
1 
 

 
  

 

 
 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

FACULTAD DE QUÍMICA 

EFECTO DE LA BIOTINA SOBRE LA EXPRESIÓN DE GENES EN EL 

ISLOTE PANCREÁTICO DURANTE EL PERIODO DE POST-
ABLACTACIÓN. 

 

TESIS 

QUE PARA OBTENER EL TÍTULO DE 

QUÍMICO FARMACÉUTICO BIÓLOGO 
 

PRESENTA 

GUSTAVO RAFAEL RAMÍREZ MONDRAGÓN 

 

 

 

MÉXICO, D.F.                            2015 

 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



2 
 

 

 

 

JURADO ASIGNADO: 

 

PRESIDENTE:  Profesor: Jesús Fernando Montiel Aguirre  

VOCAL:   Profesor: Martha Leticia Jiménez Pardo  

SECRETARIO:  Profesor: María Cristina Fernández Mejía 

1er.  SUPLENTE:  Profesor: José Pedraza Chaverri 

2° SUPLENTE:  Profesor: Tzvetanka Dimitrova Dinkova 

 

 

SITIO DONDE SE DESARROLLÓ EL TEMA: 

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMÉDICAS, DEPARTAMENTO DE MEDICINA 

GENÓMICA Y TOXICOLOGÍA AMBIENTAL, UNIDAD DE GENÉTICA DE LA NUTRICIÓN. 

INSTITUTO NACIONAL DE PEDIATRÍA 

 

ASESOR DEL TEMA: 

Dra. María Cristina Fernández Mejía 

SUSTENTANTE: 

Gustavo Rafael Ramírez Mondragón     

 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


3 
 

 

R E C O N O C I M I E N T O S 

 
 

Esta tesis fue dirigida por: 
 

Dra. María Cristina Fernández Mejía 
 

Departamento de Medicina Genómica y Toxicología Ambiental 
Instituto de Investigaciones Biomédicas  
UNAM/ Instituto Nacional de Pediatría 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


4 
 

 

Este trabajo de tesis fue realizado en la Unidad de Genética de la Nutrición 
del Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM / Instituto Nacional de Pediatría  

 
 

El trabajo realizado para esta tesis fue posible gracias al apoyo de: 

Dirección General de Asuntos del Personal Académico, UNAM (DGAPA) PAPIIT-
IN210714 

 
 

 
Se agradece el apoyo técnico de: 

 M. en C. Wilma Inés Tixi Verdugo, Biol. Everardo Ruiz Mora, Biol. Sergio Rafael Patiño 
Carrillo y Biol. Maura Flores Aguilar, Unidad de Genética de la Nutrición del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


5 
 

ÍNDICE  

A. RESUMEN…………………………………………………………………………7 
B. INTRODUCCIÓN……………………………………………………………….…9 

B.1. El Páncreas……….………………………………………………………….9  
 B.1.1. Organogénesis Pancreática…..…………………………………………9 
 
B.2. Desarrollo postnatal del islote pancreático…………………………...…10 
  B.2.1. Ventana Crítica postnatal………………………………….………..…11 
 
B.3. Los islotes pancreáticos…………………..……………………………….11 
  B.3.1. Composición de los islotes pancreáticos…………………………….11 
  B.3.2. Arquitectura de los islotes pancreáticos………………………..…....12 
 
B.4. La Célula beta (β)…………………………………….....………………….12 
 
B.5. Insulina………………………………………………………………………13 
  B.5.1. Estructura de la insulina………………………………………………..13 
  B.5.2. Síntesis de la insulina.………………………………………………….13 
  B.5.3. Transcripción y Regulación……………………………………………14 
  B.5.4. Secreción de Insulina….……………………………………………….15 
 
B.6. Biotina...............……………………………………………………….…....19 
  B.6.1. Características fisicoquímicas......…………………………………….19 
  B.6.2. Metabolismo y Absorción……..……………………..…………….…..19 
  B.6.3. Rol Clásico de la Biotina como Cofactor de Carboxilasas……...….20 
  B.6.4. Efectos de la Biotina sobre la Expresión Genética………………….20 
 
B.7. Mecanismos de Acción……….……………………………………………21 
  B.7.1. Activación de la Guanilato Ciclasa Soluble………………………….21 
  B.7.2. Biotinilación de Histonas……………………………………………….22 
 

C. Antecedentes Directos…..…………………………………………………….23 
 

D. Planteamiento del Problema………………………………………………….24 
E. Hipótesis…………..……………………………………………………………..24 

 
F. Objetivo……..……………………………………………………………………25 

 
G. Objetivo Particular……..………………………………………………..……..25 

 
H. Métodos…………………………………………………………………………..25 

H.1. Modelo Experimental.…...…………………………………………………25 
 

I. Resultado…..…………………………………………………………………….28 
I.1. Efectos de la suplementación con biotina por 24 hrs. sobre la expresión 
del RNAm de factores transcripcionales………………………………………28 
 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


6 
 

I.2. Efectos de la suplementación con biotina por 24 hrs. sobre la expresión 
del RNAm de proteínas relacionadas con secreción de insulina…..……….29 
 
I.3. Efectos de la suplementación con biotina por 24 hrs. sobre la expresión 
del RNAm de genes relacionados con la morfología del islote 
pancreático……………………………………………………………………….30 
 

 
J. Discusión de Resultados…….……………………………………………….31 

 
K. Conclusiones……………………………………………………………………33 

 
L. Bibliografía………………………………………………………………………34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


7 
 

RESUMEN 

La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B que, además de participar 

como grupo prostético de las carboxilasas, a concentraciones farmacológicas 

posee efectos sistémicos sobre la proliferación, el desarrollo, la reproducción y el 

metabolismo. Estudios en nuestro laboratorio han encontrado que la 

suplementación de biotina en la dieta durante ocho semanas aumenta la secreción 

de insulina en respuesta a la glucosa y la expresión de genes críticos en el 

desarrollo del islote pancreático, así como cambios en la citoarquitectura del 

mismo. En estudios previos se analizó cuál es el efecto de dosis farmacológicas 

de biotina sobre la maduración del islote pancreático en periodo de post-

ablactación, un periodo en que se efectúan los eventos cruciales que determinan 

su funcionamiento en la etapa adulta. Los estudios revelaron disminuciones en la 

expresión del RNAm de genes críticos para el funcionamiento del islote que no 

son concordantes ni con los aumentos en la secreción de insulina ni con la 

tolerancia a la insulina  que se observa en estos ratones. Una explicación de estas 

discrepancias podría deberse a un abrupto aumento en la expresión del mensajero 

en tiempos anteriores a la semana de tratamiento, dando como consecuencia una 

respuesta de retroalimentación negativa sobre la transcripción, por lo que este 

trabajo se propone analizar esta hipótesis. 

Ratones BALB/cAnN Hsd machos recién destetados fueron alimentaron con una 

dieta control o con una dieta suplementada con biotina durante las 24 horas 

posteriores a la ablactación. En los islotes pancreáticos obtenidos de estos 

ratones evaluamos la expresión de genes del islote pancreático por PCR 

cuantitativo. Los resultados encontraron que la suplementación con biotina 

disminuyó la expresión del RNAm de factores transcripcionales que regulan la 

expresión y secreción de insulina, como Foxa2 y Pdx-1. También disminuyó el 

RNAm del gen de la insulina (Ins2) y del canal de calcio dependiente de voltaje 

tipo L subunidad alfa 1d (Cacna1d), genes que de igual manera participan en la 

expresión y secreción de insulina; al igual que la abundancia del mensajero de 

actina beta (Actb) y cadherina (Cdh1), genes que participan en el desarrollo y 

estructuración del islote pancreático. En contraste la administración de la dieta  

aumentó la expresión relativa del mensajero de glucocinasa (Gck), una enzima 
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que desempeña un rol importante en el metabolismo de glucosa, y de la  molécula 

de adhesión neural 1 (Ncam1) indispensable en el mantenimiento de la cito-

arquitectura del islote pancreático.  

En conclusión, la suplementación con biotina es capaz de modificar desde el 

primer día  de administración la expresión de genes que regulan la producción y 

secreción de insulina, así como de aquellos que participan en la regulación de la 

cito-arquitectura del islote pancreático. Estos resultados no apoyan nuestra 

hipótesis inicial en la cual se propuso que la disminución de la expresión de genes 

observada a los siete días de tratamiento podría deberse a una respuesta de 

retroalimentación negativa por un aumento abrupto en la expresión de estos genes 

en etapas tempranas anteriores a los 7 días de tratamiento. Datos recientemente 

obtenidos en nuestro laboratorio otorgan claves para la interpretación de estos 

resultados. 

 

An evaluation version of novaPDF was used to create this PDF file.
Purchase a license to generate PDF files without this notice.

http://www.novapdf.com/


9 
 

INTRODUCCIÓN 

El Páncreas 

El páncreas es una glándula mixta compuesta por una parte exocrina y una parte 
endocrina.  La parte exocrina está constituida por una población celular pequeña 
que comprende el sistema ductal intralobular e intercalado y también está formada 
por  el tejido acinar. Los acinos pancreáticos son cúmulos celulares que sintetizan, 
almacenan y secretan enzimas digestivas y zimógenos que consecuentemente 
son vertidos al duodeno y utilizados en la digestión. La parte endocrina consiste de 
grupos de células secretoras de hormonas que se encuentran dispersas en el 
tejido exocrino, estos grupos son denominados islotes de Langerhans o islotes 
pancreáticos[1], [2]. 

Organogénesis pancreática 

El páncreas tiene su origen embriológico como dos brotes que se desarrollan en 
las secciones dorsal y ventral del duodeno, que se fusionan para formar un órgano 
único. El brote ventral forma la parte posterior de la cabeza del páncreas, mientras 
que el brote dorsal comprende el resto del órgano [3]. 

El endodermo, tejido del cual surge el páncreas, consiste en una capa celular que 
se especifica durante la gastrulación. Los genes requeridos para la formación del 
endodermo incluyen a Wnt/β-catenin, Nodal, GATA4/6, FoxA2, Sox17 y Mix [4]–
[6]. 

La diferenciación del dominio pancreático dentro del endodermo intestinal es 
mediada por la combinación de las señales derivadas por el mesodermo, 
incluyendo a TGFβ (transforming growth factor), ácido retinoico y factores de 
crecimiento del fibroblasto (FGF) [4]. La diferenciación del tejido puede observar al 
día embrionario 8.5, con la expresión de Pdx-1 (pancreatic duodenal homeobox 1) 
en dos dominios ventrales y, después, con la expresión en el domino dorsal en 
8.5-8.75.  Al día 9.5 se observa la generación de brotes en el epitelio que rodea a 
la mesénquima, los progenitores multipotentes que dan origen a las células 
endocrinas, ductales, acinares se encuentran localizadas en los extremos 
emergentes y marcadas por varios factores transcripcionales, entre ellos Pdx-1 [7]. 

Al día 9.5 embrionario se observan algunas células endocrinas positivas a 
glucagón. La mayoría de las células endocrinas (α, β, δ, ε y PP) con capacidad de 
expresar hormonas que conforman a los islotes emergen alrededor del periodo 
embrionario que comprende a los días 13.5-14.5. En este periodo también es 
posible observar la aparición de células acinares. Conforme la embriogénesis 
progresa, el crecimiento del órgano y la diferenciación celular continua, formando 
los cúmulos celulares del tejido acinar y los islotes pancreáticos de células  
endocrinas derivadas de la delaminación del epitelio [6], [8].  
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Recientemente se ha observado que varios factores transcripcionales 
desempeñan roles críticos durante el desarrollo pancreático, la distinción de linajes 
celulares y la función pancreática, entre ellos la familia forekhead y Pdx-1 [6]. 

 

La familia de factores transcripcionales Forkhead incluye a Foxa1 (HNF3α), Foxa2 
(HNF3β) y Foxa3 (HNF3γ). Foxa2 es el primero en ser expresado al día 
embrionario 6.5 en el endodermo intestinal y  la notocorda precediendo a la 
formación del páncreas [9]. Se ha observado que errores en la expresión de Foxa2 
derivan en la inviabilidad del embrión [10] determinando que Foxa2 es una 
proteína que ejerce un papel clave en la morfogénesis pancreática [11]. 

Pdx-1 es un miembro del conjunto de genes Parahox, importantes en el desarrollo 
embrionario, que se halla regulado directamente por Foxa2 [12], [13]. Es 
expresado en el día embrionario 8.5, en las regiones del endodermo dorsal y 
ventral que dan origen a los brotes pancreáticos [14].  

Estudios tempranos en ratones con expresión nula de Pdx-1, mostraron agénesis 
pancreática [15]. Estudios posteriores sugieren que mientras que Pdx-1 no es 
esencial para la inducción del desarrollo pancreático, si es requerido para el 
crecimiento y desarrollo del linaje pancreático [16]. En ratones sin modificaciones, 
la expresión de Pdx-1 continua en el epitelio pancreático y se ve progresivamente 
restringido a las células beta pancreáticas y a reducidos subgrupos de célula delta 
y PP [17].  

Desarrollo postnatal del islote pancreático.  

Como se señaló en la sección anterior, el islote pancreático se diferencia en las 
etapas embrionarias [18], es en este lapso de tiempo cuando se genera la 
diversidad celular de linaje pancreático. Pero es hasta después de la ablactación 
cuando el desarrollo normal de la célula beta culmina en dos eventos cruciales de 
maduración: 

A) Se perfecciona el mecanismo secretor de glucosa en respuesta a la glucosa y 
se aumenta la producción de insulina por célula, lo que resulta en la 
maduración de la secreción de insulina en respuesta a glucosa [19], [20].  

B) Se aumenta el número de células beta [21], [22], y se lleva a cabo la 
remodelación del islote pancreático, el cual adquiere la citoarquitectura típica 
de un islote adulto [23]. 

Dichos procesos determinan la maduración del islote, lo que marca el final de los 
procesos de desarrollo encaminados a alcanzar la plena capacidad funcional de 
éstos (Gilbert, 2003), este periodo ha recibido el nombre de ventana crítica [24], 
[25].   
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Ventana crítica postnatal 

Una ventana crítica es definida como un periodo de cambios importantes tanto 
estructurales como funcionales que se producen durante el desarrollo normal de 
un órgano cuando este es expuesto a cambios en su medio, lo cual es capaz de 
originar consecuencias en la vida tardía [24].  

El periodo post-natal es una ventana crítica, en donde acontecen cambios 
drásticos en la forma de vida, que empiezan con el nacimiento, el periodo de 
lactancia y finalmente el destete. El desarrollo post-natal del islote es de vital 
importancia para alcanzar un control efectivo de la glucemia en etapas posteriores 
de la vida. Al nacer los islotes muestran una secreción de insulina escasa y sin 
respuesta a la glucosa, comparada con las células beta de los animales adultos 
[26], [27]. Esta condición refleja una inmadurez funcional. No se encuentra bien 
determinado cuando es el momento en el que se adquiere la secreción de insulina 
estimulada por glucosa, sin embargo, se cree que este cambio está dado en 
etapas tempranas del destete y podría estar asociada por una reorganización 
morfofisiológica del islote, lo cual también se observa en este periodo. 

Se sabe que el tamaño de los islotes, su número y composición, pueden ser 
alterados en respuesta a cambios nutricionales [28]. Se ha encontrado que las 
dietas con un alto contenido de carbohidratos durante la lactancia pueden causar 
hiperinsulinemia y obesidad en las ratas adultas. Estos modificaciones podrían 
derivar en un alto riesgo de desarrollar diabetes tipo 2 [29], [30]. También, la 
desnutrición proteíca  e hipercalórica afecta el desarrollo del islote y favorece el 
desarrollo de hiperglucemia [28], [29], [31]–[33] 

 
Los islotes pancreáticos  

Los islotes están conformados por una variedad de tipos celulares,  incluyendo 
células endoteliales, nervios, fibroblastos y principalmente células endocrinas [1], 
[34]. 

 

Composición de los islotes pancreáticos 

El islote contiene al menos 5 tipos de células secretoras: células alfa (α) 
secretoras de glucagón, células beta (β) que secretan insulina, células delta (δ) 
secretoras de somatoestatina , las células (ε) que secretan grelina y las células PP 
que secretan polipéptido pancreático. En humanos, las células beta corresponden 
alrededor de un 54% de la población celular, 35% a células alfa y 11% a células 
delta [35]. En el ratón la proporción varia ligeramente, las  células beta 
comprenden un 75% de la población celular del islote pancreático, las células alfa 
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conforman el 19% y las delta 6% [35]. Las células PP secretoras de  polipéptido 
pancreático, el cual se propone funge como auto regulador de la función secretora, 
varían de acuerdo a la región del páncreas, las células épsilon son abundantes 
durante el desarrollo embrionario y el nacimiento, mientras que su abundancia es 
menor en la etapa post-natal. 

 

Arquitectura de los islotes pancreáticos 

La composición celular de los islotes pancreáticos no es la única característica que 
difiere en base a la especie, sino también la cito-arquitectura (estructura de 
organización celular). Los roedores, en particular los murinos, presentan islotes en 
cuya conformación se observan células beta en el centro y las otras poblaciones 
celulares se hallan replegadas hacia la periferia, donde los bordes se ven 
ocupados por las células alfa. En contraste, la distribución celular en los islotes 
pancreáticos humanos presenta una cito-arquitectura homogénea, en la cual las 
células beta y no-beta se encuentran dispersas sin organización aparente [36]. Se 
ha especulado que la diferencia entre organización y composición celular del islote 
pancreático en diferentes modelos  puede estar relacionada a la función de los 
mismos [35].   

 

También se ha encontrado que otras características de los islotes difiere entre 
especies. Estudios realizados en humano y ratón, sugieren que en los primeros, 
las concentraciones intracelulares de calcio se incrementan en respuesta a un 
menor umbral de concentraciones de glucosa. Asimismo, las oscilaciones de 
calcio intracelular en los islotes humanos, no se encuentran coordenadas de la 
misma manera como se observan en los islotes de ratón, lo cual es atribuido a la 
diferencia en observada en la composición celular[37]. 

 

La célula beta (β) 

Las células beta son un tipo de célula endocrina altamente especializadas que se 
localizan en los islotes de Langerhans, cuya función es la de controlar la síntesis, 
procesamiento, almacenamiento y secreción de insulina  en respuesta a la 
concentración de glucosa y otros nutrientes específicos  en la circulación 
sanguínea. En el funcionamiento de las células beta tienen un papel importante los 
factores transcripcionales quienes en conjunto tienen la tarea de modular la 
expresión de la insulina y otras proteínas que colaboran en el proceso de síntesis 
y  secreción de la hormona con base en las demandas metabólicas del organismo 
[38], [39]. 
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Insulina 

Es una hormona peptídica crítica en la regulación del metabolismo que además 
tiene acciones sobre la división y crecimiento celular a través de sus efectos 
mitogénicos [40].  

 

Estructura de la insulina 

La insulina humana es una proteína dimérica de dos cadenas polipeptídicas 
denominadas A y B, de 21 y 30 aminoácidos respectivamente, unidas por un par 
de puentes disulfuro [40], [41] (figura 1). 
 

 

Fig.1 Estructura covalente de la proinsulina humana. 
Modificada de Oyer et. al. 1971 [41] 

Síntesis de la insulina 

El precursor de la insulina, la proinsulina es sintetizada en las células beta del 
islote pancreático. La proinsulina se sintetiza en los ribosomas del retículo 
endoplasmático rugoso a partir de mRNA en la forma de pre-proinsulina, la cual 
está formada por la síntesis secuencial del péptido señal, la cadena B, el péptido 
de unión C y la cadena A. El péptido señal interactúa con la partícula de 
reconocimiento de señal, una ribonucleoproteina del citosol que facilita la 
separación de la preproinsulina naciente del compartimiento citosólico y la envía a 
la vía secretora. La preproinsulina se transloca al lúmen del retículo 
endoplasmático rugoso, donde una peptidasa especializada escinde el péptido 
señal. La remoción del péptido señal produce la proinsulina, que adquiere su 
característica conformación tridimensional, al doblarse y formar tres puentes 
disulfuro en el retículo plasmático[1], [42]. Vesículas secretoras transfieren la 
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proinsulina del retículo endoplasmático rugoso al aparato de Golgi (AG), donde la 
proinsulina es cortada por las prohormona convertasas PC2 y PC1/3 para formas 
la insulina y el péptido C, éstos se empaquetan en gránulos cuyo ambiente acuoso 
rico en zinc y calcio favorece la formación de hexámeros de insulina de arreglo 
cristalino romboédrico alrededor de una molécula de zinc (Zn2+). Estos gránulos 
pueden almacenarse por periodos largos antes de ser liberados, cada celula beta 
puede contener de 10000 a 13000 gránulos secretores[39], [41]–[45]. 

 

Transcripción y regulación 

La insulina está codificada por un solo gen en los humanos (INS, cromosoma 
11p15.5) y dos genes en los ratones (Ins1, 19, 49.0 cM e Ins2, 7, 69.1 cM). 
Existen diversos factores cis-activadores  y trans-activadores asociados a la 
activación específica en la célula beta del enhancer del gen de la insulina. 
Además, la misma insulina puede actuar de forma autócrina para regular esta 
activación mediada por enhancers [46]. 

El enhancer de este gen está constituido por los elementos A, C y E, cuyos 
motivos de unión pueden encontrarse en el gen de roedores y humanos. Estos 
sitios son estimulados por una gran variedad de factores transcripcionales que 
actúan de manera concertada y sinérgica formando importantes redes 
transcripcionales, que no sólo regulan la expresión del gen de insulina, sino 
también la de otros genes íntimamente relacionados con los procesos de síntesis 
y secreción. 

 
Fig.2 Regulación transcripcional del gen de la insulina. 

Modificada de Artner et. al. 2008[46]. 
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La síntesis de insulina es regulada por las concentraciones de glucosa a nivel 
transcripcional y post-trancripcional, tres reguladores transcripcionales específicos 
de célula beta, Pdx-1 (pancreatic and duodenal homeobox-1), NeuroD1 
(neurogenic differentiation 1) and MafA (V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma 
oncogene homologue A) han demostrado que participan de forma crucial en la 
inducción trancripcional del gen de insulina, activando la expresión de manera 
coordinada y sinérgica en respuesta al aumento de glucosa en circulación [47], 
[48]. 

 

Secreción de insulina 

La glucosa es el principal inductor de la secreción de insulina, aunque otros 
macronutrientes, hormonas, factores humorales y estímulos neurales pueden 
modular  esta respuesta. La secreción de insulina en respuesta a la glucosa es un 
proceso de múltiples pasos que requiere de: el transporte y el metabolismo de la 
glucosa; cambios electrofisiológicos; y la fusión de gránulos secretores que 
contienen insulina con la membrana plasmática de la célula-beta. 

La secreción de insulina en respuesta a glucosa es pulsátil [49]. Los pulsos 
secretorios se asocian a oscilaciones en la concentración de calcio (Ca2+)  en 
respuesta a estímulos de glucosa[50]. Las oscilaciones químicas en la glucolisis 
inducida por glucosa es una característica presente en todas las células, en las 
células beta estas oscilaciones se acompañan de variaciones en la concentración 
de insulina, consistentes en fase y periodo temporal, con el fin de mantener los 
niveles óptimos de glucosa [51]. 

Los pulsos secretorios también están regulados y sincronizados con otros tipos 
celulares presentes en el islote pancreático, la insulina y el glucagón tienen 
patrones secretorios asíncronos que reflejan el comportamiento observado en 
periodos de post-prandio y ayuno[49]. 

La secreción de insulina en respuesta a glucosa muestra un patrón bifásico. Poco 
después de que la célula beta recibe el estímulo de glucosa hay un primer pico de 
secreción de insulina, seguido de una disminución en la secreción. Una segunda 
fase sostenida de secreción de insulina sigue a este decremento, la cual puede 
continuar durante horas hasta que se alcance la euglicemia. A pesar de que los 
mecanismos que participan en la primera fase de secreción de la insulina, (o fase 
de disparo)  son bien conocidos, los mecanismos que regulan la segunda fase de 
secreción sostenida (o fase de amplificación) no han sido elucidados por completo, 
y se ha sugerido la participación de diversos agentes en esta fase. La mayoría de 
estos agentes se relacionan con el metabolismo de la glucosa al interior de la 
célula beta.  
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Un aumento en la concentración de glucosa en circulación induce la “primera fase” 
de la secreción de insulina mediada por glucosa, liberando insulina almacenada en 
los gránulos secretores localizados en el interior de la célula beta. La glucosa 
entra a la célula por difusión facilitada a través de transportadores GLUT, en la 
célula beta pancreática la glucosa es transportada por GLUT2 en roedores y 
GLUT1 en humanos. La absorción de glucosa en la célula beta es sensada por la 
glucocinasa, la cual se encarga de fosforilar la glucosa entrante a glucosa-6-
fosfato (G6P), molécula que a través de su metabolismo por la glicolisis y el ciclo 
de Krebs genera una ganancia neta de ATP, provocando el cierre de los canales 
de potasio (K+) dependientes de ATP, un hetero-octámero formado por cuatro 
subunidades de receptor a sulfonilurea 1 (SUR1) y cuatro unidades del canal 
rectificador de entrada de K+ Kir6.2 [52]. El aumento de la concentraciones de K+ 
intracelular provoca la despolarización de la membrana y la activación de los 
canales de calcio dependientes de voltaje y el consecuente aumento de la 
concentración intracelular del mismo [53], [54]. Junto con el calcio movilizado de 
las reservas intracelulares, este proceso lleva a la fusión de los gránulos 
secretores que contienen insulina con la membrana plasmática, que deriva en la 
secreción pulsátil de insulina [40], [55]–[57]. 

La existencia de una segunda fase de insulina fue reportada en los años 60, al 
observar que al perfundir el páncreas total con glucosa, la secreción de insulina se 
incrementaba a partir de los 2 minutos posteriores a la infusión con glucosa, 
alcanzando un pico a los 4 min. Una segunda fase, más lenta, subsecuente a este 
aumento se mantiene durante todo el periodo de infusión con glucosa [57]. Al ser 
perfundido con tolbutamida, una sulfonilurea que actúa como bloqueador de los 
canales de potasio, sólo se observó el primer el primer pico, perteneciente a la 
primera fase de secreción o fase de disparo, sugiriendo que la segunda fase y por 
consiguiente la secreción bifásica, solo se genera en respuesta a glucosa [57]. 

Durante los años 90 se encontraron mecanismos de secreción de insulina 
independientes de la acción iónica (activación de los KATP) [58], [59]. Ahora se 
sabe que la secreción de insulina en respuesta a glucosa comprende una primera 
fase rápida de secreción, ocasionada por una vía de disparo (o un mecanismo 
independiente de KATP), seguida de una segunda fase sostenida que depende de 
una vía de amplificación (o un mecanismo independiente de KATP) [60], [61]. 
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Fig.3 Mecanismos de la secreción bifásica de insulina en respuesta a 
glucosa 

 

Factores de acoplamiento metabólico y la secreción de insulina en respuesta 
a glucosa 

El metabolismo de la glucosa en la célula beta puede generar señales o factores 
acoplamiento metabólico que poseen la capacidad de iniciar  y sostener la 
segunda fase de secreción de insulina. Existen diversas vías de señalización que 
al activarse contribuyen al mantenimiento o aumento de la respuesta de secreción 
inducida por glucosa, como las vías de PKA [62], [63], PKC [63], [64] y PKG [65]. 

 

 

Modulación de la secreción de insulina por nutrientes 

Se ha propuesto que los ácidos grasos libres regulan la liberación de insulina en el 
páncreas, siendo esenciales para la secreción de insulina en respuesta a la 
glucosa [66]. Se ha observado que los ácidos grasos pueden incrementar las 
concentraciones de calcio intracelular [Ca2+]i, estimulando la secreción de insulina, 
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por un mecanismo que  propone que  acción la acción de los ácidos grasos 
involucra la activación de la vía de PKC [67], [68]. 

Los aminoácidos obtenidos a través del consumo de la dieta también estimulan la 
secreción de insulina. Estos aminoácidos actúan por lo general de forma conjunta, 
y los mecanismos de secreción en los que participan son el incremento de ATP 
proveniente del ciclo de Krebs, la despolarización de la membrana o el incremento 
en el [Ca2+]i [69], [70].  

Existe también evidencia de que ciertas vitaminas son capaces de potenciar la 
secreción de insulina, entre las que se encuentran la vitamina A, la vitamina D y la 
biotina. La vitamina A es esencial para la secreción de insulina [71], y es capaz de 
incrementar la expresión del RNAm de glucocinasa [72], GLUT2 [73] y la misma 
insulina [72]. 

La vitamina D también incrementa de manera dosis dependiente la síntesis de 
insulina en respuesta a glucosa, acelerando el proceso de conversión de 
proinsulina a insulina [74] además de potenciar la secreción de insulina mediante 
el aumento de las concentraciones de [Ca2+]i como consecuencia de la apertura de 
canales de calcio dependiente de voltaje, lo cual conlleva  a un efecto 
insulinotrópico [75], [76]. 

Estudios realizados por nuestro grupo de trabajo y otros laboratorios han 
encontrado que la vitamina biotina actúa como un estimulador de la secreción de 
insulina y de la expresión de genes relacionados con el proceso síntesis y 
secreción. 
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Biotina 
 
La biotina es una vitamina hidrosoluble del complejo B, también conocida como 
vitamina B8, esencial para el desarrollo, homeostasis y crecimiento de los seres 
vivos. Un nutriente esencial  para el ser humano, en el cual las deficiencias de 
esta vitamina son de rara incidencia, dado que la misma se encuentra 
ampliamente distribuida en la dieta (levaduras, productos cárnicos, huevo, 
leguminosas y cereales), además de ser sintetizada por bacterias de la flora 
intestinal [77][78].  

La biotina fue descubierta al observarse que ratas alimentadas con clara de 
huevos crudas presentaban dermatitis severa, disfunción muscular y alopecia 
podían ser tratadas al administrar un factor extraído del hígado, el cual se 
identificó como biotina.  

 

Características fisicoquímicas 

Químicamente la biotina corresponde al ácido hexahidro-2-oxo-1H-tieno-
[3,4d]imidazol-4-pentoico, un ácido monocarboxílico con peso molecular de 244.31 
g/mol, estable a temperatura ambiente, soluble en agua (0.02% p/v) y etanol 
(0.08% p/v) y susceptible a la oxidación [79]. 

Es un compuesto bicíclico, uno de sus anillos cuenta con un grupo ureido (-N-CO-
N-) mientras que el otro contiene azufre como parte de un anillo tetrahidrotiofeno. 
Cuenta además con una cadena de ácido valérico que le confiere un carácter 
ácido [79]. 

 

Fig.4 estructura química de la biotina 

Metabolismo y Absorción 

La biotina también puede encontrarse ligada a un residuo de lisina, en la forma de 
biocitina. La biotinidasa es la enzima responsable de catalizar la hidrólisis, 
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escindiendo la molécula y aumentando la biodisponibilidad de la biotina libre 
consumida en la dieta [80]. 

Una vez que la biotina es consumida en la dieta y procesada por  peptidasas, 
proteasas y la biotinidasa, la biotina es absorbida por los enterocitos en la porción 
distal del duodeno y proximal del yeyuno. Para ser absorbida la biotina requiere de 
un transportador, este proceso es llevado a cabo por el transportador múltiple de 
vitaminas dependientes de sodio [81]. El SMVT funciona como simportador 
electrogénico, transportando la biotina junto con sodio, en una estequiometria 2:1 
sodio sustrato [79]. 

Después de su absorción en el intestino, la biotina pasa al plasma, donde es 
principalmente transportada por la biotinidasa [82] y puede encontrarse libre en un 
81% y unida a proteínas de manera covalente en un 12% y de manera reversible 
en un 7% [83]. La absorción de la biotina se impide por la avidina, una 
glicoproteína presente en la clara de huevo. Este efecto se produce debido a la 
unión no covalente de la vitamina con la proteína [79]. 

Desde el torrente sanguíneo la biotina pasa a los órganos. El hígado, es el órgano 
que absorbe biotina en mayor cantidad para su metabolismo, haciéndolo a través 
del el transportador múltiple de vitaminas dependientes de sodio , mecanismo  que 
también está presente en otros tejidos con este transportador [81]. 

Rol clásico de la biotina como cofactor de carboxilasas 

La biotina funciona como grupo prostético de las enzimas acetil-Coa carboxilasa 
(ACC-1 y ACC-2), piruvato carboxilasa (PC), metilcrotonil-Coa carboxilasa y 
propionil-Coa carboxilasa (PCC). Estas son sintetizadas como apo-carboxilasas 
inactivas; la holocarboxilasa sintetasa (HCS) cataliza la activación mediante la 
unión covalente a un residuo de lisina [84]. Estas enzimas mencionadas 
anteriormente son responsables de catalizar reacciones de procesos metabólicos 
fundamentales como la gluconeogénesis, la síntesis de ácidos grasos (β-
reducción) y el catabolismo de aminoácidos [85], [86]. 

 

 

Efecto de la biotina sobre la expresión genética 

Al final de la década de los 60, se observo que la biotina , además de su 
intervención en las reacciones de carboxilación, en concentraciones 
farmacológicas participa en la regulación de la transcripción de genes y en la 
estructura cromosómica. Estudios han demostrado que la biotinidasa y la 
holocarboxilasa sintetasa median la unión covalente de la biotina a histonas, 
afectando la estructura de la cromatina  [87], [88].  
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La biotina participa  en la regulación de la transcripción de enzimas que la utilizan 
como sustrato y grupo prostético, la holocarboxilasa sintetasa (HCS)[89], la acetil 
coenzima A carboxilasa (ACC), la piruvato cinasa (PC) y la propionil coenzima A 
carboxilasa (PCC) [90]. También actúa en la regulación de la expresión de otras 
enzimas y proteínas que no la utilizan como sustrato o de las cuales su actividad 
no depende de ella como cofactor, como la glucocinasa hepática [91], [92]., 
fosfoenol piruvato carboxicinasa (PEPCK) [92], [93], insulina y glucocinasa 
pancreática [94]. 

Ensayos de microarreglos han mostrado que una variedad de genes son 
afectados por la biotina. Estudios en células humanas mononucleares de sangre 
periférica (PMBC) se observó que en adultos sanos  suplementados con 8.8 
μmol/día de biotina durante un periodo de 3 semanas, mostraban un aumento en 
la expresión de 139 y un decremento en la expresión de 131 genes en 
comparación con los controles, sugiriendo que el genoma humano contiene 
grupos de genes que responden a concentraciones farmacológicas de biotina [95]. 
Muchos de estos genes  desempeñan funciones como proteínas de unión a ADN, 
proteínas de unión a ARN, proteínas de unión a nucleótidos, con actividad de 
transferasa o traduccional [96]. Otro estudio realizado en células humanas de 
hepatocarcinoma (HepG2) encontró 1803 genes que respondieron a la vitamina 
[97]. 

Han sido propuestas dos vías que podrían participar en la acción de esta vitamina: 
La activación de la guanilato ciclasa soluble y la biotinilación de histonas [98], [99].  

 

Mecanismos de acción  

 
Activación de la guanilato ciclasa soluble  

Diversos estudios han encontrado que la biotina incrementa la actividad de la 
enzima guanilato ciclasa.  Estudios previos encontraron que la biotina en una 
concentración de biotina 1 μM produce un aumento del doble al triple de la 
actividad de la guanilato ciclasa en el hígado, riñon, colon, cerebelo y corazón. 
[100], [101].  

En otros estudios se encontró que el aumento producido por biotina en la actividad 
de la glucocinasa hepática estaba precedido por un incremento en las 
concentraciones intracelulares de GMP cíclico, sugiriendo que la biotina ejercía su 
efecto a través de este segundo mensajero [102]. La activación de la guanilato 
ciclasa aumenta la síntesis de GMP cíclico [90], el cual estimula a la proteína 
cinasa G (PKG), provocando la fosforilación y activación de proteínas que 
incrementan la transcripción génica [96], [103]. 
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Estudios por Solorzano y cols [85] encontraron que el vínculo entre la biotina y la 
activación de la guanilato ciclasa está dado por el Biotinil-AMP, un intermediario 
en reacción catalizada por la holocarboxilasa sintetasa en la síntesis de las 
holocarboxilasas dependientes de biotina. El mecanismo mediante el cual se 
produce este efecto se desconoce.  

 

Fig. 5 Regulación de la expresión de genes por biotinil-AMP [103] 

 

Biotinilación de histonas 

La cromatina está compuesta principalmente de DNA y proteínas de unión a DNA 
como las histonas, éstas últimas desempeñan un rol importante en la 
estructuración y doblado del DNA  a cromatina. En mamíferos se han identificado 
5 grandes clases de histonas: H1, H2A, H2B, H3 y H4, que consisten de un 
dominio globular y una sección terminal amino, de los cuales poco más del 20% 
consisten de residuos de arginina y lisina, confiriéndoles de un carácter de carga 
positiva a pH fisiológico permitiendo la unión del DNA a histonas de manera 
electrostática [104]. 

El extremo amino terminal de las histonas puede ser modificada covalentemente, 
afectando la estructura de la cromatina, dando pie a la regulación génica. Este 
extremo terminal es susceptible a la biotinilación en los grupos amino épsilon (con 
residuos de lisina), los grupos guanidino (arginina), carboxilo (glutamato) e 
hidroxilo (serina). Se ha observado in vitro que la biotina se une de forma 
covalente a las histonas debido a la acción de la biotinidasa mediante la escisión 
de la biocitina (biotina-ε-lisina) formando un intermediario biotinil-tioester (cisteína 
unida a biotina) tranfiriendo después el grupo biotinil del tioester al grupo ε-amino 
de las lisinas en la histona [105], [106]. 
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Tambien se ha descubierto que la holocarboxilasa sintetasa puede catalizar la 
biotinilación de histonas [107]. In vivo, han sido detectadas histonas biotiniladas en 
diversos tipos de células, como las células PBMC [108], células de cáncer 
pulmonar [109], células de coriocarcinoma [110] y células humanas de 
linfoblastoma [111]. Sin embargo, existen estudios  que ponen en duda la 
capacidad de la vitamina de biotinilar histonas [112], [113].  

 

ANTECEDENTES DIRECTOS 

En estudios previos, realizados por nuestro grupo de trabajo [114], se encontró 
que la administración durante 8 semanas de una dieta suplementada con 
concentraciones de biotina 56 veces la contenida en la dieta control, incrementó: 
la expresión de genes que favorecen la síntesis y secreción de insulina, la masa 
de las células beta y modificó la estructura del islote pancreático. 

Los resultados de estos estudios revelaron que la suplementación con biotina 
provocó un aumento en la expresión de factores transcripcionales participantes en 
la regulación de genes relacionados con la expresión y secreción de insulina, 
como lo es Foxa2, un factor transcripcional que pertenece a la familia de proteínas 
winged hélix/Forkhead (FOX), importante en la cascada de transcripción que 
determina la expresión y regulación de genes participantes en la síntesis y 
secreción de insulina. Foxa2 regula a su vez la expresión del factor transcripcional, 
Pdx-1 proteína relevante para la expresión de la insulina y de otras proteínas que 
participan en el proceso de secreción de esta hormona. Pdx-1 es también 
determinante en el mantenimiento y proliferación de las células β [115], [116]. 

En concordancia con el aumento de Foxa2 y de Pdx-1, también se encontró que la 
suplementación con biotina por ocho semanas en la dieta ocasionó un incremento 
en la expresión del gen de la insulina (Ins2) y de la glucocinasa (Gck), enzima que 
tiene un papel regulador en el proceso de secreción de insulina en respuesta a la 
glucosa. Asimismo, se encontraron aumentados los niveles de RNAm de otro gen 
participante en la secreción de la insulina: el gen del canal de calcio Cacna1d, un 
gen que codifica para la subunidad α1d del canal de calcio tipo L dependiente de 
voltaje, cuyos factores que regulan su transcripción se desconocen. 

Sorprendentemente, el análisis histológico reveló que los islotes de los ratones 
suplementados con biotina poseen una arquitectura modificada comparada con la 
de los islotes control. Por lo que se analizaron estudios sobre la expresión de 
moléculas de adhesión como (Cdh1), y (Ncam1) [117]–[119], encontrándose que 
la suplementación con biotina disminuyó de manera significativa la expresión de la 
molécula de adhesión celular (Ncam1), mientras que no se encontró diferencia en 
la abundancia del RNAm de cadherina (Cdh1). 
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En un estudio posterior se investigó si las modificaciones derivadas de la 
suplementación con biotina a las ocho semanas se efectuaban gradualmente a 
todo lo largo de este periodo, o si, debido a la ductilidad del islote en la etapa post-
natal [25], los cambios se producían durante la ventana crítica existente después 
de la ablactación. Sorprendentemente los resultados obtenidos revelaron que 
desde la primera semana de la administración de la vitamina se produjeron 
cambios en los islotes, sin embargo sorprendentemente se encontraron efectos 
diferentes a los observados a las 8 semanas de suplementación con biotina. En 
lugar de un aumento la expresión de Foxa2, Pdx-1, insulina y cacna1 el ARNm de 
estos genes disminuyó, en tanto que, en contraste a la falta de modificación en la 
expresión de cadherina en la octava semana de la administración de la dieta, a la 
primera semana de ingesta la expresión del mensajero se encontró aumentada. 
No se encontraron cambios en la expresión de la glucocinasa [120]. No obstante la 
disminución de la expresión de la insulina y factores transcripcionales críticos en 
su síntesis y secreción, no se observaron anomalías en la secreción de la insulina 
ni en la curva de tolerancia a la glucosa [120].  

 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La administración de una dieta suplementada con biotina durante una semana 
después del destete produce disminuciones en la expresión de genes críticos en la 
síntesis y secreción de la insulina. Sin embargo, a pesar de estas disminuciones 
no se observan anomalías ni en la secreción de la insulina, ni en la homeostasis 
de la glucosa. Una explicación de las discrepancias entre la disminución en 
expresión de genes y la funcionalidad normal del islote observadas a la primera 
semana de tratamiento podría deberse a un abrupto aumento en la expresión de 
los mensajeros y sus correspondientes proteínas en tiempos anteriores, dando 
como consecuencia una respuesta de retroalimentación negativa sobre la 
transcripción. En soporte a esta hipótesis, en estudios analizando el efecto de 
concentraciones farmacológicas de biotina sobre los citocromos P450 CYP-1A1, 
CYP1A2, CYP1B1 hepático [121], se observó un aumento pronunciado en el 
RNAm de estos genes en el primer día de tratamiento, proseguido por 
disminuciones en el contenido del RNAm en los  días posteriores. Por lo que en 
este trabajo se propone analizar esta hipótesis.  

HIPÓTESIS 

La suplementación con biotina en la dieta a un día después del destete produce 
aumentos en la expresión del RNAm del islote pancreático.  
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OBJETIVO  

Investigar los efectos de la suplementación de biotina sobre la expresión del 
RNAm del islote pancreático, en ratones machos de la cepa BALBc/AnN Hsd un 
día después del destete. 

 

OBJETIVO PARTICULAR 

Investigar el efecto de la suplementación con biotina, a un día de la ablactación, 
sobre la expresión relativa de genes y factores transcripcionales (Foxa2, Pdx-1), 
así como en la expresión de los genes que participan en la secreción de insulina 
(Ins2, Gck y Cacna1d) y en la estructura del islote pancreático (Cdh1, Actb y 
Ncam1). 

MÉTODOS 

MODELO EXPERIMENTAL 

Ratones machos de la cepa BALBc/AnN de tres semanas de edad recién 
destetados se mantuvieron en el bioterio del Instituto de Investigaciones 
Biomédicas de la UNAM bajo ciclos de luz-obscuridad de 12 h; y con libre acceso 
a agua y alimento durante todo el periodo experimental. Los ratones fueron 
alimentados durante las 24 horas posteriores al destete con dos diferentes dietas: 
una dieta con concentraciones fisiológicas de biotina (0.8 mg/kg) y una dieta 
suplementada con concentraciones supra-farmacológicas(100 mg/kg).  

La dieta control proporciona suficiente cantidad de biotina para cubrir las 
necesidades metabólicas de los ratones[18], mientras que la dieta suplementada 
contiene cantidades de biotina de aproximadamente 56 veces la concentración del 
control, proporción comparable a la de los suplementos vitamínicos de biotina 
recomendados para la diabetes [19][20]. 

Los ratones utilizados en este estudio fueron producto de cruzas selectivas entre 
hembras y machos fértiles de 8 semanas. Las hembras fueron separadas al 
observarse el embarazo. Tras el parto, se contabilizó un periodo de 21 días (d21) 
en el cual las crías fueron destetadas a las 22:00 p.m., y fueron separadas por 
sexos distribuyéndose  equitativamente y al azar en dos grupos: control y 
suplementado. Las crías del grupo control fueron alimentadas con dieta control 
(Harlan 2018S Teklad Global 18% Protein) o con la dieta suplementada (Harlan 
2018S Teklad Global 18% Protein adicionada con 107.98 mg/Kg de biotina) 
durante 24 hrs. La dieta fue retirada las 22:00 p.m. del d22 post-natal y, ambos 
grupos se sometieron a un ayuno de 12 hrs.  
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Las crías correspondientes a cada grupo fueron sacrificadas a las 10:00 a.m. del 
día posterior al destete, se anestesiaron con Sevorane (Sevofluorano, Abbott) y  
se sacrificaron por dislocación cervical. En los animales anestesiados el páncreas 
se escindió y se limpió de grasa y sangre. Los páncreas de 3 a 5 ratones se 
colocaron en un vaso de precipitados con 10 mL de solución de Hank’s con BSA y 
antibiótico (Gibco) y se fragmentaron con tijeras. Posteriormente, se digirieron con 
0.3 mg de colagenasa IV (Sigma) por cada páncreas en un baño de agua durante 
aprox. 10 min a 37°C con agitación constante. Los islotes pancreáticos se 
separaron del tejido acinar utilizando un gradiente de Ficoll. La fracción de islotes 
se lavó con solución de Hank’s, y los islotes se recolectaron del medio bajo un 
microscopio estereoscópico. 

Al finalizar el tratamiento, se extrajo el RNA total utilizando el reactivo de Trizol 
(Invitrogen) de grupos de 200-300 islotes aislados como se indica previamente. La 
cantidad y pureza del RNA fueron determinadas por espectrofotometría, midiendo 
la absorbancia a 280 y a 260 nm. Se evaluó la expresión relativa de mRNA para 
los genes de interés por medio de RT-PCR en tiempo real, con los materiales y 
métodos proporcionados por Applied Biosystems. Las muestras se analizaron por 
triplicado. La expresión relativa de los genes de interés se analizó con el método 
ΔΔCt, usando la subunidad 18S del RNA ribosomal como control interno, y se 
normalizaron los resultados con respecto a la expresión en el  grupo control. 

Se calculó la expresión relativa de cada gen con el método de la doble diferencia 
del parámetro CT (cycle threshold). Este método calcula la expresión de un gen de 
interés en relación a otro gen que funge como control interno. El CT se define 
como el ciclo de PCR en el cual ls señal del fluoróforo alcanza un umbral 
determinado arbitrariamente [122], [123]. La expresión relativa (ER) se calcula de 
acuerdo a la ecuación 1. 

ER= 2-ΔΔCt     (1) 

Esta ecuación permite comparar la expresión genética de dos muestras (Ay B). La 
muestra A corresponde al grupo suplementado de ratones, la muestra B 
corresponde al grupo control de ratones. De tal manera que la doble diferencia del 
CT puede escribirse de la siguiente forma. 

ΔΔCT = (CT del gen de interés - CT control interno)A – (CT gen de interés - CT control 
interno)B 

Se seleccionó el gen correspondiente al RNAr18s como control interno, ya que su 
expresión no se ve afectada por la biotina. 
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Como ejemplo, si se tienen los siguientes valores de CT para dos muestras de 
islotes pancreáticos: 

Muestra                         CT (18s)       CT (Pdx-1) 

A (suplementado)            12.14             19.79 

B (control)                        11.93             18.65 

De esta manera es posible calcular cambios en la expresión relativa del gen de 
cada gen problema , la doble diferencia del CT se calcula como sigue: 

ΔΔCT = (CT gen de interés - CT control interno)A – (CT gen de interés – control 
interno)B 

ΔΔCT = (CT Pdx-1 - CT 18s)A – (CT Pdx-1 - CT 18s)B 

ΔΔCT = (19.79 – 12.14) – (18.65 – 11.93) 

ΔΔCT = 0.93 

Y la expresión relativa se calcula de acuerdo a la ecuación (1) : 

ER = 2-ΔΔCT 

ER = 2-0.93 

ER = 0.52 

La expresión relativa del gen problema  de la muestra del grupo experimental es 
de 0.52 con respecto al grupo control, que por definición es 1.00. En otras 
palabras, la expresión relativa del grupo suplementado disminuye a la mitad con 
respecto al grupo control. 

 

Análisis estadístico 

Los datos se presentan como media ± error estándar, donde n indica el número de 
grupos evaluados. Las diferencias significativas se evaluaron por la prueba de t de 
Student, usando el programa PASW Statistics 18. El nivel de significancia fue de 
p<0.05. 
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RESULTADOS 

Efectos de la suplementación con biotina por 24 hrs. sobre la expresión del 
RNAm de factores transcripcionales. 

La suplementación en la dieta provocó un descenso en la expresión relativa del 
RNAm de Foxa2, la cual después de 24 horas de suplementación se vio reducida 
en aproximadamente un 50%  en comparación con el grupo control. También 
observamos que la expresión del factor transcripcional Pdx-1 disminuyó 
significativamente en comparación con su control. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.6: Expresión del RNAm de factores trancripcionales involucrados con la función secretora de 
insulina del islote a las 24 hrs. de suplementación con biotina. . Los datos representan la media ± 
ES. n= 4 grupos de 300 islotes por condición experimental. * Denota significancia (p≤0.05)  respecto a la 
expresión relativa del RNAm correspondiente del grupo control. 
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Efectos de la suplementación con biotina por 24 hrs. sobre la expresión del 
RNAm de proteínas relacionadas con secreción de insulina. 

El ensayo de RT-PCR reveló un decremento significativo en la expresión relativa 
del mensajero del gen de la insulina Ins2 y en  los niveles de RNAm del canal de 
calcio alfa 1d (Cacna1d). En tanto que la expresión del mensajero de la 
glucocinasa (Gck) se vio notablemente favorecida, observándose un incremento 
del 89% con respecto al control.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5: Expresión del RNAm de proteínas relacionadas con la secreción de insulina a las 24 hrs. de 
suplementación con biotina. Los datos representan la media ± ES. n= 4 grupos de 300 islotes por 
condición experimental. * Denota significancia (p≤0.05) respecto a la expresión relativa del RNAm 
correspondiente del grupo control. 
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Efectos de la suplementación con biotina por 24 hrs. sobre la expresión del 
RNAm de genes relacionados con la morfología del islote pancreático. 

También analizamos la expresión de genes de proteínas estructurales del islote. 
La expresión relativa del mensajero de beta-actina (Actb) y de cadherina (Cdh1), 
disminuyó tras la suplementación con biotina. En tanto que la expresión del 
mensajero de la molécula de adhesión celular (Ncam-1) mostró un aumento del 
81% sobre la expresión basal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.6: Expresión del RNAm de genes relacionados con la morfología del islote a las 24 hrs. de 
suplementación con biotina. Los datos representan la media ± ES. n= 4  grupos de 300 islotes por 
condición experimental. * Denota significancia (p≤0.05)respecto a la expresión relativa del RNAm 
correspondiente del grupo control. 
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DISCUSIÓN DE RESULTADOS 

En este trabajo propusimos explicar las discrepancias observadas entre los 
efectos de la suplementación con biotina, entre la expresión de genes y la 
funcionalidad del islote. Esta pregunta surge a partir de un trabajo previo en donde 
se encontró que la administración de una dieta suplementada con biotina durante 
una semana disminuyó la expresión de genes críticos en la síntesis y secreción de 
la insulina, sin embargo no se observaron anomalías ni en la secreción de la 
insulina ni en la homeostasis de la glucosa. Propusimos que podría deberse a un 
abrupto aumento en la expresión del mensajero y de la proteína de estos genes en 
tiempos anteriores a la semana de tratamiento, como consecuencia a una 
respuesta de retroalimentación negativa por parte del aumento del mensajero; ya 
que, en otros estudios [121], se observa un aumento pronunciado en el RNAm de 
Cyp-1a hepático en el primer día de tratamiento, proseguido por disminuciones en 
el contenido del RNAm en los tres días posteriores.  

Los resultados de este trabajo encontraron que la expresión de varios genes 
críticos para el mantenimiento del fenotipo, estructura y funcionamiento de las 
células beta disminuyeron al primer día de tratamiento. Los datos presentan 
semejanzas con los datos obtenidos a la semana de  ingesta de la dieta 
suplementada con biotina, encontrándose decrementos en la expresión del factor 
transcripcional Foxa2 y de dos genes pertenecientes a la red de transcripción 
regulados por éste: Pdx-1 e insulina. Sin embargo, otro mensajero regulado por 
ésta red, la glucocinasa, mostró una regulación disimilar, encontrándose aumento 
en la expresión de su ARNm. Estos resultados no apoyan nuestra hipótesis inicial, 
la cual propuso que la disminución de la expresión de genes, observada a los siete  
días de tratamiento, podría deberse a una respuesta de retroalimentación negativa 
por un aumento abrupto en la expresión de estos genes en etapas tempranas 
anteriores a los 7 días de tratamiento. Sin embargo, datos recientemente 
obtenidos en nuestro laboratorio otorgan claves para la interpretación de estos 
resultados: 

Estudios que forman parte de la tesis de doctorado de Maura Flores [124] 
encontraron que antes de la ablactación los niveles de insulina son casi 4 veces 
mayores de los reportados en la etapa adulta el día del destete; estos niveles de 
insulina disminuyen gradualmente para alcanzar los niveles del adulto, 
aproximadamente a las dos  semanas de la ingesta de la dieta sólida. Estos datos 
concuerdan con observaciones obtenidas en ratas por Aguayo-Mazzucatto [25]. 
De igual manera, la secreción de insulina del islote en condiciones basales 
(5,5mM de glucosa) disminuye aproximadamente diez  veces la secreción 
encontrada en islotes al momento del destete. Los datos de Maura Flores 
encontraron que la administración de la dieta suplementada con biotina acelera 
esta disminución,tanto en los niveles de insulina en sangre como en la secreción 
basal. Este efecto de la biotina se encuentra acorde con la menor expresión 
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encontrada en factores transcripcionales críticos en la producción de la insulina, y 
de la misma insulina, obtenidos durante los primeros días posteriores a la 
ablactación.  

Dado que Foxa2 se encuentra también río arriba de la expresión de la glucocinasa 
podría esperarse que la expresión de ésta estuviese disminuida de manera similar 
a la que observamos en la expresión del gen de la insulina, sin embargo, el 
mensajero de la glucocinasa  en el grupo suplementado con biotina fue mayor que 
el expresado en el grupo control. Este incremento puede explicarse debido a que 
durante el proceso de maduración del islote que se produce en las primeras 
etapas del destete se adquiere la capacidad de secreción de insulina en respuesta 
a la glucosa [25], proceso en que la glucocinasa posee un papel determinante 
[125].  El aumento observado en nuestros resultados sobre la expresión de 
glucocinasa es entonces compatible con los resultados de los experimentos de la 
Tesis doctoral de Maura Flores quien encontró que la administración de la dieta 
suplementada con biotina incrementa la secreción de insulina en respuesta a la 
glucosa. Por otro lado, los datos sobre la expresión de los genes descritos en las 
líneas anteriores, tomados en conjunto, sugieren que otros factores 
transcripcionales además de Pdx-1 y Foxa-2 participan en la expresión de la 
glucocinasa.   

Cacna1d es una molécula importante en la entrada de calcio a la célula beta 
durante la secreción de insulina y está relacionada con el desarrollo post-natal del 
páncreas [126]. La disminución de su expresión observada en estos estudios 
resulta difícil de explicar, tanto por su participación en la secreción de insulina en 
respuesta a la glucosa como por el aumento en la proliferación de las células beta 
observada en otros estudios del laboratorio [124]. 

El islote pancreático presenta una estructura muy especializada compuesta por 
una variedad de células diferentes que llevan a cabo tareas específicas. De tal 
manera que la ultra-estructura del islote se halla íntimamente ligada con la función 
del mismo. Tomando en cuenta este punto, se decidió evaluar la expresión del 
RNAm de moléculas de adhesión participantes en la estructuración del islote 
pancreático durante el periodo posterior al destete, estudiando la expresión de 
Ncam1, cadherina y actina 

N-cam1 es una molécula de adhesión que participa en la distribución celular 
dentro del islote [117], [119]. En ratones knock-out homo y heterocigotos para N-
cam1 la cito-arquitectura del islote se ve modificada, observándose, un 
desplazamiento hacia el centro del islote de las células alfa y una marcada 
polarización en la conformación celular. Así mismo, se ha  sugerido que cumple un 
rol importante en la distribución de cadherinas y de actina. El aumento en la 
expresión del mensajero de Ncam-1 es congruente con los cambios que produce 
la biotina durante la primera semana después del destete [124], en donde se 
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observa un aumento en el número de células alfa en la periferia y una disminución 
de los islotes polarizados. Sin embargo, la disminución en la expresión de 
cadherina, una proteína que participa promoviendo la agregación de las células 
del islote y la formación de éste [118], no se encuentra de acuerdo con los 
cambios estructurales que se efectúan durante este periodo. Este efecto, y la 
menor expresión del mensajero de actina, es un punto de interés en el que debe 
ahondarse.  

Los resultados obtenidos a tiempos cortos de la administración de la dieta 
suplementada con biotina (uno y siete días) difieren de los resultados obtenidos a 
las 8 semanas de administración de la dieta, en donde se encontraron aumentos 
en la expresión de Foxa2, Pdx-1, insulina, glucocinasa y cacna1d. Estos 
resultados sugieren que los efectos de la suplementación con biotina sobre la 
expresión de genes, no se encuentran limitados al periodo temprano de post 
ablactación.  

 

 

CONCLUSIONES 

La suplementación con dosis supra-farmacológicas de biotina durante las 24 horas 
subsecuentes al periodo de post-ablactación induce cambios en la expresión de 
genes y factores transcripcionales que participan en la función y morfología del 
islote pancreático. 

La expresión del mensajero de Foxa2, Pdx-1 e insulina, elementos de la cascada 
transcripcional de Foxa2  se halla disminuida.  

La suplementación con biotina aumenta la expresión del mensajero de 
glucocinasa . 

La suplementación con biotina disminuyó la expresión del canal de calcio 
Cacna1d, una proteína importante en la entrada de calcio a la célula beta durante 
la secreción de insulina y que también está relacionada con el desarrollo.  

La suplementación con biotina modificó expresión del mensajero de Ncam1, una 
molécula de adhesión en la caracterización de la arquitectura del islote 
pancreático, y por consecuencia, la función del mismo. 
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