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1. RESUMEN 

 

La biotina en concentraciones farmacológicas modifica la expresión de diversos 

genes entre los que destacan algunos que tienen un papel central en el 

metabolismo de la glucosa y de los lípidos.  De acuerdo con estos hallazgos se ha 

encontrado que la suplementación de biotina mejora la homeostasis de glucosa, 

por lo que se han desarrollado medicamentos disponibles comercialmente que 

contienen dosis farmacológicas de biotina solas o en combinación con otros 

fármacos para el tratamiento de dislipidemias y diabetes. A pesar de su uso y 

disposición comercial existen pocos y controversiales estudios que evalúan su 

toxicidad y no existen reportes que evalúen aspectos como su efecto sobre los 

Citocromos P540 in vivo a excepción del CYP1B1 in vitro. 

Estudios de microarreglos encontraron que la suplementación con biotina aumenta 

el mRNA que codifica para el CYP1B1 in Vitro, en células mononucleares de 

sangre periférica y la activación transcripcional de este gen fue asociada con un 

aumento en la actividad de CYP1B1 en linfocitos humanos y con el aumento de la 

frecuencia de rompimiento de hebras de DNA de cadena sencilla.  

Los CYP450 son una superfamilia de enzimas que metabolizan compuestos 

endógenos y exógenos denominados “xenobióticos”. La expresión de estas 

enzimas puede ser inducida o inhibida teniendo diversas repercusiones que 

pueden causar efectos adversos en la salud, por lo que el objetivo principal de 

este estudio fue evaluar en un modelo in vivo, el efecto producido por la 

administración de dosis farmacológicas de la vitamina biotina en la expresión y 

actividad de los CYP450 1A1, 1A2, 1B1, 2E1 y 3A2; enzimas que  participan en el 

metabolismo de  compuestos pro-carcinógenos, fármacos de uso habitual y 

diversos compuestos endógenos,  mediante la determinación de los niveles de 

RNA mensajero, proteína y actividad enzimática en hígado de ratas. Se usaron 

ratas macho de la cepa Wistar que se dividieron en ocho grupos, cuatro control y 
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cuatro experimentales (4 animales por grupo). Los grupos experimentales se 

trataron diariamente con biotina en dosis de 2 mg/kg vía intraperitoneal por 1, 3, 5 

y 7 días y se sacrificaron por dislocación cervical 24 horas después de la última 

administración. Los grupos control se trataron exactamente igual que los 

experimentales pero se les inyectó con el vehículo (amortiguador de fosfatos). 

Posteriormente, se determinaron los niveles de RNA mensajero mediante PCR en 

tiempo real y los niveles de proteína por Western blot. La actividad enzimática fue 

determinada mediante el uso de sustratos específicos.  

Los resultados obtenidos mostraron que la administración de biotina vía IP en el 

modelo de rata modificó la transcripción de las sub-familias 1A y 1B, pero no 

produjó cambios ni en la actividad ni en la concentración de las proteínas 

estudiadas; lo que sugiere que estas enzimas también están siendo reguladas 

postranscripcionalmente.   

Se confirmó la carencia del efecto de biotina en la actividad de CYP1A1 por medio 

de otras estrategias experimentales como: i) co-tratamiento de los animales con 

biotina (2mg/kg, i.p.) + BaP (un inductor conocido de CYP1A); ii)  adición de 

biotina a la mezcla de reacción para medir la actividad de CYP1A1 y CYP1A2; iii) 

ensayo de Ames con fracciones S9 de ratas tratadas con biotina. 

Los resultados indican que la biotina no interfiere con la actividad de CYP1A y 

sugieren que no influye en el metabolismo de xenobióticos mediado por CYP1A. 
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2. ABSTRACT 
 

Pharmacological doses of biotin affect the expression of several genes, some 

which have a central role on glucose and lipid metabolism. In agreement with these 

findings, it was found that biotin supplementation improves glucose and triglyceride 

homeostasis, wich has led to the development of commercially available 

medications containing pharmacologically amounts of biotin alone or in 

combination with other drugs for the treatment of dyslipidemias and diabetes. 

Despite its commercial use and disposal, few and controversial studies have 

addresed the toxicity of biotin and there are no reports that assess aspects such as 

its effect on cytochrome P540 in vivo with the exception of CYP1B1 in vitro. DNA 

microarray studies have provided evidence that biotin supplementation increases 

the levels of mRNA encoding cytochrome 1B1 (CYP1B1) in human peripheral 

blood mononuclear cells in vitro. In addition, the transcriptional activation of this 

gene was associated with increased activity of CYP1B1 in human lymphoid cells 

and with the increased frequency of single-stranded DNA breaks. 

CYP enzymes are a superfamily of enzymes that metabolize endogenous 

compound and foreing substances (xenobiotics). CYP expression is subject to 

induction or inhibition that results in adverse health effects, so the main objective of 

this study was to analyze the effect of pharmacological doses of biotin on the 

modulation of gene expression and activity of CYP450 1A1, 1A2, 1B1, 2E1 and 

3A2 isoforms; enzymes that are involved in the metabolism of procarcinogens, 

commonly used drugs and various endogenous compounds by determination of 

messenger RNA levels, protein and enzyme activity in rat liver. 

 

Male rats of Wistar strain were divided into eight groups, four control and four 

experimental (4 animals per group). The experimental groups were treated daily 

with biotin, (2mg/kg, intraperitoneally) for 1, 3, 5 and 7 days, and sacrificed by 

cervical dislocation 24 hours after the last administration. The control groups were 

treated exactly like the experimental but injected with vehicle (phosphate buffer). 
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The mRNA levels were determined by real time PCR, the protein levels by Western 

blotting and the enzyme activity was determined by using specific substrates. 

 

Compared to controls, biotin modified the mRNA of CYP1A1 and CYP1A2 while 

enzyme activity and protein concentration were not affected. Increased mRNA 

level was not correlated with the protein or activity suggesting that these enzymes 

are also being regulated post-transcriptionally.  

 

The lack of effect of biotin on CYP1A1 activity was confirmed with other 

experimental strategies such as: i) co-treatment of animals with biotin (2mg/kg, ip) 

+ BaP (a known CYP1A inducer), ii) addition of biotin to the reaction mixture for the 

measurement of CYP1A1 and CYP1A2 activities and iii) Ames test with S9 

fractions from rats treated with biotin.  

 

The results indicate that biotin do not interfere with CYP1A activity, and suggest 

that it does not influence the CYP1A-mediated metabolism of xenobiotics. 
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3. ABREVIATURAS 
 

ACC1   Acetil CoA carboxilasa 1 (citosólica) 

ACC2   Acetil-CoA carboxilasa 2 (mitocondrial) 

AhR    Receptor de arilhidrocarburos 

B[a]P   Benzo(a)pireno 

CAR   Receptor constitutivo de androstano 

cDNA     ADN complementario 

CYP   Citocromo P450  

CYP1A1  Citocromo P540 1A1 

CYP1A2  Citocromo P540 1A2 

CYP1B1  Citocromo P540 1B1 

CYP2E1   Citocromo P540 2E1 

CYP3A2   Citocromo P540 3A2 

DMSO   Dimetilsulfóxido  

EDTA   Ácido etilendiamino tetra-acético 

EROD    Etoxirresorufin-O-demetilasa 

FAD   Flavin adenin dinucleótido 

FMN   Flavin mononucleótido 

GC   Guanilato ciclasa  

GMPc   Guanosín monofosfato cíclico 

HCS   Holocarboxilasa sintetasa 

IUPAC   International Union of Pure and Applied Chemistry nomenclature 

kDa   kiloDalton 
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MCC   β-metilcrotonil-CoA carboxilasa  

mg   Miligramo 

min   Minuto 

miRNA   Micro RNA 

mL   Mililitro 

mM   Milimolar 

mRNA   Ácido ribonucleíco mensajero 

MROD   Metoxirresorufin-O-demetilasa 

NADH+H  Nicotinamida adenina nucleótido (forma reducida) 

NADPH   Nicotinamida adenina nucleótido (forma reducida y fosforilada) 

PC   Piruvato carboxilasa  

PCC   Propionil-CoA carboxilasa 

PCR   Reacción en cadena de la polimerasa 

RE   Retículo endoplásmico 

S9    Fracción postmitocondrial 

SMVT   Transportador multivitamínico dependiente de sodio 

XRE    Elemento de respuesta a xenobióticos 
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4. ANTECEDENTES 
 

4.1 La Biotina 
 

La biotina (del griego bios, “vida”),  es una vitamina hidrosoluble del complejo B 

también llamada vitamina H, vitamina B7 o coenzima R (Zempleni et al. 2009; 

Medical Dictionary 2011), cuya función más conocida en el organismo es la de 

actuar como grupo prostético de las carboxilasas las cuales catalizan reacciones 

claves de carboxilación del metabolismo intermediario (Chapman-Smith y Cronan 

1999; McMahon 2002). 

Los humanos como otros mamíferos no podemos sintetizarla, de tal forma que 

debemos obtenerla de la dieta, las fuentes animales que la contiene son la carne,  

leche, yema de huevo, el hígado o vísceras en general y las fuentes vegetales que 

la aportan son la levadura de cerveza, las setas, los cereales, guisantes y nueces. 

Las bacterias intestinales la sintetizan en menor cantidad por la síntesis de novo 

(Said 2012). 

 

 

4.1.1 Historia 

 
En 1901, E. Wildiers descubre que la levadura necesita un factor especial de 

crecimiento al que denomina "factor bios". En siguientes investigaciones al "factor 

bios" se le denominó biotina (Lanska 2012). 

En 1916, Bateman, observó que las ratas alimentadas con una dieta basada en 

clara de huevo cruda como única fuente de proteína, presentan un síndrome 

caracterizado por trastornos neuromusculares, dermatitis grave y pérdida de pelo. 

En 1927, Boas, en Inglaterra, reportó que la alimentación con clara de huevo 

producía dermatitis en ratas (Boas 1927). 

En 1931, P Giörgy descubre en el hígado un factor curativo del trastorno producido 

por la clara de huevo al que denominó vitamina H, tomando la primera letra de la 

palabra piel en alemán: haut  (Melo V. 2004). 
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En 1935, Kögl y Tönnis aislaron a partir de la yema de huevo en forma cristalina 

un factor esencial para el crecimiento de levadura al que llamaron biotina (Kogl 

1932). Después se demostró que esta última y el factor que protegía contra la 

toxicidad de la clara de huevo son uno mismo. 

En 1942, Kögl y col. en Europa, y Du Vigneaud y col. en Estados Unidos 

identifican la estructura química de la biotina y la sintetizan poco tiempo después. 

Entre tanto, la naturaleza del antagonista de la biotina en la clara de huevo fue 

objeto de estudios extensos. El compuesto resultó ser una proteína, aislada por 

vez primera por Eakin y col. en 1940 y la denominaron avidina. Esta última es una 

glucoproteína que en la clara de huevo cruda se une con gran afinidad a la biotina 

y así, evita su absorción. Este efecto se puede evitar al cocer la proteína de la 

clara de huevo (Dakshinamurti y Chauhan 1989). 

 

Hacia la década de los 50s se habían identificado tres formas de biotina, además 

de la biotina libre: biocitina (e-biotinil-L-lisina), y los sulfóxidos D y L de la biotina. 

Si bien las formas derivadas de la biotina son activas para apoyar el crecimiento 

de algunos microorganismos, se desconoce su eficacia como sustitutos de la 

biotina en la nutrición humana. Para entonces quedó bien establecido que la 

biotina forma parte de las enzimas carboxilasas que actúan en el metabolismo de 

la glucosa, ácidos grasos, aminoácidos y purinas. 

 

 

 

 4.1.2 Propiedades fisicoquímicas 

 

El nombre químico de la biotina asignado por la IUPAC es ácido hexahidro-2-oxo-

1H-tieno-[3,4-d]imidazol-4-pentanoico. Es un ácido monocarboxílico con peso 

molecular de 244.31 g/ mol, hidrosoluble (0.02% p/v) y en etanol (0.08% p/v), 

estable al calor y susceptible a la oxidación. Su estructura química consiste de dos 

anillos heterocíclicos, uno de ellos contiene un grupo ureido (-N-CO-N-), y el otro 

anillo contiene azufre, formando un anillo de tetrahidrotiofeno, unidos a una 
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cadena de ácido valérico que le confiere la propiedad ácida (pH 4.51) (Said et al. 

1989; Mock 1999) (Figura 1). 

Existen 8 isoformas de biotina de las cuales solo una de ellas, la d-(+)-biotina o D-

biotina se encuentra en la naturaleza y es enzimáticamente activa (Said 2012).  

 

Figura 1. Estructura de la Biotina. 

 

 

 

 

 4.1.3 Síntesis, absorción y metabolismo de la biotina 

 

A excepción de las bacterias los organismos superiores son incapaces de 

sintetizarla y por lo tanto dependen completamente de la dieta para satisfacer sus 

requerimientos; para esto, han desarrollado un ciclo muy eficiente que asegura la 

adecuada suplementación y utilización de esta vitamina (Figura 2b).  

La biotina se encuentra de forma libre en los alimentos o unida covalentemente a 

proteínas por un residuo de lisina (Figura 2a). Una vez ingerida el enlace entre la 

biotina y la lisina es roto por la proteasa biotinidasa, una enzima presente en el 

jugo pancréatico, formando biocitina (biotina unida a residuos de lisina y  péptidos 

pequeños), la biotina libre se absorbe por los enterocitos de la porción distal del 

duodeno y proximal del yeyuno a través del un transportador multivitamínico 

dependiente de sodio (SMVT) (Dakshinamurti et al. 1987; Said 2009) . 
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La biotina se absorbe en el intestino y atraviesa la membrana de los enterocitos 

por un transportador multivitaminico dependiente de sodio (SMVT). Una vez dentro 

de la célula la biotina se une específicamente a un grupo ξ-amino de un residuo de 

lisina de las carboxilasas, reacción catalizada por la enzima holocarboxilasa 

sintetasa (HCS).  

Cuatro de estas enzimas, piruvato carboxilasa (PC), propionil-CoA carboxilasa 

(PCC), β-metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) y acetil-CoA carboxilasa 2 (ACC2) 

son mitocondriales y solo la acetil CoA carboxilasa 1 (ACC1) es citosólica. Estas 

carboxilasas catalizan pasos esenciales en el metabolismo de glucosa, 

aminoácidos y ácidos grasos.  

El paso final de la degradación de las carboxilasas es el rompimiento de la 

fracción biotinil del grupo ξ-amino de lisina y es catalizado por la enzima 

biotinidasa, resultando en la liberación de biotina libre la cual puede ser 

nuevamente reciclada (Fig.2b) (McMahon 2002). 

La importancia de este ciclo es mantener los niveles de biotina dentro de la célula 

y es evidenciada por el hecho de que mutaciones en ambas, biotinidasa u 

holocarboxilasa sintetas resulta en desordenes metabólicos letales (Pacheco-

Alvarez et al. 2002).  
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Figura 2. Fuentes (a), metabolismo (b) y catabolismo (c) de biotina. 

 

 

 

 

a)

b)

c)
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  4.1.4 Catabolismo de la biotina  

 

En una  serie de estudios pioneros en microorganismos McCormick y col. 

elucidaron las 2 regiones de la molécula de biotina que son catabolizadas 

primariamente. En la cadena del acido válerico, la biotina es catabolizada por β-

oxidación (Figura 2c). 

El repetido anclaje de 2 unidades de carbono permite la formación de 

bisnorbiotina, tetranorbiotina y metabolitos relacionados que son conocidos como 

resultantes de la β-oxidación (p.e.,α, β-dehidro-, β-hidroxi- y β-ceto intermediarios 

en oxidaciones sucesivas de la cadena de 5 carbonos). Si el lugar donde se lleva 

a acabo la β-oxidación tiene lugar en la mitocondria o en peroxisomas es 

desconocido.  β-cetobiotina y β-cetobisnorbiotina son inestables y pueden 

decarboxilarse espontáneamente a bisnorbiotin metil cetona y tetranorbiotin metil 

cetona (Zempleni et al.1997, McCormick et al. 1997). 

El azufre del anillo heterociclico puede ser oxidado a sulfoxido-L o -D de biotina y 

biotin sulfona (Figura 2c). La oxidación del azufre de biotina ocurre en el retículo 

endoplásmico por un proceso NADPH-dependiente (Lee et al. 1970). Los 

metabolitos de la sulfur-oxidación o β-oxidación de la biotina se han identificado en 

mamíferos (Zempleni y Mock 1999). 

 

 

         4.1.5  Efectos de la suplementación de biotina en la regulación de genes. 

De manera independiente de su papel clásico como grupo prostético de las 

carboxilasas se ha reportado que la biotina en concentraciones farmacológicas 

modifica la expresión de diversos genes tanto a nivel transcripcional como a 

nivel de la traducción (Dakshinamurti y Litvak 1970; Rodriguez-Melendez y 

Zempleni 2003; Wiedmann et al. 2004; Rodriguez-Melendez et al. 2005). Entre 

los  genes  que modifica se encuentran genes relacionados con el metabolismo 

(Chauhan et al. 1991; Dakshinamurti et al. 1994; Borboni et al. 1996; Romero-

Navarro et al. 1999; De La Vega et al. 2000; Fernandez-Mejia 2005; Vilches-



25 
 

Flores et al. 2009)  y  otros relacionados con diversas funciones como la 

morfogénesis, inmunidad, diferenciación y metabolismo de xenobióticos como el 

citocromo 1B1 (Spence et al. 1984; Bhullar et al. 1985; Dakshinamurti et al. 

1988; Watanabe et al. 1990; Chauhan et al. 1991; Watanabe et al. 1995; 

Watanabe 1996; Baez-Saldana et al. 1998; Pacheco-Alvarez et al. 2002; 

Rodriguez-Melendez et al. 2003; Rodriguez-Melendez et al. 2004; Wiedmann et 

al. 2004).  

 

4.1.5.1 Mecanismos que median los efectos de biotina en la expresión de genes. 

Si bien diversos estudios demuestran la regulación de la expresión de genes por 

biotina (Rodriguez-Melendez et al. 2001; Wiedmann et al. 2004; Dakshinamurti 2005)  

los mecanismos moleculares por los cuales se producen sus efectos son 

desconocidos. Hasta el momento se han descrito dos mecanismos:  

1)  Activación de la guanilato ciclasa soluble/proteina cinasa G (GC/PKG). 

2)  Remodelación de la cromatina por biotinilación de histonas.  

Estos mecanismos no son mutuamente exclusivos y podrían coexistir en células 

humanas. 
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4.1.5.1.1 Vía de señalización GC/GMPc/PKG. 

Esta cascada de transducción de señales fue estudiada en 1982, donde 

encontraron que la adición de biotina aumentaba la actividad de la guanilato 

ciclasa soluble (GCs) in vitro (Vesely 1982), posteriormente estudios in vivo 

demostraron que el efecto de biotina esta mediado por el aumento de las 

concentraciones intracelulares de un segundo mensajero, el guanosin 

monofosfato cíclico (GMPc). Solórzano et al. han propuesto que el compuesto 

biotinil–AMP es el vínculo en la cascada de fosforilaciones involucradas en la 

regulación de la expresión genética por la biotina (Solorzano-Vargas et al. 2002). 

La síntesis de este compuesto es catalizada por la holocarboxilasa sintetasa. 

Estos investigadores encontraron que la regulación de la expresión de la acetil–

CoA carboxilasa 1 (ACC1), propionilCoA carboxilasa y de la propia 

holocarboxilasa sintetasa requiere de la actividad enzimática de la holocarboxilasa 

sintetasa. Con base en sus resultados proponen que el biotinil–AMP, por un 

mecanismo aún no conocido, activa la guanilato ciclasa soluble, y que, de esta 

manera, se incrementa el contenido de GMPc, que a su vez activa a la PKG, 

favoreciendo así una serie de fosforilaciones que modifican la expresión de los 

genes (Figura 3). 
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Figura 3. Mecanismo de acción de biotina a través de la vía GC/CMPC/PKG. 

 

 

4.1.5.1.2  Biotinilación de histonas. 

A pesar de que varios estudios demostraron que las histonas son susceptibles a 

ser biotiniladas (Hymes et al. 1995; Stanley et al. 2001; Hassan y Zempleni 2006) 

investigaciones recientes han cuestionado este posible mecanismo de regulación 

por biotina (Bailey et al. 2008; Healy et al. 2009). 
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4.1.6 Toxicidad de la biotina. 

 Pocos y controversiales son los estudios de la toxicidad de esta vitamina, ya que 

mientras algunos autores reportan que a pesar del uso prolongado de biotina a altas 

dosis tanto en modelos animales como en humanos no se observaron efectos 

adversos (Bonjour 1991; Baumgartner y Suormala 1997; Fiume 2001) otros autores 

reportan irregularidades en el ciclo estral y reabsorción de fetos y placenta en ratas 

preñadas y gestantes (Paul et al. 1973). En un estudio en plantas el potencial 

mutagénico fue a una dosis de 244.3 mg/ml (Ma et al. 1984) mientras que en otro 

modelo mediante el uso de la prueba de Ames no presentó mutagenicidad (Fiume 

2001) al igual que en el modelo bacteriano RK (Hayes et al 1984). La DL50  oral para 

ratas y ratones es de 10 g/kg de peso y 354 mg/g de peso respectivamente (Bonjour 

1991). La DL50  i.p. en ratas es de 29 mg/kg de peso y la dosis i.v para ratones es 

de 1g/kg (Bonjour 1991).  

 No hay datos suficientes para concluir sobre la ingesta segura a altas dosis de 

biotina por lo que más estudios son necesarios. 
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4.2 Fases del metabolismo de los xenobióticos 
 
A lo largo de su evolución, los organismos vivos han estado expuestos de forma 

continua a un número creciente de sustancias químicas extrañas presentes en su 

entorno y susceptibles de acceder a su interior de modo accidental. Para 

salvaguardarse del libre acceso de estos compuestos, los organismos vivos 

interponen una serie de barreras de naturaleza física o biológica. No obstante, un 

número indeterminado de los mismos es capaz de superar dichos mecanismos de 

protección y contactar con las células y tejidos produciendo efectos de diversa 

índole. Los compuestos químicos que no forman parte de la composición habitual 

del cuerpo humano, pero que son capaces de acceder a su interior se conocen 

con el nombre genérico de xenobióticos. Se trata de compuestos de naturaleza 

química muy variada, algunos de los cuales son de origen natural, entre los que 

destacan las micotoxinas o los alcaloides, si bien la inmensa mayoría son 

productos originados por la propia actividad humana, como los contaminantes 

ambientales o los compuestos químicos de síntesis.  

 

El vertiginoso desarrollo de la industria química en las últimas décadas ha hecho 

aumentar de forma excepcional el número de estos compuestos, con el 

correspondiente aumento del riesgo de contacto con los mismos. Algunas 

estimaciones elevan a varios miles el número de moléculas nuevas introducidas 

cada año y que engrosan la ya larga lista de xenobióticos. 

 

Estos compuestos pueden acceder a nuestro organismo mediante ingestión, 

inhalación, por vía parenteral o a través de la piel. Entre los mismos se incluyen 

fármacos, cosméticos, aditivos alimentarios, pesticidas, productos de uso 

doméstico, derivados de la combustión de carburantes, residuos procedentes de la 

industria química, etc. (Figura 4). 
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Figura 4. Ejemplos de xenobióticos presentes en el medio ambiente, alimentos y 

lugares de trabajo habitual. 
 
 
 
Los xenobióticos no son utilizados como nutrientes, por lo que no se incorporan a 

las rutas bioquímicas del metabolismo intermediario y no son degradados a través 

de estas vías metabólicas. Se trata, en general, de compuestos de naturaleza 

lipofílica por lo que pueden atravesar con relativa facilidad las membranas 

biológicas, acceder al interior de las células y unirse a estructuras celulares de 

carácter lipofílico. Al mismo tiempo, su eliminación del organismo es dificultosa, 

dado que la excreción de compuestos no volátiles se realiza a través de fluidos de 

naturaleza acuosa, principalmente orina. 
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Ante esta situación, los organismos vivos han desarrollado sistemas metabólicos 

alternativos para acelerar la eliminación de estos compuestos. Se trata de una 

serie de enzimas no integrados en las vías del metabolismo energético o 

intermediario del organismo y cuyos substratos son los xenobióticos. Su función es 

la de convertir los xenobióticos en moléculas más polares, más hidrosolubles y, 

por tanto, más fácilmente excretables. El papel de estas enzimas es clave para la 

supervivencia celular. De no existir tales vías metabólicas, una vez en el interior 

del organismo estos compuestos tenderían a acumularse alterando el equilibrio 

celular y provocando alteraciones funcionales e incluso la muerte celular. 

Al conjunto de procesos enzimáticos a los que se ven sometidos los xenobióticos 

en el organismo, en general, a su neutralización y eliminación se les conoce como 

reacciones de biotransformación o del metabolismo de xenobióticos. 

Tradicionalmente estos procesos se han agrupado en dos fases o etapas. En la 

fase I los xenobióticos son modificados mediante reacciones de oxidación, 

reducción o hidrólisis y se convierten en productos más hidrosolubles gracias a la 

aparición de nuevos grupos funcionales de carácter polar (hidroxilo, amino, 

carboxilo). En la fase II los xenobióticos, o los metabolitos generados por las 

reacciones de la fase I, se combinan con moléculas endógenas de carácter polar 

para formar productos de conjugación que son rápidamente excretados (figura 5). 
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Figura 5. Reacciones de Biotransformación. 
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En general, las enzimas de fase I son capaces de transformar múltiples substratos 

y catalizar diferentes reacciones. Se trata de proteínas catalíticas de naturaleza 

muy diversa entre los que se incluyen enzimas con actividad monooxigenasa, 

como el citocromo P450 o la flavin monooxigenasa, diversas oxidasas (alcohol 

deshidrogenasa, aldehido deshidrogenasa, amino oxidasas, aromatasas), la 

epóxido hidrolasa o esterasas y amidasas hepáticas y plasmáticas (Figura 6). El 

citocromo P450 es sin duda el miembro más destacado de este grupo de enzimas 

y el que ha sido más ampliamente estudiado. 

 

 
. 

 
 

Figura 6. Participación relativa de diferentes enzimas de fase I en el metabolismo 
de xenobióticos. 
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4.3 Citocromo P450 
 

El sistema enzimático del citocromo P450 (CYP450) constituye una superfamilia 

de hemoproteínas que catalizan el metabolismo de fase I de diversos compuestos 

endógenos como colesterol, ácidos biliares, hormonas (Capdevila et al. 2002) y 

compuestos exógenos denominados “xenobióticos” como fármacos, pesticidas, 

procarcinógenos, anestésicos, entre otros (Goeptar et al. 1995). 

En organismos eucariontes se ha detectado prácticamente en todas las 

membranas subcelulares, acoplado intracelularmente a la mitocondria, y 

principalmente al retículo endoplásmico liso, junto con otras enzimas que 

transfieren electrones como: la citocromo P450 reductasa, el citocromo b5, y en 

caso de la mitocondria la ferredoxina reductasa (Figura 7).  (Berka et al. 2011). 

 

 
 
Figura 7. Localización del sistema del citocromo P450 en el retículo endoplásmico. 
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Estas enzimas se encuentran  presentes en numerosas especies, desde bacterias 

a mamífero y a la fecha se han identificado más de 1,200 isoformas (Nelson et al. 

1996). Actualmente están reportadas 7.700 secuencias de P450 distribuidas en 

866 familias. 2.740 secuencias se encuentran en animales y 2.675 en plantas 

(Donato 2004), aunque estos datos se encuentran en continua evolución (figura 8). 

Actualmente se conocen, en humanos, 18 familias y 43 subfamilias (Nelson et al. 

2004). 

 

 
 

Figura 8. Enzimas P450 identificadas en humanos. 
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Al ser hemoproteínas los CYP450, poseen una parte proteica (apoproteína) y un 

grupo hemo o centro catalítico (grupo prostético) donde se localiza un átomo de 

hierro (Montellano 1995), el grupo hemo se encuentra unido no covalentemente a 

una cadena polipeptídica a través de una cisteína (Joel Griffith Hardman 2006). 

 
 

Figura 9. Estructura general de las isoenzimas del CYP450. El esquema de cintas 
corresponde a la estructura del CYP2D6 donde la estructuras de la α-hélice y β-
plegada de la apoproteína están marcadas en azul y rojo respectivamente, y en la 
región media se observa el grupo hemo con un átomo de hierro al centro. 
 

Las regiones más variables son las que constituyen los lugares de anclaje a la 

membrana o de unión y reconocimiento de sustratos (Gotoh 1992). La alta 

conservación de la región hemo, refleja un mecanismo común de transferencia de 

electrones y de protones y de activación de oxígeno (Williams et al. 2000). La 

enzima permanece anclado a la membrana a través de una hélice hidrofóbica 

cercana al extremo N-terminal, por lo que la mayor parte de la proteína se sitúa en 

la cara citosólica de la membrana (Figura 10, 11) (Chapple 1998, Berka et al. 

2013). Esta hélice transmembranal está seguida, por regla general, por una serie 

de aminoácidos básicos cuyos residuos interaccionan con las cargas negativas de 

los lípidos de la membrana (Donato 2004). 
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Figura 10. Regiones comunes de anclaje de los CYP450 en la membrana lipidica. 

 

 

 
 

Figura 11.Orientación e inmersión de diferentes citocromos en la membrana. El 
sitio activo esta parcialmente inmerso, mientras que el dominio N-terminal esta 

profundamente inmerso. 
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El descubrimiento del citocromo P450 se remonta a la década de los años 50, en 

la que comenzaron a estudiarse unos pigmentos encontrados en células 

hepáticas, a los que se les denominó citocromos, del griego citos (kuVto~ 

«hueco», «recipiente», «urna» —en biología célula—) y croma (crwVma «color»). 

A principios de esta década Martin Klingenberg, investigador alemán estaba 

estudiado las propiedades espectro-fotométricas de pigmentos en fracciones 

microsomales de hígados de rata. El observó que al adicionar un agente reductor 

(ditionita de sodio) a microsomas diluidos previamente gaseados con monóxido de 

carbono, una única banda de absorbancia máxima a 450nm de longitud de onda 

aparecía en el espectro (Klingenberg 1958). 

 

No sería hasta 1964 cuando Omura y Sato, identificaron la naturaleza 

hemoproteica de este pigmento, que se encontraba presente en los microsomas 

hepáticos de diferentes especies de mamíferos y que tras ser reducido por 

NADPH, era capaz de unirse al CO, mostrando un característico pico de 

absorbancia en el espectro UV a 450 nm (Omura and Sato 1964). Por este motivo 

a esta hemoproteína se la denominó citocromo P450 (P por pigmento y 450 por su 

pico de absorbancia en el UV). 

 

 

 
 

Figura 12.  Ryo Sato y Tsuneo Omura. 
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La unión de CO al hierro del grupo hemo de CYP450 confiere el pico característico 

observado a 450 nm. La forma inactiva del CYP tiene una absorbencia de 420nm, 

por lo que es llamada P420 (Coon et al. 1992). 

 
 

 
 

Figura 13.  Omura y Sato en 1964 encontraron que estas proteínas en su estado 
reducido que forman complejos con monóxido de carbono presentan una 
absorbancia máxima de 450nm. 
 

 

El máximo de absorbencia característico del P450 es utilizado para su 

cuantificación espectrofotométrica. El grupo tiol de la cisteína ligado al átomo de 

hierro es el responsable de este pico de Soret. En el resto de hemoproteínas, en 

las que la histidina actúa como ligando, el máximo de absorción aparece a 420 

nm. El CO se une con gran afinidad e impide la unión y la activación del oxígeno 

molecular y, de este modo, inhibe de forma reversible la actividad enzimática del 

P450. Otros ligandos (substratos e inhibidores) también pueden inducir cambios 

de absorbancia en el pico de Soret, lo que permite el análisis por 

espectrofotometría de la unión de tales compuestos. 
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Figura 14. Pico característico de absorción del grupo hemo o pico de Soret a los 
450nm. 
 

 

En un principio se pensó que los P450s eran proteínas exclusivamente hepáticas  

localizadas en el retículo endoplásmico liso, pero esta idea inicial se descartó al 

comprobarse la presencia de estas enzimas en prácticamente todo el organismo  

(Ding y Kaminsky 2003). La amplia distribución tisular de los P450s se debe 

probablemente al gran número de funciones que realizan. No obstante, el hígado 

es el órgano con mayor expresión de estos enzimas (figura 15) y en él se 

encuentran tanto los P450s implicados en reacciones fisiológicas como los 

encargados del metabolismo de xenobióticos,  
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Figura 15. Abundancia de los CYP450 en el hígado humano. 
 

 

El hígado se considera como el principal órgano que metaboliza a los 

xenobióticos. El papel clave del hígado en la eliminación de estos compuestos 

deriva de su mayor contenido en enzimas implicadas en las reacciones de 

biotransformación y de su privilegiada situación anatómica que le permite el 

contacto directo con todos los compuestos que acceden al organismo por vía oral. 

Se estima que alrededor del 70% de los P450 hepáticos pertenecen a las familias 

1 a 3. Precisamente estas tres familias son las que catalizan la mayor parte de las 

reacciones de biotransformación de substratos exógenos. 

Existen isoformas extrahepáticas en numerosos tejidos como en el intestino, riñón, 

cerebro, linfocitos, etc. 
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4.3.1 Nomenclatura 

 

Desde los años 50 hasta finales de los 80, las enzimas se nombraban en función 

de la reacción que catalizaban o de su inducibilidad, lo que provocó que un mismo 

citocromo P450 tuviese diferentes nombres dependiendo del laboratorio donde 

había sido aislado. A finales de los años 80, el número elevado de citocromos       

P450 conocidos hizo que la comunidad científica se planteara la necesidad de 

establecer unos criterios de nomenclatura que evitaran posibles ambigüedades 

(Donato 2004). 
 

En 1987 se establecieron los principios del sistema de nomenclatura y 

clasificación que se utiliza hoy en día, el cual obedece a criterios filogenéticos y se 

basa en la identidad de la secuencia de aminoácidos en las cadenas 

polipeptídicas de las diferentes enzimas (Nebert et al. 1987). Según este criterio, 

los P450 se identifican con las siglas CYP seguido de un número que designa la 

familia, una letra que identifica la subfamilia y otro número que se corresponde a el 

gen (p. e. CYP1A1, CYP2C9). 

 

Categoría   Adición a P450   Ejemplos 
Familia   Número arábigo   P450 1, P450 2 

      + 
     letra mayúscula 
 
 

Subfamilia   Número arábigo   P450 1A  
+    P450 2D 

     letra mayúscula 
 
 

Gen o proteína  Número arábigo   P450 1A2 
+    P450 2D6 

     letra mayúscula 
     + 
    Número arábigo 
 

 
Tabla 1. Nomenclatura de los CYP450. 
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Con este sistema de nomenclatura, quedan totalmente identificados todos los 

P450s, tanto procariotes como eucariotes. En una misma familia se agrupan 

aquellos enzimas cuya secuencia de aminoácidos tiene una similitud mayor del 

40%, independientemente de la especie de procedencia. Dentro de una familia los 

P450s se agrupan en diferentes subfamilias que, siempre que haya más de una, 

se denominan correlativamente empezando siempre por la letra A (p. e., CYP2A, 

CYP2B, CYP2C, etc). 

 

En este caso, el requisito para que dos P450 pertenezcan a la misma subfamilia 

es que tengan una homología en la secuencia de aminoácidos superior al 55%. 

Por último, dentro de la misma subfamilia, las enzimas individuales se designan 

según números empezando siempre por el 1 (p. e., CYP1A1, CYP1A2), teniendo 

en cuenta que dos P450 se consideran como diferentes siempre y cuando sus 

respectivas secuencias difieran en más de un 3%. 
 

 
 

Figura 16. Principios del sistema de nomenclatura y 
clasificación. 

 

 

Las familias 1, 2 y 3 están constituidas por enzimas encargadas de la 

biotransformación de xenobióticos, mientras que el resto de las familias incluyen 

P450s que intervienen en la biosíntesis y el metabolismo de compuestos 

endógenos. 
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Una de las características más significativas de los P450 que metabolizan 

xenobióticos es su baja especificidad, ósea, un mismo sustrato puede ser 

metabolizado por diferentes citocromos, originando la formación de diferentes 

metabolitos, lo que permite que sean capaces de metabolizar un número casi 

ilimitado de substratos, principalmente a través de reacciones de oxidación, pero 

también de reducción e hidrólisis. Las oxidaciones catalizadas por el P450 son 

reacciones de monooxigenación dependientes de NADPH y para las que utiliza 

oxígeno molecular. Como consecuencia de estas reacciones el P450 acelera la 

eliminación del organismo de gran número de fármacos y compuestos tóxicos, 

pero también es el responsable de la activación de toxinas o pre-carcinógenos. 

 

 
 

Figura 17. Mecanismo de acción del citocromo P450. Hidroxilación de una droga 
liposoluble por acción del citocromo P450. El producto R-OH aumenta la 
solubilidad en agua, facilitando su excreción.  
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4.3.2 Reacciones 

 
El sistema P450 presenta una enorme versatilidad funcional que se refleja tanto en 

la gran variedad de procesos que puede catalizar, como en el número elevado de 

substratos que es capaz de metabolizar. Si bien el P450 interviene 

fundamentalmente en reacciones de oxidación, también es capaz de catalizar 

reducciones, hidrataciones o hidrólisis. Salvo contadas excepciones, el P450 

requiere oxígeno molecular y NADPH para oxidar el substrato. A las enzimas que 

catalizan este tipo de oxidaciones se les conoce como mono-oxigenasas u 

oxidasas de función mixta,  en las que sólo uno de los átomos de oxígeno se 

incorpora a la molécula del sustrato, mientras que el otro átomo se reduce hasta 

agua. Estas reacciones difieren de las catalizadas por las oxidasas del 

metabolismo intermediario, con formación de peróxido de oxígeno, y de las 

reacciones de peroxidación en las cuales el átomo de oxígeno introducido en el 

substrato procede de peróxidos y no del oxígeno molecular.  

 

 

 
 

Figura 18. Reacciones enzimáticas de oxidación. 
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Entre las oxidaciones catalizadas por el P450 se incluyen hidroxilaciones 

aromáticas y alifáticas, N- y S-oxidaciones, epoxidaciones, O-, N- y S-

desalquilaciones, desaminaciones, desulfuraciones, deshalogenaciones y 

deshidrogenaciones. Entre sus substratos se incluyen tanto moléculas pequeñas 

como otras mucho mayores (p. e., etanol y ciclosporina, con pesos moleculares de 

40 y 1203 D, respectivamente), aromáticas o lineales, tanto planas como 

globulares, que contengan o no hetero-átomos. 

 
 

 
 

 
Figura 19. Reacciones catalizadas por el citocromo P450. 
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4.3.3 Ciclo catalítico del CYP450 

 

En la Figura 20, se muestra una simplificación del ciclo de óxido-reducción del 

CYP y su sustrato, propuesto por Coon (Coon et al. 1992). El mecanismo de 

acción es complejo y aún no está bien esclarecido debido a la vida media baja de 

sus intermediarios. Existen evidencias de que en el proceso se generan especies 

reactivas de oxígeno como el anión superóxido (O2•-) y peróxido de hidrógeno 

(H2O2), además del radical libre sustrato (R•) el que al unirse a un radical hidroxilo, 

generara finalmente el producto hidroxilado (ROH). 

La descomposición del CYP oxigenado se describe como una de las mayores 

fuentes de radicales superóxido de los sistemas biológicos y su producción 

depende de la isoforma del CYP, la naturaleza del sustrato unido (si lo hay) y de la 

eficiencia en la entrada del segundo electrón (etapa 4) (Guengerich 1995). 

 

 
 

Figura 20. Ciclo catalítico del citocromo P450, RH y ROH representan a los 
sustratos y productos respectivamente.  
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El primer paso del proceso catalítico consiste en la unión del sustrato al sitio 

catalítico de la enzima originando cambios en el estado del spín del átomo de 

hierro, cambios en el máximo de absorbencia de la hemoproteína y cambios 

conformacionales por la reducción en el potencial redox  (Wang et al. 2006) lo que 

favorece su acoplamiento con la enzima NADPH-CYP450 reductasa. Esta le 

transfiere un electrón de un agente reductor (NADPH en retículo endoplásmico) y 

promueve la reducción del complejo hemoproteína-sustrato que encuentra en su 

estado férrico y pasa al estado ferroso (Fe 3+→ Fe
 2+), conformando el segundo 

paso del ciclo catalítico. 

 

El tercer paso es la unión del oxígeno molecular para formar un complejo 

superóxido y en el cuarto paso se produce el aporte de un segundo electrón con la 

formación de ERO.  

 

A partir de este punto los mecanismos no se conocen con certeza. La naturaleza 

de las ERO es desconocida, pero se sugiere pudiera ser una mezcla de complejos 

hierro-peroxo o hierro-oxo con la hemoproteína. En cualquier caso, se trataría de 

un oxidante electrofílico de vida muy corta formado por la protonación del 

dioxígeno (O=O).  

 

El resultado final es la liberación de uno de los átomos de oxígeno en forma de 

una molécula de agua y la incorporación del otro átomo en el sustrato (R-OH) 

(Omura y Sato 1964; Donato 2004).  

 

El ciclo catalítico puede ser desacoplado cuando los electrones del NADPH son 

consumidos sin la formación de los metabolitos oxidados.  
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  4.3.4 Toxicidad y CYP450 

 

La expresión de CYP está regulada por factores genéticos (algunos presentan 

polimorfismos genéticos), fisiopatológicos (regulación hormonal, enfermedades) o 

ambientales (factores nutricionales, inducción, inhibición). Por esta causa, sus 

niveles hepáticos varían extraordinariamente entre diferentes individuos, lo que 

justifica las notables diferencias que, en ocasiones, se observan en el 

metabolismo de fármacos y xenobióticos y, en última instancia, la variabilidad en la 

respuesta farmacológica o la diferente susceptibilidad a la acción de tóxicos o 

carcinógenos. 

Son enzimas de gran trascendencia desde el punto de vista farmacológico y 

toxicológico. Son los responsables del metabolismo de fármacos y de los procesos 

de detoxificación. No obstante, en ocasiones participan en procesos de activación 

contribuyendo a la  producción de metabolitos altamente reactivos, los cuales 

pueden formar enlaces covalentes con macromoléculas como proteínas y ADN, 

conocidos como aductos, iniciando procesos mutagénicos que guardan relación 

con fenómenos tóxicos o de carcinogénesis. 
 

 
Figura 21. Activación de compuestos por CYP450. 
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  4.3.5 Mecanismos de regulación del CYP450  

 

El patrón de expresión de los citocromos P450 de un individuo  puede ser 

modulado por diversos factores intrínsecos y extrínsecos. 

 

 
Fig.22 Factores que modulan la expresión, proteína y actividad del CYP450. 

 

Existen diversos mecanismos de regulación de la expresión de CYPs como: 

a) Participación del Receptor de Aril Hidrocarburos (AhR), que regula a la familia 

CYP1 (Schmidt y Bradfield 1996; Li et al. 1998; Hewitt et al. 2007) el cual 

interactúa en la región promotora de estos genes con el elemento sensible a 

xenobióticos (XRE). 

b) Receptores nucleares, como el receptor pregnano X y el receptor constitutivo de 

androstano que regula las familias CYP2 y CYP3 respectivamente (Drocourt et al. 

2001; Tirona et al. 2003). 

c) CYP2E1 es regulado por la vía de la estabilización de las proteínas (Gonzalez 

et al. 1993; Novak y Woodcroft 2000). 
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d) Recientemente se ha reportado que miRNAs regulan la expresión de algunos 

CYPs en humano (Tsuchiya et al. 2006; Takagi et al. 2008; Komagata et al. 2009; 

Pan et al. 2009; Mohri et al. 2010), en ratón (Cyp 2r1, Cyp 2d9, Cyp 8b1, Cyp 

17a1, Cyp 2c55, Cyp 26a1, Cyp 2b10, Cyp ,7a1 y Cyp 7b1) (Xiu-Fen Yang 2008) y 

en rata (Kalscheuer et al. 2008). 

 

 
    4.3.5.1 Regulación vía Receptor de Aril Hidrocarburo (AHR) 

 

El receptor de aril hidrocarburo (AhR) es una proteína ubicada en el citosol,  que 

se encuentra unido a diferentes proteínas chaperonas como la HSP90, XAP2 y 

p23. Cuando un compuesto xenobiótico se une a él formando un complejo, el AhR 

se libera de las proteínas chaperonas y el complejo viaja al núcleo donde se unen 

al traslocador nuclear del receptor Ah (ARNT) formando un heterodímero, 

AhR/ARNT.  

En el núcleo este heterodímero se une a secuencias consenso del DNA conocidas 

como elemento de respuesta a xenobióticos (XRE), lo cual ocasiona un cambio 

conformacional en la estructura de la cromatina, rompimiento de nucleosomas e 

inicia el reclutamiento de proteínas co-activadoras y acetilasas, lo que activa a la 

enzima RNA polimerasa II (Pol II) para iniciar la transcripción genética (Whitlock 

1999; Delescluse C. 2000; Fujii-Kuriyama y Mimura 2005; Brauze et al. 2006; 

Kawajiri y Fujii-Kuriyama 2007).  

Entre los genes controlados por el AhR se encuentran: CYP1A1, CYP1A2, 

CYP1B1, NADPH-quinona oxidoreductasa 1 (NQO1), Aldehído deshidrogenasa 

(ALDH3A1), entre otros (Montellano 1995; Brauze et al. 2006) . 

La acción de AhR se puede suprimir por la unión con su represor (AhRR) y su 

posterior degradación vía ubiquitin-26S proteosoma (Ma y Baldwin 2002; Ma 

2007). 
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Figura 23. Regulación de CYP1 por AHR. 
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  4.3.5.2  Receptores nucleares (NRs). 
 
 
Los receptores nucleares son factores de transcripción que regulan directamente 

la expresión de genes en respuesta a moléculas lipofílicas, afectando diversas 

funciones como homeostasis, reproducción, desarrollo y metabolismo (Laudet 

2002) . Varios de estos NRs actúan como factores de transcripción dependientes 

de la unión de ligandos respondiendo a sustancias endógenas y exógenas. Sin 

embargo la vasta mayoría de receptores conocidos no tienen identificado un 

ligando fisiológicamente relevante por lo que se denominan “receptores nucleares 

huérfanos” (Gustafsson 1999; Kliewer et al. 1999) . 

Una clasificación basada en la similitud de las secuencias por un análisis 

filogenético muestra seis subfamilias (NR1-6) con varios genes (Committee 1999). 

 

 
 

Figura 24. Clasificación filogenética  de los receptores nucleares. 
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Inicialmente reconocidos como elementos de respuesta a hormonas (por la unión 

con cortisol, aldosterona, estradiol, progesterona, testosterona, vitamina D y 

tiroxina), estos receptores presentan una estructura que consiste de 5 a 6 

dominios designados A – F del extremo N-terminal al  extremo C-terminal. El 

dominio de unión al DNA (DBD, región C) y el dominio de unión a ligandos (LBD, 

región E) son dominios altamente conservados, son las regiones más importantes 

y pueden funcionar independientemente. El dominio A/B y la región D son menos 

conservados. La región F no está presente en todos los receptores y su función es 

poco conocida (Germain et al. 2006) . 

 

 
 
Figura 25. Estructura primaria, secundaria y terciaria de los receptores nucleares. 
 
 
La activación inicia con la unión de un ligando al receptor, lo que provoca que el 

complejo receptor-ligando se una a regiones promotoras ubicadas en distintos 

sitios del genoma, conocidas como elementos de respuesta a hormonas y 

xenobióticos (HRE, XRE); posteriormente, se inicia el reclutamiento de proteínas 

co-activadoras que permiten la apertura de la cromatina, y estabilizan y activan a 

la RNA polimerasa II (Pol II) (Kininis et al. 2007). Los miembros de las familias 

CYP3A y CYP2 pueden ser inducidos por compuestos como rifampicina, 

clotrimazol, pregnenolona, carbonitrilo y fenobarbital vía activación del receptor X 
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de pregnano (PXR) y del receptor de androstano constitutivo (CAR) (Savas et al. 

1999). El receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR) participa en 

la inducción de miembros de la familia CYP4. Tanto CAR, PPAR y PXR son 

receptores que pueden heterodimerizar con el receptor X de retinoides (RXR) para 

unirse a elementos de respuesta y activar la transcripción de genes. Otros 

receptores como el de estrógenos (ER), puede participar en la inducción de 

CYP1A, CYP1B y CYP2D; el de glucocorticoides (GR), en la inducción de 

CYP1A1, CYP1B, CYP2B y CYP3A; el factor nuclear de hepatocitos (HNF-4), 

induce CYP2A, CYP2C y CYP2D; el receptor de ácido retinoico (RAR), actúa 

sobre CYP1A, CYP2C, CYP3A4 y CYP26; el receptor para vitamina D, puede 

activar CYP2D, CYP3A4, CYP27B1 y CYP24, por mencionar sólo algunos 

ejemplos (Montellano 1995; Kliewer et al. 1999; Delescluse C. 2000; Jurutka et al. 

2005). 

 

 

 

  4.3.5.3  Regulación vía Receptor pregnano X (PXR). 

 

El Receptor de pregnano X (PXR), también conocido como NR1I2 (de sus siglas 

en inglés "nuclear receptor subfamily 1, group I, member 2") o receptor de 

esteroides y xenobióticos (SXR) o receptor de pregnano activado (PAR) es un 

receptor nuclear que regula la expresión de enzimas metabolizadoras y 

transportadoras implicadas en las respuestas de los mamíferos a su ambiente 

químico y diversos compuestos endógenos (Bertilsson et al. 1998; Blumberg et al. 

1998). 

Este receptor funciona como un sensor de xenobióticos y responde a señales 

internas para ayudar al cuerpo a adaptarse a los cambios en el medio ambiente 

interior, incluída la desregulación del sistema inmune. PXR responde a las señales 

externas e internas por arriba o abajo de la regulación ciertas vías metabólicas y 

las señales celulares a través de la regulación de genes. 
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El extremo amino terminal del PXR contiene un dominio de unión al DNA que 

media la interacción con elementos de respuesta a hormonas (HREs); El extremo 

carboxilo  terminal determina la especificidad de unión al ligado, y contiene un 

motivo que dirige la unión al receptor X retinoico (RXR) (Watkins et al. 2001; 

Carnahan y Redinbo 2005). 

PXR ejerce sus funciones reguladoras de la transcripción mediante la dimerización 

con el receptor X retinoico y el complejo  PXR-RXR se une a secuencias de ADN 

específicas para regular la expresión génica. Las funciones del PXR están 

reguladas a nivel epigenético por modificaciones de la cromatina, la metilación del 

ADN y el ARN no codificante. Las modificaciones de la cromatina se llevan a cabo, 

en parte, a través de la interacción con los complejos co-regulator, como co-

activadores esteroides (SRC), co-represores (NCoR / SMRT), factor nuclear de 

hepatocitos 4 alfa, receptor activado por proliferadores γ coactivador 1 alfa y 

proteína arginina metiltransferasa 1. El PXR puede ser modificado por acetilación, 

fosforilación y sumoylation, y el promotor del PXR puede ser metilado en la isla 

"CpG". La mayoría de los estudios de PXR se centran en su papel como un factor 

de transcripción, que es responsable de la generación de ARN mensajero. Nuevas 

prueba sugieren que PXR regula la expresión génica, tanto a nivel de transcripción 

como de la traducción (Kodama y Negishi; Tian 2013). 
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Figura 26. PXR se activa por muchos xeno-y endo-bióticos, regulando la expresión 
de enzimas metabolizadoras de fármacos y transportadores. Tras la unión del 
ligando, PXR forma un heterodímero con el RXR y la regulación se consigue 
mediante la unión del heterodímero de RXR-PXR a la PXRE en los promotores de 
genes diana.  
 
 
 
 

 

   4.3.5.4 Regulación vía Receptor constitutivo de androstano (CAR). 

 

El receptor constitutivo de androstano (CAR), también conocido como NR1I3 (de 

sus siglas en inglés "nuclear receptor subfamily 1, group I, member 3"), es 

un receptor nuclear clave en la regulación del metabolismo de xenobióticos y 

endobióticos. Se ha observado que actúa en concierto con PXR para desintoxicar 

compuestos xenobióticos. 

La proteína se une al ADN como monómero o como heterodímero formando un 
complejo con el receptor X retinoide, regulando así la transcripción de los genes  

http://es.wikipedia.org/wiki/Receptor_nuclear
http://es.wikipedia.org/wiki/PXR
http://es.wikipedia.org/wiki/Xenobi%C3%B3tico
http://es.wikipedia.org/wiki/D%C3%ADmero_(biolog%C3%ADa)
http://es.wikipedia.org/wiki/Receptor_X_retinoide
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diana implicados en el metabolismo de drogas y fármacos y en el aclarado de 
la bilirrubina. Al contrario de lo que sucede con la mayoría de los receptores 
nucleares, la proteína CAR se encuentra activa de forma constitutiva en ausencia 
de ligando, pero es regulada tanto por agonistas como por agonistas inversos. La 
unión del ligando da lugar a una traslocación de CAR hacia el núcleo, donde 
activará o reprimirá la transcripción de los genes diana. Estos ligandos incluyen la 
bilirrubina, hormonas esteroideas, una variedad de compuestos extraños y 
determinados fármacos. Diversas variantes transcripcionales del gen codifican 
diferentes isoformas del receptor CAR (Molnar et al.). 
 

 

 
 

Figura 27. Estructura tridimensional del receptor CAR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://es.wikipedia.org/wiki/Bilirrubina
http://es.wikipedia.org/wiki/Ligando
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    4.3.5.5 Estabilización del mRNA y proteínas 

 

A nivel post-transcripcional se ha observado que diversos compuestos químicos 

pueden incrementar los niveles de algunas isoformas de CYP450, por 

mecanismos que conducen a la estabilización del RNA mensajero, o la 

estabilización de proteínas (Song et al. 1987; Koop y Tierney 1990; Novak y 

Woodcroft 2000). Se ha observado que la estabilización del mRNA producida por 

algunos compuestos químicos, tiene que ver con la producción de algunas 

proteínas, como la ribonucleoproteína A1 (hnRNP A1) que puede unirse a las 

regiones 3´-UTR del mRNA (región 3´ de aproximadamente 70 nucleótidos que no 

se traduce) y que protege las colas de Poli A (colas poli-adeniladas) que 

finalmente conducen a la estabilización del mRNA (Raffalli-Mathieu et al. 2002; Su 

y Ding 2004). Las isoformas de CYP450 que se han observado pueden ser 

inducidas por este mecanismo, comprende a miembros de la familia CYP2A, a las 

isoformas, CYP11B1 y CYP11B2 de humanos, y en otros mamíferos como en rata 

y ratón (Raffalli-Mathieu et al. 2002; Gonzalez-Jasso et al. 2003). 

La inducción de isoformas de CYP450 por estabilización de la proteína, se ha 

observado ampliamente con CYP2E1. Compuestos como el etanol, piridina, 

pirazol e isoniazida, pueden incrementar de 2 a 8 veces los niveles de la enzima 

en el hígado y en cultivos de hepatocitos; sin que se aumenten los niveles del 

mRNA de CYP2E1 (Ryan et al. 1985; Kim y Novak 1990; Zangar et al. 1993). Este 

fenómeno se ha confirmado cuando en presencia de inhibidores de la 

transcripción, compuestos como la piridina, incrementan los niveles de proteína de 

CYP2E1 (Kim y Novak 1990), y se ha sugerido que dicha estabilización sucede 

por la alteración en la degradación de la enzima (Eliasson et al. 1988). Diversos 

estudios han demostrado que compuestos como el etanol, imidazol, 2-propanol y 

DMSO, se unen al sitio activo de CYP2E1 y mantienen estables los niveles de la 

enzima. La vida media de CYP2E1 en microsomas hepáticos de rata oscila 

alrededor de 6 a 7 hrs, pero el tratamiento con etanol produce que la enzima se 

mantenga estable hasta 38 hrs, lo cual está relacionado con la disminución en la 
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ubiquitinación de la enzima y su posterior degradación vía proteosoma (Roberts et 

al. 1995; Goasduff y Cederbaum 2000). 

 

 

 

 

4.3.5.6 Regulación vía miRNAs 

 

Los microRNAs (miRNAs) comprenden una gran familia de pequeños RNAs 

monocatenarios no codificantes de ~21 nucleótidos de longitud que han surgido 

como reguladores clave de la expresión genética a nivel post-transcripcional. 

Se describieron inicialmente en 1993 por Lee y col. en el laboratorio de Victor 

Ambros (Lee et al. 1993), sin embargo el término "microRNA" sólo se acuñó en 

2001 en un conjunto de tres artículos publicados en Science  (Ruvkun 2001). 

 En mamíferos, los miRNAs controlan la actividad de más del 60% de genes que 

codifican para proteínas (Friedman et al. 2009) y participan en la regulación de 

casi todos los procesos celulares investigados hasta la fecha (Bushati y Cohen 

2007; Bartel 2009; Ghildiyal y Zamore 2009), y son expresados ampliamente en 

todos los tejidos y todos los estados del desarrollo. 

Desde el descubrimiento de los miembros fundadores de los microRNA (miRNA), 

la familia, lin-4 y let-7 (Lee et al. 1993; Wightman et al. 1993; Reinhart et al. 2000), 

se han identificado cientos de miRNAs en plantas, animales y virus mediante 

clonación molecular y herramientas bioinformáticas (Lagos-Quintana et al. 2001; 

Lau et al. 2001; Lee y Ambros 2001; Berezikov et al. 2006; Ruby et al. 2006).  

La mayoría de los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa II (pol II) 

generando una de horquilla que contiene el precursor del miRNA, que puede 

variar en tamaño de cientos de nucleótidos a decenas de kilobases (Cai et al. 

2004; Lee et al. 2004)  (Figura 28). Como los mRNAs los pri-miRNAs contienen 

estructuras 5´-cap, son poli-adeniladas y pueden sufrir splicing, (Bracht et al. 2004; 

Cai et al. 2004). Los pri-miRNAs son procesados dentro del núcleo por un 

complejo multiproteíco llamado “el microprocesador”, conformado por la enzima 

http://es.wikipedia.org/wiki/Science_(journal)
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Drosha una RNasa tipo III, el dominio de unión al ARN de doble cadena (dsRBD) y 

la proteína  DGCR8/Pasha (Lee et al. 2003; Denli et al. 2004; Gregory et al. 2004; 

Han et al. 2004; Landthaler et al. 2004).  En la interacción con el complejo, 

drosha corta las bases de la horquilla, formando lo que se denomina un pre-

miRNA (precursor de miRNA). Este pre-miRNA es transportado desde el 

núcleo al citoplasma por la exportina 5. Una vez en el citoplasma el pre-miRNA es 

fragmentado por la enzima dicer, que lo corta hasta la longitud final de 20-25 

nucleotidos (Bohnsack et al. 2004; Lund et al. 2004). En principio cada hebra del 

duplex puede llegar a ser un miRNA maduro, pero usualmente solo una es 

incorporada al complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC), formado por 

proteínas Argonauta (Ago) de las cuales hay cuatro en mamíferos (Ago 1- Ago4) 

las cuales se unen al miRNA maduro y lo orientan para facilitar su interacción por 

apareamiento de bases con el mRNA blanco (Gregory et al. 2005; Maniataki y 

Mourelatos 2005). El grado de complementariedad determina el tipo de regulación;  

En caso de existir complementariedad perfecta el mRNA es anclado y degradado 

y si es casi perfecta, su traducción es reprimida (Hutvagner et al. 2001; Martinez y 

Tuschl 2004; Filipowicz et al. 2008).  Como el complejo reprime la traducción o 

promueve la degradación, no es claro pero envuelve el reclutamiento de proteínas 

adicionales como los P bodies (cuerpos P), también llamados GW o GW 182 

(Standart y Jackson 2007). 

 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Drosha&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/N%C3%BAcleo_celular
http://es.wikipedia.org/wiki/Citoplasma
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Exportina&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Dicer
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Figura 28. Biogenesis de los miRNAs. 
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Existe evidencia de que la biotina en concentraciones farmacológicas modifica la 

expresión de diversos genes (Rodriguez-Melendez y Zempleni 2003; Wiedmann et 

al. 2004; Dakshinamurti 2005; Zempleni 2005), entre los que destacan algunos 

relacionados con el metabolismo de glucosa y lípidos (Chauhan y Dakshinamurti 

1991; Dakshinamurti y Li 1994; Romero-Navarro et al. 1999; De La Vega y 

Stockert 2000; Sugita et al. 2008; Vilches-Flores et al. 2009; Larrieta et al. 2010).  

De acuerdo con estos hallazgos varias observaciones indican que la 

suplementación de biotina mejora la homeostasis de glucosa y triglicéridos  

(Dokusova y Krivoruchenko 1972; Coggeshall et al. 1985; Maebashi et al. 1993; 

Koutsikos et al. 1996; Revilla-Monsalve et al. 2006) por lo que se han desarrollado 

medicamentos disponibles comercialmente que contienen dosis farmacológicas de 

biotina solas o en combinación con otros fármacos (Albarracin et al. 2005; Singer y 

Geohas 2006); A pesar de su uso y disposición comercial existen pocos estudios 

que evalúan su toxicidad (SRI- 1979; Hayes et al. 1984; Ma et al. 1984; Fiume 

2001) y no existen reportes que evalúen aspectos como su efecto sobre los 

Citocromos P540 in vivo a excepción del CYP1B1 in vitro (Rodriguez-Melendez et 

al. 2004; Wiedmann et al. 2004), en donde encontraron que incrementó la 

expresión de CYP1B1, un citocromo que participa en el metabolismo de 

xenobióticos como fármacos y compuestos endógenos como estrógenos y 

testosterona, el aumento observado fue asociado con el rompimiento de hebras de 

DNA. Sin embargo, no se conoce su efecto sobre los citocromos 1A1, 1A2, 1B1, 

2E1 y 3A2 en el hígado, quienes tienen relevancia en el metabolismo de 

xenóbióticos y metabolismo endógeno. 
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6. HIPÓTESIS 
 

La administración de biotina modificará la expresión y actividad de CYP450 

involucrados en el metabolismo de xenobióticos y el metabolismo endógeno en 

hígado de rata.  

 

 

 

7. OBJETIVO GENERAL 
 

Analizar el efecto de dosis farmacológicas de biotina en la expresión y actividad de  

citocromos de relevancia en el metabolismo de xenóbióticos y metabolismo 

endógeno.  

 

 

 

 8. OBJETIVOS ESPECÌFICOS 
 

Analizar los efectos de la administración de biotina en la expresión y actividad de 

los citocromos P450 1A1, 1A2, 1B1, 2E1 y 3A2 evaluando: 

  

a) El nivel de mRNA mediante extracción de RNA total y RT-PCR en tiempo real. 

b) El nivel de proteína en los microsomas hepáticos mediante la inmuno-

detección con anticuerpos específicos. 

c) La actividad enzimática mediante el uso de sustratos específicos. 
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9. DISEÑO  EXPERIMENTAL 
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10.-  MATERIAL Y MÈTODOS 

 

10.1 Reactivos 

La biotina, la etoxirresorufina (ER), la metoxirresorufina (MR), la resorufina, el 

dimetil sulfóxido (DMSO), el benzo(a)pireno B[a]P y la nicotinamida adenina 

dinucleótido fosfato (NADPH) fueron adquiridos de Sigma Chemical Co. (St Louis, 

MO). Los anticuerpos policlonales primarios anti-rata CYP1A1 y CYP1A2 se 

adquirieron de Chemicon International Inc., el anticuerpo policlonal primario anti-

rata CYP1B1 se adquirió de Santa Cruz Biotechnology Inc., el anticuerpo 

policlonal primario anti-rata CYP2E1 fue adquirido de Millipore, el anticuerpo 

policlonal primario anti-rata CYP3A2 se adquirió de Fitzgerald, el anticuerpo 

policlonal primario anti-ratón GAPDH fue adquirido de Millipore y los anticuerpos 

policlonales secundarios IgG conjugados con peroxidasa de conejo anti-ratón y de 

cabra anti-conejo se adquirieron de Invitrogen. Los químicos para la electroforesis 

y las membranas de nitrocelulosa se adquirieron de Bio-Rad Laboratories 

(Richmond, CA). El Trizol®, la M-MLV transcriptasa reversa y el oligo se 

adqirieron de  Invitrogen, la Taq Man® universal PCR master mix y las sondas 

TaqMan® MGB fueron adquiridas de Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). 

 
 

10.2 Estudio in vivo 
 

 
10.2.1 Animales tratados con biotina 

 
Se utilizaron ratas Wistar macho, divididas en ocho grupos experimentales; cuatro  

grupos control y cuatro grupos tratados con biotina, (4 animales por grupo), con 

dosis diarias de biotina de 2 mg/kg de peso corporal vía intraperitoneal.  

Se sabe que esta dosis induce la expresión de genes que están relacionados con 

el metabolismo de la glucosa (Dakshinamurti y Cheah-Tan 1968; Dakshinamurti y 
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Tarrago-Litvak et al. 1970; Larrieta y Velasco 2010) además equivale a una 

suplementación y a una dosis supra-fisiológica ya que es mayor a los 

requerimientos nutricionales (Innis y Allardyce 1983; Yates y Schlicker et al. 

1998). Esta concentración esta dentro del intervalo usado en medicamentos y 

suplementos disponibles comercialmente.  

Los grupos control se  trataron con el vehículo de amortiguador de fosfatos (pH= 

7.4) vía intraperitoneal. Todos los animales se sacrificaron por dislocación cervical 

a las 24 horas, 3, 5 y 7 días después de la última dosis. 

 

 

 

10.2.2 Animales tratados con biotina más B(a)P 
 
Evaluamos el efecto de la administración conjunta de biotina en combinación con 

benzo(a)pireno, un inductor clásico de citocromos, para evaluar el posible efecto de 

sinergismo. Veinte ratas divididas en 4 grupos (5 animales por grupo): control 

(amortiguador de fosfatos i.p.), tratadas con biotina (2mg/kg, i.p.), tratadas con 

B(a)P (15mg/kg, i.p.) y biotina+B(a)P (2mg/kg - 15mg/kg respectivamente) y 

sacrificadas por dislocación después de 24hrs de tratamiento. Se obtuvieron los 

microsomas hepáticos (Maron y Ames 1983) para medir las actividades de EROD y 

MROD. 

 
 
 
 

10.2.3 Obtención de Fracciónes S9 y microsomal 
 
Una vez sacrificados los animales se obtuvo el hígado, que se cortó en pequeñas 

porciones y se homogenizó en una solución de KCl 0.15 M a una proporción de 3 

mL/g de peso de hígado. El homogeneizado se centrifugó a 9,000 g durante 10 

minutos para obtener la fracción postmitocondrial (S9) (Maron y Ames 1983), la 

cual se centrifugó a 100,000 g por 60 minutos a 4°C. Después, el botón obtenido 

se resuspendió en una solución de fosfatos 100 mM (pH 7.4) con sacarosa 0.32 M 

y nuevamente se centrifugó bajo las mismas condiciones para la obtención de la 
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fracción microsomal. El botón final se resuspendió en una solución amortiguadora 

de fosfato de potasio 100 mM (pH 7.4), EDTA 1 mM, DTT 1 mM y glicerol al 20%. 

Se dividió el volumen en pequeñas alícuotas para su conservación a -70°C hasta 

su uso. La cantidad de proteína total se determinó por el método de Bradford 

(Bradford 1976) utilizando el protocolo descrito por el proveedor (BioRad). 

 
 
 
 

10.2.4 Aislamiento de ARN total 
 
Se aisló el RNA total de hígados de ratas control y tratadas con biotina por el 

método del TRIzol (1 mL por aproximadamente 100 a 200 mg de tejido). Para la 

separación de fases se adicionaron 200 µl de cloroformo, agitando vigorosamente 

por 15 seg. (vortex) e incubando por 3 min. a temperatura ambiente; 

posteriormente se centrifugó 15 min a 12,000 rpm a 4ºC. De las 3 fases formadas 

se transfirió la fase acuosa (superior) a un tubo nuevo estéril y se adicionaron 500 

µl de alcohol isopropílico para su precipitación, se volvió a centrifugar 10 min a 

12,000 rpm a 4ºC y se eliminó el sobrenadante obteniéndose un pellet el cual se 

lavó tres veces con con 1mL de etanol 75%  centrifugando por 10 min a 7500 rpm 

a 4ºC, se eliminó cuidadosamente el sobrenadante quedando una pastilla que se 

secó a temperatura ambiente y se resuspendió en agua libre de RNAasas.  

La concentración del RNA se cuantificó por espectrofotometría a 260nm y la 

pureza se obtuvo a partir del cociente de los valores de absorbancia a 260 y 280 

nm. Dando una relación de ~2. Para verificar la integridad del RNA total, 1 µg de 

cada muestra se colocó en un gel de agarosa al 2 % para determinar la presencia 

de bandas correspondientes a las subunidades ribosomales 28s y 18s como se 

muestra en la siguiente figura 29. 



69 
 

 

Figura 29. Integridad de RNA de hígados de ratas tratadas con B(a)P 50mg / kg a 

las 24 hrs de administración usadas como control positivo de inducción de CYP1A. 

 

 

 

    10.2.5  Trascripción reversa 
 

Para la síntesis del cDNA se tomó una concentración  de 1 µg del RNA total, para 

la preparación de la mezcla de reacción se adicionaron 1 µL de oligo dT, 1 µL de 

dNTP mix 1OmM (dATP, dGTP, dCTP, dTTP) y se ajustó la mezcla con H2O libre 

de nucleasas a un volumen final de 12 µL, se incubó a 65º C por 5 min y se colocó 

en hielo rápidamente. A continuación se adicionaron 4 µL de buffer Fist-strand 5X, 

2 µL DTT 0.1 M y 1 µL de H2O libre de nucleasas,  se mezcló el contenido del 

tubo y se incubó a 70ºC por 15 min., se adicionó 1 µL  de M-MLV RT (enzima de 

reverso transcriptasa del virus de leucemia murina) y se incubó a 37ºC por 50 

min., la reacción se inactivó calentando a 70ºC por 15 minutos (volumen final 20 

µL). El cDNA  obtenido se guardó a -20ºC hasta su uso. 
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10.2.6 PCR en Tiempo real 

La expresión relativa de los citocromos se evaluó por la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) en tiempo real, utilizando los materiales y métodos 

proporcionados por Applied Biosystems. La enzima DNA polimerasa de 

Thermopilus acuaticus crea varias copias del cDNA al identificar la doble cadena 

formada con una sonda de oligonucleótidos específica para una secuencia 

determinada de mensajero. Al sintetizarse cada copia se libera un fluoróforo, el 

cual se detecta por un sistema de lectura del termociclador, acoplado a una 

computadora. El cambio en la fluorescencia es directamente proporcional a la 

cantidad de copias de DNA.  Para la reacción se mezcló el cDNA respectivo con la 

mezcla TaqMan® universal PCR y su respectiva sonda TaqMan® MGB marcadas 

con el fluoróforo  FAM en placas de 96 pozos con 12.5 µl de la reacción por pozo. 

Las determinaciones se realizaron por triplicado usando gapdh como gen de 

referencia endógena. Las sondas fueron seleccionadas del catálogo de Applied 

Biosystems en la página http://www3.appliedbiosystems.com/AB_Home/index.htm, 

CYP1A1 (Rn 00487218_m1), CYP1A2 (Rn 00561082_m1), CYP1B1 (Rn 

00564055_m1), CYP2E1 (Rn 00580624_m1), CYP3A2 (Rn 00756461_m1) y 

GAPDH (Rn 99999916_s1).  La amplificación del cDNA se llevó a cabo en el 

secuenciador ABI Prism 7000, empleando el software ABI Prism 7000 SDS 

versión 1.1. La amplificación comprende ciclos de desnaturalización, alineamiento 

y extensión de 95ºC, 10min., 95ºC, 15 sec., y 60ºC, 1min con un total de 40 ciclos. 

A partir de las gráficas de duplicación de DNA se obtuvo el valor de ciclo umbral 

(Ct) para cada gen, es decir el ciclo de la reacción de PCR donde en donde todas 

las muestras alcanzaron una cantidad determinada de DNA dentro de una función 

lineal, sin limitaciones de sustrato ni saturación de la enzima. En este punto se 

debe de cumplir con la función: 

P=T*2n 

Donde la cantidad de producto P es igual a la cantidad de templado T que se 

duplica a cada ciclo n. 

http://www3.appliedbiosystems.com/AB_Home/index.htm
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Para calcular la abundancia relativa de cada citocromo con respecto a la expresión 

endógena del gapdh, se empleó el modelo matemático delta-delta Ct (ΔΔCt) (Livak 

y Schmittgen 2001). La expresión relativa de los citocromos se calculo de la 

diferencia resultante entre los Ct´s del citocromo de interés y el gapdh entre los 

hígados controles y tratados. 

Expresión relativa= 

ΔCt biotina [Ct(cyp)-Ct(gapdh)]- ΔCt control [Ct(cyp)-Ct(gapdh)]. 

 
 
 
 
 
10.2.7 RT-PCR en Tiempo Real para evaluar la expresión de los mir-27b, miR 
122, miR-328a. 
 

Para evaluar los niveles de de los mir-27b, miR 122, miR-328a se extrajo el RNA 

total y se aislaron los miRNAs a partir de hígados de ratas control (buffer de 

fosfatos)  e hígados de ratas tratadas con biotina (2mg/kg) usando el kits mall RNA 

isolation (Ambion). Los niveles de expresión de los miRNAs se cuantificaron 

usando el protocolo mirVana qRT-PCR (Ambion). Los primers se seleccionaron 

del catálogo en línea de Applied Biosystems usando TaqMan MicroRNA assay, 

mir-27b (rno-miR-27b* 464436-mat), miR 122(rno-miR-122* 463893-mat), miR-

328a (rno-miR-328a* 462041-mat), el miRNA U87 maduro se usó como control de 

referencia endógena. Cada reacción de PCR se realizó por triplicado en un 

volumen final de 20µL a 95ºC, 10min., seguido de 40 ciclos de 95ºC, 15sec. y 

60ºC, 1min en un secuenciador ABI Prism, empleando el software ABI Prism 7000 

SDS versión 1.1. (Applied biosystems). Los niveles de miRNAS se cuantificaron 

usando el método ΔΔCt (Livak y Schmittgen 2001) empleando la fórmula 2(Ct 

micoRNA – Ct U87). 
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10.2.8 Determinación de la actividad enzimática 

 

Para cuantificar la actividad del CYP1A1 y del CYP1A2, se llevó a cabo la reacción 

de O-dealquilación de alkoxirresorufinas. Utilizando la etoxirresorufina como 

sustrato para el CYP1A1 y metoxirresorufina para el CYP1A2 (Burke et al. 1994). 

Se preparó una curva de calibración con resorufina utilizando las siguientes 

concentraciones: 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 pmol/mL.  La reacción se llevó a 

cabo en una celda para fluorómetro en la cual se mezcló: el amortiguador de Tris-

base 50 mM y MgCl
2 

25 mM (930-960 μL) a pH 7.6, el sustrato disuelto en DMSO 

(10 μL de etoxirresorufina 50 μM o 20 μL de metoxirresorufina 0.5 mM) y NADPH 

50 mM (10 μL) disuelto en el amortiguador. Todo esto se incubó a 37°C durante 3 

min. Una vez terminado este tiempo se agregó el volumen equivalente a 200 μg de 

proteína microsomal hepática.  La cinética de aparición de la resorufina se evaluó 

cada 15 segundos durante 3 minutos en un fluorómetro Versa Fluor
TM 

de BioRad. 

La longitud de onda de excitación utilizada fue de 530 nm y la de emisión de 590 

nm.  

Para la cuantificación de de la actividad de CYP2E la técnica se basa en la 

medición del formaldehído, producto formado durante la demetilación de la 

nitrosodimetilamina (NDMA) catalizada por CYP2E1. El medio de reacción contuvo 

TrisHCl 70mM pH 7.4, semicarbazida 10 mM, MgCl2 14 mM y KCl 215 mM, 1 mM 

de NADPH y 4 mM de NDMA en un volumen total de 1 ml. Se agregaron los 

microsomas (0.4 mg proteína) y se dejó incubar por 30 min a 37º C. 

Posteriormente se detuvo la reacción con 100 µl de Sulfato de Zinc 25% y 100 µl 

de solución saturada de Hidróxido de Bario. Luego de centrifugar la mezcla por 10 

minutos a 2000 rpm se mezcló 0.7 ml del sobrenadante con la misma cantidad de 

reactivo de Nash. Esta mezcla se calentó a 70º C por 20 min y el formaldehído 

resultante se midió en el espectrofotómetro a 415 nm (Kleeberg y Klinger 1982). 
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10.2.9 Electroforesis en gel poliacrilamida e inmunodetección 
 

Se llevó a cabo una electroforesis desnaturalizante de 10 μg de proteína 

microsomal en geles de poliacrilamida al 7.5% (SDS-PAGE). Se realizó la 

transferencia a membranas de nitrocelulosa (0.45 mm) durante toda una noche y 

se verificaron las proteínas al teñir con rojo de Ponceau (Towbin et al. 1979). Las 

membranas se bloquearon durante una hora con una solución de albúmina sérica 

bovina (BSA) al 5% (w/v) en amortiguador de fosfatos (PBS), seguida de lavados 

con PBS-Tween 20 al 0.3% (v/v); posteriormente las membranas fueron incubadas 

con el anticuerpos policlonales de conejo anti-CYP1A1, anti-CYP1A2, anti-

CYP1B1, anti-CYP2E1, anti-CYP3A2 y ratón anti-GAPDH según el caso en PBS-

BSA al 0.5%) por una hora a temperatura ambiente. Se realizaron lavados con 

PBS-Tween 20 (0.3% v/v), se incubó con un segundo anticuerpo de cabra anti-

conejo y anticuerpo de conejo anti-ratón según el caso, conjugado con peroxidasa 

(en PBS-BSA 0.5%) durante una hora a temperatura ambiente en agitación 

constante. Después de lavar PBS-Tween 20 (0.3% v/v) y un último lavado con 

PBS; las membranas se revelaron con 3,3′-diaminobenzidina y H2O2 al 30% (v/v) o 

con luminol. Los análisis densitométricos de las membranas se realizaron con el 

programa ID Kodak versión 3.6.3. 

 

 

 

10.3 Estudios in Vitro 

 10.3.1 Interacciones biotina-CYPs 

Se determinaron las actividades EROD y MROD en microsomas de ratas tratadas 

con fenobarbital (60mg/kg i.p. los tres primeros días y 30mg/kg i.p. al cuarto día) y 

β-naftoflavona (80mg/kg i.p. en el tercer día) en presencia o ausencia de 

diferentes concentraciones de biotina con la finalidad de explorar si la vitamina 

puede interferir con la actividad de estas enzimas. La reacción se llevó a cabo en 

una celda para fluorómetro en la cual se mezcló: el amortiguador de Tris-base 50 
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mM y MgCl
2 

25 mM (930-960 μL) a pH 7.6, el sustrato disuelto en DMSO (10 μL 

de etoxirresorufina 50 μM o 20 μL de metoxirresorufina 0.5 mM) y NADPH 50 mM 

(10 μL) disuelto en el amortiguador. Todo esto se incubó a 37°C durante 3 min. 

Una vez terminado este tiempo se agregó el volumen equivalente a 200 μg de 

proteína microsomal hepática al mismo tiempo se adicionaron diferentes 

concentraciones de biotina (1, 2.5, 5 y 10 µg/mL). La cinética de aparición de la 

resorufina se evaluó cada 15 segundos durante 3 minutos en un fluorómetro Versa 

Fluor
TM 

de BioRad. La longitud de onda de excitación utilizada fue de 530 nm y la 

de emisión de 590 nm.  

 

 

10.3.2 Ensayo de Ames 

Se realizo el Ensayo de Ames de acuerdo al método y descrito (Maron y Ames 1983). 

El cultivo bacteriano se obtuvo mediante la inoculación de la cepa TA98 de S. 

thyphimurium en caldo nutritivo líquido incubado a 37 ° C con agitación durante toda la 

noche. Se examinaron las fracciones S9 de hígado de ratas tratadas con biotina 

(2mg/kg, ip) durante 1, 3, 5 y 7 días y de ratas control. La mezcla consistió en fracción 

S9 (0.1mL/mL), MgCl2 (8 mM), KCl (33 mM), glucosa 6-fosfato (5 mM) y NADP+ (4 

mM) en amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7,4). El cultivo bacteriano (0,1 mL), BaP 

(1, 5, 10 y 20 µg por placa) y la mezcla S9 (0,5 mL) se mezclaron con agar blando y se 

vertieron en placas de Petri que contenían medio mínimo de Vogel-Bonner. Las placas 

se incubaron durante 48 - 72 horas y se registró el número de colonias revertantes 

(His+). 

 

 

10.4 Estadística 
 

Para comparar los datos entre grupos se realizaron pruebas t-Student con una 

p < 0.05 utilizándose el programa GraphPad Prism v 4.0 (La Jolla CA, USA).  
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11.  RESULTADOS 

 
11.1 PCR en Tiempo Real 

 

El objetivo del presente trabajo fue determinar si dosis farmacológicas de biotina 

modifican la expresión y actividad de citocromos involucrados en el metabolismo 

de xenobióticos y metabolismo endógeno in vivo.  

La  modificación de CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2E1 y CYP3A2 in vivo se 

determinó en hígado de ratas control (amortiguador de fosfatos pH=7.4) y en ratas 

tratadas con biotina (2mg/kg). De acuerdo con los resultados obtenidos podemos 

decir que esta vitamina es capaz de modificar la expresión específicamente de la 

familia CYP1A y 1B a nivel transcripcional como se observa en la figura 30 (a-c), 

observándose un aumento significativo en el nivel de mRNA de CYP1A1 

(2.23+0.22), CYP1A2 (1.5+0.10),  y CYP1B1 (1.82+0.15), a las 24 horas 

posteriores a la administración de la vitamina,  a diferencia de los citocromos ya 

descritos no se observaron variaciones en los niveles de mRNA de CYP2E1 

(0.90+0.06),  y CYP3A2 (0.50+0.25) Figura 30 (d,e). 

Posteriormente es interesante el efecto que se observa a los 3 días de 

administración ya que disminuyen significativamente los niveles de mensajero de 

CYP1A1 (0.24+0.15) y CYP1B1 (0.14+0.07), evento que será explicado en la 

discusión. CYP1A2, CYP2E1 y CYP3A2 no se modificaron. A los 5 y 7 días de 

administración los niveles de mRNA de CYP1A1, CYP1B1 y CYP1A2 van 

aumentando, respecto a los días anteriores,  nuevamente los niveles del mRNA de 

CYP2E1 y CYP3A2 no se modifican. 
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Figura 30. Efecto curso-temporal de la biotina en la abundancia del mRNA de los 
CYP1A1 (a), CYP1A2 (b), CYP1B1 (c), CYP2E1 (d) y CYP3A2 (e) en hígados de 
ratas tratadas con biotina. Los datos se expresan en incrementos relativos con 
respecto a su grupo control. Cada barra corresponde al promedio de 2 
experimentos independientes por triplicado cada uno + ES, (n=4 ratas por grupo) 
normalizado con gapdh. *Denota diferencias significativas con el control  P< 0.05. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

e) 
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11.2  Inmunodetección y análisis densitométrico. 

 
 

Se realizaron ensayos de inmunodetección  para  los citocromos de interés 

utilizando microsomas hepáticos de rata control y tratadas con biotina.  A las 

bandas obtenidas se les realizo un análisis densitométrico. Los resultados no 

muestran cambios (Figuras 31-35), y este es un hecho interesante ya que se ha 

descrito que el aumento en la actividad suele suceder por la intensificación de la 

transcripción sin embargo no observamos ese patrón, lo que podría estar 

hablando de un mecanismo regulación post-transcripcional. 

 
 
 

 
 
Figura 31. Inmunodetección (a) y análisis densitométrico (b) del CYP1A1 en ratas 
control (carril 2-4) y ratas tratadas con biotina (carril 6-9). La primera banda del 

a) b) 
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extremo izquierdo corresponde al control positivo (microsomas hepáticos de ratas 
tratadas con BaP) y la última banda del extremo derecho corresponde al CYP1A1. 
Los datos se expresan en veces de incrementos relativos con respecto a su grupo 
control. Cada columna en la gráfica representa el promedio de los valores 
densitométricos por tratamiento y tiempo de tratamiento del CYP1A1 + ES, (n=4 
ratas por grupo). *p<0.05 indica diferencias significativas.  
 
 
 

 
 
Figura 32. Inmunodetección (a) y análisis densitométrico (b) del CYP1A2 en ratas 
control (carril 1-4) y ratas tratadas con biotina (carril 5-8), la última banda del 
extremo derecho corresponde al CYP1A2. Los datos se expresan en veces de 
incrementos relativos con respecto a su grupo control. Cada columna en la gráfica 
representa el promedio de los valores densitométricos por tratamiento y tiempo de 
tratamiento del CYP1A2 + ES, (n=4 ratas por grupo). *p<0.05 indica diferencias 
significativas.  

b) a) 
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Figura 33. Inmunodetección (a) y análisis densitométrico (b) del CYP1B1 en ratas 
control (carril 1-4) y ratas tratadas con biotina (carril 5-8). Los datos se expresan 
en veces de incrementos relativos con respecto a su grupo control. Cada columna 
en la gráfica representa el promedio de los valores densitométricos por tratamiento 
y tiempo de tratamiento del CYP1B1 + ES, (n=4 ratas por grupo). *p<0.05 indica 
diferencias significativas.  
 
 
 
 
 
 

a) b) 
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Figura 34. Inmunodetección (a) y análisis densitométrico (b) del CYP2E1 en ratas 
control (carril 2-5) y ratas tratadas con biotina (carril 6-9). La primera banda del 
extremo izquierdo corresponde al CYP2E1 y la última banda del extremo derecho 
corresponde al  control positivo (microsomas hepáticos de ratas tratadas con 
ciclohexanol). Los datos se expresan en veces de incrementos relativos con 
respecto a su grupo control. Cada columna en la gráfica representa el promedio de 
los valores densitométricos por tratamiento y tiempo de tratamiento del CYP2E1 + 
ES, (n=4 ratas por grupo). *p<0.05 indica diferencias significativas.  
  
 
 

a) b) 
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Figua 35. Inmunodetección (a) y análisis densitométrico (b) del CYP3A2 en ratas 
control (carril 1-4) y ratas tratadas con biotina (carril 5-8) la última banda del 
extremo derecho corresponde al  CYP3A2. Los datos se expresan en veces de 
incrementos relativos con respecto a su grupo control. Cada columna en la gráfica 
representa el promedio de los valores densitométricos por tratamiento y tiempo de 
tratamiento del CYP3A2 + ES, (n=4 ratas por grupo). *p<0.05 indica diferencias 
significativas. 
 
 

 
 

a) b) 
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11.3 Determinación de la actividad enzimática  
 
 

Se ha reportado que la vitamina biotina además de ser un regulador 

transcripcional también modifica la expresión a nivel postranscripcional (Collins et 

al. 1988; Stockert y Morell 1990; Stockert et al. 1992; Stockert y Ren 1997; De La 

Vega 1999; De La Vega and Stockert 2000) por lo cual también evaluamos su 

efecto a este nivel en microsomas hepáticos de rata. 

 
 

 
 
 

 
 
 

b) 

a) 
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Figura 36. Actividad de CYP1A1 (a), CYP1A2 (b), CYP2E1 (c) y  CYP3A2 (d) en 
microsomas de hígado de ratas en diferentes tiempos de tratamiento. Los datos se 
expresan en veces de incrementos relativos con respecto a su grupo control. Cada 
barra corresponde al promedio de actividad + ES de 4 ratas por grupo. *p<0.05 
indica diferencias significativas con respecto al control. 
   

d) 

c) 
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   11.4 Determinación de los efectos de biotina en la actividad de CYP1A   
             inducida con B(a)P. 
 

Con la finalidad de evaluar si biotina tendría un efecto sinérgico con un inductor de 

citocromos, se administró conjuntamente biotina con BaP y se midieron las actividades  

EROD y MROD en microsomas hepáticos de rata. Los resultados muestran que las 

actividades fueron similares con el inductor solo o en combinación con biotina y 

también los grupos control comparados con los tratados con biotina. 
    

      
 

 
 

Figura 37. Actividad de CYP1A1 (a) y CYP1A2 (b) en microsomas de hígado de 
ratas tratadas con PBS1X (control), biotina (2mg/kg), B(a)P (10mg/kg) y biotina 
+B(a)P(2mg/kg + 10mg/kg respectivamente). Cada barra corresponde al promedio 
de la actividad + ES de 5 ratas por grupo. *p<0.05 indica diferencias significativas 
con respecto al control. 

a)

b)
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11.5 Determinación de la posible interacción de biotina y las actividades de 
CYP1A1 y CYP1A2. 
 

Microsomas de ratas tratadas con fenobarbital/β-naftoflavona se usaron para investigar 

si biotina podría interferir con la actividad EROD y MROD, adicionando diferentes 

concentraciones de la vitamina en la mezcla de reacción con etoxiresorrufina y 

metoxiresorrufina.  Los resultados indican que la biotina no interfiere con la actividad de 

los citocromos evaluados. 

 

            

Figura 38. Efectos del tratamiento de biotina en la actividad de EROD (a) y MROD 
(b) en microsomas de hígado de ratas tratadas simultáneamente con fenobarbital 
(60mg/kg) y β–naftoflavona (80mg/kg). Concentraciones ascendentes de biotina 
fueron adicionadas a la mezcla de reacción al medir la actividad enzimática (pmol 
resorrufina formada / min/ mg proteína). Cada barra corresponde al promedio + ES 
de dos experimentos independientes por triplicado cada uno. 
 

b) 

a) 
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11.6 Ensayo de Ames 
 

La potencia mutagénica de BaP resultante de su activación por la mezcla S9 de ratas 

tratadas con biotina fue muy similar a las de ratas control, siendo de 57.2 rev/µg 

cuando es activado con S9 de ratas tratadas con biotina por 24 hrs, comparado con 

40.5 rev/µg con S9 de ratas control. La potencia mutagénica de BaP activado por S9 

de ratas control y tratadas con biotina por 7 días fue, 16.5 y 15 rev/µg respectivamente. 

La potencia mutagénica de BaP activado por S9 de ratas tratadas con un inductor de 

citocromos fue de 62.3 y 37.4 rev/µg después de 1 y 7 días de tratamiento, 

respectivamente. 
 

TABLA 2: Evaluación de la  mutagenicidad de la fracción S9 de ratas tratadas con biotina en el 

 ensayo de Ames. 

Día Químico     Dosis (µg/placa)                              No. de revertantes His+ /placa(a) 
 

 

                                                                                         B-(b)                  B+(c)               Control 

                                              positivo(d) 
 

1   B[a]P                           0    23 ± 5            18 ± 1             28 ± 6 

1   55 ± 17            55 ± 8             59 ± 6 

5             229 ± 104        210 ± 59         433 ± 143 

                    10             215 ± 67          220 ± 61         557 ± 86 

                                                  20             304 ± 49          281 ± 30         913 ± 144 

Revertantes inducidas/µg(e)           40.5                 52.7                 62.3 
 

 

7   B[a]P                          0    49 ± 8            62 ± 10             66 ± 7 

                                                   1   68 ± 7              66 ± 8               81 ± 27 

5             132 ± 7            137 ± 20           300 ± 29 

                                                  10             114 ± 17          128 ± 8             436 ± 99 

                                                  20             148 ± 31          159 ± 15           773 ± 127 

Revertantes inducidas/µg(e)           16.5                 15.0                  37.4 
(a) No. de colonias revertantes/placa por triplicado de dos experimentos independientes. 
(b) Fracción S9 de hígado de ratas control. 
(c) Fracción S9 de hígado de ratas tratadas con biotina (2 mg/kg). 
(d) Fracción S9 de hígado de ratas tratadas con fenobarbital (60 mg/kg) y β-naftoflavona (80 mg/kg), 

usado como control positivo. 
(e) La pendiente en el origen se calculó utilizando el programa de software SALANAL. 
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11.7 Predicción in silico de la interacción de miRNAs y CYPs 
 

Para evaluar la posible participación de miRNAs en la regulación de CYPs en rata, se 

buscaron las secuencias de miRNAs que se han reportado regulan la expresión de 

citocromos (Tsuchiya et al. 2006; Pan et al. 2009; Mohri et al. 2010). Como los 

resultados de la búsqueda fueron en humano, se buscaron las secuencias  

homólogas en rata. Con herramientas como BLAST, ENSEMBL y miRBASE se 

alinearon las secuencias de los pre-mRNAs y miRNAs maduros de rata con las 

secuencias de CYP1A1, CYP1A2 y CYP1B1 de rata. 

 
miRNA-27b RATA 
 
PRECURSOR 
>rno-mir-27b MI0000859 
ACCUCUCUAACAAGGUGCAGAGCUUAGCUGAUUGGUGAACAGUGAUUGGUUUCCGCUUUGUUCACA
GUGGCUAAGUUCUGCACCUGAAGAGAAGGUG 
 
MADURO 
>rno-miR-27b-5p MIMAT0017101   
19-AGAGCUUAGCUGAUUGGUGAACAG-42 
 
 
 
ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN CODIFICANTE Y REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A1 
DE RATA CON miR-27b MADURO DE RATA 
(La región 3´-UTR esta marcada en negritas y los apareamientos están subrayados). 
 
CATCCTCCCTGGGGTCCTAGAGAACACTCTTCAGTTCAGTCCTTCCTCACAGCCAAAGCAGCCACC 

TAGATCATGCCTTCTGTGTATGGATTCCCAGCCTTCACATCAGCCACAGAGCTGCTCTTGGCCGTC

ACCACATTCTGCCTTGGATTCTGGGTGGTTAGAGTCACAAGAACCTGGGTTCCCAAAGGTCTGAAG

AGTCCACCCGGACCCTGGGGCTTGCCCTTCATGGGGCACGTGCTGACCCTGGGGAAGAACCCACAC

CTGTCACTGACAAAACTGAGTCAGCAGTATGGGGACGTGCTGCAGATCCGTATTGGCTCCACACCC

GTGGTGGTGCTGAGCGGCCTGAACACCATCAAGCAGGCCCTGGTGAAACAGGGGGATGACTTCAAA

GGCCGGCCAGACCTCTACAGCTTCACACTTATCGCTAATGGCCAGAGCATGACTTTCAACCCAGAC

TCTGGACCGCTGTGGGCTGCCCGCCGGCGCCTGGCCCAGAATGCGCTGAAGAGTTTCTCCATAGCC

TCAGACCCAACACTGGCATCCTCTTGCTACTTGGAAGAGCACGTGAGCAAAGAGGCTGAATACTTA

ATCAGCAAGTTCCAGAAGCTGATGGCAGAGGTTGGCCACTTCGACCCTTTCAAGTATTTGGTGGTG

TCAGTGGCCAATGTCATCTGTGCCATATGCTTTGGCAGACGTTATGACCACGATGACCAAGAGCTG

CTCAGCATAGTCAATCTAAGCAATGAGTTTGGGGAGGTTACTGGTTCTGGATACCCAGCTGACTTC
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ATTCCTATCCTCCGTTACCTCCCTAACTCTTCCCTGGATGCCTTCAAGGACTTGAATAAGAAGTTC

TACAGTTTCATGAAGAAGCTAATCAAAGAGCACTACAGGACATTTGAGAAGGGCCACATCCGGGAC

ATCACAGACAGCCTCATTGAGCATTGTCAGGACAGGAGGCTGGACGAGAATGCCAATGTCCAGCTC

TCAGATGATAAGGTCATTACGATTGTTTTTGACCTCTTTGGAGCTGGGTTTGACACAATCACAACT

GCTATCTCTTGGAGCCTCATGTACCTGGTAACCAACCCTAGGATACAGAGAAAGATCCAGGAGGAG

TTAGACACAGTGATTGGCAGGGATCGGCAGCCCCGGCTTTCTGACAGACCTCAGCTGCCCTATCTG

GAGGCCTTCATCCTGGAGACCTTCCGACATTCATCCTTTGTCCCATTCACCATCCCCCACAGCACC

ATAAGAGATACAAGTCTGAATGGCTTCTATATCCCCAAGGGACACTGTGTCTTTGTGAACCAGTGG

CAGGTTAACCATGACCAGGAACTATGGGGTGATCCAAACGAGTTCCGGCCTGAAAGGTTTCTTACC

TCCAGTGGCACTCTGGACAAACACCTGAGTGAGAAGGTCATTCTCTTTGGTTTGGGCAAGCGAAAG

TGCATTGGGGAGACCATTGGCCGACTGGAGGTCTTTCTCTTCCTGGCCATCCTGCTGCAGCAAATG

GAATTTAATGTGTCACCAGGCGAGAAGGTGGATATGACTCCTGCCTATGGGCTGACTTTAAAACAT

GCCCGCTGTGAGCACTTCCAAGTGCAGATGCGGTCTTCTGGTCCTCAGCATCTCCAGGCTTAGACT

GTCCTGGATGCTCACCAGACTAGGTGGCTGTTCCTAGGATTCAACTTCAGTCAGAAACACAGACCC

TGGGGCATTGTGCCTGCCTCCTACTTTGGACTTGTTTCTCTATATGCTGAACACAGACACTGGGCA

CAGCAGAGACCCACAGGAACCTCAGATCCTTCTCAAGTTCAGCATCAACTAGGAGACCTAAAAGGG

TTATGAGATACCTGGGCCTCAGAAAACCCCTGAAGAGCTCTCTGGTCCTCCAGTGGCTGGCTGGTT

TGAAAAATACTTACAACAGGTCATGCTAGGATCTGGCTGGTTACTTTGACAACCGGGAGTAGCCCA

GAATGGAGGGAGAAGAGAACTCAAAATACTGGCACGGAGGTGCTCTTGCCATCTGCTGAGGCTCAA

CTGTCTTCCAACATGGGTTTATGACACTACATGTGGGGGTGTAGCACCTTCATTTACCCTACATAG

AAATAAACAAGGTCTCCTTGTCCTTGCAAAGCCCATGTTCCTGTTTAGGAAGGGCTGAGAGTTGTG

TGTAGAAAGACCTAAGAACATAGGGACAGACTTTCTGGGCAGTAAGACCAGGTTTAGAGTAAAGGA

ATGCCTTTTGAGACAGTATTGTGTAGTCCAAGTTGCCTCTGAACTTGCTACCAAGGGTGGCCTTGA 

ACTCCTTAATTCTTTTTTCTGCTTTTACCACCCTACCAAGTGCTAGGGTACAGTCATGAACCGCTA

CACCAGCTCTTGGTCTCTTGTCTTTACTGTATAAAACGTTTCTTTCTTTCTTTTTTTTTTAAAGAA

AATGTTTGTGCATAAGAGTTTTTTATTGTGGCCTGTATTTTGCTTATGCATTTGTATTAGTCGTAC

TTCAATAGATTTAGATAATTCGCTTAGTGTAATAGAGAAAAATCTAACTCAAGTATCCAGAAATAT

ATAGGAAAAACGTACCTGAGCTAAATAAAAATATTACCTGG 
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RESULTADOS DEL ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN CODIFICANTE DE CYP1A1 DE 

RATA CON  pre-miR-27b  DE RATA 
 
 

 
 
 

RESULTADO  DEL ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A1 DE RATA con  
pre-miR27b  DE RATA: NO HAY ALINEAMIENTOS 
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RESULTADOS DEL ALINEAMIENTO DE  LA REGIÓN CODIFCANTE  DE CYP1A1 DE 
RATA CON miR-27b MADURO DE RATA 

 

 

 
 
 
 
RESULTADO  DEL ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A1 DE RATA CON  
miR27b  MADURO  DE RATA: NO HAY ALINEAMIENTOS 
 
 
Figura 39. Alineamiento de la región codifcante y región 3´-UTR de CYP1A1 de 
rata con la secuencias del pre-miR-27b y miR-27b maduro de rata. 
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miRNA-122 RATA 
 
PRECURSOR 
>rno-mir-122 MI0000891 
CCUUAGCAGAGCUCUGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGUGUCCAAAACAUCAAACGCCAUCAUCACAC
UAAACAGCUACUGCUAGGC 
 
 
MADURO 
>rno-miR-122-3p MIMAT0017116   
51-AACGCCAUCAUCACACUAA-69 
 
 

ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN CODIFICANTE Y REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A1 
RATA CON miR-122 MADURO DE RATA 
(La región 3´-UTR esta marcada en negritas y los apareamientos están subrayados). 
 
 
 

CATCCTCCCTGGGGTCCTAGAGAACACTCTTCAGTTCAGTCCTTCCTCACAGCCAAAGCAGCCACC

TAGATCATGCCTTCTGTGTATGGATTCCCAGCCTTCACATCAGCCACAGAGCTGCTCTTGGCCGTC

ACCACATTCTGCCTTGGATTCTGGGTGGTTAGAGTCACAAGAACCTGGGTTCCCAAAGGTCTGAAG

AGTCCACCCGGACCCTGGGGCTTGCCCTTCATGGGGCACGTGCTGACCCTGGGGAAGAACCCACAC

CTGTCACTGACAAAACTGAGTCAGCAGTATGGGGACGTGCTGCAGATCCGTATTGGCTCCACACCC

GTGGTGGTGCTGAGCGGCCTGAACACCATCAAGCAGGCCCTGGTGAAACAGGGGGATGACTTCAAA

GGCCGGCCAGACCTCTACAGCTTCACACTTATCGCTAATGGCCAGAGCATGACTTTCAACCCAGAC

TCTGGACCGCTGTGGGCTGCCCGCCGGCGCCTGGCCCAGAATGCGCTGAAGAGTTTCTCCATAGCC

TCAGACCCAACACTGGCATCCTCTTGCTACTTGGAAGAGCACGTGAGCAAAGAGGCTGAATACTTA

ATCAGCAAGTTCCAGAAGCTGATGGCAGAGGTTGGCCACTTCGACCCTTTCAAGTATTTGGTGGTG

TCAGTGGCCAATGTCATCTGTGCCATATGCTTTGGCAGACGTTATGACCACGATGACCAAGAGCTG

CTCAGCATAGTCAATCTAAGCAATGAGTTTGGGGAGGTTACTGGTTCTGGATACCCAGCTGACTTC

ATTCCTATCCTCCGTTACCTCCCTAACTCTTCCCTGGATGCCTTCAAGGACTTGAATAAGAAGTTC

TACAGTTTCATGAAGAAGCTAATCAAAGAGCACTACAGGACATTTGAGAAGGGCCACATCCGGGAC

ATCACAGACAGCCTCATTGAGCATTGTCAGGACAGGAGGCTGGACGAGAATGCCAATGTCCAGCTC

TCAGATGATAAGGTCATTACGATTGTTTTTGACCTCTTTGGAGCTGGGTTTGACACAATCACAACT

GCTATCTCTTGGAGCCTCATGTACCTGGTAACCAACCCTAGGATACAGAGAAAGATCCAGGAGGAG

TTAGACACAGTGATTGGCAGGGATCGGCAGCCCCGGCTTTCTGACAGACCTCAGCTGCCCTATCTG

GAGGCCTTCATCCTGGAGACCTTCCGACATTCATCCTTTGTCCCATTCACCATCCCCCACAGCACC

ATAAGAGATACAAGTCTGAATGGCTTCTATATCCCCAAGGGACACTGTGTCTTTGTGAACCAGTGG

CAGGTTAACCATGACCAGGAACTATGGGGTGATCCAAACGAGTTCCGGCCTGAAAGGTTTCTTACC

TCCAGTGGCACTCTGGACAAACACCTGAGTGAGAAGGTCATTCTCTTTGGTTTGGGCAAGCGAAAG
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TGCATTGGGGAGACCATTGGCCGACTGGAGGTCTTTCTCTTCCTGGCCATCCTGCTGCAGCAAATG

GAATTTAATGTGTCACCAGGCGAGAAGGTGGATATGACTCCTGCCTATGGGCTGACTTTAAAACAT

GCCCGCTGTGAGCACTTCCAAGTGCAGATGCGGTCTTCTGGTCCTCAGCATCTCCAGGCTTAGACT

GTCCTGGATGCTCACCAGACTAGGTGGCTGTTCCTAGGATTCAACTTCAGTCAGAAACACAGACCC

TGGGGCATTGTGCCTGCCTCCTACTTTGGACTTGTTTCTCTATATGCTGAACACAGACACTGGGCA

CAGCAGAGACCCACAGGAACCTCAGATCCTTCTCAAGTTCAGCATCAACTAGGAGACCTAAAAGGG

TTATGAGATACCTGGGCCTCAGAAAACCCCTGAAGAGCTCTCTGGTCCTCCAGTGGCTGGCTGGTT

TGAAAAATACTTACAACAGGTCATGCTAGGATCTGGCTGGTTACTTTGACAACCGGGAGTAGCCCA

GAATGGAGGGAGAAGAGAACTCAAAATACTGGCACGGAGGTGCTCTTGCCATCTGCTGAGGCTCAA

CTGTCTTCCAACATGGGTTTATGACACTACATGTGGGGGTGTAGCACCTTCATTTACCCTACATAG

AAATAAACAAGGTCTCCTTGTCCTTGCAAAGCCCATGTTCCTGTTTAGGAAGGGCTGAGAGTTGTG

TGTAGAAAGACCTAAGAACATAGGGACAGACTTTCTGGGCAGTAAGACCAGGTTTAGAGTAAAGGA

ATGCCTTTTGAGACAGTATTGTGTAGTCCAAGTTGCCTCTGAACTTGCTACCAAGGGTGGCCTTGA 

ACTCCTTAATTCTTTTTTCTGCTTTTACCACCCTACCAAGTGCTAGGGTACAGTCATGAACCGCTA

CACCAGCTCTTGGTCTCTTGTCTTTACTGTATAAAACGTTTCTTTCTTTCTTTTTTTTTTAAAGAA

AATGTTTGTGCATAAGAGTTTTTTATTGTGGCCTGTATTTTGCTTATGCATTTGTATTAGTCGTAC

TTCAATAGATTTAGATAATTCGCTTAGTGTAATAGAGAAAAATCTAACTCAAGTATCCAGAAATAT

ATAGGAAAAACGTACCTGAGCTAAATAAAAATATTACCTGG 
 

 
RESULTADOS  DEL ALINEMIENTO DE LA REGIÓN CODIFICANTE DE CYP1A1 DE 
RATA CON  pre-mir -122 DE RATA: NO  HAY ALINEAMIENTOS 

 
 
RESULTADOS  DEL ALINEAMIENTO DE  LA REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A1 DE RATA CON  
pre-mir -122  DE RATA: NO  HAY ALINEAMIENTOS 
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RESULTADOS DEL ALINEMIENTO DE  LA REGIÓN CODIFICANTE  DE CYP1A1 DE 

RATA CON miR-122 MADURO DE RATA 
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RESULTADO  DEL ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A1 DE RATA CON  

miR-122 MADURO DE RATA 
 
 

 
 
 
Figura 40. Alineamiento de la región codifcante y región 3´-UTR de CYP1A1 de 
rata con la secuencias del pre-miR-122 y miR-122 maduro  de rata. 
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miRNA-328 RATA  
 
PRECURSOR 
>rno-mir-328a MI0000602 
UGGGGCAGGGGGGCAGGAGGGGCUCAGGGAGAAAGCAUCUACAGCCCCUGGCCCUCUCUGCCCUUC
CGUCCCCUGUCCCCAAAU 
 
 
MADURO 
>rno-miR-328a-5p MIMAT0017029   
8-GGGGGGCAGGAGGGGCUCA-26 
 

 

ALINEMIENTO DE LA REGIÓN CODIFCANTE Y REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A1 DE 
RATA CON miR-328a MADURO DE RATA 
(La región 3´-UTR esta marcada en negritas y los apareamientos están subrayados). 
 
 

CATCCTCCCTGGGGTCCTAGAGAACACTCTTCAGTTCAGTCCTTCCTCACAGCCAAAGCAGCCACC

TAGATCATGCCTTCTGTGTATGGATTCCCAGCCTTCACATCAGCCACAGAGCTGCTCTTGGCCGTC

ACCACATTCTGCCTTGGATTCTGGGTGGTTAGAGTCACAAGAACCTGGGTTCCCAAAGGTCTGAAG

AGTCCACCCGGACCCTGGGGCTTGCCCTTCATGGGGCACGTGCTGACCCTGGGGAAGAACCCACAC

CTGTCACTGACAAAACTGAGTCAGCAGTATGGGGACGTGCTGCAGATCCGTATTGGCTCCACACCC

GTGGTGGTGCTGAGCGGCCTGAACACCATCAAGCAGGCCCTGGTGAAACAGGGGGATGACTTCAAA

GGCCGGCCAGACCTCTACAGCTTCACACTTATCGCTAATGGCCAGAGCATGACTTTCAACCCAGAC

TCTGGACCGCTGTGGGCTGCCCGCCGGCGCCTGGCCCAGAATGCGCTGAAGAGTTTCTCCATAGCC

TCAGACCCAACACTGGCATCCTCTTGCTACTTGGAAGAGCACGTGAGCAAAGAGGCTGAATACTTA

ATCAGCAAGTTCCAGAAGCTGATGGCAGAGGTTGGCCACTTCGACCCTTTCAAGTATTTGGTGGTG

TCAGTGGCCAATGTCATCTGTGCCATATGCTTTGGCAGACGTTATGACCACGATGACCAAGAGCTG

CTCAGCATAGTCAATCTAAGCAATGAGTTTGGGGAGGTTACTGGTTCTGGATACCCAGCTGACTTC

ATTCCTATCCTCCGTTACCTCCCTAACTCTTCCCTGGATGCCTTCAAGGACTTGAATAAGAAGTTC

TACAGTTTCATGAAGAAGCTAATCAAAGAGCACTACAGGACATTTGAGAAGGGCCACATCCGGGAC

ATCACAGACAGCCTCATTGAGCATTGTCAGGACAGGAGGCTGGACGAGAATGCCAATGTCCAGCTC

TCAGATGATAAGGTCATTACGATTGTTTTTGACCTCTTTGGAGCTGGGTTTGACACAATCACAACT

GCTATCTCTTGGAGCCTCATGTACCTGGTAACCAACCCTAGGATACAGAGAAAGATCCAGGAGGAG

TTAGACACAGTGATTGGCAGGGATCGGCAGCCCCGGCTTTCTGACAGACCTCAGCTGCCCTATCTG

GAGGCCTTCATCCTGGAGACCTTCCGACATTCATCCTTTGTCCCATTCACCATCCCCCACAGCACC

ATAAGAGATACAAGTCTGAATGGCTTCTATATCCCCAAGGGACACTGTGTCTTTGTGAACCAGTGG

CAGGTTAACCATGACCAGGAACTATGGGGTGATCCAAACGAGTTCCGGCCTGAAAGGTTTCTTACC

TCCAGTGGCACTCTGGACAAACACCTGAGTGAGAAGGTCATTCTCTTTGGTTTGGGCAAGCGAAAG

TGCATTGGGGAGACCATTGGCCGACTGGAGGTCTTTCTCTTCCTGGCCATCCTGCTGCAGCAAATG
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GAATTTAATGTGTCACCAGGCGAGAAGGTGGATATGACTCCTGCCTATGGGCTGACTTTAAAACAT

GCCCGCTGTGAGCACTTCCAAGTGCAGATGCGGTCTTCTGGTCCTCAGCATCTCCAGGCTTAGACT

GTCCTGGATGCTCACCAGACTAGGTGGCTGTTCCTAGGATTCAACTTCAGTCAGAAACACAGACCC

TGGGGCATTGTGCCTGCCTCCTACTTTGGACTTGTTTCTCTATATGCTGAACACAGACACTGGGCA

CAGCAGAGACCCACAGGAACCTCAGATCCTTCTCAAGTTCAGCATCAACTAGGAGACCTAAAAGGG

TTATGAGATACCTGGGCCTCAGAAAACCCCTGAAGAGCTCTCTGGTCCTCCAGTGGCTGGCTGGTT

TGAAAAATACTTACAACAGGTCATGCTAGGATCTGGCTGGTTACTTTGACAACCGGGAGTAGCCCA

GAATGGAGGGAGAAGAGAACTCAAAATACTGGCACGGAGGTGCTCTTGCCATCTGCTGAGGCTCAA

CTGTCTTCCAACATGGGTTTATGACACTACATGTGGGGGTGTAGCACCTTCATTTACCCTACATAG

AAATAAACAAGGTCTCCTTGTCCTTGCAAAGCCCATGTTCCTGTTTAGGAAGGGCTGAGAGTTGTG

TGTAGAAAGACCTAAGAACATAGGGACAGACTTTCTGGGCAGTAAGACCAGGTTTAGAGTAAAGGA

ATGCCTTTTGAGACAGTATTGTGTAGTCCAAGTTGCCTCTGAACTTGCTACCAAGGGTGGCCTTGA 

ACTCCTTAATTCTTTTTTCTGCTTTTACCACCCTACCAAGTGCTAGGGTACAGTCATGAACCGCTA

CACCAGCTCTTGGTCTCTTGTCTTTACTGTATAAAACGTTTCTTTCTTTCTTTTTTTTTTAAAGAA

AATGTTTGTGCATAAGAGTTTTTTATTGTGGCCTGTATTTTGCTTATGCATTTGTATTAGTCGTAC

TTCAATAGATTTAGATAATTCGCTTAGTGTAATAGAGAAAAATCTAACTCAAGTATCCAGAAATAT

ATAGGAAAAACGTACCTGAGCTAAATAAAAATATTACCTGG 
 

 

 
RESULTADOS  DEL ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN CODIFICANTE DE CYP1A1 DE 
RATA CON  pre-mir -328a DE RATA: NO  HAY ALINEAMIENTOS 

 
 
RESULTADOS  DEL ALINEAMINETO DE  LA REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A1 DE RATA CON  
pre- mir -328a DE RATA: NO  HAY ALINEAMIENTOS 
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RESULTADOS DEL ALINEMIENTO DE  LA REGIÓN CODIFICANTE  DE CYP1A1 DE 
RATA CON miR-328a MADURO DE RATA 

 

 

 

 
 
RESULTADO  DEL ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A1 DE RATA CON  
miR-328a MADURO DE RATA: NO  HAY ALINEAMIENTOS 
 

Figura 41. Alineamiento de la región codifcante y región 3´-UTR de CYP1A1 de 
rata con la secuencias del pre-miR-328a  y miR-128a maduro de rata. 
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miRNA-27b RATA 
 
PRECURSOR 
>rno-mir-27b MI0000859 
ACCUCUCUAACAAGGUGCAGAGCUUAGCUGAUUGGUGAACAGUGAUUGGUUUCCGCUUUGUUCACA
GUGGCUAAGUUCUGCACCUGAAGAGAAGGUG 
 
MADURO 
>rno-miR-27b-5p MIMAT0017101   
19-AGAGCUUAGCUGAUUGGUGAACAG-42 
 
 
 
ALINEMIENTO DE LA REGIÓN CODIFCANTE Y REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A2 DE 
RATA CON miR-27b MADURO DE RATA 
(La región 3´-UTR esta marcada en negritas y los apareamientos están subrayados). 
 
 
 
TGGACTGACTCCTACAACTCTGCCAGTCTCCAGCCCCTGCCCTTCAGGTATGTCTGTGTG 
TCTTTCCAGACCATGAAATCCGCTTCTATTTCCTAAATACTATTAGAGATGGAGAAACAG 
GGACCCACCTTAGCTTCTCTTTTTAACATCCCCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG 
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTATATGTTTGTGTGTGTATCTCTGTTTCTGTGTGTG 
TGTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCCATCAGAACACCAAAGCTTATGTGTGGCTCTCAGAGAC 
AACATATTTCAGGAGTCAGTTCCTTCTTTCTACCACATTGATTCCAGGAAGACTTGCCAG 
CAAGTGCTTTAACCACTGAGCCATCCATCTCACTAGCCCATTATCTTTAATTAAGCGGTT 
TCACCCAGGCTTTTTCTAAGGACAGTTACCTGGAGTGAAGAGGTAGGGAGAGAATACCCA 
CCTGACATTGGACAACCCGGGACCTGGCTGTAGCCTACTTCGGCCTCTAAGCACAGTGCT 
AAAATGAAGACTCACTTTTGCAGGAGGTACCTCTGTGGTAGTGATAGAGTTACTGAGAAG 
GGTGGATATCACAGGCCATTGATAACCTCCCAGGGAAAGTGGCCTTCTGTTGCTGGCAAA 
GGGGCATCTTCTGTTCTTTGGTATGTAGAGGGAACCGACAATGTGTTGGACCCTCTGTTA 
GAAAGTGCAGCAAACACTCTGTTATTGGTGCTCTTGAGGGGCTGCCTTTAGTGTCATTAT 
TTTGGAGTGGTCACTGGCATCCACACCAGTCTCAGAATTGGACATGAGAAAGGCAGACAG 
AACAGCCTGGGATGGAAATCCAGACACTAAAGTTGTAAATGCAAGGCTCCCTTCCAGCCC 
TTGGCTCCTGTGACGGGGTTAGGGCAAATCCCCGAAAGAACAAGACACATGCCAGGTAGA 
TTCACTTTTCTGATGTGGGGCTGAGGGTCAAACATAGAGTGTATGTCAGCGCCTACCGAG 
TGAGTGAGCGAAAAAAATAAATGGAAGGCTCAGAATCCATCTTCAACCAGTCCATCTCCA 
TTTCTCCTGCAGTCGTACAGATGGCGTTCTCCCAGTATATCTCCTTAGCCCCAGAGCTGC 
TACTGGCCACTGCCATCTTCTGTTTAGTGTTCTGGGTGTTGAGAGGCACAAGGACCCAGG 
TTCCCAAAGGTCTGAAGAGTCCTCCCGGACCCTGGGGCTTGCCCTTCATTGGGCACATGC 
TGACCCTGGGGAAGAACCCACACCTATCTCTGACAAAGCTGAGTCAGCAGTATGGGGACG 
TGCTGCAGATCCGCATTGGCTCCACACCCGTGGTGGTGCTGAGCGGCCTGAACACCATCA 
AGCAGGCCCTAGTGAAGCAGGGGGATGACTTCAAAGGCCGGCCAGACCTCTACAGCTTCA 
CACTTATCACTAATGGCAAGAGCATGACTTTCAACCCAGACTCTGGACCGGTCTGGGCTG 
CCCGCCGGCGCCTGGCCCAGGATGCCCTGAAGAGTTTCTCCATAGCCTCAGACCCCACAT 
CAGTATCCTCTTGCTACTTGGAGGAGCACGTGAGCAAAGAGGCTAACCATCTAATCAGCA 
AGTTCCAGAAGCTGATGGCAGAGGTTGGCCACTTCGAACCAGTCAACCAGGTGGTGGAAT 
CGGTGGCTAATGTCATCGGAGCCATGTGTTTTGGGAAGAACTTCCCCAGGAAGAGCGAGG 
AGATGCTCAACCTCGTGAAGAGCAGCAAGGACTTTGTGGAGAATGTCACCTCAGGGAATG 
CTGTGGACTTCTTTCCGGTCCTGCGCTACCTGCCCAACCCAGCCCTCAAGAGGTTTAAGA 
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ACTTCAATGATAACTTTGTGCTGTTTCTGCAGAAAACAGTCCAGGAACACTATCAAGACT 
TCAACAAGGTGAGACTGAGAGGCAGACTGTGATTGCACTGCCACCAGAGAACTCCCAGGT 
ACTCCCGGGTGCTGCCATGTGCTGCCAAGACCTTGGAAGGCTCTGGGCTACTTAGCAACT 
GTAGGACCTGAAGCCTTTCCTTACAGCTCGCCTCTGGGGACTGTTCCAAGCCCCAGAAAG 
CAAAGGCATGTCAACGGAGCCTTGGCAGAACTTTGCAATATGGGGTGGGGGTGGTGTCAC 
TAATTTAAAGGCTATTTATTGTTCTTCAGGAAATGAACCTCAACAAAACCTAAGTAAGCT 
CCAGCTTCATGTCAGTTTTCTTCCCTGTGTTCACCCTATCTCTTCCTCCTCTGAAACCTG 
AGCCCTGGGGTTATGGGAAAGAAGGGTCCGGGACACATGAAATGACTATGCTCTGTTTAG 
CTCTGATGCTAGTTCAAAAATCTGAGCTCCAGCCCAGGGCCTGGAGGCCAAGGCAGTTCT 
CAGGCCCCCAAGGGTATATCAAATGGGATGGGCGAGGTTGGGCATTGGGCACCGAAGTGC 
CTAAATTCTCTTAAACTTGTGTGCTCCTAGAACAGTATCCAGGACATCACAGGCGCCCTG 
TTCAAGCACAGTGAGAACTACAAAGACAACGGTGGTCTCATCCCTCAGGAGAAGATTGTC 
AACATTGTCAATGACATCTTTGGAGCTGGTAGGAGCCACATTCCTACCTCTCCATTTACC 
AACTGCTATTCACCCACACCCAACCTATCAGCCCATTCATCAACAATGTCAGGGGACACT 
GGTCAGACACCTCCCCTAGGACCAAGGTGTGACCTCATGCTGCCCACCAACTCCTAGGAG 
TAACTCAACTCAAAGGAGTTCCCTCCCCTTTGGAGGTCTGGGTTTACCCACAGGGAAAGT 
GTAAGAGTTCTACCACCTAGAAGTTCAGGCTTATAATCCCAGCTGCTGACTGAGAAACGA 
GTGTTAATGGGGTTTTATCTGTTTGGGTTTCGGATTTGGTTAGTTTTGAATTGTTATATT 
TGAGACTAGGTGTCACCTCTGTATTCCAAGTTGACCTCAAACTTACTGCAATTCTCCTGC 
CTCTGACTCCATAGTGTTGGAATTCTAGATATAAGCTCGGCTTTTTAAGATTCTGTTGAG 
GACTCAGTCCTTCCCTCAGGGTNCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCACCCTTTACCCTACTCCCTGCTGCCCAGGA 
TTTGAAACAGTCACAACAGCCATCTTCTGGAGCATTTTGCTACTTGTGACAGAGCCCAAG 
GTGCAGAGGAAGATTCATGAGGAGCTGGGTATGTATTGTTCCCAACCCTAAAGTCAGAGA 
AGCCCTGAGGTTCTGGGTCACTTGACCTACAGACACATGTTTATGTGTCCACTATGTGTA 
AGTCCTGGGCATATGGCATCCCCCACTTGTCTGGATATGTTGTTGGGTGGGAGGATTATG 
GGGGTCTCAGAAACACAAGGCAACAGTCCAACATAGACAGAGTGATACTAGTGCAGGAGG 
GACCCACGTGAATGGAGTAGGCAGAACATCCCATGAATTCTGTTTGTGCTCTGCAGACAC 
GGTGATTGGCAGAGATCGGCAGCCACGGCTTTCTGACAGACCCCAGCTGCCATATCTGGA 
GGCCTTCATCCTGGAGATCTACCGATACACATCCTTTGTCCCCTTCACCATCCCCCACAG 
GTAATGACCCTATGCTATGCCCCCCAAGTTTTCATACTTTCCTCCACCTAGCCTCTCGGC 
TCTGGCCCCAGCTCAGGATCAATCTCATTCCTGAAGCCTGTCCTCAGCTCCTGACCTCAG 
CCCCTGGTCTACCCCACCCAGTCCAGTCCCCTGAGGCCCCAACTGTCATTCACCTCCACT 
TGTATTTGCTCCCTGTGGACACCTTCTCCAGCCAGGTGTTCCTCACTGTCCCTCTCAAGG 
GTAACCCAGGCACCTGCCAACTTTGCTTAAGTTTGACCCTCCCTGGAAAGACCACATATC 
TGGCTCCCAAATTCTACTCTTGCCCAACGTCAGTCCTGACTGTGCACTCTTCCATGTAGA 
CGCTCCTTTTGGCTCAGTAACTCTCCAACGATTTGTAGAACTTCCAGCCCACATTCCCTG 
ATTGTAAGCACGAGCATTTAGCTTGGCTCAAACCCTAGTCTGGTTATTCCTAGTTCAAAC 
AGCTACAGATTCATCATGGCAAGTCCCAACTGCTACTTTCTTGGCTTCAGACTGCCCCAA 
TGCACAAAGAGAGGCTAGTAAACAACTGTTGAAGCGCAGGGTCCCAGAAAAGGAAAGATA 
ACTGGGCCTATATTCCCTGACCTTCACATGGTCTCCCAGTACTGGGTTTGGAGACTGTGG 
TAGTCAGAAACTGAGATAGAATGGAGGAAGGAACAAGCCACATCTCAGCTTTTCCAAGCC 
CTGAGATTGACATATCTGTCTTCTTTCCTCAGCACAACGAGGGACACCTCACTGAATGGC 
TTCCACATTCCCAAGGAGTGCTGCATCTTCATAAACCAGTGGCAGGTCAACCATGATGAG 
TAAGCACATAGCCCTCACGGGGAAGGGCAGGCTCTGTGGTAGGAAAGCTGTCTGTCTGTC 
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CCTTCAGGAAGGGGCAAGCTCTGTGGTAGGAAGGCTGTCTGTCTGTCCCTTCAGGAAGGG 
GCAGGCTCTGTGATAGGAAGGCTGTCTGTCTGTCCCTTCAGGAAGTGCTTATAAGAGGAA 
CGCCTCATTGCTAGATAGCCTATTGAAGTGACAAAATTTAGACCCTGTTTCACAAACTTC 
AGTGTACAGGGAACTTAACTAGGTATGCGGTGTGGGTGGTAAATGCTTGTAATCCACCCT 
ATTGAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATTACAAGTTCAAGGCCAGTGTGAACTTCTAGTTGAG 
TTTTAGGCTAGCATAGATTCCATATCTGTTGAAAGAGAGAAAGGAGAGGTAGAGGTAGAG 
GTCGAGGTAGGGAAAGAGGGAGGAAGGGAAGGGAATGGGGAGGAAGAAAGGAAGGAAGGA 
AGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGGGAAATTAGGAAGTTTC 
CTCATATCCCAAGGTTCCAATCTGATAACAAGGATACCCCAAATGATTTATGGGAATCAT 
CTAATGACTCCCTTGGGAAAGTCCACTCTAAATTGTAGGTACGAGATCCATCCAAACCAG 
GACATACTGAATATGAGAATGCCATCTGTATTTGTATTGTCAACTTTTAGTCAGAAAAAT 
GAGCATGAGCTGAGTGAGCACTGAGCTCCGTGCTACTGGGCTATTGCAAACGGGAGGGAG 
AGCAACATGTCTTCCCTCTTTCAATAGCTCGCTGGTAGTATATGTGGTGCAGAAGGCCCT 
AGTTCCTAGACCCCACATACGAGAAGGAGAGAGCTGATCCTTACAAGTTGTCCTCTGTCC 
TCCACATGCACATGAGTAAATAAATAAAAATATGATTTAAAAATTAAAATACAATCACAA 
TCCACTCTTTTTTTATTCTTCTCTTATGTATTATATCCCAGCTGCAGCCCTCCCTCTCCT 
TCCCCCAGTCCTTCCCCCTAACTCCCTTCTCCCTCAGATTCCCCTCCTCAAAGTCCACTC 
TCTTTAAAGTTGATCATTTTAGAGAGAATTTTTTTTTAAAAGTCATTAGTATGGTTGGAG 
GTGCAGCTTTGTTGGTAGAGTTGCTCACCAACCTTGCCCAAGGCCCTAGGTTCTATTGGA 
AGTACCAGGTGTGATAGCACAGGCTTGTAATCCCAGCACGTGGGAGGTCGAGGCAGAAGG 
GTCAGAATGTCACCCAAGGTGACCCTGGGGTTATGAATGGCGTTCAAGGCCAACTTTAGG 
TGCATGAGACCCAGTCTCAAAACCAACACAAAAAGAACAATAACAGAAGGAAATAAACAG 
CAACGTTGGTGCCTTCCGCATGCAGCCACCCTTTCCAGAGGCCACACAGCTCAGGTCCCA 
TCTGTTCCTCCCACAGGAAGCAGTGGAAAGACCCCTTTGTGTTCCGCCCAGAGCGGTTTC 
TTACCAATGACAACACGGCCATCGACAAGACCCTGAGTGAGAAGGTGATGCTCTTCGGCT 
TGGGAAAGCGCCGGTGCATTGGGGAGATCCCGGCCAAGTGGGAAGTCTTCCTCTTCTTAG 
CCATCCTCCTGCATCAGCTGGAGTTCACTGTGCCACCGGGCGTGAAGGTGGACCTGACAC 
CCAGCTATGGGCTGACCATGAAGCCCAGAACCTGTGAACACGTCCAGGCCTGGCCACGCT 
TCTCCAAGTGAAGATGGCCGAGACATCGGCCGCCACCCTTGTTCCTTTTCCTTTCTTTTT 
AAATAACAGCTTTTTCAAGATACAATTCCTCCACCATTTAATTCAGCTCCAATCAATTTT 
CAATATTGTCTACACTGTTCCCTGCAAACCCATACCCATTAAGATTTATGACTATTCCTC 
CTACCCTGTTTCGCTTGCTGTGCCACGTGCTAATCTAGTTTTTGACTCAATAGATTTGCC 
AACTCTGGCTGTTTCATATAAATCCAGTGAGTTATGGTC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



103 
 

 
RESULTADOS  DEL ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN CODIFCANTE DE CYP1A2 DE 
RATA CON  pre-mir -27b DE RATA 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
RESULTADOS  DEL ALINEAMINETO DE  LA REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A1 DE RATA CON  
pre- mir -27b DE RATA: NO  HAY ALINEAMIENTOS 
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RESULTADOS DEL ALINEMIENTO DE  LA REGIÓN CODIFICANTE  DE CYP1A2 DE 
RATA CON miR-27b MADURO DE RATA 
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RESULTADO  DEL ALINEAMINETO DE LA REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A2 DE RATA CON  
miR-27b MADURO DE RATA 
 

 
Figura 42. Alineamiento de la región codifcante y región 3´-UTR de CYP1A2 de 
rata con la secuencias del pre-miR-27b y miR-27b maduro de rata. 
 

 

 

 

 



107 
 

miRNA-122 RATA 
 
PRECURSOR 
>rno-mir-122 MI0000891 
CCUUAGCAGAGCUCUGGAGUGUGACAAUGGUGUUUGUGUCCAAAACAUCAAACGCCAUCAUCACAC
UAAACAGCUACUGCUAGGC 
 
 
MADURO 
>rno-miR-122-3p MIMAT0017116   
51-AACGCCAUCAUCACACUAA-69 
 
 

ALINEMIENTO DE LA REGIÓN CODIFICANTE  Y REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A2 
RATA CON miR-122 MADURO DE RATA 
(La región 3´-UTR esta marcada en negritas y los apareamientos están subrayados). 
 
 
TGGACTGACTCCTACAACTCTGCCAGTCTCCAGCCCCTGCCCTTCAGGTATGTCTGTGTG 
TCTTTCCAGACCATGAAATCCGCTTCTATTTCCTAAATACTATTAGAGATGGAGAAACAG 
GGACCCACCTTAGCTTCTCTTTTTAACATCCCCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG 
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTATATGTTTGTGTGTGTATCTCTGTTTCTGTGTGTG 
TGTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCCATCAGAACACCAAAGCTTATGTGTGGCTCTCAGAGAC 
AACATATTTCAGGAGTCAGTTCCTTCTTTCTACCACATTGATTCCAGGAAGACTTGCCAG 
CAAGTGCTTTAACCACTGAGCCATCCATCTCACTAGCCCATTATCTTTAATTAAGCGGTT 
TCACCCAGGCTTTTTCTAAGGACAGTTACCTGGAGTGAAGAGGTAGGGAGAGAATACCCA 
CCTGACATTGGACAACCCGGGACCTGGCTGTAGCCTACTTCGGCCTCTAAGCACAGTGCT 
AAAATGAAGACTCACTTTTGCAGGAGGTACCTCTGTGGTAGTGATAGAGTTACTGAGAAG 
GGTGGATATCACAGGCCATTGATAACCTCCCAGGGAAAGTGGCCTTCTGTTGCTGGCAAA 
GGGGCATCTTCTGTTCTTTGGTATGTAGAGGGAACCGACAATGTGTTGGACCCTCTGTTA 
GAAAGTGCAGCAAACACTCTGTTATTGGTGCTCTTGAGGGGCTGCCTTTAGTGTCATTAT 
TTTGGAGTGGTCACTGGCATCCACACCAGTCTCAGAATTGGACATGAGAAAGGCAGACAG 
AACAGCCTGGGATGGAAATCCAGACACTAAAGTTGTAAATGCAAGGCTCCCTTCCAGCCC 
TTGGCTCCTGTGACGGGGTTAGGGCAAATCCCCGAAAGAACAAGACACATGCCAGGTAGA 
TTCACTTTTCTGATGTGGGGCTGAGGGTCAAACATAGAGTGTATGTCAGCGCCTACCGAG 
TGAGTGAGCGAAAAAAATAAATGGAAGGCTCAGAATCCATCTTCAACCAGTCCATCTCCA 
TTTCTCCTGCAGTCGTACAGATGGCGTTCTCCCAGTATATCTCCTTAGCCCCAGAGCTGC 
TACTGGCCACTGCCATCTTCTGTTTAGTGTTCTGGGTGTTGAGAGGCACAAGGACCCAGG 
TTCCCAAAGGTCTGAAGAGTCCTCCCGGACCCTGGGGCTTGCCCTTCATTGGGCACATGC 
TGACCCTGGGGAAGAACCCACACCTATCTCTGACAAAGCTGAGTCAGCAGTATGGGGACG 
TGCTGCAGATCCGCATTGGCTCCACACCCGTGGTGGTGCTGAGCGGCCTGAACACCATCA 
AGCAGGCCCTAGTGAAGCAGGGGGATGACTTCAAAGGCCGGCCAGACCTCTACAGCTTCA 
CACTTATCACTAATGGCAAGAGCATGACTTTCAACCCAGACTCTGGACCGGTCTGGGCTG 
CCCGCCGGCGCCTGGCCCAGGATGCCCTGAAGAGTTTCTCCATAGCCTCAGACCCCACAT 
CAGTATCCTCTTGCTACTTGGAGGAGCACGTGAGCAAAGAGGCTAACCATCTAATCAGCA 
AGTTCCAGAAGCTGATGGCAGAGGTTGGCCACTTCGAACCAGTCAACCAGGTGGTGGAAT 
CGGTGGCTAATGTCATCGGAGCCATGTGTTTTGGGAAGAACTTCCCCAGGAAGAGCGAGG 
AGATGCTCAACCTCGTGAAGAGCAGCAAGGACTTTGTGGAGAATGTCACCTCAGGGAATG 
CTGTGGACTTCTTTCCGGTCCTGCGCTACCTGCCCAACCCAGCCCTCAAGAGGTTTAAGA 
ACTTCAATGATAACTTTGTGCTGTTTCTGCAGAAAACAGTCCAGGAACACTATCAAGACT 



108 
 

TCAACAAGGTGAGACTGAGAGGCAGACTGTGATTGCACTGCCACCAGAGAACTCCCAGGT 
ACTCCCGGGTGCTGCCATGTGCTGCCAAGACCTTGGAAGGCTCTGGGCTACTTAGCAACT 
GTAGGACCTGAAGCCTTTCCTTACAGCTCGCCTCTGGGGACTGTTCCAAGCCCCAGAAAG 
CAAAGGCATGTCAACGGAGCCTTGGCAGAACTTTGCAATATGGGGTGGGGGTGGTGTCAC 
TAATTTAAAGGCTATTTATTGTTCTTCAGGAAATGAACCTCAACAAAACCTAAGTAAGCT 
CCAGCTTCATGTCAGTTTTCTTCCCTGTGTTCACCCTATCTCTTCCTCCTCTGAAACCTG 
AGCCCTGGGGTTATGGGAAAGAAGGGTCCGGGACACATGAAATGACTATGCTCTGTTTAG 
CTCTGATGCTAGTTCAAAAATCTGAGCTCCAGCCCAGGGCCTGGAGGCCAAGGCAGTTCT 
CAGGCCCCCAAGGGTATATCAAATGGGATGGGCGAGGTTGGGCATTGGGCACCGAAGTGC 
CTAAATTCTCTTAAACTTGTGTGCTCCTAGAACAGTATCCAGGACATCACAGGCGCCCTG 
TTCAAGCACAGTGAGAACTACAAAGACAACGGTGGTCTCATCCCTCAGGAGAAGATTGTC 
AACATTGTCAATGACATCTTTGGAGCTGGTAGGAGCCACATTCCTACCTCTCCATTTACC 
AACTGCTATTCACCCACACCCAACCTATCAGCCCATTCATCAACAATGTCAGGGGACACT 
GGTCAGACACCTCCCCTAGGACCAAGGTGTGACCTCATGCTGCCCACCAACTCCTAGGAG 
TAACTCAACTCAAAGGAGTTCCCTCCCCTTTGGAGGTCTGGGTTTACCCACAGGGAAAGT 
GTAAGAGTTCTACCACCTAGAAGTTCAGGCTTATAATCCCAGCTGCTGACTGAGAAACGA 
GTGTTAATGGGGTTTTATCTGTTTGGGTTTCGGATTTGGTTAGTTTTGAATTGTTATATT 
TGAGACTAGGTGTCACCTCTGTATTCCAAGTTGACCTCAAACTTACTGCAATTCTCCTGC 
CTCTGACTCCATAGTGTTGGAATTCTAGATATAAGCTCGGCTTTTTAAGATTCTGTTGAG 
GACTCAGTCCTTCCCTCAGGGTNCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCACCCTTTACCCTACTCCCTGCTGCCCAGGA 
TTTGAAACAGTCACAACAGCCATCTTCTGGAGCATTTTGCTACTTGTGACAGAGCCCAAG 
GTGCAGAGGAAGATTCATGAGGAGCTGGGTATGTATTGTTCCCAACCCTAAAGTCAGAGA 
AGCCCTGAGGTTCTGGGTCACTTGACCTACAGACACATGTTTATGTGTCCACTATGTGTA 
AGTCCTGGGCATATGGCATCCCCCACTTGTCTGGATATGTTGTTGGGTGGGAGGATTATG 
GGGGTCTCAGAAACACAAGGCAACAGTCCAACATAGACAGAGTGATACTAGTGCAGGAGG 
GACCCACGTGAATGGAGTAGGCAGAACATCCCATGAATTCTGTTTGTGCTCTGCAGACAC 
GGTGATTGGCAGAGATCGGCAGCCACGGCTTTCTGACAGACCCCAGCTGCCATATCTGGA 
GGCCTTCATCCTGGAGATCTACCGATACACATCCTTTGTCCCCTTCACCATCCCCCACAG 
GTAATGACCCTATGCTATGCCCCCCAAGTTTTCATACTTTCCTCCACCTAGCCTCTCGGC 
TCTGGCCCCAGCTCAGGATCAATCTCATTCCTGAAGCCTGTCCTCAGCTCCTGACCTCAG 
CCCCTGGTCTACCCCACCCAGTCCAGTCCCCTGAGGCCCCAACTGTCATTCACCTCCACT 
TGTATTTGCTCCCTGTGGACACCTTCTCCAGCCAGGTGTTCCTCACTGTCCCTCTCAAGG 
GTAACCCAGGCACCTGCCAACTTTGCTTAAGTTTGACCCTCCCTGGAAAGACCACATATC 
TGGCTCCCAAATTCTACTCTTGCCCAACGTCAGTCCTGACTGTGCACTCTTCCATGTAGA 
CGCTCCTTTTGGCTCAGTAACTCTCCAACGATTTGTAGAACTTCCAGCCCACATTCCCTG 
ATTGTAAGCACGAGCATTTAGCTTGGCTCAAACCCTAGTCTGGTTATTCCTAGTTCAAAC 
AGCTACAGATTCATCATGGCAAGTCCCAACTGCTACTTTCTTGGCTTCAGACTGCCCCAA 
TGCACAAAGAGAGGCTAGTAAACAACTGTTGAAGCGCAGGGTCCCAGAAAAGGAAAGATA 
ACTGGGCCTATATTCCCTGACCTTCACATGGTCTCCCAGTACTGGGTTTGGAGACTGTGG 
TAGTCAGAAACTGAGATAGAATGGAGGAAGGAACAAGCCACATCTCAGCTTTTCCAAGCC 
CTGAGATTGACATATCTGTCTTCTTTCCTCAGCACAACGAGGGACACCTCACTGAATGGC 
TTCCACATTCCCAAGGAGTGCTGCATCTTCATAAACCAGTGGCAGGTCAACCATGATGAG 
TAAGCACATAGCCCTCACGGGGAAGGGCAGGCTCTGTGGTAGGAAAGCTGTCTGTCTGTC 
CCTTCAGGAAGGGGCAAGCTCTGTGGTAGGAAGGCTGTCTGTCTGTCCCTTCAGGAAGGG 
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GCAGGCTCTGTGATAGGAAGGCTGTCTGTCTGTCCCTTCAGGAAGTGCTTATAAGAGGAA 
CGCCTCATTGCTAGATAGCCTATTGAAGTGACAAAATTTAGACCCTGTTTCACAAACTTC 
AGTGTACAGGGAACTTAACTAGGTATGCGGTGTGGGTGGTAAATGCTTGTAATCCACCCT 
ATTGAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATTACAAGTTCAAGGCCAGTGTGAACTTCTAGTTGAG 
TTTTAGGCTAGCATAGATTCCATATCTGTTGAAAGAGAGAAAGGAGAGGTAGAGGTAGAG 
GTCGAGGTAGGGAAAGAGGGAGGAAGGGAAGGGAATGGGGAGGAAGAAAGGAAGGAAGGA 
AGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGGGAAATTAGGAAGTTTC 
CTCATATCCCAAGGTTCCAATCTGATAACAAGGATACCCCAAATGATTTATGGGAATCAT 
CTAATGACTCCCTTGGGAAAGTCCACTCTAAATTGTAGGTACGAGATCCATCCAAACCAG 
GACATACTGAATATGAGAATGCCATCTGTATTTGTATTGTCAACTTTTAGTCAGAAAAAT 
GAGCATGAGCTGAGTGAGCACTGAGCTCCGTGCTACTGGGCTATTGCAAACGGGAGGGAG 
AGCAACATGTCTTCCCTCTTTCAATAGCTCGCTGGTAGTATATGTGGTGCAGAAGGCCCT 
AGTTCCTAGACCCCACATACGAGAAGGAGAGAGCTGATCCTTACAAGTTGTCCTCTGTCC 
TCCACATGCACATGAGTAAATAAATAAAAATATGATTTAAAAATTAAAATACAATCACAA 
TCCACTCTTTTTTTATTCTTCTCTTATGTATTATATCCCAGCTGCAGCCCTCCCTCTCCT 
TCCCCCAGTCCTTCCCCCTAACTCCCTTCTCCCTCAGATTCCCCTCCTCAAAGTCCACTC 
TCTTTAAAGTTGATCATTTTAGAGAGAATTTTTTTTTAAAAGTCATTAGTATGGTTGGAG 
GTGCAGCTTTGTTGGTAGAGTTGCTCACCAACCTTGCCCAAGGCCCTAGGTTCTATTGGA 
AGTACCAGGTGTGATAGCACAGGCTTGTAATCCCAGCACGTGGGAGGTCGAGGCAGAAGG 
GTCAGAATGTCACCCAAGGTGACCCTGGGGTTATGAATGGCGTTCAAGGCCAACTTTAGG 
TGCATGAGACCCAGTCTCAAAACCAACACAAAAAGAACAATAACAGAAGGAAATAAACAG 
CAACGTTGGTGCCTTCCGCATGCAGCCACCCTTTCCAGAGGCCACACAGCTCAGGTCCCA 
TCTGTTCCTCCCACAGGAAGCAGTGGAAAGACCCCTTTGTGTTCCGCCCAGAGCGGTTTC 
TTACCAATGACAACACGGCCATCGACAAGACCCTGAGTGAGAAGGTGATGCTCTTCGGCT 
TGGGAAAGCGCCGGTGCATTGGGGAGATCCCGGCCAAGTGGGAAGTCTTCCTCTTCTTAG 
CCATCCTCCTGCATCAGCTGGAGTTCACTGTGCCACCGGGCGTGAAGGTGGACCTGACAC 
CCAGCTATGGGCTGACCATGAAGCCCAGAACCTGTGAACACGTCCAGGCCTGGCCACGCT 
TCTCCAAGTGAAGATGGCCGAGACATCGGCCGCCACCCTTGTTCCTTTTCCTTTCTTTTT 
AAATAACAGCTTTTTCAAGATACAATTCCTCCACCATTTAATTCAGCTCCAATCAATTTT 
CAATATTGTCTACACTGTTCCCTGCAAACCCATACCCATTAAGATTTATGACTATTCCTC 
CTACCCTGTTTCGCTTGCTGTGCCACGTGCTAATCTAGTTTTTGACTCAATAGATTTGCC 
AACTCTGGCTGTTTCATATAAATCCAGTGAGTTATGGTC 
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RESULTADOS  DEL ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN CODIFICANTE DE CYP1A2 DE 
RATA CON  pre-mir -122 DE RATA 
 

 
 
RESULTADOS  DEL ALINEAMIENTO DE  LA REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A2 DE RATA CON  
pre- mir -122 DE RATA: NO HAY ALINEAMIENTOS 
 

 
RESULTADOS DEL ALINEAMIENTO DE  LA REGIÓN CODIFICANTE  DE CYP1A2 DE 

RATA CON miR-122 MADURO DE RATA 
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RESULTADO  DEL ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A2 DE RATA CON  
miR-122 MADURO DE RATA: NO HAY ALINEAMIENTOS 
 

 

Figura 43. Alineamiento de la región codifcante y región 3´-UTR de CYP1A2 de 
rata con la secuencias del pre-miR-122 y miR-122 maduro de rata. 
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ALINEMIENTO DE LA REGIÓN CODIFICANTE Y REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A2 
RATA CON miR-328a MADURO DE RATA 
(La región 3´-UTR esta marcada en negritas y los apareamientos están subrayados). 
 
 
TGGACTGACTCCTACAACTCTGCCAGTCTCCAGCCCCTGCCCTTCAGGTATGTCTGTGTG 
TCTTTCCAGACCATGAAATCCGCTTCTATTTCCTAAATACTATTAGAGATGGAGAAACAG 
GGACCCACCTTAGCTTCTCTTTTTAACATCCCCGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG 
TGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTTTATATGTTTGTGTGTGTATCTCTGTTTCTGTGTGTG 
TGTGTCTGTCTGTCTGTCTGTCCATCAGAACACCAAAGCTTATGTGTGGCTCTCAGAGAC 
AACATATTTCAGGAGTCAGTTCCTTCTTTCTACCACATTGATTCCAGGAAGACTTGCCAG 
CAAGTGCTTTAACCACTGAGCCATCCATCTCACTAGCCCATTATCTTTAATTAAGCGGTT 
TCACCCAGGCTTTTTCTAAGGACAGTTACCTGGAGTGAAGAGGTAGGGAGAGAATACCCA 
CCTGACATTGGACAACCCGGGACCTGGCTGTAGCCTACTTCGGCCTCTAAGCACAGTGCT 
AAAATGAAGACTCACTTTTGCAGGAGGTACCTCTGTGGTAGTGATAGAGTTACTGAGAAG 
GGTGGATATCACAGGCCATTGATAACCTCCCAGGGAAAGTGGCCTTCTGTTGCTGGCAAA 
GGGGCATCTTCTGTTCTTTGGTATGTAGAGGGAACCGACAATGTGTTGGACCCTCTGTTA 
GAAAGTGCAGCAAACACTCTGTTATTGGTGCTCTTGAGGGGCTGCCTTTAGTGTCATTAT 
TTTGGAGTGGTCACTGGCATCCACACCAGTCTCAGAATTGGACATGAGAAAGGCAGACAG 
AACAGCCTGGGATGGAAATCCAGACACTAAAGTTGTAAATGCAAGGCTCCCTTCCAGCCC 
TTGGCTCCTGTGACGGGGTTAGGGCAAATCCCCGAAAGAACAAGACACATGCCAGGTAGA 
TTCACTTTTCTGATGTGGGGCTGAGGGTCAAACATAGAGTGTATGTCAGCGCCTACCGAG 
TGAGTGAGCGAAAAAAATAAATGGAAGGCTCAGAATCCATCTTCAACCAGTCCATCTCCA 
TTTCTCCTGCAGTCGTACAGATGGCGTTCTCCCAGTATATCTCCTTAGCCCCAGAGCTGC 
TACTGGCCACTGCCATCTTCTGTTTAGTGTTCTGGGTGTTGAGAGGCACAAGGACCCAGG 
TTCCCAAAGGTCTGAAGAGTCCTCCCGGACCCTGGGGCTTGCCCTTCATTGGGCACATGC 
TGACCCTGGGGAAGAACCCACACCTATCTCTGACAAAGCTGAGTCAGCAGTATGGGGACG 
TGCTGCAGATCCGCATTGGCTCCACACCCGTGGTGGTGCTGAGCGGCCTGAACACCATCA 
AGCAGGCCCTAGTGAAGCAGGGGGATGACTTCAAAGGCCGGCCAGACCTCTACAGCTTCA 
CACTTATCACTAATGGCAAGAGCATGACTTTCAACCCAGACTCTGGACCGGTCTGGGCTG 
CCCGCCGGCGCCTGGCCCAGGATGCCCTGAAGAGTTTCTCCATAGCCTCAGACCCCACAT 
CAGTATCCTCTTGCTACTTGGAGGAGCACGTGAGCAAAGAGGCTAACCATCTAATCAGCA 
AGTTCCAGAAGCTGATGGCAGAGGTTGGCCACTTCGAACCAGTCAACCAGGTGGTGGAAT 
CGGTGGCTAATGTCATCGGAGCCATGTGTTTTGGGAAGAACTTCCCCAGGAAGAGCGAGG 
AGATGCTCAACCTCGTGAAGAGCAGCAAGGACTTTGTGGAGAATGTCACCTCAGGGAATG 
CTGTGGACTTCTTTCCGGTCCTGCGCTACCTGCCCAACCCAGCCCTCAAGAGGTTTAAGA 
ACTTCAATGATAACTTTGTGCTGTTTCTGCAGAAAACAGTCCAGGAACACTATCAAGACT 
TCAACAAGGTGAGACTGAGAGGCAGACTGTGATTGCACTGCCACCAGAGAACTCCCAGGT 
ACTCCCGGGTGCTGCCATGTGCTGCCAAGACCTTGGAAGGCTCTGGGCTACTTAGCAACT 
GTAGGACCTGAAGCCTTTCCTTACAGCTCGCCTCTGGGGACTGTTCCAAGCCCCAGAAAG 
CAAAGGCATGTCAACGGAGCCTTGGCAGAACTTTGCAATATGGGGTGGGGGTGGTGTCAC 
TAATTTAAAGGCTATTTATTGTTCTTCAGGAAATGAACCTCAACAAAACCTAAGTAAGCT 
CCAGCTTCATGTCAGTTTTCTTCCCTGTGTTCACCCTATCTCTTCCTCCTCTGAAACCTG 
AGCCCTGGGGTTATGGGAAAGAAGGGTCCGGGACACATGAAATGACTATGCTCTGTTTAG 
CTCTGATGCTAGTTCAAAAATCTGAGCTCCAGCCCAGGGCCTGGAGGCCAAGGCAGTTCT 
CAGGCCCCCAAGGGTATATCAAATGGGATGGGCGAGGTTGGGCATTGGGCACCGAAGTGC 
CTAAATTCTCTTAAACTTGTGTGCTCCTAGAACAGTATCCAGGACATCACAGGCGCCCTG 
TTCAAGCACAGTGAGAACTACAAAGACAACGGTGGTCTCATCCCTCAGGAGAAGATTGTC 
AACATTGTCAATGACATCTTTGGAGCTGGTAGGAGCCACATTCCTACCTCTCCATTTACC 
AACTGCTATTCACCCACACCCAACCTATCAGCCCATTCATCAACAATGTCAGGGGACACT 
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GGTCAGACACCTCCCCTAGGACCAAGGTGTGACCTCATGCTGCCCACCAACTCCTAGGAG 
TAACTCAACTCAAAGGAGTTCCCTCCCCTTTGGAGGTCTGGGTTTACCCACAGGGAAAGT 
GTAAGAGTTCTACCACCTAGAAGTTCAGGCTTATAATCCCAGCTGCTGACTGAGAAACGA 
GTGTTAATGGGGTTTTATCTGTTTGGGTTTCGGATTTGGTTAGTTTTGAATTGTTATATT 
TGAGACTAGGTGTCACCTCTGTATTCCAAGTTGACCTCAAACTTACTGCAATTCTCCTGC 
CTCTGACTCCATAGTGTTGGAATTCTAGATATAAGCTCGGCTTTTTAAGATTCTGTTGAG 
GACTCAGTCCTTCCCTCAGGGTNCCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN 
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCACCCTTTACCCTACTCCCTGCTGCCCAGGA 
TTTGAAACAGTCACAACAGCCATCTTCTGGAGCATTTTGCTACTTGTGACAGAGCCCAAG 
GTGCAGAGGAAGATTCATGAGGAGCTGGGTATGTATTGTTCCCAACCCTAAAGTCAGAGA 
AGCCCTGAGGTTCTGGGTCACTTGACCTACAGACACATGTTTATGTGTCCACTATGTGTA 
AGTCCTGGGCATATGGCATCCCCCACTTGTCTGGATATGTTGTTGGGTGGGAGGATTATG 
GGGGTCTCAGAAACACAAGGCAACAGTCCAACATAGACAGAGTGATACTAGTGCAGGAGG 
GACCCACGTGAATGGAGTAGGCAGAACATCCCATGAATTCTGTTTGTGCTCTGCAGACAC 
GGTGATTGGCAGAGATCGGCAGCCACGGCTTTCTGACAGACCCCAGCTGCCATATCTGGA 
GGCCTTCATCCTGGAGATCTACCGATACACATCCTTTGTCCCCTTCACCATCCCCCACAG 
GTAATGACCCTATGCTATGCCCCCCAAGTTTTCATACTTTCCTCCACCTAGCCTCTCGGC 
TCTGGCCCCAGCTCAGGATCAATCTCATTCCTGAAGCCTGTCCTCAGCTCCTGACCTCAG 
CCCCTGGTCTACCCCACCCAGTCCAGTCCCCTGAGGCCCCAACTGTCATTCACCTCCACT 
TGTATTTGCTCCCTGTGGACACCTTCTCCAGCCAGGTGTTCCTCACTGTCCCTCTCAAGG 
GTAACCCAGGCACCTGCCAACTTTGCTTAAGTTTGACCCTCCCTGGAAAGACCACATATC 
TGGCTCCCAAATTCTACTCTTGCCCAACGTCAGTCCTGACTGTGCACTCTTCCATGTAGA 
CGCTCCTTTTGGCTCAGTAACTCTCCAACGATTTGTAGAACTTCCAGCCCACATTCCCTG 
ATTGTAAGCACGAGCATTTAGCTTGGCTCAAACCCTAGTCTGGTTATTCCTAGTTCAAAC 
AGCTACAGATTCATCATGGCAAGTCCCAACTGCTACTTTCTTGGCTTCAGACTGCCCCAA 
TGCACAAAGAGAGGCTAGTAAACAACTGTTGAAGCGCAGGGTCCCAGAAAAGGAAAGATA 
ACTGGGCCTATATTCCCTGACCTTCACATGGTCTCCCAGTACTGGGTTTGGAGACTGTGG 
TAGTCAGAAACTGAGATAGAATGGAGGAAGGAACAAGCCACATCTCAGCTTTTCCAAGCC 
CTGAGATTGACATATCTGTCTTCTTTCCTCAGCACAACGAGGGACACCTCACTGAATGGC 
TTCCACATTCCCAAGGAGTGCTGCATCTTCATAAACCAGTGGCAGGTCAACCATGATGAG 
TAAGCACATAGCCCTCACGGGGAAGGGCAGGCTCTGTGGTAGGAAAGCTGTCTGTCTGTC 
CCTTCAGGAAGGGGCAAGCTCTGTGGTAGGAAGGCTGTCTGTCTGTCCCTTCAGGAAGGG 
GCAGGCTCTGTGATAGGAAGGCTGTCTGTCTGTCCCTTCAGGAAGTGCTTATAAGAGGAA 
CGCCTCATTGCTAGATAGCCTATTGAAGTGACAAAATTTAGACCCTGTTTCACAAACTTC 
AGTGTACAGGGAACTTAACTAGGTATGCGGTGTGGGTGGTAAATGCTTGTAATCCACCCT 
ATTGAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATTACAAGTTCAAGGCCAGTGTGAACTTCTAGTTGAG 
TTTTAGGCTAGCATAGATTCCATATCTGTTGAAAGAGAGAAAGGAGAGGTAGAGGTAGAG 
GTCGAGGTAGGGAAAGAGGGAGGAAGGGAAGGGAATGGGGAGGAAGAAAGGAAGGAAGGA 
AGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGAAGGGGAAATTAGGAAGTTTC 
CTCATATCCCAAGGTTCCAATCTGATAACAAGGATACCCCAAATGATTTATGGGAATCAT 
CTAATGACTCCCTTGGGAAAGTCCACTCTAAATTGTAGGTACGAGATCCATCCAAACCAG 
GACATACTGAATATGAGAATGCCATCTGTATTTGTATTGTCAACTTTTAGTCAGAAAAAT 
GAGCATGAGCTGAGTGAGCACTGAGCTCCGTGCTACTGGGCTATTGCAAACGGGAGGGAG 
AGCAACATGTCTTCCCTCTTTCAATAGCTCGCTGGTAGTATATGTGGTGCAGAAGGCCCT 
AGTTCCTAGACCCCACATACGAGAAGGAGAGAGCTGATCCTTACAAGTTGTCCTCTGTCC 
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TCCACATGCACATGAGTAAATAAATAAAAATATGATTTAAAAATTAAAATACAATCACAA 
TCCACTCTTTTTTTATTCTTCTCTTATGTATTATATCCCAGCTGCAGCCCTCCCTCTCCT 
TCCCCCAGTCCTTCCCCCTAACTCCCTTCTCCCTCAGATTCCCCTCCTCAAAGTCCACTC 
TCTTTAAAGTTGATCATTTTAGAGAGAATTTTTTTTTAAAAGTCATTAGTATGGTTGGAG 
GTGCAGCTTTGTTGGTAGAGTTGCTCACCAACCTTGCCCAAGGCCCTAGGTTCTATTGGA 
AGTACCAGGTGTGATAGCACAGGCTTGTAATCCCAGCACGTGGGAGGTCGAGGCAGAAGG 
GTCAGAATGTCACCCAAGGTGACCCTGGGGTTATGAATGGCGTTCAAGGCCAACTTTAGG 
TGCATGAGACCCAGTCTCAAAACCAACACAAAAAGAACAATAACAGAAGGAAATAAACAG 
CAACGTTGGTGCCTTCCGCATGCAGCCACCCTTTCCAGAGGCCACACAGCTCAGGTCCCA 
TCTGTTCCTCCCACAGGAAGCAGTGGAAAGACCCCTTTGTGTTCCGCCCAGAGCGGTTTC 
TTACCAATGACAACACGGCCATCGACAAGACCCTGAGTGAGAAGGTGATGCTCTTCGGCT 
TGGGAAAGCGCCGGTGCATTGGGGAGATCCCGGCCAAGTGGGAAGTCTTCCTCTTCTTAG 
CCATCCTCCTGCATCAGCTGGAGTTCACTGTGCCACCGGGCGTGAAGGTGGACCTGACAC 
CCAGCTATGGGCTGACCATGAAGCCCAGAACCTGTGAACACGTCCAGGCCTGGCCACGCT 
TCTCCAAGTGAAGATGGCCGAGACATCGGCCGCCACCCTTGTTCCTTTTCCTTTCTTTTT 
AAATAACAGCTTTTTCAAGATACAATTCCTCCACCATTTAATTCAGCTCCAATCAATTTT 
CAATATTGTCTACACTGTTCCCTGCAAACCCATACCCATTAAGATTTATGACTATTCCTC 
CTACCCTGTTTCGCTTGCTGTGCCACGTGCTAATCTAGTTTTTGACTCAATAGATTTGCC 
AACTCTGGCTGTTTCATATAAATCCAGTGAGTTATGGTC 
 

 
RESULTADOS  DEL ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN CODIFICANTE DE CYP1A2 DE 
RATA CON  pre-mir -328a  DE RATA: NO  HAY ALINEAMIENTOS 
 
RESULTADOS  DEL ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A1 DE RATA CON  
pre- mir -328a DE RATA: NO  HAY ALINEAMIENTOS 
 
 
 

RESULTADOS DEL ALINEAMIENTO DE  LA REGIÓN CODIFICANTE  DE CYP1A2 DE 
RATA CON miR-328a MADURO DE RATA 
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RESULTADO  DEL ALINEAMIENTO DE LA REGIÓN 3´-UTR DE CYP1A2 DE RATA CON  
miR-328a MADURO DE RATA: NO  HAY ALINEAMIENTOS 
 
 
 

Figura 44. Alineamiento de la región codifcante y región 3´-UTR de CYP1A2 de 
rata con la secuencias del pre-miR-328a y miR-328a maduro  de rata. 
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11.8 Expresión de mirnas en higados de ratas tratadas con biotina 
 

Para evaluar las predicciones de los alineamientos se midió la expresión de los 

miRNAs -27b, -328a y -122 en hígados de ratas tratadas con biotina por PCR en 

Tiempo Real. 

 

 
 
 
Figura 45. Expresión de los miR-27b, miR-122, miR-328a en hígado de ratas 
tratadas con biotina (2mg/kg, i.p.) después de 1, 3, 5 y 7 días de tratamiento. Los 
datos se expresan en veces de incrementos relativos con respecto a su grupo 
control (línea punteada). Cada barra corresponde al promedio de 2 experimentos 
independientes + ES de 4 ratas por grupo normalizado con U87. *Denota 
diferencias significativas con respecto al control p<0.05. 
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12. DISCUSIÓN 
 
 
Pocos estudios han evaluado la toxicidad de biotina (SRI- 1979; Hayes et al. 1984; Ma 

et al. 1984; Fiume 2001) y no existen estudios relacionados con aspectos toxicológicos 

desde el punto de vista de su efecto sobre la regulación de CYP450 in vivo y sus 

posibles consecuencias; además, existen en el mercado a la venta libre suplementos 

que la contienen en concentraciones por encima de los niveles requeridos (Innis y 

Allardyce 1983; Yates et al. 1998).  En este trabajo, se analizaron los efectos de la 

vitamina biotina (2 mg / kg vía intraperitoneal) en la expresión y la actividad de algunos 

miembros de la familia de CYP450 que están involucrados en el metabolismo de 

xenobióticos, fármacos de uso habitual y compuestos endógenos. La dosis de 2 mg/kg 

de peso corporal se escogió ya que esta dosis induce la expresión de genes que están 

relacionados con el metabolismo de la glucosa (Dakshinamurti y Cheah-Tan 1968; 

Dakshinamurti et al. 1970; Larrieta et al. 2010). Esta concentración esta dentro del 

intervalo usado en medicamentos y suplementos disponibles comercialmente. En 

nuestros experimentos, se administró 2mg/Kg en ratas de aproximadamente 250 g de 

peso, por lo que la administración fue de 0,5 mg / rata. Medicamentos y suplementos 

comercialmente disponibles contienen un rango entre 2-20 mg, por lo que en humanos 

que pesen 50 kg esto representa 0,04-0,4 mg / kg. Subiendo a 100 kg la cantidad de 

biotina es de 0.02-0.2 mg / kg. También equivale a una dosis supra-fisiológica ya que 

revasa los requerimientos nutricionales (Innis y Allardyce 1983; Yates et al. 1998). 

 
Nuestros resultados revelaron que la administración de biotina modifica la expresión de 

CYP1A y CYP1B a nivel de mRNA confirmando que la biotina tiene un rol en la 

expresión del RNAm  y que ha sido descrito para  diversos genes (Chauhan y 

Dakshinamurti 1991; Dakshinamurti y Li 1994; Borboni et al. 1996; Romero-Navarro et 

al. 1999; Rodriguez-Melendez et al. 2001; Manthey et al. 2002; Solorzano-Vargas et al. 

2002; Rodriguez-Melendez et al. 2003; Scheerger y Zempleni 2003; Wiedmann et al. 

2004). Este último resultado correlaciona con el mismo efecto ya observado en este 

gen por J. Zempleni et al., en células linfoides Jurkat evaluado hasta los 21 días de 

administración de biotina (Rodriguez-Melendez et al. 2004). No se observaron cambios 

en los mensajeros de CYP2E Y CYP3A. 
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Los análisis densitométricos de las bandas obtenidas por la inmunodetección no 

revelaron cambios en ninguna de las isoformas evaluadas al igual que lo observado en 

las actividades enzimáticas. 

La modificación de la expresión y actividad de CYP450 es de gran relevancia biológica 

dada la función que desempeñan en el organismo y las posibles consecuencias que 

esto tendría. Por ejemplo el CYP1A1 metaboliza hidrocarburos policíclicos aromáticos 

(PAH), que son compuestos ubicuos que se encuentran en el petróleo y las emisiones 

que se producen durante la combustión de combustibles fósiles, en la carne 

carbonizada y el pescado que se han cocinado directamente sobre un fuego, en el 

humo del tabaco y en varios otros productos que son el resultado de la combustión 

incompleta de la materia orgánica (Shou et al. 1996). Sin embargo, los metabolitos que 

se forman por su interacción con CYP1A1 generan aductos con el  DNA aumentando la 

susceptibilidad de desarrollar procesos mutagénicos y aberraciones cromosómicas que 

pueden contribuir al proceso carcinogénico (Cancino-Badias et al. 2003), el CYP1A2 

implicado en el metabolismo de numerosos medicamentos, incluyendo clozapina, 

teofilina, tacrina y verapamil, entre otros (Zhou et al.). Por lo tanto, las alteraciones de 

la actividad basal de CYP1A2 pueden tener repercusiones clínicamente importantes 

como interacciones entre medicamentos y alimentos (Jeffy et al. 2002; Hu, Yang et al. 

2005), el CYP3A4 es la enzima más importante de la  metabolización de fármacos 

(Watanabe et al.; Klein y Zanger 2013) y su modulación pude tener diversas 

repercusiones. La inhibición del metabolismo de fármacos como la competencia de dos 

fármacos metabolizados por el mismo CYP  puede resultar en concentraciones 

elevadas en el plasma del  fármaco resultando en niveles tóxicos que conlleven a su 

retiro del mercado (Kudo et al. 1997; Ferslew et al. 1998).  Por otra parte la inducción 

de este CYP podría resultar en un aumento del metabolismo del fármaco, atenuando su 

efecto farmacológico por aumento de su eliminación y disminución de sus 

concentraciones plamáticas y por lo tanto sea necesario un reajuste de la dosis. 

 

El hallazgo de que la administración de biotina no afectó las actividades de las enzimas 

evaluadas sugiere que existe una baja probabilidad de interacciones farmacológicas 

derivadas de la co-administración de biotina con fármacos que se metabolizan por 
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estos CYPs y apoya la idea de que la exposición de biotina a dosis farmacológicas es 

inofensiva.  

 

Adicionalmente se investigó más a fondo la posible función de la biotina en la 

modificación de miembros de la subfamilia CYP1A, para lo cual exploramos su efecto 

con un inductor y sustrato típico de estas enzimas, el BaP. No se detectaron diferencias 

en las actividades de CYP1A1 o CYP1A2 en microsomas hepáticos obtenidos de ratas 

que habían sido tratados con la combinación de biotina + B(a)P o solo con B(a)P (figura 

35). Además, la biotina no interfirió con las actividades de CYP1A1 o CYP1A2 o 

cuando se adicionaron cantidades crecientes de biotina a las mezclas de reacción que 

contenían EROD como un sustrato de CYP1A1 o MROD como un sustrato de CYP1A2 

(figura 36), lo que indica que la biotina no actúa como un inductor o inhibidor para los 

miembros de la subfamilia CYP1A. 

La evidencia adicional que apoya la idea de que la biotina no modifica la actividad de 

éstas enzimas se obtuvo mediante el ensayo de Ames (Maron y Ames 1983). Este 

ensayo ha sido utilizado para estimar la importancia biológica de la modulación de 

citocromos, donde la producción de metabolitos mutagénicos depende de la actividad 

de CYPs en la fracción S9 (Cancino-Badia et al. 2003). La mezcla S9 que se preparó a 

partir de hígados de ratas que habían sido tratados con biotina activa al BaP en niveles 

similares a la de la mezcla S9 que se había preparado a partir de los hígados de las 

ratas de control (Tabla 2). Este resultado indicó que la exposición a la biotina no alteró 

la capacidad de CYP1A1 para metabolizar otros sustratos. Por lo tanto, la biotina no 

puede influir en el metabolismo mediado por CYP1A, apoyando aún más su uso como 

un fármaco terapéutico.  

 
En contraste con el incremento observado a nivel transcripcional de CYP1A y CYP1B, 

los niveles de proteína y actividad enzimática no se vieron afectados. Estas 

discrepancias pueden explicarse por el hecho de que varios estudios han encontrado 

que la abundancia de proteínas no fue acompañado por la abundancia de sus mRNA 

(Aguilera-Mendez y Fernandez-Mejia; Rodriguez-Melendez et al. 2005). Además, no 

podemos descartar que otros mecanismos post-transcripcionales se lleven a cabo. 

Existe evidencia de que además de afectar la transcripción de genes, la biotina influye 
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tanto la síntesis como la degradación de proteínas. Este efecto se observó para la 

piruvato carboxilasa, una enzima dependiente de biotina (Rodriguez-Fuentes et al. 

2007), así como en otras proteínas, tales como el receptor de asialoglicoproteína 

(Collins et al. 1988; De La Vega y Stockert 1999). El procesamiento de mRNA y/o su 

estabilidad también podrían estar relacionados. 

 
Uno de los posibles mecanismos que expliquen la regulación post-transcripcional 

observada podría ser mediada por acción de microRNAs; los microRNAs (miRNAs), 

son pequeños RNAs no codificantes que regulan la expresión a través de la represión 

transcripcional y post-transcripcional de diversos genes (Chen y Rajewsky 2007). En 

este proceso no todos los mensajeros se traducen inmediatamente, ya que algunos se 

mantiene en un estado de represión traduccional y se pueden transportar a un sitio 

específico en el citoplasma denominados “cuerpos P”, para su almacenamiento o su 

degradación (Chan y Slack 2006) o reactivación de la traducción (Eulalio et al. 2007), 

ya que recientemente se ha asociado la participación de éstos en la regulación de 

algunas enzimas P450 (Tsuchiya et al. 2006; Pan et al. 2009; Mohri et al. 2010). 

Para evaluar la posible participación de miRNAs en la regulación de las enzimas de 

interés se realizaron alineamientos de las secuencias de microRNAs reportadas y las 

secuencias de citocromos de interés ambos en rata, usando herramientas informáticas 

tales como BLAST, ENSEMBL y miRBase. 

Los resultados muestran que existen diversos sitios de complementariedad. Cabe 

mencionar que no todos se alinearon en la región 3´-UTR sino en la región codificante 

de los citocromos y los segmentos de apareamiento son cortos (fig. 39-44); sin 

embargo, no podemos excluir el efecto final y considerar que probablemente ocurra el 

bloqueo de la transcripción. 

Adicionalmente se midieron las concentraciones de miRNAs en hígados de ratas 

tratadas con biotina y se observaron aumentos significativos a las 24hrs de los tres 

miRNAs evaluados (miR-27b, miR-122 y miR-328a). El patrón de expresión del miR-

122 se correlaciona con el patrón de expresión observado de CYP1A.  
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Como se mencionaba anteriormente se ha descrito que los miRNAs pueden provocar el 

almacenamiento del mRNA lo que explicaría el aumento observado a las 24 hrs. Sin  

embrago, se sabe que estos mensajeros posteriormente son degradados, lo que pude 

explicar la disminución observada a los 3 y 5 días posteriores a la administración de la 

vitamina.  

Se propone que los cambios observados a nivel transcripcional sobre la subfamilia 

CYP1A pueden ser ocasionados directamente por biotina o muy probablemente sean 

un efecto por los productos de las reacciones que desencadena biotina 

pleiotrópicamente en la célula y que a su vez estos cambios producen un aumento o 

activación de pequeños RNAs regulatorios como pueden ser miRNAs que silencian la 

posterior traducción de los citocromos (figura 46).  

Estas ideas se deben probar en estudios futuros. 
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Figura 46. La biotina por un mecanismo aún desconocido activa la transcripción de 
la familia 1A y 1B de los P450, a su vez también activa pequeños RNAs regulatorios 
que actúan a nivel post-transcripcional sobre estas enzimas bloqueando su 
traducción. 
 
 
Los mecanismos por los cuales concentración farmacológica de biotina afectan la 

expresión de genes, han sido poco estudiados. Se ha reportado que diversos 

componentes de la dieta, tales como aminoácidos, carbohidratos, ácidos grasos y 

vitaminas afectan la expresión y función de miRNAs (Garcia-Segura et al.; 

Drummond et al. 2009; Komagata et al. 2009).  

 

Adicionalmente suponemos que los dos únicos mecanismos moleculares por los 

cuales biotina regula la expresión de genes pueden estar relacionados: la 

biotinilación de histonas (Stanley et al. 2001; Kothapalli et al. 2005; Hassan y 

Zempleni 2006; Hassan y Zempleni 2008) y la cascada de transducción de 
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señales mediada por la guanilato ciclasa soluble (Vesely 1982; De La Vega y 

Stockert 2000; Solorzano-Vargas et al. 2002; Vilches-Flores et al. 2009). 

Recientemente se ha informado que los compuestos que aumentan GMPc tales 

como, péptidos natriuréticos y el óxido nítrico, aumentan de la expresión de 

miRNAs (Kotlo et al). Además  se encontró que la expresión de la enzima 

holocarboxilasa sintetasa responsable de la unión de biotina a las carboxilasas es 

regulado por miR-539 y miR-153 (Bao et al. 2010; Bao et al. 2011). Las redes 

reguladoras de genes que interactúan con los compuestos bioactivos de los 

alimentos y miRNAs apenas comienzan a surgir (Haygood, Fedrigo et al. 2007; 

Gaedicke et al. 2008). 
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13.- CONCLUSIONES 

 
 

 La administración biotina aumentó el mRNA de CYP1A1, CYP1A2 y 

CYP1B1 a las 24 hrs de administración, confirmando su papel como 

inductor transcripcional. 

 

 La inducción del mRNA por biotina no provocó cambios ni en la actividad ni 

en la concentración de proteína de los CYP´s sugiriendo una regulación 

post-transcripcional. 
 

 Se evalúo la posible participación de microRNAs mediante su cuantificación 

por PCR Tiempo Real, y se observó un aumentado en la presencia de 

biotina. 

 Los efectos de la biotina sobre la actividad de CYP1A fueron confirmados 

por diferentes estrategias indicando que la biotina no interfiere con la 

actividad de CYP1A, por lo tanto sugierimos que la administración de esta 

vitamina no influye en el metabolismo mediado por este enzima, apoyando 

aún más su uso terapeútico. 
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14.- PERSPECTIVAS 

 
 

 El papel de los miRNAs propuesto en el presente trabajo requiere mayor 

investigación para lo cual se propone realizar ensayos de funcionalización 

que consisten en introducir los miRNAs in vivo o in vitro y medir  la 

expresión de los CYP´s. Lo que se espera es que ésta se vea disminuida, 

debido al efecto causado por estos RNAs regulatorios. 

 

 

 Los hallazgos de que la biotina no modifica la actividad de citocromo 

involucrados en el metabolismo de fármacos apoyan aun más la idea de su 

uso terapéutico, sin embargo sugerimos reforzar esta idea con estudios de 

farmacocinética y farmacodinamia de medicamentos de acción 

hipoglucemiante y su interacción con esta vitamina.   
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singJe.stramkd DNA brcaks [26] , 
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Húnally, CY P expressiú ll is furlher subj~, 1 tú , hemical ind"c· 
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mdabolic activity. 'lh ... modulation of CYP (Xpression is 
illll'licateJ in al leasl tWQ ~c<,narios: (i) drus-dru!; inkrac
lion5, l~ading to adl'erse health effecls and (ii) inhibition of 
mutagenicfcarcinogenic compound m elaholi.~lll, lending lo 
antimutagenic/anticarcinogenic effecls. Therefore, Ihe ev:tlu_ 
alioli of Ihe capacity of aul' ne'" C(>lUpound tlml is intclHicd 
(or human use lo interae! with dI<' CYP cm;ymcs tha! afl' 

in\"olwd in xenobiotic mclabolism is m'lJ}(latory. 
Ahhollgh biotin conslllllption is considered lo bl' SOlfe 

[22], studit's t'valuating ils lo.\icily al high .loses 11",<,d to be 
carefully <:onuucteu, as biolÍn supplelllelltalÍoll alfeels sen ... 
u:pTt'ss ion and physiological flUlcliom. In Ihis study, w<, 

analyud Ihe ellecls of pharmacological doses ofbiotin on the 
expression and act i\~t)' of membus ofthe CYPIA suhfamil)' 
that are involved in the metahoHsm of procarcinogens and 
S(>me dl'llgs. 

2. Materlals and Methods 

2.1. Cllcmiwll. Riotin, ethox)'resorufin (F.R), methox)'re. 
sorunn (MR), resorunn, dimeth)'1 sulfoxide (DMSO), 
ben1.O[aJpyrene (RaP), and NADPH were purchased from 
Sigma Chemical Co. (St. Louis, 1'.10, USA). Rabhil polyclonal 
anli·ral CYP]A] ami rabbilpolydolwl anli·ml CYP]A2 wcrc 
bolh purchased from Chemicon [nkrnalional Inc. (Adanla, 
CA, USA), /I.·louse polydonal anli·ral CAPDH was oblained 
from Millipor~ (Billniea, MA, USA). Rabbit anli · mouse 
pnox..idas~ and goal anli rahhil I'~roxida.~ w~r~ oblain~d 
from Invitrogen Life Teehnologks (CA, USA). lh~ eh~mieaJs 
that were used for electrophoresis and the nitrocellulose 
membranes were purchased from Rio. Rad Lahoralories 
(Richmond, CA, USA). Tri1.01 reagent, M.MLV reverse 
Inmscriplase, ,Hui oligo dT primers were pucchas ..... 1 from 
In"ilrogcn Ufe Tcchnologies (CA, USA). Taq M,lJ}uni"ersal 
PCR master mi."\, llnlabekd PCR primers, al1<1 TaqMan MCB 
prohes were purchas~d from Applied Biosyskms (I;osl~r 

Gity, CA, USA). 

2.2. Anima/J. "Ihis study ,,"as appro\'ed by lhe Ethical Com· 
mi\le~ for Expnim~ntalion of lhe Biomedical Research 
Jnstitute oflhe NationaJ Aulonomous Universit)' of Ivlexico. 
MaJe "'islar rats (200- 2S0g body weight) were ohtained 
from Ihe animal facilit)' allhe RiomedicaJ Research Inslitute 
of Ihe NMional Alllonomous Uniwrsil)' of McXÍco and 'H'T<' 
hal1<ilcd 'l(cording lo Ihe slandard procedurcs Ihal 'H'T<' 
eslablishe,1 b), Ihc [ Ihical CommiUec for Experimenlalion al 
the same institute. Animals w~r~ maintained undn a 12/ 12· 
hr Jight/dark cyd~ and wne allow~d lo comum~ wal~r and 
food (ullibillml throughoUl lhe ~xpnimenlal perioJs, with 
the exception oflhe fasling period prior lo sacrince. 

2.3. /n Vi,'o SII/rlies 

2.3./. A/limllls Trcllle,1 wilil 8iofi/l. l hi]"I)'.!wO mIs 'H'T<' 
di"ided into dghl groups: four control groups and four 
u:perimmtal groups «(ach group '"Qntain~d four anilllals). 
lhe conlrol l'roups w~re lreal~d daiJy wilh saJine (phosphak. 
buffered, i.p.), and the experimental groups were trealed dail), 

with biolÍn (2 mglkg, i.p.) at doses that wa~ equi"al~nl lo 
pharlllacologieal doses ofhiotin. All oflhe rats ""er~ saerific~d 
h)' cervical di.~location after 1,3, S, or 7 days oflreatment. 

1.3.1. Allimals Treated with 8iotill <Hui Rellzo[lIjpyrclle. \Ve 
eXlmined the effects oftreatment wilh hiolin in combination 
with BaP, a well.known CYP inducer, lo examine Ihe p05sihle 
addili"e effl'c!s of thc$e agenls. Twenl)' rals were dividcd 
into four groU]l$ (ti"e animals pcr group): control (saline), 
biotin IrcMed (2mg!kg, ;'1'.), BaP Ireatcd (]5mg!kg, i.p.), 
and hiotin + BaP lr(ated (2 mgfkl' of biotin and 15 ml'fkg of 
BaP). AH of th~ rah Wa( sacrific~d by ea"ical dislocation 
aflH 2'1 hrs of tr~atm~nt. Li"a lllicroSOIll~S ""er~ pr~pared 
to Ill~asure lhe ethox)'r(sorulin O. dedhylase (ERDD) and 
mtthoxyresorufin O·demeth)'1n.~e (MROD) aclivities. 

1.3.3. Prcf"mltioll ofthe U"...., S9 am/ AlicrOlomal Fmctiolls of 
Trtafed Allimals. Uver S9 fraclions were prepared according 
lo the procedure described h)' Maron and Ames [JOJ. The 
rats W('fe sacriticed by ccrl'ical dislocation, after whkh poinl 
tbtir liveJ"S wcre rapi,ily removed, weighe,i. and washed 
in a 0.15M KCI so!tllion amI mincc.!. [ ach samplc was 
separatdy homol'~nil(d in th~ sam~ solution {3mL/g n\n}. 
"Ih~ homol'~naks w~r~ cenlrifug(d al 9,000 xl' for 10 min, 
and lhe sup~rnalants w~re stored at -80·e. A porlion of lhis 
sUj>ernalant fraclion was cenlrifuged at 105,000 xg for 60 min 
n ... ptko.lly nt .j°C. Th~ micro.omol pellet w ... rc.;u.' pend~d 

in a phosphale.buffered soJution (67.5ml\1 K!HPO~ and 
n.5 mM KH1PO~, pH '" 7.4) al1<1 ccntrifllgcd again. Finall)", 
tht microsomes were slorcd in 111<' same phosplmle.buffered 
sollllion cont'lining I mM dilhiolhTl'ilol, 1 mM EDTA, and 
20*' glyccrol. aliquolc,1 inlo a serics of l'lbclc,1 "ials, and 
fro:t~n at -80"e. Th( protein conknt of ~ach sample ,,"as 
dd~rmin~d using Ih~ mdhod oulJin~d by Bradford [31 [. 

2.3.'1 . RNA IJO/lllioll alll/ Qlumlilali>-e Re¡¡/·'J"im<! R'J~PCR 

l.:"xpre55ioll Alwlysis of lile Cylochrome P450 l.:"lIzyme5. Total 
RNA was exlracled from frozen liver tissues using Trizol 
reagent (Invilrogen Ufe Technologies, CA, USA). The RNA 
concenlration WOl.~ determined by meOl.~uring Ihe oplical den. 
sil)' at 260 nm, amI 111<' purily was dctermincd by ca1cu!aling 
tht OD!6(I/OD1so absorption rMio (aH nllios were enSllrcd lo 
he >].8). RNA integril)' was confirme<1 by declrophoresis on 
a 1% denaturinl' al'arose gd. lh~ chemicals Ihat W(f( used 
fOI r~\'ers( lranscriplÍon W(f~ purchased from In"ilrol'en 
Lif~ Tedlllologies (CA, USA). Th~ isolakd RNA was re\"(rs~ · 

transcrihed using Molone)' murine leukemia virus reverse 
transcriptase (M.M LV RT). Briefl)', the RNA was denatured 
h)'healing il at 6S· for S min, cooled on ice, and incubaled in a 
revcrsc Iranscriplasc readion mb:tllre. TIlc slam1<lTd mb:tllre 
conlained Ipg of lolal RNA, 40 lInils/pL of RNaseOUT 
recombinanl ribonudease inhibilor, 10 mM conccntralions 
of each of the ,1NTPs, IpL of oligo (dT)J2_'~' 4¡,L of SX 
firsl ·slrand hull"(f, 21,l ofO.1 M 1)"]""(; and 200U of M ·MlV 
r("nse transcriptase in a lolal "olum( of 20 i'L ¡'ur r~\ns( 
tramcription, lhe tuh(S ,,"ere ineubated al 3/ for 50 min, 
followed hy rapid cooling. 
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PCR was performeJ using an ABI PRISM 7500 sequence 
Jcteetion sptem (ApplieJ Biosplems (Foster Cily, CA, USA) 
using mdting, annealing, and (xtmsion eycling conditions of 
9S' for ISse<:, 50' for 2 min, and 600 for I mino Al! amplifica
\ions were repcaled for 40 cycles. Taq-Man Gene exprcssioJ] 
primer.~ (Applied lIiosystem~, Fo.,ter City, CA. USA) were 
used lo deteet CYPIAI (Rn 004R72IR mI), CYPIA2 (Rn 
0056108Lml), and GAPDH (Rn 999999l6...s1). lh ... quanti 
latív ...... xpr ... ssion I~vels oflh ... gm~s w ... r ... calculal ... d bas ... d on 
lh~ cyd~ lhr~>hold (en value of (3ch sampl ... al lh ... linear 

part of th ... curw using th~ r llCJ rdat iv~ quanlification 
mdhoJ [321. AII of Ihe samples were assayed in Iriplica\c. 
The values for each gene were normalizeJ to the \"alue ofthe 
housekeeping gene, GAPDH. 

2.3.5. Qwmlita/ivc Rcal.Timc RT·PCR Al1alyscs of miR_27b, 
miR.122, ami miR.J28a Expressiol1. To evaluale the cancen_ 
trations of miR.27b. miR.I22. and miR.328a. we performed 
quantitati,'~ r~al . lim ... rever, ... lranscription PCR a"ay' in 
ral liwr .ampl~s. "['h ... total RNA and miRNA fraction. ",er ... 
i,olakd from Ihe liwr. "f conlrol and biolin_sopplemenkd 
ralS using a small RNA isolalion kit (Ambion, CA, USA).lll'" 
miRNA cxprcssion le\Tls W<'Te qllantified Ilsing Ihe mirVmm 
qRT.PCR miRNA detection protoeol (Ambion, CA, USA). 
"fhe primees used were oblained from Applied lIios)'slems 
(I'osler Cily. CA, USA) to d ... lecl miR-27b (rno·miR-27b' 
464·136.Jllal), miR-ln (rno-mir-U2' 463893-mat) , and miR-
328a (rno-mir·328a' 46204l·mat). Mature miRNA U87 was 
used as internal reference to normalize the RNA lcwls of 
the gl'nes being stll(tied. Each PCR reac!ion was pcrformed 
in triplicate in a 20¡.<L \"()Iume using Taq/l.lan MicroRNA 
assays (Applied Biosysl~ms) for JO min al 95·C. follo""ed by 
40 e)"cks al 95·C for 155 and 60·C for 60 s in an ABI PRlSM 
7500 Sequence Dekdion System (Apl'lie<t Bio~}'stcllls). lllC 
miRNA levds wccc quantified u>ing the 2-Mc r relative 
quanlification mdhod [321 using lh( follo"'ing formula: 
2(crmicroRNA·cr U87). 

2.3.6. CYPIAI IIml CYPIAZ Actil'ilit". 1l1e formation of 
resorufin after O·dealkylation of 7· ~lhox}'reSOTllfin and 7-
mcthox"}'resorufin, whieh arc metabolie probes for Ihe activ
it}" of CYPIAI and CY PIA2, ""'p~cti\"dy, was measur~d 
spectrofluorometrieall}' according to the procedure outlineJ 
by Burk ... el al. [33]. lhe catalytic acti"ilies were calculakd 
ffOm a standard cur\"C of R'Sorufin (5-S00pmoVmL). lllC 
excitation and emission wavelengths were set at 530 and 
590 nm, respeclivdy. 

2.3.7. IIbtcm BlOf AlIllly,es. H~patic microsomes w~re lIs~d 
for Ih ~ determinalion ofCYP aeti"il}". Ten micrograms oflhe 
microsomal protdns from indi\~dllal animals W~rt s(paraled 
using 7.5% SDS.PAGE and ",ere lnlllsferred lo 0.45",,,, 
nitrocellulose sheets o,"ernight [34]. lhe nitrocelllllo.~e mem_ 
brancs were bll)Ch'd for 1 hr with 5% nonfat .lry milk in 
phosphale_butfered saline al 4'C (35). After a 10min wash 

3 

with PBS conlaining 0.3% Tween-20. the memhranes werc 
incubaleJ with the corres]lonJing anti -rat primar}" antiboJ
ics, anli-CYPIAI (J: 10000), and anti-CYPIA2 (J: 1O000), at 
room kmperature for 1 hr. TIlC membrancs werc Ihen incu
baled wilh hon;eraJish l'eroxidase-conjugakd anti -rabbit or 
anli ·mouse [gG secondary anlibodin at room kmperature 
for 1 hr (1 :6400). To confirm eqwllloading in each hme, the 
protdn Icvcls of the CYP cnz}"mcs werc normaliznl to the 
GAPDH prolein level.~. The proteins ofintere.~t were revealed 
using Luminol. Relative inereases in band intensity over Ihe 
controls for each CYP isoform were determined u.~ing ID 
K"dak 3.6.3 v compul ... r sotiwar ... . 

2.'1. 1/1 Vilro S/udies 

2.4.1. Bioll,, -CYP [¡tlerae/lom. \Ve dekrmin ... d both the 
EROD and Iv[ROD acti\~ties in the microsome.~ of mIs that 
had bun trealed wilh phenoharhital (60mg/kg. Lp .. for Ihe 
tirsl thre ... da)", and 30mgfkg, i.p., un day four) and {J
naphth"na"on ... (80 mg/kg, i.p., on day three) in lh ... pr~s~nc~ 
or absence of differenl conc~ntrations uf biotin to expl"r~ 
whtlher Ihis "itamin could inlerfere with these enz}"me 
aclivitks. Bu.lfer (50 ml\'I Tris-HCI and 25 mM MgCI2, pH = 
7.6), Ihe sub.trale (d issolved in DMSO), and NADPH "'ere 
incubatcd al 3r C for 3 min in a ll11orometry cu\·elte. lllC 
enzymatic reactions were initiatcd by adding total micr()
somal protcins (200 I'g) al Ihe same lime that we added 
different concentrntionsofbiotin (I, 2.5, 5. and lO ¡..gfmL). The 
reactions were followed for 3min. and Ihe ll110reseence was 
r ... corded ... wry ISs. "fhe calalytic activili ... , wer~ calculated 
from a standard curve of resorufin (S-SOO pmol!mL). llle 
~xcitation ano emission wawl~nglhs were ser al 530 and 
590 nm, r(sp~cti\·dy. 

2.4.2. Ame. "¡"I'''I . Th~ Su/m"'tel/" mulag~nicily plate incorpo_ 
calion test wOl.~ perfoTln~d according lo the method described 
by Maron and Am ... , [301 . Haclerial cultur ... , ",ere ohlain~d 
by th~ inoculation of a liquid nutrient brolh ,,'ilh Ihe S. 
fypllimurium strain TA98 and were incuhateJ at 37' C with 
shaking uvernighl. W ... uamin ... d lh ... liwr S9 fractiuns fmm 
both control rats and rats that had been treated with biotin 
(2 mgfkg, ¡.p.) fur 1, 3, 5, and i da}"s. 'lhe S9 mixtur~ comi'kd 
of th~ S9 fraclion (0.1 mUmL of S9), MgCl2 ($mM), KCI 
(33 mM), glucose 6_plmsphat~ (S mM), and NADP' (4 mM) 
in 50 mM phosphate buffer (pH = 7.4).lllC bacterial cultures 
(0.1 mL), BaPO, 5, 10, and 20 ¡.<gper plate), and th~ S9 mixture 
(0.5 mL) were mixeo with soft agar and poured onlo Pelri 
dishes conlaining Vogel-Bonna minima! medium. Th( I'latn 
were incubaled for 48- 72 hes, and Ihe numbees of revertant 
colonin (His') ,,"ere record ... d. 

2.5. S/"t;,tiwi A"''¡Y5CS. AIl statislical analyses ,,"ere per_ 
formed using commercially availabl( GraphPad Prism v '1.0 
(l.a lolla, CA, USA) .~oftware. The data were e xpres.~ed as 
Ihe means ± SEM. Statistieal significancc was assesse.l using 
Student'.~ 1_lest, with the le\'el.~ of .~ignificance ~~t al P :;; 0.05. 
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3. Results 

3.1. I:.jJ<!(ls of Bia/in al' P·/50 mRNA Lt'VI.'ls. To ~valua(( 
whelner pharmacological conc~ntrations ofhintio can modu
lale CY P1A expressiu" in jI! ,·;v" studies, ",e exami"ed mI/NA 
l~,,~ls in Ihe [i"crs (lf nlts Ihal had bu n tr~ at~d wilh biotin 
(2 mg!kg) al diffcrcnt times afta admin istration. 11ll' rC$ lllls 
demonstrated IhM bio!in sig nifican! lr increased CYPIAI and 
CYP1A2 mRNA !cvcls (by 2.23 ± 0.22 and 1.50 ± 0. 10 (olds, 
re., p. ) afler 24 hrs "fbintin Irealmenl. J.' . h""," in P¡gures I(a) 
and 2{a). It is intcrcsting lo note ¡huI Ihe in.:rcasc in CYPIAl 
uecTeased afia 3 day. (0.24 ± 0.01 f"ld decrea..e) compared 
"'¡Ih the control. Al 5 and 7 days afta biolin trcalmen! . 
CYPIAI ami ePIAl began lo rdurn lo cont rolln"els . 

.1.2. Aualysis o/erp Pro/ci" Expressiol!. Cy p PrQtcin rxpres
sion in Ih~ ral liv~rs was (valuakd using W~skrn blot 
(Figures I(h ) and 2(h )) . Den~ilomelric ana\y~es oflh~ bands 
revealed lhal Ihe prolán conc~nlralions ,,"ere nol aUo:ckd br 
biolin tr~atm~nl on differenl days (P::: 0.05). 

3.3. Efft"Cts of Biotín 0/1 crp Actil·ítie,. TIle Ic"ds of CYPIAI 
and CYPlA2 activitics wcre slightly higher than those in !he 
conlrols at day 1, but the differences were not slalislica llr 
,ignillGlnl (l' ::: 0.05). No change, were noled afler 3, S. 
and 7 da)':> ofbiolin treatm~nl ( r igures ¡(a) and 2(a)). 111(se 
rcsulu corre.~ponded 10 !he etfcct.~ that were obserwd a! ¡he 
prolcin le"e\. Thc samc micmsonm\ samplcs Ihat were uscd 
for the immunoblots were used for thc em.ymalic activily 
det<'rminations. 

3.'1. t"Jfecls of BioliH OH BI¡P-Imluced CYP AClj,·ily. Biotin 
was adminiskrcd to mts in combination wilh B'Ip, a typical 
i"Jucer of m"mbers of Ih" CYP1A .• ubfamil y, In anal}","" 
whethu the "itmnin poknliatcd Ihe capadt)' of DaP lo 
increase CYPIA acti"ily. TIle hepatic microsomal EROD 
and ~'IROD activiti es wcre similar in animal$ Iha! had 
been treated with cithcr BaP alonc or both biotin and BaP 
(Figure 3). 

3.5. Delerminfllüm of lil e POJsible Inl m/CliollS bdlt"een Biolin 
íZlul tf¡~ C,tto1/ylic Actil'iti~. of (TPIAI ami el'PIA Z. "1"0 
investig<lle wh("lhcr biolin could inlcrfe rc wilh Ihe EROD ami 
MROD nClivities, we u5ed phenohnrbilnl/¡3.naphthoflavone. 
in,luced nll liwr microsomes. Diffcrenl <:onccntralio ns of 
biotin were aJJed lo Ihe r"uction mixtures wilh !iR or MR. 
Biolin ,lid not interfen'with theacliviticsoflh e CYP<'nzymes 
sludied (¡¡¡gure 4). 

3.6. Ames Tes/. The nmlagenic pot~ncies of DaP resulting 
fmm ils aclivatin" by S9 mixlur"g lhal ",,,re pr"pared from 
cither Ihe li\"Crs ofbiotin-trcalcd rMs or thou preparcd from 
the livcrs of control animals were very similar (Tablc 1). BaP 
hud a mulagenic pOlency ufSi.2 re" If'g whe" aclivaleJ by S9 
mhlures that had been prepared frolll the Ih'a s of rals afte r 
24 hrs ofbiolin Ircalment and a potcnc}' 01" 40.5 revlf'g when 
acti"atcd by $9 mi . ."xturcs thal hall been prepare.! from Ihe 
livers of control fats . 'lhe mutagenic potencies ofBa]> IhM had 

o mR"'A 
mil ¡>ml~in 

m C.I,lylicaCI,,·ily 

• <.:ontrol 

S7k1) .. _ 

351;D. 

Biol\'kd Rn"arch Inkrnational 

(al 

Iliolin 

CYP1AI 

'"' 
F I<;URI' 1: R~latlv. CYPlAl mRN ..... l'rilleln. and c.tal)"t\c 3cth'lty 
I~,"d, Jfler J. J. 5. Jml i day' uf biolin Ir"allllenl (2 11l~1 4:. i.1") ' 
'1 he data are c~ l"e~",ed a_ fl\l<I ch.,,¡:c. rel.ti\"{" 10 Ihe conlrol Sroul' 
(dashed Ilne). The ,!"Ia represent the means ± SE]"I of 4 r~ts per 
grolll' fmm Iwo indel'end~nl "xperimenls. 'SigniflCJnlJy dilTerenl 
from Ihe conlrols (1) ::; 0.(5). as assessN uslng Slu.!ent's ¡· test (a). 
Rel',"senlalh" Cyl'l .... l immllllublol (24 hes .fter biutill tre.tmenl) . 
'1 he int~ n,ili~ of I he b.nd. ,,"ere normali lc-d lo ( ;A l' DH. '1 he voltle, 
~re expressed ~s fold changes relallve 10 !he con trol grou!, (dashed 
lin,,). lh. (+) b:md corrt"S!,u llds lo liwr lIl icruwm", Ihal "",,re 
I'r"l'arcd fmm '01, Ihal had ""en t,,,, .. led with Ha!' (10 m¡¡lks), band_ 
2- 5 are from control ralS. ~nd b~nds 6-9 correspond 10 blolln
Ir":o I,,,1 rals (2 I1lg/kg). ' lhe lIlo1t"<: tlbr wdghls of Ih. b;UKt, ,ore 
indicated I\ n Ih ~ 1,,11: 57 kO. for CYl'lAl and 3S kOa fu, (;APOH. 
FOllr anlmals ,,"ere used per grour. and Ihe rula representlhe resuks 
of two Independenl cX I>CI" hncnt_ (b). 

bccn acti"akd b), hep'ltic S9 from rats that had b,,("n Ireated 
,,"ilh biolin fo r 7 days and 59 lhal had bem prepar"d from 
the control animals were J5.0 amI 16.5 rev/, 'g, respcctiwly. 
In conlrasl. lh( mutagenic potencies of BaP Ihal had b(( n 
activated by S9 mi~ture s that had bun prepared fmm mts 
that had be"n pretr(ated with a combinalion of known CYP 
inducen; ranged fmm 37:4 lO 62.3 rev/" g. 

3.7. Expre,;sion Qf miRNA,. W" also evaluated the Icvcls of 
miR-27b. rniR-I 22, amlmiR.J28a in rulliver al Jifferenllirnes 
afta biolill Ir"alment (2 mglkg). TII( expression 1e""ls or lh( 
Ihree miRNAs studied were inereased aner 24 hn; of biolin 
trcalmenl. 11le 1c\"("1s of miR-27b remained increased after 3 
and S days of biotin trealment , and the levels of Ihe three 
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FIGURE 2, Re~1!1\'e CYPIA2 mRNA. prol<.'ln , ami calalylic aCllvlly 
I<-.d, 3h ..... l. 3, S. "",1 7 dolos of bioli" Ircalmen! (2 mgl kfl. ;'1")' 
Th<.' data .r<.' expressed as fold changes relallw 10 Ihe control grollp 
(d.shed lin~). '1 h~ dala repre,,""1 the m.,..In, % SEM of 4 ral, I",r 
group from IWO Independenl expt'riments. 'S lgnlficanlly dllferenl 
fmm Ihe conlml , (1' :; O.OS). a. "."',"'-,,! u,ing Slu.!cn!s 1_lesl (a). 
R"l'r",,,"tali"e CYP1A2 i"Hllunublul (24 h ... fl., biul;n treal",.nt ). 
'1 he inlen,ili"" Mthe b."d, were "or",,,li~ed lo C,\I'DH. 'Ihe mlue. 
"e exp,e.",d a. fold challse. rd.l;'·e lo lhe conlrol gro"p (d~,hed 
Ilne). 1he ( .t) band correspoods to Iroer mlcrosol1'les Ihat were 
prcpared fmm rols Ibar had bccII Ircak-.J wilh Hal' {IO "'glkg). 1,.",1s 
2- 5 are fronr control rats, .nd b.ods 6-9 oorrespond lo blotin· 
treatcd mt, (2 mglkg). '1 he molc-cular wcígl"" "re indical"'! 011 the 
left: 54kDa for CYPIA2 and JSkDa for GAPDl L Four anlmals 
,,"erc ",ed pe r gmup, .11.1 Ihe dala fC1"c:<;e nT th~ rc:<;u lt, of l\\"o 
Independent ex~rlnten1S (b). 

miRNAs that w~r~ _<ludi~d had rdurll~d to c()ntrnll~wl . :tft~r 

7 da)'s of trealmenl (Figure 5). 

4, Discussion 

Fe\\' sludies have eva!ualed Ihe loxicil)' of biolin [22-25). 
Furthern",r~, sludi~., that ~valu"kd th~ loxicity "f concen
lrations abo\'~ normallevels need lo b~ earefull}' readdressed 
givrn Ihallhr Ilulllbcrof cottlllladally avai lablc $uppkmcnls 
Ihat contain pharmaco!o¡;ic,,¡ amounts of Ihe vilamin ha$ 
increased [20J . In this worl<. we anal)"';ed Ih~ ef!"cts uf i.p. 
doses of 2 mg/kg of biolin on the express ion and acti\~I}' of 
members of lhe CYP1A subfamily Ihal are involved in drug 
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FIGURE J, Effects of blotln treatmen( 00 EROD and MROD le"els 
i1l the hel'a!ic ti"" ..... of m!. that were trealed .,.ith a . ingle ;'1" uo,e 
of PIlS IX (control) , blotln (2 mglkg), llaP (10 rnglkg), or blutln 1-

Hal' (1 mglkgofbiotin plus 10 mslkg ofllal'). EROI) "ctivity: (1''''01 
uf resorur", fOTtIledlminlrng "f I'TOlein); 1\1ROU "ti"it )": (ptll,,1 
of resorufin formNlminlmg of proleln ). The resulls represent the 
n"',"s % :;El\l. " " S r..U per gro"p. A l' S 0,05 "".s ,onsidu ed 
to be slgnlficantly dlfferent from the control glOup uslng Sludent's 
t_ Ies1. 

and x~nobiolic melabolism. This dou ofbiolin is known to 
induce lhe e.\press ion of genes that are rel al<.'d lo g!ucose 
metaboJism (36). 

Our results re\"ealed thal biolin administralion mooified 
CYPIA npression huI did nol alter the aeti"il}' or protein 
concenlntlion$ of CYPIA (Figures I and 2). TIte tinding 
Ihal biotin admini~lralion did not aH"ct CYPlA2 aclivil)' 
is or clinical inter~st beeau.~e Ihis ~1l1:)'me is inml\"ed in 
Ihe metaholi.lttl of numerou.~ drugs. including dOlapine, 
Iheoph)'lline, lacrine , and wrapamil, among olIll'rs [37]. 
'Iherefo re , alteralions of the ba,al ac livit )' of CYPlA2 ma)' 
cause dinicall)' important drug_drug alld r""J_drug ;nkr_ 
aelions [38,39] . These findings suggesl Ihal ther~ is a low 
probabililr of drug-drug inleracl ions resulting froll! Ihe 
coadminislratioll of biolin ",ilh Jrugs Ihat are metabolizeJ 
hy CYP1A2. AdJítiunall)', Cy plAI 1l1d"hulizes p"l)"cydic 
aromatic hydrocarbons (PAHs), ",hich <In' ubiqllilous com
pounds Ihal ar .... found in petrokum and emissions Ihat an' 
produceJ Juring Ihe combusliull of ¡ossi! fue!~, in charreJ 
mea! and tish thnl ha"~ bu n cooked dir~ctly o\"er a tire, 
in loba"o smoke, and in severa! o lher producls Ihal an' 
Ih .... resull of Ih~ incompkle COntbuslioJt of organic maller 
140J. TllC md,tbo!iles Ih,tl are fonued from Ihc inlc r~ction of 
CYPIAI and PAHs are \\"eH known lo generale DNA addltcls 
!eaJing lo mulagenic e"enl s and chromosorne aberrations 
Ihal can conlribule lo Ihe carcinogenic process [41]. Tllere
for~, the lack of effecl of biolin on (YPIAI aclivi l}' Ihat 
was observed in Ihis work supporls Ihe idea Ihal exposure 
to hiotin al pharmacologicall}' relevanl conunlralions is 
harm!ess. 
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FIGURE": EIl«!. uf biulin (r~"II1l~nt un EROD and jI,-!ROD I<,wh 
in ¡he hcpa!ic ti"u~ of r.1s Ih:l[ were ~imuhanro",I)' 1, ..... I"d 
,,1lh ph~"ob3rbll,1 (w n'glkgl nnd ¡l.n3plu¡'oftaw,ne (!lO mgtkg)_ 
[1l'",a.il1~ bÍ<>tin cOI",~nlr.liom were .,kl ... d 'o Ihe reactiun mi,,-
1m ... ",h~n 11lt':""ring Ihe ellzp"alic "el;,'il)': (]'",ol uf ... "",uf", 
fonn .... Vmin lmgof proteín). '¡h~ re.ulls re!,rese'" Ihe me""' :t $!iM 
of Iw() ind'1>cndl'nl experí",,,"t> tha' were eún'¡uctcd in triplk.rc. 
A l' :5 U,OS w"-, cn"sld~red In he <lgnlfico.I1rly dlffe,eM from ¡h .. 

cOl11rol group uslng Stud<.'nt's ¡·test 

To furt hc r investiga tc Ihe pOS.libk role of biotin in 
¡he modulali"" uf rn~rnh<,rs uf Ihe CYIlIA ."ofamily. W~ 
explored Ihe cftcrts ofbiotin "dminislmlion along wilh Ihe 
kno"'n CYP indllct'r BaP, a Iypical sllbslralt' and indllc~r of 
lh(se (n2rm~s. No JilT(fenCeS ,,"(Te JdeckJ in Ihe aclivilin 
of ~ilh~r CYPIAI or CYPIA2 in h~palic microsom~s Ih~t 
Wef( oblaineJ fro m rals lhal haJ b(en IreakJ wilh lh( 
combination ofbiotin + BaP or BaP alonc (Figun.> 3). Furlhcr· 
mor~. oiotin did not in t~rf~r~ ",ilh th~ aetivili~s of CY PIAI 
or CYPIA2 when it was :tJdeJ 10 the reaetion mi:¡lures 
containing ER as a CYPIAI slIbslrate or MR as a CYPIA2 
sub'lmk, imlieating that biotin uues not :tet as un inhibitor 
for members oflhe CYPIA sllb6mily (Figun> 4). 

AddiliolU,l evidcnn> 'llpporting lhe notion thal biotin 
uo." nol 1ll"uulale lhe aeli"il)' ufllw CY I' en1.)'1lles sludied 
""~S obtaincd llsing the Ames lest [30J. TIüs assay has 
b~en \I$~d to eslimal ~ th~ biological significanee of CYP 
moJulalion, as lhe proJuelion of mutagenic metaboliks f mm 
a kno"'n promutag~n is del'~ndent upon th~ CYP 3ctivity in 
Ihe S9 mixlur~ J42] . Th~ S9 mixture lhal wa~ I'repared fmm 
f"~1 livers Ihal had been trcaleJ with biotin acti'"~teJ BaP al 
similar le"el~ lo that ofthe S9 mixtur~ that had heen prepared 
from Ihe li"ers of control rats (Tabk 1). TIlis result inJ ieated 
tlmt C:t ll(>sure to biotin did not alter Ihe. c¡'pacily of CYPIAl 
lo mctabolize otJ1l'r subslratcs. TI,Cfefon\ biotin may nol 
intlllenee C·¡PIA-medialt'd mdabolism .. furthu supj'Qrling 
il s USe as a Ihnapeulic drug. 

In e(lntrasl to !he obserwd mRNA ul'regulatil.l!l. CYPIA 
expression and en7.}'lle ae!i,,;!y ",ere nOI ~ i gnifi c,lIltly 

D lIliR·17b 
_ nlilt·ll2 
_ nliR-328. 

BioMeJ Research Internalional 

-~-

, 
Vay. 

¡:";UW.i 5; mlR· l7b, mlR. 122, and nlIR· J2)1.I~,,,I< "ñ~r 1, 3, S. ""d 
7 dars (lf blNin lreaUllent (2 mglkg. i.p. ) In rJI "'·er. lhe d;l.la are 
~xl'r~,,~d a. fold ,hanlle' r~bli,"" 1<> lh~ conl rol (ddinoo as 1 .. dash~d 
lin ~). 'Jh~ ":01" r~\,r~~n, lh~ "'e"'lS :t SEl\l uf 4 f.lS I'~r gfOl'\, 
from !wo ¡ndq>i'ndcn! ül'crimcnt • . ' SiBnifica,,!I)' d¡tlúcn! from 
the conrrol. (1' ! O.05). a< a".e.~1 u.'h'll Stnden!', I·t~.t. 

a!TeekJ. TIl(.e Jiscr~paneks mar b~ ~xJllain(d by lhe faet 
Ihal sewrol stlldies ha\"~ found lhat !he abundanu of s~ lected 

prot~ins was not paralleled by lhe abundanee of lheir m II.NAs 
]7, 43]. In aJJili(ln, ¡Jyruvate carboxylase apoenzyme e:\l'l'c$· 
sion is r~gulaled by hiotin al th~ posttran.~criptional level, 
thereby influencing b(lth I,rotcin synthesis and JcgraJalion 
]441. Takcn togethn, our ObSl"f\'ations suggesl thal b¡olin· 
I",~ed pusltransCTil'liunal erreets mal' alsu intluenee CYJlIA 
cxprcssion. 

Qne possib1c explanMion for our rCSllils cOllld bl> posl· 
lranseril'!iunal r~gulali{)n lhal is media!ed by lh~ pr",senee 
of miRNAs, which are smaH noncoding RNAs thal regulalc 
transcriplional nnd posttranseriptional g~n~ e:l:pression [4S]. 
In this process, nol all ofthe mRNAs ar~ translakJ illlllle
dint~l)'. Some of lhe IllRNAs are maintained in n transla· 
lionally repre!i.~ed state anJ mar be transported 10 a speeifie 
cytoplasmic loealion ",hcre translalion is aetivated ]<161. 
lI.~ant sludi~s hal'e pro"ided evidena thal mll.NAs that are 
silene~d by mill.NAs ar~ loeali~.ed in P·bndies fUT slnmge ur 
dcgradalion 1471. miR-27b, miR·122,and miR328a havebccn 
reeenll)' r~pnrt~d lu be assneiated ",ilh lh~ r~gnlalion uf CY P 
en2ym~s ['18-50]. Using in silico lools, slIch as BLAST and 
miRllASE, w(" id("ntified larget s("qucnc("s for lhese miRNAs 
in the CYPIA subfamil )'. Our results (Figure 5) supporl Ihe 
idea lha! the upr("gulalion of these miRNAs by biolin (ould 
b~ illlplicat~d in lhe p(lsttranseriptional r~gulation ofCYPIA. 
although \\"e cannol fule out lhal otha posttranscriplional 
mechanisms may participMe. giwn tha! biolin influenc~s 

hoth protein syn!hesis and degradalion [44] . Therefore, lI'e 



133 
 

 
 

BioMed Research Internati(lJml 7 

' I AIIL~ 1: h.lualion oflhe mutagenidl)' oflhe S9 fmelíon thol wa, ohlainoo from mIs th.t were treoled with hiolin ín th e Ames te.,t. 

Dar Chemlcal Dose (/lg/plale) 
Numbe, of His ' re"erl.nt"l'lalel ') 

B_lb) B+I<) Posili\'e con lrolld) 

Bla]p , 23 ± 5 18 ± 1 28 ± 6 

5., ± 17 55 ± S 59 ± 6 

; 229 ± 104 210 ± 59 433 ± 143 

W 215:!: 67 220:!: 61 557:!: &6 

" 3O·1:!: 49 2$1 :!: 30 913:!: 14.J 

Indl1e~d , .. w,I,nl"¡I'S« ) 40.5 52.7 ó2.3" 

7 H(a]l' O 49 ± R 62 ± 10 "" 68:!: i 66:!: & 81 :!: 27 
; 132:!:7 137:!: 20 300:!: 29 

W JI.J :!: 17 128:!: & 436 :!: 99 
W 1~8 ± 31 159 ± 15 773±127 

I"dueed rev~rlanl"'tg_" _' __ 16.5 15.0 37.4' 

l. j'J h, me.,n n'"llb«, of ,.'\"Cn,nt coloni .. iMntifi<'<i in th ..... replicJ!C$ in two ind"P"ndtnt •• peri",ent<. 

(h)TI .. liwr ~9 fr.o<h'H' f"HU úH, I,,~ r.l .. 
l< j'J hr li,"" S9 f'Jctjon f,om biQtin . trNt<'<i ,JI< (2 "'g/kg). 

Idl 'J ht !iw, S9 fl':Ktion froln phenoo"rbital .t",atro "t! (60 mglkg). ¡l. nJphthotlJ\·onc (110 mglkg) ""! uS<"<t a! 3 1>oSiti,", «>ntrol. 

«)TI", .. h~",., 11", Ufigin ,," .. cakul.I«1 u,i"g lite SALANM. ""/h".", l'",sr.", . 
·Signili<.ntl)·d irbcnt (mm B- ""d B. (P ::; 0,05). ", .... !.Oro u.ing Stllllont' Hool. 

propus~ lhal t h~ obs(fv~d ehang~s lo lhe CY PlA subfamily al 
Ihe posttr:m..criptionallevel mayhave heen directlyprodueed 
by bi(ltin or derivcd from a pkiotr(lpie respome that was 
triggered by biotin in the eeH ami tlmt these clmnges CmlSe 

an iner~as~ in smaH r~gulatory RNAs, sueh as miRNAs, 
whieh silene~ th~ subsequ~nt lranslation of CYPl mRNA. 
This hypol h~,i , is curr~nl¡)' h~ing I.,,;I~d in ~xp~ri l1l ~lll, Ihal 
He underway in (Iur laboratory. 

In condusi(ln, biotin administration alfected the mRNA 
cxpression lc\Tls of CYPIAl and CYPIA2. CYPI mRNA 
induel ion had no df~cl", al Ih~ pTUkin o, .. n~ym ... elivily 
levels, suggesting thal posttran.~eriptional regulation had 
oecurred. lhe elfects of hiotin on CYP1A activity were 
e(lntirmcd using se\Tral different stralegies. Thesc results 
indicate that biotin does not interfcre with CYPIA aetivity 
and suggest that biolÍn adminislration do~s not inllu~nc~ 
CYP1A l_ and CYPIA2_mediated drug metaholism. 

Confllct of J ntcrests 

Th~ aulhors d~dar~ thal they ha"~ no eonlliet of intnesls. 
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