajo condiciones de velocidad inicial (10 veces la km de los sustratos). 

La reacción se detuvo adicionando 100 µl de ácido tricloroácetico al 20 %. 

Posteriormente las muestras se centrifugaron a   1200 rpm durante 15 min y el 

sobrenadante se recuperó. Para eliminar los residuos volátiles las muestras se 

incubaron a 60 ºC durante 4 h. El residuo de la incubación se resuspendió en 

500 µl de H2Od y 5 ml de líquido de centelleo. Finalmente se determino la 

incorporación de NaH14CO3 en un contador de centelleo líquido. Para cada 

reacción se corrió un blanco sin sustrato de acuerdo al método de Suormala 

(72). La actividad específica se expresó como nmol C02 fijado · min-1 · mg 

proteína-1 utilizando la siguiente fórmula: 
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5.7 Marcaje metabólico (pulso-caza) 

 

Para determinar la velocidad de síntesis de la PC los hepatocitos deficientes y 

controles se sembraron en cajas de 60 mm de diámetro a una densidad de 

2.5X105 células /cm2. Los cultivos celulares se incubaron con medio de pulso 

conteniendo 187 µCi de 35S-metionina /ml a 37 ºC con una atmósfera de 5 % 

de CO2 durante 96 h tomando muestras a las 0, 1, 2, 4, 6, 12, 24, 36, 48, 72 y 

96 h. En cada toma de muestra se recuperaron 3 cajas de cultivo. 

 

Para determinar la velocidad de degradación, se determinó el decaimiento de la 

radiactividad a las 0, 3, 6, 12, 24 y 48 h después de adicionar 3 ml de medio de 

caza para los cultivos controles y 0, 1, 1.5 y 2 h para los hepatocitos deficientes 

de biotina. Terminado el tiempo de caza, las células fueron recuperadas 

mediante raspado con ayuda de un gendarme de teflón (rubber policeman); el 

botón celular se resuspendió en 200 µl de amortiguador de lisis. Los lisados 

celulares se centrifugaron a 14000 rpm durante 30 min a 4 °C; los 

sobrenadantes fueron conservados a  –70 °C, no más de 24 h antes de usarse.  

 

Posteriormente 200 µl del homogenado se incubaron con 25 µl de proteína G-

sefarosa y 15 µl del anticuerpo anti-PC durante 12 h a 4 ºC. Terminada la 

incubación, el complejo PC-antiPC-proteína G se colectó centrifugando a 12000 

rpm durante 2 min y se lavó con 1 ml de PBS-Tritón X-100 al 0.5 % y 

posteriormente con 1 ml de PBS-Tritón X-100 al 0.05 %. El botón se 

resuspendió en 40 µl de amortiguador de carga conteniendo 20 % de               

β-mercaptoetanol, las muestras se incubaron a 80 °C durante 10 min y se 

corrió el sobrenadante en geles de poliacrilamida al 12 % (1.5 mm). Una vez 

terminada la electroforesis, los geles se deshidrataron por 1 h en un secador de 

geles (BIO-RAD). El gel se expuso con una placa de autorradiografía por 2 días 

a  –70 °C. El patrón de bandas se analizó con el densitómetro TIFON.  
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6 RESULTADOS  
 

6.1     ESTANDARIZACIÓN 

 

6.1.1     Modelo animal de deficiencia de biotina 

 

Para evaluar el grado de deficiencia de biotina se consideró la aparición de las 

características fenotípicas propias de este padecimiento. Las ratas alimentadas 

con una dieta carente de biotina (0.5 g de avidina /Kg de alimento) presentaron 

claros signos de deficiencia de biotina, incluyendo alopecia, conjuntivitis 

periorificial y retraso en el crecimiento (Fig. 7). 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7. Características fenotípicas de la deficiencia de biotina. Rata control (izquierda) y 
rata deficiente (derecha). Se muestra la presencia de alopecia y bajo peso en la rata alimentada 
durante 6 semanas con dieta deficiente de biotina y suplementada con 0.5 g de avidina /Kg de 
alimento. 
 

La pérdida de peso se presentó a partir de la semana cinco, tiempo en el cual 

las ratas deficientes pesaron 50 g menos que las ratas controles. El retraso en 

el crecimiento es claro en las semanas 5-10 debido a que las ratas deficientes 

de biotina no aumentan visiblemente de talla ni de masa corporal (peso) en 

comparación con las ratas controles que en la semana diez pesaron 325 g. La 

acidemia ocasionada por la deficiencia de biotina es demasiado agresiva en la 
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semana once, a este tiempo las ratas deficientes de biotina empiezan a morir 

(Fig. 8). Para los experimentos ulteriores se utilizaron ratas de seis a siete 

semanas de deficiencia de biotina; a este tiempo los fenómenos que se observan 

se deben exclusivamente a la deficiencia de biotina y no a las complicaciones 

 

Fig.8. Efecto de la deficiencia de 

mortales de este padecimiento. 

biotina sobre el peso de las ratas. El retraso en el 
recimiento se aprecia a partir de la semana 5. Los valores representan la media ± SD (n =6). 

La deficiencia de biotina se demostró bioquímicamente a través de la excreción 

(Fig. 9), como se había reportado anteriormente (41).  

c
 

urinaria del ácido 3-hidroxiisovalérico (3-HV), marcador de deficiencia de esta 

vitamina. Se encontró que su excreción incrementa conforme al tiempo de 

tratamiento, lo que demuestra el grado de deficiencia de esta vitamina. Este 

metabolito se acumula debido a que la actividad de la MCC está disminuida, 

por ello se puede observar que el ácido 3-HV incrementa desde 8 nmoles /nmol 

de creatinina en la semana cero hasta 45.8 nmoles /nmol de creatinina en la 

semana número diez de tratamiento. Como un control del estado de deficiencia 

de biotina se determinó la actividad de la PCC. Las ratas con 6 semanas de 

tratamiento presentaron una actividad del 43.5 % respecto a las ratas control 
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Fig. 9. Cambios en la actividad  de la PCC y en la excreción del ácido 3-HV durante 
deficiencia de biotina. Las líneas representan la actividad de la propionil-CoA carboxilasa 

citos deficientes, relativo a su control (1861.1 ± 93.1 nmol C02 fijado · min-1

la 
de 

hepato  · mg 
rico 

durante el período e

epatocitos, se d s 2, 4, 6, 8 

 
Fig. 10. Disminución de la masa de la holo-PC debido a la deficiencia de biotina. MP, 
marcador de peso molecular, C, alícuota de 100 µg de proteína total de hepatocitos control, D2, 
D4, D6, D8 Y D10, corresponden a muestras de 100 µg de proteína total provenientes de 
hepatocitos con 2, 4, 6, 8 y 10 semanas de deficiencia de biotina. 

proteína-1). Barras verticales representan la excreción urinaria del ácido 3-Hidroxiisovalé
xperimental. Los valores representan la media ± SD (n =2).

eterminó la concentración intracelular de la PC la

 
 

Para verificar que la disminución de la cantidad de la PC observada en hígado 

de ratas deficientes de biotina se reproduce en los cultivos primarios de 

a h

y 10 semanas de deficiencia de biotina. (Fig. 10). La concentración intracelular 

de HOLO-PC disminuyó conforme el tiempo de tratamiento, en la semana 6, la 

cantidad de PC disminuyó el 60 % como se había reportado (42). 
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6.1.2     Condiciones de cultivo 

 

Hepatocitos obtenidos a partir de ratas deficientes de biotina se cultivaron en 

medio de adhesión durante 2 horas y posteriormente se incubaron en medios 

con diferentes concentraciones de metionina. Se observó que los hepatocitos 

conservan su morfología característica así como sus niveles de actividad de la 

LDH (Tabla 1); asimismo, la disminución de la viabilidad está dentro del 

 estudio.  

intervalo reportado en este tipo celular (73). Lo anterior sugiere que los 

hepatocitos conservaron su viabilidad y especificidad en las condiciones 

empleadas durante el período de

 
 
 

viabilidad durante un período de 24 h. (**) Actividad de la LDH en un período de 24 h. U = 
e un µmol de sustrato por minuto. 

 

.1.3     Especificidad del ilasa (anti-PC) 

 

El anticuerpo utilizado en los experimentos de pulso-caza es un anticuerpo 

policlonal que reconoce a 4 bandas además de la PC, como se demostró por 

Western Blot (Fig. 11-A). La banda que se observa en quimioluminiscencia con 

un peso de ~130 kDa corresponde a la PC (Fig. 11-B). Por otro lado, utilizando 

munoprecipitada (Fig. 11-B). Sin embargo, este experimento permite 

rma de 

pocarboxilasa como en la de holocarboxilasa. 

 
Los hepatocitos se incubaron a 37 °C en una atmósfera con 5 % de CO2. (*) Porcentaje de 

Cantidad de enzima que cataliza la transformación d

Hepatocitos control Hepatocitos deficientes de biotina Concentración de 

metionina (µM) Viabilidad (%)* LDH(U/ml)** Viabilidad (%)* LDH(U/ml)** 

2 80 210 80 232 

Tabla 1. Condiciones de cultivo 

20 80 212 77 256 

200 80 208 79 247 

6 anticuerpo anti-piruvato carbox

5 µl del anticuerpo anti-PC para inmunoprecipitar 100 µg de proteína total no 

se logró inmunoprecipitar el 100 % de la PC contenida en la muestra control no 

in

demostrar que el anticuerpo anti-PC reconoce a la PC tanto en su fo

a
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µ g de proteína total   

PC 
PC 

Fig. 11. Especificidad del anticuerpo anti-PC.  A) Western Blot . Alícuotas de 50 y 100 µg de 
homogenado de hepatocitos fueron separadas en PAGE-SDS 10 %, transferidas a una 
membrana de nitrocelulosa y reveladas por quimioluminiscencia. MP, marcador de peso 
molecular. B) Blot de estreptavidina  marcador de peso molecular biotinilado, alícuota de 
100 µg sin inmunopreciptar (1) y alícuota de 100 µg sometida a inmunoprecipitación con 5 µl 
del anticuerpo anti-PC (2). La flecha indica la banda correspondiente a la PC. 
 

Para determinar la identidad de las otras bandas que reconoce el anticuerpo se 

realizó una búsqueda con la secuencia CYSEQDTQMHRQ que es el antígeno 

utilizado para producir el anticuerpo, en el genoma de rata. Los resultados 

indican que posiblemente se trate de la ubiquilina 1 (∼62.07 kDa), calmodulina 

dependiente de calcio (∼54.11 kDa), protocaderina 2 (∼48.06 kDa) y el precursor 

de integrina 1 (∼30.86 kDa).  

tilizando 15 µl del anticuerpo se reduce en un 95 % la actividad de la PC en el 

na  marcador de peso molecular biotinilado, alícuota de 
100 µg sin inmunopreciptar (1) y alícuota de 100 µg sometida a inmunoprecipitación con 5 µl 
del anticuerpo anti-PC (2). La flecha indica la banda correspondiente a la PC. 
 

Para determinar la identidad de las otras bandas que reconoce el anticuerpo se 

realizó una búsqueda con la secuencia CYSEQDTQMHRQ que es el antígeno 

utilizado para producir el anticuerpo, en el genoma de rata. Los resultados 

indican que posiblemente se trate de la ubiquilina 1 (∼62.07 kDa), calmodulina 

dependiente de calcio (∼54.11 kDa), protocaderina 2 (∼48.06 kDa) y el precursor 

de integrina 1 (∼30.86 kDa).  

tilizando 15 µl del anticuerpo se reduce en un 95 % la actividad de la PC en el 

. MP,. MP,

 

6.1.4 Inmunoprecipitación 

 

 

6.1.4 Inmunoprecipitación 

 

UU

sobrenadante de la inmunoprecipitación, por lo que en los experimentos de 

pulso-caza se utilizarán 15 µl del anticuerpo anti-PC (Fig. 12).  

sobrenadante de la inmunoprecipitación, por lo que en los experimentos de 

pulso-caza se utilizarán 15 µl del anticuerpo anti-PC (Fig. 12).  
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Fig. 12. Actividad de la PC en el sobrenadante de la 
 Alícuotas de 100 µg de proteína total de 

on con 5, 10 y 15 µl del anticuerpo anti-PC.
µl del sobrenadante de la inmunoprecipitación. La bar

tra control no inmunoprecipitada. Los valores repre

Marcaje metabólico (Pulso-caza) 

inmunoprecipitación con el 
anticuerpo anti-PC. hepatocitos control, se 
inmunoprecipitar  La actividad de PC fue 
determinada en 25 ra superior indica el 
valor de la mues sentan la media ± SD        
(n =2). 
 

6.1.5 
 

ad de síntesis y 

citos controles mientras que en los hepatocitos provenientes de ratas 

n  h (Fig. 13 y Fig. 14). Por ello, el tiempo 

e pulso utilizado para los experimentos de marcaje metabólico fue de 48 h 

Para conocer cómo la deficiencia de biotina modifica la velocid

degradación de la PC hepática, se estandarizó la técnica de pulso-caza. Para 

ello hepatocitos controles y deficientes de biotina se incubaron durante 96 h 

con 35S-metionina. La incorporación del isótopo se detectó a las 30 h para los 

epatoh

deficie tes de biotina se detectó a las 48

d

tanto para hepatocitos deficientes de biotina como para los hepatocitos control. 

Durante el periodo de estudio la actividad de la LDH de hepatocitos deficientes 

de biotina se incrementó conforme al tiempo de tratamiento.  Aunado a éste 

hallazgo la viabilidad celular disminuyó conforme la actividad de la LDH 

incrementó (Tabla 2).  
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 Los hepatocitos se incubaro n una atmósfera con 5 % de CO2. La acti de LDH y 
la viabilidad se determinaron alícuotas d  µg de proteína total en los tiem indicados 
en la tabla. 
 

6.2     EFECTO DE LA DEFICIENCIA DE BIOTINA SOBRE LA VELOCIDAD DE 

SÍNTESIS Y DEGRADACIÓN DE LA PIRUVATO CARBOXILASA 

 los hepatocitos 

ontrol y 48, 72 y 96 h para los hepatocitos deficientes de biotina (Fig. 13). El 

ca de autorradiografía 

urante 2 días  a –70 °C. El patrón de bandas se analizó por densitometría. 

Hepatocitos control Hepatocitos deficientes de biotina Tiempo de 

Viabilidad (%) LDH(U/ml) Viabilidad (%) LDH(U/ml) tratamiento (h) 

0 100 215 100 232 

2 

Tabla 2. Efecto de la deficiencia de biotina sobre la sobrevivencia celular 

n a 37 °C e vidad 
 en e 100 pos 

6 93 220 90 252 

12 87 218 77 256 

4 80 208 79 247 

6 73 229 53 327 

8 67 241 60 370 

2 64 250 58 456 

96 56 233 45 800 

98 212 92 230 

4 100 234 83 241 

2

3

4

7

 

6.2.1     Velocidad de síntesis de la piruvato carboxilasa  

 

La velocidad de síntesis se determinó en cultivos primarios de hepatocitos 

incubados con 35S-metionina a las 30, 36, 42 y 48 h para

c

gel obtenido de la electroforesis se expuso con una pla

d
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Fig. 13. Síntesis de la PC en hepatocitos controles y deficientes de biotina. Experimento 
representativo del patrón de bandas obtenido después de la incubación con 35S-metionina en 
los tiempos indicados. La incorporación se observó a las 30 h y a las 48 h para los hepatocitos 
controles y deficientes de biotina respectivamente. 
 

En condiciones de deficiencia de biotina la velocidad de síntesis se estimó en 

133.88 PC /h a partir de la gráfica 14. Por otro lado, la velocidad de síntesis 

para los hepatocitos controles se estimó en 601.08 PC /h (Fig. 14). Estos 

resultados indican que la cantidad de PC sintetizada por los hepatocitos 

deficientes es 4.5 veces menor que la sintetizada por los hepatocitos controles, 

lo que podría explicar en parte, la disminución de su masa reportada 

Fig. 14. Velocidad de

anteriormente (42). 

 síntesis de la PC en cultivo primario de hepatocitos. Cultivos 
primarios de hepatocitos control se incubaron con 187 µCi de 35S-metionina a 37 ºC durante 
los tiempos indicados. La incorporación de la marca en hepatocitos deficientes de biotina inició 
a las 48 h mientras que en hepatocitos control se detectó a las 30 h. ▲Hepatocitos  deficientes 
de biotina, ■ Hepatocitos control. 
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6.2.2 Velocidad de degradación de la piruvato carboxilasa 

 

Para la determinación de la velocidad de degradación de la PC se consideró 

Fig. 15. 
 incubaron durante 

on ba

Fig. 16. Velocidad de degradación de la PC en cultivo primario de hepatocitos control. El 
tiempo de caza se inicio adicionando 5 mL del medio conteniendo un exceso de metionina no 
radiactiva, los intervalos señalados en la figura representan el valor densitométrico dado por las 
bandas de la PC menos el valor dado por el fondo de la autorradiografía, n = 2. 

como tiempo cero, las 48 h. Los geles obtenidos se expusieron en una placa de 

autorradiografía durante 2 días a –70 °C (Fig. 15). A partir del análisis 

densitométrico se determinó la velocidad de degradación.   

Autorradiografía de las bandas correspondientes a la PC durante el período de 
caza en hepatocitos control. Hepatocitos provenientes de ratas control se
48 h con 187 µCi de 35S-metionina a 37 ºC. Para determinar la velocidad de degradación de la 
PC se adicionaron 5 ml de medio de caza conteniendo 200 µM de metionina no radiactiva.  
 
 

C se en la recuperación de la 35S-PC a las 0, 3, 12, 24 y 36 h, la velocidad 

de degradación se estimó en 171.24 PC/h que corresponde a una vida media de 

34.7 h (Fig.16), como se reportó para la línea celular 3T3-L1 (28-35 h) (73).  
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Para la determinación de la velocidad de degradación de la PC de hepatocitos 

deficientes de biotina se recuperó la 35S-PC después de 1 h, 1.5 h y 2 h. Las 

muestras se procesaron del mismo modo que para las muestras control. La 

cantidad de PC se determinó mediante análisis densitométrico (Fig. 17).  

Fig. 17. Autorradiografía de las bandas correspondientes a la PC durante el período de 
caza en hepatocitos deficientes de biotina. Las muestras se colectaron a los tiempos 
indicados después de la incubación con 5 ml de medio de caza conteniendo 200 M de metionina 
no radiactiva. Las bandas obtenidas se evaluaron por densitometría y se graficaron para 
calcular la velocidad de degradación. 
 

Bajo las condiciones experimentales utilizadas, la  velocidad de degradación se 

estimó en 796.26 PC /h que corresponde a 4.6 veces más que en hepatocitos 

cidad de 

de biotina. Para la determinación de la velocidad de degradación de la PC. Cultivos primarios 
ubaron con 35S-metionina  durante 48 h, transcurrido este tiempo se 

determinó el decaimiento de la radiactividad, n = 2.  

control (Fig. 18), lo que demuestra que la deficiencia de biotina incrementa la 

velocidad de degradación de la PC, además de disminuir su velo

síntesis (Fig. 14). 
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7.     DISCUSIÓN 
 
Las carboxilasas dependientes de biotina se activan cuando se encuentran 

unidas covalentemente a la biotina; por lo tanto, no sorprende que en 

condiciones de deficiencia de biotina exista una disminución de la actividad de 

la PC y de otras carboxilasas dependientes de biotina (41, 42). Sin embargo, es 

interesante que esta disminución en la actividad se acompañe de la 

disminución de la concentración intracelular de proteína (masa). Este efecto no 

es exclusivo de hígado; también se observa en riñón, músculo esquelético y un 

mínimo efecto en cerebro (42).  

 

Para determinar el mecanismo por el cual disminuye la masa de la piruvato 

carboxilasa hepática en condiciones de deficiencia, y basados en los reportes 

publicados acerca de la estabilidad conformacional que ofrecen ciertos grupos 

prostéticos a sus enzimas (63), determinamos la velocidad de síntesis y 

degradación de la PC en cultivos primarios de hepatocitos provenientes de ratas 

deficientes de biotina. Los resultados concuerdan con nuestra hipótesis de que 

la biotina le brinda estabilidad conformacional a la PC, puesto que la PC de 

hepatocitos deficientes de la vitamina se degrada 4.6 veces más que en el 

control (Fig. 16 y 18). Sin embargo, este efecto no explica completamente la 

disminución de la concentración de la PC en células deficientes de biotina, ya 

que en ellas la PC también se sintetiza a menor velocidad (4.5 veces más que en 

el control) (Fig. 14).  

 

En la disminución de la síntesis de la PC probablemente estén involucrados 

factores transcripcionales que se apagan cuando la célula está carente de 

biotina. Esta hipótesis es consistente con el hecho de que, recientemente, se 

reportó que la biotina regula la expresión de más de 2000 genes en el humano, 

incluidos los genes localizados en el cromosoma 11 donde se encuentra el gen 

que codifica para la PC (49, 50). Del mismo modo, la deficiencia de biotina podría 

disminuir la expresión del gen de la PC en rata. Además de esto, se ha 
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reportado que en la deficiencia de biotina existe una disminución en el mRNA 

de la PC de rata (74). Estos resultados contrastan con nuestras observaciones 

iniciales sobre la ausencia de cambios en los niveles de mRNA de la PC en 

hígados de ratas deficientes de biotina (42). Por lo tanto, aún no existe 

información definitiva sobre si el aporte de biotina, además de modificar la 

cantidad de las carboxilasas por efectos sobre su velocidad de recambio, 

modifique o no sus niveles de mRNAs. 

 

Por otro lado, el incremento en la velocidad de degradación probablemente se 

deba a que la apo-PC es más susceptible a la degradación que su forma holo 

como es el caso de la apo-ACC de E. coli (63). Además de esto, se ha reportado 

que en la deficiencia de biotina disminuye el mRNA de la HCS que es la enzima 

encargada de activar a la apo-PC (42). Esto ocasionaría una menor proporción 

de HOLO-PCs que de APO-PCs, siendo estas últimas más susceptibles a la 

degradación, hecho que explica el incremento en la velocidad de degradación de 

la APO-PC de hepatocitos deficientes de biotina.   

 

Un hallazgo importante es el efecto de la deficiencia de biotina sobre la 

sobrevivencia de los hepatocitos en cultivo. En condiciones de deficiencia de 

biotina encontramos que la viabilidad disminuye más rápido en comparación 

con los hepatocitos control. Este efecto probablemente se deba a que la baja 

actividad y cantidad de la PC origina una alteración en la concentración de 

piruvato. Un exceso de piruvato puede convertirse a alanina vía 

transaminación, propiciando la acumulación de este aminoácido. Un exceso de 

alanina ocasionaría una disminución en la utilización del ácido aspártico y el 

ácido glutámico como fuentes de carbono para el ciclo de Krebs. Como 

resultado, la capacidad del ciclo para producir equivalentes para el transporte 

de electrones disminuye propiciando una disminución en la síntesis de ATP. 

Además, la baja actividad y cantidad de la PC inducidas por la deficiencia de 

biotina alteran el flujo de sustrato a través de LDH incrementando la 
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concentración de lactato, propiciando de este modo una acidosis láctica como 

se ha reportado en ratón (75). Esta observación nos llevó a determinar la 

velocidad de degradación a tiempos cortos (3 h), ya que después de las 60 h de 

cultivo los hepatocitos deficientes de biotina incrementan en un 96 % la 

actividad de la LDH ocasionando la muerte celular (Tabla 2). 
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8.      CONCLUSIONES  
 
Nuestros resultados sugieren que la deficiencia de biotina tiene efectos 

similares sobre la velocidad de síntesis (4.5 veces menor que en el control) que 

sobre la velocidad de degradación (4.6 veces mayor que en el control). Este 

efecto dual que tiene la biotina sobre el recambio de la PC hepática explica la 

disminución de su masa y probablemente de la masa de otras carboxilasas 

dependientes de biotina reportada en órganos obtenidos a partir de ratas 

deficientes de esta vitamina así como de pacientes con deficiencia de piruvato 

carboxilasa (41, 42, 62). En contraste, otros padecimientos como hipertiroidismo 

y diabetes experimental, que inducen cambios en el contenido de la piruvato 

carboxilasa en ratas, están mediados por alteraciones en la velocidad de 

síntesis con un mínimo efecto sobre la velocidad de degradación (67, 68).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 33



9.     PERSPECTIVAS 

 

Para el total entendimiento de la disminución de la PC hepática en condiciones 

de deficiencia de biotina habría que estudiar si la disminución del mRNA de la 

HCS está involucrada en este efecto, así como estudiar otros mecanismos post-

transcripcionales mediados por la deficiencia de biotina que participen en la 

reducción de la síntesis de la enzima. 

 

Una alternativa para confirmar los efectos de la biotina sobre la velocidad de 

degradación de la PC es a través de experimentos de proteólisis limitada, como 

se reportó para la triptofano isomerasa de Trypanosoma cruzi y Trypanosoma 

brucei (76). Estos estudios aportarían evidencia de la susceptibilidad de la PC de 

hepatocitos deficientes de biotina a la degradación proteolítica, además de 

comprobar nuestra hipótesis de si la biotina le brinda estabilidad estructural a 

la carboxilasa cuando se encuentra unida covalentemente a ella, como es el 

caso de la ACC de E. coli (63). Sin embargo, el experimento que reforzaría los 

resultados encontrados en esta investigación sería determinar las velocidades 

de síntesis y degradación de la piruvato carboxilasa en condiciones de 

suplementación de biotina. Esto bajo la hipótesis de que si en deficiencia 

disminuye la síntesis e incrementa la degradación, cuando se suplemente 

biotina es probable que incremente la síntesis y/o disminuya la degradación de 

la PC hepática. 

 

El efecto dual que tiene la deficiencia de biotina sobre la velocidad de síntesis y 

de degradación de la piruvato carboxilasa ofrece la posibilidad de determinar 

qué factores intervienen para que se den a cabo estos eventos. 
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10. ÍNDICE DE MATERIALES Y REACTIVOS 
 
Krebs Ringer 
REACTIVO Concentración final (mM) 
NaCl  125.4 
KCl  5.10 
KH2PO4 1.25 
MgSO4  0.72 
NaHCO3  9.94-12.78 
 
Llevar a volumen con H2Od y ajustar el pH burbujeando CO2, cuando el pH sea 
7.2-7.4 tomar 300 ml y adicionar CaCl2  para obtener una concentración final 
de 0.42 mM 
 
 
Hank’s sin Ca2+ ni Mg2+ 
REACTIVO      CONCENTRACIÓN (M) 
KCl                           4 
KH2PO4                  0.60 
NaCl           80 
Na2HPO4 · 7 H2O         0.90 
D-Glucosa                  10 
 
 
Solución de Percoll 
REACTIVO         VOLUMEN (ml) 
Percoll              180 
Hank’s/sin Ca2+       18 
HEPES                2 
 
Preparar en condiciones estériles y conservar a 4 ºC 
 
 
Colágena tipo I (de cerdo) 1mg/ml 
REACTIVO         VOLUMEN (ml) 
Colágena (10 mg/ml)             6.96 
Ácido acético 0.02 M             50 
Preparar en condiciones estériles y conservar a 4 ºC 
 
 
Cajas para cultivo 
Cubrir las cajas para cultivo con colágena (1 mg/ml) 
Recuperar y guardar el exceso de líquido 
Secar en la campana de flujo laminar con luz uV durante 2 h. 
Conservar en bolsa cerrada a 4 ºC 
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Medio de adhesión 
Disolver 13.48 g de DMEM con glucosa (GIBCO 12800-082) que no contiene 
biotina, en 800 ml de agua destilada y adicionar 3 g de bicarbonato de sodio. 
Adicionar 5 % de suero fetal bovino dializado. Esterilizar por filtración y 
conservar a 4 °C.  
Para los cultivos controles se adicionó biotina para obtener una concentración 
final de 5 nM. 
 
Medio de pulso 
DMEM sin metionina ni biotina (GIBCO 21013-024) conteniendo 187 µCi de 
35S-metionina/ml.  
Para los cultivos controles se adiciono biotina para obtener una concentración 
final de 5 nM. 
 
Medio de caza 
Para el medio de caza se utilizó el mismo medio que para la adhesión. 
 
PBS – Triton X-100 
Solución A. 10 mM de fosfato de sodio dibásico y 150 mM de cloruro de sodio, 
llevar a volumen (800 ml) con agua desionizada. 
Solución B. 0.28 g de fosfato de sodio monobásico y 1.75 g de cloruro de sodio, 
llevar a volumen (200 ml) con agua desionizada. 
Mezclar la solución A y B, esterilizar por filtración y conservar a 4 °C. Adicionar 
Triton X-100 según el porcentaje requerido. 0.5 % y 0.05 % 
 
Amortiguador de lisis 
REACTIVO   CONCENTRACIÓN FINAL 
Tris-HCl pH 8   50 mM 
NaCl     120 mM 
NP40     0.5 % 
NaF     100 mM 
NaVO5    20 µM 
Aprotinina    10 µg/ml 
Leupeptina    10 µg/ml 
PMSF     1 mM 
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