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RESUMEN 
 
La biotina, vitamina del complejo B actúa principalmente como coenzima en 
diversos procesos metabólicos. En mamíferos, la deficiencia de biotina puede 
causar alteraciones en las funciones neurológicas, metabólicas y reproductivas.  El 
uso de animales genéticamente modificados ha sido de gran utilidad para el 
estudio de diversas patologías tanto en humanos como en animales. Es por ello 
que recientemente se desarrolló en el hospital Henry Ford (Detroit, USA), un ratón 
modificado por ingeniería genética (knockout) deficiente del gen de la biotinidasa. 
Estos ratones desarrollan signos neurocutáneos, alteraciones reproductivas así 
como problemas teratogénicos (microftalmia, micromelia, paladar hendido) cuando 
se les somete a una dieta pobre en biotina por lo que es importante la 
suplementación de esta vitamina para mantener la colonia. El objetivo de este 
estudio fue comparar dos tipos de dietas (Alimento Comercial  Purificado con 
biotina libre o Dieta A  y Alimento Suplementado a partir de una Dieta Natural 
Estándar  o Dieta B)  y medir la eficiencia reproductiva en machos y en las 
hembras. A partir de una colonia de ratones homocigotos Wild Type (WT) y 
homocigotos Knockout (KO) se realizaron apareamientos; de la progenie se 
seleccionaron  40 animales homocigotos y una vez obtenidos  éstos se formaron 4 
grupos: 1) apareamientos monogámicos con dieta A, 2) apareamientos en tríos 
con dieta A, 3) apareamientos monogámicos con dieta B, 4) apareamientos en 
tríos con dieta B. Se realizaron mediciones en varias parámetros reproductivos 
(Índice reproductivo, porcentaje de fertilidad, tamaño de la camada al nacimiento, 
peso de la camada al nacimiento, peso de la camada al destete, concentración, 
motilidad y morfología espermática) durante un periodo de 6 meses. Los 
resultados se analizaron mediante un Análisis de la Varianza (ANOVA). Los 
resultados mostraron que el peso al destete es la única característica diferente 
cuando se aplican las 2 dietas en las hembras (p<0.05). En cuanto a los sistemas 
de  apareamientos, los colocados en tríos son los que producen más animales con 
mejores características fenotípicas. En el caso de los machos, existe evidencia 
suficiente para concluir que la concentración espermática, motilidad y morfología 
es diferente entre grupo WT y KO (p<0.05), independientemente del tipo de dieta 
con el que se les suplemente.  

Palabras clave: modelos animales,  biotina, deficiencia de biotina, ratón knock out, 
eficiencia reproductiva. 
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ABSTRACT 
 
Biotin, Vitamin B complex acts mainly as a coenzyme in several metabolic 
processes such as gluconeogenesis, fatty acid synthesis and the catabolism of 
several branch-chain amino acids and odd-carbon fatty acids. In mammals, biotin 
deficiency can cause alterations in neurological, metabolic and reproductive 
functions. The use of genetically modified animals has been useful for studying 
numerous diseases in both humans and animals. In order to understand many 
aspects of the pathophysiology of the disorder a group of scientists from the Henry 
Ford hospital (Detroit, USA) recently developed a transgenic biotinidase-deficient 
mouse. When fed a biotin-deficient diet these mice develop neurocutaneous 
symptoms, reproductive disorders and teratogenic problems (microphthalmia, 
micromelia, cleft palate). The clinical features are reversed with biotin 
supplementation. The aim of this study was to compare two types of diets (Defined 
Purified Diet with free biotin- Diet A and Natural Modified Diet from a Natural Diet- 
Diet B) and their effect of reproductive performance in males and females. From a 
colony of homozygous wild type mice (WT)and homozygous knock out (KO) 
micematings were carried out, 40 homozygous knock out animals were obtained in 
order to form 4 experimental groups; 1) monogamous matings with diet A, 2) 
mating in harem system with diet A, 3) monogamous matings with diet B, 4) 
matings in harem system with diet B. Five gestations were monitored and obtained 
measurements at several reproductive parameters (productivity efficiency index, 
average fertility rate, litter size at birth, litter weight at birth, litter weight at weaning, 
sperm concentration, sperm motility and sperm morphology) were evaluated over a 
period of 6 months. Analysis of Variance (ANOVA) analyzed data. The results 
showed that weaning weight is the only different characteristic when the 2 diets are 
applied in females (p<0.05). Regarding mating systems, the triplets are placed at 
producing more animals with better phenotypic characteristics. For males, there is 
sufficient evidence to conclude that sperm concentration, motility and morphology 
is different between WT and KO group (p<0.05), regardless of the type of diet they 
received. 
 
Keywords: animal, models, biotin, biotin deficiency, knockout mice, reproductive 
performance. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 
1.1 MODELOS ANIMALES 
 

Los modelos animales son piezas fundamentales en el desarrollo de las ciencias 

biomédicas debido a que los animales pueden asemejar algunas funciones o 

modelos de enfermedades con el ser humano. Los músculos de un perro o rata, 

por ejemplo, son similares en anatomía, fisiología  y función si los comparamos 

con los músculos del humano y debido a esto, mediante el estudio de la función 

muscular en estos animales tenemos conocimiento de lo que podría estar 

ocurriendo con los seres humanos. A los animales utilizados en la investigación 

se les conoce como modelos animales (Matthews, 2008; Wolfer et al., 2002).  

 

Los modelos animales son un medio importante de estudio de las funciones 

normales de un organismo así como de las diversas enfermedades que existen 

en las diferentes especies, principalmente en el humano (Matthews, 2008; Silver, 

1995). Por lo que el modelo animal debe imitar de cerca la situación que se 

pretende estudiar en los seres humanos (Deyn et al., 2000).  

 

De todas las especies que han sido manejadas como modelos de 

experimentación, el ratón es una de las especies que más relevancia tiene  pues 

fue la primer especie en donde se establecieron colonias de animales 

endogámicos y exogámicos y además, en los últimos años se han establecido 

métodos de manipulación genética que permiten crear nuevos modelos de 

estudio y debido a esto, ha llegado a sustituir el uso de otras especies en una 

gran cantidad de experimentos (Silver, 1995).  

 

El ratón se estableció  como modelo de experimentación a principios del siglo 

XX por A. Lapthrop, W. Castle y C. C. Little y se utilizó en investigación 

biomédica más que cualquier otra especie ya que se observó que ofrecía 

ventajas como especie tales como su tamaño, haciéndolos fáciles de mantener y 
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Figura 1. Ratón de la cepa C57BL/6 creado por C. C. 
Little (Fox et al, 2002) 

manejar (Fox, 2002) (Figura 1). Además de esto, evidenciaron atributos que los 

hacían particularmente deseables como modelos animales para los estudios de 

patogenias, tratamiento y prevención de las enfermedades de origen genético 

(Fox et al., 2002; Beck et al., 2000). Se reproducen con periodicidad y producen 

camadas comparativamente grandes; se desarrollan rápidamente y por lo 

general terminan su ciclo de vida dentro de dos años aproximadamente 

(Pritchett-Corning et al., 2009). Asimismo, comparten el 95% de su genoma con 

los seres humanos y desarrollan muchos síndromes de enfermedades que son 

similares a enfermedades hereditarias de los seres humanos (Beck et al., 2000; 

Danneman  et al., 2013).  

 

Tal vez lo más importante que hay que destacar es su capacidad para sobrevivir 

de manera estable a la consanguinidad, pues la mayoría de las especies 

exhiben depresión endogámica dando como resultado una gran capacidad de 

tolerar, mantener y heredar manipulaciones genéticas complejas (Matthews, 

2008) .  

 

Debido a todas estas características, estos valiosos animales son vistos como 

entidades importantes dentro del laboratorio, sin embargo, se debe hacer 

hincapié en asegurar que estos animales son cuidados y manejados de manera 

que optimice su valor en la investigación, salvaguardando su salud y bienestar 

(Liphann, 2003). 
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1.2 TIPOS DE MODELOS ANIMALES 
 

Los modelos animales pueden ser categorizados como naturales o inducidos. 

Los modelos animales naturales son aquellos en los que la condición se produce 

de forma espontánea, tal como la aterosclerosis en el mono ardilla. La 

aterosclerosis es una enfermedad humana prevalente en la cual los depósitos de 

grasa se producen a lo largo de las paredes internas de las arterias y mediante 

el estudio de la enfermedad en estos monos, es posible aprender sucesos sobre 

la enfermedad que también son ciertas en los seres humanos (Rivera & 

Tessarollo, 2008). 

 

Los modelos animales inducidos son aquellos en los que una enfermedad o 

condición deben ser producidos artificialmente ya sea por modificaciones en su 

dieta, ambiente o por un procedimiento quirúrgico. Sin embargo, indudablemente 

la manipulación genética es probablemente en la actualidad el método más 

común para la inducción de patologías en animales de experimentación 

(Arencibia-Arrebola et al., 2010). 

 

1.2.1 MODELOS ANIMALES PARA INVESTIGACIÓN EN NUTRICIÓN  
 
Combs (1992) menciona 3 factores clave que fueron cruciales en el 

descubrimiento de los nutrientes esenciales: 1) reconocimiento de que ciertas 

enfermedades se asociaban con la dieta; 2) el desarrollo de modelos animales 

adecuados que tuvieran una característica fisiológica particular y/o 

susceptibilidad produciendo la enfermedad al modificar sus dietas pero que 

además, pudieran mejorar 1 o varios signos del cuadro clínico al proporcionar el 

nutriente nuevamente y; 3) el desarrollo de dietas purificadas que se elaboran de 

manera individual de acuerdo a las necesidades de la especie que se encuentra 

bajo investigación (Baker, 2008).  
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Con base en los elementos antes descritos se logró adquirir comprensión acerca 

de la interacción que existe entre los diferentes nutrientes, su biodisponibilidad, 

participación de éstos en las diferentes rutas metabólicas, precursores, niveles 

de tolerancia así como de toxicidad y los efectos sobre el organismo. La 

investigación con modelos animales ha contribuido en gran medida a lo que 

conocemos hoy en día acerca de la nutrición y el metabolismo (Gallaher, 1992; 

Semba, 2012).  

 

En los últimos años, se han descubierto funciones mediadas por vitaminas a 

nivel de la expresión genética conjuntamente a la función que tienen como 

sustratos y cofactores (Combs, 1994). Las vitaminas liposolubles son las mejor 

estudiadas, los ejemplos más claros son con la  vitamina A y D que actúan como 

ligandos de receptores de la superfamilia de receptores hormonales y de esta 

manera afectan diversas funciones tales como son la morfogénesis, regulación 

de algunas células del sistema inmune, crecimiento y diferenciación de células 

epiteliales (Carlberg, 1999; Barber & Blomhoff, 2002; Chistakos et al., 2003). 

 

El incremento del conocimiento en los mecanismos moleculares de estas 

vitaminas  y los efectos que tienen sobre el organismo ha abierto nuevas 

perspectivas de estudio, de tal manera que estos elementos se puedan utilizar 

como agentes terapéuticos  en enfermedades crónicas (Hinds et al., 1997; 

Fernández-Mejia, 2005). 

 

Existe menos información para las vitaminas hidrosolubles, principalmente las 

del complejo B y el efecto que tienen  sobre la expresión de los genes, sin 

embargo, se sabe que éstas también lo modifican por lo que la investigación de 

estos micronutrientes se está basando al estudio de los mecanismos 

moleculares mediante los cuales tienen efecto sobre la transcripción de diversas 

células (Pacheco- Álvarez, 2002; Rodríguez- Meléndez & Zempleni, 2003). 
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1.3 CARACTERÍSTICAS DE LA BIOTINA  
 

La biotina fue descubierta como factor protector contra la toxicidad de la clara de 

huevo en algunas dietas de rata, inicialmente fue denominada vitamina H 

(Vilches-Flores & Fernandez-Mejia, 2005). Esto se debió a un experimento que 

realizó Beatman (1916) que al alimentar a las ratas con clara de huevo cruda 

comenzaban con un síndrome caracterizado por descamación, dermatitis 

alopecia y trastornos neuromusculares (Gravel & Narang, 2005; Vilches-Flores & 

Fernandez-Mejia, 2005). 

 

La biotina es una vitamina hidrosoluble con un peso molecular de 244.3 g/mol, 

que se puede disolver en agua y etanol (Hamid, 2012). Los mamíferos son 

incapaces de sintetizar la biotina en comparación con las plantas y los 

microorganismos, por lo que se obtiene principalmente de la dieta 

(Dakshinamurti, 2005). Los principales alimentos con altas concentraciones de 

biotina son el hígado, huevo y algunos vegetales (Vilches-Flores & Fernandez-

Mejia, 2005). 

 

Se han hecho diversos esfuerzos por estimar el consumo y la cantidad necesaria 

de biotina diaria; sin embargo debido a la diversidad en los métodos de 

cuantificación y la producción de biotina por la flora intestinal sólo se puede 

estimar que se encuentra entre 30 y 100 μg al día (Mamada et al., 2008). 

 

La biotina tiene un agonista natural; la avidina, una glicoproteína que se une a 

ella con una gran afinidad. Esta proteína se encuentra presente en la clara de 

huevo crudo, si se consume en grandes cantidades la unión biotina-avidina 

impide que en el estómago e intestino se lleve a cabo la absorción correcta de la 

vitamina, presentándose así los síntomas y signos que se han catalogado como 

deficiencia de biotina (Hamid, 2012; Said, 2009). 
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La función más conocida  de la biotina en los organismos eucariontes es la de 

participar como coenzima de las enzimas acetil- CoA carboxilasa (ACC), tanto 

de la isoforma citosólica (ACC1) como de la mitocondrial (ACC2); y de las 

enzimas mitocondriales piruvato carboxilasa (PC); propionil-CoA carboxilasa 

(PCC) y metilcrotonil-CoA carboxilasa (MCC) (Hassan & Zempleni, 2006; 

Larrieta et al., 2012; Zempleni et al., 2009). 

 

1.3.1 ESTRUCTURA QUÍMICA DE LA BIOTINA 
 

La biotina es un compuesto bicíclico, un anillo es un grupo ureido (-N-CO-N) que 

está fusionado a otro anillo que contiene un azufre al que se le denomina anillo 

tetrahidrotiofeno; este tiene unida una cadena lateral de 5 carbonos denominada 

ácido valérico, que termina en un grupo carboxilo (Hamid, 2012)(Figura 2). 

 

 
 

 

 

 

   

Figura 2. Estructura química de la biotina 
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1.3.2 CARBOXILASAS DEPENDIENTES DE BIOTINA  
 

En las células de los mamíferos existen 5 enzimas que dependen de esta 

vitamina y que catalizan reacciones de fijación de CO2 dependientes de ATP; 

tienen un papel clave en la síntesis de ácidos grasos, catabolismo de 

aminoácidos y gluconeogénesis (Vilches-Flores et al., 2010). La función de la 

biotina en todas las carboxilasas es actuar como un acarreador de un grupo 

carboxilo activado, que proviene del bicarbonato. Las carboxilasas son 

sintetizadas de manera inactiva y son activadas mediante la unión de una 

molécula de biotina. La reacción de biotinilación de carboxilasas en organismos 

eucariontes es catalizada por la enzima Holocarboxilasa Sintetasa (HCS) 

(McMahon, 2002; Tong, 2013; Vilches-Flores & Fernandez-Mejia, 2005). 

 

a) Acetil CoA Carboxilasa (ACC) 

La Acetil CoA es una carboxilasa involucrada en la conversión de acetil 

CoA en malonil CoA, una molécula reguladora de la lipogénesis que 

permite la síntesis y elongación de los ácidos grasos. Esta enzima tiene 

dos isoformas diferentes; ACC1 o ACCα, codificada por un gen localizado 

en el cromosoma 17, generando una proteína de 265 kDa 

aproximadamente; el gen de la ACC2 o ACC se encuentra en el 

cromosoma 12, y la proteína tiene un peso de 280kDa aproximadamente. 

Las isoformas tienen funciones diferentes en la célula; la ACC1 controla la 

síntesis de ácidos grasos en el citosol mediante el malonil CoA. Mientras 

que la ACC2 controla la oxidación de ácidos grasos en la mitocondria 

mediante el malonil CoA, un inhibidor del transporte de ácidos grasos a la 

mitocondria (Rodriguez-Melendez & Zempleni, 2003; Tong, 2013). 

Las isoformas de la ACC tienen una distribución diferente; la ACC1 está 

presente en tejidos lipogénicos (hígado, riñón), glándula mamaria lactante 

y su funcionamiento es regulado por glucosa e insulina; y la ACC2 se 

encuentra en músculo esquelético y el corazón (Pindolia, et al., 2010; 

Tong, 2013; Zempleni & Mock, 2001).  
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b) Piruvato Carboxilasa (PC) 

Esta enzima es un polímero de 4 subunidades idénticas, tiene un peso de 

125-130 kDa aproximadamente, se encuentra en diversos tejidos como 

hígado, riñón, adipocitos, glándula mamaria y adrenal (Wolf, 2011).  

La piruvato carboxilasa es una enzima reguladora de la gluconeogénesis; 

cataliza la formación de oxaloacetato a partir de piruvato, bicarbonato y 

ATP; y se localiza en la mitocondria. Participa en la síntesis de los 

aminoácidos aspartato y glutamato. Al mantener los niveles de los 

intermediarios del ciclo de Krebs vía anaplerosis, esta enzima está 

involucrada en la biosíntesis de sustancias neurotransmisoras, provee de 

α-cetoglutarato y glutamina que sirven como precursores para el  

establecimiento de la reserva de neurotransmisores en las terminales 

presinápticas (Lietzan, et al., 2014; Rodriguez-Fuentes et al., 2007).  

 

c) Propionil CoA Carboxilasa (PCC) 

La propionil CoA carboxilasa se encuentra en la mitocondria; está 

conformada por 2 polipétidos diferentes; PCCA o subunidad α de un peso 

de 70-72 kDa aproximadamente, codificado por un gen localizado en el 

cromosoma 3q13.3-q22. Esta carboxilasa presenta una conformación 

α4β4 o α6β6, y en la subunidad α es donde se localiza el dominio de 

unión a biotina (Hamid, 2012; Tong, 2013). 

PCC cataliza la conversión de propionil CoA a metilcrotonil CoA que entra 

al ciclo de Krebs vía succinil CoA; el propionil CoA proviene del 

catabolismo de los aminoácidos esenciales isoleucina, treonina, 

metionina, valina; de ácidos grasos de cadena impar y de la cadena 

lateral de colesterol (Hassan & Zempleni, 2006; Zempleni & Mock, 2001) . 

 

d) Metilcrotonil CoA Carboxilasa (MCC)  

La metilcrotonil CoA carboxilasa es una enzima formada por 2 polipétidos 

diferentes, con un peso de 76 kDa aproximadamente. La biotina se une al 
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polipéptido más grande, y tiene 4 moléculas de biotina por molécula. Esta 

enzima, localizada en la mitocondria, cataliza la conversión de 

metilcrotonil CoA a metilglutacotonil CoA una reacción clave en la 

degradación de leucina (McMahon, 2002; Tong, 2013). 

 

1.3.3 TRANSPORTE DE BIOTINA  
 
Las aves y mamíferos no pueden sintetizar la biotina, por lo que es necesario su 

consumo en la dieta diaria (Vilches-Flores & Fernandez-Mejia, 2005).  La biotina 

se encuentra en los alimentos, en la mayoría de ellos unida al grupo ε-amino de 

una lisina formando el dímero conocido como biocitina, péptido biotinilado o 

bien, en forma libre. Para su absorción se requiere romper este enlace 

semipeptídico por acción de la biotinidasa (BTD) (Hamid, 2012). La biotina libre 

se absorbe por los enterocitos de la porción distal del duodeno y proximal del 

yeyuno y posteriormente pasa a torrente sanguíneo. La entrada a las células se 

lleva a cabo mediante un transportador múltiple de vitaminas dependiente de 

sodio (SMVT) que reconoce principalmente la porción  del ácido valérico de la 

biotina. El SMVT es una proteína transmembranal que funciona como 

simportador introduciendo a la biotina y el ácido pantoténico junto con el sodio, a 

favor de un gradiente de concentración (Larrieta et al., 2012; Rodriguez-Fuentes 

et al., 2007; Said, 2009; Vilches-Flores & Fernandez-Mejia, 2005). 

 

Las carboxilasas son sintetizadas como apocarboxilasas, sin actividad 

enzimática, en el citoplasma. Al unírseles la biotina covalentemente por acción 

de la holocarboxilasa sintetasa, se forma la proteína activa u holoenzima. La 

biotina, como coenzima de las carboxilasas, participa en el mecanismo de 

transferencia de un grupo carboxilo activado al sustrato correspondiente 

(Dakshinamurti, 2005; Hamid, 2012). 

 

Posteriormente, la proteólisis de las holocarboxilasas libera residuos de lisina 

unidos covalentemente a la biotina (biocitina). Este enlace se rompe por acción 
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de la BTD y de este modo la biotina puede ser reciclada e integrarse como 

coenzima a nuevas carboxilasas sintetizadas, o bien pueden catalizarse 

formando otros productos derivados y excretarse. La síntesis de las 

holocarboxilasas sintetizadas y su catabolismo se denomina ciclo de la biotina 

(McMahon, 2002; Wolf, 2012; Zempleni et al., 2009) (Figura 3). 
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Figura 3. Ciclo biológico de la biotina  (Vilches-Flores et al, 2005). 
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1.3.4 BIOTINA Y REPRODUCCIÓN 
 
La biotina también es esencial para mantener la función reproductiva (Baez-

Saldana et al., 2009). La importancia de la biotina durante la gestación, el 

desarrollo embrionario, nacimiento y reproducción ha sido demostrada en aves y 

mamíferos (Mock, 2005; Sawamura et al., 2014; Taniguchi & Watanabe, 2007; 

Watanabe, 1983). En mamíferos,  la deficiencia de biotina durante la gestación 

induce severos efectos teratogénicos y mortalidad (Takechi, et al., 2008). Las 

malformaciones más comunes durante el desarrollo fetal en animales deficientes 

de biotina son: paladar hendido, microftalmia y micromelia (Watanabe, 1993; 

Watanabe, et al., 1995; Watanabe & Endo, 1989) . 

 

Un reporte reciente ha indicado que el incremento en la excreción urinaria del 

ácido 3-hidroxiisovalérico (3-HIA), el cual está relacionado con la disminución de 

la actividad de una de las enzimas dependientes de biotina, la enzima 

metilcrotonil-CoA carboxilasa ocurre en la gestación de manera normal (Mock, 

2005; Mock et al., 2002; Schulpis et al., 2003). 

 

Se han observado diferencias en la susceptibilidad teratogénica entre una 

variedad de especies de roedores correspondiente a diferentes concentraciones 

de biotina en hígado de embriones (Watanabe & Endo, 1989). Esto le permitió a 

Watanabe y colaboradores proponer que las diferencias en susceptibilidad 

teratogénica entre roedores es causada por diferencias entre el transporte de 

biotina de la madre al feto (Taniguchi & Watanabe, 2008; Watanabe & Endo, 

1991). 

 

Taniguchi (2008) demostró que la biotina es esencial para el mantenimiento de 

una gestación normal y el desarrollo fetal en las últimas etapas de gestación 

debido a que es requerida durante la morfogénesis. Sin embargo, la relación de 

concentración de biotina y la actividad de biotinidasa todavía no es clara 
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(Sawamura et al., 2014; Takechi et al., 2008; Taniguchi & Watanabe, 2008; 

Watanabe, 1993; Watanabe & Endo, 1991). 

 

1.3.5 EFECTO DE LA BIOTINA SOBRE LA EXPRESIÓN GENÉTICA  
 
Observaciones que se realizaron en la década de 1960 sugerían que la biotina 

intervenía en diversas funciones biológicas independientemente de  su acción 

como coenzima. En la actualidad se ha establecido que la biotina modifica la 

expresión génica, tanto a nivel de la transcripción como de la traducción 

(Zempleni & Mock, 2001). Este efecto es análogo al de otras vitaminas que, 

aparte de sus funciones como sustratos y cofactores, regulan la expresión 

genética (Gravel & Narang, 2005). 

 

La proliferación celular, la función inmunológica, el desarrollo embrionario, y el 

metabolismo de carbohidratos y de lípidos se ven afectados por la biotina. Sin 

embargo, el mecanismo es que la biotina participa a nivel molecular en cada una 

de estas funciones a nivel genético aún se encuentra en estudio (Baez-Saldana 

et al., 2009; Dakshinamurti, 2005; Pindolia et al., 2014; Vilches-Flores et al., 

2010).  

 

1.4 ASPECTOS CLÍNICOS DE LA DEFICIENCIA DE BIOTINA EN EL 
HUMANO 
 
Los signos de deficiencia de biotina puede ser observados en: 1) individuos que 

consumen grandes cantidades de clara de huevo cruda provocando una 

disminución sustancial en su biodisponibilidad, 2) deficiencias nutricionales por 

una dieta pobre, 3) defectos con el transportador y 4) alteraciones con la HCS y 

la BTD siendo la deficiencia de BTD  el defecto primario debido a que se han 

reportado más de 150 mutaciones en el gen que codifica para esta enzima 

disminuyendo o anulando su actividad, induciendo lo que se conoce como la 

deficiencia múltiple de carboxilasas (Wolf, 2012; Zempleni et al., 2009).  
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Clínicamente, los individuos con deficiencia de biotina presentan uno o más de 

los siguientes síntomas: hipotonía, ataxia, convulsiones, problemas locomotores, 

erupciones en la piel, alopecia, problemas respiratorios tales como la 

hiperventilación, estridor laríngeo y apnea, conjuntivitis, retraso en el desarrollo, 

pérdida de la audición y problemas de visión tal como atrofia ocular (Pindolia et 

al., 2010; Seymons et al., 2004; Wolf, 2012). 

 

Metabólicamente, la mayoría de individuos pueden tener uno o más de las 

siguientes alteraciones: acidosis cetoláctica, aciduria orgánica  e hiperamonemia 

severa. Sin embargo, la ausencia de aciduria orgánica o cetoacidosis metabólica 

no excluye  el diagnóstico de deficiencia de biotina en un individuo asintomático 

(Hamid, 2012; Pindolia et al., 2010). 

 

Los pacientes usualmente responden a dosis de 5-20mg de biotina al día, 

revirtiendo los síntomas clínicos y bioquímicos presentados; a excepción de los 

síntomas neurológicos como atrofia óptica y pérdida del oído, que no pueden ser 

revertidos una vez que se presentan (Hernandez-Vazquez et al., 2013; Seymons 

et al., 2004; Zempleni & Kuroishi, 2012). 

 

1.5 DEFICIENCIA DE BIOTINA POR ALTERACIONES EN LA BIOTINIDASA 
(BTD) 
 

La deficiencia múltiple de carboxilasas ocasionado por  mutaciones en el gen de 

la BTD, es un padecimiento que sucede principalmente en humanos a temprana 

edad; los síntomas usualmente aparecen entre 1 semana a 10 años de edad, 

con un promedio de 3.5 meses. Algunos niños con deficiencia de biotinidasa 

muestran únicamente un síntoma de los anteriormente mencionados mientras 

otros presentan múltiples alteraciones principalmente neurológicas y cutáneas 

(Gravel & Narang, 2005; Said, 2009). 
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Debido a la incidencia de esta enfermedad, la deficiencia de biotinidasa ha sido 

aceptada en los programas de tamizaje para recién nacidos desde 1984, porque 

sus síntomas no son reconocidos fácilmente a menos que se presenten y porque 

involucra un tratamiento de por vida. (Pindolia et al., 2010; Wolf, 2011). 

 

1.5.1 BIOTINIDASA (BTD)  
 

En la década de los 50´s, Thoma y Peterson determinaron la presencia de una 

enzima en el hígado del cerdo que era capaz de liberar la biotina que formaba 

parte de los péptidos digestivos (Moreno-Arango & Texidor-Llopiz, 2005) 

(Hassan & Zempleni, 2006). Casi simultáneamente, Wright y colaboradores 

(1954), describieron una enzima en el plasma del humano que hidrolizaba la  

biocitina (producto de la degradación proteolítica  de las carboxilasas). A pesar 

de que la BTD se conocía desde mediados del siglo XX, es hasta la década de 

los 80´s que Wolf y colaboradores muestran que su deficiencia es el defecto 

bioquímico en pacientes como la forma de presentación múltiple de carboxilasas 

en etapa juvenil (Pindolia et al., 2012; Wolf, 2011, 2012). 

 

La BTD es una enzima que hidroliza específicamente d-biotinilamidas y ésteres, 

por lo que no libera la biotina que está unida a carboxilasas intactas; primero las 

carboxilasas tienen que ser degradadas por proteasas y peptidasas en biocitina 

o péptidos pequeños para que la hidrólisis se lleve a cabo y la biotina pueda ser 

reciclada. Esta función también la realiza sobre la biotina unida a proteínas 

provenientes de los alimentos (Vilches-Flores & Fernandez-Mejia, 2005).  

 

1.5.2 GEN DE LA BIOTINIDASA 
 

El gen de la biotinidasa del humano ha sido clonado, secuenciado y 

caracterizado. El gen se localiza en el cromosoma 3p25 (Cole et al., 1994) 

(Figura 4), además la estructura ha sido determinada. Se sabe que contiene 4 

exones que tienen un tamaño de 44 kb y codifica a una proteína de 543 
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aminoácidos con un peso molecular de 56-77 kDa. Los 4 exones han sido 

designados A125-44, B45-309, C310-459, D460-1961. El tamaño de cada exón es 79 pb, 

265 pb, 150 pb y 1502 pb, respectivamente. (Cole et al., 1994; Pindolia et al., 

2010).  

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 4. Localización del gen de la biotinidasa en el cromosoma 3 región 
p25 (Cole, 1994). 
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1.6 MODELOS MURINOS PARA ESTUDIO DE DEFICIENCIA DE BIOTINA 
 

El modelo tradicional para el estudio de la deficiencia de biotina consiste en 

inducir a los animales a que la presenten sometiéndolos a una dieta rica en 

avidina, comprometiendo la biodisponibilidad de la vitamina  e impidiendo que el 

intestino la absorba (Watanabe,1993). 

 

Estos modelos y el avance en las técnicas en biología celular y molecular han 

permitido conocer las bases moleculares de los efectos de la biotina sobre el 

metabolismo, la reproducción y la función inmunológica, sin embargo, a nivel 

molecular hasta el momento se desconoce el papel de la biotina sobre todos 

estos sistemas  en la regulación genética (Pindolia et al. 2012, Dakshinamurti et 

al, 2005; Larrieta et al., 2012). Por lo que diversos grupos de investigación, se 

han estado ocupando en diseñar nuevos modelos que proporcionen datos más 

cercanos a lo que sucede en humanos.  

 

Pindolia y colaboradores (2011), desarrollaron un modelo knock-out (KO) por 

medio de ingeniería genética que no presenta actividad detectable de la BTD. 

Los ratones con deficiencia de esta enzima muestran muchos de las aspectos 

clínicos y bioquímicos de los niños no tratados con deficiencia de BTD (Figura 5, 

Cuadro 1), y cuando presenta un cuadro sintomático, responden de manera 

similar al tratamiento con biotina (Pindolia et al., 2011; Pindolia et al., 2014).  

 

Tras una caracterización adicional, este animal deficiente de biotinidasa es, 

probablemente el modelo más prometedor para responder  a preguntas que aún 

quedan por responder acerca del efecto de la restricción de biotina sobre las 

alteraciones metabólicas y las consecuencias a nivel cutáneo, neurológico 

(específicamente auditivo y oftalmológico) y sobre el sistema inmunológico 

(Hernandez-Vazquez et al., 2013), además de la relación que existe entre la 

biotina y la expresión de genes (Dakshinamurti et al., 2005). 
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Figura 5. Características clínicas del ratón deficiente de Biotinidasa Btd (-/-) 
desarrollado en el Hospital Henry Ford, Detroit, USA (Pindolia et al., 2011). 
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Sistemas afectados Signos 

Neurológico Tremores 

Debilidad 

Postura encorvada 

Parálisis de miembros torácicos y pelvianos 

Letargia  

Tegumento Hiperpigmentación 

Alopecia 

Metabolismo Biotina en orina 

Hiperamonemia 

Peso del ratón Pérdida de peso 

Músculo Hipotonía 

Visión Dificultad para mantener los párpados abiertos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 1. Signos característicos del ratón Btd (-/-) a los 10 días de una dieta pobre 

en biotina (Pindolia et al., 2011) 
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1.7 MANEJO DE COLONIAS DE ROEDORES GENÉTICAMENTE 
MODIFICADOS 
 

Manejar una colonia de ratones creados por ingeniería genética no es 

complicado pero requiere planeación estratégica. Antes de empezar, se debe 

considerar el análisis del fondo genético del ratón para suponer el mejor manejo  

reproductivo y una vez que se tiene determinado el mejor método de 

apareamiento es importante dar un seguimiento genético de tal manera que se 

mantenga controlado el número de animales homocigotos o heterocigotos dentro 

de la colonia (Conner, 2005; Kincer et al., 2011). 

 

Cuando se trabaja con animales genéticamente modificados, se debe de tomar 

en cuenta que no se puede manejar como una colonia tradicional ya que pueden 

observarse cambios como disminución de la fertilidad, letalidad embrionaria, 

modificaciones de la glándula mamaria (lactación) y alteraciones en el 

comportamiento materno (Conner, 2002). 

 

Tener un adecuado registro del comportamiento de una colonia se verá reflejado 

en una rápida expansión de ésta dando como resultado una mejor optimización 

en el desarrollo de los procesos experimentales (Davis et al., 2009). 

 

Los datos de producción son útiles para examinar del rendimiento de los ratones 

y las colonias de manera individual y evaluar el desempeño de los ratones de las 

líneas de producción dentro de las colonias de roedores de tal manera que se 

pueda determinar cuando los ratones tienen la necesidad de ser reemplazados 

como pie de cría. Los registros científicos detallados también deben mantenerse 

para registrar la información genética y fenotípica de ratones a nivel individual 

(Conour, 2000; Kincer et al., 2011; Liphann, 2003; Peters et al., 2002). 
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Dato reproductivo 
 

Rango 

Madurez sexual 
 

5- 7 semanas 

Gestación 
 

18.5- 21 días 

Ciclo estral 
 

4 días 

Peso al nacimiento 
 

1-1.5g 

Destete 
 

21-28 días 

Vida reproductiva 
 

8 meses 

Estro postparto 
 

12-20 horas 

Tamaño de la camada 
 

6-8 

  

  

1.7.1 ESQUEMAS DE APAREAMIENTO PARA ANIMALES GENÉTICAMENTE 
MODIFICADOS 
 

Existen tres diferentes esquemas de apareamiento de acuerdo  al tipo genético 

que se pretende obtener dentro de una colonia de roedores. Al conseguir crías 

de éstos apareamientos es importante realizar la determinación del genotipo del 

animal, el cual se determina fácilmente mediante el corte de la punta de la cola y 

a partir de éste tejido se realiza la extracción de ADN y posteriormente se 

somete a PCR para observar las bandas amplificadas. Con estas técnicas los 

progenitores de las siguiente generación se determinan fácilmente en base a las 

necesidades de los investigadores (Kincer et al., 2011; Liphann, 2003). 

 

 

 

Cuadro 2. Datos reproductivos del ratón  C57BL/6 (Davis, 2009). 
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ESQUEMAS DE APAREAMIENTO 
 

 HOMOCIGOTO (-/-) X HOMOCIGOTO (-/-) = En el cual el 100% de la 

progenie es afectada. Para mantener este esquema de apareamiento es 

necesario evaluar si tanto el macho como la hembra son viables y fértiles 

como individuos homocigotos. 

 

 - - 

- -/- -/- 

- -/- -/- 

 

 HETEROCIGOTO (+/-) X HOMOCIGOTO (-/-) = En el cual se obtendrán 

el 50% de la progenie homocigota. 

 

 - - 

+ +/- +/- 

- -/- -/- 

 

 HETEROCIGOTO (+/-) X HETEROCIGOTO (+/-) = En el cual se 

obtendrán el 25% de la progenie homocigotas. 

 

 + - 

+ +/+ +/- 

- +/- -/- 

 

Estos dos últimos son muy útiles cuando el macho y/o hembra o ambos no son 

viables como animales homocigotos (Conour, 2000). 
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2. JUSTIFICACIÓN 

El papel de la biotina en la regulación genética se ha confirmado en diversos 

estudios, sin embargo, aún existen incógnitas acerca de la función que tiene a 

nivel molecular por lo que se requiere un buen modelo de estudio. Hasta el 

momento, el modelo más prometedor y aceptado es el que propusieron Pindolia 

y colaboradores (2011), sin embargo, existen inconvenientes para producir y 

mantener la colonia.  

De acuerdo con lo descrito por Pindolia (2011), las colonias de reproducción se 

deben mantener con animales de genotipo heterocigoto teniendo que realizar la 

determinación del tipo genético a toda la progenie para utilizar en investigación. 

Además, requieren una suplementación de biotina diaria a una concentración de 

20μg/20g de peso, principalmente en etapas críticas como son la gestación y 

lactación en el caso de la hembras, animales recién destetados y machos en 

reproducción. La administración de biotina se recomienda mediante inoculación 

vía intraperitoneal (IP) durante toda la vida del animal, sin embargo, esto puede 

producir estrés debido al manejo y puede provocar daño al tejido ocasionado por 

la inoculación diaria. 

Ante esta problemática se justifica la búsqueda de métodos alternativos para 

suplementar la biotina. Por lo que se propone que proporcionar biotina través de 

la dieta puede mejorar la calidad de vida de estos animales.  
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3. HIPÓTESIS  

La dieta purificada y la dieta natural suplementada serán capaces de mantener a 

una colonia de ratones reproductores deficientes al gen de la biotinidasa (Btd-/-). 

 

4. OBJETIVO GENERAL 
 
Evaluar dos tipos de dietas sobre la eficiencia reproductiva en ratones 

reproductores deficientes al gen de la biotinidasa (Btd-/-). 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Seleccionar Animales Homocigotos Knock out realizando retrocruzas a 

partir de hembras Wild Type (WT) y machos Knock out  (KO). 

2. Determinar Tamaño de la Camada al Nacimiento, Peso de la Camada al 

Nacimiento, Peso al Destete, índice de Producción y Proporción entre 

Sexos como Indicadores de Eficiencia Reproductiva en Hembras al 

Proporcionar la Dieta Purificada y la Dieta Natural Suplementada.  

3. Determinar la Concentración, Motilidad y Morfología Espermática como 

Indicadores de Eficiencia Reproductiva en Hembras al Proporcionar la 

Dieta Purificada y la Dieta Natural Suplementada.   
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 

Este trabajo fue financiado en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y 

Nutrición “Salvador Zubirán” (INCMN-SZ). Los animales se mantuvieron en el 

Departamento de Investigación Experimental y Bioterio del INCMN-SZ. La 

determinación de Genotipos se efectuó en el laboratorio de la Unidad de 

Genética de Nutrición perteneciente al Instituto de Investigaciones Biomédicas 

de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM).  

 

DISEÑO DEL ESTUDIO 
Estudio experimental, prospectivo y longitudinal (Figura 6). 

 

ANIMALES 
 
La aprobación de este proyecto fue otorgado por el Comité de Investigación 

Animal (CINVA) del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutrición “Salvador 

Zubirán”. 

Todos los animales se alojaron de acuerdo a las condiciones establecidas por la 

NOM-062-ZOO-1999, la cual menciona que los roedores deben mantenerse en 

cuartos con los parámetros ambientales controlados con las siguientes 

características: temperatura de 18-22ºC, humedad de 40-70%, fotoperiodo de 12 

horas luz/12 horas oscuridad y ruido menor a 85 decibeles. Durante todo el 

proyecto los animales se mantuvieron en microaisladores estáticos con alimento 

y agua ad libitum. 

Para obtener ratones homocigotos knock out (BTD-/-) se realizaron 

cruzamientos entre ratones hembras C57BL/6 homocigotos no mutantes para el 

gen de la biotinidasa o también llamados Wild Type (WT) y ratones machos 

C57BL/6 homocigotos o mutantes Knock out (KO) donados por el Dr. Barry Wolf, 

Profesor del Hospital Henry Ford en Detroit, Michigan, E.U.A.  
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DISEÑO EXPERIMENTAL 
 

Hembras Wild Type (WT) no 
deficientes al gen de la 

biotinidasa 
 

Determinación de 
Genotipo y selección de 

40 animales KO 

GRUPO 1 
Sistema de 

Apareamiento: 
Monogámico 

Dieta: 
Alimento 

Purificado (A) 

Machos Knock out  (KO) 
deficientes al gen de la 

biotinidasa 
 

X 

GRUPO 2 
Sistema de 

Apareamiento: 
Monogámico 

Dieta: 
Alimento Natural 
Suplementado (B) 

 

GRUPO 3 
Sistema de 

Apareamiento: 
Trío 

Dieta: 
Alimento 

Purificado (A) 

 

GRUPO 4 
Sistema de 

Apareamiento: 
Trío 

Dieta: 
Alimento Natural 
Suplementado (B) 

 

 Tamaño de la Camada 
al Nacimiento 

Peso de la Camada al 
Nacimiento 

Peso al Destete 
Índice de Producción  

Proporción entre Sexos 

 Concentración 
Espermática 

Motilidad 
Espermática 
Morfología 

Espermática 

Figura 6. Esquema del Diseño Experimental 
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DETERMINACIÓN DE GENOTIPO 
 
Los genotipos de los animales se determinaron a las 3 semanas de edad 

realizando corte de cola a partir del cual se obtuvo ADN de acuerdo a lo 

establecido por Pindolia (Conner, 2005; Pindolia et al., 2011).  

 

Extracción de ADN 
 
Para obtener ADN a partir de tejido se adaptó el protocolo descrito por Stratman 

y Simon (2003) de la siguiente manera: se cortó al ratón un fragmento de cola 

(0.2-0.5cm), ésta se maceró y se resuspendió en 100µl de buffer de lisis con 3µl 

de proteinasa K (SIGMA) a una concentración de 20mg/ml. Las muestras se 

incubaron en baño María a 60 °C durante toda la noche, posteriormente a 100°C 

durante 10 minutos. Se agregaron 100µl de fenol-cloroformo a cada muestra, se 

agitaron vigorosamente y se centrifugaron a 14000 rpm durante 5 minutos. Se 

agregaron 3 volúmenes de etanol al 100% y medio volumen de NaCl2 5M, se 

centrifugaron a 13000 rpm y se lavaron con etanol al 75%.   

Estas muestras se trataron nuevamente agregando 200µl de H2O grado HPLC y 

200µl de fenol-cloroformo siguiendo por segunda ocasión los pasos 

anteriormente descritos. Al finalizar, a la pastilla se le agregó 100µl de agua libre 

de DNAsas para hidratarla (Puregen DNA Hydration Solution, Qiagen) y se 

resuspendió. El DNA hidratado fue transferido a microtubos de 1.5 ml y se 

almacenó a -20°C hasta su uso. 

 

Cuantificación y pureza del ADN 
 
La concentración y pureza del ADN se determinó mediante espectofotometría 

convencional (Nanodrop 1000, Thermo Scientific) a una longitud de onda de 

260, 280 y 230 nm.  
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Reacción en Cadena de la Polimerasa 
 

Se realizó la técnica de PCR a partir del ADN obtenido, seleccionándose 3 

iniciadores: una secuencia de la biotinidasa común a los animales wild type y 

animales knock out (WT 5ʼ - AACACAGCCAGCCGTTTGAA- 3ʼ), una secuencia 

específica antisentido específica para el alelo wild type (WT 5ʼ - 

GTCGAGGTTCTGCTTCATGA- 3ʼ) y por último, una secuencia específica para 

el alelo homocigoto knock out (KO 5ʼ - GCTGGACGTAAACTCCTCTT- 3ʼ) 

(Pindolia, et al., 2011). 

 

La preparación para realizar la PCR se consideró con un volumen final de 25µl y 

consistió en la mezcla de: 

 2.5µl de Buffer de fusión  

 1µl de dNTP´s (desoxirribonucleótidos) 

 1µl de MgCl2 (Cloruro de Magnesio)  

 3µl  de Primers 3µl 

 1µl  deTaq polimerasa 1µl 

 15.5µl de H20  

 1µl de Muestra de ADN 

 

Una vez que se mezclaron todos los reactivos en un microtubo, se agitaron 

vigorosamente y se colocaron en el termociclador (eppendorf, Mastercycler). Los 

ajustes del programa se siguieron de acuerdo a Pindolia (2011)  (Figura 7): 
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Electroforesis  
 

Para observar los resultados de la PCR, se realizaron geles de agarosa al 1.5% 

a partir de agarosa en polvo (BIORAD). Para ello se disolvieron 0.45g de 

agarosa en  30ml de buffer TAE 1X, esta mezcla se calentó en una placa 

calefactora durante 10 minutos y se vació en el soporte dejándolo a temperatura 

ambiente hasta polimerizar. Se colocaron 5μl de marcador de peso molecular 

(1Kb Plus DNA Ladder, Invitrogen) y 10μl de la muestra de ADN. La 

electroforesis se realizó a 100V durante 60 minutos. Al finalizar, los geles se 

tiñeron con bromuro de etidio (UltraPureTM, Invitrogen) a una concentración de 

0.5μg/ml durante 5 minutos. Los geles se visualizaron en un espectofotómetro 

(BIORAD), para verificación de las bandas y determinación del genotipo de los 

animales. 

 

SELECCIÓN DE DIETAS Y FORMACIÓN DE GRUPOS  

Preparación de Dietas   

95°C 
72°C 

Inicio 

95°C 
72°C 

1:00 min 

EXTENSIÓN 

4°C 

40 ciclos 

60°
C 

DESNATURALIZACIÓN ALINEAMIENTO EXTENSIÓN CONSERVACIÓN DEL  
PRODUCTO 

5:00 min 
30:00 seg 

30:00 seg 5:00 min 

Etapa de repeticiones  cíclicas Finalización 

∞ 

Figura 7. Esquema de las condiciones para realizar la PCR. 
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Alimento purificado (Dieta A) 

Se eligió una dieta con los requerimientos necesarios para animales en 

reproducción que contiene 20% de proteína cruda, 9% de grasa cruda, 4% de 

fibra cruda y 6.5% de cenizas. Adicional a esto, la dieta considera la cantidad 

concentrada de biotina requerida para las necesidades de estos animales, es 

decir, de 1g/Kg (2018S, Harlan Teklad, Madison, WI). 

 

Alimento Natural Suplementado (Dieta B) 
Se optó por una dieta comercial para animales en reproducción (PicoLab Mouse 

Diet 20 5058), que provee 20% de proteína cruda, 9% de grasa cruda, 4% de 

fibra cruda y 6.5% de cenizas para colonias de ratones que requieren niveles 

extra de energía necesaria para una máxima producción. Debido a que esta 

contiene únicamente 0.1g/Kg se tuvo que adicionar la botina en polvo (SIGMA) 

para ajustarla a la concentración exacta de la dieta A. 

Para ello, se molió el alimento debido a la presentación en pellet de éste 

(Thomas Scientific, 174931.00 USA), se adicionó la biotina en polvo y se ajustó 

a 1g/Kg de alimento. Una vez que se tuvo esta mezcla se homogenizó bien en 

una mezcladora (Siemen) y se peletizó nuevamente, por lo que el alimento se 

humedeció con agua destilada a una concentración de 30%. El alimento 

humedecido se introdujo en la peletizadora (California Pellet Mill NH394199) 

hasta obtener el alimento peletizado.  

Los pellets se dejaron secar durante 48 horas en un horno ahumador 

(Poliingenieros S. A. de C. V.) a una temperatura de 20ºC. Una vez que los 

pellets se secaron en su totalidad el alimento se esterilizó por medio de 

radiaciones gamma a una dosis de 5 Kilograys1  en la planta de esterilización del 

Instituto de Ciencias Nucleares de la UNAM. 

 

                                                        
1 Kilogray: Unidad de media de la dosis de radiación absorbida de radiación ionizante.  
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Las condiciones de almacenamiento para las dos dietas fueron a una 

temperatura de 4ºC de acuerdo a las recomendaciones del proveedor para el 

mantenimiento sin pérdida de los nutrientes. 

Formación de grupos  

Se seleccionaron 40 animales homocigotos KO y se mantuvieron hasta llegar a 

madurez sexual (8 semanas) administrando biotina (SIGMA)  vía intraperitoneal 

a una concentración de 20µg/20g al día. 

Antes de formar las unidades reproductoras, todos los animales KO se pesaron 

y se compararon con animales WT para verificar la homogenidad de su 

desarrollo. Los animales que presentaron cualquier signo de deficiencia de 

biotina principalmente anormalidades locomotoras o retardo en el crecimiento no 

se incluyeron en el estudio y se les aplicó eutanasia de manera humanitaria 

mediante cámara de CO2. Una vez que los ratones llegaron a las 8 semanas, se 

formaron 4 grupos para dar inico a la suplementación a través del alimento 

(Tabla 3).  

 

Grupo Sistema de 
Apareamiento 

Tipo de Dieta 

Grupo 1 Monogámico Alimento Purificado  (A) 

Grupo 2 Monogámico Alimento Natural 

Suplementado  (B) 

Grupo 3 Trío Alimento Purificado (A) 

Grupo 4 Trío Alimento Natural 

Suplementado  (B)  

 

Además, se utilizaron 20 animales WT divididos en dos grupos (sistema 

monogámico y trío) que fueron utilizados como grupos control para descartar 

Cuadro 3. Datos de los grupos experimentales. 
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que cualquier problema reproductivo pudiera deberse a cambios en el ambiente 

o por agentes infecciosos.   

MANEJO DE DIETAS 

Las dos dietas se proporcionaron ad libitum durante un periodo de 6 meses 

obteniendo los datos reproductivos. 

OBTENCIÓN DE DATOS 

Los animales obtenidos de toda la colonia se observaron y se pesaron 

diariamente para obtener los siguientes datos reproductivos: 

DATOS DE PRODUCCIÓN EN HEMBRAS 
 

1. Tamaño de la camada  

2. Peso de la camada 

3. Peso al destete  

4. Índice de producción  

5. La proporción de sexos  

 

     DATOS DE  PRODUCCIÓN EN MACHOS  
 
Se tomaron al azar 16 machos maduros (8 WT y 8 KO) y se les realizó análisis 

de semen comparando la concentración, motilidad y morfología espermática.   

Obtención y análisis de espermatozoides epididimales 

La eutanasia se efectuó de manera humanitaria realizando dislocación cervical. 

Posterior a la eutanasia, ambos testículos junto con el epidídimo y conductos 

deferentes fueron recuperados realizando una incisión en la zona inguinal sobre 

cada testículo. La cola del epidídimo y conductos deferentes fueron retirados del 

testículo y de la grasa adyacente por disección y colocados en solución salina a 

temperatura de 37ºC para ser lavados. Estas porciones fueron seccionadas para 
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liberar a todos los espermatozoides. Una vez que se tuvo la suspensión de 

manera homogénea se tomaron 100μl de ésta para determinar el conteo y 

motilidad espermática. La concentración espermática y motilidad se determinó 

mediante el cuantificador de semen SQA-VTM(Sperm Quality Analyzer). Una gota 

de aproximadamente 40μl se colocó sobre un portaobjetos para realizar el 

análisis de la morfología efectuando una tinción con eosina-negrosina. Estos se 

realizarón por duplicado y para el caso de la morfología espermática se 

evaluaron 200 espermátozoides por muestra para determinar el número final de 

anormalidades (Bernardi & Brogliatti, 2010; Yu, 1998). 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO  

El análisis estadístico se realizó mediante una prueba de Análisis de Varianza 

(ANOVA) para comparar los distintos grupos utilizando el Programa SPSS 16.0 y 

para realizar las gráficas se utilizó el Programa GraphPad Prism 6.    
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6. RESULTADOS  

Determinación de Genotipo a partir de corte de cola de ratón empleando la 
técnica de PCR 
 
Durante un periodo de doce meses, el número total de animales obtenidos de 

los apareamientos entre ratones hembras WT y ratones machos KO fue de 150. 

Todos los animales obtenidos presentaron fenotipo de ratón de la cepa C57BL/6, 

y por la técnica de PCR se identificaron 3 diferentes genotipos dentro de la 

colonia: animales homocigotos KO, animales homocigotos WT y animales 

heterocigotos de acuerdo a la amplificación que se observó en la electroforesis. 

 

En el caso de animales homocigotos KO se evidenció una banda de 297 bp, en 

el caso de animales homocigotos WT se observó una amplificación 

correspondiente a 424 bp y finalmente en el caso de los animales heterocigotos 

la amplificación de ambas bandas evidenció la  presencia de los dos alelos 

(Figura 8). 

 

La proporción de animales de cada genotipo fue la siguiente: 44 animales 

homocigotos KO, 50 animales homocigotos WT y 56 animales de genotipo 

heterocigoto. 
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 Marcador        WT          KO         WT        HET        KO       WT 
   1000 bp         +/+          -/-          +/+         +/-        -/-       +/+   

424 bp 
 
297 bp 

Figura 8. Fotografía de la electroforesis de productos de la PCR en agarosa al 

1.5%. El patrón de bandeo se utilizó para discriminar a los 3 genotipos dentro 

de la colonia. La banda de 297 bp (carril 2 y 5) corresponde a los animales 

homocigotos KO, la banda de 425 bp (carril 1, 3 y 6) corresponde a los 

animales homocigotos WT y la presencia de ambas bandas (carril 4) 

corresponde a un animal heterocigoto.  
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Evaluación de la hembra 
 
La edad de todos los animales al crear la unidad reproductiva fue de 8 semanas 

y durante los primeros 3 días se logró visualizar el tapón vaginal tomando la 

presencia de éste como el diagnóstico de gestación. El peso promedio al 

nacimiento de animales KO  fue de 19.86+1.93g en hembras  y de 23.97+2.99g 

en machos. En el caso de animales WT, el peso promedio para hembras fue de 

19.81+0.98g y en el caso de machos fue de 23.15+2.19g. El porcentaje de 

fertilidad para animales KO fue de 85% y en animales WT fue de 90%.  

 

El tamaño promedio de la camada al nacimiento en animales WT fue de 

7.15+0.34 para los que se encontraban en apareamiento monogámico y de 

12.2+0.63 en el grupo de animales bajo un sistema de apareamiento en trío. En 

el caso de los animales KO, el promedio de tamaño de camada al nacimiento fue 

el siguiente: Grupo 1 de 5.25+0.10, Grupo 2 de 5.05+0.84, Grupo 3 de 6.95+0.55 

y Grupo 4 el promedio fue de 6.65+0.52.  

 

Al evaluar las dos dietas y el efecto sobre el tamaño de la camada al nacimiento 

de los cuatro grupos de animales KO, no se encontró diferencia significativa 

(p>0.05) al examinar los dos grupos que se encontraban en sistema 

monogámico (1 y 2) con los que se encontraban bajo sistema en trío (3 y 4). En 

donde se evidenció diferencia significativa (p<0.05) fue al realizar la 

comparación entre los sistemas de apareamiento demostrando que en el caso 

de apareamientos en tríos, el promedio de tamaño de la camada fue mayor 

contrastándolos con los apareamientos monogámicos. Además de esto, fue 

evidente la disminución del tamaño de la camada de los cuatro grupos de 

animales KO al compararlos con los animales control (WT) (Figura 9).  

 

El peso promedio de la camada al nacimiento en animales WT fue de 

8.18+0.12g en sistema de apareo monogámico y de 14.02+0.74g para los 

ratones agrupados en tríos. El promedio en los animales KO fue el siguiente: 
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Grupo 1 de 6.06+0.85g, Grupo 2 de 5.29+0.94g, Grupo 3 de 8.44+0.84g y 

finalmente, para el Grupo 4 fue de 8.51+0.52g.  

  

Al comparar las dos dietas sobre el peso promedio de la camada al nacimiento, 

sólo se encontró diferencia significativa (p<0.05) al contrastar los apareamientos 

monogámico con los apareamientos en trío y con estos datos se puede observar 

una tendencia a ser mayor el peso al nacimiento en el caso de apareamientos 

en trío. El peso promedio de animales WT también es mayor con respecto a los 

4 grupos de animales KO (Figura 10).  

 

Durante la etapa de lactancia hubo mortalidad tanto en los animales WT como 

en los 4 grupos de animales KO. La mortalidad en animales control fue del 5% y 

en el caso de ratones KO el promedio de animales destetados de las unidades 

reproductivas en sistemas monogámicos fue de 80% y en las unidades 

reproductivas en trío fue de 90%. El peso promedio de camadas WT destetadas 

fue de 60.60+2.14g en sistema de apareamiento monogámico y de 

119.31+17.80g en sistema de tríos. Para el caso de animales KO los pesos 

promedios de la camada al destete fueron los siguientes: Grupo 1 de 

43.89+1.50g, Grupo 2 de 34.80+7.61g, Grupo 3 de 59.46+4.15g y Grupo 4 de 

56.83+3.51g. 

 

Al examinar si hay un efecto importante de las dietas sobre el peso promedio de 

las camadas al momento del destete, es evidente que no existe diferencia 

significativa al compararlas pero si existe diferencia de peso (p<0.05) de acuerdo 

al sistema de apareamiento que se maneja (Figura 11).  

 

El total de animales destetados durante los 6 meses fue de 446 ratones 

distribuidos de la siguiente manera: Grupo 1 con 96 animales, Grupo 2 con 78 

animales, Grupo 3 con 139 animales y Grupo 4 con 133 animales. La proporción 

de machos y hembras fue de 55.1% y 44.9% respectivamente.  
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El índice de eficiencia reproductiva  para el Grupo 1 fue de 0.30, para el Grupo 2 

fue 0.30, para el Grupo 3 de 0.36 y para el Grupo 4 de 0.36, no existiendo 

diferencias significativas (p>0.05) en estas últimas comparaciones entre dietas y 

sistemas de apareamiento. 
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Figura 9. Comparación de la Dieta Purificada y Dieta Natural sobre el Tamaño 

Promedio de la Camada al Nacimiento. Cada control (columna 1 y 4) se 

comparó con la dieta correspondiente y con el sistema de apareamiento. Con 

base en esto, se encontró que no hubo diferencia significativa al examinar las 

dietas sobre los grupos, las columnas 2,3, 5 y 6 muestran que las camadas 

fueron homogéneas independientemente de la dieta que se les proporcionó. 

En el caso de apareamiento en trío, el tamaño promedio de la camada fue 

mayor comparándolos con los apareamientos monogámicos, por lo que en 

este caso si existe diferencia significativa (p<0.05). 

La disminución del tamaño de la camada en los 4 grupos de animales KO es 

indiscutible al observar el comportamiento de los animales WT. 
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Figura 10. Comparación de la Dieta Purificada y Dieta Natural sobre el Peso 

Promedio de la Camada al Nacimiento. Cada control (columna 1 y 4) se 

comparó con la dieta correspondiente y con el sistema de apareamiento. En 

esta gráfica se muestra que no existe diferencia significativa al examinar las 

dietas sobre los diferentes grupos, el peso de las camadas no se notó 

influenciada por efecto de alguna dieta en particular.  

Sólo se encontró diferencia significativa (p<0.05) al contrastar los 

apareamientos monogámicos (columna 2 y 3) con los apareamientos en trío  

(columna 5 y 6) y con estos datos se puede observar una tendencia a ser 

mayor el peso al nacimiento en el caso de apareamientos en trío. 

El peso promedio de animales KO también es mayor con respecto a los 

cuatro grupos de animales KO. 
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Figura 11. Comparación de la Dieta Purificada y Dieta Natural sobre el Peso 

Promedio de la Camada al Destete. Cada grupo control (columna 1 y 4) se 

comparó con la dieta y con el sistema de apareamiento correspondiente.  No 

existe diferencia significativa al comparar las dietas pero si existe diferencia 

de peso (p<0.05) de los animales destetados de acuerdo al sistema de 

apareamiento que se maneja. En las columnas 1-3 se puede observar que las 

camadas que se encuentran bajo un sistema monogámico tienen menor peso 

al destete al compararlos con los animales que se encuentran bajo un sistema  

de tríos (columna 5 y 6). Además de esto, se notó que la mortalidad fue mayor 

en el caso de sistemas monogámicos. 

Los animales WT bajo un sistema de monogamia producen camadas al 

destete del mismo peso que los animales KO que se encuentran en trío. 
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EVALUACIÓN DEL MACHO  

Al no encontrar diferencias significativas durante el desarrollo al proporcionar la 

Dieta Purificada y la Dieta Natural Suplementada en los diferentes grupos, para 

este estudio se utilizaron cuatro machos con dieta A y cuatro machos con dieta 

B y se compararon con ocho machos  C57BL/6 WT. 

El peso promedio de estos animales, en el caso de animales WT fue de 

23.77+1.24g y en animales KO fue de 27.6+2.45g. Se obtuvo el peso de los 

testículos y en el caso del testículo izquierdo, el promedio fue de 0.1025+0.015g 

para animales WT y de 0.1143+0.010g para animales KO. El  peso promedio del 

testículo derecho fue de 0.099+0.018g para animales WT y de 0.1091+0.011g. 

De acuerdo al análisis estadístico (p>0.05), no existe evidencia suficiente para 

decir que el peso testicular es variable entre el grupo WT y KO (Figura 12). 

En el análisis de la concentración espermática entre los dos grupos, los 

resultados demostraron que la concentración espermática en animales WT fue 

de 34.68+5.49 millones/ml y en los animales KO, la concentración espermática 

fue de 20.96+3.38 millones/ml. Estos resultados indican una diferencia 

significativa al comparar estos datos (p<0.05), pues los animales WT tienen una 

concentración espermática superior a los animales KO (Figura 13). 

Al evaluar la motilidad espermática, se encontró que los espermatozoides de los 

animales WT presentaron una motilidad de 64.58+4.37% y en los animales KO 

se observó una motilidad de 54.58+9.56%. Con base en estos datos se encontró 

un diferencia estadística (p<0.05) evidenciando que del volumen obtenido, el 

eyaculado de animales KO presenta mayor cantidad de espermatozoides con 

alteraciones en la motilidad o con mayor susceptibilidad a morir más 

rápidamente (Figura 14).  

Tanto los ratones WT como los ratones KO evaluados presentaron alteraciones 

en la morfología de los espermatozoides. Las anormalidades que más se 

encontraron y evaluaron fueron: cabezas triangulares, cabezas ovaladas y 
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flagelos ondulados (Figuras 15-18).  

En los animales WT, se encontró un promedio de cabezas triangulares de 

19.7+2.9%, 11.6+1.9% de cabezas ovaladas y  11.6+2.7% de flagelos 

ondulados. En los animales KO, el porcentaje promedio de cabezas triangulares 

fue de 35.5+0.03%, cabezas ovaladas de 20.1+0.02% y de flagelos ondulados 

de 39+0.034%. Con base en estos resultados es posible decir hay diferencia 

estadística (p<0.05) en la comparación de la morfología entre animales KO y 

animales WT. Los animales KO presentan mayor cantidad de espermatozoides 

con alteraciones en su morfología (Figura 19). 
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Figura 12. Comparación del Tamaño Testicular en ratones WT y KO de 16 

semanas de edad. Con base en los datos obtenidos al pesar los testículos, en 

esta gráfica se observa que no existe diferencia estadísticamente significativa 

(p>0.05) al comparar el tamaño testicular izquierdo  (columna 1 y 2)  y 

derecho (columna 3 y 4) de ambos grupos. 

Es evidente que si existe diferencia significativa (p<0.05) al comparar el 

tamaño testicular de cada genotipo, es decir el tamaño y peso del testículo 

izquierdo es mayor tanto en animales WT como animales KO.  

 

* * 
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Figura 13. Concentración espermática de ratones WT (columna 1) y KO 

(columna 2) de 16 semanas de edad. Los ratones WT produjeron, en 

promedio, 35 millones de espermatozoides/mL mientras que los animales KO 

produjeron 20 millones/mL. Estos resultados indican una diferencia 

significativa al comparar estos datos (p<0.05), demostrando que los animales 

WT tienen una concentración espermática superior a los animales KO. 
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Figura 14. Motilidad espermática de ratones WT (columna 1) y KO (columna 

2) de 16 semanas de edad. De la concentración total de espermatozoides, se 

encontró un porcentaje promedio de motilidad de 64.58% en los ratones WT y 

de  54.58% en animales KO, notando una diferencia estadística (p<0.05) y 

evidenciando que los espermatozoides de animales KO presentan menor 

motilidad. 
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Figura 15. Fotografía de espermatozoide de ratón C57BL/6 WT de 16 semanas 

de edad sin alteraciones en su morfología. Tinción eosina-negrosina. Aumento 

40X. 
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Figura 16. Fotografía de espermatozoide de ratón KO deficiente de biotinidasa 

de 16 semanas de edad mostrando diferentes espermatozoides y evidenciando 

uno con alteraciones en la morfología de cabeza (cabeza triangular o forma de 

flor de loto). Tinción eosina-negrosina. Aumento 40X. 
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Figura 17. Fotografía de espermatozoide de ratón KO deficiente de biotinidasa 

de 16 semanas de edad mostrando diferentes espermatozoides y evidenciando 

algunos con alteraciones en la morfología de cabeza (cabeza triangular). 

Tinción eosina-negrosina. Aumento 40X. 
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Figura 18. Fotografía de espermatozoide de ratón KO deficiente de biotinidasa 

de 16 semanas de edad mostrando diferentes espermatozoides y evidenciando 

algunos con alteraciones en el flagelo (flagelo ondulado). Tinción eosina-

negrosina. Aumento 40X. 
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Figura 19. Morfología espermática de ratones WT y ratones KO. Ambos 

grupos presentaron anormalidades en morfología de cabeza y flagelo. En esta 

gráfica se puede observar el porcentaje de las anormalidades evaluadas 

(cabeza triangular en la columna 1 y 2, cabeza ovalada en la columna 3 y 4 y 

flagelo ondulado en la columna 5 y 6), con una diferencia significativa 

(p<0.05)  se observó que los animales KO presentaron el doble de 

espermatozoides con alteraciones en su morfología del total del eyaculado 

obtenido. 
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7. DISCUSIÓN 

El impacto que los animales transgénicos o knock-out han tenido en las 

biociencias es innegable, en particular para el estudio de la función y la 

regulación de los genes y para la simulación de enfermedades humanas , con la 

siguiente búsqueda de nuevas terapeúticas (Cavagnari, 2010). 

La biotina es una vitamina hidrosoluble clasificada dentro de las vitaminas del 

complejo B. En los mamíferos, la biotina sirve como un cofactor esencial de 4 

carboxilasas involucradas en la síntesis de ácidos grasos, metabolismo de 

aminoácidos y gluconeogénesis. Por lo tanto,  la deficiencia de biotina provoca 

una disfunción de éstas vías metabólicas resultando principalmente en 

anormalidades en sistema tegumentario observándose lesiones como dermatitis, 

alopecia y convulsiones además de problemas neurológicos (Pindolia et al., 

2010; Vilches-Flores & Fernandez-Mejia, 2005). En la actualidad, cada vez es 

más importante conocer el papel que juega la biotina como regulador de la 

expresión de los genes (Fernandez-Mejia, 2005).   

Además de lo descrito, se sabe que la biotina es esencial para la reproducción 

en mamíferos. Los primeros estudios que se realizaron buscando los efectos de 

la deficiencia de biotina informaron que se observaron malformaciones 

congénitas como micromelia en embriones de pollo. Conjuntamente a esto, 

Watanabe y colaboradores (1991) observaron lesiones histológicas de diversos 

órganos de la descendencia de ratas que fueron alimentadas con una dieta 

deficiente de biotina antes y durante la gestación (Watanabe & Endo, 1991; 

Watanabe et al., 2009).   

Este trabajo tuvo como objetivo principal evaluar un método alternativo para 

suplementar biotina a ratones knock-out en etapa reproductiva con el propósito 

de mejorar la calidad de vida de éstos, minimizando su manejo y causándoles 

dolor y molestia innecesaria (Rodríguez-Yunta, 2007). 

El presente estudio permitió una comparación simultánea de los efectos de dos 
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dietas (dieta purificada y dieta natural suplementada), dos sistemas de 

apareamiento (monogámico y trío) y sobre una colonia de ratones reproductores 

KO deficientes al gen de la biotinidasa. Nuestros resultados demuestran que no 

se encontraron diferencias significativas en indicadores reproductivos obtenidos 

tales como: porcentaje de fertilidad, índice de eficiencia reproductiva, tamaño de 

la camada al nacimiento y peso de la camada al nacimiento y destete, 

demostrando que ambas dietas fueron capaces de mantener  a los animales en 

etapa reproductiva y de crecimiento. Estos datos obtenidos son muy 

beneficiosos debido a que por las características de formulación de una dieta 

purificada el costo es muy elevado si se compara con una dieta natural. Un 

aspecto importante a considerar dentro de los bioterios es que más del 50% de 

los costos  son destinados al alimento debido a las características genéticas y 

los elementos que requieren en la etapa de mantenimiento y reproducción 

(Festing & Ford, 1981; Peters et al., 2002). 

Al realizar la comparación de las dos dietas y el efecto sobre los diferentes 

grupos se demostró que ambas se encontraban con la cantidad suficiente de 

biotina para que las características genéticas  de los ratones, es decir, la 

deficiencia de biotinidasa no afectara negativamente la fertilización, implantación 

o desarrollo embrionario pues el ciclo estral, duración de la gestación y 

características de la progenie fueron similares a los ratones silvestres 

(Watanabe et al., 2009; Watanabe T., 1996).  El porcentaje de animales con 

signos de deficiencia de biotina durante la lactación fue de <10% del total de la 

colonia, observándose mayormente microftalmia. Sin embargo, es importante 

mencionar que el fondo genético de este modelo es el ratón C57BL/6 que tiene 

esta susceptibilidad de manera natural (Ayadi, et al., 2011; Fox et al., 2002). 

También se consideró la posibilidad de causar consecuencias debido  al exceso 

de la vitamina en la dieta, pues los efectos del exceso de biotina también han 

sido reportados con algunos estudios utilizando ratas, y comprobando que 

excesivas cantidades  de biotina (205μmol/kg) provocan reabsorción, aumento 

de la concentración de estradiol y disminución de la cantidad de folículos 

primarios en el ovario (Paul & Duttagupta, 1973). Báez- Saldaña (2009), 
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menciona que la rata es más susceptible a los efectos del exceso de biotina  y 

demostrándolo en ratonas BALB/c a las cuales les administró una dosis 

farmacológica de biotina (400μmol/kg) sin evidenciarse estos efectos (Baez-

Saldana et al., 2009). 

Se encontraron diferencias significativas en el sistema de apareamiento 

utilizado, los apareamientos en trío independientemente de la dieta que se les 

proporcionó fueron los que produjeron mayor cantidad de animales y de mejor 

calidad fenotípica desarrollándose más rápidamente que la progenie de los 

apareamientos en trío. De acuerdo a las recomendaciones de Pindolia (2011), el 

sistema de apareamiento bajo el cual se deben mantener los animales para un 

mejor control de la reproducción es el sistema de monogamia y realizándolo con 

animales que presenten genotipo heterocigoto (BTD+/-) debido a que la 

expresión de un transgen en animales con genotipo homocigoto (BTD-/-) puede 

afectar la viabilidad y fertilidad de una cepa. Festing (1981), menciona que para 

producir ratones suficientes para los experimentos lo indicado es tener múltiples 

parejas reproductoras hermana-hermano o establecer tríos conformados por dos 

hembras y un macho (Festing & Ford, 1981). La mayoría de las cepas producen 

más descendencia por jaula si se aparean en tríos o en harem debido a que las 

hembras se ayudan con el cuidado de las crías por lo que mayor número de 

animales al momento de destete (Nagy et al, 2002).  

En relación al genotipo, se planteó la posibilidad de reproducir animales con 

genotipo homocigoto (BTD-/-) y no heterocigoto (BTD+/-)  como se recomendaba 

debido a la limitación de espacio dentro del bioterio y el exceso de animales que 

se requieren tomando en cuenta que no se observaron animales con fenotipos 

indeseables, tales como la letalidad embrionaria o infertilidad con su debida 

suplementación (Conner, 2005; Conour, 2000),  por lo que el sistema de 

cruzamiento de animales recomendado por Pindolia (2011) únicamente se aplicó 

para expandir la colonia a partir de la colonia núcleo, observándose una relación 

de genotipos BTD+/+, BTD+/- y BTD-/- para animales recién destetados de 1:2:1 

criados a partir de estos animales heterocigotos. En este estudio se pudo 
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demostrar que en el caso de esta colonia de ratones se pueden aparear y 

mantener animales homocigotos KO (BTD-/-)  sin  verse afectada la colonia de 

una manera importante y satisfaciendo la demanda de animales para los 

diferentes experimentos para los cuales se requirieron durante el periodo en el 

que éste trabajo se desarrolló.  

El análisis de la calidad seminal se realizó comparando los diferentes grupos 

para evaluar la existencia de diferencias por efecto de las dietas, al no 

encontrarlas todos los animales KO se compararon con animales silvestres y las 

alteraciones encontradas se asociaron más a sus características genéticas que 

debido a la dietas (Sun, 2006; Toshimori & Ito, 2003). La evaluación de la 

calidad del espermatozoide se requiere para llevar a cabo una fertilización 

exitosa; por lo tanto cambios en la motilidad, concentración o morfología indican 

irregularidades en los procesos de formación o maduración, este último siendo 

proceso que se adquiere durante su paso por el epidídimo (Hafez, 2002; Galina 

& Valencia, 2008).  

En este trabajo se evidenciaron cambios significativos en el análisis de la calidad 

seminal de los animales KO al ser comparados con los animales WT. Uno de los 

cambios más evidentes fue la concentración espermática, pues los animales KO 

presentaron una concentración espermática muy baja (20 millones/mL) con 

respecto a los animales WT (35millones/mL). Existe poca información en 

relación a la biotina y los efectos sobre la espermatogénesis. En los mamíferos, 

la espermatogénesis depende principalmente de la testosterona que producen 

los endocrinocitos intersticiales (células de Leydig) y actúa sobre los túbulos 

seminíferos para impulsar la espermatogénesis (Sawamura et al., 2014). 

Dakshinamurti y colaboradores (2005) han demostrado que los niveles séricos 

de testosterona se encuentran disminuidos en ratas deficientes de biotina y que 

además la deficiencia de biotina estaba acompañada por un grado significativo 

de desprendimiento del epitelio de los túbulos seminíferos en estas ratas. El 

tratamiento de estas ratas con gonadotropinas o biotina aumenta los niveles 

séricos de testosterona, sin embargo, incluso cuando los niveles de testosterona 
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se mantienen en niveles altos en las ratas que se les implanta gonadotropinas, 

el aumento de testosterona en suero no resulta en la espermatogénesis normal 

(Dakshinamurti, 2005; Sawamura et al., 2014). 

Existen informes de que la administración de biotina sola o en combinación con 

testosterona a ratas deficientes de biotina permite una espermatogénesis normal 

sugiriendo que la biotina podría estar involucrada en la formación de factores a 

nivel testicular que son requeridos adicionales a la testosterona y permitan la 

interacción entre los endocrinocitos intersticiales, epiteliocitos de sostén (células 

de Sertoli) y células peritubulares. (Dakshinamurti, 2005; Paulose et al., 1989). 

Hasta el momento no se ha encontrado una asociación entre la deficiencia de 

biotina y el efecto sobre la motilidad espermática, pero existen datos que 

mencionan que la oligospermia en muchos mamíferos es acompañada de 

alteraciones importantes en la motilidad y morfología (Cooper & Barfield, 2006; 

Oehninger, 2014; Teers & Huhtaniemi, 2015). Adicional a esto, se pueden 

explicar cambios en la motilidad debido a la disminución de actividad enzimática 

en las mitocondrias, sin embargo, para poder afirmar esto se tienen que realizar 

estudios más específicos.  

Se demostró que los animales KO presentaron un mayor índice de 

espermatozoides con anormalidades estructurales. Kishikawa (1999) menciona 

que en muchas especies de mamíferos, incluyendo seres humanos y los 

grandes simios, los machos producen un considerable número de 

espermatozoides morfológicamente anormales. Entre mayor tengan este índice 

hay problemas de fertilidad debido a que son menos capaces de pasar a  través 

del cuello uterino, la unión útero-tubárica y tener las interacciones con la zona 

pelúcida para fertilizar al ovocito (Sinowatz et al., 2001). Algunas cepas de 

ratones (por ejemplo C57BL/6/Kw, PL/J2-azh y BALB/c) se sabe que producen 

una alta proporción de espermatozoides anormales (Kishikawa, Tateno, & 

Yanagimachi, 1999). El aumento de anormalidades en la morfología de los 

animales KO no puede ser asociado a la dieta, pues los datos reproductivos 
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obtenidos en este trabajo son similares a los de Pindolia y colaboradores (2011). 

Indudablemente, la alteración de la morfología en los ratones KO provocó una 

disminución en el porcentaje de fertilidad al compararse con los animales WT. 

Sin embargo, esto no represento un problema grave para expandir y mantener la 

colonia durante el ciclo productivo. 

Finalmente, no se encontraron diferencias significativas al comparar el peso 

testicular de animales KO y WT; sin embargo, se notó una variación entre el 

peso testicular derecho e izquierdo independiente del tipo genético, siendo más 

pesado el testículo izquierdo y confirmando diferentes estudios donde se 

demuestra la asimetría del peso testicular en diferentes especies animales, sin 

embargo, hasta el momento no existe explicación de la importancia de este 

fenómeno (Yu, 1998; Teers & Huhtaniemi, 2015). 
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8. CONCLUSIONES 

1.- La Dieta Purificada al igual que la Dieta Natural Suplementada mantienen 

ratones KO en etapa reproductiva deficientes al gen de la biotinidasa (Btd-/-). 

2.- El mejor sistema de apareamiento es colocando dos hembras y un macho 

(tríos) permitiendo una mayor producción de animales con mejor desarrollo en la 

etapa de lactancia. 

3.- Se demostró que no es necesario aparear animales heterocigotos, ya que los 

animales homocigotos KO son capaces de mantener a los animales durante la 

etapa crítica de desarrollo. 

4.- La concentración espermática, motilidad y morfología espermática es 

diferente en los animales KO y WT, sin embargo, esto no afectó el índice de 

fertilidad permitiendo obtener progenie viable. 
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