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RESUMEN 

  La biotina es una vitamina hidrosoluble que actúa como coenzima en reacciones 

de  carboxilación del metabolismo  intermediario. Diversos estudios muestran que este 

nutriente  además modifica  la expresión de  genes.  Sin embargo, es poco  claro  si este 

efecto es mediado por cascadas metabólicas o por acciones a nivel de la estructura de la 

cromatina.  En  apoyo  a  esta  última  posibilidad,  estudios  bioquímicos  sugieren  que  las 

histonas son susceptibles de ser biotiniladas. No obstante, la evidencia in vivo que apoya 

la existencia de un proceso de biotinilación de la cromatina es aun escasa, por lo que el 

uso de modelos animales experimentales que permita abordar este problema se torna 

fundamental.  Por  ello,  en  el  presente  trabajo  empleamos  un  modelo  murino 

estandarizado  de  deficiencia  de  biotina  y  evaluamos  la  organización  cromatínica  en 

hepatocitos de ratones alimentados con una dieta carente de biotina, en comparación 

con los grupos control. Los resultados mostraron que en el núcleo de los hepatocitos la 

deficiencia  nutricional  de  biotina  se  asocia  con  la  disminución  significativa  en  el 

contenido  estimado  de  cromocentros  de  heterocromatina  pericéntrica.  Se  observó 

también reducción del tamaño nuclear relativo al citoplasma en tejido hepático teñido 

con hematoxilina y eosina. En conjunto, nuestras observaciones sugieren que la biotina 

probablemente modifique la organización de la cromatina y apoyan la utilización de este 

modelo murino como un sistema sensible para estudiar in vivo los posibles mecanismos 

que emplee esta vitamina en la modificación de la expresión genética. 
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ABSTRACT 

  Biotin  is  a  water‐soluble  vitamin  that  functions  as  a  coenzyme  in  the 

carboxylation reactions of the intermediary metabolism. Different studies show that this 

nutrient also modifies gene expression. However, it remains unclear whether this effect 

is  performed  by  means  of  metabolic  cascades  or  through  actions  at  the  level  of 

chromatin  structure.  Supporting  biochemical  studies  suggest  that  histones  are 

susceptible  of  biotinylation;  yet,  the  evidence  in  vivo  revealing  biotinylation  actually 

occurs on the chromatin remains limited. Therefore, it turns out fundamental to employ 

experimental  animal models  to  approach  these  studies.  Accordingly, we  herein  took 

advantage  of  a  standardized  biotin  deficiency  murine  model  and  evaluated  the 

chromatin organization in hepatocytes of mice fed with diet lacking biotin compared to 

the control groups. The  results  showed  that nutritional biotin deficiency  is  linked  to a 

significant  decrease  in  the  estimated  content  of  chromocenters  of  pericentric 

heterochromatin. We also observed a significant reduction of the nuclear size in relation 

to the cytoplasm in hepatic tissue stained with hematoxylin and eosin. All together, our 

observations  suggest  that  biotin  probably modifies  chromatin  organization  and  they 

support the use of this murine model as a sensible system for the in vivo investigation of 

the possible mechanisms through which biotin modifies gene expression.  
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1. INTRODUCCIÓN:  

La biotina es una vitamina hidrosoluble que funciona como grupo prostético de 

las carboxilasas, enzimas que catalizan las reacciones de carboxilación que proceden a lo 

largo de las vías del metabolismo intermediario de glucosa, aminoácidos y ácidos grasos 

[Friedrich  1988].  La  restricción  alimentaria  de  esta  vitamina  repercute  en  procesos 

complejos  tales  como  la  regulación  del  crecimiento  corporal  y  de  la  función  inmune, 

aunque estas acciones no están asociadas directamente con la función metabólica de la 

biotina  [Báez‐Saldaña y cols. 2009‐B; 1998 y 2004]. En este sentido,  las  funciones netamente 

metabólicas de la biotina parecen complementarse con efectos a nivel genético debido a 

que  se ha observado que  esta  vitamina  afecta  los niveles de RNA  total,  así  como  las 

interacciones  electrostáticas  entre  el  ADN  y  las  histonas  y  el  grado  de  metilación, 

fosforilación y acetilación de estas últimas [Boeckx y Dakshinamurti 1975; Petrelli y cols. 1978]. 

También se ha mostrado que la biotina tiene efecto sobre la expresión de diversos genes 

[Rodriguez‐Melendez  y  Zempleni  2003;  Dakshinamurti  2005],  entre  los  que  destacan  aquellos 

correspondientes a las enzimas carboxilasas [Rodríguez‐Meléndez y cols. 2001], a la fosfoenol‐

piruvato‐carboxicinasa y a las glucocinasas hepática y pancreática [Chauhan y Dakshinamurti 

1991; Dakshinamurti y Li 1994; Romero‐Navarro y cols. 1999; Vilches‐Flores y cols. 2009]. Todas estas 

observaciones sustentan la idea de que la biotina exhibe funciones en la regulación de la 

expresión  genética  [Hassan  y  Zempleni  2006]  y  los mecanismos  para  estas  acciones  son 

motivo de gran interés y estudio en varios grupos [Dakshinamurti 2005; Rodriguez‐Melendez y 

Zempleni  2003;  Vilches‐Flores  y  cols.  2009].  En  este  contexto,  también  se  ha  reportado  la 
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biotinilación de  las histonas en células de sangre periférica humana [Stanley y cols. 2001], 

por  lo  cual  se  ha  planteado  una  función  epigenética  para  la  biotina,  propuesta  aún 

polémica, debido a cuestionamientos sobre las técnicas de análisis empleadas y a que la 

mayoría de los estudios se han realizado en modelos in vitro. 

Por  lo anterior, en el presente trabajo se evaluó en un modelo  in vivo, el efecto 

que ejerce la biotina en el arreglo de la cromatina. Nuestro estudio representa un punto 

de  partida que  se  apoya  en  el  uso  de  un modelo  animal  que  permitirá  en  un  futuro 

esclarecer in vivo el modo en que la biotina modula la expresión de genes. A lo largo del 

trabajo se replicó un modelo murino estandarizado de deficiencia nutricional de biotina 

[Báez‐Saldaña y cols., 1998] y se estimó, mediante técnicas histoquímicas, la alteración en el 

contenido  relativo  de  cromocentros  (conglomerados  de  heterocromatina  constitutiva 

pericéntrica y visibles por  su  tinción brillante con DAPI). En el diseño experimental  se 

consideraron  3  grupos  de  ratones  alimentados,  a  partir  del  destete  y  durante  11 

semanas, con dietas que contenían diferente disponibilidad de biotina libre. Al final del 

periodo  de  experimentación,  se  obtuvieron  cortes  histológicos  de  los  hígados  de 

animales  sujetos  a  cada  condición  y  se  estimó  la  superficie  relativa  ocupada  por  los 

cromocentros.  Los  resultados mostraron que el área  total de  los  cromocentros en  los 

hepatocitos provenientes de  animales  alimentados  con  la dieta  carente de biotina  se 

redujo en un 29% y en un 19% al ser comparados con  los  ratones alimentados con  la 

dieta  control  y  la  dieta  suficiente,  respectivamente.Adicionalmente,  con  apoyo  de 

inmunofluorescencia, se confirmó en estos cromocentros  la co‐localización de  la marca 
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de  tri‐metilación de  la  lisina 9 en histona 3  (H3K9me3). Finalmente, se detectó que  la 

deficiencia de biotina se asoció con la reducción del 27% y 22% del área de corte nuclear 

con  respecto  al  citoplasma,  al  compararse  con  los  grupos  antes  mencionados, 

respectivamente.  De  esta  forma  pensamos  que  nuestros  resultados  sugieren  que  la 

ausencia de biotina pudiera estar induciendo alteraciones en la organización nuclear de 

la  heterocromatina.  Aunque  los  resultados  son  preliminares  y  será  necesario  evaluar 

más marcadores de  la estructura de  la  cromatina, este  trabajo nos permite proponer 

que  uno  de  los  mecanismos  de  la  biotina  para  regular  la  expresión  de  genes 

posiblemente sea a través de una acción a nivel de la organización cromatínica.  

 

2. ANTECEDENTES:  

  La biotina es una vitamina del complejo B que actúa como grupo prostético de 

carboxilasas en las reacciones de carboxilación del metabolismo intermediario. [Friedrich 

1988]. Su deficiencia durante  la gestación provoca severas malformaciones en  los  fetos 

de  ratones,  como  imperfecciones  en  el  desarrollo  de  las  mandíbulas  y  de  las 

extremidades,  así  como  paladar  hendido;  proponiéndose  en  este  último  que  son 

ocasionadas por una menor expresión de dos proteínas presentes en el mesénquima de 

procesos  palatinos  [Watanabe  T  y  cols  2010].  Aunado  a  esto,  diferentes  grupos  de 

investigación han observado que  la biotina  tiene efectos  importantes estimulatorios e 

inhibitorios en  la regulación de  la expresión de más de 2000 genes que codifican para 

proteínas  asociadas  o  no  con  su  papel  prostético  [Chauhan  y  Dakshinamurti  1991; 
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Dakshinamurti y Li 1994; Fernandez‐Mejia 2005‐rev ; Rodríguez‐Meléndez y cols. 2001 y 2003; Solórzano‐

Vargas y cols. 2002; Pacheco‐Alvarez y cols. 2005; Wiedmann y cols. 2003 y 2004]. Algunos de estos 

genes se presentan en el Cuadro 1 y se agrupan con base en su función conocida. 

 

 

La  regulación  de  la  expresión  de  los  genes  está  gobernada  tanto  por  la 

información codificada en el mismo ADN, como por la regulación epigenética que abarca 

el contexto natural en el que se encuentra organizado el genoma. La epigenética es el 

conjunto de mecanismos que no  involucran modificaciones en  la  secuencia del DNA y 

que modulan la estructura de la cromatina a distintos niveles incluyendo la dinámica y la 

topología nuclear. La estructura central donde se  llevan a cabo estos mecanismos es  la 

cromatina,  cuya  unidad  fundamental  de  empaquetamiento  es  el  nucleosoma,  un 

octámero  compuesto  por  2  de  cada  una  de  las  4  histonas  (H2A, H2B, H3  y H4).  Los 

mecanismos conocidos que modulan la estructura cromatínica incluyen la metilación del 

Cuadro 1.   GENES CUYA EXPRESIÓN ES MODIFICADA POR LA BIOTINA 
 

1. Genes asociados a la función metabólica de la biotina [Rodríguez‐Meléndez y cols. 2001; Solórzano‐Vargas 
y cols. 2002; Pacheco‐Alvarez y cols. 2005; Zempleni y cols. 2009] 

 holocarboxilasa sintasa (HCS)  acetil coenzima A carboxilasa‐1 (ACC‐1) 
 propionil coenzima A carboxilasa‐(PCC)  metil‐crotonil‐coA carboxilasa (MCC) 
 transportador multivitamínico dependiente de sodio (SMVT)  

 

2. Genes asociados al sistema inmune [Wiedmann y cols. 2003; Rodriguez‐Melendez y cols. 2003] 
 Interferón gamma (IFN‐)  Interleucina 1‐beta (IL‐1‐) 
 interleucina 4 (IL‐4)   interleucina 2 ( IL‐2)
 cadena  del receptor de IL‐2

 

3. Genes relacionados con el metabolismo de la glucosa [Chauhan y Dakshinamurti 1991; Dakshinamurti 1994; 
Romero‐Navarro y cols. 1999; Fernandez‐Mejia 2005‐rev]. 

 fosfoenol‐pirúvico carboxicinasa
 glucocinasas hepática y pancreática
 insulina 
 receptor de insulina

 

4. Más de 2000 genes agrupados como genes de: [Rodriguez‐Melendez y Zempleni 2003;  Wiedmann y cols. 
2003 y 2004] 

 proteínas nucleares  proteínas de unión a ADN o a ARN 
 proteínas de unión a nucleótidos,   proteínas con actividad de transferasa,  
 proteínas con actividad de 

traducción
 proteínas que actúan en vías de transducción de 

señales



13 
 

ADN en  la citosina de dinucleótidos CpG  (meCpG),  las modificaciones covalentes post‐

traduccionales de las histonas (siendo la acetilación y la metilación las más estudiadas); 

la participación de complejos multipeptídicos y protéicos remodeladores,  los RNAs no‐

codificantes  y  la  dinámica  y  topología  nucleares  [Recillas‐Targa  2004  y  2008].  Estos 

mecanismos en conjunto organizan al genoma en una de dos  formas: en eucromatina, 

cromatina  abierta  que  se  descondensa  durante  la  interfase  celular  y  es  considerada 

como transcripcionalmente activa; y en heterocromatina, una cromatina condensada y 

silenciada. Estas estructuras regulan el acceso de la maquinaria de transcripción hacia la 

información genética [Recillas‐Targa 2008]. Por ejemplo, las modificaciones de las histonas 

pueden regular la expresión de genes directamente, afectando la estabilidad de la unión 

histona‐ADN o mediante el  reclutamiento de proteínas no‐histonas, que  se unen  a  la 

cromatina mediante una variedad de dominios de unión a  la cromatina, y provocan su 

compactación  o  su  relajación.  La  heterocromatina,  a  su  vez,  puede  ser  facultativa  o 

constitutiva. La primera es aquella que en un mismo organismo puede estar compactada 

y por tanto silenciada en un tipo celular; y por el contrario, encontrarse en otro  linaje 

celular relajada y potencialmente expresable. La heterocromatina constitutiva es aquella 

que  permanece  compactada  durante  toda  la  interfase  y  en  todas  las  células  de  un 

organismo. 

La  heterocromatina  constitutiva  está  compuesta  por  secuencias  repetidas 

abundantemente y forma cúmulos de cromatina compacta, visibles al microscopio como 

grumos  adosados  a  la  envoltura  nuclear,  rodeando  al  nucleolo  y  distribuida  en  el 
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nucleoplasma; mientras que la eucromatina forma asas en la periferia de estos cúmulos 

[Vázquez‐Nin y cols. 2003]. En los mamíferos, la heterocromatina constitutiva se caracteriza 

por presentar niveles elevados de tri‐metilación de lisina 9 en la histona H3 (H3K9me3) 

[Martens y cols. 2005], metilación del ADN (meCpG) y desacetilación de la histona H4. Tanto 

H3K9me3 como meCpG son sitios de unión a proteínas modificadoras de  la cromatina, 

como es el caso del reclutamiento de las proteínas HP1 (heterochromatin protein 1) y la 

MeCP2 (methyl CpG binding protein 2), reclutadas respectivamente a estos sitios. 

En  los  cromosomas,  el  estado  más  compacto  de  toda  la  cromatina,  la 

heterocromatina constitutiva se localiza principalmente en grandes bloques que rodean 

los centrómeros y telómeros, estructuras funcionales de los cromosomas. En los límites 

de  los  centrómeros,  estas  zonas  de  heterocromatina  se  denominan  regiones 

pericéntricas (o pericentroméricas). Están formadas por secuencias grandes y repetitivas 

de ADN, ricas en bases AT y denominadas satélites mayores (ó satélites‐)[Guenatri y cols. 

2004]; y están organizadas en cromatina enriquecida en H3K9me3 y en proteínas HP1‐ y 

‐. [Peters y cols. 2003, Rice y cols. 2003; Martens y cols. 2005; Lachner y cols.2001]. En el ratón  la 

metiltransferasa  Suv39h1  es  la  enzima  responsable  de  la  tri‐metilación  H3K9me3  y 

provoca  el  reclutamiento  de  proteínas  HP1  que  propagan  la  formación  de 

heterocromatina  y  el  silenciamiento  de  genes  [Lachner  y  cols.  2001].La  heterocromatina 

pericéntrica  permanece  condensada  a  lo  largo  de  todo  el  ciclo  celular  y  durante  la 

interfase  las  regiones  pericéntricas  de  diferentes  cromosomas  se  fusionan  formando 

cúmulos  denominados  “cromocentros”,  que  en  muchas  células,  particularmente  las 
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murinas,  se  identifican  fácilmente porque  su ADN  se  tiñe  intensamente  con DAPI.  La 

heterocromatina  pericéntrica  es  por  tanto  una  de  las  principales  formas  de 

heterocromatina  constitutiva,  a  la  cual  se  atribuye  una  función  fundamental  en  la 

segregación de los cromosomas, en la regulación epigenética y en el mantenimiento de 

la estabilidad genómica [Maison y Almouzni 2004].  

Los  cambios  en  la  estructura  de  la  cromatina  pueden  establecerse  de manera 

estable  y  heredable,  lo  que  da  como  resultado  una  “memoria”  epigenética.  Pero 

también  estas  modificaciones  son  dinámicas  y  reversibles;  pueden  aparecer  y 

desaparecer en cuestión de minutos después de que  la célula recibe un estímulo en su 

superficie  [Kouzarides  2007].  Debido  a  esta  reversibilidad,  es  factible  que  los  estados 

epigenético sean modificados por factores ambientales, como es el caso de la nutrición 

[Jaenisch y Bird 2003], donde como ejemplo están, por un lado el suministro deficiente de 

ácido fólico, asociado con la hipometilación e inestabilidad genómica y con defectos en 

el  tubo  neural  [Jaenisch  y  Bird  2003];  o  el  caso  contrario,  en  que  la  suplementación  de 

donadores de grupos metilo a  las madres de ratones Agouti, normalmente amarillos y 

obesos, provoca hipermetilación del gen responsable de este fenotipo e  induce que  las 

crías  nazcan  con  pelaje  oscuro  y  sin  obesidad  [Waterland  y  Jirtle  2003].  Las  alteraciones 

nutricionales en varias etapas de la vida pueden afectar el epigenoma de un individuo de 

manera  permanente  siendo más  notorio  el  efecto  si  se  imponen  durante  etapas  del 

desarrollo  fetal  [Müller  y  Kersten  2003]  y  pueden  contribuir  al  desarrollo  de  fenotipos 
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diferentes, anormales o benéficos y que permitan al  individuo adaptarse a condiciones 

adversas de desnutrición. 

  El  efecto  de  la  biotina  en  la  modulación  de  la  expresión  genética,  no  tiene 

todavía una explicación clara. Se han propuesto dos mecanismos principales, siendo el 

primero, que la biotina actúe de manera indirecta, a través de cascadas de señalización, 

mediadas por guanilato ciclasa soluble, guanosil monofosfato cíclico (GMPc) y proteína 

cinasa dependiente de GMPc  (PKG)  [Solórzano‐Vargas  y  cols. 2002; Vilches‐Flores  y  cols. 2009]. 

Una  segunda posibilidad es que  la biotina modifique  la organización de  la  cromatina. 

Distintas  evidencias  apoyan  esta  propuesta.  En  primer  lugar,  está  confirmada  la 

presencia en el núcleo, tanto de la propia biotina [Dakshinamurti y Mistry 1963] como de la 

holocarboxilasa sintasa (HCS), (enzima con actividad biotiniladora [Chapman‐Smith y Cronan 

1999]), y que esta enzima  se  trasloca al núcleo de manera dependiente del aporte de 

biotina  [Narang y  cols. 2004).   También se ha mostrado que  la HCS es capaz de biotinilar 

histonas in vitro [Narang y cols. 2004) y se propone que la adición de biotina ocurre en sitios 

específicos ocupados por lisinas en las histonas H2A, H3 y H4 [Hassan y Zempleni 2006]. En 

segunda  instancia, desde hace tiempo se conoce que  la deficiencia de biotina altera  la 

estabilidad de las interacciones electrostáticas entre las histonas y el ADN, situación que 

se  revierte  con  la  restitución  de  la  vitamina  [Petrelli  y  cols.  1976].  Sumado  a  esto,  la 

carencia de biotina se relaciona con la reducción en la tasa de fosforilación y metilación 

de  las histonas, aunada al  incremento en su acetilación [Petrelli y cols. 1978]. Finalmente, 

en  la última década se ha propuesto  la presencia de biotina en  las histonas como una 
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marca epigenética. Se documenta la biotinilación de histonas en células mononucleares 

de  sangre  periférica  humana,  razón  por  la  cual  se  propone  que  la  biotinilación  de 

histonas ocurre  in vivo [Stanley y cols. 2001]; y se reporta que  la deficiencia de  la enzima 

HCS se asocia con una disminución significativa en  la biotinilación de histonas [Narang y 

cols. 2004), proponiéndose que dicha biotinilación, particularmente aquella que ocurre en 

el  sitio  H4K12Bio,  está  asociada  a  formación  de  heterocromatina  y  a  estabilidad 

genómica [Camporeale y cols 2007; Zempleni y cols. 2009]. Sin embargo, existe controversia en 

torno  a  la  especificidad  de  las  técnicas  empleadas  hasta  ahora  para  evidenciar  la 

presencia  natural  de  la  biotina  como marca  epigenética  [Bailey  y  cols.  2008;  Healy  y  cols. 

2009];  aunque  podría  también  debatirse  que  las  discrepancias  se  deban  a  la  falta  de 

resolución de estas técnicas.   

  En  resumen,  está  claro  que  la  biotina,  además  de  su  función  prostética  en  el 

metabolismo intermediario, también modifica la expresión de genes. El debate sobre los 

procedimientos empleados para proponer  su posible participación en  la  remodelación 

de  la  cromatina,  hace  necesario  el  establecimiento  de modelos  in  vivo  que  permitan 

investigar estas acciones de  la biotina. En el presente trabajo se propuso  investigar en 

un modelo  in vivo, si  la biotina ejerce acción sobre  la estructura de  la cromatina, como 

un primer paso en el esclarecimiento de los presuntos mecanismos epigenéticos de esta 

vitamina en  la regulación de  la expresión genética. Báez‐Saldaña desarrolló un modelo 

con  ratones  BALB/  cAnN  Hsd  para  estudiar  efectos  fisiológicos  de  la  deficiencia  de 

biotina  a  diferentes  niveles.  En  este modelo  los  ratones  son  sometidos  a  una  dieta 
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carente  de  biotina,  preparada  con  30%  de  clara  de  huevo  como  única  fuente  de 

proteínas, entre las cuales se encuentra la avidina; la cual une a la biotina impidiendo su 

asimilación en el intestino y asegurando su eliminación [Báez-Saldaña y cols. 1998]. 

La utilidad del modelo desarrollado por Báez‐Saldaña queda reflejada en el hecho 

de que  la deficiencia nutricional de biotina alcanzada afecta de manera significativa el 

crecimiento  corporal  y  orgánico,  el  desarrollo  y  fisiología  de  órganos  linfoides  y  del 

sistema inmune y la morfofisiología del sistema reproductor [Báez‐Saldaña y cols. 1998, 2004, 

2009‐A,  2009‐B];  efectos  todos  ellos  debidos  únicamente  a  la  ausencia  de  biotina  y  no 

dependientes de la cantidad de alimento consumido [Báez‐Saldaña y cols. 2004, 2009‐B]. Con 

base  en  estos  argumentos,  pensamos  que  este modelo  es  adecuado  para  iniciar  la 

exploración  in  vivo  de  los  posibles  mecanismos  epigenéticos  de  la  biotina  en  la 

regulación de la expresión genética. 
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3.  HIPÓTESIS:  

La biotina participa en la modulación de la estructura de la cromatina.   

 

4.  OBJETIVOS 

4.1 Objetivo General:  

Evaluar  el  efecto  de  la  biotina  sobre  la  organización  de  la  cromatina  en  un modelo 

murino in vivo de deficiencia nutricional de esta vitamina. 

4.2 Objetivos particulares:  

A)  Estimar y comparar el contenido de cromocentros (cúmulos de heterocromatina 

pericéntrica que se tiñen  intensamente con DAPI), en hepatocitos de cortes de hígado 

de ratones sujetos a las dietas control, suficiente y carente de biotina y mediante análisis 

morfométrico y de microscopía de fluorescencia de alta resolución. 

B)  Identificar en  los cromocentros  la marca de trimetilación de  la histona H3 en  la 

lisina  9  (H3K9me3),  específica  de  heterocromatina  pericéntrica,  mediante 

inmunomarcaje y microscopía de fluorescencia de alta resolución. 

 

5.  MATERIALES Y MÉTODOS 

5.1 Obtención de ratones deficientes en biotina.   Se  trabajó  con  un  lote  de  9 

ratones macho de la cepa BALB/cAnN Hsd de 3 semanas de vida, dividido en tres grupos 

de  acuerdo  al  tipo  de  dieta  que  se  les  proporcionó.  Los  ratones  del  grupo  control 

recibieron una dieta comercial estándar para roedores de laboratorio (biotina libre 0.82 

mg/kg; cat. 2018S Harlan‐Teklad) y los del grupo deficiente, una dieta carente de biotina 

que contiene 30% de clara de huevo desecada (cat. TD.01363 Harlan‐Teklad). Como se 
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mencionó  en  los  antecedentes,  la  avidina presente  entre  las proteínas de  la  clara de 

huevo,  secuestra  a  la  biotina  impidiendo  su  bio‐disponibilidad.  Los  ratones  del  grupo 

suficiente se alimentaron con  la misma dieta del grupo deficiente pero adicionada con 

biotina  de manera  tal  que  bloquee  todos  los  sitios  de  avidina  presentes  y  además 

proporcione  la vitamina necesaria para  su aprovechamiento por el organismo  (biotina 

libre 1.8 mg/kg; cat. TD.01362 Haran‐Teklad). Esta dieta se denomina suficiente porque 

está descrito que permite el adecuado desarrollo del ratón [Báez‐Saldaña y cols. 1998 y 2009‐

B; NRC 1994]. Además, con este modelo murino no se han observado diferencias entre los 

grupos  control  y  suficiente  para  diversos  parámetros  fisiológicos  y  corporales  hasta 

ahora  estudiados  [Báez‐Saldaña  y  Ortega  2004,  Báez‐Saldaña  y  cols.  1998  y  2009‐B].  Todos  los 

ratones recibieron agua y alimento “ad limitum” durante 11 semanas y se mantuvieron 

en condiciones controladas de barrera y luz (ciclos de 12 h luz/12 h oscuridad).  

 

5.2 Disección de hígados y obtención de cortes histológicos: Al finalizar el tiempo de 

experimentación, los 9 ratones se anestesiaron con 100 L de pentobarbital sódico [6.3 

g/100 mL] hasta verificar su muerte y se perfundieron con paraformaldehído (PFA) al 2% 

en PBS durante 15 minutos. Posteriormente se extrajeron los hígados y se deshidrataron 

en sacarosa al 30% en PBS durante 24 horas. Finalmente se congelaron en metil‐butano 

y se almacenaron a  ‐80°C hasta su procesamiento. Se prepararon cortes de 10 µm de 

grosor de los hígados congelados empleando un criostato a una temperatura de ‐22°C y 

se colocaron en laminillas pretratadas (Fisherbrand Superfrost/Plus cat.12‐550‐15). 

  

5.3 Tinción  de  cromocentros  Las  laminillas  se  tiñeron  con  dihidrocloruro  de  4´,6‐

diamidin‐2‐fenil‐indol  (DAPI)  para  teñir  el  ADN.  El  DAPI  es  una  tinción  fluorescente 

(Ex358/Em461nm)  que  se  une  con  alta  especificidad  a  la  molécula  de  ADN, 

preferentemente al de doble cadena, en el surco menor y en regiones ricas en bases AT 

[Kubista  y  cols.  1987].  Se  obtiene  una  tinción  de  mayor  intensidad  para  la  cromatina 

compacta  [Manzini  y  cols.  1983]  y  en  células  murinas  es  especialmente  brillante  en 
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cromocentros  de  heterocromatina  pericéntrica,  considerada  como  heterocromatina 

constitutiva  [Maison  y  Almouzni  2004].  Se  empleó  una  solución  de  DAPI  (Boehringer‐

Mannheim, cat. 236 276) en PBS (1 µg/mL) incubando durante 30 segundos y se lavaron 

los cortes con solución de PBS. Finalmente se montaron con el medio DAKO‐mounting 

solution (cat. S3023.) dejando secar 24 hrs a temperatura ambiente y se almacenaron a 

4°C hasta su análisis. 

 
5.4 Inmunolocalización  de  la  marca  H3K9me3  en  los  cromocentros.  La  marca 

H3K9me3  está  generalmente  enriquecida  a  lo  largo  de  todo  el  centrómero  de  los 

cromosomas, co‐localizando principalmente con las secuencias satélite mayores/gamma 

correspondientes  la heterocromatina pericéntrica y en menor grado con  las secuencias 

menores  (heterocromatina céntrica)  [Guenatri y  cols. 2004]. Las  laminillas se pre‐trataron 

para el desenmascaramiento de antígenos, mediante  incubación con el reactivo a base 

de solución de citratos BioSB‐ImmunoDNA‐Retriever y se realizó la inmunotinción con el 

anticuerpo primario (2 g/mL) rabbit‐anti‐mouse‐H3K9me3 (Abcam # ab8898), a 4°C por 

67 horas; y con el anticuerpo secundario (1:500) Alexa Fluor 594 donkey anti‐rabbit IgG 

(Invitrogen cat. A‐21207) que fluoresce en color rojo (Ex/Em 590/617nm). Se contra‐tiñó 

con DAPI en PBS (1 µg/mL) durante 1 minuto. 

 

5.5 Tinción con hematoxilina y eosina   Se tiñeron  los cortes de 10 µm con  la técnica 

de hematoxilina‐eosina, con tiempos de incubación de 3 minutos para la hematoxilina y 

20 segundos con eosina. Se montaron con el medio Cytoseal. (cat. EMS 18006). 

 

5.6 Microscopía y procesamiento de imágenes Las preparaciones se analizaron con un 

microscopio  microscopio  de  epifluorescencia  marca  Olympus  con  módulo  de  disco 

giratorio  (DSU)  y  controlado  por  el  software  Stereo  Investigator  versiones  6.0  y  8.0 

(MicroBrightField  Inc.;  Wiliston,  VT,  USA).  Para  las  preparaciones  con  DAPI  e 

inmunohistoquímicas  se  emplearon  los  filtros  de  emisión  correspondientes  y  para  la 

tinción con hematoxilina y eosina, se empleó el módulo para campo claro. Para todos los 
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análisis  se  buscaron  campos  contiguos  a  venas  centrolobulillares  lo  más  redondas 

posible y de  tamaño  similar. Se  capturaron  las  imágenes apiladas  (“stacks”) de  cortes 

ópticos  de  1  µm  y  abarcando  todo  el  espesor  del  corte  sobre  el  eje  Z.  Las 

fotomicrografías  se  analizaron  empleando  el  software  ImageJ  v.1.41o  (http: 

//rsb.info.nih.gov/ij/);  se  efectuó  la  proyección  de  los  cortes  ópticos,  reapilados  por 

intensidad máxima para  las  imágenes de epifluorescencia y por promedio, para  las de 

campo claro. 
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Fig. 1  Medición de superficie cromocéntrica en los núcleos de hepatocitos teñidos con DAPI.  

 

 

5.8 Determinación de la relación núcleo: citoplasma:  Se seleccionaron hepatocitos 

cuya  periferia  se  pudiera  delinear  fácilmente  y  se  determinaron  las  áreas  de  corte 

celular y nuclear, para calcular con estos datos  la proporción núcleo: citoplasma (N: C) 

en cada célula.  
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5.9 Análisis estadístico:   Los  datos  obtenidos  en  la  estimación  de  proporción  de 

cromocentros  y  la  determinación  de  la  relación  núcleo:citoplasma  se  analizaron 

empleando el software OriginPro 8 SRO v8.0724  (B724), mediante análisis de varianza 

(ANOVA) de 1  vía  y prueba post hoc de Bonferroni.  Los  resultados  se  reportan  como 

promedio  ±  error  estándar  de  la  media  (Promedio  ±  ee).  El  grado  de  significancia 

estadística fue de P < 0.0001, en el caso de la cuantificación de foci de heterocromatina 

y P<0.05 para la determinación de la relación núcleo‐citoplasma. 

 

 

 

6.0  RESULTADOS:  

 

6.1  El contenido relativo de cromocentros y en el área de corte nuclear disminuyen 

en  los  hepatocitos  de  ratones  alimentados  con  la  dieta  carente  de  biotina.  Con  el 

objeto  de  estimar  el  contenido  de  cromocentros  en  los  núcleos  de  hepatocitos,  se 

determinó la fracción cromocéntrica, calculando el porcentaje del área nuclear ocupada 

por  los  cromocentros.  Los  datos  mostraron  que  la  proporción  de  cromocentros 

disminuyó en  los hepatocitos de  los ratones alimentados con  la dieta sin biotina 29% y 

19%  con  relación  a  los  grupos  alimentados  con  dietas  control  y  suficiente 

respectivamente (Figura 2 y Cuadro 2). Vale  la pena mencionar que  los hepatocitos de 

ratones con dieta suficiente mostraron una distribución similar a los de los alimentados 

con dieta control. También se observó la disminución del área de corte nuclear para los 

hepatocitos del grupo deficiente, resultado que se confirmó posteriormente mediante la 

tinción de las células completas.   
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Cuadro 2.    Determinación de fracción cromocéntrica en hepatocitos murinos con 
diferente aporte de biotina y teñidos con DAPI 

(Promedio ± ee), (n=108)

Grupo 
Área de corte nuclear

(µm2) 

Área estimada de 
cromocentros 

(µm2) 

Fracción 
cromocéntrica 

(%) 

CONTROL  63.30 ± 1.54  8.45 ± 0.54  12.97 ± 0.68 

SUFICIENTE      56.82 ± 1.33 *     6.60 ± 0.40a     11.32 ± 0.52 

DEFICIENTE      46.90 ±0.99**    4.43  ± 0.28aa     9.22 ± 0.50b 

ANOVA de 1 vía, prueba post‐hoc de Bonferroni:  

**: P<0.00001, Deficiente vs. Control y Suficiente;  *: P < 0.002,  Suficiente vs Control 
aa: P < 0.00001 Deficiente vs. Control; P <0.001, Deficiente vs. Suficiente;    
a: P < 0.01;  Suficiente vs Control 
b: P < 0.00001 Deficiente vs Control;  P < 0.03, Deficiente vs. Suficiente 

 

6.2  La  marca  H3K9me3  de  heterocromatina  pericéntrica  se  localiza  en  los 

cromocentros  de  los  3  grupos  de  hepatocitos.    Se  analizó  en  los  cromocentros  la 

presencia  de  la  marca  H3K9me3,  enriquecida  normalemente  en  regiones  de 

heterocromatina  pericéntrica.  Las  observaciones  cualitativas  mostraron  una 

correspondencia precisa entre  la tinción de DAPI y  la marca para H3K9me3, observada 

en color rosado en el empalme de las imágenes (Figura 3). 

 

Fig.  2.     Disminución  de  la  fracción  de  cromocentros  y  del  tamaño  nuclear  en  hepatocitos  de 
ratones  deficientes  en  biotina.  Fotomicrografías  que  ilustran  cromocentros  de  heterocromatina 
pericéntrica  teñidos con DAPI en núcleos de hepatocitos de  ratones de  los grupos  (A) Control  (B) 
Suficiente y (C) Deficiente en biotina. 
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6.3 Los  hepatocitos  de  ratones  alimentados  con  la  dieta  carente  en  biotina 

conservan el tamaño celular y presentan disminución en la relación núcleo:citoplasma. 

La  tinción  de  núcleos  con  DAPI  mostró  disminución  en  el  tamaño  nuclear  de  los 

hepatocitos  de  los  ratones  alimentados  con  la  dieta  deficiente  en  biotina  (Figura  2  y 

Cuadro 2), por  lo que  se decidió verificar  si  se  trataba de  la  reducción del  tamaño de 

toda  la  célula o  exclusivamente del núcleo, mediante  la determinación de  la  relación 

núcleo:  citoplasma  en  cortes  teñidos  con  hematoxilina‐eosina.  Los  resultados 

confirmaron que el tamaño promedio de  los hepatocitos no se modifica en función de 

las dietas y mostraron que  la relación núcleo: citoplasma disminuye significativamente 

Fig. 3  La marca H3K9me3 asociada a heterocromatina pericéntrica se localiza en los cromocentros. 
Fotomicrografías que ilustran los cromocentros teñidos con DAPI y la inmunolocalización de la marca  
H3K9me3 en hepatocitos de los 3 grupos de ratones, Control, Suficiente y Deficiente de biotina.  
Nótese la co‐localización perfecta (rosa) de los cromocentros teñidos con DAPI y la marca H3K9me3. 



26 
 

en  los hepatocitos de animales alimentados  con dieta deficiente en biotina en 27%  y 

22% comparados con los grupos control y suficiente, respectivamente (Cuadro 3, Figura 4). 
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Cuadro 3.       Histomorfometría de hepatocitos. 
 (Promedio ± ee), (n=23 control,20 suficiente,26 deficiente) 

Grupo  Superficie CELULAR  Superficie NUCLEAR  Relación Núcleo: Citoplasma 

  (µm2)  (µm2)  (%) 

CONTROL   324 ± 21.3  42.0 ± 2.8  13.4 ± 0.7 

SUFICIENTE   338 ± 20.7  41.3 ± 3.1  12.4 ± 0.7 

DEFICIENTE   335 ± 17.1     31.5 ± 1.5 
a
        9.7 ± 0.5 

b
 

ANOVA de 1 vía, prueba post‐hoc de Bonferroni:    
a:  P <0.01 Deficiente vs. Control y  Suficiente     b:  P <0.0002 Def vs.Cont; P <0.01 Def vs. Suf

Fig.4  Efecto  de  la  carencia  nutricional  de  biotina  en  la  relación  núcleo:citoplasma.  Fotomicrografías  
representativas  de  cortes  de  hígado  de  ratones  alimentados  con  diferente  aporte  de  biotina,  teñidos  con 
hematoxilina y eosina. Grupos Control, Suficiente y Deficiente de biotina. Nótese la marcada reducción en la relación 

núcleo: citoplasma en los hepatocitos del grupo deficiente. Las barras corresponden a 50 m (40X) y 20 m (100x).
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7.0  Discusión:  

La biotina es una vitamina capaz de modificar  la expresión de genes y en años 

recientes se ha propuesto que dicho efecto lo ejerce mediante una acción epigenética, a 

través de la unión directa de biotina a las histonas [Hassan y Zempleni 2006)]. Sin embargo, 

este  último  concepto  es  aún  controvertido  dado  que muchos  de  los  estudios  se  han 

realizado en modelos  in vitro y existen dudas sobre  las  técnicas de análisis empleadas 

[Healy  y  cols.  2009].  Por  consiguiente  es  necesario  utilizar  modelos  y  estrategias  que 

permitan evaluar la propuesta del papel epigenético de la biotina en condiciones in vivo. 

En  el  presente  trabajo  se  utilizó  un  modelo  murino  estandarizado  de  deficiencia 

nutricional de biotina [Báez‐Saldaña y cols. 1998] que nos permitió evaluar los efectos de 

la  carencia  de  este  nutriente  sobre  el  contenido  relativo  de  heterocromatina  en  los 

hepatocitos. Este  linaje celular es especialmente  representativo debido a que expresa 

proteínas enzimáticas cuyos genes se saben modificados por biotina [Rodríguez‐Meléndez y 

cols.  2001;  Chauhan  y  Dakshinamurti  1991;  Dakshinamurti  y  Li  1994].  En  concordancia  con  este 

argumento,  nuestros  resultados  mostraron  la  asociación  del  consumo  de  una  dieta 

carente de biotina con  la  reducción del contenido  relativo de cromocentros, así como 

con  la  disminución  del  área  de  corte  nuclear  y  la  relación  núcleo:citoplasma.  Los 

cambios  descritos  apoyan  el  empleo  de  este modelo  animal  para  evaluar  in  vivo  los 

efectos de esta vitamina en  la modificación de  la expresión genética y sugieren que  la 

biotina  podría  ejercer  una  acción  a  nivel  epigenético  a  través  de  alteraciones  en  la 

organización estructural de la cromatina.  
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  La disminución de la fracción de cromocentros en el grupo de ratones deficientes 

sugiere  que  la  biotina  promueve  la  remodelación  de  la  cromatina  a  través  de  la 

reorganización  de  la  heterocromatina  pericéntrica,  la  cual  sí  conserva  la  marca 

epigenética  de  metilación  de  histona  H3K9me3.  El  argumento  se  consolida  por  las 

observaciones hechas en el grupo suficiente, cuyo contenido cromocéntrico fue similar 

al  del  grupo  control,  indicando  que  el  efecto  obedece  exclusivamente  a  la  falta  de 

biotina. Podría plantearse que esta vitamina está  involucrada en  la compactación de  la 

heterocromatina constitutiva, aunque resulta necesario primero analizar su efecto sobre 

otras proteínas que intervienen en este ensamblaje, como la MeCP2 y la HP1, y sobre la 

metilación  misma  del  ADN.  También  sería  interesante  analizar,  mediante 

inmunoprecipitación  de  cromatina  (ChIP),  la  estructura  de  la  cromatina  en  genes 

hepáticos específicos que podrían ser  los de  la glucocinasa hepática y de  la  fosfoenol‐

pirúvico‐carboxicinasa, modificados opuestamente por  la biotina [Chauhan y Dakshinamurti 

1991;  Romero‐Navarro  y  cols.  1999].  Así  mismo,  analizar  de  manera  global  cambios 

epigenómicos mediante  la  técnica ChIP‐on‐chip  (inmunoprecipitación  y microarreglos) 

para  comparar  los  perfiles  epigenéticos  entre  las  tres  condiciones  experimentales  de 

aporte  de  biotina.  Por  otra  parte,  la  disminución  de  cromocentros  también  podría 

representar  un menor  contenido  de  ADN  acomodado  en  estos  sitios,  sugiriendo  que 

determinadas  regiones  del  ADN  se  hubieran  relajado.  También  esto  tendría  que 

verificarse  empleando  diferentes  secuencias  satélite‐  de  cromocentros  murinos  y 

mediante FISH revisar si todas siguen presentes o algunas se salen de los cromocentros. 
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De cualquier modo,  la  reorganización de cromocentros observada en este  trabajo nos 

plantea por  sí misma, que una molécula exógena que procede de  la dieta modifica  la 

organización  de  sitios  de  heterocromatina  constitutiva, mismos  que  hasta  ahora  son 

considerados como sinónimo de estabilidad genómica.   

Los  resultados  también  mostraron  que  el  tamaño  nuclear  de  los  hepatocitos 

disminuyó significativamente en los ratones deficientes de biotina. Se sabe que en este 

linaje  celular  el  área  nuclear  se  asocia  directamente  con  el  aumento  del  índice 

proliferativo,  ya  sea  por  el  crecimiento  normal  del  hígado  en  los  ratones  jóvenes 

[Miljutina y cols. 1978], o por procesos malignos  [Deprez y cols. 1993;  Ikeguchi y cols. 1998]; en 

ambos procesos debido a que el núcleo de estas células se  incrementa antes de entrar 

en mitosis [Carriére y cols. 1961]. Además, está reportado que la biotina es esencial para la 

proliferación celular y que su deficiencia arresta a  las células en fase G0 [Dakshinamurti y 

cols  1985;  Zempleni  y  Mock  2001;  Takechi  y  cols.  2008].  De  hecho  el  modelo  murino  de 

deficiencia de biotina empleado en este trabajo se asocia con alteración del crecimiento 

hepático [Báez‐Saldaña y Ortega 2004] y con disminución en la proliferación celular inducida 

por mitógenos [Báez‐Saldaña y cols. 1998]. Por lo tanto, el menor tamaño nuclear observado 

en  los  ratones  deficientes  concuerda  con  la  reducción  del  estado  proliferativo  de  los 

hepatocitos debido a la falta de biotina.  

Finalmente,  se  sabe que  alteraciones nutricionales  en  varias  etapas de  la  vida 

pueden  afectar  el  epigenoma  de  un  individuo  de  manera  permanente  siendo  más 

notorio el efecto cuando se  imponen durante etapas del desarrollo fetal. Tal es el caso 
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de los defectos en la formación del tubo neural por un aporte deficiente de ácido fólico 

[Jaenisch  y  Bird  2003]  así  como  la  hipermetilación  génica  y  consecuente  modificación 

fenotípica  en  los  ratones  Agouti  provocada  por  la  suplementación  de  las  madres 

gestantes  con agentes donadores de grupos metilo  [Waterland  y  Jirtle  2003]. En general, 

nuestro trabajo concuerda con este tipo de efectos y sugiere que la carencia de biotina 

es capaz de asociarse a reacomodos de la cromatina aún cuando haya sido iniciada en la 

etapa  juvenil.  Resultaría  interesante  analizar,  por  una  parte,  si  estos  resultados  se 

agudizan  al  provocar  la  deficiencia  durante  la  gestación  además  de  determinar  las 

consecuencias  que  tendría  en  la  etapa  adulta;  y  por  la  otra,  si  las  observaciones  del 

presente trabajo se revierten al restablecer el suministro de biotina.  

 

8.0  CONCLUSIÓN:  

Los  resultados obtenidos en el presente estudio,  sugieren que  la biotina  tiene 

efectos  en  la  organización  de  la  heterocromatina.  Utilizando  un  modelo  in  vivo  se 

observó  que  la  deficiencia  nutricional  de  biotina  se  asocia  con  la  disminución  en  el 

contenido  de  cromocentros  en  hepatocitos murinos  y  con  la  reducción  del  tamaño 

nuclear  de  estas  células.  Está  claro  que  se  requieren más  estudios  para  explicar  las 

acciones moduladoras de esta vitamina en la expresión de genes. 
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nuclear  de  estas  células.  Está  claro  que  se  requieren más  estudios  para  explicar  las 

acciones moduladoras de esta vitamina en la expresión de genes. 
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