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RESUMEN  ⼀

La deficiencia de biotina lleva a la disminución  de ATP, el incremento de ADP y AMP y 

la subsecuente activación de AMPK. Por lo cual se propuso que en esta condición, la 

función mitocondrial podría estar alterada. Esto fue apoyado por reportes previos de que 

la deficiencia de biotina causa la disminución de componentes de la cadena respiratoria 

junto con cambios en la ultra-estructura mitocondrial. Así pues se propuso el objetivo de 

evaluar el efecto de la deficiencia de biotina sobre la fosforilación oxidativa, así como a 

los mecanismos implicados. Se encontró que en mitocondrias aisladas de hígado de 

rata la deficiencia de biotina disminuye la velocidad de consumo de oxígeno, la actividad 

del Complejo IV  y las concentraciones de los citocromos cc1, b y aa3. En diversos 

tejidos se encontró una disminución en la masa mitocondrial, la cual correlaciona con el 

incremento de dos proteínas asociadas a la mitofagia: BNIP3 y PINK, así como las 

proteínas HIF-1alfa y STAT3 que disminuyen la función mitocondrial. Debido a lo 

anterior se evaluó la posibilidad de que STAT3 fuera el responsable de los efectos 

observados en la deficiencia de biotina. Para probar este planteamiento se inhibió a 

STAT3 con el inhibidor CAS 1041438-68-9 (Inhibidor de STAT3 VII)   en células 

deficientes de biotina y se observó que las alteraciones sobre la masa mitocondrial y la 

expresión de BNIP3 y PINK vuelve al nivel del control. De manera contraria, la 

activación de STAT3 en células controles usando IL-6 causa efectos muy similares a la 

deficiencia de biotina. En conclusión, STAT3 es al menos en parte responsable de los 

efectos negativos de la deficiencia de biotina sobre la función mitocondrial, 

probablemente a través de activar a HIF-1alfa. 

 

Margarita
Texto escrito a máquina
/ ABSTRACT
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ABSTRACT 

Biotin deficiency leads to the decrease of ATP and increase of ADP and AMP and the 

subsequent activation of AMPK. Hence it is proposed that this condition is the cause of 

impaired mitochondrial function. The latter is supported by previous reports which 

indicate that in biotin deficiency some respiratory chain components are decreased along 

with alterations in mitochondrial ultrastructure. Thus the objective of this work is to 

evaluate the effect of biotin deficiency on oxidative phosphorylation, and the 

mechanisms implicated. It was found that in rat liver isolated mitochondria that biotin 

deficiency reduces the consumption of oxygen, the activity of complex IV and 

cytochrome cc1, b and aa3 concentrations. In various tissues it was found a decrease in 

mitochondrial mass, which correlates with the increase of two proteins associated with 

mitophagy: BNIP3 and PINK. The proteins STAT3 and HIF-1that decrease 

mitochondrial function were also over expressed. The possibility that STAT3 was 

responsible for the effects in mitochondrial function observed in biotin deficiency was 

evaluated. To test this, the STAT3 inhibitor CAS 1041438-68-9 (Inhibitor de STAT3 VII) 

was used in biotin-deficient cells. Mitochondrial mass and the expression of BNIP3 and 

PINK in biotin-deficient cells with STAT3 inhibitor were similar to controls. Conversely, 

activation of STAT3 in control cells using IL-6 caused the increase of PINK, BNIP3 and 

HIF-1alphasimilar to biotin deficient cells. In conclusion, STAT3 is at least partly 

responsible for the negative effects of biotin deficiency on mitochondrial function, 

probably through activating HIF-1alpha. 
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1. INTRODUCCION 

La biotina, también conocida como vitamina H o B7, fue identificada en 1936 por Kögl y 

Tönis cuando estudiaban los requerimientos esenciales para el crecimiento de levaduras 

(1). Sin embargo, fueron varios años después cuando se empezaron a elucidar las 

funciones de esta vitamina. En 1950 se demostró que la biotina es un componente 

indispensable para las reacciones de carboxilación, más tarde en 1958 se encontró una 

asociación entre la biotina y la enzima acetil CoA carboxilasa (2). Estudios posteriores 

demostraron que la biotina es cofactor de esta enzima además de otras enzimas que 

participan en reacciones de carboxilación importantes para el metabolismo intermedio 

(3).  

1.1. Estructura de la biotina y su función como grupo prostético 

La estructura de la biotina consiste en dos anillos fusionados, uno llamado imidazol y 

otro de tetrahidrohidrotiofeno, que contiene azufre, este anillo tiene unida una cadena 

lateral compuesta por cinco carbonos denominada ácido valérico y termina con un grupo 

carboxílico (Figura 1) (4). 

 

Figura 1. Estructura de la biotina 
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La función de la biotina como grupo prostético se identificó por la unión covalente entre 

la biotina y las carboxilasas. En mamíferos existen cinco carboxilasas: la piruvato 

carboxilasa (PC), la acetil CoA carboxilasa 1 y 2 (ACC 1/2), la propionil CoA carboxilasa 

(PCC) y la metilcrotonil CoA carboxilasa (MCC) (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Éstas, son sintetizadas como apoenzimas, por lo cual requieren de unirse a la biotina 

para tener actividad.  Esta unión es catalizada por una enzima específica: la proteína 

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

que depende de ATP y ocurre en dos pasos (5-6):  

ATP+ Biotina + HCS  → Biotina- AMP-HCS + PPi 

biotina- AMP-HCS + apocarboxilasa → holocarboxilasa + AMP + PPi + HCS 

Figura 2. Interrelación entre las rutas metabolicas catalizadas por las enzimas dependientes de 
Biotina. MCC: metil crotonil CoA carboxilasa,  ACC:  acetil CoA carboxilasa, PC: piruvato 
carboxilasa, PCC: propionil CoA carboxilasas. (Imagen tomada y modificada de: 

http://biochem4.okstate.edu/~firefly/Bioch5853/Minireviews/MR2.98%20folder/XW.MR.298/XW.MR.2.98.htm) 
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Las carboxilasas dependientes de biotina catalizan la unión covalente del bicarbonato a 

ácidos orgánicos y se produce mediante una secuencia de reacciones (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

intermediario llamado carboxifosfato, el cual se descompone en bióxido de carbono. El 

Figura 3. Reacciones de las carboxilasas dependientes de biotina. Las carboxilasas 
dependientes de biotina catalizan la unión covalente del bicarbonato a ácidos orgánicos 
mediante la siguiente secuencia: primero, el bicarbonato y el ATP forman un intermediario 
llamado carboxifosfato (paso 1-3). Posteriormente, el CO

2
 formado puede reaccionar con la 

biotina para formar carboxibiotina (paso 3). En la segunda fase de la reacción (pasos 5-7), el 
CO

2
 reacciona con el piruvato para forma oxalacetato (ejemplo de la reacción mediada por la 

piruvato carboxilasa) (Imagen tomada y modificada del libro Principios de Bioquímica 4ª 
Edición, Leninger 2007).        
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CO2 reacciona con el nitrógeno 1 del motivo biotinil en la holocarboxilasa para formar 

1´-N-carboxibiotinil carboxilasa con la liberación de fosfato inorgánico. 

Subsecuentemente, la biotina actúa como acarreador para transportar el CO2, desde un 

sitio activo a otro en la misma enzima. En una segunda fase, el 1´-N-carboxibiotinil 

carboxilasa   incorpora el CO2 a un aceptor específico para cada carboxilasa que se 

libera en el segundo sitio activo (7). Finalmente las holocarboxilasas son degradadas 

proteolíticamente generando péptidos de biotinil, éstos son degradados por la 

biotinidasa para liberar la biotina, la cual puede ser reutilizada por otras carboxilasas (8).     

 

1.2. Función de la biotina en la regulación de la expresión de genes  

Además de su papel como grupo prostético, la biotina tiene otras funciones biológicas, 

tales como la regulación de genes a nivel transcripcional y/o postranscripcional; dichos 

genes participan en diversos procesos, por ejemplo: el metabolismo de la glucosa (9-

11).  

En procariontes, específicamente en E. coli, la biotina puede regular su propia síntesis a 

través del operón Bio. Debido a la función reguladora que tiene la biotina en 

procariontes, se comenzó a estudiar esta función en eucariontes. Las levaduras no son 

capaces de sintetizar biotina de novo, al igual que otros eucariontes, no obstante, estos 

organismos aún conservan genes que le permiten sintetizarla a partir de precursores 

como el pimeloil- CoA o el ácido 7-ceto-8-aminopelargónico (KAPA). Estos son 

introducidos a la célula por medio de los transportadores Bio5p y la proteína permeasa 
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de biotina (vht1) y posteriormente son metabolizadas para generar biotina por los genes 

Bio1 (12-14).  

En mamíferos se ha observado que la biotina puede modificar la expresión de diversos 

genes (15). En el laboratorio del Dr. Velázquez se estudió el efecto de la deficiencia de 

biotina sobre la expresión de genes asociados a su propia función. Se observó que 

cuando se produce deficiencia de biotina en ratas, disminuye la expresión de la 

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

son el hígado, el riñón y el musculo esquelético. Esta disminución se revierte con la 

administración intravenosa de biotina en un lapso de 24 horas. Resultados similares se 

observaron en la línea celular HepG2 crecidas en un medio de cultivo libre de biotina 

durante 15 días (16 y 17).   

De la misma forma, la biotina tiene efectos en  la expresión de otros genes que no están 

asociados a su función. Dakshinamurti demostró que las concentraciones del RNA 

mensajero de glucocinasa (GK) disminuyen en la  deficiencia de biotina. Además 

estudios realizados en ratas diabéticas demostraron que la expresión génica de la 

fosfoenol piruvato carboxicinasa (PEPCK) esta aumentada con respecto al control, y 

que la administración de biotina disminuye su expresión (18-24). 

La biotina también afecta la expresión de algunos oncogenes como son: N-myc, C-myb 

y raf. La expresión de estos genes disminuye  en un 47% cuando se incrementa las 

concentraciones de biotina a 25 pM. De manera similar, disminuye la expresión de 

varios factores de transcripción como NF-kB, SP1 y SP3 así como el receptor de la 

interleucina 2 (IL-2) y la interleucina 4 (IL-4) en células Jurkat (25-27).   
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1.3. Fuentes de biotina en la dieta 

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

en las proteínas y una vez en el intestino la unión es degradada por proteasas para 

generar biocitina (biotinil--lisina) y péptidos unidos a biotina. Posteriormente la enzima 

biotinidasa libera a la biotina de la biocitina y de los péptidos para así poder ser 

absorbida en el intestino (28).  

El transporte de la biotina al interior de la célula se realiza a través de transporte pasivo 

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

extracelular excede 25 Mol/L. Por el contrario, cuando la concentración es menor a 5 

Mol/L, predomina el transporte activo en donde la captación esta mediada por dos 

trasportadores: uno conocido como transportador multivitamínico de sodio (SMVT) y en 

menor medida otro conocido como transportador de monocarboxilatos (MCT1) (29 y 30).    

La síntesis de biotina se lleva a cabo por las plantas, la mayoría de las bacterias y 

algunos hongos.  Los mamíferos deben obtener la biotina de fuentes externas como son 

la dieta o la flora microbiana intestinal. El requerimiento diario de biotina no se conoce 

con exactitud y por tanto, las recomendaciones para el consumo adecuado se basan en 

el consumo promedio de poblaciones aparentemente sanas. La tabla 1 muestra las 

recomendaciones de consumo de biotina para las distintas etapas de la vida.  

Se debe tomar en cuenta que estas recomendaciones son inciertas porque el contenido 

de biotina en la mayor parte de los alimentos no ha sido estudiado por ensayos 

químicos específicos. Sin embargo; se sabe que la biotina está ampliamente distribuida 



15 
 

en los alimentos: la yema de huevo, la carne, cereales y algunos vegetales son los 

alimentos con mayor contenido de biotina (31-32). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4. Deficiencia de Biotina 

La primera prueba de la necesidad de biotina en la dieta humana viene de 

Sydenstricker, 1942 (33). En este estudio se sometieron a adultos voluntarios a una 

dieta completa en calorías, proteínas y vitaminas, excepto en biotina. Lo anterior se 

logró suplementando diariamente la dieta con 200 g de huevo crudo. Después de 3 a 4 

semanas los voluntarios desarrollaron una dermatitis escamosa, después de 7 semanas 

mostraron una llamativa palidez grisácea la cual fue atribuida en parte a cambios en la 

hemoglobina, lo cual se acompañó de anemia microcítica a pesar de un adecuado 

consumo de hierro.  Además de prominentes síntomas de cambios en el estado mental, 

Tabla 1. Consumo adecuado de Biotina 

(Tomada y modificada del libro Principios de Bioquímica 4ª Edición, Leninger 2007)  
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mialgias, parestesia localizada y anorexia acompañada con náuseas.  Algunos 

individuos se quejaron de dolor en el pecho y sus electrocardiografías mostraron 

evidencia de isquemia coronaria. Así mismo se presentaron incrementos en los 

pigmentos biliares y colesterol en el flujo sanguíneo.  Todos los síntomas fueron 

revertidos dentro de los 5 días consecutivos a una inyección diaria de 150 g de biotina. 

Otras manifestaciones clínicas comunes en la deficiencia de biotina son: alopecia. 

ataxia, hipotonía, acidosis cetogénica y/o orgánica, convulsiones, infecciones e irritación 

en la piel especialmente alrededor de los ojos, boca y nariz, alteraciones en el sistema 

inmune, y por último, retraso en el desarrollo en niños (34).    

El consumo de huevo crudo es la principal causa de deficiencia de biotina, ya que la 

avidina contenida en la clara  atrapa a la biotina y no permite su absorción (35). Otras 

causas de deficiencia de biotina son: 

- Nutrición parenteral total sin suplementación de biotina (36).  

- El uso prolongado de algunas drogas anti convulsionantes como fenitoina, 

primidona, y carbamazepina puede llevar a deficiencia de biotina, ya sea porque  

inhiben el transporte de biotina en la mucosa intestinal o porque aceleran su 

catabolismo (37). 

- Malnutrición severa (38). 

- Embarazo. Se ha observado que la deficiencia de biotina es muy común en 

mujeres embarazadas y tiene implicaciones muy importantes en el desarrollo del 

feto ya que es teratogénica (39). 
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1.4.1.  Efectos de la deficiencia de biotina sobre el metabolismo celular y vías de 

señalización 

Ortega-Cuellar y col (40)  demostraron a través de microarreglos que en realidad la 

deficiencia de biotina no solo afecta la expresión de glucocinasa sino que cambia la 

expresión de una gran variedad de genes asociados al metabolismo del carbono. Le 

deficiencia de biotina lleva a una disminución considerable de la expresión de genes que 

codifican para enzimas que actúan en la glucólisis, tales como: la glucocinasa, la 

piruvato cinasa, y la lactato deshidrogenasa, entre otras.  Mientras que la expresión de 

fosfoenol piruvato carboxicinasa, enzima que participa en la gluconeogénesis esta 

aumentada. Por otro lado, los genes involucrados en el metabolismo de lípidos también 

cambiaron su expresión en la deficiencia de biotina. La ATP citrato liasa, la sintasa de 

ácidos grasos y la acetil coenzima A carboxilasa son enzimas que participan en la 

síntesis de ácidos grasos, y cuya expresión disminuye en la deficiencia de biotina. Por 

su parte, la expresión genica de las enzimas Carnitin Palmitoil Transferasa 1 y la Acil 

Coenzima A  Deshidrogenasa, que corresponden a la vía de -oxidación de ácidos 

grasos, están considerablemente aumentadas (40).  

Los cambios en la expresión génica estaban acompañados de adaptaciones en diversas 

vías de señalización como es la cinasa activada por AMP (AMPK) proteína que es 

conocida como el sensor energético celular. Esta proteína se encontró más fosforilada 

(en el sitio de activación) en el  hígado de ratas deficientes de biotina. Como lo indica su 

nombre, el principal activador de AMPK es el aumento de las concentraciones de AMP.  

Cuando la relación ATP/ADP cae, ya sea por algún estrés que inhiba la síntesis de ATP 

o que los requerimientos celulares incrementen su consumo, la enzima adenilato cinasa 
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amplifica la señal, ya que cataliza la reacción (2ADP ↔ATP + AMP), de esta manera 

aumenta las concentraciones de AMP y por tanto la activación de AMPK. De hecho, 

estudios previos realizados tanto por Velázquez-Arellano et al. (41) y Hernández- 

Vázquez et al. (42) demostraron que la deficiencia de biotina lleva a una disminución en 

los niveles de ATP, al mismo tiempo que incrementa las concentraciones de ADP y 

AMP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Con el fin de explicar tanto los cambios en la expresión de los genes del metabolismo 

como la disminución de ATP y la subsecuente  activación de AMPK, se propuso un 

modelo donde se tomaron en cuenta estos hallazgos y lo que se había sido reportado 

en la literatura hasta ese entonces. En este modelo se propuso que, dado que la 

  
Figura 4. Modelo propuesto para explicar los cambios sobre vías de señalización y la expresión de 
genes asociados al metabolismo celular causados por la deficiencia de biotina. La reducción de la 
anaplerosis causada por la deficiencia de biotina aumenta la relación AMP/ATP, este cambio activa a 
AMPK provocando cambios concertados en las vías de señalización y expresión de genes del 
metabolismo del carbono. El color rojo indica el aumento de la transcripción de dichos genes, el verde 
indica disminución, mientras el blanco indica que no hubo cambios (Imagen tomada y modificada de 
Velázquez- Arellano A, 2011 (41)).  
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actividad de la piruvato carboxilasa esta disminuida en la deficiencia de biotina, la 

anaplerosis del ciclo de Krebs está restringida, y por tanto,  el flujo por ésta vía se vería 

afectado, llevando a la disminución de las formas reducidas de NAD y FAD, y esto 

tendría como consecuencia una menor síntesis de ATP.   

Como consecuencia, se activaría AMPK, la cual a su vez tiene una diversidad de 

proteínas blanco, entre las que se encuentran acetil CoA carboxilasa y SRBP, éstas al 

ser fosforiladas pueden ser activadas o inhibidas por AMPK, de esta manera se 

incrementa el flujo por las vías metabólicas que producen ATP  como es la -oxidación 

de ácidos grasos, mientras que vías que consumen ATP son inhibidas. Así AMPK logra 

restablecer  los niveles de ATP en las células (Figura 4) (41). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA  

A pesar de que el modelo propuesto por Ortega et al. 2011 (41) para explicar el 

déficit de ATP es factible, se debe recordar que  el principal sitio de  síntesis de ATP  

es la mitocondria, a través de la fosforilación oxidativa. Por lo cual, un cambio   en la 

función mitocondrial podría llevar a  modificaciones en la concentración de ATP muy 

significativas.   

La función mitocondrial  está estrechamente regulada  ya que debe de adaptarse a 

las condiciones de las células. El flujo por la cadena respiratorio y la masa 

mitocondrial son los principales determinantes de la función mitocondrial. El primero 

depende de las concentraciones de ADP y ATP, el potencial de membrana y de los 

complejos mitocondriales (43-44), factores que podrían estar alterados en la 

deficiencia de biotina. Por un lado, Atanma et  al. (45), demostraron que en 

fibroblastos deficientes de biotina  disminuye  el nivel del grupo prostético  hemo  

(componente esencial de los citocromos  b, c  y  a  en los complejos  respiratorios  III 

y IV),  así como la expresión de  la subunidad COX  II  del complejo IV de  la  cadena 

respiratoria. Mientras que en otros estudios se ha reportado que la deficiencia de 

biotina causa la disminución del consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas junto 

con cambios en la ultra-estructura mitocondrial, en particular se han observado 

cambios en los fosfolípidos que conforman la membrana mitocondrial (46-47). Con 

respecto a la masa mitocondrial, ésta depende tanto de la síntesis o biogénesis 

mitocondrial como de la degradación de las mitocondrias (mitofagia).  Ambas son 

reguladas por diversos mecanismos entre los que se encuentran factores nucleares 

como PGC-1, HIF-1 y la proteína AMPK, entre otras. Se ha reportado que la 
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deficiencia de biotina, así como otros micronutrientes como la tiamina o de algunos 

aminoácidos como la leucina, tiene efectos en HIF-1 y AMPK (48 y 49). Con 

respecto a HIF- se ha observado que uno de sus principales activadores es la vía 

de señalización de STAT3, ésta es activada por citocinas como IL-6, la cual se ha 

encontrado sobre expresada en deficiencia de biotina (50 y 51). A partir de lo anterior 

se plantearon las siguientes preguntas: 

¿La deficiencia de biotina causa alteraciones en la fosforilación oxidativa?  Y de ser   

así ¿Cuáles son los mecanismos responsables? 
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3. HIPOTESIS 

La deficiencia de biotina lleva a una disminución de la fosforilación oxidativa que es 

causada por modificaciones en la vía de señalización de STAT3.  
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4. OBJETIVO GENERAL 

Evaluar el efecto deletéreo de la deficiencia de biotina sobre la fosforilación 

oxidativa, así como los mecanismos moleculares responsables. 
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5. OBJETIVOS PARTICULARES 

1. Caracterizar la alteración de la fosforilación oxidativa inducida por la deficiencia de 

biotina.  

2. Estudiar las modificaciones en la masa y ultra-estructura mitocondrial ocasionadas 

por la deficiencia de biotina. 

3. Analizar las alteraciones en vías de señalización como STAT3 que regulan la 

fosforilación oxidativa durante la deficiencia de biotina. 
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6. METODOLOGÍA  

6.1 Modelos experimentales  

6.1.1 Modelo animal 

Se usaron ratas Wistar macho  recién destetadas, las cuales fueron divididas en dos 

grupos con base en el tipo de dieta. 

-Dieta deficiente de biotina que contenía 30% de avidina  que se une con alta afinidad a 

la biotina libre en  el alimento y no permite que sea absorbida en el intestino (TD. 87126, 

Harlan Teklad, Madison WI, USA).                                                

-Dieta control que contenía 30% de avidina pero está  suplementada con  0.03 g/Kg de 

biotina (TD. 81079, Harlan Teklad, Madison WI, USA).  

De acuerdo a una investigación previa, después de 4 semanas de ser alimentados con 

esta dieta los animales desarrollan los efectos de la deficiencia de biotina y fueron 

utilizados para los experimentos que se describirán a continuación (42). 

6.1.2 Cultivo celular 

- Cultivo primario de hepatocitos: Se usaron ratas con las características descritas en la 

sección de modelo animal. Los animales fueron anestesiados con ketamina / xilazina 50 

mg / kg. El hígado se diseccionó y los hepatocitos se aislaron usando el método de 

Berry y Friend (48). Las células se suspendieron en Ringer-Krebs-fosfato: 5.7 mM KCl, 

NaCl 120 mM, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM NaHCO3, 1.2 mM CaCl2, pH 7.4. El medio se 

calentó a 37 ° C y se burbujeó con O2 / CO2 (95/5%) antes de su uso. La viabilidad 
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celular se comprobó por el método de exclusión tripano; todos los experimentos se 

llevaron a cabo solamente cuando se observó viabilidad mayor al 95%. 

- Los hepatocitos aislados y las líneas celulares U373 de Glioblastoma y Fibroblastos 

Embrionarios de Ratón (MEF) Wild Type y Doble Knock Out de AMPK (ATCC: HB-8065, 

Manassas, VA EE.UU.) se cultivaron utilizando medio DMEM (Dubelcco Modified 

Eagle´s Medium) suplementado con Suero Fetal Bovino al 10% y penicilina 100 UI/ml, 

estreptomicina 100 g/ml y gentamicina 50 g. (Gibco, Life Technologies, Grand Island, 

NY. EE.UU.) y fueron mantenidas a 37 °C y 5% de CO2. El medio deficiente en biotina 

fue preparado por diálisis de suero fetal bovino usando un protocolo descrito 

anteriormente (50). La deficiencia de biotina se demostró por Western blots con 

estreptavidina. Cuando se indujo la deficiencia de biotina, las células se sembraron en 

medio completo, que fue sustituido después de 24 h con un medio deficiente en biotina y 

se incubó durante los tiempos que requirieron los experimentos. 

 

6.2 Aislamiento de  mitocondrias 

 

Las mitocondrias se obtuvieron de acuerdo con un método descrito previamente (49). 

Se utilizaron ratas Wistar macho que fueron sacrificadas y se obtuvo el hígado, el cual 

fue  colocado en el buffer A que contiene sacarosa 40 mM, 220 Manitol, 1m M EGTA, 5 

mM Tris, pH 7.4 y se homogeneizó usando una mano de mortero de teflón. Las 

mitocondrias se aislaron por centrifugación diferencial y todo el tiempo se mantuvieron 

en una temperatura cercana a 4 °C. La cantidad de proteína se determinó utilizando el 
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método de Biuret. La calidad de las preparaciones fue evaluada por el consumo de 

oxígeno como se describe a continuación. 

 

6.3. Evaluación de consumo de oxígeno 

 

Se usaron ya sea mitocondrias aisladas o células intactas (cultivo primario de 

hepatocitos), las que se colocaron en una cámara de temperatura controlada con 

agitación constante. La concentración de oxígeno se controló usando un oxímetro 

equipado con un electrodo específico Clark (Strathkelvin Instruments, Escocia). Las 

mitocondrias (0,5 mg de proteína) se suspendieron en Buffer A en presencia de 10 de 

mM fosfato, 10 mM de glutamato y 10 mM de malato. La respiración se monitorizó en 

las condiciones anteriores (estado 2) y después de la adición de ADP (estado 3).  

 

Los hepatocitos se tripsinizaron y se resuspendieron en los respectivos medios de 

cultivo (completo o deficiente de biotina) a una densidad conocida (2x105 células/ml) y 

se mantuvieron a agitación constante. El consumo de oxígeno se midió antes y después 

de la adición de oligomicina (10 mM), un inhibidor especifico de la ATP sintasa 

mitocondrial. La sensibilidad hacia la oligomicina fue interpretada como la tasa de 

fosforilación oxidativa como se informó anteriormente (52). 

 

En todos los casos, se calculó la tasa respiratoria basándose en la concentración de 

oxígeno en función del tiempo teniendo en cuenta la concentración de proteína o la 

densidad celular, según sea el caso. 
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6.4 Determinación de la actividad del complejo IV mitocondrial 

La actividad del citocromo c oxidasa (COX) o Complejo IV mitocondrial se evaluó a 

través del consumo de oxígeno. Las mitocondrias (0,5 mg de proteína) se preincubaron 

con antimicina A (10 mM) y ascorbato 5 mM (1 mM). La actividad de COX fue 

estimulada por la adición de 10 mM TMPD (N, N, N ', N'-tetrafenilenediamine). La 

actividad se reportó como la cantidad de oxígeno consumido por minuto. 

 

6.5 Cuantificación de los citocromos  

Para la cuantificación de los citocromos b, cc1 y aa3 se usaron mitocondrias aisladas de 

hígados de rata (1 mg de proteína). Las mitocondrias fueron tratadas con ferricianuro de 

Sodio, con el fin de medir los espectros de absorción en el estado oxidado a distintas 

longitudes de onda (500-650 nm) a través de un espectrofotómetro de doble haz  

(Aminco DW 2, Olis Inc.). Posteriormente se agregó hidrosulfito de sodio (ditionita), el 

cual, reduce a los citocromos y se repitió la medición con el espectrofotómetro. Se 

graficó la diferencia entre ambos espectros, con esto se obtuvo un trazo en el cual 

aparecieron los picos característicos de los citocromos. El citocromo  c  tiene un máximo 

de absorción a 550 nm, mientras que los citocromos b y aa3  absorben a 560 y 603 nm, 

respectivamente (Figura 5). Los citocromos se cuantificaron espectrofométricamente 

utilizando los valores reportados previamente de los coeficientes de extinción molar () 

(aa3: 24 M-1 cm-1, b: 28,5 M-1 cm-1, cc1: 21 M-1 cm-1) (53). 
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Figura 5. Cuantificación de los citocromos por espectrometría diferencial.  . Esta técnica se basa en 

en un barrido a distintas longitudes de onda (500-650  nm).  Las flechas indican la longitud de onda en la 

que se observa el máximo de absorción de cada citocromo: el citocromo  c  tiene un máximo de absorción 

a 550 nm, mientras que los citocromos b y aa3  absorben a 560 y 603 nm, respectivamente. 

 

6.6 Actividad de citrato sintasa 

La actividad de citrato sintasa se midió en extractos de proteína obtenidos al 

homogenizar el tejido o cultivo celular con un buffer de lisis que contenía  Triton X-100 

0,1%, 50 mM de KCl, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 5 mM de fosfato, 50 mM HEPES, 

pH 7,0) suplementado con un cóctel inhibidor de la proteasa (Complete Mini, Roche). La 

proteína se cuantificó por el método de Bradford. Para cada medición se usaron 30 μg 

de proteína, los cuales se  incubaron con 30 mM  de acetil-CoA, 10 mM de oxalacetato y 

10 mM de DTNB. Se monitorizó la absorbancia a 412 nm en un espectrofotómetro 

Genova-Nano (Jenway). 
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6.7 Tinción de las mitocondrias con Mitotracker 

Los hepatocitos primarios se sembraron en cubreobjetos y se trataron con Mitotracker 

CMXRos 25 nM (Invitrogen) durante 15 minutos, se lavaron dos veces con PBS y se 

fijaron con paraformaldehído al 4%. Los cubreobjetos fueron montados en placas de 

vidrio y se visualizaron mediante microscopía confocal (Zeiss LSM 5 PASCAL).  

6.8 Estudios de la estructura mitocondrial con microscopia electrónica 

Ratas control y ratas deficientes de biotina fueron perfundidas a través del ventrículo 

cardíaco izquierdo con 4% de paraformaldehído en Buffer de fosfato al 0.1 M de 

solución salina (pH 7,4). Se retiró una muestra de tejido muscular de los glúteos, se 

seccionó, y se transfirió al mismo fijador durante 1 h. Posteriormente, las muestras se 

trataron con 0,5% de tetróxido de osmio en ácido cacodílico a pH 7.4, y se deshidrataron 

en alcohol extremo embebido en resina EPON. Secciones de una micra de grosor en el 

área gris/plata de los colores de interferencia  en la plata/zona gris de la gama de 

colores de interferencia se tiñeron con acetato de uranilo y citrato de plomo y se 

examinan bajo un microscopio electrónico de transmisión JEOL JEM-1400. Estos 

experimentos se realizaron en con el laboratorio de neuropoatologia experimental del 

Instituto Nacional de Neurología.   

6.9 Western Blots 

Las muestras se congelaron en nitrógeno líquido y se homogeneizaron con un Buffer 

que contiene HEPES 50 mM, KCl 50, EGTA 1 mM,-β glicerol fosfato 5 mM, Triton X-100 

0,1% (v / v), inhibidores de la proteasa mM, EDTA 1 mM mini Complet (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Alemania), 50 mM de fluoruro de sodio, 1 mM de ortovanadato 
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de sodio, pirofosfato de sodio al 5 mM y PMSF al  0,2 mM (todos de Sigma-Aldrich). Los 

homogeneizados se centrifugaron a 12.000 xg durante 15 minutos a 4 ºC y se utilizaron 

los sobrenadantes. Los extractos de proteína se separaron mediante electroforesis 

SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida 10%. Las proteínas se transfirieron sobre 

membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories, Inc. Alemania) y después se 

bloquearon con leche sin grasa 1% y se incubaron con diferentes anticuerpos primarios: 

fosfo-AMPK (Thr172) # 2 531, AMPK(23A3) # 2.603 (Cell Signaling Technology, Inc. 

Danvers, MA. EE.UU.), fosfo-STAT3 (Tyr 705) # 7993, STAT3 (C-20) # 482, PINK1 (H-

300) # 33796, BNIP-3 (Ana40) # 56167), mtTFA (E-16) # 30963, HIF-1α (Y-15) # 12542, 

y -tubulina (TU-02) # 8035 (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas. EE.UU.). Las 

membranas se lavaron tres veces con PBS y se incubaron con los respectivos 

anticuerpos secundarios conjugados con HRP. Las transferencias se revelaron 

utilizando un sustrato quimioluminiscente HRP Immobilion Occidental (Millipore 

Corporation, Billerica, MA.USA). Las imágenes fueron adquiridas en un Sistema 

FUSION FX (VILBER Lourmat, Francia) y analizadas en ChemiDoc Sistema XRS (Bio-

Rad Laboratories, Inc. Alemania). 

6.10 Análisis estadísticos 

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y en tres ocasiones diferentes. Los 

resultados se presentan como la media + desviación estándar, la significancia 

estadística se evaluó con ANOVA y la prueba t de Student. Las diferencias se 

consideraron estadísticamente significativas con un valor de p< 0.05. 
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7. RESULTADOS 

7.1. Efecto de la deficiencia de biotina sobre la función mitocondrial 

Como se mencionó  en la metodología,  los experimentos se realizaron empleando  

ratas que fueron alimentadas durante 4 semanas con una dieta diseñada para inducir  

deficiencia de biotina. Un método para comprobar que los organismos desarrollaron la 

deficiencia de esta vitamina es por medio de blots de estreptavidina, ésta se une 

covalentemente a la biotina, de modo que la intensidad de la señal depende de la 

concentración de las carboxilasas que están biotiniladas.  En la figura 6  se muestra un 

blot representativo usando extractos de hígado de ratas control y  ratas deficientes de 

biotina. En los carriles correspondientes a  las  muestras de ratas deficientes de biotina 

se observa que la intensidad de estas bandas es considerablemente  menor con 

respecto a  los controles, lo cual demuestra que  hay menos biotina unida a estas 

proteínas. Con este análisis se comprueba que los animales que se usaron para 

experimentar presentan efectivamente una deficiencia de biotina. 

 

 

 

 

 

Una vez comprobada la deficiencia de biotina se procedió a evaluar el consumo de 

oxígeno en mitocondrias aisladas de hígado de ratas deficientes y controles. El trazo se 

MCC 

Control DB 

PC 

PCC 

Figura 6. Blot de carboxilasas biotiniladas. Extractos de proteína de hígado de ratas control 

y deficientes de biotina (DB). En cada pozo se cargaron 30 g de proteína.  Se incubaron con 

streptavidina.  PC: piruvato carboxilasa, PCC: propionil CoA carboxilasa y MCC: metil crotonil 



33 
 

empezó usando Glutamato/Malato como sustratos (Estado 2 respiratorio), 

posteriormente se agregó ADP (Estado 3 respiratorio) (Figura 7a). Si las mitocondrias 

están acopladas, el ADP debe de acelerar el consumo de oxígeno, por lo tanto, una 

relación estado 3/estado 4 (coeficiente respiratorio) mayor a 2, indica que las 

mitocondrias están acopladas. En las mitocondrias de hígado de las ratas control, el 

coeficiente respiratorio fue de 4.3 mientras que en las deficientes de biotina fue de 3.  

Así mismo, el consumo de oxígeno en el estado 3 fue mayor en las mitocondrias de 

ratas controles (50 nmoles O2/min/mg de proteína)  en comparación con las 

mitocondrias de ratas deficientes (30 nmoles O2/min/mg de proteína) (Figura 7b), es 

decir,  la velocidad de consumo de oxígeno disminuyó en un 40% en las mitocondrias 

aisladas de hígados de ratas deficientes de biotina.  Con  lo anterior se demuestra que 

la actividad de la cadena respiratoria está afectada en la deficiencia  de biotina. 

 

 

 

 

 

 

 

Evidencia previa a este trabajo indica que la deficiencia de biotina podría afectar a la 

actividad de complejo IV mitocondrial, ya que por medio de western blot se observó que 
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Figura 7. Consumo de oxígeno en mitocondrias aisladas de hígado. a) El consumo de 

oxígeno se midió usando como sustratos glutamato/malato (estado 2), la adición de ADP 

acelera el consumo de oxígeno (Estado 3), cuando el ADP se agota, disminuye la velocidad de 

consumo de oxígeno (Estado 4). b) Velocidad del consumo de oxígeno en el estado 2 y en el 

estado 3. * p< 0.01, ** p<0.001 (Prueba t de Student).     
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la expresión de la subunidad COXII del complejo IV está  disminuida en la deficiencia de 

biotina (45).  Por lo cual, se evaluó la actividad del complejo IV usando mitocondrias 

aisladas. Se inhibió al complejo III con antimicina y posteriormente se agregaron TMPD 

y ácido ascórbico como sustrato de citocromo c, éstos impulsan el consumo de oxígeno 

y la actividad del complejo IV se toma como la velocidad del consumo de oxígeno (mol 

O2/min/mg de proteína). Las mitocondrias de hígado de ratas control presentaron una 

actividad de 0.97 mol O2/min/mg de proteína, mientras que las deficientes de biotina 

tuvieron 0.57 mol O2/min/mg de proteína de actividad, es decir, la deficiencia de biotina 

disminuyó la actividad de éste complejo en un 40% (figura 8). La disminución del 

complejo IV puede explicar en gran parte las alteraciones en el flujo de electrones que 

se mostraron previamente ya que, éste complejo controla gran parte del flujo respiratorio 

(56).  
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Figura 8. Actividad de complejo IV en mitocondrias aisladas de hígado. a) Se inhibe al 

complejo III con antimicina, se comienza el trazo con TMPD, el consumo de oxígeno se acelera 

cuando se añade ascorbato, el consumo de oxígeno es completamente sensible al cianuro. b) 

La actividad del complejo IV se determina como la velocidad del consumo oxígeno cuando se 

añadió el ascorbato.  ** p<0.001 (Prueba t de Student).     



35 
 

Una posible explicación para la disminución de la actividad del complejo IV mitocondrial 

es la disminución en la síntesis del grupo hemo como había sido reportado previamente 

(45). El grupo hemo es indispensable para la síntesis de los citocromos cc1, b y aa3 que 

forman parte de los complejos III y IV. Con base en lo anterior se decidió medir la 

cantidad de  citocromos en mitocondrias aisladas. En la figura (Figura 9a) se muestran 

trazos representativos de los espectros diferenciales  empleados para cuantificar los 

citocromos. En el trazo correspondiente a mitocondrias de ratas control se pueden 

distinguir claramente cada uno de los picos correspondientes a los citocromos b (560 

nm), cc1 (550 nm) y aa3 (603 nm), mientras que en el trazo  de mitocondrias deficientes 

de biotina los picos están menos definidos  y las absorbancias a cada longitud de onda 

son considerablemente menores. Posteriormente se cuantificaron los citocromos usando 

sus respectivos coeficientes de extinción, la deficiencia de biotina causa la disminución 

de los tres tipos de citocromos en alrededor del 50% (Figura 9b).  
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Figura 9. Concentraciones de citocromos en mitocondrias aisladas de hígado. a) Trazo 

representativo de espectrometría diferencial en mitocondrias de controles y deficientes de 

biotina (DB). b) Cuantificación usando los coeficientes de extinción para cada citocromo.            

** p<0.01, *** p< 0.001 (Prueba t de Student).     
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 Con esto resultados se explica la disminución de la actividad del complejo IV 

mitocondrial y brinda evidencias de que el complejo III también podría estar disminuido 

  

Los resultados anteriores demuestran que la deficiencia de biotina causa alteraciones 

en la fosforilación oxidativa en mitocondrias aisladas. Sin embargo, las células pueden 

tener muchas adaptaciones para compensar estas alteraciones, ya sea incrementando 

la cantidad de mitocondrias o activando vías metabólicas como la -oxidación de ácidos 

grasos para generar más sustratos para la cadena respiratoria.  Por lo que se estudió la 

fosforilación oxidativa en células completas con el fin de evaluar si las alteraciones 

observadas en las mitocondrias aisladas se mantenían en el contexto de una célula 

completa. Se usaron cultivos primarios de hepatocitos obtenidos de ratas controles y 

deficientes de biotina. Los hepatocitos se tripsinizaron y se suspendieron en un medio 

que contenía 5 mM de glucosa en una concentración de 2x105 células por mililitro, se 

colocaron en el oximétro y se empezó el trazo. El consumo de oxígeno fue 

considerablemente menor en los hepatocitos de ratas deficientes de biotina, empero, el 

consumo de oxígeno por sí mismo no refleja el estado de la fosforilación oxidativa 

debido a que existen procesos fisiológicos que disipan los protones y por tanto 

desacoplan la respiración de la síntesis de ATP.  Por esta razón se usó oligomicina, la 

cual es un inhibidor específico del complejo V o ATP sintasa.  La sensibilidad a este 

inhibidor puede dar un estimado del flujo respiratorio que está asociado a la fosforilación 

oxidativa. La respiración sensible a la oligomicina disminuyó un 50% en los hepatocitos 

de ratas deficientes de biotina en comparación con los controles (Figura 10). Esto indica 
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que la producción de energía es menos eficiente como consecuencia de la deficiencia 

de biotina como se sugería anteriormente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7.2. Las alteraciones en la fosforilación oxidativa están acompañadas con la 

disminución en la masa y ultra-estructura mitocondrial    

Los resultados anteriores nos llevaron a pensar que la deficiencia de biotina podría 

causar la disminución en la masa mitocondrial, ya que se ha observado que tanto  las 

concentraciones de citocromo c como la enzima citrato sintasa correlacionan con la 

masa mitocondrial (57). De hecho la actividad de citrato sintasa es un marcador muy 

utilizado para estimar la cantidad de mitocondrias. Se midió la actividad de esta enzima 

en los hepatocitos aislados, tanto controles como deficientes de biotina y se encontró 
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Figura 10. Fosforilación oxidativa en cultivo primario de hepatocitos.  a) Trazo representativo 

donde se muestra las diferencias en el consumo de oxígeno de los hepatocitos Controles y 

Deficientes de Biotina (DB) antes y después de la adición de oligomicina  b) El consumo de 

oxígeno posterior a la adición de la oligomicina se restó al previo, el resultado se tomó como las 

fosforilación oxidativa. *p< 0.001 (Prueba t de Student).     
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que la deficiencia de esta vitamina lleva a una reducción del 30% en la actividad de 

citrato sintasa (figura 11a).  

Los hepatocitos de ratas deficientes de biotina también presentaron una disminución del 

30% en la expresión de la proteína del factor de transcripción mitocondrial  A (TFAM) 

(Figura 11b). Esta es una proteína que se transcribe en el núcleo y posteriormente es 

transportada hacia la mitocondria. Tiene dos funciones: por un lado regula la replicación 

del DNA mitocondrial, y por otro se une a él protegiéndolo de la degradación. Se ha 

observado que las concentraciones de TFAM correlacionan con las del DNA 

mitocondrial (58 y 59). Este hallazgo apoya al resultado de citrato sintasa como 

evidencia de que la deficiencia de biotina disminuye la masa mitocondrial.  

En ese mismo sentido, se empleó  la tinción con mitotracker como otro método de 

evaluación de la masa mitocondrial. La Figura 11c  muestra dos fotografías 

representativas (control y deficiente de biotina) de hepatocitos primarios teñidos con 

mitotracker. Se puede observar que los hepatocitos de ratas deficientes de biotina 

presentan menos tinción en comparación con el control. 

Después de lo anterior expuesto, se pensó que la ultra-estructura mitocondrial podría 

estar afectada, ya que diversos estudios realizados en deficiencia de biotina o en 

deficiencia génica de algunas de las carboxilasas  se encontró hinchamiento 

mitocondrial e incluso alteraciones en la membrana mitocondrial. Así que se decidió 

realizar estudios con microscopia electrónica con el fin de evaluar estos parámetros. 

Dado que la mayor parte de los estudios de este tipo se realizan en músculo, se usó 

este mismo tejido para que los resultados puedan ser comparables. En la Figura 11d se 
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muestran fotografías de microscopía electrónica de músculo de ratas controles y ratas 

alimentadas con dieta para inducir deficiencia de biotina durante 4, 6 y 10 semanas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Efecto de la deficiencia de biotina sobre la masa y ultra-estructura mitocondrial.  

a) Actividad de citrato sintasa en hepatocitos controles y deficientes de biotina (DB).  b) La 

expresión de TFAM se determinó por medio de WesternBlot en extractos de cultivo primario de 

hepatocitos. c) Tinción con Mitotracker Red CMXRos En cultivo primario de hepatocitos Controles 

y Deficientes de Biotina (DB). d) Microscopía electrónica en cortes de musculo de ratas Control y 

ratas con 4, 6 y 10 semanas de Deficiencia de Biotina (DB). *p< 0.05 (Prueba t de Student).     

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

0.18

0.2

Control DB

* 

A
c
ti

v
id

a
d

 d
e
 c

it
ra

to
 s

in
ta

s
a
 

(n
m

o
l/
m

in
/m

g
 p

ro
te

ín
a
) 

TFAM 

-tubulina 

Control DB 

0

0.5

1

Control DB

U
n

id
a

d
e
s
 A

rb
it

ra
ri

a
s
 

T
F

A
M

 /
tu

b
u

li
n

a
 * 

DB 

20 m 

20 m 

Control 
Control DB 4 semanas 

DB 6 semanas DB 10 semanas 

M M 

fm 
fm 

fm 

fm 

a) b) 

c) d) 



40 
 

En la imagen representativa del músculo control se observa un cúmulo de mitocondrias 

(M) y las fibras musculares (fm) conservadas.  En el músculo de ratas alimentadas con 

la dieta para inducir deficiencia de biotina por 4 semanas, se observa menor número de 

mitocondrias (M), además de que presentan una ultra-estructura alterada  debido a 

edema. 

 En las muestras de  músculo de ratas con 6 semanas de deficiencia de biotina, 

presentan  además de la reducción en el número de mitocondrias, una disminución de 

tamaño (flecha). En el músculo de ratas tratadas por 10 semanas se observan fibras 

musculares con pérdida de su arquitectura, con escasas mitocondrias (flecha) las cuales 

están disminuidas en su tamañ 

7.3. La deficiencia de biotina incrementa la expresión de proteínas que participan 

en vías de mitofagia  

En el marco de las observaciones anteriores, el siguiente paso fue investigar los 

mecanismos que llevan a la disminución en la masa mitocondrial. Lo procesos de 

síntesis y degradación de las mitocondrias son finamente regulados por la célula, ya que 

a pesar de que las mitocondrias son el principal sitio de síntesis de ATP,  estos 

organelos son también generadores de especies reactivas de oxígeno, y bajo ciertas 

circunstancias pueden desatar  la muerte celular (60 y 61).  

Se conoce como mitofagia a un tipo específico de autofagia que tiene como objetivo la 

remoción de mitocondrias dañadas, decadentes   o  superfluas. Las vías de señalización 

que controlan la mitofagia, así como las proteínas que participan en la progresión de la 

misma siguen siendo estudiadas y son complejas. Sin embargo, existen dos proteínas 
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que se pueden usar como marcadores de  una vía de mitofagia activa, la PTEN-induced 

putative kinase 1 (PINK1) y  la BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein-interacting protein 

3 (BNIP3). Se propone que la primera participa en la degradación de mitocondrias 

dañadas o despolarizadas, mientras que la segunda es activada en condiciones de 

privación de nutrientes o ATP (62-65). Como ya se ha mencionado, ambas condiciones 

(daño mitocondrial y privación de nutrientes) están presentes en la deficiencia de 

biotina. Por este motivo se evaluó la expresión de estas proteínas en hígados de ratas 

controles y deficientes de biotina (Figura 12a), se observó que tanto PINK1 como BNIP3 

están sobre-expresadas en la deficiencia de biotina. Esta sobre-expresión correlaciona 

con la disminución de TFAM, y la activación de AMPK. Estos resultados sugieren 

fuertemente que la disminución en la masa mitocondrial observada en la deficiencia de 

biotina se debe a la activación de la mitofagia.  

Si bien es cierto que las vías de mitofagia pueden ser activadas por los mecanismos que 

se explicaron arriba, existen evidencias de que  en la deficiencia de biotina, tanto PINK 

como BNIP3 pueden ser activadas por proteínas señalizadoras, una de las cuales es el 

factor de transcripción inducido por hipoxia 1 (HIF-1) (66), el cual como lo indica su 

nombre, es activado cuando las concentraciones de oxígeno disminuyen 

considerablemente. También se sabe que también puede ser activado sin que cambien 

las concentraciones de oxígeno, condición conocida como pseudo-hipoxia. Existen 

reportes de que deficiencias de otras vitaminas como es la tiamina, activan a HIF-

1(66). De manera semejante la deficiencia de biotina incrementa la expresión de HIF-

1 hasta dos veces en comparación con el control (Figura 12b). 
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7.4. La deficiencia de biotina tiene un efecto similar sobre la disminución de 

lamasa mitocondrial y la sobre expresión de  proteínas de mitofagia  en el cerebro. 

Dada la importancia que tienen tanto la fosforilación oxidativa como los procesos de 

mitofagia en el cerebro (67), se decidió evaluar los efectos de la deficiencia de biotina en 

este órgano. Se observó que en el cerebro la deficiencia de biotina causa la disminución 

de la actividad de citrato sintasa hasta en un 50%. Conjuntamente disminuyó la 

expresión de TFAM al mismo tiempo que incremento BNIP3 y HIF-1 (Figura 13a y 

Figura 12. La deficiencia de biotina lleva a la activación de vías para la degradación de 

mitocondrias.  a) Expresión de BNIP3, PINK, TFAM, p- AMPK y p-ACC en hígado de ratas 

control y deficientes de biotina (DB).  b) Expresión de HIF-1  en hígados  de ratas control  y 

deficientes de biotina (DB). *p< 0.05, **p<0.001, ***p<0.0001 (Prueba t de Student).     
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13b). Cabe resaltar que se ha observado que tanto la deficiencia de biotina como la 

deficiencia genética de biotinidasa pueden causar alteraciones neurológicas (34,19, 68), 

lo cual es notable, ya que siempre se ha supuesto que el cerebro es un órgano 

privilegiado en que la biotinilación de las carboxilasas no se altera a pesar de que se 

induzca una deficiencia de biotina (69).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fue evidente entonces, que se requeriría una explicación que no incluyera por si misma 

a la función de la biotina como cofactor de las carboxilasas para que fuera capaz de 

explicar por qué existen alteraciones similares tanto en el hígado como en el cerebro. 

Con respecto a lo anterior, se ha visto que la deficiencia de biotina tiene efectos a nivel 

sistémico, ya que cuando se presenta dicha condición, se incrementa la concentración 

de diversas moléculas en sangre, como es el lactato y otros ácidos orgánicos (66). 

También, como se ha reportado por otros grupos de trabajo, se incrementan las 

Figura 13. La deficiencia de biotina tiene efectos en el cerebro similares a los encontrados 

en hígado.  a) Expresión de HIF-1,  BNIP3, PINK, TFAM, p- STAT3 en cerebros de ratas control 

y deficientes de biotina (DB).  b) Actividad de citrato sintasa en cerebros  de ratas control  y 

deficientes de biotina (DB). *p<0.001 (Prueba t de Student).     
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concentraciones séricas de citocinas como son el factor de necrosis tumoral  (TNF), 

la interleucina 1 (IL-1) y la interleucina 6 (IL-6) (50, 70-71). Estas proteínas son 

producidas por el sistema inmunológico o por órganos como el hígado y se sabe que 

tienen receptores en diferentes tipos celulares, como la glía del cerebro.  

IL-6 es de interés particular puesto que se sabe que es un activador de STAT3 (Signal 

Transducer and Activator of Transcription 3) a través de su receptor de membrana JAK2 

(Janus Kinase 2).  Se ha observado que la activación de STAT3 tiene efectos en el 

metabolismo energético, incrementando el flujo por la glucolisis mientras que inhibe la 

función mitocondrial. Se ha propuesto que esto ocurre al incrementarse la expresión y 

estabilidad de HIF-172 y 73. Por esta razón se evaluó la fosforilación de STAT3  en 

la serina 705. Se encontró más fosforilada a STAT3 en cerebros de ratas deficientes de 

biotina que en los controles (Figura 13a). Todo lo anterior, nos llevó a pensar que la 

activación de STAT3 podría ser la causa de la disminución de la masa mitocondrial en la 

deficiencia de biotina a través de desencadenar la mitofagia, por lo cual no propusimos 

a poner a prueba este planteamiento.  

7.5. La activación de STAT3 precede a la disminución de la masa mitocondrial  

Se trasladaron los experimentos a una  línea celular de glioblastoma, este tipo de 

células han sido ampliamente usada para el estudio de las vías de señalización de 

interés para este trabajo (72 y 73). Para que el planteamiento de que STAT3 es la causa 

de la disminución de la masa mitocondrial sea viable, la activación de esta proteína tiene 

que preceder a las otras alteraciones ocasionadas por la deficiencia de biotina. Para 

estudiar esto, las células se sembraron en un medio que tenía 10% de SFB dializado. 
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Se tomaron muestras a los días 1, 2, 3, 4 y 5 después de iniciado el tratamiento con el 

suero libre de biotina con el fin de evaluar el curso temporal en el que aparecen los 

efectos de la deficiencia de biotina. La fosforilación de STAT3 se observó desde el día 2 

de tratamiento, mientras que HIF-1, BNIP3 y PINK se sobre-expresaron hasta el día 3 

(Figura 14a).  

Estos hallazgos tienen una correlación inversa con la expresión de TFAM y la actividad 

de citrato sintasa los cuales comenzaron a disminuir a partir del día 3. Con esto queda 

comprobado que el primer evento en la deficiencia de biotina es la activación de STAT3; 

Sin embargo, esto no demuestra una relación causa-efecto, por lo cual el siguiente paso 

fue hacer experimentos donde se evaluara el efecto de activar o inhibir a STAT3 sobre 

HIF-1, BNIP3, PINK, TFAM y la actividad de citrato sintasa (Figura 14 a y b). 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 14. Evaluación del curso temporal de los efectos de la deficiencia de biotina.  a) 

Expresión de  HIF-1, BNIP3, PINK, TFAM y  p- STAT3 en cultivo de U373 con medio Control o 

cultivadas en medio con SFB dializado (DB) durante 1, 2, 3, 4, 5 días.   b) Actividad de Citrato 

Sintasa en células cultivadas en las mismas condiciones.  *p<0.001 (Prueba t de Student).     
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7.6. Efecto de la activación y la inhibición de STAT3 sobre las vías de mitofagia y 

la masa mitocondrial en la deficiencia de biotina 

La activación de STAT3 se logró agregando IL-6 al medio de cultivo tanto en células 

U373 controles como deficientes de biotina durante 24 horas. Se puede observar en la 

figura 15a que  agregar IL-6 al medio de cultivo fue suficiente para sobre-expresar HIF-

1, BNIP3 y PINK en las células controles, mientras que en las células deficientes de 

biotina IL-6 no tuvo mayor efecto.  

Además, la adición de IL-6 en el control causó la disminución de los niveles de TFAM y 

de la actividad de citrato sintasa, mientras que en las deficientes de biotina estos dos 

parámetros ya estaban considerablemente disminuidos y la adición de IL-6 ya no tuvo 

un efecto adicional (Figura 15 a y b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Control BD 

   -          +         -          + 

HIF -1α 

TFAM 

BNIP3  

STAT3 

p-STAT3 

-tubulina 

PINK 

A
c

ti
v
id

a
d

 d
e

 c
it

ra
to

 s
in

ta
s

a
 

(n
m

o
l/

m
in

/m
g

 p
ro

te
ín

a
) 

a) b) 

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

0.18

IL-6 
(10 nM) 

    -           +           -           + 

  
    

** 

* NS 

IL-6 
(10 nM) 

Control BD 

Figura 15. Efecto de la acivación de STAT3 con IL-6 sobre los marcadores de mitofagia y la 

masa mitocondrial.  a) Expresión de  HIF-1, BNIP3, PINK, TFAM y  p- STAT3 en cultivo de U373 

con medio Control o cultivadas en medio con SFB dializado (DB). b) Actividad de Citrato Sintasa en 

células cultivadas en las mismas condiciones.  *p<0.001 (Prueba t de Student).     
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Cuando se  inactivó a STAT3 con el inhibidor III WP1066 se pudo observar que 

disminuyó la expresión tanto de HIF-1 como de BNIP3 y PINK en los controles, 

mientras que la actividad de citrato sintasa aumentó.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En el caso de las células deficientes de biotina el inhibidor VII de STAT3 restauró la 

expresión de estas proteínas a un nivel muy similar al control. Así mismo, la adición del 

inhibidor logro regresar la actividad de citrato sintasa a los niveles del control (Figura 16 

a y b). 
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Figura 16. La inhibición de STAT3 revierte los efectos de la deficiencia de biotina sobre las 

vías de mitofagia y la masa mitocondrial.  a) Expresión de  HIF-1, BNIP3, PINK, TFAM y  p- 

STAT3 en cultivo de U373 con medio Control o cultivadas en medio con SFB dializado (DB) 

durante 5 días en la presencia o ausencia de 5 mM del Inhibidor de  STAT3 WP1066.   b) 

Actividad de Citrato Sintasa en células cultivadas en las mismas condiciones.  *p<.05,  **p<0.01 

(Prueba t de Student).     
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7.7. El efecto de la activación de AMPK en la deficiencia de biotina sobre la masa 

mitocondrial 

Como ya se ha aclarado, la deficiencia de biotina lleva a la activación de AMPK, la cual 

ha sido reportado que incrementa la biogénesis mitocondrial, por tanto, incrementa la 

masa mitocondrial (74).  

 Lo anterior parece contradictorio con los hallazgos descritos en este trabajo, por lo cual 

nos propusimos evaluar la contribución que tiene la activación de AMPK sobre la masa 

mitocondrial en la deficiencia de biotina. Se usó una línea celular de  fibroblastos 

embrionarios de ratón Wild Type (MEF WT) y doble Knock Out  de AMPK (MEF DKO). 

Se evaluó la actividad de citrato sintasa y la expresión de TFAM como indicadores de 

masa mitocondrial (FIG 17a y b) tanto en células cultivadas en medio control como en 

medio libre de biotina y se observó que comparadas con las células MEF WT control, la 

actividad de citrato sintasa disminuyó un 20% en las MEF DKO, es decir, con tan solo 

eliminar a AMPK se ve disminuida la actividad de citrato sintasa, un efecto similar se 

observó en TFAM.  

En las MEF WT deficientes de biotina la actividad de citrato sintasa disminuyó un 40%, 

lo cual fue muy similar a lo encontrado en hígado y células de cerebro, en cambio la 

actividad de ésta enzima se redujo hasta en un 60% en las células MEF DKO. De igual 

forma, TFAM  disminuyó aún más su expresión en las células MEF  DKO. Además, se 

evaluó la expresión de HIF-1, BNIP3 y PINK en estas mismas condiciones. La 

expresión de estas proteínas fue considerablemente mayor en las MEF DKO deficientes 

de biotina en comparación con las WT también deficientes, de hecho la eliminación de 
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AMPK fue suficiente para que estas proteínas se sobre expresaran  en los controles. 

Estos resultados indican que en efecto, AMPK podría tener un papel al incrementar la 

masa mitocondrial; Sin embargo, su efecto no logra contrarrestar a las otras vías que 

activan a la mitofagia. 
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Figura 17. Los efectos de la deficiencia de biotina sobre las vías de mitofagia se 

acrecientan cuando AMPK es eliminado.   a) Expresión de AMPK,  HIF-1, BNIP3, PINK y 

TFAM en Fibroblastos Embrionarios de Ratón (MEF)  Wild Type (WT) y Knock Out (KO) con 

medio Control o cultivadas en medio con SFB dializado (DB) durante 7 días. b) Actividad de 

Citrato Sintasa en células cultivadas en las mismas condiciones. NS: No significativo,  *p<.05,  

**p<0.01 (Prueba t de Student).     
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8. DISCUSIÓN  

En este trabajo se estudió el efecto que tiene la deficiencia de biotina sobre la función y 

la masa mitocondrial y se observó que esta condición lleva a la disminución de la 

fosforilación oxidativa y la masa mitocondrial, los datos indican que esto se debe a la 

expresión de ciertas proteínas como HIF-1, la cual es un activador de PINK y BNIP3 

que causan la degradación especifica de las mitocondrias, proceso conocido como 

mitofagia. Se encontró que la activación de STAT3 aumenta la expresión de HIF-1, 

PINK y BNIP3 y causa la disminución en la masa mitocondrial (Figura 18).  

 

 

Figura 18.  Mecanismo propuesto por el cual la deficiencia de biotina lleva a la disminución e la 

masa mitocondrial y la fosforilación oxidativa. En la deficiencia de biotina la proteína STAT3 esta mas 

activa, ésta aumenta la expresión de HIF-1, la cual a su vez,  activa a  BNIP3 y PINK que participan en 

la degradación especifica de las mitocondrias (Mitofagia). Lo anterior causa la disminución en la masa 

mitocondrial y la  fosforilación oxidativa.  
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Sin embargo, la razón por el cual se activa STAT3 no está clara. Se sabe que se 

incrementan las concentraciones séricas  de ciertas citocinas como IL-6, los 

mecanismos involucrados no se conocen bien, se ha propuesto que la deficiencia de 

biotina lleva a cambios epigenéticos que tienen como consecuencia mayor actividad de 

NFB, el cual es el factor de transcripción de citocinas como IL-6.  

Por otro lado, en diversos trabajos se ha demostrado que en los organismos deficientes 

de biotina, se acumulan metabolitos tóxicos como son ciertos ácidos orgánicos, uno de 

los cuales es la propionil CoA,  la cual tiene diversos efectos en el metabolismo 

oxidativo. En particular, inhibe al complejo de la piruvato deshidrogenasa, a la -

Cetoglutarato deshidrogenasa y al complejo mitocondrial III. De hecho en los casos 

clínicos de enfermedades congénitas como la deficiencia de biotinidasa, la 

administración de L- carnitina es usada como un coadyuvante del tratamiento, debido a 

que promueve la eliminación de éstos ácidos. En estudios in vitro se ha observado que 

la adición de  carnitina puede revertir los efectos adversos que tiene la propionil CoA 

sobre la función mitocondrial. Sin embargo, nunca se ha hecho un estudio riguroso 

sobre sus efectos in vivo para comprobar si estas observaciones son reproducibles y si 

tienen relevancia fisiológica (75).  

Basándose en las consideraciones anteriores, es posible que existan dos mecanismos 

distintos que tienen efectos negativos sobre la función mitocondrial en la deficiencia de 

biotina, pero también surge la posibilidad de que la activación de STAT3 y sus 

consecuencias sobre la masa mitocondrial este asociada a la acumulación de dichos 

metabolitos tóxicos.     
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Existen pocos o nulos estudios sobre la prevalencia de deficiencia de biotina, se 

considera que existen pocos casos, ya que rara vez se presentan las manifestaciones 

clínicas de la deficiencia de esta vitamina en la población. No obstante existe la 

posibilidad de que algunas personas padezcan de deficiencia de biotina marginal, es 

decir, el consumo de la vitamina no cubra sus requerimientos pero la deficiencia no se 

vuelve evidente a nivel clínico. Esta situación es de particular interés durante el 

embarazo, ya que la deficiencia de biotina es teratogénica, y se ha observado que 

alrededor del 50% de las mujeres embarazadas presentan deficiencia de biotina 

marginal (76). No existen estudios sobre la deficiencia de biotina marginal en otros 

grupos etarios.   

Por esta razón, la relevancia de este trabajo no consiste en que la deficiencia de biotina 

sea un problema de salud pública. Sino que recae en la importancia que tienen las 

proteínas que se estudiaron con el metabolismo mitocondrial.   En particular, se 

encontró nueva evidencia que apoya la interrelación entre proteínas STAT3, HIF-1 con 

la función y la masa mitocondrial. Dichos efectos son bastante similares a algunas 

situaciones patológicas, por lo que los resultados encontrados en la deficiencia de 

biotina podrían contribuir a su entendimiento. 

Por un lado, se ha observado que la activación de STAT3 está relacionada con las 

primeras etapas del cáncer y es en parte responsable de las anormalidades metabólicas 

de las células cancerosas. A HIF-1 por su parte, se le atribuye el efecto Warburg, en el 

cual se incrementa la utilización de glucosa y se inhibe la fosforilación oxidativa (77).   
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Por otro lado, se sabe que la disfunción mitocondrial está fuertemente ligada a 

enfermedades neurodegenerativas como son el Parkinson, Alzheimer entre otras.   Se 

ha observado que cuando se hace un Knockdown de HIF-1 en modelos animales, se 

pueden revertir las alteraciones mitocondriales y las anormalidades neuronales (78).     

Las perspectivas  de este trabajo van dirigidas a: 1) Entender mejor las causas de la 

activación de STAT3 en deficiencia de biotina. 2) Estudiar que zonas específicas del 

cerebro están siendo afectadas por la deficiencia de biotina y correlacionar esto con 

signos neurológicos que se presentan en esta condición. 3) En el cerebro no hay 

cambios en la biotinilación de las carboxilasas, por lo cual siempre ha sido aceptado que 

es un órgano protegido, y a pesar de esto, en este trabajo se observaron alteraciones 

importantes en este órgano. Debido a esto se propone estudiar si la biotina regula a un 

nivel epigenético  la expresión de STAT3, de manera independiente a su función como 

cofactor de carboxilasas.  
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9. CONCLUSIÓN 

La deficiencia de biotina lleva a la disminución de la función y de la masa mitocondrial al 

menos en tres tejidos distintos hígado, músculo y cerebro. Este efecto fue debido al 

menos en parte a la activación de dos proteínas de mitofagia: BNIP3 y PINK. En este 

trabajo se demostró que la activación de STAT3 lleva a la activación de estas proteínas 

presuntamente a través de incrementar la expresión de HIF-1.     
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