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RESUMEN 
 

La deficiencia de biotina afecta la expresión de enzimas reguladoras del 

metabolismo de la glucosa y otras proteínas no relacionadas con su función de 

cofactor. Como inicio, para obtener avances en el entendimiento de estos 

efectos, nosotros comparamos algunos cambios metabólicos y transcriptómicos 

durante la deficiencia de biotina en tres eucariontes diferentes: Rattus 

norvegicus (rata), Caenorhabitis elegans (nematodo) y Saccharomyces 

cerevisiae (levadura), todos crecidos con abundante glucosa. El consumo de 

esta hexosa y la concentración de lactato o etanol disminuyeron, indicando una 

disminución del flujo glucolítico/fermentativo. También hubo un incremento del 

NAD+, la relación ADP/ATP y una disminución del consumo de oxígeno, 

evidenciando profundas alteraciones energéticas y metabólicas. Varios 

transcritos de genes para la utilización de glucosa y lipogénesis disminuyeron en 

la deficiencia de biotina, mientras que algunos para la oxidación de ácidos 

grasos y gluconeogénesis aumentaron. La readministración de biotina revierte 

varios de los cambios descritos anteriormente. Nosotros hipotetizamos que el 

déficit energético en la deficiencia de biotina se debe a un mal funcionamiento de 

ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA) y concomitantemente a una anaplerosis 

deficiente, consecuencia de la deficiencia de la piruvato carboxilasa (PC) que es 

una de las enzimas dependientes de biotina. Algunos de los cambios 

mencionados anteriormente también se revirtieron en levadura por aspartato, 

precursor del oxaloacetato y producto de la PC. El déficit de ATP activa a la 

cinasa dependiente de AMP (AMPK) en la rata, en el nematodo y a su homólogo 

en levadura (Snf1), que es un sensor del estrés energético. Nosotros 

proponemos un modelo general para integrar estos resultados en circuitos 

reguladores de acuerdo a la biología de cada especie, para explicar la regulación 

de los transcriptomas del metabolismo del carbono a través de circuitos 

reguladores desencadenados por la activación de la AMPK/Snf1.  Nuestros 

hallazgos pueden contribuir a la comprensión de las complejas redes que unen 

el metabolismo y la función genómica, así como las alteraciones en los 

trastornos de gestión de energía tales como la diabetes y el cáncer.   
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ABSTRACT 

 
Biotin starvation affects the expression of crucial glucose metabolism enzymes 

and several other proteins, none directly related to its cofactor function. To 

advance in the understanding of these effects we compared some metabolic and 

transcriptomic changes during biotin deficiency among three different eukaryotes: 

R. norvegicus (rat), C. elegans (worm) and S. cerevisiae (yeast), all provided with 

glucose. Consumption of this hexose and the concentrations of lactate or ethanol 

were reduced, indicating reduction of glycolytic/fermentative flow. Increased 

NAD+ and ADP/ATP ratio and diminished oxygen consumption evidenced 

profound energy metabolism alterations. Several transcripts of genes for glucose 

utilization and lipogenesis were lowered, and some for fatty acid β-oxidation and 

gluconeogenesis were raised. Biotin administration reversed several of the above 

changes. We hypothesize cellular energy shortage on biotin starvation due to 

defective tricarboxylic acid cycle (TCA) functioning by impaired anaplerosis, a 

consequence of biotin-dependent pyruvate carboxylase (PC) deficiency. Several 

of the mentioned changes were also reversed in yeast by aspartate, precursor of 

the PC product oxaloacetate. The ATP deficit activated rat and worm AMP kinase 

(AMPK) and its yeast homologue Snf1, cellular energy stress sensors. We 

propose a general model for integrating these results in regulatory circuitries 

according to the biology of each species, in order to explain the regulation of the 

carbon metabolic transcriptoms through regulatory circuitries set off by 

AMPK/Snf1 activation. Our findings may contribute to the understanding of the 

complex networks linking metabolism and genome function, as well as their 

derangements in energy management disorders such as diabetes and cancer. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 

La biotina, también conocida como vitamina H o B7 es un micronutriente esencial 

para los seres vivos. Esta vitamina fue identificada por Kögl y Tönnis en 1936 

(1), mientras estudiaban los requerimientos nutrimentales de la levadura, y 

encontraron que ésta era un factor indispensable para su crecimiento en un 

medio de cultivo sintético. Posteriormente en 1950, se evidenció que la biotina 

era un componente necesario para las reacciones de carboxilación; sin embargo, 

fue hasta 1958 cuando se demostró que existía una asociación de la biotina con 

una  proteína, la acetil CoA carboxilasa (2), y este hallazgo sugirió que la biotina 

podría funcionar como cofactor de esta enzima; investigaciones posteriores lo 

confirmaron y además demostraron que también es cofactor de otras enzimas 

que participan en reacciones de carboxilación importantes para el metabolismo 

intermediario (3). 

 

Además de su función como cofactor, evidencias mas recientes sugieren que la 

biotina tiene otras funciones celulares, especialmente la de regulador de la 

expresión genética en diferentes organismos (4-6). En Escherichia coli y 

Saccharomyces cerevisiae, la biotina regula al operón y a los genes Bio (en 

ambos organismos participan en la síntesis de biotina) respectivamente; 

mientras que en mamíferos regula la expresión de cientos de genes (7).  

 

1.1. Química y fuentes de biotina obtenidas de la dieta. 
 

La estructura molecular de la biotina consiste de dos anillos fusionados, uno 

llamado imidazol (ureido) y otro de tetrahidrotiofeno, que contiene un átomo de 

azufre, éste anillo tiene unida una cadena lateral compuesta por cinco carbonos 

denominada ácido valérico y que termina en un grupo carboxilo (8) (figura 1). La 

estabilidad química de la biotina depende de las condiciones en las que se 

encuentre, por ejemplo en soluciones ácidas y neutras es moderadamente 

estable, mientras que en condiciones alcalinas la pierde totalmente. Es de 
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destacar que esta vitamina resiste altas temperaturas, y en solución puede ser 

esterilizada por autoclave sin alterar sus propiedades físico-químicas (9). 

 

 

Figura 1. Estructura de la d-biotina. 
 

La síntesis de la biotina está circunscrita a las plantas, la mayoría de las 

bacterias y ciertos hongos, por lo tanto los organismos auxótrofos, que incluyen 

a los mamíferos, la obtienen de fuentes exógenas como la dieta o a partir de la 

flora microbiana intestinal que la sintetizan de novo (10). En la dieta, la biotina 

generalmente se encuentra unida a proteínas y algunos de los productos 

alimenticios naturales que la contienen en abundancia son: la yema de huevo, 

carne, cereales y algunos vegetales (11). Se ha estimado que la ingesta de 

biotina a través de la dieta en poblaciones occidentales es de 35-70 µg/día (143-

287nmol/día) (11).  
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Aunque es poco común en humanos, la deficiencia de biotina se puede generar 

debido al consumo excesivo de clara de huevo cruda, la cual contiene altos 

niveles de la proteína avidina. Esta glicoproteína tiene alta afinidad por la biotina 

(10-15M) impidiendo su absorción intestinal (12). 

 

1.2. Absorción y distribución de la biotina en el organismo 
 

La mayor parte de la biotina ingerida de la dieta se encuentra unida a residuos 

de lisina en proteínas (13) y una vez dentro del organismo la unión es degradada 

por proteasas para generar biocitina (biotinil-ε-lisina) y péptidos unidos a biotina, 

posteriormente la enzima llamada biotinidasa libera a la biotina de la biocitina de 

los péptidos biotinilados para ser absorbida en el intestino.  

 

El transporte de la biotina al interior de la célula se realiza mediante transporte 

pasivo y activo. La difusión pasiva se lleva a cabo cuando la concentración de 

biotina extracelular excede 25 µmol/L. Por el contrario, cuando la concentración 

de la vitamina es menor a 5 µmol/L predomina el transporte activo en donde la 

captación está mediada por dos transportadores; uno conocido como 

transportador multivitamínico dependiente de sodio (SMVT) y en menor medida 

por otro llamado transportador de monocarboxilatos MCT1 (14-15). Se ha 

observado que después de la administración intravenosa de biotina en ratas, una 

fracción importante de la vitamina se acumula en el hígado, consistente con el 

papel que se le ha atribuido a este órgano de ser reservorio de biotina que 

puede potencialmente distribuirla a otros órganos como el cerebro, y 

probablemente podría explicar el por qué el sistema nervioso central de ratas 

que se someten a deficiencia de biotina, mantiene los niveles normales de la 

vitamina (16).  
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1.3. Funciones de la biotina como grupo prostético 
 
La función de la biotina como grupo prostético se identificó por la unión 

covalente que existe entre la vitamina y un residuo de lisina de las carboxilasas. 

En mamíferos existen cinco carboxilasas: la piruvato carboxilasa (E.C. 6.A.1.1), 

la acetil-CoA carboxilasa 1 y 2 (E.C. 6.4.1.2), la propionil-CoA carboxilasa (E.C. 

6.4.1.3) y la metilcrotonil-CoA carboxilasa (E.C 6.4.1.4). Estas proteínas se 

sintetizan como apoenzimas (sin actividad), y para ser activadas se requiere la 

unión de la biotina. Esta unión esta mediada por una enzima específica: la 

proteína ligasa de biotina (BPL) u holocarboxilasa sintetasa (HCS), por medio de 

una reacción que requiere de ATP y que ocurre en dos pasos: (17-18). 

 

Paso 1:       ATP + Biotina + HCS  Biotina-AMP-HCS + PPi  

 

Paso 2: Biotina-AMP-HCS + Apocarboxilasa  Holocarboxilasa + AMP + PPi 

+HCS 

 

Las reacciones que catalizan las carboxilasas dependientes de biotina es la 

unión covalente del bicarbonato a ácidos orgánicos y se produce mediante la 

siguiente secuencia de reacciones de carboxilación (figura 2). En una primera 

fase, el bicarbonato es activado al reaccionar con el ATP produciendo un 

intermediario llamado carboxifosfato, que se descompone en bióxido de carbono. 

En realidad el bicarbonato se deshidrata por su reacción con el ATP y el CO2 

reacciona con el nitrógeno 1 (1´-N) del motivo del biotinil en la holocarboxilasa 

(biotinil carboxilasa) para formar 1´-N-carboxibiotinil carboxilasa (carboxibiotina) 

con la liberación de fosfato inorgánico (Pi). Subsecuentemente, la biotina actúa 

como un acarreador para transportar el CO2 desde un sitio activo a otro en la 

misma enzima. En una segunda fase, el 1´-N-carboxibiotinil carboxilasa 

incorpora al CO2 a un aceptor específico para cada carboxilasa que se libera en 

el segundo sitio activo  (19). Finalmente las holocarboxilasas son degradadas 

proteolíticamente generándose péptidos de biotinil, los cuales son degradados 
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por la biotinidasa para liberar a la biotina que es reciclada para ser usada 

nuevamente por las carboxilasas (20).  

 

 
 
Figura 2. Reacciones de las carboxilasas dependientes de biotina. Las 

carboxilasas dependientes de biotina median la unión covalente del bicarbonato 

a ácidos orgánicos mediante la siguiente secuencia de carboxilación. Primero, el 

bicarbonato y el ATP forman un intermediario llamado carboxifosfato (paso1- 3). 

Posteriormente, el CO2 formado puede reaccionar con la biotina para formar 

carboxibiotina (paso 3). En la segunda fase de la reacción (pasos 5-7), el CO2 

reacciona con el piruvato para formar oxalacetato (ejemplo de la reacción 
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catalizada por la piruvato carboxilasa). El piruvato se convierte en su forma 

enólica en el paso 6, transfiriendo un protón a la biotina. El enolato ataca el CO2 

para generar oxalacetato en la etapa final de la reacción (paso 7). (Imagen 

tomada y modificada del libro Principios de Bioquímica de Lehninger 4a edición 

2007). 

 

1.4. Regulación genética por biotina en E. coli  
 

Además de su rol como grupo prostético, la biotina está involucrada en otras 

funciones biológicas, tales como la regulación de genes a nivel transcripcional 

y/o postranscripcional que participan en diversos procesos metabólicos como el 

metabolismo de la glucosa. 

 

La bacteria E.coli puede sintetizar a la biotina de novo mediante el operón 

llamado Bio. El sistema de regulación genética por biotina del operón Bio es el 

mejor caracterizado, en éste participa la enzima biotina proteína ligasa (que en 

los procariontes se conoce como proteína BirA). Esta enzima es bifuncional, por 

una parte cataliza la unión de la biotina a las carboxilasas, y por otra puede 

reprimir la expresión del operón Bio, que es el responsable de la síntesis de la 

biotina (18, 21-23). La regulación de la expresión del operon Bio está dada en 

razón de la cantidad de las apoenzimas y del intermediario BirA-bio-5´-AMP que 

se forma durante las reacciones de carboxilación. Brevemente, cuando las 

células se están dividiendo rápidamente, la concentración de apocarboxilasa es 

muy alta y por lo tanto se deben de activar, para que esto ocurra, la proteína 

BirA se une a la biotina y forman un complejo BirA-bio-5´-AMP el cual va a 

biotinilar a las apocarboxilasa para activarlas. En estas condiciones y dado el 

alto requerimiento de biotina, la trascripción del operón Bio está activo y por lo 

tanto hay un aumento en la producción de biotina. Por el contrario, cuando la 

síntesis de las apoenzimas es reducida, el complejo BirA-bio-5´-AMP se acumula 

a altas concentraciones, lo que provoca que aumente la afinidad por el promotor 

del operón Bio y como consecuencia reprime la síntesis de biotina (figura 3). 
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Figura 3. Modelo de regulación del operón Bio en E. coli. La proteína BirA 

activa a la biotina y al ATP formando un complejo biotinil-5-AMP. A) Cuando la 

concentración de biotina es alta hay también un incremento en la cantidad del 

complejo BirA-biotinil-AMP, el cual actúa como un correpresor que se une a la 

secuencia del operador del operón Bio. B) Si la cantidad de biotina es baja, las 

proteínas dependientes de biotina (apoenzimas) promueven la liberación del 

represor (BirA-biotinil-AMP) y se inicia la transcripción del operador para la 

síntesis de biotina. 

 

1.5. Regulación genética por biotina en la levadura Saccharomyces 

cerevisiae 
 

Dada la función reguladora de la expresión genética de la biotina en 

procariontes, recientemente se ha comenzado a investigar esta función en 

organismos modelo como la levadura Saccharomyces cerevisiae. Similar a la 
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mayoría de los eucariontes, S. cerevisiae no puede sintetizar biotina de novo. 

Sin embargo, este organismo aún conserva genes que le permiten sintetizarla a 

partir de precursores como el pimeloil-CoA o el ácido 7-ceto-8-aminopelargónico 

(KAPA) (figura 4) (24). Estos son introducidos a la célula mediante los 

transportadores Bio5p y la proteína permeasa de biotina (vht1) (25-26), y 

posteriormente son metabolizados hasta formar biotina por las proteínas que 

están codificadas por los genes Bio1 que transforma al pimeloil-CoA en KAPA, el 

BIO3 (aminotrasferasa DAPA) que forma ácido 7,8- diamino pelargónico (DAPA) 

a partir de KAPA, el BIO4 (destiobiotina sintasa) que sintetiza destiobiotina y 

finalmente el gen BIO2 (biotina sintasa) que forma a la biotina (figura 4) (27). En 

conjunto a estos genes se les denomina como genes Bio. 

 

Estudios recientes han evidenciado que la concentración intracelular de biotina 

en S. cerevisiae afecta la trascripción de los genes Bio. Específicamente, 

estudios sobre el sistema de transporte de biotina revela que éste se incrementa 

cuando las levaduras se crecen a bajas concentraciones de biotina (28-29). 

Consistente con lo anterior, también se incrementó la transcripción de los genes 

Bio, así como del gen que codifica para la proteína ligasa de biotina (BPL) (6). 

Mediante el uso de una cepa de levadura mutante para BPL se demostró que 

esta proteína es indispensable para censar los niveles de biotina extracelular y 

desencadenar la trascripción de los genes Bio.  
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Figura 4. Ruta de síntesis de biotina en la levadura S. cerevisiae. Aunque la 

levadura S. cerevisiae es auxótrofa para biotina, este organismo la puede 

sintetizar a partir de precursores como el pimeloil-CoA o el ácido 7-ceto-8-

aminopelargónico (KAPA).  
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1.6. Componentes de la regulación por biotina en levadura 
 

Como inicio, para establecer el mecanismo de regulación mediado por biotina en 

levadura, se realizó un análisis de los genes que responden a biotina, y se 

determinó que en todos ellos existe una secuencia común de 20 pares de bases 

llamada BRE (biotin-responsive element) o VHRE (vitamin H-responsive 

element), conservada en varias especies de levadura, (6, 30). Estudios en los 

que se fusionaron las regiones promotoras de los genes Bio a un gen reportero, 

revelaron que se requiere de la secuencia BRE para la activación transcripcional 

en condiciones de bajos niveles de biotina (6, 30). Subsecuentemente se 

identificó y caracterizó el factor transcripcional Vhr1p que censa los niveles de 

biotina y que reconoce al elemento BRE. Además, se identificó que este factor 

tiene dos dominios importantes, el amino terminal que se une al DNA y el 

carboxilo que es el de activación de las secuencias promotoras. 

 

1.7. Regulación genética por biotina en mamíferos  
 

Investigaciones en las que se estudió la regulación genética por biotina en 

mamíferos, indican que la vitamina modifica la expresión de diversos genes (31). 

Aunque las bases bioquímicas de ésta regulación apenas comienzan a ser 

dilucidadas, las evidencias sobre la biotina como modulador de la expresión 

genética se conocen desde finales de la década de los 60´S. A continuación se 

realiza una descripción de las proteínas que son modificadas por la 

concentración de biotina intracelular. 

 

1.8. Proteínas para el metabolismo de carbohidratos  
 
Estudios pioneros realizados por Dakshinamurti (32) sobre el efecto que causa la 

deficiencia de biotina en enzimas involucradas en el metabolismo de 

carbohidratos, como la la glucocinasa (GK), indican que la deficiencia disminuye 

su actividad específica entre un 40-45% respecto al control y que el efecto se 
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revirtió al administrar dosis farmacológicas de biotina al incrementar su actividad 

a niveles aún mayores que el control (33). En un trabajo posterior también 

demostró que el efecto se observa a nivel de su trascripción, ya que la vitamina 

aumentó hasta 4 veces la expresión del RNA mensajero de ratas en ayuno, 

estos resultados indican que existe una correlación entre el aumento del RNA 

mensajero con la actividad de la enzima (5). Resultados similares se obtuvieron 

en cultivos de hepatocitos e islotes pancreáticos de rata (34-35), además se 

evidenció que a una concentración de 10-6M la biotina fue capaz de incrementar 

los niveles del segundo mensajero guanosil monofosfato cíclico (GMPc), 

sugiriendo que los efectos de la biotina sobre la GK están mediados por los 

niveles intracelulares del GMPc (36). 

 

Otra enzima importante en el metabolismo de la glucosa es la fosfoenolpiruvato 

carboxicinasa (PEPCK) que participa en la gluconeogénesis y es considerada 

una de las enzimas limitantes para esta vía metabólica. En condiciones de ayuno 

o en animales diabéticos ésta proteína se expresa abundantemente, y por el 

contrario en condiciones posprandiales o con una dieta rica en carbohidratos, su 

expresión disminuye hasta ser casi imperceptible (37). Estudios realizados en 

ratas diabéticas indicaron que la expresión del RNA mensajero de la PEPCK 

aumentó hasta 10 veces en comparación al control, y que la administración de 

biotina la disminuyó; estos resultados sugieren que la biotina tiene efectos 

negativos sobre la expresión de la PEPCK (38). 

 

De manera similar a la GK y PEPCK, la piruvato cinasa y la fosfofructocinasa I 

modifican su actividad enzimática en respuesta a la administración de biotina 

(39). En ratas diabéticas la actividad enzimática de la piruvato cinasa se 

encontró disminuida en un 70%, y la adición de biotina la incrementó hasta un 

130% sobre el nivel del estado diabético. De igual forma, la actividad de la 

fosfofructocinasa I en el hígado de ratas diabéticas está reducida en un 35% y se 

restablece por la adición de biotina (39).  
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1.9. Proteínas dependientes de Biotina  
 
En el laboratorio del Dr. Velázquez y colaboradores (40) , empleando un modelo 

de ratas deficientes de biotina, mostraron que la vitamina regula la expresión de 

la holocarboxilasa sintetasa (HCS) y las carboxilasas PC y PCC en varios tejidos 

como el hígado, el riñón y el músculo esquelético. El efecto observado fue la 

disminución de los niveles de sus RNA mensajeros, los cuales se restablecieron 

con la administración de la vitamina en un lapso de 24 horas (40). Resultados 

similares se obtuvieron en la línea celular HepG2 (células de hepatoma humano) 

crecidas en deficiencia de biotina durante 15 días, notándose una disminución 

de los RNA mensajeros para la HCS y las carboxilasas (ACC1 y PCC) (41). 

Además, en leucocitos provenientes de humanos que presentaban deficiencia 

apenas marginal de biotina, se encontró que las carboxilasas (MCC, PCC, PC, 

ACC1, ACC2), HCS, biotinidasa, y SMVT disminuyeron aproximadamente hasta 

un 80% (42). Estos datos indican que la biotina afecta la expresión de las 

proteínas que se relacionan directamente con dicha vitamina. 

 

1.10. Otros genes afectados por biotina 
  
Al menos en mamíferos hay un número muy grande de genes que son afectados 

por la deficiencia de biotina, por ejemplo; algunos oncogenes como N-myc, C-

myb, N-ras y raf. Al estudiar a dichos genes, se encontró que su expresión 

disminuye hasta en un 47%, cuando las células se crecieron a la concentración 

de 25 pM de biotina (43). De manera similar, disminuyó la expresión de varios 

factores transcripcionales como NF-kB, SP1 y SP3 así como también para el 

receptor de la interleucina 2 (IL-2) y la interleucina 4 (IL-4) en células Jurkat (44-

45).  

 

En un análisis más extenso, mediante microarreglos, en células 

polimorfonucleares humanas, mostró que de los 14 mil genes estudiados, 139 

aumentan y 131 disminuyeron su expresión en respuesta a la adición de 8.8 µM 
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de biotina (46), mientras que en las células HepG2 la deficiencia de biotina 

modifica la expresión de 1800 proteínas (47).  

 

 

 

1.11. Regulación de genes por biotina a nivel pos-transcripcional  
 
Otros estudios en células HepG2 evidenciaron que la biotina también afecta la 

expresión de proteínas a nivel post-transcripcional. En un cultivo de estas células 

se encontró que para la expresión normal de los receptores para 

asialoglicoproteínas y el de insulina se requiere de una concentración de 10-7 M 

de biotina, esta modificación podría estar mediada por el GMPc y la proteína 

cinasa G (PKG) (48). 

 
1.12. Mecanismos de regulación 

 
Recientemente se han comenzado a estudiar los mecanismos de regulación 

mediados por la biotina sobre la expresión genética y hasta ahora se ha 

propuesto que la regulación ocurre mediante la vía de señalización que está 

integrada por la guanilato ciclasa soluble (GCs), el GMPc y la proteína PKG, que 

en su conjunto la llamaré (vía GCs-PKG) y mediante la biotinilación de histonas.  

 
1.13. Vía de señalización GCs-PKG 

 
La vía de señalización GCs-PKG propone que la biotina puede modificar la 

expresión genética en células de mamíferos vía la activación de una cascada de 

transducción de señales en la que participan la biotina (como molécula 

activadora), la guanilato ciclasa soluble (GCs) y la proteína cinasa G 

dependiente de GMPc (PKG). Estudios realizados por Spence y colaboradores 

utilizando un modelo de hepatocitos primarios, evidenciaron que la biotina puede 

incrementar los niveles del segundo mensajero guanosil monofosfato cíclico 
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(GMPc) (36). Por otra parte Vesely (49) identificó que la biotina es capaz de 

aumentar la actividad de la GCs, que es la enzima productora de GMPc. 

Basados en estos antecedentes de la Vega y colaboradores mostraron que la 

adición de biotina a células en cultivo también activa a la PKG y que este efecto 

era bloqueado al adicionar un inhibidor de la GCs (48). Finalmente Solorzano-

Vargas y colaboradores propusieron que el biotinil-AMP, producto de la reacción 

catalizada por la HCS participa como intermediario en la expresión genética. De 

acuerdo con este modelo el biotinil-AMP activa a la GCs (por un mecanismo aún 

desconocido), provocando un aumento en la producción de GMPc. El GMPc 

activa a la PKG, conduciendo a la fosforilación y activación de otras proteínas, 

posiblemente factores de transcripción, cuyo blanco son los genes que codifican 

para la HCS, ACC1 y PCC, entre otros (Figura 5) (41). La activación 

transcripcional de estos genes es afectada por la falta de biotina y por la 

actividad de la HCS, produciendo un fenotipo similar al de pacientes con 

deficiencia múltiple de carboxilasas (figura 5).  
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Figura 5. La biotina afecta la expresión de genes mediante la vía GCs-PKG. 

La biotina extracelular es transportada por el SMVT, que se activa por la BLP 

(HCS en mamíferos) y ATP, produciendo Biotinil-AMP. Este intermediario 

provoca un aumento en la concentración de la guanilato ciclasa, que a su vez 

incrementa al GMPc y activa a PKG que fosforila a otras proteínas que tienen 

efecto en los genes de HCS, PCC, ACC1. 

 

1.14. Biotinilación de histonas 
 
Reportes recientes indican que la biotina también se localiza en el núcleo celular 

(30). Consistente con esta observación, Hymes y cols., evidenciaron que la 

biotina se une a las histonas en un residuo de lisina y que dicha unión esta 

catalizada por la biotinidasa (7). Por otro lado, estudios por inmunofluorescencia 

en varias líneas celulares provenientes de humanos, indican que la HCS se 

localiza primordialmente en el núcleo, y ahí mantiene su actividad catalítica 

biotinilando a las histonas (31). Con estos hallazgos, se propuso que esta 

modificación postraduccional realizada por la biotinidasa o bien por la HCS, es 
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de importancia biológica ya que presumiblemente puede modificar la estructura 

de la cromatina y facilitar la activación o represión de genes (32). Sin embargo, 

estudios recientes ha puesto en duda la existencia de la biotinilación de histonas 

(50-51), esta aseveración se sustenta porque en un cultivo celular crecido con 

bajas concentraciones de biotina la biotinilación de histonas no se modificó, 

mientras que los sustratos naturales, las carboxilasas, si disminuyeron su grado 

de biotinilación.  
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 
La función de la biotina como reguladora de la expresión genética es enigmática, 

dada la diversidad de proteínas sobre las que tiene efecto y la poca o nula 

relación fisiológica aparente entre muchas de ellas, por lo que investigar esta 

función podría ayudar a identificar si existen redes de regulación genética que 

permitan entender los mecanismos involucrados en ésta regulación.  

Theodosius Dobzhansky propuso que “nada en biología es comprensible sino a 

la luz de la evolución”. Por ello, para intentar comprender si existe una red de 

regulación controlada por la biotina en eucariontes filogenéticamente distantes 

entre sí y de diferente complejidad, decidimos realizar estudios comparativos en 

tres eucariontes modelo como: la levadura Saccharomyces cerevisiae, el 

nematodo Caenorhabditis elegans y la rata Rattus norvegicus. Este trabajo 

permitirá entender como es que una molécula como la biotina interviene en 

procesos de regulación genómica en los tres eucariontes estudiados que son 

distantes en aproximadamente mil millones de años. 
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3. HIPÓTESIS 
Dado que la biotina afecta la expresión de múltiples genes, incluyendo algunos 

relacionados al metabolismo de carbohidratos, es probable que exista una red 

de regulación controlada por la biotina que provoque alteraciones genéticas y 

metabólicas similares en eucariontes filogenéticamente distantes entre sí y de 

diferente complejidad. 
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4. OBJETIVO GENERAL 
 
Determinar si la deficiencia de biotina provoca alteraciones genéticas y 

metabólicas análogas en tres eucariontes que abarcan un amplio rango de la 

escala filogenética: la levadura S. cerevisiae, el nematodo C. elegans, la rata R. 

norvegicus, así como proponer la(s) vía(s) de señalización en la(s) que participa. 

 
 

5. OBJETIVOS PARTICULARES 

 
1. Establecer y validar los organismos modelos deficientes de biotina, 

determinando el grado de biotinilación de las carboxilasas 

 

2. Identificar si la deficiencia de biotina causa alteraciones metabólicas y 

genéticas similares en los tres organismos estudiados. 

 

3. Determinar la(s) vía(s) de señalización que se modifican en la deficiencia 

de biotina.  
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 
 

6.1. Organismos Deficientes de Biotina 
 
A cinco ratas de la cepa Wistar con una edad de 21 días y 50 gramos de peso, 

se les indujo la deficiencia de biotina mediante la alimentación con una dieta 

comercial que contenía 30% de clara de huevo como fuente de avidina (TD. 

81079, Harlan Teklad, Madison WI, USA), esta proteína se une de manera 

covalente a la biotina, formando un complejo proteínico que no es absorbido de 

la sangre. Las ratas utilizadas como control se alimentaron con la dieta que 

contiene la misma cantidad de avidina más un suplemento de 0.03 g de biotina 

/Kg dieta (TD. 97126, Harlan Teklad, Madison WI, USA). Brevemente cada rata 

fue individualmente alojada en una jaula con ciclos 12hrs oscuridad/12hra luz y 

con acceso libre al alimento y agua. Después de 6-7 semanas, las ratas 

(suficientes y deficientes de biotina) se sacrificaron. Para analizar la 

recuperación de los efectos de la deficiencia de biotina, cinco ratas con 

deficiencia de biotina se inyectaron por vía intraperitoneal con biotina (1 mg/kg 

de peso corporal) o con solución salina (control) y luego se sacrificaron a las 0 y 

las 24 horas por decapitación. A cada rata se le extrajo el hígado y se congeló 

inmediatamente en nitrógeno líquido y se almacenaron a -70 º C hasta su 

utilización. 

 

Los nematodos deficientes de biotina se obtuvieron de la siguiente manera: 

organismos de C. elegans de la cepa silvestre (N2) se sincronizaron en la etapa 

larvaria L1 de su crecimiento y se alimentaron con un cultivo de Escherichia coli 

auxótrofa de biotina (MG1655bioB:kan, donada por el Dr. John E. Cronan, 

Universidad de Illinois, Urbana) que se creció en un medio mínimo (MM) con 

biotina 0.05 nM (deficiente de biotina). Para generar una deficiencia más 

profunda, se les adicionó avidina (1 U/mL), esta cantidad de avidina es suficiente 

para atrapar la biotina en los medios deficientes. Los nematodos controles se 

crecieron en las mismas condiciones con la adición de 5 nM de biotina 
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(suficiente de biotina). A los experimentos en los que se readministró biotina, los 

nematodos deficientes fueron colocados con E. coli auxótrofa de biotina crecida 

en medio que contenía 5.0 nM de biotina; se cosecharon después de 0 y 4 

horas. El contenido de lípidos en los nematodos se determinó mediante la tinción 

con Negro de Sudan B, aproximadamente 500 nematodos deficientes y controles 

se lavaron con amortiguador M9. Posteriormente los nematodos se fijaron con 

10% de paraformaldehido con tres ciclos de congelamiento y descongelamiento 

y se deshidrataron con etanol primero al 50% y después al 70%. Finalmente se 

realizó la tinción con una solución saturada de Negro de Sudan durante toda la 

noche.   

Los cultivos de levaduras S. cerevisiae (cepa W303A) deficientes de biotina, se 

obtuvieron al crecerlas en medio mínimo sintético (SD) que contiene 2% de 

glucosa como fuente de carbono y concentraciones de biotina de 0.4 y 8.0 nM de 

biotina (deficientes y suficientes de biotina respectivamente). El efecto de la 

readministración de biotina (8.0 nM) o aspartato (25 mM) se evaluó en las 

levaduras deficientes de biotina. 

 

6.2. Análisis de la deficiencia de biotina 
 

La deficiencia de biotina se evaluó en los tres organismos mediante Western-blot 

de estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina. Alícuotas que contienen 

30µg de proteína total se sometieron a SDS-PAGE y posteriormente se transfirió 

a membranas de nitrocelulosa con una cámara de transferencia semiseca 

(Biorad) a 20 V durante 30 minutos. Subsecuentemente la membrana se incubó 

con estreptavidina conjugada con fosfatasa alcalina durante 1 hora. El color de la 

reacción se desarrolló incubando a las membranas en la oscuridad con el 

amortiguador A-P que contiene 10Mm de Tris base (pH 9.5), 10 mM de NaCl, 5 

mM de MgCl2 y 50µl de una solución que contiene cloruro de nitrazolium y 50 µl 

de 5-bromo-4-cloro-3-idol fosfato. La intensidad de bandas generadas se 

cuantificaron por densitómetría con el software Quantity one (Biorad). Las 
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proteínas se cuantificaron por el método de Bradford utilizando albumina sérica 

bovina como estándar. 

 

6.3. Medición de las concentraciones de los metabolitos 
 

Las concentraciones de los nucleótidos: ATP, ADP y NAD+ se cuantificaron en 

los tres organismos como se describe en (52). Los extractos de éstos se 

obtuvieron como en (52-54). Brevemente, aproximadamente 20 mg de peso 

húmedo de hígado de rata, de nematodos y levaduras se homogenizaron en un 

mortero con nitrógeno liquido. Los homogenados obtenidos se recolectaron con 

una solución de ácido perclórico/EDTA (0.6 M y 20mM respectivamente). Los 

extractos se incubaron en hielo por 30 minutos y posteriormente se 

desproteinizaron mediante centrifugación de 15 minutos a 12,000 rpm, seguido 

de la neutralización con KOH 4M. La concentración de cada uno de los 

nucleótidos se determinó espectrofotométricamente a 340nm. Cada extracto fue 

analizado para el contenido de los nucleótidos por triplicado. 

 

Por otra parte, el consumo de glucosa y la producción de etanol por la levadura 

se midieron de acuerdo a los métodos de Bergmeyer (52) y de Beutler (55) 

respectivamente. A la misma cantidad de peso húmedo (500 mg) de levadura en 

la fase exponencial, se le adicionó el amortiguador MES-TEA (pH 6.0) que 

contenía 20 mM de glucosa. Posteriormente las células se incubaron a 30ºC 

durante 30 min. La glucosa se midió en el sobrenadante por el método de 

glucosa oxidasa (GO), utilizando un Kit para cuantificar glucosa (GAGO-20, 

Sigma). El etanol se determinó mediante la adición de NAD+ y la enzima alcohol 

deshidrogenasa. 

 

6.4. Consumo de oxígeno 
 
El consumo de oxígeno para los tres organismos se midió con un electrodo de 

oxígeno tipo Clark, como se describió previamente (53-54, 56). Brevemente, 



33 
 

organismos completos, nematodos (aproximadamente 1000) y levaduras (25 mg 

de peso húmedo), se resuspendieron en 1 ml de buffer M9 y MES-TEA (pH 6), 

respectivamente, y se transfirieron a la cámara y la respiración fue determinada 

a 24°C (en el nematodo) y 30°C (en las levaduras) durante al menos 10 minutos. 

Para el hígado de rata, primero se obtuvieron las mitocondrias y posteriormente 

se colocaron en un buffer SHE pH 7.3 (sacarosa 250mm, HEPES 10 mM, EGTA 

1 mM) y la proteína extraída (0.5 mg/ml) se resuspendió en buffer KME 

(glutamato, malato y NaH2PO4 5 mM de cada uno) pH 7.2. La proporción de 

consumo de oxígeno se midió a 30°C. Las pendientes se utilizaron para calcular 

las tasas de consumo de oxígeno. 

 

6.5. Análisis de expresión génica por microarreglos en los tres 
organismos 

 
La extracción del RNA total para el análisis de expresión genética del hígado de 

rata y del nematodo se extrajo con el reactivo Trizol (Invitrogen) siguiendo las 

instrucciones del fabricante. Para la levadura, la extracción se realizó con fenol 

ácido de acuerdo con protocolos estándar (57). El RNA de los tres organismos, 

se purificó con el kit RNeasy de QIAGEN (Qiagen, Valencia, CA) para eliminar la 

contaminación con DNA genómico y proteínas. Todos los procedimientos para el 

análisis de expresión por microarreglos se realizó en la Universidad de Boston 

(Microarray Resource center) como lo describe el Manual Técnico de Affymetrix 

(Affymetrix, Santa Clara, CA).  El análisis para establecer los cambios de 

expresión genética con significancia estadística entre los grupos control y 

experimentales incluyó la prueba t-test, mientras que para los cambios de 

expresión de los diferentes conjuntos de genes (metabolismo de glucosa, 

síntesis de lípidos etc.) se determinó mediante el software GSEA v. 2.0, (Broad 

Institut Cambridge, MA) y dichos conjuntos se generaron a partir de los datos 

proporcionados por la enciclopedia de genes y genomas de Kioto (KEEG). 
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6.6. Análisis de expresión por qRT-PCR 
 
El RNA de los tres organismos fue identificado como se mencionó anteriormente. 

El DNA complementario fue generado por la enzima Superscript II (Invitrogen) y 

hexámeros al azar (desoxi-NTP6) (Amersham Bioscience), empleando el 

protocolo establecido para dicha enzima. El análisis de expresión relativa se 

realizó por la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR) en tiempo real, 

utilizando el método descrito por Applied Biosystems y mediante el uso de 

sondas TaqMan. La expresión de cada RNA mensajero fue examinado y 

normalizado con el RNA ribosomal (rRNA) 18S con el método 2-∆∆CT (58). La 

eficacia de nuestras reacciones fue probada mediante curvas de concentración 

de RNA. 

 

6.7. Análisis de expresión de proteínas por Western-blot. 
 
Las muestras de los tres organismos se homogenizaron con un amortiguador de 

extracción que contiene 50mM de HEPES, 50mM de KCl, 1mM de EDTA, 1mM 

de EGTA, 5mM de fosfato β-glicerol, 0.1% (v/v) de Triton X-100, Inhibidores de 

proteasas (Complete, Roche), 50 mM de fluoruro de sodio, 1 mM de 

ortovanadato de sodio, 5 mM de pirofosfato de sodio, 0.2mM PMSF (todos de 

Sigma-Aldrich). Subsecuentemente, los homogenados se centrifugaron a 12,000 

xg durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante se recolectó en tubos nuevos y se 

cuantifico la concentración de proteína por el método de Bradford, usando BSA 

como estándar. Se separaron las proteínas (25µg de proteína total) mediante 

SDS-PAGE en un gel al 10% y se transfirieron a una membrana de 

PVDF(0.45µM). Para detectar las proteínas de interés, anticuerpos que 

reconocen a la AMPK total y AMPK fosforilada (Thr172) se utilizaron en una 

dilución de 1:1000 cada uno (Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY). La 

visualización de las bandas se realizó a través de un anticuerpo secundario 

conjugado con peroxidasa (dilución 1:2000, de Cruz biotechnology) que se 

reveló con lo reactivos de detección ECL plus Western Blot (Amersham). Las 
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bandas observadas se cuantificaron usando el analizador de imágenes Quantity 

one (Bio-Rad). 

 

 

6.8. Análisis Estadístico 
 
Todos los experimentos se realizaron por triplicado y por lo menos en tres 

ocasiones diferentes, con diferentes muestras para cada organismo. Los datos 

se presentan como la media de tres experimentos diferentes y la significancia 

estadística se evaluó mediante un análisis de ANOVA y la prueba de t (t-test), y 

comparaciones ajustadas de Bonferroni entre los distintos grupos 

experimentales. El nivel de significación fue de p ≤ 0.05. 
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7. RESULTADOS 
 

7.1. Fenotipos en la deficiencia de biotina 
 
Para determinar los efectos metabólicos que causa la deficiencia de biotina, 

primero establecimos los modelos deficientes de esta vitamina, la cual se evaluó 

midiendo el grado de biotinilación de las proteínas dependientes de biotina. En 

los tres organismos encontramos una disminución considerable de las 

holocarboxilasas (piruvato carboxilasa, propionil CoA carboxilasa, 3-metilcrotonil 

CoA carboxilasa) y la proteína Arc1p (aminoacil tRNA sintetasa cofactor 1, 

identificada sólo en levadura). Aunque a esta proteína se le une la biotina, no 

tiene la función de carboxilasa y aun se desconoce si tiene alguna relevancia 

biológica (59) (figura 6; carriles 2, 5 y 8 versus 3, 6 y 9). Estas proteínas 

dependientes de biotina se restablecieron a los niveles del control después de la 

administración de biotina (figura 6, cariles 4, 7 y 10). El fenotipo observado para 

las ratas deficientes es la disminución de su peso, (figura 7A), caída de pelo, 

conjuntivitis periorificial y erupciones cutáneas. Sin embargo estos animales 

continuaron con sus actividades normales y aparentemente no presentaban 

otras anormalidades. Para la levadura hubo una disminución del crecimiento en 

la deficiencia de la vitamina (figura 7B). Finalmente, en el caso del nematodo 

deficiente de biotina, además de la disminución de su crecimiento, también 

presentó una reducción en su contenido de lípidos, como lo indicó la tinción con 

el negro de Sudan (figura 7C). 

 



37 
 

 
 
Figura 6. Identificación del grado de biotinilación de las proteínas 
dependientes de biotina mediante Western-blot, revelado con 
estreptavidina. 1: marcador de peso molecular, 2, 5 y 8: deficientes de biotina, 

3, 6 y 9: suficientes de biotina, 4, 7 y 10: reposición de la biotina. PC= Piruvato 

carboxilasa, PCC= Propionil CoA carboxilasa, MCC= 3-metilcrotonil CoA 

carboxilasa y Arc1p= aminoacil tRNA sintetasa cofactor 1. 
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Figura 7. Fenotipos de los organismos deficientes de Biotina. Efecto de la 

deficiencia de biotina en: a) el peso corporal de las ratas, b) el crecimiento de S. 

cerevisiae y c) cantidad de lípidos en el nematodo mediante la tinción con Sudán 

Negro. Bt-S: suficiente de biotina; Bt-D: deficiente de biotina. 

 

7.2. Efectos metabólicos en la deficiencia de biotina.  
 

 
Aunque existen algunos estudios reportados acerca de los efectos de la biotina 

sobre genes importantes de la glucólisis y de la gluconeogénesis, hasta ahora no 

se sabía si la deficiencia de la vitamina provoca alteraciones metabólicas. Así 

nosotros primero evaluamos algunos efectos metabólicos relacionados a la 

utilización de glucosa que fueron afectados por la deficiencia de biotina (figura 
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8). Aunque el consumo de glucosa sólo se determinó en levadura, encontramos 

que disminuyó significativamente en la deficiencia (figura 8A). Por otra parte, en 

las tres especies el flujo glucolítico/fermentativo fue presumiblemente reducido, 

como lo indica la disminución de la concentración de lactato en la rata y en el 

nematodo y la producción de etanol en levadura (figura 8B). Además y de 

manera importante, en los tres organismos hubo cambios en los niveles 

energéticos, como lo indica la disminución de los niveles de ATP y un aumento 

en el ADP, así como en los niveles de NAD+  (figura 8C-E); también para los tres 

disminuyó el consumo de oxígeno (figura 8F).  

 

Estos resultados indican que existen alteraciones en el metabolismo energético, 

y que son normalizados cuando la biotina o aspartato (utilizado como fuente 

anaplerótica de TCA en levadura) fueron readministrados (figura 8A-F). 
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Figura 8. La deficiencia de biotina afecta la utilización de glucosa en los 
tres eucariontes y puede ser restablecida por la administración de 
aspartato en levadura. Todos los metabolitos en hígado de rata y el nematodo 

se expresan en nmol/mg de proteína, mientras que para la levadura se expresan 

en nmol/mg de peso húmedo. : suficiente de biotina, : deficiente de 

biotina, : deficiente más biotina y : deficiente de biotina más aspartato. 

Los barras de los gráficos con la leyenda "X veces", indican que cada valor 
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asignado se debe multiplicar por su factor correspondiente. Todos los valores se 

expresan como la media ± la desviación estándar y representan el promedio de 

tres experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias 

significativas por ANOVA (p ≤ 0.05). 

 

7.3. La deficiencia de biotina afecta la expresión de genes en los tres 
organismos estudiados. 

 
Evidencias bien documentadas indican que la biotina afecta la expresión 

genética. Para identificar los efectos que causa la deficiencia de biotina sobre 

transcritos del metabolismo intermediario del carbono, realizamos un análisis 

mediante microarreglos en los tres organismos. Los genes que se expresaron 

diferencialmente, se organizaron en grupos de acuerdo con sus procesos 

biológicos por medio de la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto (KEGG).  

Para determinar si hubo cambios en la expresión en alguno de los grupos 

KEGG, se utilizó el software Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) (60).  

 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 1, y corresponden para cada 

especie. Varios grupos de genes que participan en el metabolismo intermediario 

del carbono y diversas vías de señalización fueron modificadas diferencialmente 

a niveles estadísticamente significativos (p≤ 0.05, FDR> 0.25) en la deficiencia 

de biotina; para el hígado de la rata: 4 grupos de genes disminuyeron su 

expresión y 4 la aumentaron, para el nematodo, 6 disminuyeron y 1 aumentó y 

para la levadura 1 disminuyó y 3 aumentaron (tabla 1 y tablas de suplemento 

que muestran la composición de cada grupo). Estos resultados indican 

alteraciones similares en los tres organismos muy probablemente causados por 

la deficiencia de biotina.  
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7.4. Efectos de la deficiencia de biotina sobre diversos transcritos en 
hígado de rata 

 
 
Después de realizar el análisis de expresión génica, comparamos los grupos 

obtenidos mediante KEEG de los hígados de ratas deficientes de biotina versus 

los controles. Encontramos que aquellos para el metabolismo de glucosa y para 

la síntesis de lípidos disminuyeron significativamente, mientras que aquellos 

para la β-oxidación de ácidos grasos se incrementaron, aún cuando las ratas se 

sacrificaron inmediatamente después del periodo posprandial. Cabe mencionar 

que en el hígado de mamíferos, a diferencia de otros órganos, la glucosa se usa 

como fuente de almacenamiento de energía en forma de glucógeno y 

triglicéridos (61). Los genes individuales para la utilización de glucosa y para la 

lipogénesis cuyos transcritos disminuyeron incluyen al transportador de glucosa 

1 (glut1), la glucocinasa (GK), 6-fosfofructo-2-cinasa, piruvato cinasa hepática (L-

PK), la piruvato carboxilasa (PC), lactato deshidrogenasa D, la acetil-CoA 

carboxilasa (ACC1) y la sintetasa de ácidos grasos (FAS). En contra parte, el 

transcrito para la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK), que es una enzima 

gluconeogénica, aumentó significativamente (tabla suplementaria 1). Estos datos 

transcriptómicos pueden sugerir que hubo una disminución en la captación de 

glucosa, disminuyendo el flujo del carbono a través de la glucólisis y lipogénesis 

e incrementó el flujo vía la gluconeogénesis en la deficiencia de biotina, y que 

concuerdan con los cambios metabólicos descritos anteriormente. 

 

 

Con el fin de confirmar algunos de los resultados obtenidos con los 

microarreglos de los hígados de ratas deficientes de biotina, los RNAs 

mensajeros de la GK, L-PK, PEPCK y también de la biotina proteína ligasa 

(usado como marcador positivo (62)) se cuantificaron por medio de PCR en 

tiempo real (qRT-PCR), también se cuantificaron los mismos RNAs mensajeros 

en los hígados de ratas deficientes a los que se les readministró biotina 

mediante inyección intraperitoneal. Los resultados obtenidos son consistentes 
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con los obtenidos a partir de los microarreglos y fueron revertidos después de la 

aplicación de la vitamina (figura 9). Estos hallazgos indican que la deficiencia de 

una vitamina como la biotina produce extensas modificaciones en la expresión 

de genes que participan en el metabolismo intermediario del carbono, como se 

observó por la reducción de los transcritos para la glucólisis y lipogénesis, y un 

incremento de varios para la β-oxidación y gluconeogénesis, incluso aún si los 

animales se encontraban en el periodo posprandial inmediato. 

 
Figura 9. Los cambios de algunos transcritos seleccionados durante la 
deficiencia de biotina fueron confirmados por qRT-PCR y se revirtieron con 
la suplementación de la vitamina en las ratas deficientes de biotina. : 

Suficiente de biotina, : deficiente de biotina y : deficiente de biotina más 

biotina. GK: glucocinasa, L-PK: piruvato cinasa hepática, PEPCK: fosfoenol 

piruvato carboxicinasa, BPL / HCS: biotina proteína ligasa (holocarboxilasa 

sintetasa). Todos los valores se expresan como la media ± la desviación estándar 

y representan el promedio de tres experimentos independientes. Los asteriscos 

indican diferencias significativas por ANOVA (p ≤ 0.05). 
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7.5. Efectos de la deficiencia de biotina sobre diversos transcritos en 
C. elegans 

 
A diferencia de los estudios en la rata, donde sólo usamos el hígado, el estudio 

en el nematodo se realizó en el organismo completo. Sin embargo, los 

resultados fueron similares a los obtenidos en la rata, aunque hubo mayor 

cantidad de grupos de genes que modificaron su expresión a niveles 

estadísticamente significativos (tabla 1). Los grupos de genes para el 

metabolismo de glucosa, el ciclo de los ácidos tricarboxílicos (TCA), la 

fosforilación oxidativa, y para la síntesis de ácidos grasos redujeron su 

expresión, mientras que para la β-oxidación de ácidos grasos y ciclo del 

glioxilato la aumentaron (tabla 1). Respecto a los genes individuales, la 

hexocinasa F14B4.2 (que inferimos que es la ortóloga a la glucocinasa de 

mamíferos, debido a su localización citoplasmática, mientras que las otras 

hexocinasas se ubican en la mitocondria (63)), la 6-fosfofructo-1-cinasa 

(K02B2.1), dos isoformas de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gpd-1 y 

gpd-4) y la fosfoglicerato cinasa (T03F1.3) disminuyeron su expresión (tabla 

suplementaria 2). 

 

Otros transcritos que mostraron una disminución significativa fueron aquellos 

para las enzimas que participan en el ciclo de TCA como son: la piruvato 

carboxilasa (pyc-1), aconitasa (aco-1), isocitrato deshidrogenasa (F59B8.2), dos 

isoformas de la succinil-CoA sintetasa (F23H11.3, C50F7.4), succinato 

deshidrogenasa (C34B2.7) y la malato deshidrogenasa (mdh-1), así como 

alrededor de 40 genes para la fosforilación oxidativa (tabla suplementaria 2). 

Varios transcritos para la síntesis de ácidos grasos también disminuyeron: la 

ATP-citrato liasa, ACC, FAS, enzima málica y varias desaturasas y elongasas de 

ácidos grasos (tabla suplementaria 2). Contrariamente, hubo un aumento de los 

transcritos para enzimas de la β-oxidación de ácidos grasos como algunos 

miembros de la familia de las acil-CoA sintetasas (acs-2, acs-11 y acs-17) y de la 

carnitina palmitoil-transferasa-1 (CPT-4 y 6) y de enzimas que facilitan la 

transferencia de ácidos grasos a la matriz mitocondrial para su β-oxidación (tabla 
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suplementaria 2). Efectos similares tuvieron los transcritos para algunas enzimas 

del ciclo del glioxilato como la isocitrato liasa/malato sintasa (gei-7) y la malato 

deshidrogenasa citosólica (F46E10.10), así como la PEPCK que es una enzima 

gluconeogénica (W05G11.6) (tabla suplementaria 2).  

 

Algunos de los datos obtenidos por los microarreglos en el nematodo se 

corroboraron por medio de qRT-PCR, estos fueron la hexocinasa F14B4.2, la 

succinil CoA sintetasa (participante en el ciclo de TCA), isocitrato liasa/malato 

sintetasa (participante en el ciclo del glioxilato) y la PEPCK. Dichos cambios se 

revirtieron cuando se readministró biotina al nematodo (figura 10). Así en el C. 

elegans deficiente de biotina, como en R. norvegicus, los transcritos de los 

genes para la utilización de glucosa y para la síntesis de ácidos grasos 

disminuyeron mientras que varios para la ß-oxidación de ácidos grasos y la 

producción de glucosa aumentaron. 
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Figura 10. Los cambios de algunos transcritos seleccionados durante la 
deficiencia de biotina fueron confirmados por qRT-PCR y se revirtieron con 
la suplementación de la vitamina a nematodos deficientes de biotina. : 

Suficiente de biotina, : deficiente de biotina y : deficiente más biotina. 

HXK: hexocinasa F14B4.2, SCS: succinil CoA sintetasa, ICL: isocitrato 

liasa/malato sintasa, PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxicinasa. Todos los valores 

se expresan como la media ± la desviación estándar y representan el promedio 

de tres experimentos independientes. Los asteriscos indican diferencias 

significativas por ANOVA (p ≤ 0.05). 

 

 

 

7.6. Efectos de la deficiencia de biotina sobre diversos transcritos en 
levadura. 

 

Contrariamente a los otros dos organismos estudiados, el metabolismo oxidativo 

de la levadura S. cerevisiae es diferente. En gran parte debido a que la glucosa, 
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fuente de carbono preferida, reprime a los genes para el uso de otras fuentes de 

carbono y su metabolismo es fermento-respiratorio (64). En la levadura 

deficiente de biotina (con abundante glucosa) los grupos de genes para el 

metabolismo de glucosa, el ciclo de TCA, la ß-oxidación de ácidos grasos y el 

ciclo del glioxilato aumentaron su expresión (tabla 1); sin embargo, se debe notar 

que el grupo de genes para la utilización de glucosa incluye tanto aquellos para 

su utilización así como para su producción (tabla suplementaria 3).  

Respecto a los transcritos para el transporte (HXT1) y la fosforilación (HXKII, el 

ortólogo a la glucocinasa de hígado de mamíferos (65)) de baja afinidad de 

glucosa, disminuyeron su expresión significativamente. Por el contrario aquellos 

de alta afinidad (HXT2 y HXKI) la aumentaron (tabla suplementaria 3).  

Otros transcritos para enzimas glucolíticas no cambiaron, aunque aquel para la 

6-fosfofructo-2-cinasa se incrementó. También se incrementaron los transcritos 

para la piruvato carboxilasa 1 (PYC1) y dos subunidades de la piruvato 

deshidrogenasa (PDB1, PDX1), así como para varias enzimas para el ciclo de 

TCA: citrato sintasa (CIT 1 y 3), isocitrato deshidrogenase (IDP1, 2 y 3), succinil-

CoA liasa (LSC2), succinato deshidrogenasa (SDH 3 y 4) y fumarasa (FUM1) 

(tabla suplementaria 3). Por otra parte, transcritos de los genes lipogénicos 

ACC1, FAS1 y FAS2 disminuyeron, mientras que algunos para la oxidación de 

ácidos grasos (PXA2, FAA2, POX1, FOX2, POT1) y para la vía del glioxilato 

(CIT2, ICL1 and MLS1) aumentaron (tabla suplementaria 3). El mismo efecto se 

observó para el transcrito de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PCK1).  

 

Algunos de los cambios observados en los microarreglos se cuantificaron por 

qRT-PCR. Estos corresponden a los RNAs mensajeros para el transportador de 

glucosa 2 (HXT2), la hexocinasa II (HXKII), la isocitrato liasa (ICL1), la 

fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PCK1), la succinil CoA liasa (CIT3), y la BPL 

(control positivo) (figura 11). De manera similar a los otros dos organismos, la 

readministración de la biotina a la levadura deficiente, restablece a los RNAs 

mensajeros probados e indican que existe una disminución en la utilización de 

glucosa como principal fuente energética y que para reponerla probablemente la  



49 
 

podría obtener de los ácidos grasos. Estos datos también sugieren una 

disminución paradójica de la fermentación en condiciones de alta glucosa en el 

medio (figura 8B). 

 

 

 
Figura 11. Los cambios de algunos transcritos seleccionados durante la 
deficiencia de biotina fueron confirmados por qRT-PCR y se revirtieron con 
la suplementación de la vitamina a levaduras deficientes de biotina. : 

Suficiente de biotina, : deficiente de biotina y : deficiente más biotina. 

HXT2: transportador de glucosa de alta afinidad 2, HXKII: hexocinasa II, ICL1: 

isocitrato liasa, PCK1: fosfoenol piruvato carboxicinasa, CIT3: citrato sintasa, y 

BPL: biotina proteína ligasa. Todos los valores se expresan como la media ± la 

desviación estándar y representan el promedio de tres experimentos 

independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas por ANOVA (p ≤ 

0.05). 
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7.7. Efectos de la deficiencia de biotina sobre transcritos de vías de 
transducción de señales en los tres organismos estudiados 

 
De manera similar, en el análisis del perfil de expresión genética de los 

organismos deficientes de biotina, identificamos múltiples alteraciones en varias 

vías de transducción de señales en comparación a los controles. En la tabla 1 se 

muestran cinco vías de señalización que cambiaron significativamente en el 

hígado de rata. La vía de la insulina y la de TOR disminuyeron su expresión 

significativamente, mientras que las de adiponectinas, receptores de citocinas y 

la vía de JAK/STAT aumentaron su expresión. En el nematodo, sólo las vías de 

la insulina (insulin-like) y la de TOR se expresan, y ambas también disminuyeron 

significativamente (Tabla 1). En la levadura sólo la vía de TOR se expresa y no 

se alteró en la deficiencia de biotina.  

 

Algunos de los transcritos individuales de las diferentes vías de señalización y 

que modificaron su expresión por microarreglos en la deficiencia de biotina en 

los tres organismos se cuantificaron por qRT-PCR. Éstos corresponden a los 

RNAs mensajeros de la proteína cinasa dependiente de AMP (AMPKα1, aak-2 y 

Snf1), la proteína de unión al elemento de respuesta a los esteroles (SREBP-1C 

y sbp-1), blanco de rapamicina (mTOR), coactivador del receptor activado por 

proliferadores peroxisomales alfa (PGC-1α y mdt15), regulador de la  alcohol 

deshidrogenasa (Adr1), regulador del transporte de glucosa 1(Rgt1) y el represor 

catabólico (Cat8). Importantemente, la readministración de biotina o aspartato en 

el caso de la levadura normaliza a los RNAs mensajeros probados (figura 12). 
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Figura 12. Cambios de algunos transcritos seleccionados en la deficiencia 
de biotina fueron confirmados por qRT-PCR y se revirtieron con la 
suplementación de la vitamina en las tres especies y por aspartato en 
levadura. A) R. norvegicus, B) C. elegans y C) S. cerevisiae : Suficiente 

de biotina, : deficiente de biotina, : deficiente de biotina más biotina y 

: deficente de biotina más aspartato. AMPKα1, aak-2 y Snf1: proteína cinasa 

dependiente de AMP, SREBP-1C y sbp-1: proteína de unión al elemento de 

respuesta a los esteroles, mTOR: Blanco de rapamicina, PGC-1α y mdt15: 

coactivador del receptor activado por proliferadores peroxisomales alfa, Adr1: 

regulador de la  alcohol deshidrogenasa, Rgt1: regulador del transporte de 

glucosa 1, Cat8: represor catabólico. Todos los valores se expresan como la 
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media ± la desviación estándar y representan el promedio de tres experimentos 

independientes. Los asteriscos indican diferencias significativas por ANOVA (p ≤ 

0.05). 

 

7.8. Anaplerosis del ciclo de TCA y detección de energía en 
deficiencia de biotina  

 
Dado que la deficiencia de biotina provoca alteraciones del estado energético en 

los organismos estudiados (bajos niveles de ATP, aumento de NAD+), dichas 

alteraciones nos condujeron a hipotetizar que presumiblemente se deben a la 

reducción de la anaplerosis y subsecuente disminución del ciclo TCA, provocado 

por la disminución de la actividad de la PC (enzima anaplerótica principal y que 

es dependiente de biotina (66-67)). En este trabajo, realizamos un ensayo 

preliminar para poner a prueba esta hipótesis en la levadura deficiente de 

biotina, mediante la administración de aspartato, un aminoácido interconvertible 

por transaminación a oxaloacetato, y que se ha demostrado que es anaplerótico 

en cepas de S. cerevisiae mutantes para la PC (68-69). 

 

Nuestros resultados muestran que el aspartato normaliza los niveles de ATP, 

ADP, NAD+ y el consumo de oxígeno, así como la captación de glucosa y la 

producción de etanol en las levaduras deficientes de biotina (figura 8 C-E). Estos 

resultados sugieren que la administración de aspartato, probablemente 

incrementa los niveles de oxaloacetato provocados por la deficiencia de PC y 

restablece los niveles de ATP, así como los efectos sobre genes del 

metabolismo intermediario del carbono. Por lo tanto, los resultados apoyan la 

hipótesis de la disminución de la anaplerosis. 

 

 

7.9. Activación de la AMPK/Snf1 en la deficiencia de biotina  
 
El déficit de ATP, es detectado por proteína cinasa dependiente de AMP 

(AMPK). Esta proteína es un miembro de la familia de sensores y reguladores 
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celulares que responden al estrés energético (70). Consistente con lo anterior, 

nosotros encontramos que en los tres organismos la proteína AMPK/Snf1 fue 

activada durante la deficiencia de biotina, como lo indicó el sustancial incremento 

en su fosforilación, y que retorna al nivel del control después de la readición de 

biotina o de aspartato en la levadura (figura 13). Estos resultados son 

consistentes con nuestra hipótesis de un defecto en la anaplerosis del ciclo de 

TCA, debido a la disminución de los niveles de ATP.  

 

 
 
Figura 13. La deficiencia de biotina aumenta la fosforilación de la AMPK en 
los tres eucariontes estudiados. Relación entre la cantidad de la AMPK 

fosforilada (p-AMPK) respecto a la total (t-AMPK) cuantificada mediante 

densitometría a partir de inmunoblots en diferentes condiciones 

experimentales: : suficiente de biotina, : deficiente de biotina, : 

deficiente más biotina y : deficente de biotina mas aspartato. Los resultados 

son media ± desviación estándar y representan el promedio de tres 

experimentos independientes; los asteriscos indican diferencias significativas por 

ANOVA (p ≤ 0.05). 
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8. DISCUSIÓN 
 
Siguiendo el dictum de T. Dobzhansky que “nada en biología tiene sentido, sino 

a la luz de la evolución”(71), en este trabajo mostramos que entre los tres 

organismos eucariontes estudiados, a pesar que sus líneas filogenéticas 

divergieron hace aproximadamente 1,000 millones de años, la deficiencia de 

biotina produce efectos metabólicos similares, como la reducción del consumo 

de glucosa y la producción de energía (disminución de la concentración ATP), 

así como de la disminución lactato o etanol que son indicadores del flujo 

glucolítico. Esto ocurre a pesar de la provisión de suficiente glucosa, y se 

acompaña de una reducción de los transcritos que codifican para enzimas 

involucradas en la utilización de glucosa y la lipogénesis, mientras que aumentan 

aquellos para la oxidación de los ácidos grasos y gluconeogénesis. 

Inesperadamente y de forma similar, la deficiencia de biotina también modificó la 

expresión genética de varias proteínas para la transducción de señales, así 

como de algunos factores de transcripción y que permite explicar los cambios 

congruentes en los genes que participan en el flujo del metabolismo 

intermediario del carbono.  

 

 

En particular, los cambios en la expresión de cientos de genes que ocurren en la 

deficiencia de biotina podrían estar relacionados con la disminución del ciclo de 

TCA, provocando la reducción de la anaplerosis. Esto se puede explicar debido 

a que dicho proceso es catalizado por dos carboxilasas dependientes de biotina 

(PC y PCC). Es bien sabido que la actividad de estas dos carboxilasas se ve 

significativamente reducida en organismos con deficiencia sintomática de biotina 

(72). En nuestro estudio, confirmamos la deficiencia de estas dos carboxilasas 

mediante Western-blot (figura 6). Otra enzima dependiente de biotina como la 

ACC, cataliza uno de los principales pasos en la síntesis de ácidos grasos y su 

deficiencia concebiblemente podría contribuir a un aumento de la oxidación de 

ácidos grasos y afectar otros transcritos del metabolismo intermediario del 
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carbono, sin embargo aún no se conoce si pudiera tener algún efecto sobre la 

anaplerosis del ciclo de TCA. 

 

 

Para explicar nuestros resultados metabólicos y genómicos, estamos 

proponiendo un modelo heurístico que integra circuitos reguladores, cuyos 

detalles varían de acuerdo con la biología de la especie (figura 14). La lógica del 

modelo consiste en la activación de varias vías de señalización en respuesta al 

estrés celular de energía, que incluye la activación del sensor maestro AMPK, 

que es una proteína miembro de la familia de sensores y reguladores celulares 

que responden al estrés energético, conservada evolutivamente en humanos, 

roedores, nematodos y levaduras, el homólogo de la AMPK en S. cerevisiae se 

le conoce como proteína Snf1 (73).  

El modelo propuesto, está destinado para que se diseñen las pruebas 

experimentales que puedan aclarar los múltiples efectos sobre vías metabólicas 

y de señalización que modifica la falta de biotina y que a continuación se 

describen para cada uno de los organismos.  

 

8.1. Circuito regulador en hígado de rata 
 

En la rata (figura 14A), la activación de AMPK conduce a la reducción de la 

expresión del factor transcripcional llamado elemento regulador de unión a 

esteroles (SREBP-1c) (74), que a su vez induce a la glucocinasa (GK), la 

primera enzima de la glucólisis (61). Nuestros resultados mostraron la 

disminución de ambos transcritos (Figura 9 y 12A). Es conocido que el 

incremento de la expresión de estos transcritos sumado con el catabolismo de la 

glucosa se requieren para inducir la transcripción de la proteína de unión a 

elementos de respuesta a carbohidratos (ChREBP) (75), mismo que también 

encontramos disminuido (tabla suplementaria 1). Este factor transcripcional 

induce la expresión de genes lipogénicos como L-PK, ACC, FAS y de la enzima 

málica (75), por lo tanto y consistente con su disminución, se explicaría la 

reducción de estos transcritos (tabla suplementaria 1). De manera similar, la 
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AMPK inhibe a la proteína ACC mediante su fosforilación (76), este efecto junto 

con el provocado por la deficiencia de biotina (la ACC es una enzima cuya 

actividad es dependiente de biotina) puede en principio explicar el incremento en 

el transporte y oxidación de los ácidos grasos en la mitocondria, como resultado 

de la disminución en la producción de Malonil CoA y por la reducción de la 

inhibición sobre la transferasa de palmitoil carnitina (CPT-1) (Figura 14A). 

Aunque estos efectos son a nivel del metabolismo, nosotros encontramos que 

muchos de los transcritos para la oxidación de ácidos grasos se incrementaron, 

por ejemplo: la transferasa de palmitoil carnitina de hígado 1 y 2 (CPT-1 y 2), la 

acil-CoA deshidrogenasa de cadena muy larga (VLACAD), las subunidades α y β 

de la hidroxiacil-CoA deshidrogenasa (HADHA, HADH respectivamente) (tabla 

suplementaria 1), indicando que los efectos transcripcionales sobre estos genes, 

probablemente son debidos a la activación de la proteína AMPK. 

 

Otros de los efectos de la AMPK en mamíferos es la inducción de la transferasa 

del mononucleótido de nicotinamida (NAMPT) que sintetiza NAD+ (77); en las 

ratas deficientes de biotina tanto el transcrito de NAMPT como la cantidad de 

NAD+ incrementaron (tabla suplementaria 1 y figura 8E respectivamente). Se 

sabe que el NAD+ en mamíferos, activa a la desacetilasa de histonas SIRT1 (78) 

que entonces desencadena la actividad de sus blancos como coactivador del 

receptor activado por proliferadores peroxisomales alfa (PGC-1α) (78), que 

entonces incrementa la transcripción del gen para PEPCK (78). Aunque la 

expresión de SIRT1 no cambió, encontramos que el transcrito de PGC-1α 

aumentó en el hígado deficiente de biotina (figura 12A).  

 

 

En suma, el mecanismo que opera sobre estos genes podría explicarse de la 

siguiente manera: la activación de AMPK inhibe la expresión de SERBP-1c y 

activa a PGC-1α que a su vez activa a PEPCK y explicaría los hallazgos iniciales 

realizados por Dakshinamurti sobre los efectos de la biotina sobre los genes de 

GK y PEPCK (figura 14A). Por otra parte, otra vía de señalización que transduce 

los niveles intracelulares de nutrientes es TOR (mTOR en mamífero). Las 
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proteínas TOR son proteínas cinasas, conservadas a lo largo de los eucariontes 

(73). El complejo mTOR 1 (mTORC1) es fosforilado e inhibido por AMPK (79) y 

detiene la síntesis de proteínas (80) y por lo tanto el crecimiento celular. Aunque 

nosotros no estudiamos a estas proteínas, inesperadamente encontramos 

disminuidos algunos de los transcritos que conforman la vía de mTOR en el 

hígado deficiente de biotina (tabla 1 y figura 14A). Hasta donde sabemos, estos 

hallazgos transcriptómicos no se han reportado antes y no se sabe como están 

mediados.  

 

8.2. Circuito regulador en el nematodo 
 

Aunque las vías de señalización en el nematodo aún están poco estudiadas, 

mecanismos de regulación similares a los de mamíferos pueden operar en el 

nematodo deficiente de biotina. Es posible proponer que como en la rata, la 

represión observada de la hexocinasa F14B4.2 de C. elegans puede deberse a 

la activación de AMPK (figura 14B) y que puede ser mediada por SBP-1, un 

factor transcripcional ortólogo al SREBP-1C de mamíferos (81), cuyo transcrito 

disminuyó en la deficiencia de biotina (figura 12B). Además, los transcritos para 

las otras hexocinasas del nematodo (H25P06.1 y Y77E11A.1) no cambiaron en 

la deficiencia de esta vitamina. Por otra parte, otros estudios han identificado que 

SBP-1 regula la síntesis de ácidos grasos (81-82) por mecanismos aún no 

investigados, pero que probablemente pudieran ser similares a los de 

mamíferos, ya que los transcritos de los genes lipogénicos como la enzima 

málica, la ATP citrato liasa, ACC y FAS disminuyeron (tabla suplementaria 2 y 

figura 14B), así como los transcritos para las estearoil-CoA desaturasas (Fat-5 y 

7) y para dos enzimas para la elongación de ácidos grasos (elo-5 y 6) (tabla 

suplementaria 2). Sorprendentemente, al igual que en la rata, en el nematodo 

también encontramos elevados los transcritos para genes de oxidación de 

ácidos grasos como: la transferasa de palmitoil carnitina (CPT-4 y 6) y también 

para varias isoformas de la sintetasa de acil-coA (acs-2, 11, 16 y17), que 

catalizan la conversión de ácidos grasos a acil-CoA a través de la β-oxidación. 
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En C. elegans el gen Sir2.1, el ortólogo de SIRT-1 de mamíferos (83) y que 

también responde a los niveles de NAD+, aunque no modificó su expresión, es 

probable que sea el responsable de la activación del transcrito MDT-15, que 

codifica para el coactivador transcripcional que es funcionalmente ortólogo a 

PGC-1α de mamíferos (84) y que posiblemente explicaría el incremento del gen 

PEPCK en el nematodo tal como ocurre en la rata (figura 14B). Similarmente, en 

el nematodo, la vía de señalización de TOR (ceTOR) fue disminuida (tabla1); en 

este organismo el estrés energético derivado de los cambios en ceTOR ya se 

han reportado (85). Como en la rata, probablemente la disminución de algunos 

miembros de esta vía fue debida a la activación de la AMPK (figura 14B). Dado 

que se sabe bien que mTOR y ceTOR activan la síntesis de proteínas, sus 

cambios en la deficiencia de biotina podrían también explicar el crecimiento 

retardado que se observó en los nematodos deficientes de biotina.  

 
 

8.3. Circuito regulador en la levadura 
 
Aunque muchas proteínas de señalización en levadura se han conservado a lo 

largo de los eucariontes y especialmente debido a sus necesidades metabólicas, 

los circuitos reguladores en este organismo son un tanto diferentes en 

comparación con los mamíferos. Mas específicamente, en levadura la glucosa 

es la fuente de carbono preferida y cuando está disponible, mas allá de operar 

como un sistema complejo de represión catabólica del carbono (86), S. 

cerevisiae produce su ATP principalmente por fermentación, pero conserva un 

metabolismo aeróbico con respiración, un fenómeno conocido como efecto 

Crabtree (87). Este incluye una anaplerosis activa que depende principalmente 

de la piruvato carboxilasa (PC) (68).  

 

Como se ha mencionado previamente, la deficiencia de biotina afecta a la PC y 

probablemente conduce al estrés energético observado (figura 8) que 

consecuentemente provoca la activación de Snf1, debido a la disminución del 

ATP (figura 13). Este efecto fue revertido después de la administración de la 
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vitamina o como se describió anteriormente, por la adición de aspartato (figura 

13). Snf1 modula la expresión de genes para el transporte de glucosa y su 

fosforilación. Nuestros resultados indican que hubo un incremento de los 

transcritos para el transportador y la hexocinasa de alta afinidad (HXT2 y HXK1 

respectivamente), que son activos en baja glucosa. Por otra parte, los 

transportadores de baja afinidad por glucosa (HXT1 y HXK2) disminuyeron 

significativamente (tabla suplementaria 3 y figura 11), este último es el ortólogo a 

la glucocinasa de mamíferos (65). Como se propone en nuestro modelo (figura 

14C), Snf1 reprime a HXT1 mediante la activación del factor transcripcional Rgt1 

que también reprime a HXK2 (64). Sfn1 también fosforila al factor transcripcional 

Mig1, inhibiendo su efecto represor sobre HXT1, y se piensa que actúa en 

asociación con HXT2 (64). Por lo tanto, una consecuencia plausible de la 

activación de Snf1 (que es inducida por el estrés energético) sería la reducción 

de la utilización de glucosa que es eliminada no solo por la biotina, sino también 

por el aspartato (figura 8A). De manera similar, inesperadamente en las 

condiciones del crecimiento en altas concentraciones de glucosa encontramos 

que los transcritos para varias enzimas de TCA aumentaron, y si la anaplerosis 

se afectó de acuerdo con nuestra hipótesis, el flujo a través del ciclo de TCA se 

habría reducido, a pesar del probable incremento de las proteínas del ciclo. 

 

 

Por otra lado, también encontramos un incremento en los transcritos de algunos 

factores de transcripción como Adr1, Cat8 y Sip4 (figura12C y tabla 

suplementaria 3) que son inducidos por Snf1, el homólogo de AMPK en la 

levadura que se activa por la falta de glucosa (88) y que hemos encontrado que 

se fosforila (activa) en la deficiencia de biotina (figura 13), a pesar de la 

abundante glucosa. Consistente con lo anterior, la activación de Adr1 explicaría 

el aumento de la expresión de varios genes para la oxidación de ácidos grasos 

(POT1, POX1, FAA1, CTA1, PEX2, ver tabla suplementaria 3), mientras que la 

activación de Cat8 y Sip4 para el aumento de las enzimas gluconeogénicas (88). 

Así, esto puede explicar nuestras observaciones paradójicas del aumento en los 

transcritos de estos dos procesos metabólicos de la levadura crecida en alta 
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glucosa. También se sabe que Snf1 activa el factor de transcripción Rgt1 y 

reprime al de Mig1, ambos a nivel postraduccional (88). Cabe destacar que el 

RNA mensajero de Rgt1 aumentó durante la deficiencia de biotina (Figura 12C). 

Rgt1 también disminuye la expresión del transportador de glucosa HXT1 y de la 

hexocinasa, HXK2 (que es el ortólogo de la glucocinasa hepática de mamíferos 

(89)), ambos tienen baja afinidad por la glucosa y se activan a altas 

concentraciones de este azúcar (90). Sin embargo, en nuestros resultados a 

ambos los encontramos reprimidos. Por otra parte, en abundante glucosa; Mig1 

se asocia con HXK2 y reprime al transportador HXT2 (88). Inesperadamente, en 

la deficiencia de biotina y con abundante glucosa, encontramos elevada la 

expresión de HXT2 y por lo tanto puede ser consecuencia de la inactivación de 

Mig1 por Snf1. Cabe señalar que Mig1 reprime a Cat8 y Sip4 (91) este efecto 

está probablemente ausente en la deficiencia de biotina debido a la activación de 

Snf1 que a su vez inactiva Mig1 (92). En resumen, si bien la levadura responde 

de manera muy diferente del nematodo y la rata a los cambios de disponibilidad 

de glucosa, la activación de Snf1 debido al estrés metabólico conduce a cambios 

en genes del metabolismo del carbono, cuyos efectos son similares a los 

observados en los otros dos organismos deficientes de biotina. En contraste a 

los otros dos metazoarios, la vía de señalización TOR (TORC1) no se alteró en 

la levadura deficiente de biotina. Cabe señalar que TORC1 no está bajo el 

control de Snf1, y es principalmente un sensor de la calidad de la fuente de 

nitrógeno en S. cerevisiae (93) . 
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Figura 14. La deficiencia de biotina revela circuitos reguladores en los tres 
eucariontes estudiados. A) R. norvegicus, B) C. elegans y C) S. cerevisiae. La 

reducción de la anaplerosis causada por la deficiencia de biotina aumenta la 

relación AMP/ATP, este cambio activa a la proteína cinasa dependiente de AMP 

(AMPK, AAK-2 y Snf1p en ratas, nematodos y levadura respectivamente), 

provocando cambios concertados en la expresión de genes de vías de 

señalización y del metabolismo intermediario del carbono. Las flechas indican 

vías que se estimulan, las líneas cubiertas muestran efectos inhibitorios mientras 

que las líneas semicontinuas indican conjetura. El color rojo significa aumento de 

la transcripción; verde significa disminución de la transcripción y blanco, sin 

cambio. 

 

 

No obstante a la congruencia de los resultados que propone nuestro modelo, 

éste tiene que ser sometido a pruebas experimentales rigurosas, pero su 

concordancia con la realidad puede evidenciarse por la corrección de las 

alteraciones metabólicas y transcriptómicas en la levadura al agregar aspartato, 

el precursor de oxalacetato, a las células deficientes de biotina (figura 8A-F). Al 

proponer nuestro modelo, estamos asumiendo que la mayoría de los efectos 

globales resultan de la disminución de la actividad de las enzimas dependientes 

de biotina y no de una actividad reguladora de la biotina en sí (como está 

documentado en los procesos para la síntesis de biotina en el operón BIO de E. 

coli (4)). Las pruebas experimentales podrían incluir el silenciamiento de genes 

anapleróticos mediante RNA de interferencia, como de la piruvato carboxilasa.  

Por otra parte, se ha demostrado que la biotina modifica la expresión genética de 

la glucocinasa hepática a través de cambios en los niveles de GMPc, como 

resultado de la activación de la guanilato ciclasa soluble (sGC) y por la 

fosforilación de la proteína Cinasa G (PKG), que es dependiente de GMPc (36). 

Más recientemente, se demostró que la sGC es un sensor de ATP "acoplando la 

señalización del óxido nítrico con el metabolismo celular" en las células 

endoteliales (94). Si un mecanismo similar opera en los hepatocitos puede ser 

estudiado en el futuro.  
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Estos resultados proporcionan una nueva perspectiva sobre el papel del ciclo de 

TCA y en particular el de la anaplerosis sobre la modulación de estado 

energético celular, así como del el control que ejerce sobre las adaptaciones 

genómicas concomitantes y que podrían tener implicaciones importantes para 

entender mejor algunos trastornos provocados por el déficit energético en los 

humanos.  

Esta investigación proporcionó la información necesaria para la publicación de 

dos artículos en revistas indizadas (95-96).  
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TABLAS DE SUPLEMENTO 
 

 

Tabla suplementaria 1 
 

Nombre del gen 
Símbolo 
del gen 

Rank 
metric 
score 

   

Glucose metabolismo   

Glucokinase Gck -2.9 

Pyruvate kinase, liver Pklr -1.2 

6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase1 Pfkfb1 -0.9 

Pyruvate carboxylase Pc -0.7 

Liver glycogen phosphorylase Pygl -0.7 

Phosphoglycerate kinase 1 Pgk1 -0.6 

Lactate dehydrogenase D Ldhd -0.6 

Na dependent glucose transporter 1 Naglt1 -0.6 

Transketolase Tkt -0.5 

*Phosphoenolpyruvate carboxykinase Pck1 1.34 

*Nicotinamide mononucleotide phosphoribosyl 

transferase (Nampt) 
Pbef1 1.1 

   

Fatty acid synthesis   

ATP citrate lyase Acly -1.8 

Fatty acid synthase Fasn -1.5 

Solute carrier family 25, member 1 Slc25a1 -0.5 

Acetyl-coenzyme A carboxylase alpha Acaca -0.4 

   

Fatty acid oxidation   

Carnitine palmitoyltransferase 1a, liver Cpt1a 0.6 

Carnitine acetyltransferase Crat 0.4 
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Carnitine palmitoyltransferase 2 Cpt2 0.4 

Mitochondrial carnitine/acylcarnitine carrier protein 
Slc25a2

0 
0.4 

Hydroxyacyl-Coenzyme A dehydrogenase β subunit Hadhb 0.3 

Coenzyme A dehydrogenase α subunit Hadha 0.3 

Acyl-coa synthetase long-chain family member 4 Acsl4 0.2 

Acyl-coa synthetase long-chain family member 3 Acsl3 0.1 

Acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long chain Acadvl 0.1 

Acyl-coa synthetase long-chain family member 5 Acsl5 0.1 

   

Adipocytokine signaling pathway   

Similar to fatty acid translocase Cd36 2.1 

Insulin receptor substrate 2 Irs2 1.8 

Suppressor of cytokine signaling 3 Socs3 1.5 

Leptin receptor Lepr 1.4 

Janus kinase 3 Jak3 1.3 

Peroxisome proliferator-activated receptor γ 

coactivator 1α 

Ppargc1

a 
1.1 

Neuropeptide Y Npy 1.0 

Signal transducer and activator of transcription 3 Stat3 0.8 

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 

1a 
Tnfrsf1a 0.8 

Phosphoenolpyruvate carboxykinase 2 Pck2 0.6 

Carnitine palmitoyltransferase 1a, liver Cpt1a 0.6 

   

Cytokine-cytokine receptor interaction   

Ciliary neurotrophic factor receptor Cntfr 2.6 

Similar to T-cell antigen 4-1BB precursor 
LOC500

590 
2.3 

Prolactin receptor Prlr 1.4 

Leptin receptor Lepr 1.4 

Cardiotrophin-like cytokine factor 1 Clcf1 1.1 
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Burkitt lymphoma receptor 1 Blr1 1.1 

Anti-Mullerian hormone Amh 0.9 

Interleukin 13 receptor, alpha 1 Il13ra1 0.9 

Interleukin 1 receptor, type I Il1r1 0.9 

Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 

1a 
Tnfrsf1a 0.8 

Thymic stromal-derived lymphopoietin, receptor Tslpr 0.7 

Lymphotoxin A Lta 0.7 

Chemokine (C-X3-C) receptor 1 Cx3cr1 0.7 

Similar to Interferon-alpha/β receptor chain precursor 
LOC686

326 
0.7 

Colony stimulating factor 1 (macrophage) Csf1 0.7 

Interleukin 1 β Il1b 0.6 

Hepatocyte growth factor Hgf 0.6 

Colony stimulating factor 1 receptor Csf1r 0.6 

Granulocyte-macrophage colony stimulating receptor α Csf2ra 0.6 

Interleukin 18 Il18 0.5 

Thyroid peroxidase Tpo 0.5 

Similar to class II cytokine receptor 4 (predicted) 
RGD156

0373 
0.5 

Kinase insert domain protein receptor Kdr 0.5 

Interleukin 7 Il7 0.4 

Interleukin 6 signal transducer Il6st 0.4 

Interleukin 1 alpha Il1a 0.4 

Interleukin 1 receptor accessory protein Il1rap 0.4 

Chemokine (C-C motif) receptor 5 Ccr5 0.4 

Interferon gamma receptor 1 Ifngr 0.4 

 

 
  

Jak-stat signaling pathway   

Ciliary neurotrophic factor receptor Cntfr 2.7 

Suppressor of cytokine signaling 3 Socs3 1.5 
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Prolactin receptor Prlr 1.4 

Leptin receptor Lepr 1.4 

Janus kinase 3 Jak3 1.3 

Cardiotrophin-like cytokine factor 1 Clcf1 1.1 

Interleukin 13 receptor, alpha 1 Il13ra1 0.9 

Signal transducer and activator of transcription 3 Stat3 0.8 

Signal transducer and activator of transcription 4 Stat4 0.8 

Thymic stromal-derived lymphopoietin, receptor Tslpr 0.7 

Similar to Interferon-alpha/ (IFN-alpha-REC) 
LOC686

326 
0.7 

Similar to signal transducing adaptor 
RGD156

4499 
0.6 

Granulocyte-macrophage colony stimulating receptor 

alpha 
Csf2ra 0.6 

Thyroid peroxidase Tpo 0.5 

E3 ubiquitin-protein ligase CBL-b Cblb 0.5 

Similar to class II cytokine receptor 4 (predicted) 
RGD156

0373 
0.5 

Interleukin 7 Il7 0.4 

Interleukin 6 signal transducer Il6st 0.4 

   

mTOR signaling pathway   

Phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit, 

polypeptide 1 
Pik3r1 -1.5 

Ribosomal protein S6 kinase polypeptide 2 Rps6ka2 -1.1 

Protein kinase LYK5 Lyk5 -0.7 

Phosphatidylinositol 3 kinase, regulatory subunit, 

polypeptide 3 
Pik3r3 -0.6 

Insulin-like growth factor 1 Igf1 -0.4 

Phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic, α polypeptide Pik3ca -0.4 

Tuberous sclerosis 2 Tsc2 -0.4 

3-phosphoinositide dependent protein kinase-1 Pdpk1 -0.3 
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Ribosomal protein S6 kinase polypeptide 1 Rps6ka1 -0.2 

Vascular endothelial growth factor C Vegfc -0.2 

Mitogen activated protein kinase 1 Mapk1 -0.2 

Eukaryotic translation initiation factor 4E Eif4e -0.2 

Phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit, 

polypeptide 2 
Pik3r2 -0.2 

Hypoxia inducible factor 1, alpha subunit Hif1a -0.1 

FK506 binding protein 12-rapamycin associated 

protein 1 
Frap1 -0.1 

*AMPK α1 Prkaa1 1.2 

 

 
  

Insulin signaling pathway   

Glucokinase Gck -2.9 

Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 

3B 
Ppp1r3b -2.5 

Protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 

3C 
Ppp1r3c -1.5 

Phosphatidylinositol 3-kinase, regulatory subunit, 

polypeptide 1 
Pik3r1 -1.5 

Fatty acid synthase Fasn -1.4 

Pyruvate kinase, liver and red blood cell Pklr -1.2 

Sterol regulatory element binding factor 1 Srebf1 -0.9 

*ChREBP Wbscr14 -0.9 

Exocyst complex component 7 Exoc7 -0.8 

Liver glycogen phosphorylase Pygl -0.7 

Phosphatidylinositol 3 kinase, regulatory subunit, 

polypeptide 3 
Pik3r3 -0.6 

Protein kinase, AMP-activated, β 2 non-catalytic Prkab2 -0.6 

Calmodulin 3 Calm3 -0.5 

Protein kinase C, iota Prkci -0.5 

Mitogen-activated protein kinase 8 Mapk8 -0.4 
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Growth factor receptor bound protein 2 Grb2 -0.4 

Phosphatidylinositol 3-kinase, catalytic, alpha 

polypeptide 
Pik3ca -0.4 

V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog Kras -0.4 

Tuberous sclerosis 2 Tsc2 -0.4 

 

Tabla S1. Genes individuales afectados por la deficiencia de biotina en 
hígado de rata. Lista de genes individuales ordenados y agrupados en vías 

bioquímicas por GSEA sobre la base de la Enciclopedia de Genes y Genomas de 

Kioto (KEGG).  
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Tabla suplementaria 2 
 

Nombre del gen 
Símbolo 
del gen 

Rank 
metric 
score 

   

Glucose metabolism   

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (gpd-

4) 
F33H1.2 -1.9 

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (gpd-

1) 
T09F3.3 -1.6 

Phosphoacetylglucosamine mutase F21D5.1 -1.4 

6-phosphofructo-1-kinase K02B2.1 -1.4 

Glucose-6-phosphate-1-dehydrogenase B0035.5 -1.2 

L-lactate dehydrogenase F13D12.2 -1.1 

Hexokinase F14B4.2 -1.1 

6-phosphogluconate dehydrogenase T25B9.9 -1.1 

Phosphoglucomutase R05F9.6 -1.1 

6-phosphogluconolactonase Y57G11C.3 -0.9 

Phosphoglycerate Kinase T03F1.3 -0.8 

Transketolase F01G10.1 -0.8 

Glycogen phosphorylase T22F3.3 -0.8 

*Phosphoenolpyruvate carboxykinase W05G11.6 1.9 

 
 

  

TCA cycle   

Succinate dehydrogenase complex subunit A C34B2.7 -2.1 

Citrate lyase β chain C01G10.7 -1.6 

Succinyl-coa synthetase β chain C50F7.4 -1.4 

ATP citrate lyase B0365.1 -1.4 

Aconitase (aco-1) ZK455.1 -1.1 

Malate dehydrogenase (mdh-1) F20H11.3 -1.0 
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Succinyl-coa synthetase, alpha subunit F23H11.3 -1.0 

Isocitrate dehydrogenase F59B8.2 -0.8 

ATP citrate lyase D1005.1 -0.7 

Pyruvate carboxylase D2023.2 -0.5 

 
 

  

Oxidative phosphorylation   

Flavoprotein C34B2.7 -2.1 

NADH-ubiquinone oxidoreductase T26A5.3 -1.3 

ATPase F52E1.10 -1.3 

Ubiquinol-Cytochrome c oxidoreductase complex  T24C4.1 -1.2 

NADH-ubiquinone oxidoreductase B8 subunit C25A1.13 -1.2 

Acyl-carrier protein Y56A3A.19 -1.1 

ATP Synthase B homolog  F35G12.10 -1.1 

Vacuolar H+-ATPase V1 sector, subunit B Y110A7A.1 -1 

Vacuolar H ATPase C26H9A.1 -0.9 

Acyl carrier protein/NADH-ubiquinone 

oxidoreductase 
F37C12.3 -0.9 

Cytochrome c oxidase F40G9.2 -0.8 

Dehydrogenase (ubiquinone) complex Y63D3A.7 -0.8 

ATP Synthase G homolog  K07A12.3 -0.6 

NADH ubiquinone oxidoreductase subunit F22D6.4 -0.6 

LiPid Depleted ZK973.10 -0.6 

Cytochrome oxidase assembly factor T06D8.5 -0.6 

Ubiquinol-cytochrome c reductase complex  T27E9.2 -0.5 

ATP synthase epsilion chain F32D1.2 -0.5 

Succinate DeHydrogenase complex subunit D F33A8.5 -0.4 

Vacuolar ATP synthase (strong) F20B6.2 -0.4 

Dehydrogenase (ubiquinone) complex W01A8.4 -0.4 

NADH:ubiquinone oxidoreductase Y54F10AM -0.3 

NADH:ubiquinone oxidoreductase C18E9.4 -0.2 

Vacuolar H ATPase  T01H3.1 -0.2 
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Vacuolar H ATPase  Y49A3A.2 -0.2 

NADH:ubiquinone oxidoreductase Y71H2AM.4 -0.2 

Succinate DeHydrogenase complex subunit B  F42A8.2 -0.2 

NADH-ubiquinone dehydrogenase  F53F4.10 -0.2 

Succinate dehydrogenase cytochrome b chain T07C4.7 -0.2 

Vacuolar H ATPase  ZK970.4 -0.2 

NADH:ubiquinone oxidoreductase T20H4.5 -0.2 

NADH-ubiquinone oxidoreductase C09H10.3 -0.1 

NADH:CoQ oxidoreductase subunit B D2030.4 -0.1 

NADH-ubiquinone oxidoreductase subunit  F45H10.3 -0.1 

Vacuolar ATPase G subunit F46F11.5 -0.1 

NADH Ubiquinone Oxidoreductase Y57G11C.1 -0.1 

NADH ubiquinone oxidoreductase Fe-S protein Y54E10BL -0.1 

NADH-ubiquinone oxidoreductase  C33A12.1 -0.1 

Vacuolar H ATPase C17H12.14 -0.1 

NADH-ubiquinone oxidoreductase B C16A3.5 -0.1 

   

Fatty acid synthesis   

Fatty acid desaturase (fat-7) F10D2.9 -3.9 

Fatty acid elongation (elo-5) F41H10.7 -1.6 

Fatty acid desaturase (fat-5) W06D12.3 -1.3 

Fatty acid elongation (elo-6) F41H10.8 -1.3 

Acetyl-coa carboxylase (acc) W09B6.1 -1.0 

NADP+-dependent malic enzyme Y48B6A.12 -0.7 

Malonyl-coa:ACP transacylase C50D2.9 -0.7 

ATP citrate lyase D1005.1 -0.6 

Mitochondrial tricarboxylate/dicarboxylate carrier 

proteins 
K11H3.3 -0.4 

3-oxoacyl-(acyl-carrier-protein) synthase F10G8.9 -0.3 

Fatty acid synthase (Fas) F32H2.5 -0.2 
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Fatty acid oxidationandglyoxylate cycle    

Enoyl- CoA Hydratase F01G10.3 3.9 

Fatty Acid CoA synthetase family (acs-2) F28F8.2 3.7 

Fatty Acid CoA synthetase family (acs-16) F47G6.2 3.3 

Acyl- CoA thioesterase F25E2.3 3.1 

Fatty Acid CoA synthetase family (acs-17) C46F4.2 2.8 

Acyl- CoA oxidase I C48B4.1 2.7 

Carnitine Palmitoyl Transferase (cpt-4) K11D12.4 2.4 

Long-chain fatty-acid CoA ligase T08B1.6 2.2 

Isocitrate lyase/malate synthase (gei-7) C05E4.9 2.0 

Functionally analogous PGC-1α (MDT-15) R12B2.5 2.0 

Pristanoyl- CoA /acyl- CoA oxidase F58F9.7 1.9 

Peroxisomal membrane protein related  T02D1.5 1.8 

Acyl- CoA oxidase I F59F4.1 1.7 

Enoyl- CoA hydratase F01G10.2 1.5 

Peroxisome assembly factor F32A5.6 1.4 

Peroxisomal long chain acyl- CoA thioesterase T05E7.1 1.4 

Peroxisome assembly factor ZK809.7 1.3 

Peroxisome assembly factor F39G3.7 1.2 

Fatty acid CoA synthetase family (acs-11) F41C3.3 1.2 

Peroxisome assembly factor C15H9.8 1.2 

Peroxisome assembly factor C34C6.6 1.1 

Peroxisome assembly factor F08B12.2 1.1 

Fumarate reductase flavoprotein F48E8.3 1.1 

Peroxisome assembly factor C11H1.6 1.1 

Carnitine palmitoyltransferase (cpt-6) W01A11.5 1.1 

Acyl- CoA dehydrogenase T25G12.5 1.0 

Fatty acid transport protein F28D1.9 1.0 

Cytosolic malate dehydrogenase  F46E10.10 1.0 
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ceTOR   

Rapamycin-Insensitive Companion of TOR  F29C12.3 -1.2 

Initiation Factor 4E (eif4e) family B0348.6 -1.2 

Initiation Factor 4E (eif4e) family Y57A10A.30 -1.2 

RHEB (Ras Homolog)  F54C8.5 -1.2 

Ribosomal protein S6 kinase T01H8.1 -1.0 

Ageing alteration / phosphatidylinositol 3-kinase B0334.8 -0.9 

*AMP-dependent kinase (AMPK) aak-2 1.9 

   

IGF pathway   

6-phosphofructo-1-kinase K02B2.1 -1.4 

Abnormal dauer Formation T07A9.6 -1.2 

Initiation Factor 4E (eif4e) family B0348.6 -1.2 

Initiation Factor 4E (eif4e) family Y57A10A.30 -1.2 

Ras family F54C8.5 -1.2 

*Sterol regulatory element Binding Protein (sbp-1) Y47D3B.7 -1.1 

Lipid Depleted C48E7.3 -1.1 

Hexokinase F14B4.2 -1.1 

Polarity and Osmotic /ACC W09B6.1 -1.0 

Ageing alteration / phosphatidylinositol 3-kinase B0334.8 -0.9 

Fructose-bisphosphatase K07A3.1 -0.8 

Glycogen synthase Y46G5A.31 -0.8 

Protein kinase c F09E5.1 -0.8 

Phosphoinositide kinase adapter subunit Y110A7A.10 -0.8 

*Transcription factor  HNF-3/forkhead family (Daf-

16) 
R13H8.1 0.9 

 

Tabla S2. Genes individuales afectados por la deficiencia de biotina en C. 

elegans. Lista de genes individuales ordenados y agrupados en vías bioquímicas 

por GSEA sobre la base de la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto 

(KEGG).  
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Tabla suplementaria 3 
 

Nombre del gen 
Símbolo 
del gen 

Rank 
metric 
score 

   

Glucose metabolism   

Phenylpyruvate decarboxylase ARO10 2.4 

Glycogen synthase with similarity to Gsy2p GSY1 1.1 

Zinc cluster transcriptional activator CAT8 1.3 

C6 zinc cluster transcriptional activator SIP4 1.1 

Pyruvate carboxylase isoform PYC1 0.9 

Mitochondrial aldehyde dehydrogenase ALD4 0.9 

Pyruvate kinase PYK1 0.9 

Self-glucosylating initiator of glycogen synthesis GLG1 0.7 

Glycogen branching enzyme GLC3 0.7 

Putative neutral trehalase NTH2 0.6 

Glycogen debranching enzyme containing 

glucanotranferase and alpha-1,6-amyloglucosidase 

activities 

GDB1 0.6 

Acid trehalase required for utilization of extracellular 

trehalose 
ATH1 0.5 

Glycogen synthase GSY2 0.5 

Acetyl-coA synthetase isoform ACS1 0.5 

Phosphoenolpyruvate carboxykinase, PCK1 0.5 

Hexokinase isoenzyme 1 HXK1 0.5 

6-phosphofructo-2-kinase PFK26 0.5 

High-affinity glucose transporter of the major 

facilitator superfamily 
HXT2 0.5 

Plasma membrane glucose sensor SNF3 0.5 

Alcohol dehydrogenase isoenzyme V ADH5 0.4 
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Glycogen Phosphorylase GPH1 0.4 

Fructose-2,6-bisphosphatase FBP26 0.4 

Cytoplasmic aldehyde dehydrogenase ALD3 0.4 

*High-affinity glucose transporter of the major 

facilitator superfamily 
HXT6/7 -0.9 

   

TCA cycle   

Citrate synthase CIT3 2.0 

Isocitrate dehydrogenase, NADP-specific IDP3 0.6 

Citrate synthase CIT1 0.5 

Pyruvate dehydrogenase complex protein X PDX1 0.5 

Succinyl-CoA ligase β subunit LSC2 0.5 

Isocitrate Dehydrogenase, NADP-specific IDP1 0.4 

Succinate dehydrogenase SDH4 0.4 

Citrate synthase CIT2 0.3 

Fumarase FUM1 0.2 

Pyruvate dehydrogenase Β subunit PDB1 0.2 

Succinate dehydrogenase Cytochrome b subunit SDH3 0.2 

Isocitrate Dehydrogenase, NADP-specific IDP2 0.2 

 

 
  

Fatty acid oxidation- Glyoxylate cycle   

Carnitine carrier CRC1 4.3 

Outer mitochondrial carnitine acetyltransferase YAT1 2.6 

Malate synthase MLS1 2.4 

Carnitine acetyltransferase YAT2 2.2 

Citrate synthase CIT3 2.0 

Fatty-acyl coenzyme A oxidase POX1 1.7 

Carnitine acetyl-CoA transferase CAT2 1.6 

Long chain fatty acyl-CoA synthetase FAA2 1.4 

Malate synthase DAL7 1.4 

Peroxisomal membrane signal receptor PEX5 0.7 
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Peroxisomal NADP-dependent isocitrate 

dehydrogenase 
IDP3 0.6 

3-ketoacyl-CoA thiolase POT1 0.6 

Isocitrate lyase 

Carbon source-responsive zinc-finger transcription 

factor 

ICL1 

ADR1 

0.6 

0.6 

Peroxisomal ABC-transporter PXA2 0.6 

Citrate synthase CIT1 0.5 

3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase FOX2 0.5 

Enoyl-CoA Isomerase ECI1 0.5 

Peroxin 4 PEX4 0.5 

Peroxin 12 PEX12 0.4 

 

Tabla S3. Genes individuales afectados por la deficiencia de biotina en C. 

elegans. Lista de genes individuales ordenados y agrupados en vías bioquímicas 

por GSEA sobre la base de la Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto 

(KEGG).  
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Abstract 
Background/Alm: Biotin affects the genetic eXDression of 
several g lucose metabo li= enzymes, besides being a cofa{· 
tm ofr~rho"yl~"",. To " " pi",,, h.nw ""r"n.iv"ly hintin ~ff ..... " 
the expressioo of carbon metabol ism genes, we Itudied t he 
effects of biotin starvat ioo and replenishment in 3 distamly 
related eukaryotes: yeast 5aaharomyces cerevi!iae, nema· 
tode Caenorhabditi, e1egam and rat Rarrm nOfVe9kus. Merh ­
ods: Biot in starvat ioo was produced in Wistar ralS, in C. ele­
!.Iam N2 and 5. cerevi,iaeW303A fed with abundamglucose. 
High-densil y oIigonudeot ide microarrays were use<! to find 
gene expression {hanges. Glucose coosumption,lactate and 
ethanol were rne<lsured by convemiona l tesIS. Resulrs: In 
spite of abundam glucose provision, the expression offany 
oxidation and g luconeogenic genes was augmented, and 
the transcriplS for glucose uti lization and lipogenesis were 
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diminished in biot in starvation. These resu lts w~re associat­
ed with diminished glucose consumpt ion aro glyc:oIysh 
products (Iact ate and ethanol in yeasl), which WaS comistem 
across J very differem eukaryotes. (anc/uslan: The results 

po im toward a stroogly w lected role of biot in in the contro l 
of carbon metabolism, and in adaptat ioos to variable avai l­
ability of carbon, {on{eivably mediated by signal transduc­
tion induding soluble guanylate cyc: lase, cGMP and a cGMP­
o1"f"'nrlPm prm"in k in~", (PK(;) ~nd/or hiorin-d"f>I'ntl .. nt 

processes. 

Int roduclion 

The biolin slruclun' is weJl suile.:! lo Imnsfer carboxyl 
moielies, such as Ihe proslhelic group of carboxylases, 
decarboxylases and Imnscarboxylases. The Nt ofils ure­
ido ring facilirales an amide formation wilh COl, and its 
laleral carbon chain, cova lenlly linked lo lysine n'sidues 
of Ihese enzymes, allows it lo calalyze carboxyl group 
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transfers in important reaetionsofintermediary metabo­
Jism (1]. In mammals they are pyruvate earboxylase for 
TCA eyde anaplerosis, gluconeogenesis and fally acid 
synthesis; propionyl-CoA earboxylase for eatabolism of 
several amino acids and odd-ehain fally adds, eontribut­
ing also to anaplerosis; methykrotonyl-CoA earboxylase 
for leudne catabolism, and acetyl-CoA carboxylase 
(ACq for fally acid synthesis (2] . [n Saccharomyu5 cere­
vi5iae propionyl-CoA carooxylase is absent [3]. 

Biotin functions also as regulator of genetie expres­
sion. lt participates in the control of the bio operon in 
Escherichía ,olí [4]. [n rat liver our group discovered that 
biolin affects the genetie expression of holocarboxylase 
synthetase (a.k.a. biotin protein ligase, BPL) and of the 
mitochondrial carooxylases (5, 6). It also controls the ex­
pression ofthe biotin transporter (SMVT) gene in trans­
forme.:! human hepatoma culture.:! eells [6]. More reeent­
Iy, it was reporte.:! that in yeast its defkiency induces 
genes for itssynthesis (although few are not present in the 
yeast genome, thus its auxotrophy for biotin), as well as 
for transport of precursors and for transcription factor 
Vhr]p, which binds to biolin-regulatoryelements (7], not 
present in mammals. 

Surprisingly, thi. vitamin inereases the transcription 
of liver glucokinase (GK; hexokinase IV) and deereases 
that of phosphoenolpyruvate earboxykinase (PEPCK) 
genes in starved rats (8, 9]. lt also mises the activities of 
phosphofruetokinase ] and pyruvate kinase, although 
their mRNAs were not mise.:! [lO). The potential meta­
boJic eonsequences ofthese opposite genetic effeet. might 
be quite signifkant for the regulation of earbon fluxes. 
GK is the first enzyme of glycolysis and isvery important 
for the regulation ofthis pathway flow (11]. lt is also the 
main blood glucose sensor in pancreas beta eells and in 
brain regions lih the hypothalamus [12]. PEPCK func­
lions in gluconeogenesis [131. 

These findings are enigmatic in that there is no dis­
cernible relation between the strueture and known 
functions of biolin, and the genetic expression of these 
glueose metaoolism enzymes. To explore how extensive­
Iy biotin affeets the expression of caroon metabolism 
genes, we studied the effeets ofbiotin starvation and re ­
plenishment using a high-density oligonudeolide mi­
croareay approaeh in 3 eukaryotes, which diverged over 
a ],000 million years' lime lapse: the bahr's yeast S. 
cerevi5iae, the nematode Caenorhabdilís elegans and the 
rat Rallu5 norvegícu5 fed with abundant glueose. Para­
doxically, in the 3 biotin-starved organisms the genom­
ic expression corresponded to (false) seant glueose con­
ditions. 

Biotin Slarnlion Affecls Caroon 
Metaoo[ism Genes 

Material and Methods 

Biotin-lkfidmIOrgan;,m, 
Biolin-defieienl cats ,,·ere obtaine<! os fo[low.: S male rots 

(Wistar strain).age<! 2] daysand 5Ogof ,,·eight. were mode biotin 
deficient .00 .nother 5 rolS. of simi[ .. gender. age aOO weight. 
serve<! as controls (biotin suffK:ient). Biotin deflCiency was in· 
duced by fe<>ding th"", wilh • commercia[ biotin-defieient diel 
conlaining 30% of white egg as source of avidin (T D.81079 ICN 
Nutrilional Biochemica[s, Clew[and, Ohio. USA). Tite control 
anima[s we .. fe<! wilh • similar diet th . t [itCk..d avidin (TD.97]26. 
lCN Nutritiona[ Biochemica[s. Cleve[aOO. Ohio. USA). Each rat 
was hoos..d individually in .n air-filter..d cage under l2 · hour 
hght/darl< cyeLe •• nd was a[lowe<! fr"" a.ce"",, 10 waler. Sumcient 
and deflCient rols ,,-.re sacrificed al 6-7 w""ks: allhis lillli', aH 
biolin ·deficient rots had dewloped featuresofbiolin defkieney as 
previou.[y described (141. To ana[J'Z" the recovery of the effects of 
biolin deflCieney. 5 biotin·deflCient rats were injecte<! intra""rito· 
neally with biolin (1 mglkg ofbody Wl'ight. M639. '" 99%. powder 
from Sigma-Aldrich) or with sa[ine solution (contro]) ami Ihen 
sacriflC..d at O and 24 h by decapitation bofore isolalion of Ihe 
liver, ,,·hieh was lhen p[itCe<! in liquid nitrogen .nd store<! al-70' C 
bofore uti[ization. 

C. eI~a", strain N2 was made biolin deflCient by fe<>ding nem· 
alad"" synehronized allhe LI stage wilh an overnighl culture of 
biolin ,uxOIrophic E. (O/j (MG]655bioB:kan. kimlly donat..d by 
Dr. ¡ohn E. Cronan. Uniwrsity of Il[inois. Urbana. lll.. USA) 
grown in minima[ m..dium with S.O ami 0.05 nM ofbiotin (suf· 
ficient and deflCient. respectiwly). To gene cate • more profound 
deficieney in worms, avidin (1 U/mll w.s add..d in ea.ch condition¡ 
this amount is enough to trap biolin in the defieient but nol in the 
sufflCient media. In lhe ex""rillli'nts ofbiolin replacement, defi· 
eient worms " .... replale<! wilh biotin· auxotroph E. col; Ihal had 
be<>n grown in 5.0 nM biotin-containing m..dium¡ lhey Wl're har· 
vesl..d at O and 4 h afterwards. When nec",sa'}". biolin ·st .. ve<! 
worms " .... pla.c..d in agar plal"" that contained 1 mM of 8· 
Br·,GMP for 3 h . After this ""riad the worms we .. r<'Collecte<! 
and kept at -80' C until u .... 

I'or biotin-deflCienl cultur"" of } .. ast. s. c",,,,,i,iat (strain 
W303A) was grown in synthetic minima[ m..dia(SD media) con· 
taining 2% g[ucOS<' as c.rbon source. with biotin 0.4 or 8.0 nM 
(biotin der.eient and biotin sufflCient. r""pectively). After define<! 
times .fler ioocu[ . tion (O and 2 h) biotin (8.0 nM) was adde<!. 

Biotin rHfidrnq Anal)";, 
To wrify biotin deficiency in the 3 organisms. ,,·e delermine<! 

the degr"" of earboxy[ase biotiny[alion by streptavid in W""tern 
blol .. A[iquots containing 30 JLg of total protein ,,·ere subjected to 
SDS· PAGE. The gel w.s blotte<! on • OA5 · JLm nitroceHulose 
membr.ne. using a srnlidry transfer eel[ (Bio-Radl. at 20 V for 25 
mino The rnembrane was i""ubate<! wilh streptavidin-a[ka[ine 
phosphatase for 2 h (15]. Color developllli'nt was p<>rforme<! ineu· 
bating the membrane in the dack, in A· P buffer conta ining 10 mM 
Trisb .... (pH 9.S), 10 mM NaC!. S mM MgC], ami SO 1'[ nitrob[ue 
tetrazo[ium chloride solution plus 50 JL[ 5· bromo·4-chloro· 3· in· 
do[yl phosphate to[uidine salt so[utions. Holoi'nzyrne ma .. was 
quantifi..d by densilomelryof the bands using lhe [)o[phin- I D gel 
an.[ysis software (Wealtec. Nev .• USA). Protein w.s delermine<! 
by tite Bradford method using BSA as thest . ndard. 

" 



90 
 

 

 

RNA Ex/rae/ion of 3 arganisms 
RNA fo r microa rray analysi. from ralliver ana worm was ex_ 

Iracled wilh Ihe TRlzol melhod (Invit rogen) according lo the 
manufacturl'r's inslructions. For yl'ast, RNA was exlracled wilh 
acid phenol according lo slandard prolocols [16] For Ihl' Ihr"" 
organisms, RNA was subsequently loaded onto RNA-binding col­
umnS fmm QIAGEN's RNeasy kil (Qiagen, Vall'ncia, Cali f. , USA) 
lo remoV<'contamination wilh genomic ONA and proll'ins before 
fu rther processing. 

Gene Array Experiments 
All procedures weN performed al Boslon UniV<'rsily Microar­

ray Resource Facilily exaclly as described in Ihe Affymetrix 
GeneChip Expression Analysis Technical Manual (Affymetri x, 
Sanla Clara, Calif., USA,current version available al www.affyme ­
Irix.com). Briefly, Ihe inlegrity of lolal RNA for eóch sample was 
ve rified using RNA 6000 Nano Assay RNA chips run in Agilenl 
2,100 Bioanalyzer (Agilenl Technologies, Palo Alto, Calif., USA). 
Tolal RNA (S !Lg) was Nverse Iranscribed using Ihe ane Cyde 
cONA Synlhesis kit (Affymetrix) and Ihe oblained double-slrand­
ed cONA was purified wilh GeneChip Sample Cleanup Module 
(Affymetrix). The oblainedcONA was used astemrlale for in vilro 
Iranscription using GeneChip lVT Labeling kit (Affymetrix). The 
Nsulting biolin-labeled cRNA was purified using GeneChip Sam­
pIe Cleanup Module (Affymetrix), fragmenled and hybridizt'd 
(15 !Lg) to Ihe microarrays GeneChip C. elegtms Genomt' Array, 
GeneChip Yl'asl Gt'nome 2.0 Array and Gt'neChip Ral Genome 
2302 .0 Array (Affymel rix) for 16 hin tht' GeneChip Hybridiza­
lion Ovt'n 640 al 45 oC wilh rolalion (60 rpm). lVT and cRNA 
fr:lgmenlalion qualily conlrol. were car ried oul by running an 
mRNA Nano assay in Ihe Agilenl 2100 Bioanalyur. The hybrid­
ized samplt's wt're washed and staint'd using Affyrnetrix Fluidics 
Slation 450 with sI reptavidin-R-phycoerylhrin, and tht' signal was 
amplified using a biotinylalt'd goal antistNplavidin antibody fol­
lowed by anotht'r sl replavidin-phycoerythrin slaining (Hybrid­
izalion, Washing and Slaining Kil, Affymel rix). Mic roarrays were 
immedialely scanned using Affymel rix GeneArray Scanner 3000 
7G Plus (Affymetrix). AII cell culturing, RNA isolation, and array 
hybridization slt'ps wt'rt' performed in parallel, and scanning of 
hybridized microa rrays was performed on tht' same scanner. 
Analysis of tht' data was pt'rformed with Affymetrix GCaS 1.4 
soflware by comparing mt'ans of signal inlensily from RNA sam­
pIes de rived from sufficienl and deficit'nl organisms. 

Statistical analysis induded tht' t test comparing condit ion con­
Irol lo condition-deficient, false discovery rale calculation lo con­
Irol for multiple hypolhesis lesling and calculalion offold change 
(expresseJ. as 1081) valut' belw""n Ihe Iwo conditions. We used 
Ihese dala lo produce prrorderOO ranked gene lislsof the 30rgan­
isms' dalasels, which were Ihen It'stt'd for enrichmfnl by Gene Sel 
Enrichmenl Analysis (GSEA v. 2.0, Broad Inslilule, Cambridge, 
Mass., USA) 117]. Gene sets were generaled and modified wilh bio­
chemical palhway data publidy available from Kyolo Encydopedia 
ofGenes and Genomt's (KEGG; www.genome.jplkfgg). 

Gene Expression Ana/ysis 
RNA was isolated from Ihe 3 organisms as mentioned aboye. 

Compleml'nlary DNA was gl'nerated by Superscripl 11 enzyme 
(lnvilrogcn) and random hexamcrs (dcoxy-NTP6; Amersham 
Biosciencl'). The analysis was performed by quanlita l iV<' rl'verse­
Iranscriplasl' PCR (qRT-PCR) on ABI PR1SM 7700 Real Time 
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PCR machine (Applied Biosystems) using Taqman probes. Thl' 
level of each largel mRNA wa< examined and normalized lo 18S 
rRNA using the 2-MCT ml'thod [IS]. Thl' efficacil's of our reac­
tions were teslt'd by dilution experiments and melting curV<'s. 

Measurements of Metabo/ite Coneen/rations 
Thl' conCl'ntrations of lactale in Ihl' ral and worm wasdi reclly 

measured as described by Bergmeyl'r 119]. Thl' acid ext racts werl' 
oblained as desc ribed prl'viously 119- 21 [. Bril'fly, approximately 
20 mg wel weight of each organism was ground in a nitrogen­
chilled morlar and colleclt'd in pl'rchloric acid solulion (0.6 M in 
20 mM EOTA). Exlracls weN deprotl'inized by centrifugation af­
ter 30 min incubation on icl' and Ihen nl'utralized with KOH 4 M. 
The concent ration of melaboliles was measuNd spectrophoto­
metrically and detecled wi thin the linear range. Each l'xtracl was 
assayed in Iriplica tl'. Ethanol production for yl'asl was measured 
according to Beutler's ml'thod 122]. Bril'fly, 500 mg of cells werl' 
incubated in 10 m"! MES-TEA buffer (morpholinoethanesulfon­
ic acid, laken lo pH 6.0 with Irielhanolamine), 20 mM glucose, 
0.02 M cyanide, and 25 fLM octylgalale, in 10 mI final volume. Sub­
sequently, elhanol was measured by the addition of NAO' and 
alcohol dl'hydrogenase. 

G/ucose Consumption 
Glucosl' levels were dl'tl'rmined essl'n tially as desc ribed by 

Bergmeyer [19[ wilh modifications. Briefly, glucose concentra­
tion in the growth media was quantified using Ihl' Glucose (GO) 
Assay Kit baseJ. on the method of glucose oxidase (GAGO-20, 
Sigma). Equal amounts of wet weigh (500 mg) of yeast from expo­
nenlial growlh cul lure. were added lo 10 mM MES_TEA buffer 
pH 6.0 conlaining 65 m"! glucosl' in 3 mI. Glucose consumption 
was calculated from thl' disappl'arance rale of glucose under in­
cubation al 30°C during 30 mino 

Sudan B/aek Staining ofe. el<'Sans 
Control and biotin·deficil'nt worms were washed in M9 for 30 

min and fi xed in 1% paraformaldehyde in M9. Thl' worms werl' 
then subj&ted lo 3 fr""Z<'-thaw cydes and dl'hydrated through 
washl's with 25, 50 and 70% elhanol. The worms weN stained 
oV<'rnigh t in a 50% salurated solution ofSudan black in 70% elh­
anol, rl'hydraled, and photographed. Slained animals weN visu­
alized wilh a Zeiss Axioplan microscope 123]. 

Statis/iw/ Ana/ysis 
AII experimenls weN done in Iriplica tl' and al least 3 diffeNnl 

times wilh diffl'rent samples for each organismo Data aN present­
ed as the ml'an of 3 diffe rent experimenls and statislical signifi­
canCl' was l'valualed by ANOVA al p < 0.05. 

Results 

Biolin-Deficienl Phenolypes 
In the 3 studied organisms, bands corresponding to 

biotin holoproteins were greatly attenuated by biotin 
starvation and became visible after the vitamin was re­
placed (fig. 1). At 6- 7 weeks of t reatment, deficient ra ts 
exh ibited d ear deficiency signs indud ing low body 

Ortega-Cuellar et al. 
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Fig. 1. Biotin deficiency and its replacemenl are corroboralÑ by 
streptavidin Weslern blots. 1: Molecular weight standard; 2, S and 
8: biotin deficient; 3.6 and 9: biotin sufficienl; 4, 7 and lO: biolin 
replenishmenl. PC = Pyruvale carboxylase; PCC = propionyl­
CoA carboxylase; MCC = 3-methylcrolonyl-CoA carboxylase; 
Arclp = aminoacyllRNA synthetase cofaclor 1. 

weight, hair loss, conjunctivit is and periorificial skin rash 
(data not shown). However, theycontinued showing nor­
mal activity, appetite, sleep/wake cyele, and no apparent 
neurological abnormalities. Their weight was signifi­
cantly reduced (fig. 2a). Growth of yeast was also dimin­
ished (fig. lb). The worms' growth was reduced and their 
appearance was translucent, a likely consequence of di­
minished lipid content indicated by reduced Sudan black 
stain ing (fig. lc). 

Gene Expression in liJe 3 Organisms Fed liJe 
Biotin-Deficient Diet 
To study the extent of the effects of biotin starvation 

on carbon metabolism transcriptomes, microarray data 
were first organized in biological process d usters accord­
ing to the KEGG. \Ve tested t he KEGG gene sets of the 3 
organisms' microarray data for enrichment by GSEA. 
The overall results ofthe 3 species are depicted in table 1. 
Several metabolic gene sets were differentially enriched 
(p :S 0.05, FDR>0.l5) in the 3 organisms fed the biotin­
deficient dieto Two gene sets were negatively enriched (re­
pressed) and 1 was positively enriched (activated) in rat 
liver, 4 were repressed and 1 was activated in worm and 1 
was repressedand 3 were activated in yeast. Table 1 shows 
the results for glucose metabolism and fatty acid oxida­
tion and synthesis. The analysis identified similar alter­
ations in the gene sets of rat and worm when these species 
were biotin-starved; they differed in yeast regarding glu­
cose metabolism, TeA cyele and oxidative phosphoryla­
tion, but were analogous with respect to fatty acid synthe-

Biolin Starvation Affects Carbon 
Metabolism Genes 

, 

350 ........ B¡.5 

-o- B¡·O 

300 

:§ 150 , 
flOO 
f 
'" 150 

'00 

• 

" 
,., 

, 
" 
~ " , 
" .. 

" ~ 
" 
, 

b 

, 

........ B¡·5 
-o- B¡·O 

, , 

, 

, , 

7 , , 

TIme (weeks) 

, 
" Time (h) 

, 7 , 

" " 77 

Fig. 2. Biotin-deficient phenotypes. Effecl ofbiotin deficiency on 
body weight in rals (a). BI-S = Biolin sufficient; BI-D = biotin de­
ficien\. \Vorm's fat slained wilh Sudan black (e) and Ihe growlh of 
s. cerevisiae (b). 
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Table 1. Biotin deflciency modifies gene Iranscripl seIs ofbiochemical palhways in each of 3 biolin-slarved euka ryoles 

Melabolic pa thways Rat liwr 

" NES pvalue 

Glucose metabolism 40 -1 .58 0.0 3 
TCA cycle /8 0.84 0.69 
Oxidative phosphorylation 68 0.57 
Fatty acid oxidation-glyoxylale cyde" /3 /.39 0.01 
Fatty acid synlhesis 5 -1 .60 0.02 

Data obtained byGSEA [171. n = Numberofgene, in each gene 
set; NES = normalized enrichment seore (likelihood genes com­
prising a giwn cluster arl' oveTTl'prl'senleJ. al a given end of Ihe 
ranklist); FDR = q value. false discovery rateo Positiwenrichment 
(biotin-deflcient set wilh more lranscripts wilh a highl'r ranking 
Ihan Ihe control) is depicteJ. in italics; negalive l'n richnl<'nt (more 
Iranscripls with a lower ranking) in boldo The gl'nes were rankeJ. 

sis and oxidation. Results for individual genes wiH be de­
scribed for each organismo 

Effects of Bio/in Starvation on Rat Uver Me/abolic 
Trallscripts 
When we compared KEGG sets from deficient ani­

mals with those from controls, the ones for glucose me­
tabolism and fally acid synthesis were significantly de 
crea sed whereas the one for fatty acid oxidation was in­
crea sed, in spite of the rats having been sacrificed in the 
immediate ingestive phase after a carbohydrate-contain­
ing meal (postprandial period).lt must be recalled t hat in 
the mammalian [iver, in contrast with other organs, the 
main use of glucose is for fue! storage in the form of gly­
cogen and fatty acids [24J. Individual genes for glucose 
utilization and lipogenesis whose transcripts were di­
minished ineluded those for glucose transporter 1, GK, 
6-phosphofructo-2-kinase, liver pyruvate kinase (L-PK), 
pyruvate carboxylase, lactate dehydrogenase O, ACCl 
and fa tty acid synthase (FAS). On the other hand, the 
transcript fo r gluconeogenic PEPCK was augmented (ta­
ble 2a). 

In order to confi rm sorne of the microarray results, 
the mRNAs ofGK, L-PK, PEPCK and BPL (a.k.a. ho[o­
carboxylase synthetase) were quantified by real-time 
RT-PCR (qRT-PCR) in the biotin-deficient livers and in 
those of deficient ra ts that had been injected with biot in. 
The results agree with those by microarrays and were 
reversed after biotin was administered to the deficient 
ani mals (fig. 3a). The findings indicate that starvation 
of a vita min-like biotin leads to extensive modifications 

22 I Nutrigend Nutrigenomk. 2010;3:18- 30 

Worm Yeasl 

FDR " NES pvalue FDR " NES pvalue FDR 

0.06 35 -1 .4 0.05 0.13 81 /.5 0.04 0./7 
0.84 29 -1.79 O 0.09 30 1.7 0.0/ 0.05 
0.98 80 -1 .57 O 0. 10 64 1.33 0.06 0.29 
0./4 45 /.41 0.03 0.09 4 5 1.2 O O 
0.07 7 -1 .63 0.06 0.09 5 -, 0.05 0.06 

according to log2 of difference, be tween deficient and ,ufficient 
states. This ranking was then useJ. in modifled GSEA for cluster 
analysis. Gene sets were curaleJ. from biochl'mical pathway data 
publidy available from the KEGG; cluster composition is de­
scribed in table 2. Results are from 3 indl'pl'ndent experiments for 
each experimental condition. 

• Glyoxylate cycle is not prl'senl in Ihl' ral. 

of carbon metabo[ism gene expression, with a reduction 
of transcripts for glycolysis and lipogenesis, and an in­
crease of several for f3-oxidation and gluconeogenesis, 
even if the animals were in the immediate postprandial 
periodo 

Effects of Biotin S/arvatioll 011 Worm Me/abolk 
Transcripts 
When we studied worms we used who[e organisms, in 

contrast to having used only the rat liver. In the biotin­
deficient worm, the results were simila r to those of the 
ra t, although more gene sets were changed at a statisti­
caHy significant leve! (table 1). The sets of glucose me­
tabolism, TCA cyele, oxidative phosphorylation and fa tty 
acid synthesis were downregulated, whereas those of fa t­
ty acid oxidation-glyoxylate cyele were upregulated (ta­
b[e 1). Regarding individual genes of the 3 hexokinases 
present in the worm, hexokinase F14B4.2 may corre­
spond to the mammalian GK since it is [ocated in the cy­
toplasm, the other 2 being mitochondrial [25J,6-phos­
phofructo- I-kinase (K02B2.1), two isoforms of glyceral­
dehyde-3-phosphate dehydrogenase (gpd-I and gpd-4) 
and phosphoglycerate kinase (T03FI.3) were downregu­
[ated (table 2b). Other transcripts that were diminished 
were those ror the TCA cycle enzymes, pyruvate carbox­
ylase (pyc-I), aconitase (aco-I), isocitrate dehydrogenase 
(F59B8.2), two isoforms of succinyl-CoA synthetase 
(F23H 11.3, C50F7.4), succinate dehydrogenase (C34B2.7) 
and malate dehydrogenase (mdh-I), as weH as 40 genes 
for oxidative phosphorylation (tab[e 2b). 
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Table 2. Individual genes affectoo by biotin deficiency in 3 organisms 

a Rat liver 

Gene name 

G/ucase mettlbo/ism 
Glucokinase 
Pyruvate kinase, liver 
6-Phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 1 
Pyruvate carboxylase 
Uver glycogen phosphorylase 
Phosphoglycerate kinase 1 
Lactate dehydrogenase D 
Na-dependen t glucose transporter 1 
Transketolase 
* Phosphoenolpyruva te carboxykinase 

Ftltty tlcid synthesis 
ATP ci trate lyase 
Fa tty acid synthase 
Solutl' carril'r family 25, member 1 
Acetyl-coenzyme A carboxylase CI 

Ftltty tlcid oxidtJtion 
Carnitine palmi toyltransfl'rase 1 a, liver 
Carnitine acetyl transferase 
Carnitine palmi toyltransfl'rase 2 
Mitochondrial carnitinl'/acykarnitine caerier protein 
Hydroxyacyl-coenzyme A dl'hydrogenase 13. subunit 
Coenzyml' A dehydrogl'nase CI SUbWli t 
Acyl-CoA synthetase long-chain family ml'mber 4 
Acyl-CoA synthetase long-chain family ml'mber 3 
Acyl-coenzyme A dehydrogenase, w ry long chajn 
Acyl-CoA synthetase long-chain family llll'mber S 

b Worm 

G/ucase mettlbo/ism 
Glyceraldehyde 3.phosphate dehydrogenase (gpd-4) 
Glyceraldehyde 3.phosphate dehydrogenase (gpd-I) 
Phosphoacetylglucosamjne mutase 
6-Phosphofructo-I -kjnase 
Glucose-6-phosphatl'-I -dehydrogenase 
L-Lactate dl'hydrogenase 
Hexokinase 
6-Phosphogluco nate dehydrogenase 
PhosphoglUCOlll utase 
6-Phosphogluco nolactonasl' 
Phosphoglycerate kinase 
Transketolase 
Glycogen phosphorylase 
* Phosphoenolpyruva tl' carboxykinase 

TeA eye/e 
Succinate dl'hydrogenase complex subunit A 
Citra tl' lyase IJ chajn 
Succinyl-CoA synthl'tase IJ chajn 
ATP ci trate lyase 
Aconitase (aco- 1) 

Gene symbol Rank metric seore 

Gd - 2.9 
p~, - 1.2 
Plktbl - 0.9 
p, - 0.7 
PySI - 0.7 
Pgk l - 0.6 
Ldhd - 0.6 
Nagltl - 0.6 T'. - 0.5 
Pckl 1.34 

Acly - \.8 
Fasn - \.5 
Sk25al - 0.5 
Acaca - 0.4 

Cptla 0.6 
C~. 0.4 
CpU 0.4 
Sk25a20 0.4 
Hadhb 0.3 
Hadha 0.3 
Ac.s14 0.2 
Ac.s13 O., 
Acadvl O., 
Ac.s15 O., 

F33HI.2 - \.9 
T09F3.3 - \.6 
F21D5.1 - 1.4 
K02B2.1 - 1.4 
B0035.5 - 1.2 
F\3DI2.2 - 1.1 
FI 4 B4.2 - 1.1 
T25B9.9 - 1.1 
R05F9.6 - 1.1 
Y57GIIC.3 - 0.9 
TOJFI.3 - 0.8 
FOIGIO.I - 0.8 
T22F3.3 - 0.8 
W05GI\.6 1.9 

0 4B2.7 - 2.1 
COIGIO.7 - \.6 
C50F7.4 - 1.4 
B0365.1 - 1.4 
ZK455.1 - 1.1 
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Table 2 (continued) 

Gene name 

Malate dehydrogenase (mdh-I) 
Suceinyl-CoA synthetase, CI subuni t 
lsocitra te dehydrogenase 
ATP ci trate lrase 
Pyruvate carboxylase (pyc- I) 

Oxidtl/ive phosphoryltltion 
Fla\·oprotein 
NADH -ubiquinone oxidort'ductase 
ATPase 
Ubiquinol-cytochrome c oxidoreductase complex 
NADH -ubiquinone oxidoreductase B8 subunit 
Acyl-carrier protein 
ATP synthase B homolog 
Vacuola r H+ -ATPase VI sector, SUbWli t B 
Vacuolar H ATPase 
Acyl carrier protein/NADH -ubiquinone oxidoreductase 
Cytochrome c oxidase 
D<>hydrogenase (ubiquinone) complex 
ATP synthase G homolog 
NADH ubiquinone oxidoreductase subunit 
Lipid depleted 
Cytochrome oxidase assembly facto r 
Ubiquinol.cytochrome c reductase complex 
ATP synthase epsilion chain 
Suceinate dehydrogenase complex subunit D 
Vacuola r ATP synthase (strong) 
D<>hydrogenase (ubiquinone) complex 
NADH:ubiquinone oxidoreductase 
NADH:ubiquinone oxidoreductase 
Vacuola r H ATPase 
Vacuola r H ATPase 
NADH:ubiquinone oxidoreductase 
Suceinate dehydrogenase complex subunit B 
NADH -ubiquinone dehydrogenase 
Suceinate dehydrogenase cytochrome b chain 
Vacuolar H ATPase 
NADH:ubiquinone oxidoreductase 
NADH -ubiquinone oxidort'ductase 
NADH:CoQ oxidoreductase subuni t B 
NADH -ubiquinone oxidoreductase subunit 
Vacuola r ATPase G subunit 
NADH ubiquinone oxidoreductase 
NADH ubiquinone oxidoreductase Fe-S protein 
NADH -ubiquinone oxidort'ductase 
Vacuola r H ATPase 
NADH -ubiquinone oxidort'ductase B 

Ftllty tlcid s)'l1/hesis 
Fatty acid desatu.rase (fat -7) 
Fa tty acid elongation (elo-S) 
Fa tty acid desatu.rase (fat -S) 
Fa tty acid elongation (elo-6) 
Acetyl-CoA carboxylase (ace) 
NADP+ -dep<'nden t malic enzyme 

24 J Nulri~""t Nulri~nomk. 2010;3:18 30 

Gene symbol Rank metric seore 

F20H 11.3 - 1.0 
F23H 11.3 - 1.0 
FS9B8.2 - 0.8 
DlOO5.1 - 0.7 
02023.2 - 0.5 

C34Bl.7 - 1.1 
T26AS.3 - 1.3 
FS2EI.lO - 1.3 
T24C4.1 - 1.2 
C25AI.13 - 1.2 
YS6A3A.19 - 1.1 
F3SG12.1O - 1.1 
YlIOA7A.12 - 1 
C26H9A.l - 0.9 
F37C12.3 - 0.9 
F4OG9.2 - 0.8 
Y63D3A.7 - 0.8 
K07A12.3 - 0.6 
F22D6A - 0.6 
ZK973.1O - 0.6 
T06D8.S - 0.6 
T27E9.2 - 0.5 
F32D1.2 - 0.5 
F33A8.5 - 0.4 
F20B6.2 - 0.4 
\VOIA8A - 0.4 
YS4F10AM.S - 0.3 
C18E9.4 - 0.2 
T01H3.1 - 0.2 
Y49A3A.2 - 0.2 
Y71H2AMA - 0.2 
F42A8.2 - 0.2 
FS3F4.1O - 0.2 
T07C4.7 - 0.2 
ZK970.4 - 0.2 
T20H4.5 - 0.2 
C09HIO.3 - 0.1 
02030.4 - 0.1 
F4SHIO.3 - 0.1 
F46Fll.S - 0.1 
YS7G1IC.12 - 0.1 
YS4EIOBL.S - 0.1 
C33A12.1 - 0.1 
C17H12.14 - 0.1 
CI6A3.S - 0.1 

FI002.9 - 3.9 
F41HIO.7 - 1.6 
\V06D12.3 - 1.3 
F41HIO.8 - 1.3 
\V09B6.l - 1.0 
Y48B6A.12 - 0.7 
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Table 2 (continuÑ) 

Gene name 

Malonyl- CoA:ACP transacylase 
ATP ci trate lrase 
Mitochondrial tricarhoxyla te/dicarboxylate carrier proteins 
3-oxoacyl.(acyl-carrier -protein) synthase 
Fa tty acid synthase (Fas) 

F<llty <lcid oxid<ltion <lnd g/yoxY/<lte qcle 
Enoyl-CoA hydratase 
Fa tty acid CoA synthetase family (acs-2) 
Fa tty acid CoA synthetase family (acs- 16) 
Acyl-CoA thioesterase 
Fa tty acid CoA synthetase family (acs- 17) 
Acyl-CoA oxidase 1 
Carnitine palmi toyl transf ... rase (cp t-4) 
Long-chain fatty .acid CoA ligase 
[socitra t ... lyase/malat ... syn thase (gei-7) 
Functionally analogous PGC- lo (MDT -IS) 
Pristanoyl -CoAlacyl-CoA oxidase 
Peroxisomal membrane protein relatÑ 
Acyl-CoA oxidase 1 
Enoyl-CoA hydratase 
Peroxisom ... assembly factor 
Peroxisomallong.chain acyl-CoA thioest ... rase 
Peroxisom ... assembly factor 
Peroxisom ... assembly factor 
Fa tty acid CoA synthetase family (acs- ll) 
Peroxisom ... assembly factor 
Peroxisom ... assembly factor 
Peroxisom ... assembly factor 
Fumarate reductase flavoprotein 
Peroxisom ... assembly factor 
Carnitine palmi toyltransf ... rase (cpt-6) 
Acyl-CoA dehydrog ... nase 
Fa tty acid transport p rotein 
Cytosolic malate dehydrogenase 

e Yeast 

G/ucase me/<lbolism 
Ph ... nylpyruvate decarhoxylase 
Glycogen synthase wi th similarity to Gsy2p 
Zinc cluster transc riptional acliva tor 
C6 zinc cluster transcriplional activator 
Pyruvate carooxylase isoform 
Mitochondrial ald ... hyd ... dehydrogenase 
Pyruvate kinase 
Self-glucosylaling initiator of glycogen synthesis 
Glycogen branching enzyrn ... 
Putaliw n ... utraltr ... halas ... 
Glycogen debranching "'Iu:yme-containing glucano tranfe rase 

and o -I,6-amyloglucosidase activities 
Acid tr ... halase requirÑ for utilizalion of extracellular tr ... halose 
Glycogen synthase 
Acetyl-CoA synthetase isoform 
Phosphoenolpyruvate carooxykinase 

Biotin Starvation Affects Carhon 

Gene symbol Rank metric seore 

CSOD2.9 - 0.7 
DlOOS.1 - 0.6 
KIIH3.3 - 0.4 
FIOG8.9 - 0.3 
F32H2.S - 0.2 

FOIGIO.3 3.9 
F28F8.2 3.7 
F47G6.2 3.3 
F2SE2.3 3.1 
C46F4.2 2.8 
C48B4.1 2.7 
KIlD12.4 2.4 
T08B\.6 2.2 
C05E4.9 2.0 
RI2B2.S 2.0 
FS8F9.7 1.9 
T02D\.S 1.8 
FS9F4.1 1.7 
FOIGIO.2 1.5 
F32AS.6 1.4 
T05E7.1 1.4 
ZK809.7 1.3 
F39G3.7 1.2 
F41C3.3 1.2 
CISH9.8 1.2 
C34C6.6 1.1 
F08B12.2 1.1 
F48E8.3 1.1 
CIIH\.6 1.1 
WOIAI\.S 1.1 
T25GI2.S 1.0 
F28D\.9 1.0 
F46EIO.1O 1.0 

AROIO 2.4 
GSYI 1.1 
CAT8 1.3 
SIP4 1.1 
PYCl 0.9 
ALD4 0.9 
PYKI 0.9 
GLGl 0.7 
GLC3 0.7 
NTH2 0.6 

GDBl 0.6 
ATHl 0.5 
GSY2 0.5 
ACSI 0.5 
PCKI 0.5 
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Table 2 (continu....:l) 

Gene name 

Hexokinase isoenzyme I 
6-Phosphofructo-2-kinase 
High-affinity glucose transporter o f the major facilitator superfamily 
Plasma membrane glucose sensor 
Alcohol dehydrogenase isoenzyme V 
Glycogen phosphorylase 
Fructose-2,6 -bisphosphatase 
Cytoplasmic aldehyde dehydrogenase 
*Iligh-affinity glucoS<" tran.porter of the major facilit ator .uperfamily 
*Low-affinity glucose transporter of the major facilitator superfamily 

TeA eye/e 
Citra te synthase 
[socitra te dehydrogenase, NADP-speciflc 
Citra te synthase 
Pyruvate dehydrogenase complex protein X 
Succinyl-CoA ligase IJ subuni t 
[socitra te dehydrogenase, NADP-speciflc 
Succinate dehydrogenase 
Citra te synthase 
Fumarase 
Pyruvate dehydrogenase B subunit 
Succinate dehydrogenase cytochrome b subuni t 
[socitra te dehydrogenase, NADP-speciflc 

F<llty <lcid oxid<ltion-glyoxylate cyde 
Carnitine carrier 
Outer mitochondrial carnitine acetyl transferase 
Malate synthase 
Carnitine acetyl transferase 
Citra te synthase 
Fa tty acyl -CoA oxidase 
Carnitine acetyl-CoA transferase 
Long-chain fatty acyl -CoA synthetase 
Malate synthase 
Peroxisomal membrane signal receptor 
Peroxisomal NADP-dependent isoci trate dehydrogenase 
3-Ketoacyl-CoA thiolase 
[socitra te Iyase 
Caroon source-responsive zinc-flnger transc ription factor 
Peroxisomal ABC transporter 
Citra te synthase 
3-Hydroxyacyl-CoA dehydrogenase 
Enoyl-CoA [somerase 
Peroxin 4 
Peroxin 12 

Gene symbol 

HXKI 
PFK26 
HXTl 
SNF3 
ADHS 
GPHI 
FBP26 
ALD3 
HXT617 
HXTi 

CIT3 
IDP3 
CITi 
PDXl 
LSe2 
IDPI 
SDH4 
CITl 
FUMI 
PDBI 
SDH3 
IDP2 

CRCl 
YATI 
MLSI 
YAT2 
CIT3 
POXI 
CATl 
FAA2 
DAL7 
PEXS 
IDP3 
POTl 
[CL! 
ADRI 
PXA2 
CITi 
FOX2 
ECll 
PEX4 
PEX I2 

Rank met ric score 

0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
OA 
OA 
OA 
OA 

- 0 .9 
- 004 

2.0 
0.6 
0.5 
0.5 
0.5 
OA 
OA 
0.3 
0.2 
0.2 
0.2 
0.2 

4.3 
2.6 
2A 
2.2 
2.0 
1.7 
1.6 
lA 
lA 
0.7 
0.6 
0.6 
0.6 
0.6 
0.6 
0.5 
0.5 
0.5 
0.5 
OA 

List of individual genes, ranked by log} (rank metr ic score) o f their mean (n = 3 for each condition) differences betwe<'n biotin suf­
flciency and deflciency, were grouped ('gene sets') in manually curated biochemical pa thways based on KEGG. Genes indud....:l in this 
list were those belonging to the leading ....:lge subset ofGSEA. Also induded art' genes marked by *, which were not pa rt of gene sets 
but which chang....:l 2-fold or owr with p ,.:; 0.05. 
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Fig. 3. Biotin starva tion changes of selectÑ transcripts were con­
firme<! by qRT-PCR and were reversÑ by this vitamin replace­
ment in the three spedes. GK = Glucokinase; L-PK = liver pyru­
vate kinase; PEPCK or PCK] = phosphoenolpyruvate carboxy­
kinase; BPUHCS = biotin protein ligase (holocarboxylase 
synthetase); HXK = hexokinase F]4B4.2; SCS = succinyl-CoA 
synthetase; JCL or JCL] = isoci t rate Iyase; HXK2 = hexokinase 2; 

Several transcripts for fatty acid synthesis were down­
regulated: ATP-citrate Iyase, ACC, FAS, malic enzyme 
and fatty acid e1ongation and desaturase. Conversely, 
there was an inerease in transcripts for fatty acid oxida­
tion enzymes: some members ofthe aeyl-CoA synthetase 
family (aes-2, aes-11 and aes-17) and earnitine palmitoyl 
transferase-1 (CPT-4 and 6), an enzyme that enhanees 
the transfer of fa tty acid s into the mitochondrial matrix 
for p -oxidation (table 2b). T he transcripts for the glyoxyl­
ate pathway enzymes isocit rate Iyase/malate synthase 

Biotin Starvation Affects Carbon 
Metabolism Genes 

Wo,m 

• 
• 

• • • 

"" '" n PEPCK "" 

• 

• 

CAT8 "" 
HXT2 = high-affinity glucose transporter 2; CIT3 = dtrate syn­
thase; CAT8 = zinc cluster transc riptional ac tivato r. Results are 
mean ± SD and represent the average of 3 independent experi­
ments. When the results were too high to graph, they are shown 
minimized and are labeJeled 'X-fold'. StatisticaJ difference by 
ANOVA: * p ,..; 0.05. Bt-S = Biotin sufficient; Bt-D = biotin defi ­
dento 

(gei-7) and cytosolic malate dehydrogenase (F46EIO.IO) 
and for the glueoneogenie PEPCK (W05G 11.6) were also 
upregulated. Transeripts for both glyeogen synthesis and 
degradation were downregulated (table 2b). In lower eu­
ka ryotes the glyoxylate pathway is anaplerot ie [26, 27J 
linked to p -oxidation and to glueoneogenesis. 

There was eonfirmat ion by qRT-PCR quantization of 
the mRNAs for hexokinase FI4B4.2, suecinyl-CoA syn­
thetase (marker for the TCA eycle), isocitrate Iyase/ma­
late synthetase (marker for the glyoxylate pathway), 
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~ 

vaJues 3rt' exprt'ssed as mean ± SD and " reprt'sent Ihe average o f 3 ind ... pendent 
t'xpt'riml.'nts. Statistkal diff ... r<>uce by o o 
ANOVA: p ,.; 0.05. Bt-S = Biotin sum-

, Yea" b Ratliver Worm Veas, 

cif.'nt; Bt-D = biotin deficif.'nt. 

PEPCK and BPL, whose transcripts showed similar 
changes by microarray analyses (fig. 3b). These changes 
were reversed when biotin was administered to the worm 
(fig. 3b). Thus, in the biotin-deficient C. elegans, as in R. 
IlOrvegicus, transcripts of genes for glucose utilization 
and for fatty acid synthesis were reduced, whereas sev­
eral for fatty acid oxidation and glucose production were 
augmented. 

Effects of Bio/in Starvation on Yeast Me/abo/ic 
Transcripts 
S. cerevisiae differs importantly from the above-stud· 

ied eukaryotes in that glucose is the preferred carbon 
source; when available, genes for the use of other carbon 
sources and for respiration (TCA cycle and oxidative 
phosphorylation) are repressed and its metabolism is fer­
mentative·respiratory [28J. It is interesting that the ca· 
pacity of modern yeast living in fruits, to rapidly convert 
glucose into ethanol through pyruvate, seems to have 
been selected at the time when fleshy fruits arose in the 
C retaceous age, after the rise in angiosperms appeared 
about 125 million years ago, providing them with ethanol 
as a defense against many other microorganisms that 
cannot grow in this alcohol [29J. In the biotin·starved 
yeast (but with plenty of glucose available) the gene sets 
for glucose metabolism, TCA cycle and fatty acid oxida­
tion-glyoxylate eycle were upregulated (table 1); however, 
it should be noted that the KEGG gene set of glucose me­
tabolism includes genes both for its utilization and its 
production (table 2c). With regard to glucose use, tran­
scripts for low-affinity glucose transport (HXTI trans­
porter, table 2c) and phosphorylation [the mRNA for 
h exokinase 2 (HXK2) determined by qRT-PCR, fig . 3cJ 

28 J Nutrigend Nutrigenornk .. 2010;3:18- 30 

were diminished, whereas those for high-affinity glueose 
transport and phosphorylation (HXT2 and HXKI) were 
increased (fig. 3e; table 2c). The low glucose affinity hexo­
kinase 2 (HXK2) is the orthologue of mammalian liver 
GK [30J. Transcripts for other glycolytic enzymes did not 
change, although those for the regulatory 6-phospho ­
fructo-2-kinase were increased. There was an elevation of 
transcripts for pyruvateearboxylase l (PYCl) and for two 
subunits of pyruvate dehydrogenase (POBI, POX l as well 
as for several TCA cycle enzymes: citrate synthase (CITI 
and 3), isocitrate dehydrogenase (lOPI , 2 and 3), succi­
nyl-CoA Iyase (LSC2). succinate dehydrogenase (SOH3 
and 4) and fumarase (FUMI) (table 2e). Transcripts for 
the lipogenic genes ACCI, FASI and FAS2 were decreased, 
whereas those for several genes for fatty acid oxidation 
(PXA2, FAA2, POXI, FOX2 and POT!) and glyoxylate 
pathway (CIT2, ICL! and MLS!) were augmented, as 
were transcripts fo r gluconeogenic phosphoenolpyruvate 
carboxykinase (PCKI ). Some of the observed ONA mi­
croarray changes were then tested by quantitat ive mea­
surements in their mRNAs by qRT-PCR. They corre­
sponded to the genes for hexokinase 2 (HXK2), isocitrate 
lyase (lCL!), succinyl-CoA Iyase (CIT3), PCKI, glucose 
transporter 2 (HXT2) and BPL (fig. 3c). When biotin was 
given to biotin-deficient yeasts, their mRNA levels were 
restored. 

Me/abo/ic Effects of Bio/in Starva/ion 
Although many studies on the effects of biotin defi­

ciency on key glyeolytic and gluconeogenic genes have 
been reported in the past decades, it is still not known 
what, if any, may be their metabolie eonsequences. Thus, 
weeompared sorne metabolic effects ofthe vi tamin defi-
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o Bt-D 

Worm 

• Bt-D + biotin 
o Bt-D + 8-Br-ct;MP 

Hexokina,e F 1484.1 

Fig. 5. Effect of cGMP on hexokinase (FI4B4.2) mRNA level in 
biotin-starvN worms. Resuhs are mean ± SD and represent the 
average of 3 indept'ndent experiments. Statistical differt'nce by 
ANOVA: p ::s 0.05. Bt-S = Biotín suffici ... nt; Bt-D = biotin d ... fi­
cient. 

cieney related to eellular glueose utilil.ation (fig. 4a). Glu­
cose eonsumption was measured only in yeast , where it 
was found to be diminished. In all 3 species, the glyeo­
Iytic/fermentative flow was presumably redueed, as indi­
eated by diminished eoneentrat ions of lactate in ra t and 
worm, and ethanol in yeast (fig. 4b). 

Discussion 

Beyond the previously known effects of biotin on the 
expression ofGK and PEPCK in the rat, we found that its 
deficiency has extensive effects on many other carbon me­
tabolism genes that tend to follow a eoherent although par­
adoxical pattern. Because of profound metabolic differ­
ences with rat and worm, yeast results will be d iscussed 
separately. In spite of abundant glucose provision, in the 
rat and worm the expression of fatty oxidation and glueo­
neogenic genes was augmented, and the transcripts for 
glucose utilil.ation and lipogenesis werediminished in bi­
otin starvation. These t ranseriptomie data may eonceiv­
ably lead to a diminished uptake of glueose, decreased ear­
bon flux through glycolysis and lipogenesis, and increased 
flow through gluconeogenesis in biotin starvat ion. 

Glueose being the preferred earbon souree in yeast , 
when available it operates a eomplex earbon eatabolite 

Biotin Starvatíon Affects Carbon 
Metabolism G ... n ... s 

repression system [31[ . S. cerevisiae produces ATP mostly 
by fermentation but eonserving an aerobic metabolism 
with a downregulated but still active respirat ion (TCA 
eycle and oxidative phosphorylation), a phenomenon 
knowll as Crabtree effeet [32J. Depending on glucose 
availability, transporters and hexokinases differing in 
their affinity for glueose are differentially expressed. In 
high glucose, the genes for low-affinity proteins are the 
most active ones whereas the high-affinity ones are re­
pressed [33J. 

Paradoxically, the transcripts for high glucose affinity 
were the ones inereased on biot in starvation despite 
abundant glueose availability (table 2e). Thus, as in rat 
and worm, these yeast results are eontra ry to expeetation. 
Similarly, the enriehment ofTeA eycle (table 1) was un­
foreseen, sinee due to the Crabtree effeet, it was expeeted 
to be reduced in high glucose. Together with the increase 
of transcripts for fatty acid oxidation and diminished 
ones for their synthesis, it is evident that ehanges in ear­
bon metabolism genes in yeast follow a s imilar logic as in 
ra t and worm. 

It has been reported that the effee t of biotin on liver 
GK is preceded by a rise of soluble guanylate eyclase and 
its produet eGMP [34], and is reprodueed by the analogue 
8-brom o-eGMP, in rat primary hepatocyte cultures, re­
quiring the presenee of insulin [35J . Interestingly, biot in 
st imulates synthesis of insulin receptor at the t ranslation 
level, an effeet mediated by soluble guanylate eyclase, 
eGM Pand acGMP-dependent protein kinase(PKG) [36J. 
Thus, these signaling molecules may intervene in our re­
sults. Indeed, when we added 8-bromo-eGMP to biot in­
deficient C. elegans, the biotin-responsive hexokinase 
F14B4 .2 was increased (fig. 5). 

These results are more striking since they oceurred in 
3 very d istantly related organisms whose eommon anees­
tor existed more than 1,000 million years ago, pointing 
towards a strongly seleeted role of biotin (or biotin-de­
pendent processes) in the control of carbon metabolism 
and in adaptation to the variable availability of carbono 
This proposition is reinforced, on one hand, by the many 
reported similarities between biotin and insulin in both 
ra ts and humans [37, 38J, and, on the other, by the failure 
to adapt to COl deprivation of the biot in -deficient plant 
Arabidopsis tlwliana [39, 4OJ. 
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ABSTRACT 

We recenlly showed lhal in biolin stalValion in yeaSI Socrooromya>5 cereviliae , nemaloc:le Caenorllabdi!i5 
liegan5 .1.00 ral Ralru5 norwgicu5, despile abundanl glocose provision, Ihe expression of genes for glucose 
ulilizalioo .1.00 lipogenesis were lowered, .1.00 for fally acid p-oxidalion and gluconeogenesis were raised, 
.1.00 glycolyliC/fennentalive flow was reduced . This work explored lhe mechanisms of lhese resullS. We 
show lhallhey areassocialed WilhATPdeficilaOO activalion oflheenergy Slress sensor AMP kinase (AMPK; 
Snfl in yeaSI ). Analysis of micmarray resullS revealed eXlensive changes of IranscriplS for signal 
lransduction palhways .1.00 t ranscription factors AMPK, SREBP-Ic, ChREBP, NAMPT, PeC-lo., mTORe! in 
rat, .1.00 their homologs in worm In yeast the altered factor transcripts were Adrl, Cats, Sip4, Migl, HXIQ, 
.1.00 Rgtl. The insulin pathway was negatively enriched (in rat .1.00 wonn ), whereas the adiponeo:tins .1.00 
JAK/STAT pathways were inereaserl (present only in the rat; they activate AMPK ). Together, .1.11 the se rnanges 
explain the elfecr.s of biotin stalVation 00 glocose utiliz.ation, energy status .1.00 carbon metabolism gene 
expression in a roherent manner across three phylogenetically distant eukaryotes .1.00 may have ciinical 
significance in humans, sinee the effeclS are reminiscent of insulin resistance. We propose a general moc:lei 
for integrating these results in regulatol)' cirruitries, acrording ID the biology of each speo:ies, b.J.sed on 
impaired anaplerosis d..e to pyruvate carboxylase defkiency, that have a hasic uOOerlyi ng logic. In a 
preliminary test in yeast, asparta~ corrects .1.11 the alterations produced by biotin starvatioo . 
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1. In lroduct ion 

We re<l'ntly showed that the vitanún biotin h<rs extensiveeffects on 
m,my c,ubon metabolism genes th<rt follow a coherent although 
paradoxical pattem, across three very different eukaryotes (yeast 
Soccooromyces ce~ilI', nematooe Caellorhabdiris ell'8alls .100 rat 
Ratrus 1I0rvegirus) [l ).ln biotin starvation, in spite of abundant glucose 
provision, the expression of several genes for glucose utilization and 
lipogenesis were lowered, aoo sorne for fatty aád ¡l-oxidation and 
gluconeogenesis were raised. When we explored sorne of their 
metabolic consequences. in all three species glycolyticjfermentative 
f\ow was reduce<\, as indicate<! by diminished glucose consumption in 
yeast aoo lowcoocentrations of Lactate in rat and worm, and ethanol in 
yeast [1). 

Biotin·s best known function is in the transfer of carooxyl 
moieties, as the prosthetic group of pyruvate, 3-methylcrotonyl 
CoA, propionyl CoA and acetyl CoA carooxyLases (PC, MCe, PCC and 
ACe, respectively) [2). These enzymes catalyze important steps of 
central caroon metal>olism. PC and rcc are important for TeA cyele 
anaplerosis; PC for gluconeogenesis; ACC for fatty acid synthesis; and 
MCC and rcc for amino acid cataoolism.ln 10wereukaryoteS,like the 
yeast Saccharomyces cerevisiae, rcc and MCC are not present [3). 
Thus, the aoove-mentioned effects of biotin starvation on carDon 
metal>olism genes may h<rve resulted from ch<rnges in the catalytic 
activity of biotin-dependent enzymes (biotin as cofactor ). However, 
biotin also h<rs regulatory roles as in the control of the bio operon in 
Escheridzia roli [4) and in yeast and rat (biotin as signal).lndeed, it 
h<rs previously been shown th<rt biotin affects the genetic expression 
of severalliver enzymes of carbohydrate metabolism [5) ; in the case 
of liver glucokinase (CK) it was shown th<rt cCM P participates in the 
regulatory effect of this vitamin [6). 

Here we show th<rt biotin effects on caroon met:abolism gene 
expression are associate<! with ch<rnges in celluLar energy status and 
in several signal transduction pathway adjustments. These findings 
were roughly equivalent in the three distant eukaryotes: rat, 
nematode and yeast We propase a heuristic mooel, including sorne 
evidence for it, by which TCAcycle-derived ATP production is reduced 
as a consequence of impaired anaplerosis, with extensive genomic 
effects resulting from activation of the energy stress sensor AMP 
kinase (AMI'K).Our findings may h<rve implications for humanenergy 
management disorders. 

2. Ml'lhods and malerials 

2.1. Biooll dejiciellt or:gallisms 

Biotin deficient rats were obtained as rollows : five male rats 
(Wistar strain), aged 21 days and 50 g of weight were made biotin­
deficient and other five rats, ofsimiLar gender, age and weight, served 
as controls (biotin-sufficient ). Biotin deficiency was induced by 
feeding them with a commercial biotin-deficient diet containing 
3m of egg white as a source of avidin (TD.8 1079 ICN Nutritional 
Biochemicals. Cleveland, OH ). The control animals were fe<! with the 
same diet supplemented with 4 mg biotin per kg (TD.02458 ICN 
Nutritional Biochemicals, Cleveland, OH). Each rat was housed 
individually in an air-filtere<! cage on 12 h lightjdark cycles and was 
allowed free access to water. Sufficient and deficient rats were 
$acrificed al 6-7 week$; al thi$ time, all bíatin-deficienl rat$ h<rd 
developed features of biotin deficiency prevíausly descril>ed [7). To 
analyze the recovery of the bíatin deficiency effects, five biotin­
deficient rats were injecled intraperitoneally with biotin (1 mgjkg of 
body weight, 84639, ~ 99%, powder from Sigma-Aldrich) or with 
saline solution (control) and then sacrificed at O and 24 h by 
decapitation before isoLation of the liver, in liquid nitrogen and 
were stored at -70 'C before utilization. 

e elegalls strain N2 was made biotin-deficient by feeding 
nematodes synchronized at the 11 stage, with an ovemight culture 
of biotin auxotrophic E. coli (MG1655bioB:kan, kindly donate<! by 
Dr. )ohn E. Cronan, University of Illioois, Urbana ) grown in minimal 
medium (MM ) with 5.0 and 0.05 nM of biotin (sufficient and 
deficient, respect:ively ). To generate a more profound deficiency in 
worms. avidin (1 U/ mI; one avidin unit is the amount required to bind 
1 )tg biotin) was added at each condition; this amount is eoough to 
trap biotin in the deficient but not in the sufficient media. In the 
experiments of biotin replacement, deficient wonns were re-pLate<! 
with biotin auxotroph E. roli th<rt had been grown in 5.0 nM biotin­
containing medium; they were h<rrvested at O and 4 h afterwards. 

For biotin-deficient cultures of yeast, s: cerevisilI' (strain MOlA) 
was grown in synthet:ic minimal media (SD) containing 2% glucose as 
carDon source, with biotin O.4or 8.0 nM (biotin-deficient and -sufficient 
respectively). Alter defined times after inocuLation (O and 2 h ) biotin 
(8.0 nM ) or aspartate (25 mM) were added. 

Biotin deficiency was confirmed in the three organisms by 
streptavidin westem blots, as already descril>ed [1). 

2.2. Measuremellts of metabolite coocelltrooolls 

The concentrations of ATP, ADr and NAD+ in the three organisms 
were directly measure<! as descril>ed in [8). The acid extracts were 
obtained as in [8- 10). Briefly, approximately 20mg wet weight of 
each organism was ground in a nitrogen-chilled mortar and collected 
in perchloric acid solution (0.6M in 20mM EDTA). Extracts were 
deproteinized by centrifugation after 30 min incubation on ice and 
then neutralized with KOH 4 M. The concentratían of nucleotides was 
measure<! spect:rophotometrically and detected within the linear 
range. Each extract was assayed ror nucleotide content in triplica te. 

Fínally, glucose consumption and eth<rool production by yeast 
were measured according to Bergmeyer [8) and Beutler [11 ), 
respectively. Briefly, equa! amounts of wet weight (500 mg) of yeast 
from exponential growth cultures were added to 10mM MES-TEA 
buffer pH 6.0containing 60 mM glucose in 3 mI and incubate<! at 30 'C 
during 30 mino Clucose was measure<! in the supematant base<! by 
the method of glucose oxidase, using the Clucose (GO) Assay Kit 
(GAGO-20, Sigma ); eth<rnol was measured by the addition of NAD+ 
and alcohol dehydrogenase. 

2.3. Oxygell ronsumpooll 

Oxygen consumption rates for the three organisms was measured 
by CLark-type oxygen electrode, as previously described [9, 10, 12) 
respectively. Briefly, whole organisms. worms (approximately 1000) 
and yeast (25 mg wet weight ), were resuspended in 1 mI of buffer M9 
and MES-TEA (pH 6) buffers. respectively, transferred into a ch<rmber, 
and respiratían was determined at 24 'C (worm ) and 30 'C (yeast ) for 
at least 10 mino Rat liver mitochondria were obtained in SHE buffer, 
pH 7.3 (sucrose 250 mM, HEPES 10 mM, EGrA 1 mM ) while the 
extracted protein (0.5 mgtml) was resuspended in KME buffer pH 7.2 
containing (glutamate, maLate and NaH2ro~ at 5 mM each one). 
Oxygen consumption rates were measured at 3O ' C. The slopes of the 
linear portions of the plots were used to calcuLate oxygen consump­
tion rates. 

2.4. Immulloblot allalysis 

Samples of the three organisms th<rt h<rd been frozen in liquid 
nitrogen immediately after extraction, were homogenized with 
extraction buffer containing 50 mM HEI'ES, 50 mM KCI, 1 mM EUfA, 
1 mM EGTA, 5 mM ¡l-glycerol phosphate, 0. 1% (v/V) Triton X-lOO, 
protease inhibitors (Complete, Rache), 50 mM sooium fluoride, 1 mM 
sooium orthovanadate, 5 mM sodium pyrophosph<rte, and 0.2 mM 
PMSF (all from Sigma-Aldrich). Homogenized extracts were 
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centrifuged at 12,OOOxg for 30min and 4 'C and supematants were 
coUected. I'rotein concentration was detennined by Bradford method. 
Twenty-five micrograms ofeach protein sample was separated by 10% 
SOS-PACE and transferred on I'VOF membrane. Antibodies ( 1: 1000 
dilutions ) agAinst total AMPK and phosphorylated AMPK (Thr l 72 ) 
wereobtained from Upstate Biotechoology, Lake I'lacid, NY. Detection 
of proteins was perfonned using goat anti- rabbit horseradish 
peroxidase-conjugated secondary antibody ( 1 :2000, Santa Cruz 
bíotechnology) with ECl plus Westem blotting detectíon reagents 
(Amersham). I'rotein was detennined by the Bradford methoo using 
BSA as the standard. 

2.5. RNA eXmJcrioll of three or:gallisms 

RNA for microarray analysis from rat liver and worm was extracted 
with TRlzol method ( Invitrogen ) according to the manufacturer"S 
instructíons. For yeast. RNA was extracted with acid phenol according 
to standard protocols [13). For the three organisms, RNA was 
subsequently lnaded onto RNA-binding columns from QIACEN·s 
RNeasy kit (Qiagen, Valencia, CA) to relTllve contamination with 
geoomic ONA and proteins before further processing. 

2.6. Celll' array experimellts 

AU procedures were performed at the Boston University Micro­
array Resource Facility exactly as described in Affymetrix GeneChip 
Expression Analysis Technical Manual (Affymetrix, Santa Clara, CA, 
current versíon available at www.affymetrix.com ). Briefly, the 
integrity of total RNA for each sample was verified using RNA 
6000 Nano Assay RNA chips run in Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent 
Technologies. Palo Alto, CA). Total RNA (5 ¡g) was reverse tran­
scribed using CIne Cycle cONA Synthesis kit (Affymetrix) and the 
obtained double-stranded cONA was purified with GeneChip Sample 
Cleanup Module (Affymetrix). The obtained cONA was used as 
template for ill vitro transcription using GeneChip IV[ Labeling Kit 
(Affymetrix). The resulting biotin-labeled cRNA was purified using 
GeneChip Sample Cleanup Mooule (Affymetrix ), fragmented and 
hybridized ( 15 ¡tg) 10 Ihe microarrays GeneChip C. elegalls Genome 
Array, GeneChip Yeast Genome 2.0 Array and GeneChip Rat Geoome 
230 2.0 Array (Affymetrix ) for 16 h in the GeneChip Hybridization 
oven 640 at 45 'C with rotation (60 rpm). Ivr and cRNA fragmen­
tatíon quality controls were carríed out by running an mRNA Nano 
assay in the Agilent 2100 Bioanalyzer. The hybridized samples were 
washed and stained using the Affymetrix fluidics statíon 450 with 
streptavidin-R-phycDerythrin, and tite signal was amplified using a 
bíotinylated goat anti-streptavidin antibOOy followed by another 
SAI'E staining (Hybridization, Washing and Staining Kit, Affymetrix). 
Microarrays were immediately scanned using Affymetrix GeneArray 
Scanner 3000 7G Plus (Affymetrix). All ceU culturing, RNA isolatíon, 
and array hybridization steps were performed in paraUel, and 
scanning of hybridized microarrays was perfonned on the same 
scanner. Analysis of the data was perfonned with Affymetrix GCOS 
1.4 software by comparing means of signal intensity from RNA 
samples derived from sufficient and deficient organisms. 

Statistical analysis iocluded a t-test comparingconditioncontrol to 
condition deficient, False Oiscovery Rate calculation to control for 
multiple hypothesis testing and calculation of fold change (expressed 
as log2 ) value between both conditíons. We used these data to 
produce pre-ordered ranked gene lists from the three orgAnisms· 
datasets, which were then tested for enrichment by gene set 
enrichment analysis (GSEA v. 2.0, Broad Institute, Cambridge, MA). 
Gene sets were generated and modified from biochemical pathway 
data publicly available from Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes (KEGG) (www.geoome.jpjkegg). 

2.7. Celle expressioll alla/ysis 

RNA was isolated from the three organisms as mentíoned aboye. 
Complementary ONA was generated by Superscript [[ enzyme 
( Invitrogen ) and random hexamers (deoxy-NTP6) (Amersham 
Bioscience ). The analysis was perfonned by quantitatíve reverse­
transcriptase PCR (qRT-PCR) on ABI PR LSM 7700 RealTIme ~R 
machine (Applied Biosystems ) using Taqman probes. The level of 
each target mRNA was examined and normalized to 18S rRNA using 
the 2- ... M:T method [14). The efficacies of our reactions were tested 
by dilution experiments and melting curves. 

2.8. Storisrica/ alla/ysis 

All experiments weredone in triplicate and at least threedifferent 
times withdifferent samples ror eachorgAnism. Oata are presented as 
the mean of three different experiments and statistical significance 
was evaluated by ANOVA, Bonferroni-adjusted comparisons between 
individual experimental groups were perfonned as indicated. The 
significance level was p =0.05. 

l . Resul lsa nd discussion 

11. TOt CJK/e allaplerosis alld elll'lX)' sellSillg ill biorill starwrioll 

A reduced flow through the TeA cycle due to impaired anaplerosis 
would result in a disrupted energy state (ATP deficit). We indeed 
found a diminished ATP¡AOP ratio, an increase in NAO+ and 
diminished oxygen consumption, results that were nonnalized 
when bíotin was replenished (Figs. l A- O). A preliminary test of the 
anaplerosis hypothesis was perlonned in biotin-starved yeast by 
administering aspartate, an amioo acid interconverted by transami­
nation to oxaloacetate, a TeA cycle intermediate that is a product of 
~,and that has been shown to be anaplerotic in S. I1'revisiae mutants 
lacking its two pyruvate carboxylase genes [15,16). We found that in 
biotin-deficient yeast aspartate normalizes the AOP¡ATP ratio, NAO+, 
and oxygen consumption, as weU as glucose uptake and ethanol 
proouction in yeast (Figs. l A- F). The experiment was perfonned in 
yeast because its results are less complicated to interpret in this 
unicellulM fungus lhan in Ihe worm or the ral. Their meaning is mOSI 
likely that by iocreasing low levels of oxaloacetate, the presumptive 
eH'ects of ~ deficiency on ATP and carbon metabolism genes, are 
neutralized. However, the possibility of non-specific effects of 
aspartate canoot be discarded. Nevertheless. the findings support 
the anaplerosis hypothesis. 

ATP deficit is sensed by AMP kinase (AMPK), a family of crucial 
sensors and regulators ofceUular response to metabolic stresses like 
glucose and energy deprivatíon. AMPK is activated by phosphory­
latíon and aUosteric modification by AMP in humans, rodents and 
wonns [17, 18). Its homologue in s: cerevisiae is the Snfl protein 
kinase complex [19); although it is not affected by AMP but by 
glucose starvation [17), it is also activated by energy stress and is 
associated to AMP¡ATP ratio in vivo changes [20). Indeed we found 
that in aU three organisms AMI'K/Sn fl pare actívated during biotin 
starvation, as indicated by their substantially increased phosphor­
ylation, that gets back to control levels after biotin replacement 
( Fíg. 2). When aspartate was added to biotin-starved yeast, Snfl p 
was dephosphorylated, consistent with the proposed impaired 
anaplerosis. 

32. EjJffts of biorill starvarioll 011 sigoo/ tmllSducrioll gelll' sets 

The GSEA analysis of relevant KEGG clusters that changed 
significantly between biotin-starved orgAnisms and their controls is 
available in Supplementary Table 1. Expressíon profiling ofthe bíotin­
starved organisms identified multiple alteratíons in several signal 
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transduc tion pathways in comparison with cootro ls. Table 1 c.1talogs 
ti ve KEGG signa! transduction pathways tha t were significa ntly 
ch.mged by the defiáency in rat li ver. [nsulin and TDR pathways 
were nega tively e nriched whe reas <yt:okine adiponectins. cy to kine 
receptors and the JAK,'STAT pathway we re positively e nriched in the 
rato Sioce adiponectins ind uce liver AMPK, prob.ili ly through the JAK/ 
STAT pa thway [21). they may furthe r iocrease the AMPK mas ter 

regulatory e fTects. Only insulin-like and TOO pa thways are expressed 
in the wonn. and both we re also nega tively e nriched (Table 1). [n 
yeast j ust the TDR pa thway is expressed and it d id no t change in the 
bio tin-starved o rganisms. However. in S. cl'revisial' TDR is mainly a 
sensor o f the q ual ity o f nitrogen source [22) and the refo re these da ta 
are not d irect ly re levant to our previously reported fi nd ings o n the 
e fTects o f bio tin sta rvation o n carbon metabolism gene expression. 
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Individual transcripts for several AMPK-rel<tted sign<tling and 
transcription factors thAt changed 2-fold or more are descril>ed 
Del.ow, first for rat and wonn ,md then ror yeast. The microarray 
results were confinned for several of them and Are soown in Fig. 3. 
Transcripts for several AMPK-relate<! sign<tling and transcription 
factors changed during biotin defieíency and were norrnalized when 
biotin was replenished; they were also reverted in yeast when 
Aspartate was added (Fig. 3). Remarkably, in the biotin-starved rat 
we found elevate<! the I'RKAAl transcript that codes for the catalytic 
a l isoronn of AMPK (Table Sl , Fíg. 3A); similarly, in the worrn one of 
the transcripts encoding AMI'K subunits (Aak-2) was increase<! when 
this organism was deprived of biotin (Table Sl , Fíg. 3b). We are not 
Aware of reports on AMI'K gene chAnges in addition to their post­
transcriptional phosphorylation on energy stress. 

3.3. Ihmscripts for s(gnoling ond tmnscriprion foctors ossociored IVitl! 
comon metobo/ism gene expression in mt 000 wonn 

[n the biotin-starved rat liver transcripts for sterol-regulatory­
element-binding-protein-l c (SREBP-l c) were diminished (Fig. 3A; 
Table Sl ). This transcription factor is known to induce the gene for 
glucokin<tse (GK), the first enzyme of glycolysis [23) thAt has long 
Deen known to De induced by biotin [ l ,5).lt is activate<! by insulin [24) 
And dinúnished by AMI'K [25) ; since the insulin pathway gene set was 
neg<rtively enriched (Table 1) and AMPK was ActÍvated (Fíg. 2) in 
biotin starvation, these findings likely expl<tin the SREBP-l c chAnge 

T..., le 1 

n 

.md the concomitant reductÍon of CK transcripts. Another transcrip­
!ion factor, ChREBP [26), is required for the inductÍon of L-I'K, ACe, FAS 
~nd mAlie enzyme lipogenic genes [27) ; it is induced by the 
combination of SR EBP-l c and CK togetlter with -g/ucose metobo/ism­
(whether it is glucose 6-poosphAte, metabolites from the hexosa­
minidase pathway or other products of glycolysis is currently being 
debated) [23,28). Tite ChREBP transcripts were diminished in the 
biotin-starved liver (Table l S), as were those for L-I'K, ACe, FAS and 
malie enzyme, which we had previously found to De reduced in biotin 
deficiency [1). All these results may explain our previously reporte<! 
re<!uctÍon oftranscripts for glucose utilization and lipogenesis despite 
the animals h.wing been in the immedíate post-prandíal period, with 
enough glucose provision [1). Ofthe aboye findings, a consequence of 
the reduced ACC transcript, together with its diminute<! actÍvity by its 
re<!uced cofactor biotin, may augment fatty acíd oxidation, woose 
mitocoondrial transport by cAmitine palmitoyl transferase (CrTl ) is 
irthibited by the ACC product, malonyl CoA We previously reported a 
paradoxicAI increase of rat liver transcripts for several fatty oxidation 
genes [1 1- Although its mechanism is oot yet completely unders tood. 
AMI'K activation likely plays A role vía a pathway thAt induces fatty 
oxidation genes and that involves the nuclear receptor response 
element-l (N RR E-l ) and the peroxisome proliferator-Activate<! 
receptor-y (PPAR) coactivator l a (reC-la) (see l<tter). 

Simil<tr mechanisms may operate in the biotin-starved worm, 
~lthough their consequences for cArbon metabolism have tJ.een less 
\Vell studied than in rodents And humans. SBP-l is a wonn 
transcription factor ortholog of the mammalían SREBP-l c [29) ; its 
transcripts were severely decreased in biotin deficiency (Fig. 3B; 
Table Sl ), possibly as a consequence of AMPK activation by an<tlogy 
tú mammals. SBP-l may also induce glucokinaseexpression, as in the 
rato its reduction in biotin defieíency leading to our previously 
observed repression of C. e/egons hexokin<tse F1 4B4.2 [1). This 
propos<tl is reinforced by the sustained levels of the other wonn 
hexokin<tses (H25P06. 1, Y77Ell A l ), which did not chAngeon biotin 
deficiency [1). On theother hand, it is known that in C. e/egons SBP-l 
regulates fatty acíd synthesis [29,30) by mechanisms thAt hAve not 
yet been investigated, but that could conceivably involve a ChREBP 
homologue AS in the rato [f so, this may explain our previous 
observationofdecreased transcripts for lipogenic malicenzyme, ATP 
citrate lyase,ACe, FAS, as well as stearoyl-CoAdeSAturases (Fat-5 and 
-7).md twoenzymes (elo-5 and -6) for fatty Aeíd elongation [1). As in 
the rato in the wonn we found elevate<! transcripts for fatty aeíd 
oxidation genes too and, although their mechAnisms are not 
understood yet, they may resemble those proposed for these effects 
irt mammals. 

Another effect of AM I' K in mAmmAls is the induction of 
nicotin<tmide rrnoonucleotide phosphoril>osyl transferase (NAMI'T), 
.m enzyme thAt synthesizes NAO+ [3 1); in the biotin-starved rats both 
the NAMI'T transcripts (Fig. Sl ) And the amount of NAO+ (Fíg. 10 ) 
\Vere increased. NAO+ is known to activate mammalian S[RTI 

Bia:in <le ficiency modities g...,e tUlI<Cripl ,et< or sign.oling p.othw~ in r~l worm ~nd yN<t. 

Sigr>aling p,n hw,ys Rdt li"", Worm Ye," , 
'" p-v.¡,1 ~ , 

'" p .v~1 m. , 
'" p,vJ I m. 

Insulin pathway " -1.21 0.11 .", '" -1.46 0.07~ 0.12 " M M M 
l'OR p'thWdY " -1.29 0.15 .'" " -1.51 .- 0.11 W 1.25 0.53 ." 
Ad ipo<ytoki"" palhwdy " 1.83 0.00 0.01 M M " " " M M M 
Cytokinc. receptor " 1.68 O" 0.03 M M M " '" M M " JAK-STAT signali ng pathWdY " I.~O .... 0.16 , 'M 0.685 '.n " M M M 

N. numberor g""es ine.och g...,e ,el: ~s.. norm.o6zedenrichment 'iCO'" ( Iikelihoodge .... 'rompri'ing~giv..., dU<ler ~'" ove"""""..., ted ~t ~ 8iv...,...,d ort he r~nk list): IUR 
q_nlue. r~ l ... di,mvery me: p _v~ 1. p-nlue: NA. non ~pplic~ble, I'o<itive ..., richment (biotin ..Qe fici...,t ... t w~h lOO'" tr~nscripl' with ~ higher r~nkin8 th.ln the rontrol ) i, 
<lepicted in bl.ock: n"8~tive enrichm...,t (more tr~nscript< with ~ l<M'er r~nking ) in bolo.. The g""es were r~nked .oocording 10 los> or difference, belwe..., <lefident ~nd 
",ffident ,tote~ Th is r~ nking w~ then ",1'<1 in modified 11" .... ,el enrichm...,t ~ .... Iy<i, (CSEA ) ror duster ~ .... Iy<i~ G...,e ... t< were cur~ ted rrom biochemic~ 1 p.othw~ d~U 

publicly ..... ~il.oble rrom the Kyoto EnC)<'lopedi~ or Genes ~nd G...,ome, (KEGG ): du" .... romposition i, describe<! in Suppl...,...ntory T.oble 2. Re",It< ~re rrom three 
ind."...,<lent ""p..nment< ror Nrn experi".,...,UI rondition 
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Jl"l'<lIIi",..-proliferator-.oct;"'ated ~"",or '1 roocr;"'ator In. mdt_1S: medLltor ,ubun~ onhologou< lo hu,""n MED1S. MIl: almhol dM)<!rog .... _ rf'guLltor. Rgtl: ",""o,..,. 
gluro .. tunspon. Snf1: .... <ro .. oon rerm<'llting. Colll: car..bo6te ... "",,<ion. Re<ul, a ... mean ± SD and ..."....,.·'u the ......... ~eorth ...... ind."..ndMtexpl'rim...,t~ """";<1<, indicote 
,utiSlical diff ...... nce by ANOVA ( pS OOS ). 

acety lase [32) which is known to trigger the activity of targets tIlat 
include the peroxisome proliferator-ac ti va ted receptor-y (PPAR) 
coActivator l a (rec- la ) [32), that in tum increases the PEPCK gene 
transniption [32). Although S[RTl geneexpressiondid nor change, we 
found tIlat the PCC- la transcript was Augmented in biotin-deficient 
rat liver (Fíg. 3A, Table S1), presumAbly as a consequence of .m 
increase<! sirt l enzymAtic Activity. This may expLain the previously 
reported increased transcription of the PEPCK gene [1). This finding 
would also result from the known AMI'K-induced release of the 
SREBP-l c inhibition of !'Ge-l a transcription [33). Thus, these 
mechanisms may play a pivotal role in the original findings of 
Dakshill.'lmurti [5,34) of the efTects of biotin on CK and PEPCK gene 
transcription. As stated Above, they may also help expLain how AM PK 
activation induces fatty acid oxidation gene transcripts through 
deacetyLation and activation of !'Ge-l a [32,35), .lOd via the steroidf 
thyroid familyofnuclear receptors, including PPAR, by interacting at a 
well-characterized response element known as the nuclear receptor 
responseelement-l (NRRE-l ) [36). [n e I'legans Sír2.1 gene, the NAD+­
respondent ortholog of the marnmalian S[RT -1 [37), also was not over 
expressed, but we found .m increase in the expression of MDT-15 
transaipt in the I'KJnn (Fig. 3B), which codes for a tr.lOscriptional 
coactivator functiOll.'llly analogous to the marnmali.lO !'Ge-la coacti-

vator [38), thus .1lso prob.1bly helping to explain the increase<! 
transcription of the PEPCK gene in the I'KJnn [1). 

3.4. Effrcts of biorill starwtioll 011 10R pat/¡way 

Another mAjor transducer of celluLar nument levels in eukaryores 
is TOR (mTOR in mAmmAls ); TOR proreins areprotein kill.'lSes [39). The 
mTORcomplex 1 (mTORC1) is inhibited by AM PK during ATPshortage 
by phosphorylating the mTOR binding partner, raptor [40), preventing 
protein synthesis [41) and cell growth. Although wedid nor study the 
proteins themselves, the mTOR gene set and the transcript for the TOR 
protein were unexpectedly depressed in the biotin-deficient rat liver 
(Table 1, Fig. 3A), a finding reminiscent of the AM I'K transcript 
increase in addition to this kinase post-transcriptioll.'ll activation by 
the ATPdeficit To our knowledge, these transcriptomic findings have 
not tJ.een reported before and it is nor clear how they Are mediated. 
SimiLarly, in e I'II'gr1lls with biotin shortage the ceTOR gene set was 
diminished (Table 1) ; in this org,mism energy stress-derived ceTOR 
geneticchanges have been previously reported [42) .lOd thus they may 
result fromAMI'K activation, as in rato Sincei t is well known that mTOR 
and ceTOR activate prorein synthesis. their ch.lOges in biotin starvation 

Fig. 4. Biotin ,urv~tion "' .... ~" "'gul~tory drru~n., in Ihe three ,rudied org~ni,m<. A) R. """"'"8i<1t<. B) e ej....",.. ~nd C) S. .... "...;<ia~ . Imp.oire(\ ~""pt.""i<. c~"",d ~ biotin 
<leoc;.ncy. ~ ugn-..nt' AMP/A1P r~tios th.It SlimuLlte AMP ... ctiv~ted prtt'; n kin ..... (AMPI<. ... k_2 ~nd Snflp in r~t. worm ~nd yo'""" respect;....;y ~ trigg"';ng 8I'oomkch.>nges in 
,;g""ling p.othw~Y' Ih~t ~rrl'<t conc..nedexprell<ion orc~rbon meu bo6,m 81''''''. Arrow< indico te SlimuLltory p.othw~y<. c~pped lines indic~te inhilitoryerrl'<l:< while doted lines 
indicote ronjI'<IU"'. Red color me~n, increo""¡ tr~lI<cript<: sr .... n mNII< decr .... ,..,¡ tr~lI<cript< ~nd wh~ •. 00 ch~ng. tun<cript~ 
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" 
may llave becon reflected in lhe impaired growth phenotypes of both 
Tal and worm r 11. 

J.5. Yrosl signaling troll$CripfS 

Although many ye.-.st sigrlilling proteins Iwve been OOI1served 
;¡Iong I'uk,uyotes, I!ec;¡use of its unicellular condition, Iower com­
plexity and sperial metlOOlic needs. reguJatory genomic circuitries 
are sornewhat diH'erent in yeas t from multicellular ... nimills. More 
precisely, in ye,)St gtucose il is by fiU" lhe preferre<! earboo source and 
when it is avaiLable, beskles operilting a complex (amon catabolite 
Tl'pression syslem 143). S. Cl'rt'visioe produces All' mostly by 
feffl1('ntation while conserving ,In ... erabie metabo lism with respira­
tíon and a down-regulatcd bul moderately active TCA cycle. a 
phenomenon known as the Crabtree efTee! [441.11 is very simILar to 
(ha¡ known as Kaerobic glyrolysis- or the W ... burg phenomenon 
shown by C.lncercel ls in high er animals [45]. 

We found increased transcripts of Adrl , C.lt8 (Fig. 3e) and Sip4 
transcription factor.;, which are indl/a'd by SnN. the ye,J$l AMPK 
homolog th.Jt is OICtiV,Jted byglucost slarvation /46] ,100 m.Jt we found 
phosphorylated (active) in biotin deficiency ( r ig. 2 ), in $pite of 
glucose abundance. Adr l augments the expression of severa! genes 
for fatty OICid oxidation (POT! , POX I. FM1, (TA L !'EX2; seeTable 
Si c). whereolS CatS and Sip4 have similar effects on gloconeogenesis 
genes /46~ Thus. they may explain our paradoxical observ,Jtions of 
higher transcriplS foc these two melaba/ic processes in yeas t on high 
glucase. It is ,lIso known that sn n ,Jctivates!he Rgt. l tran scription 
lactar and represses the transcriptlOn !OICtor Mtg l , both post­
transcriptionaUy /46] . RemarkabJy, the Rgtl mRNA during biotin 
deficiency was iocreased (Fig. 3). Rgt. l diminishes lhe expression o f 
the glucose t r,J nsporter HXT1 and the hexose HXK2 (which is the 
ortholog ~ mammaliiln liver glucokinase /47 /), both ~ which have 
Jow affinity for glocose ,100 are active at high concentrations of mis 
sugar. while were in fact repressed /48]' Wim abundanl g lucose Migl , 
associa tion with HXK2, represses !he high affinity g lucose transporter 
HXT2 (active in Iowglucose) [461. The unexpected high transcriplS for 
HXT2 th.Jt we rouOO in biotin slarvation with high glucose may 
therefore resuJt from Snn inactivation of Migl . Jt is ooleworthy lhal 
Mig l represses bom CatS and Sip4 [49] : this effeet is prob.1b1y absen l 
in biotin deficiency bec,Juse ,Jctive snn in turo il1,Jctivates Migl [ 1 9~ 
Summing up. although yeolSt respooos quite dilferently from worm 
,100 rat to glucose avaiLIbility changes. stress-induced Snn actiyation 
leads 10 carbon metabo lism gene changes whose effects are similar 10 
the ones observed in the two other biotin-starved organisms. 

rn cootr,Jst to the two metazoans. roReI did nOl change m the 
biotin-starved yeast. JI is noteworthy m.u TQR is oot uOOer snn 
control, but is mainly a sensor o f lhe qua li ly of nitrogen source in S. 
cerevisiae [22). although it inhibilS snn [50]. An analogous errect has 
becn observed in mammals where 56 kinases 1 and 2 (56KI!2), 
transdocing nutritionaJ anabolic signals mediilted by mlOR 151 L 
activate AMPK in association wilh increased AMP/ATP ratio ISn 

3.6. lhe madel 

FollowingTheodosius Dobzhansky'sdictllm th ilt "na/hing in l1alogy 
can be unders lood bu/ in lhe /igll/ o/Evo/u/ion", in this article and in the 
previous Me we showed that in three different eukaryotes, d~pite 
their phylogenetic lioes having diverged over 1000 million years «<o. 
biotin starvation reduces glucase consumption and energy produc­
tion. This occurs des pite sufficient glucose provision. accompanled by 
reduction of transcriplS ':lr glucose utilization and lipogenesis, while 
raising ,100 changing of several for ratly ,Jod oxidation ,100 
gluconeogenesis. and change in me genetic expression of several 
signal transduclion proteins and transcription factors. probably with 
simi l.lrchanges in carbon metlbolism nows. 

In particular, !he above-mentioned genomic etTects of biotin 
starvation might be related to To. cycle disruf"b.¡nce caused by 
allilplerosis impainnenl since this process is c;ttalyzed by two biotin­
dependenl carboxylases (PC and PeC. mainly lhe former). JI is welJ 
koown lhal carboxylase activities, induding PC and PCC, are severely 
reduced in symptomatic biotin-deficient org.misms. We contlnned 
their deficiency by streptavidin westem blots th.Jt rn'eal holocarbox­
ylolSes iald by ONA microarrays: the data appears in our previous 
aniele [1]. OI:her biotin relared functions. like glucooeogenesis. ratly 
acid synthesis or aeyl Coi\'s catabolism, are not straightforwardly 
rel.lted 10 our observed changes in carbon metabolism genes nor in 
glucose consu ~iolL ACC catalyzes one of the main S!l'p5 of fJlIy acid 
synm esis and ilS defideney could conceivably rontribute loan 
increase of fally acid oxidation, but il is not immediately apparen t 
how it could arrect the carbon metabolism tr,Jnscript;. 

In crder 10 help expl.lin mis paradox. based on 0lX resuJts ,100 on 
published infonnation. we are proposing a heuristic model fin 
imegrating these results in regulatory cirruitries. whose detai ls vary 
according to the biology of the species (Fig. 4 ). This model is intended 
lo devise experimental tests that may clarify the multiple melabolic 
,100 signaJing effects of biotin starvation d~ribed above. The 
underlying logic consislS ~ lhe ceJl ula r response ro energy stress, 
activation of a sensor and master swi({:h that triggers several sigl1,J l 
transduction pathways affecting ,1 num~r of transrription factor.;, 
with the eOO result of ell:tensive changes in me ell:prfssion ~ carbon 
metabol ism genes. The model has to ~ PUl lO stringenl experi menta l 
test. bu t its concordance with reality is sugges ted by correttion of the 
meu.bolic ; .. Id transcriptomic .. rter .. tions in yeast wl\en .. dding 
aspilrtate, the oxaloacetate precursor. to biotin-starved cells (Rgs. 1, 
2 and K ). By proposing Ihis model we are assuming lhat masl ~ 
these global erreelS result from changes in biotin -colltaining enzymes 
rather than from a regulalory activity of biotin ilSelf :as documente<! 
for processts directly delivered by biotin. like changes in f.. ooIi BID 
operon /4]). TesiS may include knocking down the anaplerotic genes, 
especiaJly pyr\IVate carboxylase. On theother hand. jI has been shown 
that biotin arrects liver glucokil1,Jsc genetic expression through 
changes in !he levels of cCMP, resulting from soluble guanylate 
cydase (sGC) activation and phospho¡ylating cCMP-depeOOent 
prolein killilse ( I'KG ) (6]. an effect lhal requires carbohydrale 
metabolism. More recently. it was shown that sGC is al! ATI' sensor 
·coupling nitric O)/ide sigllllling to cel/metabolism" in tndOlhelial cells 
IS3~ Whemer a similar mechanism operates in hepatocyteS must 
have 10 be explored in the fUlure. 

These findings provide a fresh insighl into the roleofthe TCAcycle, 
aoo particular ly of an.Iplerosis, in cellular energy status and the 
concomitant genomic adaplations,,Jnd mus have important implica­
tions for better underslanding h uman energy disorders. Jn particuLIr, 
several of the biotin starva tion effects are reminiscen t of insulin 
resistlnce. 

Suppleme ntary material s related to this article can be found online 
;Jt doi: IQ IOI6/j.ymgrT"l'.20 IO.oS.021. 
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