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Prefacio 
 

  

La biotina fue reconocida como un nutriente esencial para levaduras en 1946. Sin 

embargo, no fue sino hasta mediados de la década de los años 70 en que se identificó su 

función en el metabolismo de organismos eucariontes como cofactor de carboxilasas. Desde 

entonces, diversos grupos de investigación presentaron evidencias que sugerían que la 

biotina estaba involucrada en la regulación de la expresión de decenas de genes que 

codifican enzimas hepáticas. El mecanismo responsable del papel regulador de la biotina 

permaneció sin ser entendido hasta que nuestro laboratorio descubrió que la vitamina forma 

parte de una cascada de transducción de señales cuya activación resulta en la transcripción 

de sus genes blanco. Recientemente, el descubrimiento de biotina en el núcleo celular y la 

capacidad de ciertas enzimas de catalizar la biotinilación de histonas llevó a la hipótesis de 

que esta modificación postraduccional forma parte del “código de histonas” y de la 

remodelación de la cromatina, eventos responsables de la activación de la expresión 

genética.  

Sin embargo, distintos grupos de investigación demostraron que la biotinilación de 

histonas es un evento que no sucede de manera natural en las histonas, lo que deja sin 

explicación la presencia de biotina y la Holocarboxilasa sintetasa dentro del núcleo celular.  

Estos antecedentes han dado pié a la elaboración de este proyecto de tesis. 

 

Esta tesis  ha sido estructurada en tres partes distintas, la primera la denominamos La 

vitamina biotina como un regulador del metabolismo y expresión genética, y consiste en 

una revisión de la literatura existente en el campo de biotina, la cual incluye las funciones 

conocidas de esta vitamina y de la HCS, así como la evidencia que sugiere que actúa de 

manera indirecta como un regulador transcripcional. Al final de esta revisión nos enfocamos 

al reciente papel de la biotina dentro del núcleo, lo que nos permite situar respecto a los 

distintos roles en los que la biotina y la HCS participan. 

 

La segunda parte de esta tesis titulada “Tráfico y dinámica de asociación de la 

Holocarboxilasa sintetasa a la cromatina durante el desarrollo de Drosophila 

melanogaster”, constituye la parte central de mi trabajo de doctorado, el cual permitió 

asociar a la HCS nuclear con eventos de represión transcripcional. Para ello, utilizamos 
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como modelo experimental a Drosophila melanogaster debido al tamaño de los cromosomas 

politénicos de glándulas salivales y al amplio conocimiento de las proteínas asociadas a la 

cromatina así como la dinámica de asociación de estos factores durante la activación o 

represión de la expresión genética. Con la finalidad de aprender el manejo de Drosophila 

melanogaster y las técnicas para la preparación e inmunotinción de embriones y 

cromosomas de Drosophila realicé una estancia en el laboratorio del Dr. Mario Zurita 

Ortega en el Departamento de Genética del Desarrollo y Fisiología Molecular del Instituto 

de Biotecnología de la UNAM en Cuernavaca, Morelos. Los resultados mostrados en esta 

parte de la tesis fueron publicados como un artículo original en la revista Molecular Genetics 

and Metabolism con el título: 

Trafficking and chromatin dynamics of holocarboxylase synthetase during 

development of Drosophila melanogaster. Sandra Reyes-Carmona, Viviana Valadéz-

Graham, Javier Aguilar-Fuentes, Mario Zurita, Alfonso León-Del-Río. Molecular Genetics 

and Metabolism, Volume 103, Issue 3, July 2011, Pages 240-248. 

 

La parte final de esta tesis se encuentran distintos anexos, los cuales describen experimentos 

enfocados a corroborar la función de represión transcripcional de la biotina y HCS 

observados en Drosophila melanogaster.  El anexo 1 titulado: “Efecto de la 

Holocarboxilasa sintetasa sobre la expresión génica en la línea celular HepG2”, muestra  

ensayos realizados con un sistema heterólogo, en el cual la HCS fue fusionada a la región de 

unión al ADN del factor transcripcional de levadura GAL4 y utilizada en ensayos de 

transfección transitoria en células HepG2. Los resultados del efecto de la HCS fueron 

medidos sobre la expresión del gen reportero luciferasa. Estos ensayos se realizaron en 

colaboración con el Dr. Tonatiuh Barrios-García, miembro del laboratorio del Dr. Alfonso 

León, quien amablemente me asesoró en la realización de los mismos.  

 

El anéxo 2 titulado “Identificación de proteínas que interactúan con la Holocarboxilasa 

sintetasa”, consiste en un ensayo de doble hibrido en levadura, en el cual se utilizó a la HCS 

como proteína carnada, ensayo que nos permitió identificar proteínas blanco de unión a la 

HCS. Este trabajo se realizó en colaboración con la Bióloga Sofia Lobato-Gil de la 

Universidad de las Américas Puebla quien estuvo bajo mi asesoría y supervisión durante la 

realización de su tesis de licenciatura en el laboratorio. 
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El anéxo 3, consiste en las versiones originales de las publicaciones realizadas durante mi 

estancia doctoral en el laboratorio del Dr. león-Del-Río.  El artículo Trafficking and 

chromatin dynamics of holocarboxylase synthetase during development of Drosophila 

melanogaster Reyes-Carmona, S., et al.  fué seleccionado por el Dr. Edward McCabe, editor 

en jefe de Molecular Genetics and Metabolism, como portada del número de Julio 2011 de 

la revista.  

 

En el artículo: “Impaired Biotinidase Activity Disrupts Holocarboxylase Synthetase 

Expression in late Onset Multiple Carboxylase Deficiency” Anylu Pérez-Monjaras Rafael 

Cervantes-Roldan, Iván Meneses-Morales, Roy A. Gravel, Sandra Reyes-Carmona, Sergio 

Solórzano-Vargas, Alfonso González-Noriega, Alfonso León-Del-Río colaboré en la sección 

correspondiente a el efecto de la deficiencia y suplementación de biotina sobre los niveles de 

proteínas de carboxilasas en células normales y deficientes de biotinidasa mediante “western 

blot”. 
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La vitamina biotina como  un 

regulador del metabolismo y 

expresión genética. 
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1. Biotina 

 

La biotina es una vitamina hidrosoluble que pertenece al complejo vitaminico B y se le 

conoce tambien con el nombre de Vitamina B8 o Vitamina H (del aleman haut; piel). La 

biotina se encuentra en cantidades traza en la mayor parte de los alimentos pero es 

particularmente abundante en levadura, hígado, riñon y clara de huevo entre otros [1, 2]. 

 

La biotina esta compuesta por la fusión de un anillo ureido (imidazolínico) y un anillo 

tetrahidrotiofeno los cuales se unen a un ácido valerico (Figura 1) y tiene un peso molecular 

de 244 daltones [3].        

          

Figura 1.  Estructura Química de la Biotina o Vitamina B8. 

 

En células eucariontes la vitamina biotina tiene un papel fundamental en el 

mantenimiento de la homeostasis metabólica debido a que es utilizada como cofactor de 

enzimas conocidas como carboxilasas [1]. Las carboxilasas dependientes de biotina catalizan 

reacciones clave en gluconeogénesis, síntesis de ácidos grasos y catabolismo de amino 

ácidos mediando la transferencia de CO2, entre una molécula donadora y otra aceptora de 

carboxilación.    

 

En años recientes diversos grupos de investigación han presentado evidencia que 

relaciona a la vitamina biotina en otro procesos celulares fundamentales como el control de 

la expresión genética.   
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2. Ciclo de Utilización de la Biotina 

 

La biotina es una vitamina  distribuida en cantidades traza en la mayor parte de las plantas y 

animales lo que representa un riesgo para la sobrevivencia de los seres humanos ya que al 

igual que el resto de los organismos eucariontes hemos perdido la capacidad para sintetizar 

biotina. Durante la evolución, los mamíferos desarrollaron un mecanismo de utilización y 

reutilización de biotina que involucra la función de varias enzimas para asegurar el máximo 

aprovechamiento de esta vitamina (Figura 2). En las páginas siguientes se detallarán las 

características y funciones y de cada una de las enzimas que participan en el ciclo de 

utilización de biotina. 

 

 

Figura 2. Ciclo de utilización de biotina en eucariontes. La biotina ingresa a la célula mediante el  

Transportador Multi-Vitaminico dependiente de Sodio (SMVT), una vez dentro es reconocida por la HCS y 

unida a las carboxilasas ACC1 y 2, PCC, MCC y PC las cuales participan en reacciones clave de 

gluconeogénesis, catabolismo de aminoácidos y síntesis de ácidos grasos, una vez cumplida su función son 

degradadas mediante proteólisis, de la que resultan péptidos biotinilados (biocitina), la enzima Biotinidasa 

libera la biotina para dejarla disponible y ser reutilizada por la célula. 
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Transportador Multi-Vitamínico dependiente de Sodio (SMVT) 

 

El transportador multi-vitamínico dependiente de sodio (SMVT) es responsable de introducir 

a la célula tres distintas vitaminas: ácido pantoténico, ácido lipoico y biotina [4]. El ADNc 

tiene una longitud de 3137 pb y contiene  un marco de lectura abierto de 1911 pb que 

codifica para una proteína de 636 aminoácidos con un peso aproximado de 68.6 KDa. El 

SMVT se caracteriza por tener doce dominios transmembranales y porque los dominios 

amino y carboxilo terminales orientados hacia el lado citoplásmico de la membrana celular. 

En su secuencia peptídica se localizan tres sitios de glicosilación (Asn
489

, Asn
498

 y Asn
534

) 

situados entre los dominios transmembranales 11 y 12. Además contiene dos sitios blanco de 

fosforilación por la proteína cinasa C en los residuos de Ser
283

 y Ser
286

 localizadas en el loop 

citoplásmico entre los dominios 6 y 7 (Figura 3). La biotina es reconocida por el SMVT en 

su grupo ceto, localizado en el anillo imidazol y por cada molécula de biotina que transporta, 

dos iones de sodio son co-transportados. El SMVT tiene una afinidad por biotina de ~8µM 

[4]. El SMVT tiene una Km de 8 µM  para biotina lo que ha llevado a especular que este es 

un transportador de baja afinidad por la vitamina y que debe haber uno o varios 

transportadores mas de alta afinidad y que hasta ahora han eludido ser caracterizados 

molecularmente. 

 

     

Figura 3. El Multi-trasportador dependiente de Sodio (SMVT). El extremo amino y carboxilo-terminal se 

encuentran dirigidos hacia el citoplasma, cuenta con tres sitios de glicosilación y dos blancos de fosforilación. 

Ilustración tomada de Prasad et al. 1999.  
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Holocarboxilasa Sintetasa y la biotinilación de las carboxilasas en eucariontes 

 

La HCS es la enzima responsable de unir de manera covalente a la biotina con las 

carboxilasas dependientes de biotina. Cuando la biotina llega al citoplasma celular se 

convierte en sustrato de la enzima holocarboxilasa sintetasa. Esta enzima es la responsable 

de la biotinilación de las  cinco carboxilasas dependientes de biotina; Piruvato Carboxilasa 

(PC), Acetil Coenzima-A Carboxilasa (ACC1-2), Propionil Coenzima-A Carboxilasa (PCC) 

y Metilcrotonil Coenzima-A Carboxilasa (MCC) [5]. Distintos experimentos han revelado 

que la reacción de biotinilación actúa de manera universal ya que la ligasa de biotina en 

E.coli conocida como BirA puede reconocer y biotinilar a las carboxilasas eucariontes, 

mientras que HCS a su vez puede biotinilar a BCCP, la única carboxilasa en E.coli [6, 7]. 

 

La reacción de biotinilación por la HCS se lleva a cabo mediante dos pasos dependientes de 

ATP, en el primero la biotina es activada a un intermediario conocido como biotinil-5’-AMP 

o adenilato de biotina, el cual es utilizado en un segundo paso, para transferir la biotina al 

residuo de lisina en cada carboxilasa (Figura 4) [8].  

 

La biotinilación de las carboxilasas es una modificación post-transcripcional, la cual se lleva 

a cabo mediante la formación de un enlace amida entre la biotina y el grupo ε-amino de un 

residuo de lisina en la secuencia Ala/Val-Met-Lys-Met, una región altamente conservada en 

todas las carboxilasas, localizado en la mayoría de las enzimas a 35 aminoácidos del 

carboxilo terminal excepto en ACC, donde el dominio Met-Lys-Met está localizado en la 

región amino terminal de la proteína (Figura 5) [9]. 
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Figura 4. La Biotinilación de las carboxilasas. La reacción de biotinilación está mediada por la enzima HCS 

en dos pasos dependientes de ATP. Tomada de Chapman & Cronan 1999. 
 

 

 

 

 

Figura 5.  Sitio conservado de biotinilación.  La reacción de biotinilación en las carboxilasas dependientes de 

biotina se realiza en el residuo de lisina en la región Met-Lys-Met presente en todas las carboxilasas. 

  

PCC ------PMPGVVVAVSVKPGDAVAEGQEICVIEAMKMMKMQNSMTAGKTGTVKSVHCQAGDTVGEGDLLVELE-

PC  ------PMPGKVIDIKVVAGAKVAKGQPLCVLSAMKMMKMETVVTSPMEGTVRKVHVTKDMTLEGDDLILEIE-

ACC1 PSVMRSPSAGKLIQYIVEDGGHVFAGQCYAEIEVMKMMKMVMTLTAVESGCIHYVKR-PGAALDPGCVLAKMQL

ACC2 PTVLRSPSAGKLTQYTVEDGGHVEAGSSYAEMEVMKMMKMIMTLNVQERGRVKYIKR-PGAVLEAGCVVARLEL 
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Biotinoil-5’-AMP

Apo-carboxilasa
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La enzima HCS es una proteína de 726 amino ácidos. La HCS tiene tres dominios 

estructurales, una en la región amino-terminal (aminoácidos 1-290) y dos en el extremo 

carboxilo-terminal (aminoácidos 460-669 y 670-726). La región en el dominio amino-

terminal entre la Leu 166 y la Arg 290 es necesaria para la actividad catalítica de HCS, ya 

que estudios de mutagénesis dirigida demostraron que la ausencia de estos aminoácidos 

interfieren con la reacción de transferencia de biotina a las carboxilasas (Figura 6) [10, 11].   

 

El dominio más característico de la HCS es su región carboxilo terminal ya que en ella se 

encuentra localizado el sitio activo de la enzima. Esta región es altamente conservada entre 

las HCS eucariontes y las ligasas de biotina bacterianas [7]. La región mínima funcional de 

HCS radica en los últimos 349 aminoácidos de su extremo carboxilo-terminal, donde se sitúa 

el dominio de biotinilación constituido por 9 aminoácidos (Gly
466

-Val
674

). Esta región de la 

enzima contiene el mayor grado de conservación entre todas las especies ya que también se 

encuentra la secuencia G(K/R)GRXG (Gly
505

-Gly
510

) en la cual se lleva a cabo la unión de 

ATP (Figura 6). Dentro de esta región de 349 aminoácidos, la secuencia conformada por los 

aminoácidos (P/D)DGN(S/T)FD (Pro
709

-Asp
715

) es altamente conservada en levaduras, 

Arabidopsis thaliana y Caenorhabditis elegans, lo que implica aun más la región carboxilo-

terminal en la importancia funcional de HCS [11, 12]. 

 

El gen de la HCS en humanos se localiza en el cromosoma 21q22.1, se extiende a lo largo de 

aproximadamente 240 kb y comprende 14 exones. El primer codón de metionina se localiza 

en el exón 6 mientras que el codón de paro en el exón 14. Este gen cuenta con 13 intrones, 

de los cuales el intron 9 es el más largo (~130 kb). Se conocen tres tipos  de ARNm que 

difieren en su extremo 5’. El ARNm tipo 1 comienza en el exón 1, mientras que los ARNm 

tipo 2 y 3 comienzan en el exón 3 y 2, respectivamente.  [5]. Han sido propuestos tres sitios 

de transcripción alternativa, los cuales corresponden a la Met
1
, Met

7
 y Met

58 
[7, 13]. Las 

isoformas de HCS han sido identificadas en diferentes tejidos así como en placenta humana, 

lo que sugiere una regulación tejido-específica del procesamiento del ARNm [5, 14]. Debido 

a que la función del extremo amino-terminal de HCS aún no está claramente definida, se le 

ha asociado en catálisis, ya que en estudios cinéticos con las diferentes isoformas, se observó 

que la HCS Met
58

 tiene una reducción del 40% en su actividad comparada con la isoforma 

HCS Met
1
 [15]. 
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Figura 6. Representación esquemática del gen y la proteína de la Holocarboxilasa sintetasa. A) El gen de 

la HCS tiene una longitud ≈ 240 kb y está formado por 14 exónes los cuales codifican para una proteina de 726 

aa. B) La proteína de HCS está constituida por tres dominios, uno en la región N-ter y dos en la región C-ter. 

Representación adaptada de Pendini et al,  2008. 
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Carboxilasas Dependientes de Biotina 

 

En los humanos, existen cinco diferentes carboxilasas dependientes de biotina, las cuales son 

sintetizadas como precursores inactivos y requieren ser biotiniladas para utilizar a la biotina 

como un vector en la transferencia de un grupo carboxilo entre una molécula donadora y una 

aceptora. Las carboxilasas dependientes de biotina, una vez activadas participan en procesos 

clave del metabolismo celular las cuales se muestran en la figura 7. 

 

a) Acetil Coenzima-A Carboxilasa (ACC). 

La ACC cataliza la carboxilación de Acetil-CoA a Malonil-CoA, paso escencial en la 

biosíntesis de ácidos grasos. En las células humanas existen dos formas de ACC (ACC-1 y 

ACC-2). Estas enzimas están codificadas por diferentes genes y en su forma madura se 

sintetiza un solo polipéptido cuyo peso molecular es de ~265 KDa. La ACC-1 es la única 

carboxilasa localizada en el citoplasma de las células, se expresa de manera general en todos 

los tejidos, mayoritariamente en tejidos lipogénicos como hígado, tejido adiposo, riñón y 

glándula mamaria lactante. 

 

La ACC-2 al igual que las demás carboxilasas, se localiza en mitocondria y se expresa 

principalmente en músculo esquelético y corazón [16]. La expresión diferencial de las 

isoformas de ACC, sugiere la hipótesis de que la ACC-1 participa en síntesis de ácidos 

grasos y la ACC-2 en catabolismo de ácidos grasos en músculo. La regulación 

transcripcional de las dos enzimas es diferente: La ACC-1 es regulada por nutrientes como 

glucosa e insulina mientras que la ACC-2 es regulada por factores celulares músculo 

específicos como MyoD [8]. 

 

Las enzimas ACC-1 y la ACC-2 están codificadas en distintos genes en los cromosomas 

17q12 y 12q23, respectivamente. La secuencia de aminoácidos entre estas dos proteínas 

muestra un 80% de identidad; los primeros 218 aminoácidos de la ACC-2, entre los cuales 

aparecen 20 aminoácidos altamente hidrofóbicos en el extremo amino-terminal, le confieren 

a la ACC2 su localización mitocondrial [16]. 
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b) Piruvato carboxilasa (PC) 

La enzima PC es la enzima que cataliza la transformación de piruvato a oxaloacetato, un 

producto intermediario en la síntesis de fosfoenolpiruvato, el cual es esencial para la síntesis 

de la glucosa [8]. La PC es un homotetramero de 1180 aminoácidos, contiene su secuencia 

aceptora de biotina confinada en los últimos 86 aminoácidos de la proteína (p-86). El gen 

que codifica parla la PC se localiza en el cromosoma 11q13.4-q13.5. Su peso es de 130 KDa 

aproximadamente y su localización es exclusivamente mitocondrial [17]. 

 

c) Metilcrotonil Co-enzima A carboxilasa (MCC) 

La MCC está formada por una subunidad alfa y una beta las cuales le confieren un peso 

aproximado de 76 Kda. Participa en el catabolismo de la leucina, ya que cataliza la 

carboxilación de 3-meticrotonil CoA a 3-metilglutaconil CoA [8, 18]. 

 

d) Propionil Co-enzima A Carboxilasa (PCC) 

La PCC Tiene un peso de 72 KDa y participa en el catabolismo de aminoácidos 

ramificados así como de ácidos grasos de cadena larga, ya que cataliza la transformación de 

Propionil CoA a Metilcrotonil CoA. La PCC es un heteropolímero conformado por dos 

subunidades, una α y una β. La enzima PCC puede presentarse en una estructura α4β4 o 

α6β6. La subunidad α es la que contiene el sitio de biotinilación. Los últimos 67 

aminoácidos (p67) de la subunidad α actúan como un domino independiente que es capaz de 

ser reconocido por la HCS dentro de los 703 aminoácidos que la constituyen [6, 8]. 
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Figura 7.  Vías metabólicas en las que participan las carboxilasas dependientes de biotina. En los 

humanos existen cinco carboxilasas dependientes de biotina, las cuales participan en reacciones clave de 

gluconeogénesis, catabolismo de aminoácidos y síntesis de ácidos grasos. Diagrama tomado de Baumgartner & 

Soumala 1997. 

 

 

Biotinidasa 

 

La biotina presente en los alimentos, se asocia mayoritariamente a proteínas, por lo que la 

Biotinidasa es una enzima altamente importante en el ciclo de utilización de biotina, ya que 

es la enzima responsable de hidrolizar los enlaces amida del compuesto conocido como 

biocitina (biotinil-ε-lisina), reacción en la cual la biotina es liberada al citoplasma para ser 

re-utilizada por la célula [19]. La actividad de Biotinidasa en mamíferos está particularmente 

elevada en suero, hígado, glándulas adrenales y riñones. Sin embargo, en el cerebro la 

presencia de biotinidasa es mucho menor [19]. 

 

El ADNc de Biotinidasa codifica para una proteína monomérica de 543 aminoácidos, con 

una masa molecular de ~56 Kda. Contiene seis sitios potenciales de N-glicosilación, los 

cuales pueden incrementar su peso en 13-19 KDa, resultando en un peso total de 70-76 KDa 

[19]. El gen de la biotinidasa contiene al menos cuatro exones, los cuales se extienden a lo 

largo de 21 Kbs del cromosoma 3p25 [20-22]. 
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3. Bir A y la Biotinilación de carboxilasas en Escherichia coli 

 

En E. coli, la biotina está involucrada en dos sucesos, el primero como parte del 

metabolismo celular, vía la unión de esta vitamina a la proteína acarreadora de biotina 

(BCCP) de la Acetil Co-A Carboxilasa, y el segundo en la represión de la transcripción del 

operon de biotina (bioO) [23]. 

 

La proteína ligasa de biotina BirA lleva a cabo estas dos funciones, primero catalizando la 

síntesis de biotinil-5’-AMP, a partir de biotina y ATP. Esta unión enzima-biotina interactúa 

con la subunidad BCCP de la ACC en el citoplasma, para la transferencia de biotina. Por 

otro lado se puede formar el homodímero necesario para la unión a la secuencia específica 

en el operón de biotina (bioO) (Figura 8) [23]. El operón de biotina en E. coli contiene cinco 

genes estructurales involucrados en la biosíntesis de la biotina. La transcripción del operón 

es regulado vía BirA y depende del nivel de biotinil-5’-AMP disponible. Cuando todas las 

apoproteinas disponibles han sido convertidas a holocarboxilasas mediante la unión de 

biotina, no es necesaria la presencia adicional de biotina en el medio. La estabilidad del 

complejo BirA-biotina-AMP asegura que la expresión de los genes involucrados en la 

biosíntesis de biotina se apague [9, 24].  
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Figura 8. Vías en las que participa la Biotina en E.coli. A, Representación esquemática del sistema de 

regulación de biotina en E.coli. La enzima activada BirA-bio-5’-AMP puede funcionar como (i) ligasa de 

biotina o (ii) como represor transcripcional. B, Representación esquemática del operon de biotina (bioO) y su 

secuencia: bioA al bioF son los genes que codifican para las enzimas sintetizadoras de biotina, O/P es la región 

control del operon, Pa y Pb son los promotores para la transcripción hacia la izquierda o derecha, 
respectivamente como indican las flechas. La caja en gris representa la secuencia del operador de biotina. 

Ilustración tomada de Brown 2004. 

 

 

 

La BirA en un monómero de 35 KDa, tiene una secuencia de 321 aminoácidos y está 

constituida por tres dominios. En el extremo amino-terminal contiene un dominio helice-

vuelta-helice característico de proteínas de unión a ADN, el dominio central tiene una 
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estructura de β plegada, enmarcado por α-hélices y en la cual se encuentra la actividad 

catalítica. Por último el dominio carboxilo-terminal tiene una estructura total de β plegada, y 

es en este dominio donde se lleva a cabo la homodimerización de BirA, necesaria para la 

unión al ADN, y por el contrario, en este mismo dominio se da la heterodimerización con 

BCCP para realizar la transferencia de biotina [25, 26]. 

 

4. Errores innatos en el metabolismo de la biotina 

 

Desde el punto de vista metabólico y fisiológico, la deficiencia de biotina tiene 

consecuencias catastróficas para el organismo debido a que este compuesto juega un papel 

fundamental en el mantenimiento de la homeostasis metabólica como cofactor de 

carboxilasas. Existen dos formas diferentes en que los organismos desarrollan deficiencia de 

biotina. La deficiencia adquirida, debido a la falta de esta vitamina en la dieta, y la 

deficiencia genética producida por mutaciones en alguno de los genes involucrados en la 

utilización de esta vitamina.   

 

Deficiencia de HCS 

La deficiencia múltiple de carboxilasas causada por las mutaciones en el gen de la enzima 

HCS constituye uno de los daños metabólicos más severos; en este caso la habilidad celular 

para biotinilar carboxilasas está afectada directamente, mientras que la liberación de biotina 

por la biotinidasa y la absorción intestinal son normales [8, 15, 27, 28]. Los síntomas 

clínicos y bioquímicos de este desorden incluyen cetoacidosis (bajo pH en sangre), acidemia 

orgánica (exceso de ácido en la sangre y orina), hiperamonemia (aumento de amonio 

sanguíneo), dificultades respiratorias, hipotonía (disminución del tono muscular), ataques, 

retraso en el desarrollo y anormalidades dérmicas como erupciones, resequedad y alopecia 

(pérdida del cabello) [8]. Los síntomas de la deficiencia de HCS aparecen entre las primeras 

horas del nacimiento y los 15 meses de edad. Este desorden puede llevar  al coma e incluso 

la muerte, sin embargo todas las manifestaciones clínicas y bioquímicas pueden ser 

revertidas con dosis farmacológicas de biotina (10-100 mg/día) [10]. 

 

Han sido reportadas más de 15 mutaciones en el gen de HCS que dan como consecuencia la 

deficiencia múltiple de carboxilasas. Estas mutaciones han sido clasificadas dentro de dos 
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grupos, el primer grupo consiste a mutaciones en la KM, las cuales se dan por sustituciones 

en aminoácidos, lo que resulta en una enzima con un decremento en la afinidad por la 

biotina. Los pacientes con estas mutaciones en HCS responden bien a la administración oral 

de dosis farmacológicas de biotina (10 mg/día). La mayoría de las mutaciones que resultan 

en una elevada KM por biotina radican en la región catalítica del extremo C-terminal. 

Estudios de modelaje en la estructura de HCS han dejado al descubierto que la sustitución de 

aminoácidos que dan origen a las mutaciones se presentan alrededor del sitio de biotinilación 

y de unión a ATP. Una de ellas, es la mutación de la Arg508 (E.coli Arg118), un residuo 

altamente conservado entre las biotina-ligasas. La Arg118 en E.coli está localizada en la 

región del asa flexible de los animoácidos 110-128 la cual toma forma una vez unido su 

ligando. Mutaciones en la Arg118 por una glicina en E.coli causa un decremento en la 

velocidad de disociación de biotina y biotinil-5’-AMP, por lo que resulta en una 

biotinilación inapropiada de proteínas. La mutación en este residuo resulta en una alterada 

afinidad de las proteínas ligasas de biotina por su sustrato [10]. Otra de las mutaciones 

frecuentes es la de la Asn511 la cual reside en el asa flexible junto a la Arg508. La Asp571 

ocurre en una posición altamente conservada dentro de la secuencia KWPND presente en 

todas las ligasas de biotina. Esta mutación no interfiere con la unión de biotina, pero su 

función es crítica dentro del dominio de unión al ATP [10].  

 

El segundo grupo de mutaciones, esta caracterizado por ser mutaciones en la VMAX, en donde 

la actividad de la enzima está comprometida pero no se restablece con altas concentraciones 

de biotina en la mayoría de los casos [10]. Las mutaciones en el grupo de la VMAX son: 

Arg183→Pro, Leu216→Arg  y Leu237→Pro, localizadas en el amino terminal, fuera del 

dominio catalítico de la HCS (Figura 9). 
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Figura 9. Representación esquemática de las mutaciones presentes en la proteína de la Holocarboxilasa 
sintetasa. Las mutaciones en la HCS dan como resultado la deficiencia múltiple de carboxilasas (MCD) y han 

sido clasificadas en dos grupos, uno de mutaciones en la KM  y otro de mutaciones en la VMax.   

 

 

Deficiencia de Biotinidasa  

 

El déficit en la actividad de la biotinidasa no permite la liberación de biotina obtenida de los 

alimentos y del reciclaje una vez realizada la proteolisis de las carboxilasas, lo que resulta en 

una deficiencia secundaria de biotina, alterando la actividad de las carboxilasas. En estos 

pacientes la absorción intestinal de biotina y la biotinilación de las carboxilasas no se ve 

afectada, lo que explica la respuesta inmediata de los pacientes a una dieta suplementada con 

biotina. La deficiencia de biotina presenta los mismos síntomas clínicos y bioquímicos de la 

deficiencia de HCS, los cuales se presentan entre las dos semanas después del nacimiento 

hasta los dos años de edad [8].  

 

Los individuos con una deficiencia profunda de biotinidasa tienen menos del 10% de 

actividad normal en suero. Los pacientes con este padecimiento, además de los síntomas 

mencionados anteriormente presentan conjuntivitis, problemas visuales y auditivos como 

atrofia óptica y auditiva. Si esta deficiencia es detectada a tiempo, puede ser revertida, con 

dosis farmacológicas de biotina (5–20 mg al día). Algunos niños con deficiencia profunda de 

biotinidasa, desarrollan los primeros síntomas al final de su niñez o durante la adolescencia, 

con características aún más severas, como debilidad motora y pérdida visual [8, 20] .  
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5. Biotina en la regulación genética y la vía de traducción de señales.   

 

En los últimos 40 años, varios investigadores han demostrado que la biotina, además del 

papel como cofactor de carboxilasas, tiene un efecto en la regulación transcripcional y 

también post-transcripcional de varios genes. Dentro de los genes regulados por biotina se 

encuentra la glucocinasa hepática, la fosfoenol-piruvato carboxicinasa, la piruvato cinasa, el 

receptor de asialoglicoproteinas, así como las IL-2 y 4 e interferon-γ, entre otros (Tabla 2)  

[29-34]. El grupo de investigación del Dr. Velazquez, demostró por primera vez que la 

biotina es capaz de regular la expresión de las enzimas PC, PCC y HCS, en tejidos como 

hígado y riñón mayoritariamente, y en músculo y cerebro en menor grado. Estos resultados 

fueron obtenidos mediante el uso de un modelo animal con deficiencia de biotina, en el cual 

se observó que esta vitamina afecta los niveles del ARNm de la HCS, así como la actividad 

y cantidad de las carboxilasas [35].  
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Enzima 

Efecto   

mediado por 

biotina 

Nivel 
Vía metabólica  en la que 

participa 

Glucocinasa hepática ↑ Transcripcional Glicólisis 

Fosfofructocinasa ↑ Post-transcripcional?? Glicólisis 

Piruvato cinasa ↑ Post-transcripcional?? Glicólisis 

Ornitina Transcarbamilasa ↑ Transcripcional Ciclo de la urea 

Guanilato ciclasa soluble y 

GMPc 
↑ Post-transcripcional Múltiples vías 

Fosfoenol piruvato 

carboxikinasa 
↓ Transcripcional Gluconeogénesis 

Receptor de 
asialoglicoproteinas 

↑ Post-transcripcional Endocitosis de glicoproteínas 

Holocarboxilasa sintetasa ↑ Transcripcional Ciclo de utilización de biotina 

Acetil-CoA carboxilasa 1 ↑ Transcripcional Ciclo de utilización de biotina 

Propionil- CoA carboxilasa ↑ Transcripcional Ciclo de utilización de biotina 

Metilcrotonil-CoA 

carboxilasa 
↑ Transcripcional Ciclo de utilización de biotina 

IL-1β ↑ Transcripcional Respuesta inmune 

Interferón-γ ↑ Transcripcional Respuesta inmune 

IL-2 ↑ Transcripcional Respuesta inmune 

IL-4 ↓ Transcripcional Respuesta inmune 

N-ras ↑ Transcripcional 
Transducción de señales y 

expresión 

N-myc ↑ Transcripcional 
Transducción de señales y 

expresión 

Raf ↑ Transcripcional 
Transducción de señales y 

expresión 

C-myb ↑ Transcripcional 
Transducción de señales y 

expresión 

 

Tabla 1.  Genes regulados por biotina a nivel transcripcional o post-transcripcional. Existen varios 

reportes  que demuestran que la presencia de biotina en la célula puede aumentar (↑) o disminuir (↓) la 

expresión de varias enzimas hepáticas así como enzimas que participan en el ciclo de utilización de biotina. 

 

 

A pesar de conocer el efecto de la biotina a nivel transcripcional o post-transcripcional, el 

mecanismo por el cual esta vitamina realiza esta función se desconocía, por tal motivo el 

grupo de trabajo del Dr. León del Río se dispuso a explorar este mecanismo. Los 

experimentos propuestos para alcanzar este objetivo se basaron en un estudio realizado a 

principios de los años 80 donde se demostró que la biotina incrementa los niveles de GMPc 

en riñón, hígado, cólon, cerebelo y corazón de rata, mediante el aumento en la actividad de 

la Guanilato Ciclasa soluble [36]. En estos experimentos, células HepG2 (línea celular de 

carcinoma de hígado humano) fueron incubadas en un medio deficiente de biotina, lo cual 

generó al paso del tiempo, una disminución del ARNm de la HCS, PCC y ACC-1, sin 



 - 22 - 

embargo los niveles del ARNm de la enzima ACC-2 y del control β-actina no se vieron 

afectados. Para comprobar que el efecto en la disminución de los ARNm de estas enzimas 

fuera dependiente de biotina, las células fueron incubadas con biotina, lo cual re-estableció 

los niveles del ARNm de las enzimas afectadas. Este efecto fue comparado con el obtenido 

de células deficientes de biotina incubadas con GMPc lo cual provocó un aumento en los 

niveles de ARNm de la HCS, PCC y ACC-1. Debido a que la GCs cataliza la formación de 

GMPc, se incubaron células deficientes de biotina en presencia de biotina y ODQ (inhibidor 

específico de la GCs) lo cual tuvo como resultado la inhibición de la recuperación de los 

niveles de ARNm de la HCS, PCC y ACC-1, con lo cual se confirmó la participación de la 

GCs en la regulación transcripcional mediada por biotina. Finalmente, para explorar si el 

efecto de biotina ocurre a través de la proteína cinasa dependiente de GMPc (PKG) se 

incubaron células deficientes de biotina en presencia de Rp-cGMPs, un inhibido de la PKG, 

lo cual limitó la recuperación de los niveles del ARNm de las enzimas HCS, PCC y ACC-1. 

Mediante estos ensayos, nuestro grupo de investigación demostró que la vía de señalización 

que involucra a la HCS-GCs-PKG, es la vía mediante la cual biotina lleva a cabo su función 

en la regulación transcripcional (Figura 10) [37]. La cascada de señalización  mediada por 

biotina regula la expresión de genes involucrados en el ciclo de utilización de biotina como 

son el de SMVT, la HCS, la ACC-1, la PCC y la MCC [35, 37, 38]. 
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Figura 10. Representación esquemática de la Vía de señalización mediada por biotina. La biotina participa 

en la regulación génica a través de la cascada de señalización que comprende a la Holocarboxilasa sintetasa 

(HCS) que activa a la biotina a un intermediario conocido como biotinil-5’ AMP (B-AMP). Este compuesto 

actúa como un segundo mensajero sobre la actividad de la Guanilato ciclasa soluble (sGC) alterando los niveles 

de Guanosín monofosfato cíclico o cGMP el cual actúa sobre la proteína cinasa dependiente de cGMP (PKG). 

Esta enzima se internaliza al núcleo y fosforila factores de transcripción permitiendo la expresión de genes 

blanco, incluidos los genes que codifican para proteínas del ciclo de utilización de biotina como el 
transportador multivitamínico dependiente de sodio (SMVT) y tres de las carboxilasas; la isoforma 1 de la 

Acetil coenzima-A carboxilasa (ACC1), la propionil coenzima-A carboxilasa (PCC) y la piruvato carboxilasa 

(PC). 

 

 

6. Altruismo tisular  

 

En periodos de deficiencia de biotina, el SMVT y la HCS responden disminuyendo su 

transcripción, contrario a lo que sucede con la biotinidasa, la cual no es afectada por el 

estatus de esta vitamina. La disminución del ARNm de SMVT y de HCS se presenta en los 

tejidos periféricos especialmente en hígado y riñón, mientras que permanecen inalterados en 

el cerebro. En este trabajo, nuestro grupo propuso que la reducción de la utilización de 

biotina en los órganos periféricos permite que la biotina del plasma esté disponible para el 

cerebro, en el cual se ha demostrado que en periodos de ayuno la expresión de las 
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carboxilasa no se ve afectada en este tejido, contrario a la sintesis de estas proteínas en 

tejidos periféricos. La  expresión de ARNm que codifica para las proteínas involucradas en 

el ciclo de biotina, es regulado por la vía de transducción de señales que involucra a la HCS-

GCs-PKG descrita previamente en el laboratorio [8]. 

 

La razón por la cual los niveles de biotina en cerebro no se alteran, radica en la importancia 

del mantenimiento de la función de las carboxilasas en el metabolismo celular. La enzima 

PC en el cerebro participa en la generación del alfa-cetoglutarato el cual se pierde en la 

liberación de glutamato y GABA de neuronas y la exportación de glutamina por la glia. La 

carboxilación del piruvato en las neuronas y la glia aporta un 30% y un 40-60%, 

respectivamente, de los intermediarios del ciclo de Krebs [8]. El mantenimiento de estas 

funciones vitales en el cerebro explica la razón por la cual las células de tejidos periféricos 

actúan de manera altruista, al sacrifican sus requerimientos temporales de biotina.  

 

7. Biotina y el núcleo 

 

A principios de los años sesenta se identificó la presencia de la biotina en el núcleo de 

celulas normales, así como en células tumorales [39-41]. Esto no se pudo explicar en su 

momento pues no hay presencia de carboxilasas en este organelo y la activación 

transcripcional mediada por biotina se lleva a cabo por la activación de la cascada HCS-

GCs-PKG que reside en el citoplasma. 

Un antecedente importante para tratar de explicar la presencia de biotina en el núcleo fue la 

demostración de Wolf y colaboradores de que la biotinidasa podía transferir biotina a las 

cinco diferentes histonas [39, 42]. Las bases para realizar este experimento nunca fueron 

explicadas sobre todo porque la biotinidasa no se localiza en el núcleo y el utilizar a las 

histonas como sustrato pudo deberse a la abundancia de residuos de lisina en sus extremos 

carboxilo terminales [43].  Este experimento fue utilizado por Mock y después por Zempleni 

como base de un proyecto que llevó a demostrar la biotinilacion de histonas aisladas de 

cultivos celulares, en los cuales fueron identificados 10 sitios de biotinilación en las histonas 

H2, H3 y H4 [42, 44-47]. En estos trabajos tambien se describio que la biotinilación de 

histonas se ve afectada por las marcas post-transcripcionales que sufren las histonas, por 

ejemplo; la acetilación de los residuos de lisina, así como la fosforilación de las serinas, 
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disminuye la biotinilación de los residuos de lisina adyacentes; por el contrario, la 

dimetilación de los residuos de arginina aumentan la biotinilación de las lisinas (Figura 11).  

 

La biotinilación de histonas ha sido asociada por el mismo grupo de Zempleni y 

colaboradores a los siguientes eventos: proliferación celular en linfocitos humanos así como 

a la respuesta celular al daño en el ADN, por mencionar algunos [48]. 

 

       

Figura 11.  Representación esquematica de los residuos de lisinas blancos de biotinilación. así como de las 

modificaciones post-trancripcionales que aumentan o disminuyen la presencia de biotina. B: Biotinilación, M: 

Metilación, A: Acetilación, F: Fosforilación. 

 

 

Por otro lado, el grupo de Gravel y colaboradores demostraron mediante 

inmunofluorescencia que la HCS es una enzima que a pesar de su localización y función 

citoplasmica, se concentra predominantemente en el núcleo y proponen a HCS como posible 

responsable de la biotinilación de histonas [49].  

 

Sin embargo, recientemente la biotinilación de histonas ha sido puesta en duda por los 

siguientes hallazgos realizados por varios laboratorios. Wallace y colaboradores demostraron 

que la unión de estreptavidina a carboxilasas es dependiente de la disponibilidad de biotina 

en el medio; sin embargo las histonas presentan marcas de biotinilación al ser incubadas en 

ausencia o presencia de biotina. Estos resultados fueron comprobados en este mismo estudio 

al incubar a la carboxilasa PC e histonas purificadas y comerciales en dos condiciones 
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distintas, una con estreptavidina normal y otra con estreptavidina pre-incubada con biotina. 

En las dos condiciones la marca de las histonas biotiniladas no desapareció ni disminuyó, 

mientras que la señal para PC solo esta presente en la incubación con estreptavidina normal, 

lo que demuestra que la unión de la estreptavidina a las histonas se da de manera 

independiente a la presencia de biotina [50]. 

 

Por otra parte, en un estudio realizado por Beckett y colaboradores  propuso que el producto 

biotinil-5’-AMP de BirA, en ausencia de la enzima, produce la transferencia de biotina a 

BCCP87 [51].  Este estudio fue retomado por el grupo de Gravel y colaboradores, que 

utilizando biotinil-5’-AMP como sustrato en ausencia de las proteinas ligasas de biotina 

(HCS y BirA), demostraron que la biotina se une de manera covalente en distintos residuos 

de lisina en la histona H2A, sin existir un incremento en la biotina unida a los residuos de 

lisina en presencia de HCS o BirA. Estos hallazgos sugieren que el papel de estas enzimas 

en la biotinilación de histonas, está restringido a la primera reacción de la transferencia de 

biotina, es decir, la formación del compuesto biotinil-5’-AMP; sin embargo, el segundo 

componente de la reacción, la transferencia de biotina al residuo de lisina, ocurre de manera 

no enzimática [52]. 

 

Debido a la controversia creada en torno a la biotinilación de histonas y la manera mediante 

la cual es detectada, distintos grupos realizaron una amplia investigación utilizando diversas 

técnicas para re-examinar y re-evaluar la detección de biotina en las histonas. En uno de 

estos estudios se analizó la especificidad de distintas especies de avidina para la detección de 

biotina, generando anticuerpos acoplados a avidina para ser utilizados en ensayos de 

“western blot”. En este mismo estudio se analizó la incorporación de biotina radioactiva a 

las histonas en células deficientes de biotina, así como un análisis de espectometría de 

masas, la cual es capaz de detectar cantidades picomolares de péptidos sintéticos 

biotinilados. Sin embargo, ninguno de estos métodos mostró la presencia de biotina en las 

histonas nativas, a pesar de su  habilidad para detectar biotina unida covalentemente a las 

histonas in vitro, así como para la detección de otras modificaciones como acetilación, 

metilación y fosforilación, presentes en las histonas nativas. Un resultado aún más 

interesante arrojado por estos estudios, es que los anticuerpos utilizados en los trabajos sobre 

la biotinilación de histonas tienen una reacción cruzada con marcas de acetilación [53].  

En resumen, estas observaciones demuestran que la biotinilación de histonas no es un 

proceso natural de modificación post-traduccional, por lo que el papel de la biotina como 
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parte del código de histonas y su efecto sobre la remodelación de cromatina y la regulación 

transcripcional sigue en duda.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

 

Desde su descubrimiento como un nutriente esencial para organismos eucariontes a 

mediados del siglo XX, la vitamina biotina ha sido relacionada principalmente al 

mantenimiento de la homeostàsis metabolica debido a su papel como cofactor de 

carboxilasas. Sin embargo, descubrimientos recientes que la describen como un regulador 

transcripcional y la presencia de HCS en el núcleo celular sugirieron que esta vitamina 

pudiera participar en la regulación de la expresión genética a través de la biotinilación de 

histonas. Estudios recientes publicados por tres diferentes laboratorios han revisado los 

métodos utilizados para la detección de biotina unida a las histonas y han demostrado que la 

biotinilación de histonas no es una modificación natural de las histonas.  Debido a estos 

resultados la función de la HCS en el núcleo celular permanece sin explicación.   
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JUSTIFICACION 
 

 

 

En años recientes diversos grupos de investigación han reportado la participación de biotina 

y HCS en diferentes enfermedades genéticas. Estos desordenes genéticos no pueden 

explicarse con base a las funciones conocidas de la vitamina biotina y la enzima HCS en el 

metabolismo y regulación transcripcional en células humanas. Los diversos laboratorios que 

han estudiado a la  biotina y la HCS en el núcleo celular han fracasado en identificar su 

función en este organelo debido principalmente a la complejidad del núcleo celular y la 

cromatina en células humanas y células de roedores. Por esta razón en este trabajo decidimos 

utilizar al embrión de Drosophila melanogaster, como modelo experimental por las ventajas 

que representa la presencia de cromosomas politénicos de glándulas salivales, lo que permite 

el estudio de proteínas asociadas a la cromatina así como la dinámica de asociación de 

distintos factores durante la activación o represión transcripcional de la expresión génica. 
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HIPOTESIS 
 

 

 

 

 

 

La HCS regula la expresión genética a través de dos mecanismos diferentes. El primero 

depende de la activación de la cascada de transducción de señales HCS-GCs-PKG. El 

segundo se basa en la translocación de la HCS al núcleo celular y su asociación con la 

cromatina. 
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OBJETIVO 
 

 

 

 

 

En esta tesis, proponemos indagar la posible función de la enzima Holocarboxilasa sintetasa 

nuclear, mediante el uso del modelo experimental Drosophila melanogaster. En lo particular 

deseamos entender la  distribución y funcionamiento durante diferentes etapas del desarrollo, 

así como bajo condiciones de activación y represión transcripcional. 
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Tráfico y dinámica de 

asociación de la 

Holocarboxilasa sintetasa a 

la cromatina durante el 

desarrollo de Drosophila 

melanogaster. 
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RESUMEN 

 

En este trabajo se estudió la localización celular de la Holocarboxilasa sintetasa y su 

asociación a la cromatina en diferentes etapas de desarrollo de Drosophila melanogaster. La 

HCS es una enzima de la que se conoce muy bien su participación en la unión de biotina a 

las carboxilasas dependientes de biotina, y también se conoce por regular la transcripción del 

gen de HCS y de las carboxilasas mediante el disparo de una cascada de traducción de 

señales dependiente de GMPc. Además, la presencia de HCS en el núcleo de las células 

sugiere una función regulatoria adicional, sin embargo el mecanismo involucrado aún se 

desconoce. En este estudio, mostramos que en embriones de Drosophila melanogaster la 

HCS migra al núcleo durante el estadio de gastrulación. En cromosomas politénicos, la HCS 

está asociada a bandas de heterocromatina donde co-localiza con marcas de tri-metilación de 

la lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3) pero no con la marca de eucromatina acetilada de la 

lisina 9 de la histona 3 (H3K9ac). Los resultados mostraron  la asociación de la HCS al 

promotor del gen hsp70 mediante inmunofluorescencia e inmuno-precipitación de la 

cromatina (ChIP, por sus siglas en ingles). Se demostró también, que la HCS ocupa la región 

del promotor del gen de hsp70 transcripcionalmente inactivo. Sin embargo, la activación del 

promotor de hsp70 por choque térmico resulta en el desplazamiento de la HCS mientras que 

la región del promotor se enriquece con las proteínas XPB y XPD, subunidades del complejo 

TFIIH, y con la RNA polimerasa II. En resumen los resultados obtenidos sugieren que la 

HCS podría tener un papel en la represión transcripcional o silenciamiento genético 

mediante un mecanismo que involucra su tráfico al núcleo y su interacción con sitios de 

heterocromatina coincidiendo con la H3K9me3. 
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1. Introducción 

 

En organismos eucariotes la vitamina biotina juega una función esencial en gluconeogénesis, 

catabolismo de aminoácidos y síntesis de ácidos grasos como cofactor de carboxilasas 

dependientes de biotina [8, 19]. En células humanas, la biotinilación de las carboxilasas es 

catalizada por la enzima Holocarboxilasa sintetasa en una reacción dependiente de ATP que 

genera un producto intermediario conocido como biotinil-5-AMP (B-AMP) [6, 8]. Nuestro 

laboratorio demostró que la HCS es un participante obligatorio en el control transcripcional 

de genes involucrados en el metabolismo de biotina. El papel regulatorio de HCS involucra 

la activación de una cascada de traducción de señales dependientes de B-AMP que incluye la 

participación de la Guanilato ciclasa soluble y la proteína cinasa dependiente de GMPc  

(PKG) [37, 54]. Paradójicamente, la deficiencia de biotina, al interferir con el 

funcionamiento de la cascada de señalización dependiente de HCS, reduce la expresión de 

genes involucrados en el transporte y utilización de biotina en riñón, hígado y músculo pero 

no en el cerebro [55] o corazón. Nuestro grupo de investigación propuso que la cascada de 

transducción de señales HCS-GCs-PKG es la base de un mecanismo que controla la 

distribución tejido-específica de biotina que asegura un continuo suministro de esta vitamina 

al cerebro durante estrés nutricional [55]. 

Aunque tradicionalmente se había considerado que el papel de la HCS estaba restringido a la 

función y regulación de carboxilasas, recientemente se ha localizado a esta enzima en el 

núcleo de células humanas [49]. Se ha demostrado que en el núcleo celular la HCS está 

asociada con proteínas de la lámina nuclear y localizada en focos discretos durante la 

mitosis. Otros estudios han reportado a la biotina como una modificación covalente de las 

histonas lo cual explicaría la función nuclear de HCS, aunque los estudios iniciales habían 

atribuido la biotinilación de las histonas a la acción de la biotinidasa, enzima responsable de 

reciclar a la biotina [39]. Esto condujo a la propuesta de que la biotinilación de las histonas 

podría ser una modificación post-traduccional involucrada en la regulación de la expresión 

de genes mediante la modificación de la estructura de la cromatina [39, 44-46]. Sin embargo, 

el significado fisiológico de la biotinilación de las histonas in vivo ha sido cuestionada por 

trabajos recientes, en los cuales, los métodos utilizados para detectar la unión de biotina a las 

histonas fueron exhaustivamente analizados [53]. Estos trabajos demuestran que, mientras la 

biotina puede ser detectada en carboxilasas o histonas biotiniladas in vitro, la biotinilación 

de histonas endógenas no puede ser detectada en células en cultivo con métodos de 

detección con una sensibilidad de al menos una en 100,000. Estos trabajos proponen que la 
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detección de biotina en histonas puede ser debido a una serie de factores que incluyen la 

habilidad de la estreptavidina para interactuar con histonas libres de biotina, a una reacción 

de biotinilación no-enzimática [50, 51]  y a que los anticuerpos generados contra la 

biotinilación de las histonas muestran una reacción cruzada con histonas acetiladas [50-53]. 

Estos estudios demuestran que la biotina no es una modificación natural de las histonas, 

dejando sin explicación la función de HCS en el núcleo [53]. 

En este trabajo investigamos la función nuclear de HCS estudiando la distribución y 

comportamiento de esta enzima en Drosophila melanogaster con el objetivo particular de 

conocer su dinámica de localización celular y asociación a la cromatina durante el desarrollo 

y bajo condiciones de activación o represión transcripcional. Los resultados obtenidos 

muestran que en embriones la HCS es una proteína citoplásmica y que conforme avanza el 

desarrollo ésta migra al núcleo hasta convertirse predominantemente en una proteína nuclear 

en tejidos diferenciados. En este trabajo mostramos, además, que la HCS nuclear se asocia al 

cromocentro y a bandas de heterocromatina en donde colocaliza con la marca de tri-

metilación de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3). Ensayos ChIP demostraron la 

asociación de HCS con la región promotora del gen hsp70 inactivo y que la enzima es 

desplazada de la región promotora HCS durante la activación transcripcional inducida por 

choque térmico. Estos resultados contrastan con los obtenidos con la RNA polimerasa II y 

por las subunidades de TFIIH; XPD y XPB, las cuales se enriquecen en la región promotora 

de hsp70 sólo después de que la activación transcripcional es inducida. Estos resultados nos 

llevan a proponer que la HCS nuclear es reclutada a dominios de heterocromatina durante 

eventos de represión transcripcional. 
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2. Materiales y Métodos 

2.1 Stock de moscas 

La línea w
1118

 de Drosophila melanogaster, fue utilizada en todos los ensayos de este 

trabajo. Las moscas fueron mantenidas bajo condiciones estándar a 25°C. 

2.2 Ensayos de inmunofluorescencia 

Embriones de Drosophila en distintas etapas del desarrollo fueron decorionados en 

hipoclorito de sodio al 2.5%, seguidos de una fijación con una solución 1:1 de 

formaldehido:heptano y desvitelinizados con metanol. Las glándulas salivales de Drosophila 

fueron aisladas de larvas de tercer instar y colocadas en una solución de NaCl al 0.7% en 

hielo. 

Los ensayos de inmunofluorescencia en embriones y glándulas salivales se iniciaron con un 

bloqueo de sitios blanco inespecíficos, utilizando suero de cabra al 10% en TBS-T durante 

toda la noche a TA en agitación. A continuación fueron incubadas con un anticuerpo 

policlonal que reconoce a HCS completa (HCS-FL) (donado por el Dr. Roy Gravel, 

Universidad de Calgary, Canada ) a una dilución de 1:2000 en TBS-T durante toda la noche 

a 4°C en agitación, el exceso de anticuerpo primario fue eliminado con seis lavados de TBS-

T seguidos por la incubación con un anticuerpo secundario acoplado a un colorante de 

cianina, en este caso, Cy3 (Rockland), a una dilución de 1:1000 durante tres horas a TA en 

agitación; por último se realizaron seis lavados mas con TBS-T. El ADN fue teñido con 15 

nM de Sytox green (Roche). Las muestras fueron montadas en citofluor y observadas al 

microscopio. 

Los cromosomas politénicos fueron aislados de larvas de tercer instar y preparados como lo 

describe Reynaud  et al. 1999. Los cromosomas se lavaron tres veces con PBS-I y tratados 

con RNasa (100 µg/ml) durante 1 hora a TA, después fueron lavados tres veces con PBS-I y 

bloqueados con 10% de leche en PBS-I durante dos horas a TA. Para las dobles 

inmunofluorescencias se utilizaron los siguientes anticuerpos primarios en las diluciones 

indicadas: HCS-FL (1:2500), TBP (1:100) (Santa Cruz Biotechnology), XPB y XPD (1:250) 

[56, 57], RNA polimerasa II Ser5 (1:500) (Covance), HP1 (1:100) (Developmental Studies 

Hybridoma Bank),  H3K9me3 y H3K9ac (1:100) (Upstate). Las preparaciones de 

cromosomas fueron lavados con PBS-T, seguidas de la incubación con anticuerpos 

secundarios acoplados a los siguientes fluoróforos: cabra anti-conejo Cy3 (1:1500),  cabra 

anti-ratón Cy2 (1:500), cabra anti-rata Cy2 (1:50) (Rockland), cabra anti-ratón Rodamina 
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Red-X (1:1000) (Jackson ImmunoResearch), Alexa fluor 488 y 568 (1:100) (Invitrogen). El 

material genético fue visualizado con 15 nM de Sytox green (Roche).  

Las muestras de embriones, glándulas salivales y cromosomas politénicos fueron 

visualizados utilizando un microscopio confocal (Zeiss), perteneciente a la unidad de 

microscopía del Instituto de Biotecnología de la UNAM. 

2.3 Purificación de la HCS humana  

El ADNc  de HCS (2,2 Kb) fue amplificado mediante PCR a partir de la clona BL-11 [7] 

con los siguientes oligonucleótidos: sentido 5’ - TTT GAG CTC ATG GAG GAT AGA 

CTC C - 3’ y anti-sentido 5’ - GTT TGC CGC CAT TAC AGC TGG CAC - 3’. El producto 

de PCR fue clonado en el vector pQE30 (Quiagen) para expresar HCS como una proteína de 

fusión conteniendo seis residuos de histidina en la región amino-terminal (His6-HCS) en E. 

coli (DH5α). La proteína recombinante fue purificada a partir de extractos totales de E. coli 

utilizando una columna de niquel (Quiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 

proteína unida a las perlas de niquel fue analizada mediante electroforesis en geles de 

poliacrilamida. La pureza de HCS recombinante se verificó mediante la tinción con azul de 

coomassie y por “western blot” utilizando el anticuerpo anti-HCS. 

2.4 Electroforesis de proteínas (Western blot) 

Para preparar extractos de proteínas totales de células HepG2 humanas, los cultivos celulares 

fueron incubados en bufer de lisis  (10 mM KCl, 50 mM Tris pH 7.5, 5 mM EDTA pH 8, 

0.1% NP40 e inhibidores de proteasas) durante 20 minutos en hielo con agitación. La 

solución resultante fue centrifugada a 13,200 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante 

conteniendo las proteínas citoplásmicas fue colocado en un nuevo tubo y cuantificado a una 

absorbancia de 280 nm en el espectofotómetro Nanodrop. Para cada ensayo de “western 

blot” fueron utilizados 80 µg de proteína.  En el caso de los extractos proteicos de larvas de 

Drosophila, éstos fueron obtenidos al lavar en agua estéril por inmersión 5 larvas de 3er 

instar para cada ensayo y después colocadas en un tubo eppendorf para su lisis en 20 µl de 

bufer de carga 4X (30% glicerol, 250 mM Tris-HCL pH 6.8, 8% SDS, 0.02% azúl de 

bromofenol, 300 mM DTT), 20 µl de agua destilada estéril e inhibidor de proteasas (1:25) 

(Roche). Las larvas fueron homogeneizadas dentro del tubo con un pistilo de plástico y 

colocadas en un baño a 95ºC durante 10 minutos. La muestra se centrifugó a 13,200 rpm 

durante 5 minutos en frío y 30 µl del sobrenadante fue utilizada para el ensayo.  
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Los extractos protéicos de las células HepG2 y de Drosophila fueron separados mediante 

electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% (SDS-PAGE). Las proteínas fueron transferidas 

a una membrana de PVDF (Millipore). Se realizó análisis de “western blot” utilizando el 

sistema de detección de proteínas SNAP id (Millipore) usando el anticuerpo anti-HCS 

1:2000 o el anticuerpo anti-HCS pre-absorbido en solución de bloqueo (0.01% caseina 

(Roche) en TBST). El anticuerpo secundario cabra anti-conejo acoplado a peroxidada 

(Invitrogen) fue usado en una dilución de 1:15,000. 

2.5 Tratamiento de larvas de D. melanogaster con choque térmico (Heat Shock) 

Las glándulas salivales aisladas de larvas de tercer instar de D. melanogaster fueron 

mantenidas en el medio Sf-900 II (Gibco) adicionado con FBS (1:10) en hielo. Cada set de 

100 pares de glándulas fue sometido a choque térmico a 42°C durante 5 minutos, para 

inducir la formación de puffs. Los squash para análisis de inmunofluorescencia, así como los 

ensayos de ChIP fueron realizados inmediatamente. 

2.6 Inmuno-Precipitación de la Cromatina (ChIP) 

El ensayo de ChIP se realizó en larvas de 3 instar con y sin heat shock. La disección de 

glándulas salivales para ambos grupos fue realizada como se mencionó previamente. Para 

fijar las proteínas al ADN (crosslink) las glándulas fueron tratadas con 1.2% de 

formaldehido (Merck) en PBS durante 15 minutos a TA y en rotación, una vez fijadas, las 

glándulas se dejaron en hielo hasta sedimentarse y eliminar el sobrenadante. Las glándulas 

fueron lavadas tres veces con PBS-T .01% durante diez minutos con ciclos de sedimentación 

entre ellos. Una vez eliminado cualquier residuo de PBS-T las glándulas se congelaron en 

nitrógeno líquido y almacenadas a -70°C hasta su uso. Para continuar el ensayo de ChIP, las 

muestras se descongelaron lentamente en hielo y fueron resuspendidas e incubadas por diez 

minutos en bufer de lisis (1% SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris pH 8 mas inhibidores de 

proteasas (Roche)) dando suaves golpeteos para disgregar las muestras. Pasado el tiempo de 

incubación la cromatina fue fragmentada mediante sonicación en hielo hasta obtener 

fragmentos de cromatina entre 100-500 pb, para lo cual fueron necesarios 20 pulsos a una 

amplitud de 35% durante 45 segundos y un minuto en hielo al final de cada pulso. Para 

eliminar los restos del tejido, las muestras se centrifugaron diez minutos a máxima velocidad 

a 4°C. La muestra celular fue diluida diez veces en bufer de ChIP (0.01% SDS, 1.1% Tritón 

X-100, 1.2 mM EDTA, 167 mM NaCl, 0.1% deoxicolato de sodio, 16.7 mM Tris-HCl pH 

8.0, mas inhibidores de proteasas). En cada ensayo de ChIP, la muestra diluida fue 

distribuida en diferentes tubos correspondientes al control positivo (Input), el control 
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negativo (Mock) y la del anticuerpo (anti-HCS o anti-RNA pol II). El control positivo 

corresponde al 5% de la cromatina total, la cual se separa y se congela antes de iniciar 

cualquier procedimiento del ensayo. El control negativo cuya única diferencia con respecto a 

las demás, es la incubación solo con la sefarosa en ausencia de anticuerpo, con el objetivo de 

demostrar la especificidad de cada anticuerpo utilizado. 

Una vez separada la muestra en cada tubo se eliminaron interacciones inespecíficas mediante 

dos pre-lavados, uno de tres horas y otro durante toda la noche a 4°C y en rotación, 

utilizando 50 µl de sefarosa en una relación 1:1 con bufer ChIP; las perlas fueron eliminadas 

y el sobrenadante conteniendo la cromatina fue incubado por tres horas con los anticuerpos 

específicos antiHCS-FL (2 µg) o anti-RNA pol II Ser 2 (20 µg) (Covance)  a 4° en rotación.  

El complejo anticuerpo-proteína-ADN fue precipitado mediante la incubación con 50 µl de 

proteína-sefarosa A/G (Invitrogen) en el caso del ChIP anti-HCS o sefarosa 4B IgM rata 

anti-ratón (Zymed) para el ChIP anti- RNA pol II, mediante centrifugación a 1,200 rpm a 

4°C durante 10 minutos. El complejo precipitado fue lavado cinco veces con bufer ChIP, dos 

veces con bufer de baja y alta sal (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-

HCl pH 8.0 con 150 mM o 500 mM NaCl, respectivamente), dos veces con bufer de LiCl 

(250 mM LiCl, 1% Igepal, 1% deoxicolato de sodio, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl pH 8) y 

dos veces con TE (10 mM Tris-HCl pH 7.4, 1 mM EDTA pH 8). La duración de cada lavado 

fue de 10 minutos en rotación a TA seguidos por un minuto de centrifugación a 1000 rpm a 

4°C. El complejo fue resuspendido en 200 µl de TE y cambiado de tubo. A partir de este 

momento el input fue descongelado y tratado bajo las mismas condiciones que las muestras 

con RNasa (50 µg/ml) durante 30 minutos a 37°C, seguido de 0.5% de SDS y proteinasa K 

(0.5mg/ml) por una hora a 45°C. El crosslink fue revertido mediante una incubación a 65°C 

durante toda la noche en termomixer con 500 rpm. Las muestras fueron centrifugadas a 

máxima velocidad (13,400 rpm) durante 10 minutos en frío para eliminar todas las perlas de 

agarosa. El sobrenadante se pasó a un tubo limpio y el ADN se purificó dos veces con fenol-

cloroformo (1:1) centrifugando entre cada una de ellas 15 minutos a máxima velocidad a 

temperatura ambiente. El sobrenadante conteniendo el ADN se incubó con cloroformo para 

eliminar restos de fenol, se agitó en vortex por un minuto y se centrifugó 5 minutos a 

máxima velocidad. La muestra se cambió de tubo y el ADN se precipitó con 20 µg de 

glicógeno, 1/10 volúmenes de NaAc 3M pH 5.2 y 3 volúmenes de etanol absoluto frío. La 

solución de precipitación se dejó durante dos horas a -20°C y se centrifugó durante 20 

minutos a máxima velocidad a 4°C. El sobrenadante se desechó y el pellet se lavó con etanol 
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al 70% frío y se centrifugó por 15 min a máxima velocidad a 4°C, el sobrenadante se 

eliminó y el pelet se resuspendió en 20 µl de agua estéril (Gibco).  

Cada muestra del ChIP fue sometida a PCR, para amplificar un fragmento de ADN de ~110 

pb (+4 a +113) del promotor del gen hsp70, para lo cual se utilizaron los siguientes 

nucleótidos específicos: sentido: 5’-CTATTCAAACAAGTAAAGTGAACAC-3’; y 

antisentido: 5’-ACTAAGTGAAATTGAACGTGAAAT-3’. Las condiciones de PCR fueron: 

Inicio: 5 min a 95°C, desnaturalización del ADN: 1 min a 95°C, alineamiento: 1 min a 60°C, 

elongación de la cadena: 30 seg  a 72°C y extensión final: 2 min a 72°C. Se realizaron 30 

ciclos de amplificación y el producto de PCR se mantuvo a 4° hasta su uso. Los productos 

de PCR fueron observados en geles de acrilamida al 5% en TBE 5X (1M Tris; 900 mM 

Acido Bórico; 25 mM EDTA pH 8.0) en bufer de TBE 1X durante 1:30 horas a 100 Volts. 

Los geles fueron incubados con bromuro de etidio (0.5 µg/ml) en TBE 1X en movimiento 

por 5 minutos, seguido de tres lavados de 10 minutos con agua destilada estéril y observados 

en un trans-iluminador.  

2.7 Análisis Estadísticos 

Cada ensayo de ChIP se realizó en tres diferentes experimentos utilizando diferentes 

preparaciones de cromatina. Los productos de PCR fueron cuantificados utilizando el FX-

Molecular Imager (BioRad) y los resultados fueron normalizados con la densidad de los 

productos de PCR obtenidos de las larvas de Drosophila no tratadas. Los datos se presentan 

como el promedio ± error estandar. Las diferencias entre las glándulas salivales no tratadas y 

tratadas con choque térmico demostraron ser estadísticamente significativas (p<0.05). 
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3. Resultados 

 

3.1 Caracterización funcional de anticuerpos contra la Holocarboxilasa Sintetasa 

humana. 

Para explorar la posibilidad de utilizar anticuerpos contra la HCS humana, en estudios de 

localización celular de HCS durante el desarrollo de embriones de Drosophila melanogaster, 

determinamos el grado de homología en los distintos dominios que componen a las ligasas 

de biotina humana y de mosca. La comparación de las secuencias de HCS de Drosophila 

(1041 aminoácidos) y de la HCS humana (726 aminoácidos) contenidas en las bases de datos 

de GenBank (Número de acceso  X80160.1) y de EMBL (Número de acceso X80160), 

mostraron que comparten áreas específicas de homología.  

Estas dos proteínas comparten 43% de identidad entre sus dominios catalíticos, amino ácidos 

466-726 y 782-1041 en la enzima humana y de Drosophila, respectivamente (Figura 12 A y 

B). Estudios anteriores utilizando cristalografía de rayos-X y análisis de NMR, identificaron 

dos dominios estructurales (aminoácidos 460-669 y 670-726) en el carboxilo terminal de la 

HCS humana, que está altamente conservada entre todas las ligasas de biotina [10]. Fuera de 

su dominio catalítico la homología entre las dos proteínas es menor al 30% de identidad en 

la región media y menor al 10% de identidad en el dominio amino-terminal (Figura 12 A).  

Anticipándonos al potencial de epítopes comunes en el dominio catalítico, probamos si el 

anticuerpo anti-HCS humana podía detectar a la HCS de Drosophila mediante “western 

blot”. Para ello, utilizamos extractos totales de proteínas provenientes de células humanas y 

de Drosophila los cuales se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. Los 

blots resultantes fueron incubados con el anticuerpo anti-HCS humana. En los extractos de 

HepG2, identificamos dos bandas mayoritarias de 82 y 80 KDa y dos menos abundantes de 

70 y 62 KDa (Figura 12 C). El peso molecular aparente de las bandas obtenidas reproduce 

las diferentes isoformas de HCS reportadas anteriormente en distintas líneas celulares 

humanas, así como en placenta humana  [13, 14, 49]. El análisis de los extractos de proteínas 

de larvas de Drosophila  utilizando el mismo anticuerpo, revelaron una sola banda de 

aproximadamente 125 KDa (Figura 12 D). La especificidad del anticuerpo anti-HCS se 

confirmó mediante la pre-absorción del suero con la HCS recombinante total unida a perlas 

como se describe en Materiales y Métodos. El anticuerpo pre-absorbido no detectó ninguna 
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de las bandas definidas con el anticuerpo sin tratar en los análisis de “western blot” en los 

extractos proteicos humanos y de las larvas de moscas (Figura 12 C y D, PA anti-HCS). 

  



 - 43 - 

 

 

 

 

Figura 12. Conservación en la secuencia de aminoácidos y perfil de expresión proteica de HCS en 

humanos y Drosophila melanogaster. (A) Representación esquemática de HCS humana y de Drosophila la 
cual muestra la homología en su secuencia: Dominio amino terminal, <10% de identidad (■); Dominio 

intermedio, <30% de identidad (□); Dominio carboxilo terminal, 43% identidad (■). (B) Alineamiento de la 

secuencia del dominio carboxilo terminal de HCS humana y de mosca. (C y D) Análisis de “western blot” de 

extractos celulares de HepG2 (C) y extractos de Drosophila melanogaster (D), usando anti-HCS normal 

(αHCS) o anti-HCS pre-absorbido con HCS total purificada (PA αHCS). Marcadores de peso molecular (MW) 

a la izquierda de cada panel. 
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3.2 La Holocarboxilasa Sintetasa migra al núcleo celular después de la etapa de 

gastrulación en embriones de Drosophila melanogaster. 

 

Para determinar la localización sub-celular de la HCS durante el desarrollo de Drosophila 

melanogaster, examinamos su distribución en embriones mediante la técnica de 

inmunocitoquímica. Utilizando un anticuerpo anti-HCS demostramos que esta proteína es 

depositada por la madre en el blastodermo sincicial temprano y se encuentra distribuida 

uniformemente en el citoplasma (Figura 13 A). Durante las divisiónes nucleares 10 y 13, la 

tinción del ADN con sytox green permite observar que los núcleos migran hacia la periferia 

de los embriones. En esta etapa, la HCS comienza a ser desplazada hacia la periferia de los 

embriones rodeando a los núcleos como una banda densa (Figura 13 B y C). Durante la 

etapa de celularización, en la división nuclear 13-14, la HCS continúa localizándose en el 

citoplasma mientras que los núcleos se separan por membranas (Figura 13 D). Durante la 

fase de gastrulación, la HCS comienza a estar presente en el núcleo de algunas células co-

localizando con el ADN genómico (Figura 13 E), sugiriendo que la HCS migra al núcleo 

celular después de comenzada la diferenciación celular.   
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Figura 13. Tráfico de HCS durante el desarrollo temprano de Drosophila melanogaster. La localización de HCS en 
embriones de distintas etapas de desarrollo fue determinada utilizando un anticuerpo anti-HCS (rojo) y sytox para visualizar 

el ADN (verde) mediante microscopia confocal. La co-localización de HCS y el ADN genómico aparece en amarillo 
después de superponer las dos imágenes (merge). (A) Blastodermo sincicial: HCS está distribuida en el citoplasma. (B) 
Blastodermo sincicial de un embrión en la división nuclear 10: los núcleos se mueven a la periferia del embrión y HCS 
comienza a concentrarse alrededor de los núcleos. (C, D) Embriones en la división nuclear 13 y celularización: HCS 
aparece localizada principalmente en la periferia de los embriones alrededor del núcleo. (E) Embriones en gastrulación: 
HCS está localizada en el citoplasma, pero comienza a aparecer en el núcleo de algunas células. Selección de áreas de 
embriones, indicadas en cuadros blancos, son vistas a mayor aumento para mostrar la localización de HCS con respecto al 
ADN genómico.  
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Para confirmar la presencia de HCS en el núcleo celular, estudiamos su localización en 

glándulas salivales de larvas de Drosophila. Los ensayos de inmunotinción mostraron que la 

HCS se localiza predominantemente en el núcleo de las células de glándulas salivales donde 

colocaliza con el ADN genómico (Figura 14 A). 

 

3.3. La HCS nuclear está localizada en dominios de cromatina enriquecidos con la 

marca epigenética de represión transcripcional H3K9me3 en cromosomas politénicos 

de Drosophila.  

 

Para explorar si HCS nuclear está asociada con la cromatina en células diferenciadas, fueron 

examinados mediante inmunotinción con el anticuerpo anti-HCS, cromosomas politénicos 

aislados de glándulas salivales de larvas de Drosophila. Estos experimentos revelaron que 

HCS es una proteína que se asocia a la cromatina, enriquecida en bandas discretas a lo largo 

de todos los cromosomas. La HCS parece localizarse en bandas de heterocromatina 

enmarcando interbandas de cromatina menos compacta y que representa dominios 

transcripcionalmente activos (Figura 14 B). La especificidad del anticuerpo anti-HCS fue 

confirmada al pre-adsorber el suero con la HCS purificada unida a perlas como se describe 

en Materiales y Métodos. Tal y como se mostró en los “western blot” al pre-adsorber el 

anticuerpo, existe una pérdida completa de señal al incubarlo con cromosomas politénicos 

(datos no mostrados). 
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Para discriminar entre el reclutamiento de la HCS cromosomal a dominios de 

heterocromatina o de eucromatina, se realizaron inmunotinciones para localizar a la HCS 

con respecto a marcas de modificación de las histonas como la trimetilación (H3K9me3) o 

acetilación (H3K9ac) de la lisina 9 de la histona H3. Las marcas epigenéticas H3K9me3 y 

H3K9ac han sido asociadas a cromatina transcripcionalmente reprimida o activa, 

respectivamente [58]. Inmunotinciones de cromosomas politénicos con anticuerpos anti-

H3K9me3 o anti- H3K9ac (en rojo cada una) comparado con la distribución obtenida con el 

anti-HCS (verde) se muestran en la Figura 15 páneles A y B, respectivamente. Las 

inmunotinciones para la marca de la histona H3K9me3 revelan una fuerte co-localización 

con HCS en el cromocentro y en distintas bandas en todos los cromosomas de Drosophila 

melanogaster (Figura 15 A). Estos resultados contrastan con la inmunodetección de la HCS 

comparado con la H3K9ac. En este sentido, HCS (verde) y H3K9ac (rojo) están distribuidas 

en bandas a lo largo de todos los cromosomas, pero sin que aparentemente co-localicen. Las 

bandas rojas y verdes son discretas y la evidencia de amarillo, indicando presencia de las dos 

proteínas, está ausente (Fig. 15 B). La localización independiente de la HCS y H3K9ac se 

evidencia claramente en el cromocentro de los cromosomas politénicos en donde la señal de 

la HCS está fuertemente enriquecida y no hay H3K9ac (Fig. 15 B). Estos datos apoyan  la 

idea de que la HCS nuclear se encuentra asociada con dominios de heterocromatina en 

cromosomas politénicos. 
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Figura 15. Co-localización de HCS con las 

marcas epigenéticas H3K9me3 y H3K9ac 

en cromosomas politénicos. Cromosomas 

politénicos de Drosophila fueron inmuno-
teñidos con el anticuerpo anti-HCS (verde) y 

anticuerpos contra las marcas epigenéticas 

(rojo) H3K9me3 (A) y H3K9ac (B). Se 

muestran como superposición ambas 

imágenes para mostrar co-localización 

(amarillo). (A) Áreas elegidas en los 

cromosomas politénicos, las cuales muestran 

la localización de HCS (verde) relativa a la 

marca de heterocromatina H3K9me3 (rojo) 

dentro de cuadrados blancos a mayor 

aumento. (B) localización de HCS (verde) 

con relación a la marca de eucromatina 
H3K9ac (rojo). Áreas elegidas muestran que 

la HCS no co-localiza (ausencia de amarillo) 

con la H3K9ac, en amplificaciones dentro de 

cuadrados blancos. 
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3.4 La activación de la transcripción mediante choque térmico no causa la disociación 

de la Holocarboxylasa Sintetasa del locus de hsp70 en los cromosomas politénicos de 

Drosophila. 

 

Para explorar la dinámica de la asociación de la HCS a la cromatina durante la activación de 

la transcripción, estudiamos la presencia de esta proteína en el locus de hsp70 en 

cromosomas politénicos obtenidos de glándulas salivales de larvas de Drosophila normales 

y expuestas a choque térmico. El locus de hsp70 está localizado en la posición 87A del 

cromosoma 3R (Figura 16 panel PC no tratados). La dinámica de expresión del hsp70 

inducido por calor ha sido utilizado como una herramienta para determinar la asociación de 

diferentes proteínas con miembros de la maquinaria basal de la transcripción [59-61]. La 

exposición de las larvas a 42ºC por 5 minutos produce la clásica estructura de puff en el 

locus de hsp70 en los cromosomas politénicos, lo cual indica que este dominio ha sido 

activado transcripcionalmente (Figura 16 PC tratados con calor). Nuestros resultados 

muestran que mientras la HCS está presente en el locus silenciado de hsp70 en cromosomas 

de Drosophila (Figura 16, HCS no tratado), y que la formación del puff inducido por calor 

resulta en el desplazamiento de la HCS de este dominio (Figura 16 HCS tratado con calor). 

En estos experimentos, la localización de la proteína de unión a la caja TATA (TBP) ha sido 

utilizada como un control interno, a partir de que se conoce que está presente en el promotor 

del gen de hsp70 no transcrito (Figura 16 TBP no tratado) y desplazado de este dominio tras 

el choque térmico (Figura 16 TBP tratado con calor) [61]. Al fusionar las imágenes de HCS 

y TBP observamos que las dos proteínas co-localizan en el locus de hsp70 inactivo (Figura 

16 no tratado). 

Como control de la especificidad de nuestros resultados, incubamos los cromosomas de 

moscas tratadas previamente con choque térmico, con anticuerpos anti-HCS y componentes 

del complejo de pre-inicio de la RNA pol II, incluyendo subunidades del factor de 

transcripción II H (TFIIH), la XPB y XPD [59, 60] y la RNA pol II fosforilada en la serina 5  

del CTD  (Figura 17). Como se esperaba, el locus de hsp70 activo transcripcionalmente 

mostró una señal intensa de la XPB, XPD y la RNA pol II, mientras que HCS se disocia de 

este dominio (Figura 17). Estos resultados sugieren que la presencia de la HCS en el locus 

de hsp70 se interrumpe después de la activación transcripcional.  
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Figura 17. Localización de HCS, XPB, XPD y la RNA pol II en el dominio de hsp70 en cromosomas 

politénicos tratados con choque térmico. El panel de la izquierda muestra la imagen en contraste de fases de 

los cromosomas politénicos aislados de larvas de Drosophila tratadas con choque térmico, las cuales muestran 

la formación de la estructura de puff en el dominio de hsp70 (dentro de cuadros blancos). El panel de la derecha 

muestra la inmuno-tinción con anticuerpos anti-HCS, las helicasas XPB y XPD, sub-unidades del complejo 
TFIIH, así como la RNA polimerasa II (RNA pol II).  
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3.5 La Holocarboxilasa Sintetasa está presente en la región inactiva 

transcripcionalmente del promotor del gen de hsp70. 

 

Para explorar si la HCS nuclear está asociada in vivo a regiones regulatorias del genoma, 

investigamos el reclutamiento de esta proteína al promotor del gen de hsp70 en larvas de 

Drosophila tratadas o no con choque térmico mediante ensayos de ChIP. El material 

genético inmunoprecipitado con el anticuerpo  anti-HCS, se utilizó para amplificar por 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR), un fragmento de ADN de ~110 pb (+4 al +113) 

del promotor de hsp70 [62], indicando la presencia de HCS en el promotor de hsp70 en 

ausencia de activación transcripcional (Figura 18 A y B, HCS no tratado). La banda no se 

obtuvo cuando el ChIP se realizó en ausencia del anticuerpo anti-HCS (Figura 18 A, HCS 

Mock). Cuando se realizó el ChIP con larvas tratadas con choque térmico, el fragmento de 

amplificación obtenido después del PCR fue 45% menos abundante que en las larvas no 

tratadas (Figura 18 A y B). Como control positivo, los experimentos fueron repetidos 

utilizando un anticuerpo que reconoce a la RNA pol II fosforilada en la Ser 2 (esta 

fosforilación ocurre después de la activación trancripcional del gen de hsp70 permitiendo la 

liberación de la polimerasa del promotor). Los resultados mostraron la ausencia de producto 

del PCR realizado con el material del ChIP de las larvas no tratadas (Figura 18 A y C,  RNA 

pol II no tratadas). Sin embargo, se observó una banda en el PCR del ChIP de las larvas 

tratadas con choque térmico (Figura 18 A y C, RNA pol II inducidas con calor), 

confirmando la presencia de la RNA pol II después de la activación del gen de hsp70 (Figura 

18 A y C).  
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Figura 18. Localización de la HCS y la RNA pol II en el promotor del gen de hsp70. (A) Se realizó ensayo 

de ChIP como se describe en Material y Métodos. La cromatina obtenida de glándulas salivales de larvas de 

tercer instar como control (no tratadas) o tratadas con choque térmico (choque térmico) fue inmuno-precipitada 

utilizando un anticuerpo anti-HCS o anti-RNA pol II. Se realizó amplificación por PCR de 110 pares de bases 
del promotor de gen de hsp70 y los productos fueron separados mediante electroforesis en geles de acrilamida 

y observados con luz UV. El 5% de la cromatina utilizada en el ensayo de ChIP sirvió como control positivo 

del PCR (input). El ChIP fue realizado en ausencia de los anticuerpos para determinar la especificidad y el 
posible ruido en la amplificación por PCR (Mock). Los resultados de tres distintos experimentos usando 

anticuerpos anti-HCS (B) o anti-RNA pol II (C) se presentan como el promedio  error estandar (EE). Las 
diferencias entre las larvas control y las tratadas con choque térmico se observan estadísticamente significativas 

(p0.05). 
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4. Discusión  

Se ha sugerido que la biotina, además de su papel como co-factor de las carboxilasas y 

activador de la vía de transducción de señales HCS-GCs-PKG, podría actuar como marca 

epigenética de las histonas. La localización de HCS en el núcleo celular ha llevado a la 

hipótesis de que esta enzima pudiera ser responsable de la biotinilación de histonas [42, 63-

65], sin embargo, la reciente evidencia de que la biotinilación de histonas no es una 

modificación natural ha dejado sin explicación la función de HCS nuclear [53]. En este 

trabajo, abordamos esta pregunta, examinando el tráfico y localización celular de la HCS 

durante el desarrollo temprano de embriones de Drosophila melanogaster.    

Nuestros resultados mostraron que la HCS es depositada por contribución materna en el 

blastodermo sincicial de Drosophila y se encuentra distribuida uniformemente en el 

citoplasma (Figura 13 B). En los estadios iniciales de desarrollo, la función de HCS puede 

estar limitada a asegurar la biotinilación de las carboxilasas y la homeóstasis metabólica. Al 

avanzar el desarrollo, la HCS comienza a aparecer en el núcleo, en la etapa de desarrollo 

cuando la transcripción cigotica inicia en el embrión (Figura 13 E). En el desarrollo 

temprano de Drosophila, muchas proteínas involucradas en la regulación de la expresión 

génica muestran una localización nuclear seguida de una migración al núcleo en distintas 

etapas. Por ejemplo, la proteína de unión a la caja TATA (TBP) ingresa al núcleo en la 

división mitotica 8 [66], miembros del complejo TFIIH y la RNA polimera II migran al 

núcleo en la división 8-10 y el complejo de la cinasa de CDK migra al núcleo durante la 

celularización [59]. Los múltiples eventos de re-localización de proteínas, que preceden a la 

expresión de genes en el desarrollo temprano de los embriones de mosca son graduales y 

estocásticas, y son parte de un mecanismo de activación transcripcional [67]. La re-

localización de HCS durante el desarrollo de la mosca podría controlar su transición de 

participar en la biotinilación y activación de las carboxilasas en el citoplasma a su papel 

regulatorio en el núcleo. 

En células diferenciadas, la HCS nuclear está asociada a dominios de heterocromatina de 

cromosomas politénicos. HCS aparece abundante en el cromocentro y en múltiples bandas 

en todos los cromosomas en donde co-localiza con la marca de heterocromatina H3K9me3 

pero no con la marca de eucromatina H3K9ac. Estos resultados podrían sugerir que la HCS 

asociada a la cromatina podría estar involucrada en mecanismos de represión de la 

transcripción o en la formación de la heterocromatina. Esta hipótesis está apoyada por el 
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análisis de la localización de HCS en el dominio de hsp70, producto de la amplificación del 

gen de hsp70. La activación transcripcional dependiente de calor de hsp70 puede ser 

monitoreada por la formación de una estructura característica conocida como puff, la cual ha  

facilitado los estudios para determinar la presencia de diferentes factores de transcripción 

durante la activación o represión transcripcional. Nuestros resultados mostraron que 

mientras  la HCS está presente en el locus inactivo de hsp70, en la transcripción activada por 

calor de este gen, HCS es desplazada de este dominio de ADN. En contraste, los 

cromosomas politénicos tratados con choque térmico mostraron un enriquecimiento en el 

dominio de hsp70 de la RNA pol II y las helicasas XPD y XPB, subunidades del complejo 

TFIIH, tal y como se esperaba en un región de ADN activa transcripcionalmente. De manera 

interesante, HCS y TBP un factor necesario para el inicio de la transcripción, comparten una 

dinámica similar durante la transcripción inducida por calor. Esta observación puede ser 

entendida por las demostraciones anteriores en las cuales TBP es pre-ensamblada en el 

dominio inactivo de hsp70 para asegurar una rápida activación de la transcripción de este 

gen [61]. Una vez iniciada la transcripción, TBP ya no es requerida y se retira del promotor 

de hsp70 [25]. 

Nuestros resultados sugieren una asociación de HCS a la cromatina de Drosophila de 

manera parcialmente similar a lo previamente reportado por Zempleni y colaboradores [64]. 

Este grupo utilizó un anticuerpo hecho en conejo que reconoce a la HCS de humano, para la 

detección de la HCS de Drosophila, mostrando que HCS está distribuida uniformemente a lo 

largo de los brazos eucromaticos de todos los cromosomas de Drosophila melanogaster. Sin 

embargo, mientras que sus resultados muestran una inmunotinción intensa en ciertas bandas, 

puffs y telómeros, en nuestro trabajo, HCS parece estar localizada sólo en bandas 

heterocromaticas. El anticuerpo utilizado por este grupo se hizo contra un péptido 

conteniendo la secuencia de la HCS humana EHVGRDDPKALGEEPKQRRGC 

(aminoácidos 58-77) [45] la cual no tiene correspondencia con la HCS de Drosophila, por lo 

que el significado de sus hallazgos es incierto. 

En este estudio, mostramos que mientras en extractos celulares humanos se observan dos 

bandas mayoritarias de 82-80 kDa, las larvas de Drosophila muestran una sola banda de 125 

KDa. Es probable que estas bandas representen diferentes isoformas de HCS ya que al 

competir el anticuerpo con HCS recombinante, la detección mediante “western blot” se 

abate. Diferentes estudios han reportado la presencia de bandas de HCS de 82-80, 70 y 60 

KDa en distintos líneas celulares humanas, así como en placenta humana [13, 14, 49]. Se ha 
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sugerido recientemente la existencia de una relación entre la localización celular de HCS 

humana, citoplásmica o nuclear, con diferentes isoformas de esta, las cuales varían en su 

extremo N-terminal [13]. La región más larga de la HCS de Drosophila es su región N-

terminal, relativo a su alineamiento con la secuencia de sitios activos (Fig. 12), y sugiere un 

papel especie-específico en la región amino-terminal. De manera interesante, el análisis de la 

región N-terminal de otras HCS eucariotas o de proteínas ligasas de biotina, como en C. 

elegans, levaduras y Dictyostelium  discoideum, fallan en revelar alguna similitud a pesar de 

la conservación de la secuencia de su sitio activo. 

En nuestro trabajo, inmunotinciones de cromosomas politénicos de Drosophila resultaron 

ser en una herramienta invaluable para estudiar la dinámica de HCS en la cromatina. Sin 

embargo, es una técnica limitada y de baja resolución, la cual no nos permite caracterizar los 

eventos moleculares que ocurren durante la activación del promotor. Para ampliar la 

información acerca de la presencia de HCS en dominios de ADN regulados 

transcripcionalmente, nos apoyamos en la activación del locus de hsp70 de Drosophila 

melanogaster, la cual permite una observación directa de los eventos moleculares que 

rodean su estado transcripcional. Realizamos experimentos de ChIP en la región del 

promotor del gen de hsp70 para tratar de conocer la participación de HCS en este sitio. Los 

resultados fueron parecidos a la observación hecha en los cromosomas politénicos tratados 

con choque térmico, mostrando la presencia de HCS en el promotor inactivo de hsp70. La 

estimulación con choque térmico resultó en el desplazamiento de HCS  del promotor de 

hsp70, con un enriquecimiento significativo de la RNA polimerasa II activa. Estos resultados 

apoyan la participación de HCS en sitios transcripcionalmente inactivos y confirma su 

disociación del promotor activo transcripcionalmente. Mientras que nosotros examinamos un 

solo gen a este nivel, su extensa pero discreta distribución en regiones de heterocromatina en 

todos los cromosomas y su ausencia en regiones eucromaticas, sugieren un papel  

generalizado de la dinámica de HCS en la cromatina. En el caso de hsp70, es posible que 

HCS contribuya a mantener un estado de represión del gen en ausencia de la inducción por 

calor. Estudios más detallados de genes específicos mostrando la unión de HCS en sus 

regiones promotoras serán necesarios para conocer su papel molecular. 

La participación de HCS en eventos de represión de la transcripción o silenciamiento 

genético podría representar una característica común entre las ligasas de biotina de 

eucariotas y de bacterias. La proteína BirA en E. coli cataliza la biotinilación de la 

carboxilasa acetil-CoA y actúa como un represor del operón de biotina, regulando la síntesis 
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de biotina, mediante la unión directa a secuencias específicas de ADN en el promotor del 

operón de biotina [25, 68]. 

Sin embargo, la pérdida del dominio de unión al ADN en la HCS, sugiere que su 

reclutamiento a dominios de heterocromatina y su función putativa en el silenciamiento 

podría requerir de la interacción con otros factores celulares, los cuales se unan directamente 

al ADN. La localización de HCS en el núcleo de células HeLa es consistente respecto a un 

papel doble para esta enzima en los humanos [49]. En este sentido, HCS mostró estar 

asociada con la cromatina y con la lámina B, el mayor componente de la lámina nuclear 

[69]. Estos resultados podrían asociarse con la co-localización de HCS y la marca de 

heterocromatina H3K9me3 (bandas discretas en los cromosomas) observados en este 

estudio. En núcleos diferenciados, inactivos transcripcionalmente, la represión de regiones 

multigénicas es frecuente en la periferia nuclear, sugiriendo que la unión de un loci genético 

a la lámina nuclear puede causar su silenciamiento [70, 71]. La lámina contribuye al 

silenciamiento genético, al proveer de sitios en los cuales diversos represores puedan 

anclarse [69]. Algunas de estas proteínas están enriquecidas en el cromocentro y en 

dominios teloméricos de los cromosomas politénicos de la mosca, además de unirse a los 

tallos N-terminales de la H3 cuando están metilados en la lisina 9 [72]. Se ha propuesto que 

un gran número de proteínas asociadas a la lámina nuclear, reclutan marcas de H3K9me3 a 

la matriz nuclear en donde se encuentra transcripcionalmente silenciada [69, 72, 73]. La co-

localización de HCS nuclear con la H3K9me3 en múltiples bandas en heterocromatina en los 

cromosomas politénicos, sugiere que esta enzima podría estar participando en la represión de 

dominios de la cromatina como parte de un complejo proteico que incluya a la lamina B y la 

histona H3K9me3. 

Debido a que el papel de HCS es mantener la homeostasis metabólica, al ser activador de las 

carboxilasas dependientes de biotina, resulta difícil generar mutaciones que incluyan 

deleciones del gen de HCS, para explorar su posible función en la supresión de la 

variegación por efecto de posición. Por esta razón, proponemos el uso de la tecnología de 

ARNi para generar Knockdown de HCS en las glándulas salivales y analizar el efecto en la 

activación transcripcional y la represión del locus de hsp70. Estos experimentos podrían 

identificar interacciones genéticas entre HCS y otras proteínas asociadas a la cromatina 

involucradas en la represión transcripcional como HP1 o Su(var)3-9. 
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Hemos demostrado anteriormente que en células humanas HCS regula la expresión de genes 

involucrados en la utilización de biotina a través de la activación de la cascada de traducción 

de señales que involucra a la HCS-GCs-PKG [37, 55]. En este trabajo presentamos 

evidencia de una nueva función para la HCS en la represión de la expresión genética a través 

de un mecanismo que involucra el movimiento de HCS al núcleo y su interacción con 

dominios de heterocromatina. Estos hallazgos amplían enormemente las funciones de HCS, 

además de la biotinilación de las carboxilasas. Un papel más general en la regulación  para 

HCS al mismo tiempo parece enigmático, debido a que la biotina no ha sido implicada. Sería 

importante identificar los factores celulares que reclutan a  HCS a la cromatina, para 

identificar los genes afectados por este mecanismo y para determinar si la biotina, como 

mediador o en relación a su estatus metabólico, tiene un papel en esta nueva función de 

HCS. 
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Discusión General 

 

La biotina constituye un requerimiento necesario para el buen funcionamiento de la célula, 

debido a su función como activador de las carboxilasas dependientes de biotina así como de 

la cascada de señalización citoplásmica que involucra a la HCS-GCs-PKG [8, 37]. Sin 

embargo, a pesar de su función citoplásmica, la biotina y la HCS se localizan dentro del 

núcleo celular [39, 49]. A partir de esta evidencia, surgieron varios trabajos en los cuales se 

propuso que la biotina y la HCS participaban en un proceso al que denominaron 

biotinilación de histonas [33, 42, 44]. Esta marca epigenética se asoció a diversos procesos 

celulares entre los que destaca su efecto en la proliferación y ciclo celular [42, 49], así como 

eventos de transcripción y de respuesta al daño del ADN [48], entre otras. Sin embargo, a 

pesar de estos trabajos, la hipótesis de la biotinilación de histonas quedó descartada, al 

existir inconsistencias en los métodos de detección, específicamente por el uso de 

streptavidina y de los anticuerpos empleados para detectar a la biotina unida a las histonas 

[50, 52]. Estos trabajos demostraron que la biotinilación de histonas es un proceso que no 

sucede de manera natural en las histonas, dejando nuevamente sin respuesta la función 

biológica de esta enzima en el núcleo así como el mecanismo mediante el cual lleva a cabo 

esta función. 

 

Por tal motivo, para explorar la función de HCS en el núcleo recurrimos al uso de 

Drosophila melanogaster como modelo experimental. La relevancia del trabajo con 

Drosophila se expone con detalle en la sección titulada “Tráfico y dinámica de asociación de 

la Holocarboxilasa sintetasa a la cromatina durante el desarrollo de Drosophila 

melanogaster” de esta tesis en el cual es posible concluir que la contribución de los ensayos 

realizados con este modelo experimental, demostraron por primera vez que la HCS es una 

enzima de contribución materna lo cual se relaciona con la función de biotinilación de 

carboxilasas y la homeóstasis metabólica. Una vez que inicia la diferenciación celular la 

HCS migra al núcleo. En este mismo trabajo demostramos que la HCS se encuentra no solo 

dentro del núcleo sino que también está asociada al ADN de los cromosomas politénicos en 

dominios de heterocromatina, y que co-localiza con la marca de tri-metilación de la lisina 9 

de la histona 3 (H3K9me3) involucrada en silenciamiento genético. El uso del gen de hsp70 

para estudiar la localización de la HCS antes y después de la activación transcripcional, nos 

permitió proponer a la HCS como una proteína involucrada en silenciamiento genético, paso 
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importante en el campo de biotina, debido a la falta de información respecto a su función 

nuclear de los últimos años. 

Los ensayos siguientes al trabajo de Drosophila consistieron en explorar si la HCS lleva a 

cabo este mismo papel en células humanas. Para ello, se realizaron ensayos de transfección 

transitoria (Anexo 1). En estos ensayos se utilizó a la HCS fusionada a un dominio de unión 

a ADN para conocer su efecto sobre la expresión del gen reportero luciferasa. Los resultados 

mostraron un decremento de aproximadamente el 40% con respecto al control, lo cual 

concuerda con la función de la HCS como regulador negativo de la transcripción propuesta 

en el trabajo con Drosophila. A pesar de conocer el efecto de silenciamiento en el cual la 

HCS participa,  aún se desconoce el mecanismo por el cual esta enzima lleva a cabo dicha 

función. La hipótesis que proponemos consiste en que la HCS lleva a cabo esta función 

mediante la formación de complejos proteicos al asociarse a otras proteínas represoras, ya 

que como bien se sabe, la HCS carece de un dominio de unión al ADN, contrario a lo que 

sucede con su homologo BirA en E. coli  [23, 55]. Para explorar esta propuesta, se están 

realizando ensayos de pull-down para determinar si HCS interactúa con alguna deacetilasa 

de histonas, lo cual nos permitiría discernir respecto a distintos complejos proteicos 

represores en los cuales HCS actúe a nivel transcripcional.  

 

Por otro lado, mediante ensayos de doble hibrido en levadura (Anexo2) identificamos a la 

proteína nuclear NMNAT1 como proteína de unión a la HCS
58

, la isoforma funcional más 

corta reportada para HCS, la cual mediante ensayos de inmunofluorescencia, se propuso 

como la única isoforma de la HCS con localización nuclear [6, 13, 74].  La posible 

interacción entre HCS
58

 y la NMNAT1 resulta muy atractiva debido a que diversos grupos 

de investigación han demostrado que NMNAT1 es una proteína exclusivamente nuclear y 

que participa en la ruta de biosíntesis de NAD
+
 para proveer de este sustrato a enzimas 

nucleares dependientes de NAD
+
. Dentro de estas enzimas dependientes de NAD

+
, se 

encuentra la proteína SIRT1, sobre la cual la NMNAT1 lleva a cabo sus funciones de 

regulación más relevantes. SIRT1 es una proteína que pertenece a la clase III de las 

deacetilasas de histonas (HDAc), la única clase de HDAc dependientes de NAD
+
. SIRT1 ha 

sido reportada como proteína clave en procesos de metabolismo, neurogénesis y 

supervivencia celular por su habilidad para deacetilar histonas y sustratos distintos a las 

histonas [75]. La interacción entre la HCS y la NMNAT1, está pendiente de comprobación 

por lo que se proponen distintos métodos que permitan comprobar esta interacción, la cual 
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de ser cierta nos indicaría el posible mecanismo por el cual la HCS lleva a cabo su función 

en la regulación negativa del ADN.  

 

La información contenida en esta tesis, muestra a la HCS como una enzima multifuncional, 

ya que participa en distintos eventos, que incluyen la biotinilación de las carboxilasas, la 

participación en la cascada de señalización citoplásmica HCS-GCs-PKG, así como su 

función como represor transcripcional dentro del núcleo. Todas estas características 

permiten colocar a la  HCS dentro del grupo de proteínas del llamado “gene sharing”. Este 

término hace referencia a que la función de una proteína puede estar directamente afectada 

por la expresión diferenciada de su gen, así como que su localización celular refleja su 

función más allá de su catálisis. Con el paso del tiempo son más las proteínas que se 

identifican con este grupo, entre ellas, la Hexocinasa tipo II, fosfoglucosa isomerasa, citrato 

sintetasa y la lactato deshidrogenasa. La función de estas proteínas son claro ejemplo de 

pragmatismo y flexibilidad más que de un solo diseño y un solo propósito [76]. Es claro que 

con lo mostrado en este trabajo la enzima Holocarboxilasa Sintetasa se apega a las 

características de este término, por lo cual aún resulta más interesante conocer las 

implicaciones de esta enzima a nivel nuclear. 

 

Finalmente, existe un largo camino por recorrer que permita determinar las circunstancias, el 

momento, el tiempo y el sitio exacto, que rigen las interacciones de la HCS con la gama de 

proteínas nucleares. El estudio de estos parámetros nos permitiría definir de manera integral 

a una proteína tan versátil como lo es la Holocarboxilasa Sintetasa, de la cual por si fuera 

poco, no solo dependemos a nivel metabólico sino también dependemos del efecto que 

ejerce sobre la expresión genética.   
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ANEXO 1 
 

 

Efecto de la Holocarboxilasa 

sintetasa sobre la expresión 

génica en la línea celular 

HepG2. 
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El trabajo realizado con Drosophila melanogaster nos permitió proponer que la HCS nuclear 

se encuentra asociada a eventos de represión transcripcional. Tras esta propuesta, surgieron 

varias cuestiones por explorar, sin embargo, consideramos importante conocer si el efecto 

observado dentro del núcleo celular en D. melanogaster se comparte en células de origen 

humano en donde han sido caracterizadas las funciones citoplásmicas en las que la HCS está 

involucrada, es decir, la biotinilación de carboxilasas y la regulación de la transcripción 

génica mediada por la cascada de señalización que involucra a la HCS-GCs-PKG [8, 37]. El 

análisis de manera global involucrando esta nueva función de la HCS en el núcleo celular, 

podría ayudarnos a comprender ampliamente la biología de esta enzima. 

  

Para conocer si el efecto negativo sobre la expresión génica se mantiene en células humanas 

recurrimos al uso de un sistema heterólogo. En este sistema se utilizan dos vectores, uno de 

ellos, el vector pM se utiliza para generar proteínas de fusión al dominio de unión al ADN 

del factor de transcripción Gal4 (Gal4DBD). Utilizando este vector se obtiene una proteína 

híbrida que contiene la secuencia de unión al ADN en su extremo 5’ y que es dirigida al 

núcleo mediante la secuencia de localización nuclear de Gal4. La transcripción de la proteína 

híbrida está regulada por el promotor y la señal de terminación polyA del virus SV40 

(Figura 19 a). Por otro lado, el vector Gal4-tk-luc, es un vector que contiene a la luciferasa 

como gen reportero, este gen está bajo el control de los elementos de respuesta a Gal4 

presentes en un consenso de cinco sitios de unión a Gal4 y del promotor de la tirosin-cinasa 

(tk) (Figura 19 b). Los vectores son co-transfectados dentro de una línea celular hospedera 

utilizando los métodos convencionales. Unas horas después, el efecto de la proteína de 

interés se observa mediante la expresión del gen reportero (Figura 19 c). En ausencia de la 

activación de los sitios de Gal4 no se observan niveles significativos de luciferasa, lo que 

resulta en una baja expresión del gen [77].  
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Figura 19. Representación esquemática de los vectores de transfección pM y Gal4-tk-luc utilizados en el 

sistema heterólogo. a) El vector pM permite generar una proteína de fusión al dominio de unión al ADN de 

Gal4. b) El vector Gal4-tk-luc contiene al gen reportero luciferasa. c) Unión de la proteína de fusión a los 

elementos de respuesta a Gal4 y la expresión del gen reportero. 

 

 

El sistema heterólogo, en este caso, consistió en el uso de la proteína híbrida Gal4DBD-

HCS, la cual fué co-transfectada con el vector reportero en células HepG2 mediante 

trasnfección transitoria.   

 

Clonación de la HCS en el vector pM. 

El ADNc de la HCS (2.2Kb) fue amplificado a partir de la construcción pCMV-3T/HCS 

utilizando los siguientes oligos específicos: sentido 5’- AA GAA TTC ATG GAA GAT 

AGA CTC CAC ATG GAT y anti-sentido 5’- AA CTC GAG TTA CCG CCG TTT GGG 

GAG GAT G que contienen los sitios de restricción para las enzimas EcoRI y XhoI, 

respectivamente. El producto de PCR fue clonado en el vector pM (Clontech) para generar 

una proteína de fusión al dominio de unión al ADN del factor de transcripción Gal4 

(Gal4DBD-HCS). Esta clonación se realizó mediante el uso de extremos cohesivos 

compatibles entre XhoI y SalI. 
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(≈3.5 Kb)
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proteína de 

interés
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a)
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mRNA
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5X Gal4 tk luciferasa

Vector

Gal4-tk-luc
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Cultivo celular. 

Las células HepG2 se mantuvieron en medio D-MEM (Gibco) suplementado con FBS al 

5%, con los siguientes antibióticos: Penicilina (100U/ml), Streptomicina (100µg/ml) y 

Kanamicina (100µg/ml). Las células se incubaron a una temperatura de 37°C y 5% de CO2.  

 

Ensayos de Transfección Transitoria. 

Los ensayos de transfección se realizaron en células HepG2 con una confluencia aproximada 

de 4x10
5
 células/pozo. La transfección se realizó de acuerdo al método de fosfato de calcio. 

Para ello se realizó una mezcla de ADN (vectores), CaCl2 (2.5M) y bufer de precipitación de 

ADN 2X (50mM Hepes, 10mM KCl, 280mM NaCl, 12mM Glucosa, 1.5mM Na2HPO4, 

pH7). Un grupo de células fue transfectado solo con el vector Gal4-tk-luc como control de la 

expresión basal del reportero, un segundo grupo se co-trasfectó con la construcción 

Gal4DBD-HCS y el vector reportero y el último grupo con la construcción Gal4DBD-

HDAC1 (donada por el Dr. Tonatiuh Barrio-García) y Gal4-tk-luc. Los ensayos de 

transfección transitoria se realizaron por triplicado utilizando en cada uno de ellos 1 µg de 

ADN correspondiente. Las células fueron incubadas con la mezcla entre 6-8 horas en las 

mismas condiciones de cultivo celular. Después de este tiempo, el medio se retiró y las 

células se lavaron dos veces con PBS 1X y finalmente se dejaron recuperar en dos mililitros 

de medio D-MEM hasta su análisis. 

 

Obtención extracto total. 

Las células transfectadas fueron lavadas dos veces con PBS a temperatura ambiente, y 

colocados en cada pozo con 200 µl de bufer de lisis (2mM NaEDTA, 1% Triton X-100, 

0.1M KH2PO4 pH7.8, 1mM DTT) y se incubaron durante 20 minutos a 4°C. El homogenado 

fue traspasado a tubos eppendorf y centrifugados durante 30 segundos a 13,200 rpm.  El 

sobrenadante obtenido fue utilizado inmediatamente para los ensayos de cuantificación de la 

expresión de β-gal y luciferasa. 

 

Ensayo de β-gal. 

Se mezclaron e incubaron 20 µl del sobrenadante obtenido más 100 µl de bufer RX (100 

mM Na3PO4 pH 8, 1 mM MgCl2, Galactón) a temperatura ambiente durante una hora. Para 
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realizar la lectura correspondiente, se anexó 100 µl de acelerador II (Tropix) a cada muestra 

y la expresión de β-gal fue cuantificada en el luminómetro (Monolight 3010 pharmingen 

BD). 

 

Ensayo de luciferasa. 

Para este ensayo fueron mezclados 100 µl de sobrenadante y 100 µl de solución RX (Bufer 

KTME [Tricina pH7.8, 10 mM MgSO4, 2 mM EDTA], 0.86 mM DTT, 1.8 mM ATP y 

luciferina (BD Biosciences) y se tomo lectura en el luminometro. 

 

Análisis Luc/β-gal. 

La actividad de luciferasa fue normalizada con respecto al valor obtenido de β-gal en células 

HepG2 transfectadas únicamente con el vector reportero Gal4-tk-luc. Los ensayos se 

realizaron por triplicado en tres ocasiones distintas. 

 

Para determinar el efecto de la HCS sobre la expresión del gen reportero luciferasa, la 

construcción Gal4DBD-HCS fue co-transfectada con el vector Gal4-tk-luc en células 

humanas HepG2 mediante transfección transitoria. Como control positivo se utilizó a la 

enzima deacetilasa de histonas 1 (HDAC1), por su efecto negativo bien conocido sobre la 

expresión genética. La HDAC1 es una proteína de 482 aa,  la cual pertenece a la clase I de 

las deacetilasas de histonas y en conjunto con la HDAC2 tienen exclusiva localización 

nuclear. La HDAC1 forma parte de complejos de proteínas que modulan su actividad de 

deacetilación y unión al ADN. Existen tres complejos en los que HDAC1 participa: Sin3, 

NuRD y Co-REST. La interacción con las proteínas que constituyen cada complejo le 

permite a la HDAC1 llevar a cabo su función de silenciamiento genético [78-80]. 

 

Los resultados de este experimento revelaron que la expresión de la proteína de fusión 

Gal4DBD-HCS en células HepG2 reduce en un 40% la actividad de luciferasa con respecto 

a las células control (Figura 20). Por otra parte, la expresión de la proteína Gal4DBD-

HDAC1 resultó en una disminución del 60% en la actividad de luciferasa. Estos resultados 

muestran que la HCS comparte con la HDAC1 el mismo patrón de represión sobre el gen 
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reportero de luciferasa. Estos datos nos permiten confirmar que la HCS nuclear participa en 

eventos de represión transcripcional como se observa en los ensayos con D. melanogaster. 

 

 

 

 

 

Figura 20. Efecto de la HCS y la HDAC1 sobre la expresión del gen reportero luciferasa.  Células HepG2 

fueron  transfectadas con las construcciones Gal4-tk-Luc, Gal4DBD-HCS y Gal4DBD-HDAC1. El efecto de 

estas proteínas fue analizado sobre la expresión del gen reportero luciferasa.  

 

 

Los resultados obtenidos mediante los ensayos de transfección nos permiten demostrar de 

manera preliminar que la regulación negativa de la HCS sobre la expresión génica sucede en 

D. melanogaster, así como en células de origen humano. Estos datos resultan de gran interés 

debido a que nos permite sugerir que la función dentro del núcleo celular de la HCS está 

conservada; sin embargo es necesario realizar ensayos que involucren a distintas especies 

para poder reforzar la idea de la conservación funcional dentro del núcleo de la HCS. 

 

Respecto al papel de la HCS en el núcleo, es necesario recordar que esta enzima no puede 

llevar a cabo su función sobre la regulación transcripcional de manera directa, es decir, que 
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la HCS no puede unirse por sí sola al ADN, debido a que la HCS humana carece de un 

dominio de unión al ADN, contrario a su homologo en bacteria BirA, la cual actúa como un 

represor del operon de biotina, una vez que el medio en el que se encuentra esté saturado de 

esta vitamina [25]. Por tal motivo, hemos propuesto que el papel nuclear de la HCS sobre la 

regulación transcripcional es mediante la formación de complejos multiproteicos, en los 

cuales la HCS se une a distintas proteínas nucleares. Esta hipótesis ha empezado a abordarse 

en el laboratorio mediante el uso de distintos ensayos como el doble hibrido en levadura 

(anexo 2) y mediante ensayos de pull-down con los cuales se planea identificar si la HCS 

interactúa con alguna de las deacetilasas de histonas la cual le permitiera a la HCS ejercer su 

efecto negativo sobre la expresión génica. El identificar alguna proteína nuclear de 

interacción con la HCS podría ayudarnos a asociar a la HCS con algún complejo represor y 

comenzar a desentrañar el mecanismo por el cual la HCS regula la actividad transcripcional. 

 

Dentro de las interrogantes arrojadas por los ensayos previos, existe la duda respecto a si la 

función de la HCS como regulador negativo es dependiente o no de biotina. Para abordar 

esta pregunta se planearon ensayos de transfección transitoria con la proteína HCS normal y 

una HCS que contiene una mutación en el sitio de unión a biotina. Los resultados de este 

ensayo nos permitirían tratar de explicar porque los pacientes con deficiencia múltiple de 

carboxilasas no presentan un cuadro mucho más grave en tiempo y forma al afectar la 

regulación genética mediada por la HCS nuclear.  
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ANEXO 2 

 

Identificación de proteínas 

que interactúan con la 

Holocarboxilasa sintetasa. 
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A pesar de la función citoplásmica de la HCS, esta enzima también ha sido localizada dentro 

del núcleo celular [49]. En 2010 Poliak y col realizaron un estudio en el cual identificaron la 

localización celular de las tres isoformas propuestas de la HCS, conocidas como HCS-Met
1
, 

HCS-Met
7
 y HCS-Met

58
. Los resultados demostraron que la isoforma HCS-Met

58
 es la única 

con localización citoplásmica y nuclear [6, 13, 14]. Debido a que la HCS carece de un 

dominio de unión al ADN, como sucede con su homóloga en bacteria BirA [8], propusimos 

la hipótesis de que la HCS nuclear lleva a cabo sus funciones de represor transcripcional 

mediante la unión a otras proteínas como parte de un complejo multi-proteico. Para 

comenzar a estudiar esta idea, en el laboratorio se propuso la realización de un ensayo de 

doble hibrido en levadura, utilizando específicamente a la HCS-Met
58

 como proteína carnada 

la cual nos permitiría identificar proteínas nucleares blanco de interacción a la HCS. 

  

El ensayo de doble hibrido en levadura se basa en la característica de varios factores de 

transcripción en eucariotas, los cuales están compuestos por dos dominios funcionalmente 

independientes y físicamente separados. El factor de transcripción GAL4 de levadura, 

contiene un dominio de unión a ADN (DNA-BD) y un dominio de activación transcripcional 

(AD por sus siglas en ingles). El dominio de unión a ADN reconoce y se une a los UAS 

(Upstream Activation Site) en la región río arriba de los genes de respuesta a GAL4, 

mientras que el dominio de activación interactúa con otros componentes de la maquinaria de 

transcripción necesarios para iniciar la trancripción, siendo necesarios ambos dominios para 

activar al gen  [81]. 

 

En el sistema de doble hibrido, se utilizan dos diferentes vectores de clonación (pAS2.1 y 

pACT2) para generar los dominios de GAL4 fusionados a proteínas que potencialmente 

interactúan una con otra. Las proteínas hibridas son co-expresadas en levadura y dirigidas al 

núcleo de la célula. Si se obtiene interacción entre las dos proteínas híbridas, el activador 

transcripcional GAL4 se reconstituye funcionalmente y llevará a cabo la activación de la 

transcripción de los genes reporteros lacZ y HIS3, lo que permite que la interacción proteica 

sea fenotípicamente detectable [81]. 

 

Utilizando este principio, se utilizó a la HCS
58

 fusionada al dominio de unión al ADN 

(HCS
58

-pAS2.1) y una librería de hígado humano fusionada al dominio de activación de 

GAL4 (DNAc-pACT2). Mediante este ensayo identificamos distintas proteínas, entre las 

cuales sobresale una proteína con  exclusiva localización nuclear. 
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Clonación HCS
58

- pAS2.1.  

El ADNc de la HCS
58

 (2Kb) fue amplificado a partir de la construcción pQE-HCS total 

(donada por el Biol. Rafael Cervantes-Roldan) mediante PCR utilizando oligos específicos: 

sentido 5´-AA GAA TTC ATG GAG CAT GTT GGC AGA GA y anti-sentido 5´-TT GTC 

GAC CCG CCG TTT GGG GAG GAT cada uno de ellos contienen sitios de restricción para 

las enzimas EcoRI y SalI respectivamente. El producto de la amplificación fue clonado en el 

vector pAS2.1 (Clontech). 

 

Doble híbrido en levadura y tamizaje de la librería de ADNc 

El ensayo de doble híbrido en levadura se realizó de acuerdo con el método de acetato de 

litio, basados en el protocolo del proveedor [81]. La biblioteca de ADNc de hígado humano 

y la construcción HCS-pAS2.1 fueron co-transformadas dentro de la cepa de levadura Y190. 

Aproximadamente 5x10
6
 levaduras fueron co-transformadas para realizar el tamizaje,  e 

incubadas en platos con medio mínimo -Leu-Trp-His y una concentración de 55 mM de 

3’AT (Sigma). Las colonias fueron seleccionadas después de 10 días de incubación a 30°C y 

confirmadas mediante ensayos de β-galactosidasa en filtro. Los plásmidos fueron extraídos 

de la levadura y re-transformados en E. coli. Las clonas positivas fueron secuenciadas para 

su identificación.  
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En el ensayo de doble híbrido en levadura  obtuvimos un total de 12 proteínas; 8 de 

secreción, una proteína de membrana, dos proteínas citoplásmicas y una con localización 

nuclear (Tabla 3). Además se obtuvieron proteínas consideradas como falsos positivos 

propios del sistema de doble híbrido. 

 

 

 

1 Homo sapiens complement factor B (CFB) Secreción 

2 Homo sapiens complement component 3 (C3) Secreción 

3 Homo sapiens MT-RNR2-like 8 (MTRNR2L8) Secreción 

4 
Homo sapiens leptin receptor (LEPR), transcript 

variant 3 
Membrana plasmática 

5 Homo sapiens haptoglobin (HP) Secreción 

6 Homo sapiens albumin (ALB) Secreción 

7 Homo sapiens alanyl-tRNA synthetase (AARS) Citoplasma 

8 
Homo sapiens alpha-1-microglobulin/bikunin 

precursor (AMBP) 
Secreción 

9 
Homo sapiens apolipoprotein H (beta-2-

glycoprotein I) (APOH) 
Secreción 

10 
Homo sapiens nicotinamide nucleotide 

adenylyltransferase 1 (NMNAT1) 
Núcleo 

11 
Homo sapiens antizyme inhibitor 1 (AZIN1), 

transcript variant 1 y 2 
Citoplasma 

12 
Homo sapiens fibrinogen gamma chain (FGG), 

transcript variant gamma-A y B 
Secreción 

 

Tabla 2. Proteínas posibles blanco de interacción a la HCS
58

. Mediante un ensayo de doble híbrido en 

levadura, se obtuvieron 12 proteínas de unión a la HCS58de las cuales sólo una tiene exclusiva localización 

nuclear. 

 

 

Debido a nuestro interés en conocer el mecanismo por el cual la HCS lleva a cabo sus 

funciones nucleares, la presencia de la proteína NMNAT1 en nuestros resultados es de gran 

relevancia. La enzima NMNAT1 (Número de acceso en NCBI: NP_073624.2) de 279 aa es 

una proteína exclusivamente nuclear y participa en la ruta de biosíntesis de la molécula 

NAD
+
 para proveer de este sustrato a las enzimas nucleares dependientes de NAD

+
 [82]. La 

NMNAT-1 regula a nivel transcripcional las enzimas dependientes de NAD
+
 de la familia de 

las sirtuinas, especialmente la proteína SIRT1. SIRT1 es una deacetilasa que regula la 

estructura de la cromatina y la transcripción de genes a través de la modificación de 

proteínas asociadas a cromatina, incluyendo histonas, factores de transcripción, 

correguladores y componentes de la maquinaria basal de transcripción. Asimismo, SIRT1 es 
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reclutada a promotores de genes al interactuar directamente con estos factores de 

transcripción y puede tener un efecto de activación o represión, dependiendo de los factores 

específicos con los que interactúa [83]. 

NMNAT-1 y SIRT1 co-localizan en los mismos promotores, por lo que se consideró la 

posibilidad de que SIRT1 reclute a NMNAT-1 a sitios específicos en la cromatina. Se ha 

propuesto que la interacción con la NMNAT1 podría regular la actividad de SIRT1 de dos 

maneras: la primera mediante la proximidad de NMNAT-1 con SIRT1, que permita una 

mayor eficiencia en la utilización de NAD
+
 por parte de SIRT1 y la segunda, por medio de 

una interacción alostérica con NMNAT-1 para activar, reprimir o aumentar la actividad 

enzimática de ambas enzimas [83].  

 

Si la interacción entre la HCS
58

 y la NMNAT1 se lleva a cabo, es posible proponer que el 

mecanismo por el cual esta enzima está regulando la expresión genética es mediante la 

formación de un complejo dependiente de NAD
+
, el cual podría involucrar a la HCS en 

procesos variados como lo son la diferenciación celular, metabolismo y señalización entre 

otros. 

 

Debido a que el ensayo de doble híbrido se realizó solo una vez, consideramos que la 

interacción entre estas dos proteínas debe de ser corroborada. Para ello, proponemos 

distintos ensayos en células humanas así como en levadura que permitirían explorar de una 

forma más exhaustiva y profunda la posible interacción de la HCS
58

 y la NMNAT1. 

 

En los ensayos con levaduras proponemos realizar una co-transformación utilizando a la 

HCS
58

-pAS2.1 y la NMNAT1-pACT2, de manera tal, que de haber interacción entre ellas, 

las levaduras transformadas con los plásmidos sean capaces de crecer en los medios 

mínimos y se sometan a ensayos de  β-gal en filtro o en líquido que permitan confirmar 

dicha interacción. Así mismo, en levadura proponemos la realización de un nuevo tamizaje 

que nos permitiera identificar otras proteínas nucleares que interactúen con la HCS
58

 y de 

este modo explorar alternativas del probable mecanismo por el que la HCS actúa en el 

núcleo. 

 

Respecto a los ensayos con células humanas proponemos ensayos de inmunofluorescencia 

para identificar si la HCS
58

 y la NMNAT1 co-localizan específicamente dentro del núcleo 

celular. Para estudiar de manera puntual la posible función de la HCS
58

 y la NMNAT1, 
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proponemos un ensayo de ChIP con el cual fuera posible identificar si la HCS
58

 se encuentra 

en los promotores de genes regulados por la NMNAT1 y SIRT1. Por otro lado, podrían 

realizarse ensayos de inmunoprecipitación con un anticuerpo que reconozca a la HCS e 

identificar la presencia de otras proteínas conocidas que forman parte del complejo de la 

NMNAT, por ejemplo, SIRT1. Otro ensayo que nos permitiría identificar la interacción 

física de la HCS
58

 y la NMNAT1 sería mediante pull-down, en el cual la HCS
58

 se utilice 

como carnada fusionada a GST y la NMNAT1 sea expresada en el sistema TNT con 

incorporación de metionina radioactiva para su identificación mediante SDS-PAGE. 

 

En esta sección hemos mostrado de manera preliminar los resultados obtenidos de un ensayo 

de doble hibrido en levadura, tratando de identificar proteínas nucleares que interactúen con 

la HCS
58

. Los resultados obtenidos proponen a la NMNAT1 como blanco de unión a la 

HCS, por lo que estos resultados han sido retomados por distintos integrantes del laboratorio 

para su corroboración, ya que el hallazgo de la proteína NMNAT1 es de gran relevancia por 

su función nuclear y de interactuar con la HCS probablemente nos indique el mecanismo por 

el cual la HCS actúa a nivel transcripcional. 
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PUBLICACIONES 
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Figura 21. Portada de la revista Molecular Genetics and Metabolism. El Dr. Edward McCabe, editor en jefe de esta revista 

seleccionó nuestro artículo para aparecer en la portada correspondiente al mes de Julio de 2011. 
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