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RESUMEN 
 

La biotina tiene importantes efectos sobre la expresión de genes, además de su papel 

como grupo prostético de las carboxilasas. Sin embargo, los mecanismos moleculares 

a través de los cuales la biotina ejerce estos efectos has sido poco explorados. Existen 

evidencias de que la administración de dosis farmacológicas de biotina incrementa 

tanto la expresión como la actividad de la glucocinasa pancreática. En este trabajo se 

estudian los mecanismos a través de los cuales la biotina realiza este efecto. Islotes 

pancreáticos de ratas Wistar fueron tratados con biotina o 8-Br-GMPc, en presencia o 

ausencia de diferentes tipos de inhibidores. La abundancia del mRNA de glucocinasa y 

del rRNA 18s fue analizada por RT-PCR en tiempo real. El contenido de ATP fue 

cuantificado por fluorometría; y el de insulina por ELISA. El tratamiento con biotina 

incrementa la abundancia del mRNA de la glucocinasa aproximadamente al doble 

después de 2 horas; el efecto se sostuvo hasta las 24 horas. La inhibición de la 

señalización por guanilato ciclasa soluble o de la proteína cinasa G (PKG) bloqueó el 

efecto inductor de la biotina. La cascada de eventos posteriores a la PKG en la 

transcripción genética mediada por la biotina no se conoce. Encontramos que la 

inhibición de la secreción de insulina con diazoxido o nifedipina atenúa el aumento en 

el mRNA de la glucocinasa inducido por la biotina. El tratamiento con la vitamina 

incrementó el contenido de ATP en el islote (control: 4.68 ± 0.28; con biotina: 6.62 ± 

0.26 pmol/islet/30min). Al inhibir la actividad de la PKG no se observa el efecto de la 

biotina sobre el contenido de ATP. Con anticuerpos anti-insulina e inhibidores de la vía 

de señalización de la insulina por fosfoinositol-3-cinasa (PI3K) /Akt también se bloquea 

el aumento en la expresión de la glucocinasa inducido por la vitamina. Los islotes 

tratados con 8-Br-GMPc presentan los mismos efectos de la biotina. Concluimos que 

el aumento en la abundancia de mRNA de glucocinasa inducido por biotina involucra 

la activación de la guanilato ciclasa soluble y PKG, que provoca a un incremento en el 

contenido de ATP, y a la secreción de insulina mediada por los canales de potasio 

sensibles a ATP. De manera autocrina, la insulina activa la vía de señalización de 

PI3K/Akt. Estos resultados ofrecen nuevas perspectivas sobre los mecanismos que 

participan en la expresión genética mediada por la biotina. 

 



ABSTRACT 

 

Biotin has important effects on gene expression besides its role as a carboxylase 

prosthetic group. However, the molecular mechanisms through which biotin exerts 

these effects are largely unknown. There are evidences that pharmacological dosis of 

biotin increases pancreatic glucokinase expression and activity. In this work we 

explored the mechanisms underlying this effect.  Pancreatic islets from Wistar rats 

were treated with biotin or 8-Br-cGMP, in the presence or absence of different types of 

inhibitors. Glucokinase mRNA and 18s rRNA abundance were determined by Real-

Time PCR. ATP content was analyzed by fluorometry, and insulin by ELISA. Biotin 

treatment increased glucokinase mRNA abundance approximately 1-fold after 2 h; the 

effect was sustained up to 24h. Inhibition of soluble guanylate cyclase or protein kinase 

G (PKG) signaling suppresed biotin-induced glucokinase expression. The cascade of 

events downstream of PKG in biotin-mediated gene transcription is not known.  We 

found that inhibition of insulin secretion with diazoxide or nifedipine prevented biotin-

stimulated glucokinase mRNA increase.  Biotin treatment increased islet ATP content. 

(Control: 4.68 ± 0.28; biotin treated: 6.62 ± 0.26 pmol/islet/30min).  Inhibition of PKG 

activity suppressed the effects of biotin on ATP content. Insulin-antibodies or inhibitors 

of phosphoinositol-3-kinase (PI3K)/Akt insulin signaling pathway prevented biotin-

induced glucokinase expression. Islet-treated with 8-Br-cGMP showed the same 

effects than biotin. We propose that the induction of pancreatic glucokinase mRNA by 

biotin involves guanylate cyclase and PKG activation, which leads to an increase in 

ATP content.  This induces insulin secretion via ATP-sensitive potassium channels. 

Autocrine insulin, in turn, activates PI3K/Akt signaling. These results offer new insights 

on the pathways that participate in biotin-mediated gene expression. 
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1. INTRODUCCION 

 

El conocimiento de los mecanismos de acción de las vitaminas ha permitido un 

avance sustancial en la comprensión de la regulación de diversas funciones 

biológicas. El estudio de las acciones genéticas y mecanismos moleculares de 

las vitaminas liposolubles es actualmente el más extenso y profundo (Carlberg, 

1999; Balmer, 2002; Chistakos, 2003; Tully, 1994). Las funciones  de las 

vitaminas A y D como moduladores de la expresión genética son las más 

conocidas, desde su función como precursoras de ligandos que se unen a 

receptores nucleares hasta sus efectos genómicos. En contraste, el 

conocimiento que se tiene acerca de las vitaminas hidrosolubles como 

moduladores genéticos es escaso, aunque cada vez son más las evidencias 

que demuestran sus efectos en la regulación de la expresión de genes. 

(Combs, 1994; Brandsch, 1994). 

 

1.1 Biotina. 

 

La biotina (vitamina H) es una vitamina hidrosoluble del complejo B que 

participa como grupo prostético de las enzimas carboxilasas, las cuales 

intervienen en importantes vías metabólicas como la gluconeogénesis, la 

síntesis de lípidos y el catabolismo de algunos aminoácidos (Achuta, 1972). La 

biotina está formada por un anillo ureido que contiene un enlace con azufre y 

una cadena lateral de ácido valérico. Es una vitamina de 244.3 g/mol, soluble 

en agua (0.02% w/v), etanol (0.08% w/v) y álcalis diluidos.  

 

La biotina no puede ser sintetizada por los organismos eucariontes, lo que hace 

necesario su consumo en la dieta, el cual oscila entre 75 y 200 µg diarios. La 

biotina se encuentra en varios alimentos, tales como las nueces, la yema de 

huevo, el hígado, la levadura, entre otros, generalmente unida a una lisina 

formando biocitina (Dakshinamurti y Chauhan, 1994). Para su absorción se 

requiere romper este enlace por acción de la biotinidasa pancreática (Hymes, 

1996). La biotina libre es entonces absorbida por los enterocitos de la porción 

distal del duodeno y proximal del yeyuno, y posteriormente pasa al torrente 

sanguíneo. La concentración fisiológica de biotina en mamíferos es de 10 nM 



(Rodríguez-Melendez y Zempleni, 2003). La entrada a la célula se lleva a cabo 

por un transportador múltiple de vitaminas dependiente de sodio (SMVT) que 

reconoce principalmente la porción del ácido valérico de la biotina (Cohen, 

1982). SMVT es una proteína de 634 aminoácidos, con 12 dominios 

transmembranales, y cuyos extremos amino y carboxilo se encuentran hacia el 

interior de la célula. La biotina y el ácido pantoténico se introducen a la célula 

junto con sodio, en un simportador electroneutro a favor de un gradiente de 

concentración (Chatterjee, 1999). Existen evidencias que sugieren la presencia 

de otros tipos de transportadores en la membrana de diferentes tipos celulares 

(Manthey, 2002). 

 

1.2. Funciones de la biotina como grupo prostético. 

 

La biotina se une como grupo prostético a las enzimas carboxilasas para que 

éstas realicen sus reacciones de carboxilación: 1) acetil-CoA carboxilasa (E.C. 

6.4.1.2), tanto la isoforma citosólica como la mitocondrial, 2) propionil-CoA 

carboxilasa (E.C. 6.4.1.3), 3) piruvato carboxilasa (E.C. 6.4.1.1), 4) 3-

metilcrotonil-CoA carboxilasa (E.C.6.4.1.4) (Chapman, 1999). Estas enzimas 

participan dentro de las vías metabólicas de la gluconeogénesis, la biosíntesis 

de ácidos grasos y el catabolismo de aminoácidos.  

 

Las carboxilasas se sintetizan como apoenzimas sin actividad. La unión 

covalente de la unión de la biotina es catalizada por la holocarboxilasa 

sintetasa (E.C. 6.3.4.10), tanto en el citosol y en la mitocondria, en dos etapas: 

primero, la biotina es activada por el ATP, formándose el intermediario biotinil-

5’-adenilato. Segundo, se forma un enlace covalente entre el grupo carboxilo 

de la cadena de ácido valérico de la biotina y el grupo ε-amino de una lisina 

específica localizada dentro de una secuencia Met-Lys-Met altamente 

conservada en todas las apocarboxilasas (Lamhonwah, 1987). 

 

La reacción que realiza entonces la holocarboxilasa es la formación de un 

intermediario carboxifosfato, en presencia de HCO3
- y de ATP, seguido de la 

transcarboxilación del CO2 acarreado por la biotina hacia el sustrato específico 

de cada carboxilasa (Jitrapakdee, 2003). 



 

La biotina permanece unida a la carboxilasa hasta que es degradada 

proteolíticamente en el sistema autofágico lisosomal, liberando residuos de 

biotina unida a la lisina (biocitina). Este enlace se rompe por acción de la 

biotinidasa (E.C. 3.5.1.12), liberando a la biotina para ser reutilizada 

nuevamente en nuevas carboxilasas, o bien puede ser degradada a otros 

catabolitos y ser excretada, como la bisnorbiotina y la biotina sulfóxido (Wang, 

1997). (Figura 1). 

 

Figura 1 . Ciclo de la biotina como grupo prostético de las enzimas 

carboxilasas. 

 



1.3. La biotina como modulador de la expresión genética. 

Además de su acción como grupo prostético de las carboxilasas, existen cada 

vez más evidencias que indican que la biotina interviene en otras funciones 

biológicas.  Se ha encontrado que la biotina afecta la diferenciación tisular, el 

desarrollo embrionario y el crecimiento celular (Bhullar, 1985; Watanabe, 1990; 

1996; Zemplieni, 2001), la maduración de linfocitos (Baez-Saldaña, 1998; 

2004), la diferenciación de los túbulos seminíferos y la espermatogénesis 

(Paulose, 1989), el metabolismo de los carbohidratos y lípidos (Vilches-Flores, 

2005), y la expresión de genes, tanto a nivel transcripcional como en la 

traducción (Dakshinamurti y Chauhan, 1994). 

 

Este efecto dual de la biotina es similar al efecto de otras vitaminas, como la 

vitamina A y D, quienes son capaces de intervenir directamente en el 

metabolismo y afectar la expresión de los genes (Balmer, 2002; Chistakos, 

2003). En el caso de la vitamina A, ésta es capaz de intervenir como retinal en 

procesos de visión y a su vez, al ser transformada en ácido retinoico, actúa 

como reguladora de la expresión génica. En contraste, se conoce poco acerca 

de las vitaminas hidrosolubles como moduladores genéticos, sin embargo, los 

ejemplos de sus efectos sobre la expresión de genes se han incrementado 

recientemente. 

 

1.3.1. Efectos de la biotina sobre la transcripción. 

 

La biotina modifica la expresión genética tanto al nivel de la transcripción como 

de la traducción (Fernandez-Mejia C, 2005; Vilches-Flores, 2005; 

Dakshinamurti, 2005). Múltiples estudios han encontrado que esta vitamina 

modifica la abundancia del mRNA de diversos genes.  Recientemente, con la 

ayuda de la tecnología de microarreglos se ha revelado que la expresión de 

miles de genes es afectada por la biotina (Wiedmann, 2004; Camporeale, 2006; 

Rodriguez-Melendez, 2006). En un estudio en humanos se encontró que en 

células mononucleadas de sangre periférica, la administración de biotina (2.15 

mg al día durante 21 días) promovió positivamente la expresión de 139 genes, 

mientras que disminuyó la de otros 131 (Wiedmann, 2004). En la línea celular 



HepG2 se ha reportado que la biotina modifica la expresión de más de 1800 

genes (Rodriguez-Melendez, 2006). 

 

Entre los genes cuya expresión está regulada por la biotina se encuentran 

algunas de las enzimas que requieren de la vitamina como grupo prostético y 

sustrato, como son piruvato carboxilasa, acetil-CoA carboxilasa 1 y propionil-

CoA carboxilasa, y la holocarboxilasa sintetasa (Rodriguez-Melendez, 2001; 

Solorzano-Vargas, 2002). En los mamíferos, la biotina favorece la expresión de 

enzimas y hormonas que participan en el metabolismo de carbohidratos, como 

la glucocinasa hepática y pancreática (Chauhan, 1991; Romero-Navarro, 

1999), y la insulina (Romero-Navarro, 1999); en contraste, la biotina disminuye 

la expresión de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa hepática sin afectar a la 

isoenzima renal (Dakshinamurti y LI, 1994). La expresión de varios factores 

transcripcionales como PDX-1 (Yoshikawa, 2002), NF-kB (Rodriguez-

Melendez, 2004), SP1 y SP3 (Griffin, 2003) y de oncogenes como N-myc, c-

myb, N-ras y raf (Scheerger, 2003) también es afectada por la biotina. En la 

línea celular Jurkat derivada de linfocitos se ha observado que la presencia de 

biotina en el medio afecta la expresión de la interleucina 2 y el receptor de 

interleucina 2 (Manthey 2002; Rodríguez-Melendez, 2003). Recientemente se 

ha reportado en células HepG2 que la biotina afecta la expresión de genes que 

codifican para las subunidades ribosomales y del factor 5ª de inicio de la 

traducción en eucariontes (Rodriguez-Melendez, 2006). 

 

1.3.2. Efectos de la biotina sobre la traducción. 

 

La biotina también afecta la expresión de genes al nivel post-transcripcional. 

Stocker y cols., reportaron que en la línea celular HepG2, la biotina modifica la 

expresión del receptor para asialoglicoproteínas, un sistema hepático de 

captación de glicoproteínas sin ácido siálico, circulantes en sangre (Collins, 

1988; Stockert, 1990, 1992, 1997; De la Vega, 1999), y la expresión del 

receptor de la insulina (De la Vega, 2000). La vitamina modifica la traducción 

del receptor para asialoglicoproteínas a través de una vía que requiere de GMP 

cíclico (GMPc) y de la proteína cinasa G (PKG), lo cual induce a un aumento en 

la fosforilación y activación de la subunidad α-COP, una proteína coatomérica 



de 140 kDa asociada al complejo de traducción COP-I, en la región trans de la 

membrana del Golgi. COP-I es una proteína de siete subunidades que esta 

involucrada con el tráfico de vesículas y en los mecanismos de traducción 

(Serafini, 1991). La subunidad α-COP fosforilada se une a elementos cis 

localizados en un fragmento de 187 nucleótidos de la región no traducida 5’ del 

mRNA del receptor, repercutiendo de manera positiva sobre la traducción de 

esta proteína. 

 

1.4. Mecanismos de acción de la biotina sobre la expresión génica 

 

Si bien el efecto de la biotina sobre la expresión de genes se encuentra 

ampliamente demostrado, se sabe poco de los mecanismos moleculares 

mediante los cuales se produce su acción. Se han descrito dos diferentes 

mecanismos: a) la biotinilación de histonas  y b) la cascada de señalización del 

GMPc.  

 

1.4.1. La biotinilación de histonas. 

 

La regulación de la expresión genética a nivel de la estructura de la cromatina 

está determinada por las propiedades fisicoquímicas que presenten las 

histonas. Estas proteínas básicas que rodean al ADN pueden ser modificadas 

por procesos de acetilación covalente, metilación, fosforilación, ubiquitinación, 

poli ADP-ribosilación y biotinilación, de grupos ε-amino (en lisinas), grupos 

guanidino (argininas), grupos carboxilos (glutamato) y grupos hidroxilos 

(serinas) (Kothapalli, 2005). 

 

Las primeras observaciones que demostraron la presencia de biotina en el 

núcleo, mostraban a la vitamina unida de manera reversible a una proteína no 

identificada de 60 kD (Dakshinamurti, 1963a y 1963b). Esto sugería la 

posibilidad de que la biotina tuviera efectos sobre regulación génica por un 

mecanismo similar al utilizado por las vitaminas A y D. 

 

En años más recientes se describió la presencia de biotina en el núcleo, 

asociada a las histonas en forma de biotinilación. La primera evidencia se 



observó en la proliferación de células de linfoma humano, donde se 

identificaron biotinilaciones en diferentes residuos de lisina localizados en las 

histonas H2A, H3 y H4 (Stanley, 2001). Estos cambios epigenéticos provocan 

alteraciones en la estructura de la cromatina, los cuales resultan en los efectos 

que se observan de la biotina sobre la expresión genética, la reparación del 

DNA y el control de la proliferación (Stanley, 2001; Peters, 2002; Kothapalli, 

2005; Narang, 2004). 

 

La presencia en el núcleo de dos enzimas claves en el metabolismo de la 

biotina, la biotinidasa y la holocarboxilasa sintetasa (Hymes, 1999; Stanley, 

2001), así como su demostrada capacidad de biotinilar histonas, apoyan 

igualmente esta hipótesis. Se ha observado que a un pH cercano a 7, la 

biotinidasa transforma un residuo de biocitina, biotina-ε-lisina, en un 

intermediario biotinil-tioéster, y con éste, se transloca al núcleo (Hymes, 1995; 

Stanley, 2001; Crisp, 2004). La biotinil biotinidasa transfiere entonces la biotina 

al grupo ε-amino de las lisinas localizadas en la posición K9, K13 y K129 en la 

histona H2A; K4, K9 y K18 en la histona H3; y en K8 y K12 de la histona H4 

(Kothapalli, 2005) (Figura 2). Narang y cols. (2004), encontraron que la 

holocarboxilasa sintetasa se encuentra dentro del núcleo asociada con la 

cromatina y con la lámina nuclear, y que durante la mitosis se distribuye en 

estructuras con forma de anillo. En adición, los fibroblastos de pacientes con 

deficiencia de la enzima presentan menos histonas biotiniladas que los 

fibroblastos de individuos no deficientes. En los pacientes que presentan 

defectos en las funciones de la biotina se observan alteraciones importantes en 

el metabolismo de los carbohidratos, lípidos y proteínas, y su tratamiento 

requiere de la ingesta diaria de dosis farmacológicas de biotina (Wolf, 2001). 

 

Se ha observado que en la proliferación de linfocitos polimorfonucleares, la 

cantidad de histonas biotiniladas se incrementa (Zempleni, 2001), al igual que 

durante el ciclo celular (Stanley, 2001) y en respuesta por el daño producido al 

DNA por luz ultravioleta (Peters, 2002). Estas funciones sugieren que la 

biotinilación de histonas podría estar ligada en la reparación y/o replicación del 

DNA. Sin embargo, existen controversias en este mecanismo. Bailey y cols. 

(2008) reportaron que la estreptoavidina, la cual se emplea para detectar las 



histonas biotiniladas, puede unirse a estas proteínas sin la presencia de la 

vitamina. Utilizando biotina marcada radioactivamente, encontraron que solo 

las carboxilasas estaban unidas covalentemente a la biotina y que las histonas 

tan sólo representaban el 0.03% del total de las proteínas biotiniladas. 
 

 

Figura 2 . Biotinilación de histonas por acción de la biotinidasa. Modificado de 

Hymes & Wolf, 1999. 



1.4.2. La cascada de señalización del GMP cíclico. 

 

Un denominador común encontrado en la expresión de la glucocinasa hepática 

y el receptor para asialoglicoproteínas, inducidos por biotina, es el incremento 

en el contenido celular de GMPc a través de un aumento en la actividad de la 

guanilato ciclasa soluble (Vesely, 1982). 

 

La guanilato ciclasa soluble es una proteína citosólica conformada por dos 

subunidades, α y β, de 76 y 80 kDa respectivamente. Hasta la fecha se han 

descrito 3 isoformas de cada subunidad que conservan una alta homología 

entre ellas, y su mayor expresión se encuentra en aquellas células que 

requieren de una mayor entrada y movilización de calcio (Denninger, 1999). La 

subunidad β contiene en la posición His105 un grupo hemo rodeado de 

residuos de cisteína, el cual al interaccionar con el óxido nítrico o con el 

monóxido de carbono cambia de un enlace penta-coordinado a uno hexa-

coordinado, lo que provoca un cambio de conformación entre las dos 

subunidades El sitio catalítico se encuentra estructurado por los extremos 

carboxilo-terminal de ambas subunidades, y la síntesis de GMPc se realiza en 

presencia de Mg2+ (Wedel, 1995). 

 

La conversión catalítica de la biotina a biotinil-AMP, realizada por la actividad 

de la holocarboxilasa sintetasa, aumenta la actividad de la guanilato ciclasa 

soluble por un mecanismo aún desconocido (Solorzano-Vargas, 2002). El 

GMPc generado activa a la proteína cinasa G (PKG) (Spence, 1984; De la 

Vega, 1999), sin embargo, se desconocen los mecanismos que participan en 

expresión de genes más allá de la participación de la PKG (Figura 3). Un 

reporte reciente sugiere que en esta vía de señalización interviene la síntesis 

de óxido nítrico (Rodriguez-Melendez, 2009), pero no demuestra el efecto 

directo de la biotina sobre la producción de óxido nítrico. 

 

Hasta el momento no se existen evidencias de que los dos mecanismos de 

acción de la biotina sean excluyentes, de modo que podrían ocurrir 

simultáneamente. 

 



 

Figura 3 . Mecanismo de acción de la biotina sobre la expresión genética a 

través de la vía Guanilato ciclasa soluble / PKG. 



1.5. Efecto de la biotina sobre el metabolismo de los carbohidratos. 

 

Diversos estudios han encontrado que la biotina participa en la regulación del 

metabolismo de los carbohidratos. Este efecto de la vitamina es de particular 

interés médico en el tratamiento de enfermedades como la diabetes mellitus. 

Se ha reportado que la administración de dosis farmacológicas de biotina 

disminuye la hiperglucemia y mejora el cuadro clínico, tanto en modelos 

animales como en pacientes con diabetes tipo I y II (Coggeshall, 1985; 

Maebashi, 1993; Reddi, 1988; Zhang, 1997; Koustikos, 1966; Albarracin, 2005; 

Singer, 2006).  Este efecto concuerda con la acción de la biotina sobre la 

expresión de genes que favorecen la captación y el catabolismo de la glucosa, 

como el gen de la insulina (Romero-Navarro, 1999), la glucocinasa hepática y 

la pancreática (Spence, 1984; Romero, 1999) y la traducción del receptor de la 

insulina (De la Vega, 1999). También se ha reportado que la biotina aumenta la 

secreción de la insulina (Romero-Navarro, 1999; Sone 1999; 2000). 

 

1.6. Importancia de la glucocinasa en el metabolismo de los 

carbohidratos. 

 

Resulta interesante el hecho de que la biotina afecta la expresión y actividad de 

la glucocinasa, considerando el importante papel que tiene esta enzima en el 

metabolismo de los carbohidratos. En el hígado, la glucocinasa es un elemento 

crítico en la captación de glucosa postprandial y en su almacenamiento como 

glucógeno. En las células ß del páncreas la glucocinasa tiene una función 

esencial en el mecanismo que permite la secreción de insulina en respuesta a 

la cantidad de glucosa sanguínea (Meglasson, 1996). El complejo mecanismo 

de secreción inicia con la actividad de la glucocinasa pancreática, la cual actúa 

como un marcapasos. 

 

Diversos estudios en ratones transgénicos han encontrado que el aumento en 

la actividad de la glucocinasa pancreática produce un incremento en la 

secreción de la insulina, lo que repercute en la disminución de niveles de 

glucosa en sangre (Matschinsky, 1996, Glaser, 1998). Así también, cuando la 

actividad de la glucocinasa se encuentra disminuida, la secreción de insulina es 



menor y se presenta hiperglucemia. Mutaciones que modifican la actividad de 

la glucocinasa son causantes de enfermedades con defectos en la homeostasis 

de la glucosa como la diabetes MODY-2 (Velho, 1992) o la hiperinsulinemia-

hipoglucemia persistente de la infancia (PHHI-GK). Pacientes con mutaciones 

que afectan la actividad de la glucocinasa de manera negativa presentan 

deficiencias en la secreción de insulina en respuesta a la glucosa (Ferre, 1996; 

Velho, 1992). En tanto que pacientes con mutaciones que producen mayor 

actividad de la enzima presentan un aumento de la secreción de insulina e 

hipoglucemia (Glaser, 1998). Por lo tanto, la glucocinasa tiene un papel 

primordial en el control de los niveles de la glucosa en sangre. (Figura 4). 
 

 

Figura 4 . Papel de la glucocinasa pancreática como sensor de glucosa en la 

célula β pancreática. 
 

1.6.1 Características bioquímicas y moleculares de la glucocinasa. 
 

La glucocinasa o hexocinasa IV (ATP:D-hexosa 6-fosfotransferasa EC 2.7.1.1) 

es una enzima tejido específica presente en los hepatocitos, en las células ß de 

los islotes pancreáticos, en cerebro, y en células neuroendócrinas del intestino 



(Matschinsky, 1996). Es una enzima monomérica de 50 kDa que se diferencía 

de otras hexocinasas por su baja afinidad a la glucosa (K0.5 glucosa 8 mM), por 

su actividad enzimática que presenta una cinética sigmoidal nemotécnica, con 

un coeficiente de Hill de 1.7, y un punto de inflexión en su curva a 4 mM, 

además de que no es inhibida por su producto glucosa-6-fosfato. En las células 

ß pancreáticas representa el 0.005 % del total de proteína posible, y es 

regulada alostéricamente por la subunidad ß de la propionil CoA carboxilasa 

(61 kDa) (Shiraishi, 2001). 

 

Las isoenzimas de la glucocinasa se encuentran codificadas por un único gen. 

Éste presenta dos diferentes promotores separados entre sí por más de 12 

kilobases (Magnuson, 1992; Glaser, 1998).  El primer promotor determina la 

expresión de la glucocinasa en las células ß pancreáticas y en neuronas, 

mientras que el segundo determina a la isoenzima hepática. Así mismo, cada 

promotor está asociado a un primer exón diferente para cada glucocinasa, 

dando como consecuencia una diferencia entre proteínas de 15 aminoácidos 

en el extremo amino terminal (Matchinsky, 1998). Estas diferencias implican 

que tanto la síntesis como la actividad de la glucocinasa se encuentra regulada 

de manera diferente en el hígado y en las células ß pancreáticas (Figura 5). 

 



 

 
 
Figura 5 . Representación estructural de la glucocinasa pancreática, indicado 

en rojo su sitio catalítico. El gen de la glucocinasa presenta dos promotores y 

dos primeros exones diferentes para cada isoenzima. Modificado de 

Magnunson, 1990. 

 
 
1.6.2. Regulación de la expresión de la glucocinasa. 
 



La expresión de la glucocinasa se encuentra regulada por diversas hormonas, 

nutrimentos y fármacos que pueden modificar la expresión de la enzima (tabla 

1). Se han encontrado diferencias entre la regulación de la isoenzima hepática 

y la pancreática; por ejemplo, mientras el glucagon, a través de la activación de 

la vía de señalización del AMPc, disminuye la expresión de la glucocinasa 

hepática (Iynedjian, 1989), en el páncreas endocrino este segundo mensajero 

tiene un efecto positivo sobre la transcripción y la actividad de la glucocinasa 

(Fernandez-Mejía, 2001). En la Tabla 1 se muestran los diferentes compuestos 

descritos que tienen efectos sobre la actividad y expresión de la glucocinasa; 

entre ellos se encuentra la vitamina biotina. 

 



Tabla 1 . Regulación de la expresión y actividad de la glucocinasa hepática y 

pancreática en mamíferos. 

 HIGADO CELULAS BETA 

 Efecto Cita Efecto Cita 

 

Insulina 

↑ actividad 

↑ síntesis mRNA 

Iynedjian, 

1989.  

↑ síntesis mRNA Leibiger, 2001  

 

Glucagon (cAMP) 

↓ actividad 

↓ síntesis mRNA 

Iynedjian, 

1989.  

↑ actividad 

↑ niveles mRNA 

↑ actividad del promotor 

Fernandez-

Mejía, 2001 

Prolactina Sin efecto descrito  ↑ actividad 

↑ niveles mRNA 

Weinhaus, 

2007 

Obestatina Sin efecto descrito  ↑ niveles mRNA Granata, 2008 

 

Hormona Tiroidea  

↑ actividad 

↑ niveles mRNA 

Narkewicz, 

1990 

Sin efecto en actividad 

↓ niveles mRNA 

Fernandez-

Mejía, 1992 

 

Glucocorticoides 

↑ actividad 

↑ niveles mRNA 

Sibrowski, 

1984 

↑ actividad 

↑ niveles mRNA 

Fernandez-

Mejía, 1992 

 

Thiazolidinediona 

↑ actividad 

↑ niveles mRNA 

Kim, 2004 ↑ actividad 

↑ niveles mRNA 

Kim, 2002 

IGF-1 Sin efecto descrito  ↑ actividad 

↑ niveles mRNA 

↑ actividad del promotor 

Yoshida, 2007 

Diclorvos 
Cl2CCHOPO(OCH3)

2 
↓ actividad 

↑ niveles mRNA 

Romero-

Navarro, 

2006 

Sin efecto Romero-

Navarro, 2006 

GLP-1 Sin efecto descrito  ↑ niveles mRNA Liu, 2004 

Glibenclamida ↑ niveles mRNA Tiedge, 1995 ↑ niveles mRNA Hinata, 1994 

Metformina ↑ niveles mRNA Fulgencio, 

2001 

Sin efecto descrito  

Taurina Sin efecto descrito  ↑ niveles mRNA Carneiro, 2008 

Äcidos fenólicos ↑ niveles mRNA Valentová, 

2007 

Sin efecto descrito  

Flavonoides cítricos ↑ niveles mRNA Jung, 2006 Sin efecto descrito  

Palmitato ↓ actividad del 

promotor 

Swagell, 

2007 

Sin efecto descrito  

Leucina Sin efecto descrito  ↑ niveles mRNA Yang, 2006 

Fructosa Sin efecto descrito  ↑ actividad 

↑ niveles mRNA 

Maiztegui, 

2009 



 

Glucosa 

Sin efecto descrito  

 

↑ actividad 

↑ síntesis mRNA 

Leibiger, 2001 

 

Acido retinoico 

↑ actividad 

↑ niveles mRNA 

Decaux, 

1997 

↑actividad 

↑ niveles mRNA 

Cabrera-

Vallades, 2001 

 

Biotina  

 

 

↑ actividad 

↑ niveles mRNA 

 

Chauhan, 

1991 

↑ actividad 

↑ niveles mRNA 

↑ actividad del promotor 

Romero-

Navarro, 1999 

 
 
1.6.3 Efecto de la biotina sobre la actividad y expresión de la glucocinasa.  
 

Las primeras observaciones del efecto de la biotina sobre la actividad y 

expresión de la glucocinasa fueron realizadas por Dakshinamurti (1968), quien 

encontró que la administración de biotina a dosis de 1 mg/kg de peso, en ratas 

bajo condiciones de ayuno, aumenta la actividad de la glucocinasa en el 

hígado. Posteriormente, Spence y Kouldeka (1984), encontraron que la 

administración de 1µM de biotina en hepatocitos aislados incrementa la 

actividad de la glucocinasa a partir de las 2 horas de exposición; este efecto es 

precedido por un aumento en los niveles de GMPc. Los estudios de Chauhan y 

Dakshinamurti (1991) demostraron que el efecto de la biotina se realiza a 

través del incremento en la transcripción del gen de la glucocinasa, el cuál se 

observó entre los 45 y 60 minutos después de la administración de la vitamina. 

 

La actividad y expresión de la glucocinasa pancreática también son afectadas 

por la biotina. En la línea celular RIN-1048 se observó que la biotina a 

concentraciones de 10 µM aumenta la actividad y de los niveles de mRNA de la 

glucocinasa, a partir de las 24 horas de tratamiento (Borboni, 1996). Nosotros 

encontramos que en ratas deficientes de biotina la actividad y expresión de la 

glucocinasa pancreática disminuye en ratas deficientes de la vitamina (Romero-

Navarro, 1999). También reportamos que en islotes de Langerhans tratados in 

vitro con biotina, la actividad de la glucocinasa se incrementa. Este efecto se 

observó a partir de dosis de 10 nM, concentración considerada fisiológica 

(Zempleni, 2005), así como a 100 y 1000 nM. El tiempo en el cual se observa el 

efecto de la biotina sobre la actividad de la glucocinasa pancreática es a partir 



de las 24 horas, precedido por cambios en la abundancia del mRNA, los cuales 

se observan incrementados desde las 12 horas de tratamiento. 

 

1.6.4 El papel de la insulina como modulador autocrino de expresión 

genética en el islote. 

 

La acción anabólica de la insulina conduce a cambios en la expresión genética 

de diferentes enzimas que se requieren para modular el metabolismo celular. 

Cada vez son más los reportes que señalan las funciones que modula la acción 

autocrina de la insulina sobre las células del islote pancreático (Leibiger, 2002). 

Entre estos efectos se encuentra la regulación de la expresión genética de 

varias proteínas, entre ellas, la glucocinasa, a través de la activación del 

receptor B para la insulina (Leibiger, 2001). Dado que previamente 

demostramos que la biotina puede aumentar la secreción de insulina in Vitro 

(Romero-Navarro, 1999), es posible que este efecto y la expresión de la 

glucocinasa se encuentren asociados. 

 

 



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 
 
Si bien el efecto de la vitamina sobre la expresión de genes se encuentra 

ampliamente demostrado se sabe poco de los mecanismos moleculares 

mediante los cuales se produce su acción. Se han descrito dos diferentes 

mecanismos: a) la biotinilación de histonas y b) la cascada de señalización del 

GMPc/PKG. El mecanismo más aceptado actualmente es el de la activación de 

la vía de señalización de GMPc/PKG, sin embargo se desconocen los 

mecanismos de acción de la biotina sobre la expresión de genes subsiguientes 

a la activación de la PKG. Entre la multiplicidad de mecanismos posibles, 

teorizamos que el mecanismo de acción de la biotina podría estar ligado a la 

secreción de la insulina; dado qué nosotros y otros grupos hemos encontrado 

que tanto la biotina (Romero-Narvarro, 1999; Sone, 2000) como el GMPc 

(Laychock, 1987; 1991) inducen a la secreción de esta hormona. Por otro lado, 

se sabe que la acción autocrina de la insulina es un importante regulador en la 

expresión de algunos genes importantes en la fisiología del islote, entre ellos, la 

glucocinasa (Leibiger, 2001). En el presente trabajo exploramos el mecanismo 

por el cuál la biotina aumenta la expresión de la glucocinasa pancreática. 

 
 

2.1. HIPOTESIS   

La biotina modifica la glucocinasa pancreática mediante un mecanismo en el 

que participa la secreción de la insulina y su efecto autocrino (figura 6). 

 



 

 

Figura 6. Hipótesis del mecanismo de acción de la biotina para inducir un 

aumento en la expresión de la glucocinasa pancreática.  

 

 



3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GENERAL. 

 

Estudiar de los mecanismos moleculares a través de los cuales la biotina 

aumenta la expresión del gen de la glucocinasa pancreática. 

 

 

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES. 

 

A) Determinar si el efecto de la biotina sobre la expresión de la glucocinasa 

pancreática se realiza a través de de la vía de señalización del GMPc, mediado 

por la actividad de la guanilato ciclasa soluble y la PKG. 

 

B) Determinar si el efecto de la biotina sobre los niveles de mRNA de la 

glucocinasa requiere de la secreción de insulina y de su vía de señalización.  

 

 



4. MATERIAL Y MÉTODOS  

 

4.1. Aislamiento de islotes pancreáticos de Langerhans.  

 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de 200-300 g de peso, mantenidas bajo 

condiciones controladas de bioterio. Después de un periodo de ayuno de 12 hrs, las 

ratas se anestesiaron con pentobarbital sódico (90 mg/kg).  Para facilitar la escisión 

del páncreas de los tejidos que lo circundan se inyectó solución de Hanks-BSA a 

través del conducto biliar. Una vez separado el páncreas, se fragmentó con tijeras y 

se procedió a su digestión con colagenasa tipo P (Boehringer Mannheim), durante 

10 min, a 37º C, en un baño con agitación. Los islotes se separaron del tejido acinar 

a través de una centrifugación en gradiente de Ficoll (Sigma). Finalmente se 

recolectaron los islotes bajo microscopio de disección y se sembraron en grupos de 

200 islotes en cajas de cultivo con medio de cultivo DMEM (Gibco) sin biotina, 

conteniendo 5.5 mM de glucosa, suplementado con antibiótico-antimicótico (200 

U/ml penicilina G, 200 mg/ml estreptomicina y 0.5 mg/ml amfotericina B) y 5% de 

suero de bovino fetal dializado. Los islotes se mantuvieron en incubación por 16 

horas a 37°C en una atmósfera húmeda con 5% de CO 2.  

 

4.2. Tratamientos e inhibidores. 

 

Al finalizar las 16 horas de incubación el medio de cultivo fue reemplazado y se 

añadieron los diferentes tratamientos: a) vehículo de solución amortiguadora de 

fosfatos (PBS), b) 1 µM de d-biotina (Gibco) disuelta en PBS; c) 1 µM de 8-Br-GMPc 

(Sigma), un análogo del GMPc permeable a la membrana, disuelto en PBS. Los 

islotes se trataron durante 1, 2, 3 y 24 horas para evaluar el tiempo de acción de la 

vitamina. Para determinar la participación de diferentes proteínas involucradas en 

vías de señalización se emplearon: como inhibidor de la guanilato ciclasa soluble: 1-

H-[1,2,4]oxadiozolo[4,3-α]quinoxalin-1one (ODQ) (ICN) [50µM]; En la inhibición de 

la PKG: Rp-8[4-clorophenylthio]-guanosine-3'5'-cyclic monophosphorothioate (Rp-

cGMPS) (Sigma) [10µM]; Para evaluar la participación de la secreción de la insulina 



se utilizaron los siguientes inhibidores: diazóxido (Sigma) [250 µM], el cual mantiene 

abiertos los canales de potasio sensibles a ATP, impidiendo la despolarización de la 

membrana; nifedipina (Sigma) [10µM], un bloqueador selectivo de los canales 

membranales de calcio activados por voltaje; y suero con anticuerpos anti-insulina 

[dilución 1:1000] (proporcionado por el Dr. Eulises Díaz del Instituto Nacional de 

Nutrición Salvador Zubirán, obtenido en conejo). En la determinación de la vía de 

señalización de la insulina se emplearon: wortmanina (Fluka) [100nM] como 

inhibidor específico de la  fosfoinositol-3-cinasa (PI3K) y 1-L-6-hydroxymethyl-chiro-

inositol-2-[(R)-2-O-methyl-3-O-octadecyl-carbonate] (Alexis Biochemicals) [10µM] 

como inhibidor de Akt o PKB.  Los compuestos se agregaron al medio de cultivo 30 

minutos antes de iniciar el tratamiento con vehículo, d-biotina u 8-Br-GMPc, a 

excepción del bloqueador nifedipina que se adicionó únicamente durante 15 

minutos.  

 

4.3. Expresión de la glucocinasa pancrática por RT-PCR en tiempo real. 

 

El RNA total de los islotes se aisló por el método de TRIzol, usado bajo las 

especificaciones del fabricante (Gibco Life Technologies). La muestra de islotes se 

expuso a una mezcla de isothiocianato de guanidina y fenol, la cual permite la 

separación de ácidos nucleicos con cloroformo. El RNA se precipitó con isopropanol 

y etanol al 70%, y finalmente se resuspendió en agua estéril, tratada previamente 

con DEPC. La cantidad de RNA total se cuantificó por espectrofotometría a 260 nm; 

al mismo tiempo se verificó que su relación con el contenido de DNA, determinado a 

280 nm, fuera cercana a 2. La integridad del RNA de cada muestra se verificó a 

través de electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa al 1.5%. 

 

Debido a la fácil degradación y poca estabilidad del RNA, se sintetizó una copia de 

éste en DNA de cadena sencilla (cDNA) a partir de 0.5 µg de RNA total por medio 

de la reacción de transcripción reversa, empleando el protocolo establecido para 

200 U de la enzima reverso transcriptasa del virus de leucemia murina (MLV-RT) 

(InVitroGen). 



 

La expresión relativa de glucocinasa se evaluó por la reacción en cadena de la 

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

proporcionados por Applied Biosystems. La enzima DNA polimerasa de 

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

formada con una sonda de oligonucleótidos específica para una secuencia 

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

cual es detectado por el sistema de lectura del termociclador, acoplado a una 

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

cantidad de copias de DNS. 20 ng de cDNA se mezclaron con la mezcla TaqMan® 

universal PCR y con las sondas TaqMan® MGB marcadas con los fluoróforos 

FAM o VIC, en un volumen total de 25 µl. Las secuencias que se emplearon de las 

sondas de glucocinasa de Ratus norvergicus fueron:  

 

sentido 5’ – GACAAGGGCATCCTCCTCAATTGGA - 3’ 

antisentido 5’ – CTAGACAAGGGCATCCTCCTCAATT- 3’  

 

Se determinó la expresión del RNA ribosomal (rRNA) 18S como gen de referencia 

endógena. La reacción de PCR de cada gen se realizó por triplicado para cada 

muestra en un instrumento ABI PRISM 7700, operado bajo las especificaciones del 

fabricante.  

 

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

para cada gen, es decir, el ciclo de la reacción de PCR en donde todas las 

muestran alcanzaron una cantidad determinada de DNA dentro de una función 

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

cumplir con la función:  

P=T*2n 

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

a cada ciclo n. 

 



Para calcular la abundancia relativa de la glucocinasa con respecto a la expresión 

endógena del ARNr 18S, se empleó el modelo matemático delta-delta Ct (∆∆Ct, 

Livak, 2001): la expresión relativa de glucocinasa (gk) se calculó de la diferencia 

resultante entre las Ct´s de gk y el rRNA 18S (18S), entre los islotes controles y los 

tratados. 

Expresión relativa = 

∆CTtratamiento [Ct(gk)-Ct(18S)] - ∆CTcontrol [Ct(gk)-Ct(18S)] 

 

Las curvas de calibración se construyeron previamente a partir de 0.1 a 10 ng de 

cDNA, proveniente de islotes de rata sin tratamiento. 

 

4.4. Determinación de ATP intracelular. 

 

Islotes pancreáticos de ratas adultas se aislaron y cultivaron en las condiciones 

anteriormente mencionadas. Después de 16 horas de incubación, los islotes se 

preincubaron por 10 minutos en PBS sin glucosa, prosiguiendo con una 

incubación de 30 minutos en medio DMEM con concentraciones de 5.5 o 15.5 mM 

de glucosa, con o sin la presencia de d-biotina o 8-Br-GMPc por 30 minutos. Al 

finalizar el tiempo de tratamiento los islotes se recolectaron en ácido perclórico al 

3% (v/v) y fueron sonicados y centrifugados a 12000 rpm. El sobrenadante se 

neutralizó en frío con KOH 3 M / TRIS 0.1 M.  

 

El principio de la determinación de ATP intracelular se basa en el acoplamiento de 

dos reacciones, en donde la hexocinasa (HK) utiliza el ATP de la muestra como 

sustrato para formar glucosa-6-fosfato. Este producto es a su vez transformado 

por la glucosa-6 fosfato deshidrogenasa (G6PDH) en 6-P-gluconato, con la 

formación de NADPH+H, el cual directamente proporcional a la cantidad de ATP: 

HK    G6PDH  

Glucosa  ---------->  Glucosa 6P  ------------->  6P gluconato 

ATP ���� ADP                   NADP ���� NADPH+H 

 



Las muestras fueron colocadas en 2 ml de amortiguador de HEPES 50 mM, pH 

7.4, conteniendo una concentración final de 5 mM MgCl2, 5 mM de glucosa, y 1 

U/mL de G6PDH de Leuconostoc mesenteroides (Sigma). La reacción se inició 

añadiendo 1 U de HK (Roche) a 30°C. El contenido de  ATP se determinó por el 

cambio fluorométrico de NADPH+H, con una longitud de onda de excitación de 355 

nm, y una longitud de onda de emisión de 460 nm, en un fluorofotometro 

Shimadzu RF5000 U (Kioto, Japan) (Bergmayer, 1983; Marín-Hernandez, 2006). 

 

4.5. Determinación de insulina. 

 

Después de un periodo de incubación de 16 horas, grupos de 50 islotes fueron 

lavados en la siguiente solución de secreción: 20 mM HEPES, 115 mM NaCl, 5 

mM NaHCO3, 4.7 mM KCL, 2.6 mM CaCl2, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, y 1% 

de BSA (pH 7.4). Los islotes fueron incubados a 37°C durante una hora en medio 

DMEM con 5.5 mM de glucosa, al cual se le adicionó el vehículo (PBS), 1 µM de 

d-biotin, 1 µM de 8-Br-GMPc o 16 mM de glucosa. A partir de una alícuota del 

medio se determinó la concentración de insulina secretada empleando el 

inmunoensayo ultrasensible para insulina de rata de ALPCO (ELISA;ALPCO 

Diagnostics, Salem, NH). 

 

4.6. Determinación de la actividad específica de la glucocinasa. 

 

Se empleó la técnica descrita por Parry y Walker (1966) y modificada por Romero-

Navarro y cols (1999). Después de los tratamientos con d-biotina o 8-Br-GMPc, los 

islotes fueron sonicados en un buffer de lísis para obtener los extractos crudos 

celulares. La actividad de las enzimas fosforilantes de la glucosa presentes en los 

extractos se determinó al agregar glucosa, ATP y Mg2+ al medio de reacción. Dado 

que los extractos celulares también poseen actividad fosforilante de la glucosa por 

la presencia de hexocinasa (HK) (de baja Km), la actividad de fosforilación se 

determinó a dos diferentes concentraciones finales de glucosa: 0.5 y 100 mM. La 

formación del primer producto (glucosa 6-fosfato) es proporcional a la actividad de 



la HK y la glucocinasa presente en el extracto. La cantidad del producto formado 

se determinó por su deshidrogenación en presencia de un exceso de la enzima 

glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) de Leuconostoc mesenteroides 

(Sigma) y NAD como coenzima. La formación de NADH+H se cuantificó a través de 

cambios en la absorbancia a 340 nm, siendo esta proporcional a la cantidad de 

glucosa 6-fosfato proveniente de la primera reacción. El cambio en la densidad 

óptica obtenido en la reacción con glucosa a una concentración de 0.5 mM 

representa la actividad de la HK, y el obtenido en la reacción con glucosa con la 

concentración final de 100 mM es el resultado de la suma de ambas actividades: 

HK más glucocinasa. El valor correspondiente a la actividad la glucocinasa se 

obtiene de la diferencia del valor obtenido a baja glucosa y del valor a alta glucosa. 

La actividad enzimática se estandarizó en función de la cantidad de proteína 

determinada por el método colorimétrico de Bradford (Bio-Rad). El principio de 

este método se basa en la determinación de la cantidad de proteína por unión del 

colorante ácido azul de Coomassie, específicamente, a residuos de aminoácidos 

básicos y aromáticos. 

 

4.8. Análisis estadístico. 

 

Los datos se analizaron en los programas PRISM 2.01 (Graph Pad, Ca, USA) y 

Statview statistical V.4.5 (Abacus Concepts). Los resultados se expresan como la 

media ± error estándar (ES) del número de experimentos indicados en el texto. Las 

comparaciones entre los datos fueron evaluadas a través de un análisis de 

varianza ANOVA de una o de dos vías con interacciones. Se utilizó el análisis post-

hoc de Bonferroni para la detección de diferencias significativas entre medias. Se 

consideró como diferente la significancia de p<0.05. 

 
 



5. RESULTADOS 

 

5.1. Incremento de la abundancia del mRNA de la glucocinasa pancreática 

con biotina y el GMPc. 

 

El primer paso de la investigación consistió en evaluar si el mecanismo de acción 

de la biotina sobre la expresión de la glucocinasa pancreática utiliza la vía de 

señalización de la guanilato ciclasa. Comparamos a diferentes tiempos el efecto 

de la biotina y del GMP cíclico sobre la abundancia del mRNA de la glucocinasa. 

Encontramos que la biotina y el GMPc inducen incrementos similares en tiempo y 

magnitud sobre el mensajero de la enzima. Como se muestra en la figura 7 la 

biotina (barras blancas) incrementó el mRNA de la glucocinasa 1.07 ± 0.14 veces 

a las 2 horas, en comparación con el vehículo (barras negras). p<0.05). A las 3 

horas, el incremento fue de 0.63 ± 0.04 veces y se sostuvo hasta las 24 horas 

(p<0.05). El análogo permeable del GMPc (barras grises) indujo incrementos 

sobre la abundancia del mRNA de la glucocinasa, similares a la biotina en tiempo 

y magnitud 1.12 ± 0.05, 0.76 ± 0.11, y 0.46 ± 0.15, a las 2, 3 y 24 horas, 

respectivamente (p<0.05).  



 

Figura 7 . Efecto curso-temporal de la biotina o del GMPc en la abundancia del 
ARNm de la glucocinasa. Islotes pancreáticos de rata se trataron durante diferentes 
tiempos en presencia de vehículo (control), d-biotina [1 µM] o con 8-Br-GMPc [1 µM]. La 
abundancia del mRNA de la glucocinasa se cuantificó por RT-PCR en tiempo real. Los 
datos se expresan en veces de incrementos relativos con respecto a los islotes control. 
Cada valor representa la media ± ES de 3 experimentos independientes. Barras negras: 
vehículo (PBS); barras blancas: biotina; barras grises: GMPc. Las comparaciones fueron 
evaluadas por ANOVA de dos vías (tratamiento, tiempo). Diferentes letras denotan 
diferencias significativas, p≤0.05. 



Una vez determinado el tiempo en el que se observaron los mayores cambios, a 
las dos horas, analizamos el efecto de diferentes concentraciones de biotina sobre 
la expresión de la glucocinasa. Observamos que la biotina incrementó 
significativamente la abundancia en el mRNA de la glucocinasa pancreática, tanto 
a concentraciones consideradas fisiológicas de 0.01 µM, como a dosis 
farmacológicas igual o mayores a 0.1 µM (figura 8A). No se observó un efecto 
aditivo al agregar ambos compuestos a los islotes al mismo tiempo (figura 8B), lo 
que nos indica que la biotina y el GMPc utilizan la misma vía de señalización para 
realizar su efecto.  
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Figura 8. Efecto dosis-respuesta de la biotina en la abundancia del ARNm de la 
glucocinasa. Islotes pancreáticos de rata se trataron con d- biotina (A) a concentraciones 
fisiológicas y farmacológicas (0.01, 0.1 y 1 µM), y con 8-Br-GMPc simultáneamente (1 µM, 
panel B). El mRNA de la glucocinasa se cuantificó por RT-PCR en tiempo real. Los datos 
se expresan en veces de incrementos relativos con respecto a los islotes control. Barras 
negras: vehículo (PBS). Cada valor representa la media ± ES de 4 experimentos 
independientes. Las comparaciones fueron evaluadas por ANOVA de una vía. * denota 
diferencias significativas, p≤0.05. 



5.2. La vía de señalización del GMPc participa en el efecto de la biotina sobre 

la expresión de la glucocinasa pancreática. 

 

Con el empleo de inhibidores específicos de la actividad de la guanilato ciclasa 

soluble y de la PKG, demostramos que la vía de señalización del GMPc es 

necesaria en el mecanismo de acción de la biotina. Como se muestra en la tabla 

2, el bloqueo de la actividad de la guanilato ciclasa suprimió el efecto de la biotina 

sobre el mRNA de la glucocinasa, mientras que la inducción producida por el 

GMPc se mantuvo. En presencia del inhibidor de la PKG, no se incrementó la 

abundancia del mRNA de la glucocinasa ni con la biotina ni con el nucleótido 

cíclico (Tabla 2).  Estos datos señalan que el mecanismo de acción de la biotina 

sobre la expresión de la glucocinasa en los islotes pancreáticos requiere de la 

cascada de fosforilación en la que participan la guanilato ciclasa y la PKG. 

 

Tabla 2. Participación de la guanilato ciclasa soluble y la proteina cinasa G en el 

efecto de la biotina y el GMPc en la abundancia de ARNm de glucocinasa. 

 Sin inhibidores 

Inhibidor de la 

guanilato ciclasa 

soluble: ODQ [50 µM] 

Inhibidor de la PKG: 

Rp-cGMPS [10 µM] 

Vehículo 1 ± 0.16 1.12 ± 0.12 1.01 ± 0.15 

Biotina [1 µM] 2.25 ± 0.12 * 1.16 ± 0.24 0.91 ± 0.26 

GMPc [1µM] 2.06 ± 0.28 * 2.27 ± 0.16 * 0.97 ± 0.13 

 

Islotes pancreáticos de rata se trataron con el vehículo (PBS), con ODQ [50 µM] o con 

Rp-cGMPS [10 µM] durante 30 minutos antes de agregar a los cultivos, vehículo, biotina 

[1 µM] o 8-Br-GMPc [1 µM]. El mRNA de la glucocinasa se cuantificó por RT-PCR en 

tiempo real. Los datos se expresan en veces de incrementos relativos con respecto a los 

islotes control. Cada valor representa la media ± ES de 4 experimentos independientes. * 

denota diferencia significativa a p<0.05 con respecto al control. 



5.3. El efecto de la biotina sobre la expresión de la glucocinasa pancreática 

requiere de la secreción de insulina. 
 

No se conocen los mecanismos de acción que emplea la biotina para modificar la 

transcripción de genes, posteriores a la activación de la PKG. Entre la multiplicidad 

de acciones posibles, especulamos que el mecanismo podría estar ligado a la 

secreción de la insulina, con base en a) datos obtenidos por nosotros y otros 

grupos que han encontrado que tanto la biotina (Romero-Narvarro, 1999; Sone, 

2000) como el GMPc (Laychock, 1987; 1991) inducen a la secreción de esta 

hormona. b) reportes sobre la acción autocrina de la insulina como importante 

regulador en la expresión de genes en el islote (Leibiger 2001; Uhles, 2007; Aikin, 

2006). 

 

Para comprobar esta hipótesis determinamos el requerimiento de la secreción de 

la insulina en el mecanismo de acción de la biotina sobre la glucocinasa. Como se 

observa en la Figura 9, la inhibición de la secreción de la hormona con diazóxido, 

un compuesto que mantiene abiertos los canales de potasio dependientes de ATP, 

o con nifedipina, un bloqueador de los canales de calcio tipo-L activados por 

voltaje, previene el efecto de la biotina sobre la abundancia del mRNA de la 

glucocinasa. De igual manera la inhibición de la secreción de la insulina impidió el 

efecto estimulante del 8-Br GMPc sobre la expresión de la glucocinasa.   

 

Como se esperaba, encontramos que los islotes tratados durante una hora con 

biotina o con GMPc incrementaron significativamente (P<0.01) la concentración de 

insulina en el medio de cultivo (control: 0.64 ± 0.11 nmol/L; biotina: 1.60 ± 0.57 

nmol/L; 8-Br GMPc: 1.58 ± 0.60 nmol/L; n=3).  
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Figura 9. Efecto de la inhibición de la secreción de insulina a nivel de canales 
iónicos, en la abundancia del mRNA de la glucocinasa inducida por biotina o por 
GMP cíclico. Los islotes se trataron con el vehículo (PBS), diazóxido [250 µM] durante 30 
minutos o nifedipina 10µM antes de agregar a los cultivos, vehículo, biotina [1 µM] o 8-
bromo GMP cíclico [1 µM]. El mRNA de la glucocinasa se cuantificó por RT-PCR en 
tiempo real. Los datos se expresan en veces de incrementos relativos con respecto a los 
islotes control. Cada valor representa la media ± ES de 4 experimentos independientes. 
Las comparaciones fueron evaluadas por ANOVA de una vía. Los símbolos * denotan 
diferencias significativas, p≤0.05. 



5.4. La biotina modifica el contenido de ATP en los islotes vía PKG. 

 

Dado que el incremento de ATP intracelular es esencial en la inducción de la 

secreción de insulina analizamos el efecto de la vitamina sobre las 

concentraciones de este nucleótido (Figura 10, panel A). A los 30 minutos de 

incubación, la biotina aumentó significativamente (p<0.05) el contenido del 

nucleótido (6.62 ± 0.26 pmol/islote/30min) con respecto al control (4.68 ± 0.28 

pmol/islote/30min) (Figura 10A). Los islotes tratados con el análogo del GMPc 

también incrementaron el contenido de ATP (6.91 ± 0.33 pmol/islote/30min). Los 

aumentos producidos por la biotina y el GMPc fueron similares a los generados 

por la glucosa (15mM) (7.12 ± 0.22 pmol/islote/30min), pero no resultaron ser 

sinérgicos (datos no mostrados). 

 

También investigamos el vínculo entre la vía de señalización de GMPc/PKG y el 

aumento en el contenido de ATP. Como se muestra en el panel B de la figura 10, 

la inhibición de la actividad de la PKG con Rp-cGMPS [10 µM] evita que los 

niveles de ATP intracelular se incrementen en respuesta a la vitamina o al GMPc. 
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Figura 10. Efecto de la biotina o del GMPc sobre el contenido de ATP en islotes. 
Islotes pancreáticos de rata se trataron con el vehículo (PBS), con biotina [1 µM] o con 8-
Br-GMPc [1 µM], en ausencia (panel A) o presencia (panel B) del inhibidor de la PKG (Rp-
cGMPS [10 µM]). Como control, un grupo de islotes se trató con 15mM de glucosa. 
Después de treinta minutos se determinó el contenido de ATP por fluorometría. Cada 
valor representa la media ± ES de 4 experimentos independientes. Barra negra: vehículo 
(PBS); barra blanca: biotina; barra gris claro: GMPc; barra gris oscuro: glucosa. Las 
comparaciones fueron evaluadas por ANOVA de dos vías. * denota diferencias 
significativas, p ≤0.05.  
 



5.5 La biotina afecta la expresión de la glucocinasa pancreática a través de la 

acción autocrina de la insulina. 

 

Para evaluar la participación autocrina de la insulina en el aumento de la expresión 

de la glucocinasa, neutralizamos a la hormona presente en el medio con 

anticuerpos anti-insulina. Como se muestra en la Figura 11, los efectos de la 

biotina y del GMP cíclico sobre la abundancia de mRNA de la glucocinasa no se 

produjeron con la neutralización de la insulina.  

 

La interacción autocrina de la insulina con su receptor en la célula β pancreática 

activa cascadas de señalización que juegan un papel importante en la expresión 

de genes del islote pancreático (Leibiger, 2002; Navarro-Tableros, 2004; Aikin, 

2006; Horrens, 1996). Profundizamos nuestro estudio investigando cuál de las 

vías de señalización de la insulina interviene en el efecto de la biotina. Los islotes 

cultivados en presencia de 100 nM de wortmanina, un inhibidor específico de la 

fosfoinositol-3-cinasa (PI3K), enzima de una de las vías de transducción de la 

señal de la insulina, no presentaron aumentos en el mRNA de la glucocinasa en 

respuesta a biotina o al GMPc (Figura 12). 

 

También evaluamos la participación de la proteína serin-treonin cinasa Akt 

(también conocida como PKB), una importante mediadora de la acción metabólica 

de la insulina activada por la PI3K. Como se observa en la Figura 13, los islotes 

tratados con biotina o con 8-Br-GMPc incrementaron al doble la abundancia del 

mRNA de la glucocinasa con respecto a control. Sin embargo, en presencia del 

inhibidor específico de la Akt/PKB no se produjo el efecto de la biotina sobre la 

abundancia del ARNm de la glucocinasa; resultados similares se observaron con 

el tratamiento de GMP cíclico, indicando que tanto la vitamina como el nucleótido 

participan en la misma vía de señalización.  
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Figura 11. Efecto de la neutralización de insulina en el medio de cultivo, en la 
abundancia de mRNA de la glucocinasa inducida por biotina o por GMPc. Islotes 
pancreáticos de rata se trataron con el vehículo (suero normal) o con suero con 
anticuerpos contra insulina 30 minutos antes de agregar al medio biotina [1 µM] o 8-Br-
GMPc [1 µM]. Después de dos horas el mRNA de la glucocinasa se cuantificó por RT-
PCR en tiempo real. Los datos son expresados en veces de incrementos relativos con 
respecto a los islotes control. Barras negras: vehículo (PBS); barras blancas: biotina; 
barras grises: GMPc. Cada valor representa la media ± ES de 4 experimentos 
independientes. Las comparaciones fueron evaluadas por ANOVA de dos vías. * denota 
diferencias significativas, p ≤0.05. 
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Figura 12. Efecto de la inhibición de la actividad de la PI3K en la abundancia de 
mRNA de la glucocinasa inducida por biotina o por GMPc. Islotes pancreáticos de 
rata se trataron con el vehículo (PBS) o con wortmanina [100 nM] 30 minutos antes de 
agregar al medio biotina [1 µM] o 8-Br-GMPc [1 µM]. Después de dos horas el mRNA de 
la glucocinasa se cuantificó por RT-PCR en tiempo real.. Los datos se expresan en veces 
de incrementos relativos con respecto a los islotes control. Barras negras: vehículo (PBS); 
barras blancas: biotina; barras grises: GMPc. Cada valor representa la media ± ES de 3 
experimentos independientes. Las comparaciones fueron evaluadas por ANOVA de dos 
vías. * denota diferencias significativas, p ≤0.05. 
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Figura 13. Efecto de la inhibición de la actividad de Akt/PKB en la abundancia de 
mRNA de la glucocinasa inducida por biotina o por GMPc. Islotes pancreáticos de 
rata se trataron con el vehículo (PBS) o con el inhibidor de la Akt (PKB) [10 µM] 30 
minutos antes de agregar al medio biotina [1 µM] o GMPc [1 µM]. Después de dos horas 
el mRNA de la glucocinasa se cuantificó por RT-PCR en tiempo real. Los datos se 
expresan en veces de incrementos relativos con respecto a los islotes control. Barras 
negras: vehículo (PBS); barras blancas: biotina; barras grises: GMPc. Cada valor 
representa la media ± ES de 4 experimentos independientes. Las comparaciones fueron 
evaluadas por ANOVA de dos vías. * denota diferencias significativas, p ≤0.05. 
 



5.6 Efecto de la biotina sobre la actividad específica de la glucocinasa. 

 

También analizamos el efecto de la biotina sobre la actividad de la glucocinasa 

(Figura 14). Nuestros resultados demostraron que, en los islotes tratados con 

biotina o con GMPc, la actividad específica de la glucocinasa pancreática se 

incrementó significativamente después de las 6 horas de tratamiento: (Control: 

54.9+13; biotina: 93.7+17; GMPc: 109.9+14 pmol/h.islet; n=3). 
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Figura 14. Efecto de la biotina y del GMPc sobre de la actividad específica de la 
glucocinasa pancreática. Los islotes fueron tratados con el vehículo (PBS) o con biotina 
[1 µM] o GMPc [1 µM] durante 4 y 6 horas, y posteriormente se determinó la actividad 
específica de la glucocinasa. Los datos se expresan en porcentaje de incremento con 
respecto a los islotes control. Barras negras: vehículo (PBS); barras blancas: biotina; 
barras grises: GMPc. Cada valor representa la media ± ES de 4 experimentos 
independientes. Las comparaciones fueron evaluadas por ANOVA de dos vías. Diferentes 
letras denotan diferencias significativas, p ≤0.05. 



6. DISCUSIÓN 
 
Los mecanismos moleculares mediante los cuales la biotina afecta la expresión 

genética se han explorado solo parcialmente. En este estudio investigamos los 

posibles efectores que participan en el efecto de la biotina sobre la expresión de la 

glucocinasa pancreática. Nuestros resultados permiten por primera vez ensamblar 

nuevos elementos en la vía de señalización de la vitamina y abren un nuevo 

panorama en el entendimiento de los mecanismos moleculares de la biotina sobre la 

expresión genética y el metabolismo de carbohidratos. 

 

Los datos obtenidos apoyan el rol que juega la señalización vía GMPc/PKG en la 

expresión genética mediada por la biotina. La acción de esta vitamina sobre la 

expresión de la glucocinasa es análoga a la que se ha descrito en el efecto sobre 

la traducción del receptor de asialoglicoproteínas (Collins, 1988; Stockert, 1990, 

1992, 1997) y el receptor de la insulina (De la Vega, 1999) en la línea celular 

hepática HepG2. Un mecanismo similar podría participar en la expresión de la 

glucocinasa hepática ya que Spence y Kouldelka (Spence, 1984) reportaron que 

un aumento en la concentración intracelular de GMPc precede al aumento de la 

actividad de esta isoenzima en respuesta a la biotina.  Sin embargo, nuestros 

resultados no descartan la posibilidad de que otros mecanismos de acción de la 

biotina como la biotinilación de histonas, o los cambios en la heterocromatina que 

participan en la expresión genética (Stanley, 2001; Kothapalli, 2005), pudiesen 

coexistir en la acción de la vitamina, de manera similar a como se presenta, por 

ejemplo, en la acción de las hormonas esteroideas, las cuales ejercen sus efectos 

a través de diferentes mecanismos y vías (Cheskis, 2004). 

 

La cascada de eventos que continúan después de la activación de la guanilato 

ciclasa / PKG en la transcripción genética mediada por biotina se desconoce. 

Utilizando diferentes bloqueadores encontramos que el efecto de la biotina sobre 

la expresión de la glucocinasa requiere de la secreción de insulina. Nuestros 

resultados revelaron que al inhibir de la secreción de la insulina, tanto previniendo 

el cierre de los canales de K+ sensibles a ATP con diazoxido, o bloqueando los 



canales tipo L de Ca2+ activados por voltaje, se atenúa el efecto inducido por la 

biotina sobre la expresión de la glucocinasa pancreática. 

 

En este estudio también demostramos que tanto la biotina como el 8-Br-cGMP 

incrementan el contenido de ATP. Esta observación es consistente con otras 

evidencias que indican el efecto de ambos compuestos sobre la utilización de 

glucosa y la producción de ATP. En las células RINm5F y en islotes pancreáticos, 

Laychock y colaboradores (1987, 1991) encontraron que el 8-Br-cGMP incrementó 

la utilización de glucosa. Por otro lado, Sone y cols. (2004) reportaron que en 

islotes pancreáticos tratados con biotina se incrementa la producción de ATP y 

CO2, y que el aumento en la oxidación de glucosa es proporcional al efecto 

observado sobre la secreción de insulina. Estos autores también observaron que 

el estado 3 de la respiración en mitocondrias hepáticas es mayor en respuesta a la 

biotina (Sone, 2004). Dado que la secreción de insulina estimulada por glucosa 

involucra el acoplamiento clásico del cierre de los canales de K+ sensibles a ATP, 

como resultado de un aumento en la relación ATP/ADP generado por la oxidación 

de la glucosa; los estudios previos de Laychock, 1(987) y de Sone, (2004) 

aunados a nuestros resultados sugieren que el efecto de la biotina en los islotes 

involucra a la secreción de insulina, mediada por un incremento en los niveles de 

oxidación de la glucosa que conducen a un aumento en la producción de ATP. 

 

Los mecanismos moleculares que participan en el efecto de la biotina sobre el 

contenido de ATP no han sido determinados. En este trabajo demostramos que la 

actividad de la PKG es indispensable para incrementar el contenido de ATP en 

respuesta tanto a la biotina como al GMPc, demostrando por primera vez que la 

biotina participa en el metabolismo energético a través de la vía de señalización 

GMPc/PKG. 

 

Los resultados obtenidos también nos indican que la expresión de la glucocinasa 

inducida por la biotina requiere de la acción autocrina de la insulina y su 

señalización a través de PI3K /Akt. Observamos que el efecto de la biotina en los 



islotes tratados se suprimía cuando: a) la insulina secretada es neutralizada con 

anticuerpos agregados al medio; b) al inhibir la actividad de la fosfoinositol-3 

cinasa; y c) al inhibir la actividad de la PKB /Akt. De manera similar a nuestras 

observaciones, Leibeiger y cols. (2001) reportaron que la señalización autocrina 

de la insulina activa la transcripción de la glucocinasa pancreática a través de la 

activación del receptor para insulina tipo B, y por el aumento en la actividad de la 

fosfoinositol-3 cinasa clase II y la PKB / Akt. Investigaciones más recientes han 

aportado evidencias que demuestran la participación autocrina de la insulina en 

diferentes procesos, como la transcripción y traducción genética, el influjo de 

calcio y la misma secreción de insulina (Uhles, 2007, Aikin, 2006; Leibiger, 2002); 

en la sobrevivencia de islotes aislados (Aikin, 2006; Navarro-Tableros, 2004), y en 

la supresión de un programa constitutivo de apotosis en las células β (Hoorens, 

1996). El efecto de concentraciones farmacológicas de biotina sobre la acción 

autocrina de la insulina siguiere que la vitamina podría tener una importancia 

terapéutica en el desarrollo temprano de la diabetes, aumentando la sobrevivencia 

de las células del islote, y en el cultivo y preservación de los mismos, previo a su 

transplante. 

 

A la fecha existen dos estudios que han explorado cuales serían las proteínas 

blanco del GMPc que median el efecto de la biotina. De la Vega y Stockert (1999, 

2000) demostraron que la biotina, a través de la actividad de la guanilato ciclasa 

soluble y la PKG, incrementa la fosforilación de α-COP, una proteína del complejo 

postransduccional COP-I que regula la traducción de los receptores hepáticos 

para asialoglicoproteínas y para la insulina (De la Vega, 2000). En las células 

HepG-2, la deficiencia de biotina incrementa la cantidad de proteínas que 

participan en la vía de señalización mediada por tirosina cinasas (Rodriguez-

Melendez, 2005); estos autores asumen que dicho aumento requiere de la vía de 

señalización de la biotina mediada por GMPc. El diseño del presente estudio, 

usando bloqueadores e inhibidores de diferentes vías, nos permite identificar 

aquellas proteínas cuya actividad participa en la señalización de la biotina. Sin 

embargo, esta aproximación posee algunas limitaciones dado que algunos 



inhibidores no son totalmente específicos (ver Anexo). La activación de la PKG 

puede activar por entrecruzamiento otras vías, incluso afectar directamente la 

actividad de canales iónicos (Denninger, 1999). Por otro lado, tampoco podríamos 

descartar la posibilidad de que, además de los eventos descritos, la biotina 

también incremente en los islotes la traducción del receptor de la insulina y que 

este efecto contribuya al aumento en la expresión de la glucocinasa pancreática 

(De la Vega, 2000). En estudios futuros planteamos analizar esta posibilidad.  

 

De los conocimientos derivados de este trabajo establecimos un nuevo esquema 

para explicar el mecanismo de acción de la biotina sobre la expresión de la 

glucocinasa pancreática. El la Figura 15 se ilustran los eventos que intervienen en 

la vía de la señalización de la biotina posteriores a la actividad de la PKG. 

Proponemos que una vez que la biotina es metabolizada en biotinil-AMP, se 

involucra la vía de señalización mediada por la guanilato ciclasa y la PKG. Este 

evento produce a un incremento la producción de ATP intracelular, el cual induce 

a la secreción de insulina a través del cierre de los canales de K+  sensibles a ATP, 

y la consecuente apertura de los canales de Ca2+ dependientes de voltaje. La 

insulina liberada activa de manera autocrina a la vía de señalización de PI3K / Akt, 

la cual conduce a un aumento en la abundancia del mRNA de la glucocinasa 

pancreática. 

 

 



 

 

Figura 15 . Los mecanismos moleculares a través de los cuales la biotina afecta la 
expresión de la glucocinasa pancreática, requieren de la activación de la vía de 
señalización del GMPc, a través de la guanilato ciclasa y de la PKG.  Esto conlleva al 
aumento en los niveles de ATP intracelular y a la estimulación de la secreción de insulina 
mediada por la actividad de los canales de potasio sensibles a ATP y de los canales de 
calcio tipo L dependientes de voltaje. La insulina secretada actúa de manera autocrina 
sobre las células del islote y activa la vía de señalización mediada por la fosfoinositol-3-
cinasa y la proteína Akt, la cual incrementa la expresión de la glucocinasa pancreática.  



Las primeras apreciaciones de Dakshinamurti (Dakshinamurti, 1968) en la década 

de 1960 sugerían que la biotina poseía efectos insulinotrópicos. Nuestros 

hallazgos demuestran la participación de la secreción de la insulina y la vía de 

transducción mediada por PI3K/Akt en la cascada de señalización de la biotina. 

Aunada esta observación junto con los estudios que indican que la biotina 

aumenta traducción del receptor de la insulina (De la Vega, 1999), dan apoyo 

molecular a la acción insulinotrópica de la biotina.  

 

La recomendación de ingesta diaria de biotina es de 30 µg al día (Food and 

Nutrition Board, 1998). Varios estudios han demostrado que la deficiencia de 

biotina afecta al metabolismo de los carbohidratos, lo que indica que la ingesta 

diaria de biotina es necesaria para mantener la homeostasis de la glucosa 

(Dakshinamurti 1968; Romero-Nararro, 1999; Sone 1999, 2000). Varios estudios 

han demostrado que la administración de dosis farmacológicas de biotina (en el 

orden de miligramos) favorece la homeostasis de la glucosa (Reddi, 1988; Zhang, 

1997; Coggeshall, 1985; Maebashi, 1993; Koustikos, 1966). De hecho, 

actualmente se emplea esta estrategia para el tratamiento de la diabetes 

(Albarracin, 2005; Singer, 2006). La suplementación farmacológica de biotina (1.2 

mg/día) durante dos semanas alcanza una concentración sérica de 9.4 a 47.7 

nmol/L (Mock, 1997). En este trabajo y en uno previo (Romero-Navarro, 1999) 

hemos demostrado que a estas concentraciones de biotina se incrementan tanto 

la actividad como el mRNA de la glucocinasa en cultivos primarios de islotes.  

 

El conocimiento de la acción molecular de las vitaminas ha permitido en la 

actualidad el desarrollo de fármacos que ahora son empleados regularmente para 

el tratamiento de diversas afecciones, al mismo tiempo que abre nuevas 

perspectivas y conocimientos sobre las señales nutricionales y las funciones 

biológicas.  En particular, el extenso conocimiento de las acciones genéticas de la 

vitamina A y la vitamina D han dado fruto a agentes farmacológicos indicados en 

el tratamiento de diferentes afecciones. En la actualidad varias compañías 

farmacéuticas se encuentran investigando el uso de diversos compuestos 



derivados de la vitamina A como nuevos agentes terapéuticos (Hinds, 1997), entre 

ellas, en el tratamiento de diabetes tipo-2 (Mukherjee, 1997; Liu, 2000). En 

contraste, el desarrollo de la investigación sobre la biotina ha sido escaso, y es 

solo recientemente que se ha reiniciado el estudio de sus efectos y mecanismos 

de acción. Dada la importancia que posee la glucocinasa en la regulación de la 

glucemia y el efecto potencial de la biotina en el desarrollo de medicamentos de 

acción hipoglucemiante, el conocimiento de los mecanismos de acción de la 

biotina sobre esta enzima ayudará en la construcción del conocimiento para 

determinar, de manera semejante a la trayectoria del estudio de otras vitaminas, 

su uso futuro como medicamento y/o al desarrollo nuevos productos 

farmacológicos, en el tratamiento de diabetes, enfermedad que representa un 

importante problema de salud en México y en el mundo. 

 
 



7. CONCLUSIONES 
 

Los mecanismos moleculares a través de los cuales la biotina afecta la 

expresión de la glucocinasa pancreática, requieren de la activación de la vía de 

señalización del GMPc, a través de la guanilato ciclasa y de la PKG. Esto 

conlleva al aumento en los niveles de ATP intracelular y a la estimulación de la 

secreción de insulina mediada por la actividad de los canales de potasio 

sensibles a ATP y de los canales de calcio tipo L dependientes de voltaje. La 

insulina secretada actúa de manera autocrina sobre las células del islote y 

activa la vía de señalización mediada por la PI3K y la proteína Akt, la cual 

incrementa la expresión de la glucocinasa pancreática.  Nuestros resultados 

permiten por primera vez ensamblar nuevos elementos en la vía de señalización 

de la vitamina y abren un nuevo panorama en el entendimiento de los 

mecanismos moleculares de la biotina sobre la expresión genética y en el 

metabolismo de los carbohidratos. 
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9. ANEXO 

Información técnica de los inhibidores, proporcionada por el distribuidor. 

 

9.1. ODQ: 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]quinoxalin-1-one 

Este compuesto es un inhibidor altamente selectivo e irreversible de la guanilato 

ciclasa soluble. Se une a su sitio activo, compitiendo con el óxido nítrico. La 

inhibición es dependiente del tiempo, alcanzando un máximo a los 10 minutos, a 

una concentración de 0.3 µM. Es soluble en acetato de etilo y DMSO (5 mg/ml). 

 

9.2. Diazoxido 

Activador selectivo de los canales de K+ sensibles a ATP del músculo liso vascular 

y de las células β pancreáticas, por lo tanto, inhibe la secreción de insulina. Actúa 

sobre la subunidad SUR1 del canal, regulando su apertura. Es soluble en metanol 

(3.2 mg/ml) y en DMSO (10 mg/ml), presentando una coloración amarilla.  

 

9.3. Nifedipina 

Esta dihidropiridina es un bloqueador del canal de Ca2+ tipo L sensible a voltaje, 

con propiedades vasodilatadoras ya que inhibe el influjo de calcio hacia el interior 

de la célula. También puede inhibir los canales de K+ sensibles a Ca2+ a 

concentraciones de 100µM, así como la síntesis de ADN y el crecimiento celular a 

10 µM de nifedipina. Es soluble en DMSO, etanol, metanol y acetato de etilo (50 

mg/mL), pero altamente susceptible a la degradación a temperatura ambiente y a 

la luz. 

 

9.4. Wortmanina 

La wortmanina es un antibiótico aislado de Penicillium funiculosum, altamente 

permeable a las células. Es ampliamente usado como inhibidor de la fosfatidil-

inositol -3 cinasa (PI3K) ya que bloquea directa e irreversiblemente la subunidad 

catalítica (110 kDa) desde concentraciones de 1 nM y con valores de IC50 de 3 

nM. También puede inhibir a otras enzimas, como la cinasa de la cadena ligera de 



 1 

la miosina y la fosfolipasa D. Es soluble en methanol (5 mg/mL), acetate de etilo 

(10 mg/ml) y DMSO (50 mg/mL) 

 

9.5. Inhibidor de Akt (iAkt): 1L-6-Hydroxymethyl- chiro-inositol-2-[(R)-2-

Omethyl-3-O-octadecylcarbonate] 

Potente inhibidor de la proteína Akt o PKB (Proteína Cinasa B) que altera la 

conformación del sitio catalítico, disminuyendo su afinidad por los sustratos. 

IC50=2.0µM. También se ha observado que inhibe débilmente a PI3K 

(IC50=83µM).  
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Abstract 

Besides its role as a carboxylase prosthetic group, bíotin has important effects on gene expression. However, the molecular mechanisms through which biotin 
exerts these effects are largely unknown. We previously found that biotin increases pancreatic g1ucokinase expression. We have now explored the mechanism_ 
underlying this effect. Pancreatic islets from Wistar rats were treated with biotin, in the presence or absence of different types of inhibitors. Glucokinase mRNA 
and 185 rRNA abundance were determined by real-time PeR. Adenosine triphosphate (ATP) content was analyzed by fluorometry. Biotin treatment increased 
glucokinase mRNA abundance approxímately oneCold aCter 2 h; the effect was sustained up to 24 h. Inhibition of soluble guanylate cyc\ase or protein kinase G 
(PKG) signalling suppressed biotin-induced glucokinase expression. The cascad e of events downstream of PKG in biotin-mediated gene transcription is not 
known. We found that inhibition of insulin secretion with diazoxide or nifedipine prevented biotin-stimulated glucokinase mRNA increase. Biotin treatment 
increased islet ATP content (control: 4.68±0.28; biotin treated: 6.62±0.26 pmol/islet) at 30 min. Inhibition of PKG activity suppressed the effects of biotin on 
ATP content InsuJin antibodies or inhibitors of phosphoinositol-3-kinase/ Akt insulin signalling pathway prevented biotin-induced glucokinase expressior .. The 
nuc\eotide 8-Br-~GMP mimicked the biotin effects. We pro pose that the induction of pancreatic glucokinase mRNA by biotin involves guanylate cyc\ase and PKG 
activatíon, which leads to an increase in ATP content This induces insulin secretion via ATP-sensitive potassium channels. Autocrine insulin. in turn, activates 
phosphoinositol-3-kinase/Akt signalling. Our results offer new insights into the pathways that participa te in biotin-mediated gene expression. 
© 2009 Published by Elsevier Ine. 
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1. Introduction 

In the last few decades, an increasing number oC vitamin-mediated 
effects have been discovered at the level of gene expression [1-3] in 
addition to their well-known roles as substrates and cofactor [41. 
Examples are the lipophilic vitamins A and D that serve as ligand 
precursors of the hormone nuclear receptors superfamily and thus 
affect systemic functions [1-31. Although little is known about water­
soluble vitamihs as genetic modulators, there is increasing number of 
examples of their effects on gene expression [5-81. 
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* Corresporlding author. Tel.: +525556063558: fax : +525556063489. 
[·mail addrcss: crisfern@biomedicJs.unam.mK (c. Fernandez-Mejia). 

Biotin is a water-soluble vitamin that acts as a prosthetic group of 
carboxylases. Unrelated to this classic role as a carboxylase prosthetic 
group, biotin regulates gene expression at both the transcriptional 
and the translationallevel [6,8,9], and has a wide repertoire of effects 
on systemic processes such as development [10.111, immunity [12,131 
and glucose metabolism [14,15]. Biotin affects gene expression at both 
the transcriptional and the posttranscriptional level. DNA microarray 
studies have aided in the identification of thousands of genes affected 
by biotin [16,171. 

The first evidence that biotin affects glucose metabolism was 
reported by Dakshinamurti et al. [18] in biotin-deficient rats. They 
observed that glucose tolerance test curves in biotin-deficient rats 
were significantly higher than the curves of nondeficient rats [18]. 
They further demonstrated that these effects were the result of a 
reduction in hepatic glucokinJ~e (Ee 2.7.1.1) Jctivity [191. and thar rhe 
stimulatory effect of biotin occurs at the level of trdrlscription t201. 
This group also found that biotin decreases the transcription oC 
hepatic phosphoenolpyruvate carboxykinase (EC 4.1.1.32), a key 

0955-28631S - see from maner ID 2009 Publislled by Elsevier Ine. 
dOI :10.1 D16:j.jlllll bio.2009.03.009 

http:4.1.1.32
mailto:crisfern@biomedicJs.unam.mK
http:6.62�0.26
http:4.68�0.28


2 A Vilches-flol'l?s er aL / Joumar of Nutrldonal Biochemlstry lO( (2009) xxx-xxx 

enzyme that stimulates glucose production by the liver [21]. In 
previous studies [22]. we fOW1d that biotin stimulates the expression 
and activity of the pancreatic isoform of glucokinase. which is 
regulated dilferendy tllan the hepatic isoenzyme [231. We also 
found that insufin sec etion increased in response to biotin [22]. 
Furthermore. studies b~our group [22J and others [24.25] have found 
that the lack of biotin affects pancreatic islet functions. 

The I1ndings that! biotin has stimuJatory effects on the 
·transcription of genes whose action favors glycemia reduetion 
and decreases the trarscription of glueoneogenic genes support 
other observations that indicate that pharmacological doses of 
biotin decrease hyperglycemia [26-301. In genetieaJly diabetic KK 
mice and in OLETF rats. biotin treatment lowered postprandial 
glucose concentration and improved tolerance to glucose [26.27]. 
Hyperglycemia reduction was also observed in both type 1 and 
type 2 díabetics treated wíth bíotín [28.29]. In hemodialysis 
patients. pharmacological doses of biotin improved their oral 
glucose tolerance tests [301. Moreover. commerdally avaiTable 
drugs contaíning pharmacological amounts of biotin are eurrendy 
used in the treatment of diabetes [31,32). 

In spite of the extensive elTect of biotin on gene transcription and 
its present use as a pharmaeological agent. the molecular mechan­
isms of the vítamin as genetic modulator are largely unknown. Two 
different mechanisms appear to be involved in the gene tic elTeets of 
biotin: histone biotinylation [33-37] and .a soluble guanylate cyclase 
signaJling cascad e [38-42]. Histone biotinylation has been implicated 
in heterochromatin stf\letures. DNA repair. and mitotic chromosome 
condensatíon and Iifespan (34-36]. On the other hand. guanylate 
cyclase activity ís linked to gene expression of the enzymes involved 
in íts funetíon as a caractor. such as carboxylases and holocarboxy­
lase synthase [401. and to translation of the asialoglycoprotein 
receptor [38.391 and insulin receptor [39]. Solorzano-Vargas et al. 
[401 have proposed that biotinyl-AMP. an intermediate of holoear­
boxylase synthethase catalytíe action. activates soluble guanylate 
cyclase. Activation of guanylate cyclase leads to increased production 
of cyclic guanosine monophosphate (cGMP) [41.42]. which in turn 
'stimulates protein kinase G (PKG). The caseade of events down­
stream guanylate cyclase/PKG in biotin-mediated transeription has 
nor been investigated yet In the present study. we sought to 
understand the mechanisms regulating biotin-induced pancreatic 
glueokinase expression. 

2. Methods and malerials 

2.1. Reagellts 

Ou(bt'cco's Modified Edgle Medium (OMEM) ",ith 5.5 mmol/L glucose. antibiotíc 
mIxture (penidUín, streptomycin, amphorericin). díalyzed fetal bovine serum and 
d-biotin ",ere purchased from Gibco/lnvitrogen Corp. (Grand Island, NY. USA); 
collagendse p, glucose-6-phosphate dehydrogendse and hexokínase from Roehe 
Oiagnostics (Mannheim. ~nnany): wortmannin fmm Auka/Sigma Aldrich (St 
touis. MO, USA ): 8-Br-<:GMP'and ODQ (I-CH (1.2.4) oxadiazolo-(4.3-a) quinaxolin-I­
one) from ICN Biomedicals. Inc- (Costa Mesa. CA, USA). 111e Akt ínluoítor 1 L-6­
hydroxymethyl-<hiro-inositQI-2-«R)-2-0-methyl-3-O-octadeqtlcarbonate) was pur­
chased from Alexis Biochemicals (San Diego. CA. USA): Reporter Lysis BuITer fmm 
Promega (Madison. Wl. USA) : TRlzol reagent d1'ITP and M-MLV reverse transcríptase 
from Invitrogen (Cartsbad. CA, USA) : ultrasensióve rat insulin enzyme-linked 
immunosoment assay from ALPCO Oiagnostics (Salem. NH, USA): Rp-cGMPS (Rp-8 
(4-<hlorophenylthio)-guano~ine-3 ' ,5'-cydic fTlQnophosphothíorate) . an inhibitor of 
PKG. diazoxíde and nifedipille from Sigma (St Louis. MO. USA): norma! rabbit serum 
and serum anti-insulín were provided by Dr. Eulises Díaz (Instituto Nacional de 
Ciencias Médicas y Nutrición Salvador Zubirán. MexicoJ. Immunoassay kit for insulin 
detennination WdS purdlased from ALPCO Oiagnostics. 

2.2. AnimaLs 

Wístar adult male rats (200-250 g) were obtaíned from the Bíomedical Research 
Institute of the Narion.1 Autonomous Universíty of Mexico. [nvÍfonmental conditions 
and light - dark cyc1es (12:12 h) were strictly c:ontrolled. Anínl.lls wel'l? handled 
accoreting to rile Nationallnstitutes of Health G,IÍde for the Care and Use of Laboratory 

Animals (National Acaderny of SOence.s, Washington, OC, 1996). AlI methods were 
approved by me Internal Coundl and the Animal Care Committee of 111e Biomedical 
Research lnstitute. 

2.3. r,ler ru/cure 

Uvemight food-deprive.d Wist1r adult male rats (200-250 g) were anaesthetize.d 
by intraperitoneal injeclion of sodium pentobarbital (i'tizer, Mexico City, MexícoJ, and 
theír pancreas was removed. Finally, rats were kille.d by cervical dislocaóon. 
Pancreadc islets were isolated as describe<! prevlousiy 1221. Batches of 400 islets 
were cultured in a bioón-free DMEM medium with low glucose (5.5 mmol/L), 
supplemented with biotin-free 5% dialyzed fetal bovine serum and 200,000 U/ L 
peniclllin G. 200 giL streptornydn and 0.5 giL amphoteridn B. After 16 h of 
incubadon at 37·C in a humidifie.d almOSphere of 5% Co,. cultured media were 
replaced and lsle15 were !reated or not wlth one ofme following: verode (PBS): 0.01. 
0.1, 1IJII101/L of d-biotin: or I ¡.rnol/L 8-Br-<:GMP, at differeot times as indicate.d in the 
texl. Inhibitors or antibodles were added 30 min before biodn or cGMP ueatmenr. 
Concentrations of inhibitors were 50 ¡mol/L ODQ; 10 ¡unoI/L !qK:GMPS: 250 1JII10l!L 
diazoxíde; 100 nmol/L wortrnannÍl1: 10 1JII101/ L PKB/Akt inhibitor: imulin antibody 
serum dilute.d 1:1000. Ten micromoles per liter of nlfe.dlplne was added 15 min before 
either d-biotin or 8-Br-cGMP treatment 

2.4. Messenger RNA analysis 

Alter treatment, isle15 were collected and total RNA was extracte<! wím TRlzol. RNA 
conce.ntration was determined by absorbance at 260 nm. and its integrity confinne.d by 
electrophoresis on 1% denaruring agarose gel. Single-stranded cDNA was synthesized 
from 0.5 ¡.tg of total RNA by reverse-transcription reaction with 500 U of M-MVL RT. 
Glucokinase reladve expressioD was evaluate.d In real-time PCR with material s and 
memads supplíed by Applie.d Biosystl'ms. Twenty nanograms of cONA was mixed with 
TaqMan universaJ PCR master mix. unlabeled PCR primers and TaqMan MGB probes 
(FAM dye-Iabeled). in a total volume of25 ¡Ji. forward and reverse primers sequen ce for 
Raws norvergtcus glucokinase were GACAAGGGCATCCTCcrcMlTGGA and CTAGA­
CAAGGGCATCcrcCTCAAlT. respectively, Real-time PCR was performed on an ABI Prism 
7700 Sequence'OeteClor (foster City. CA. USA).1l1e s.amples were anJlyzed in triplicate 
and corrected ror the 18S rlbosomal subunit use<! as internal standard. Standard curves 
were constructed from 0.1 to lO ng of cONA from unrreated rat ¡slets. Relatíve 
gluCDkinase expression was calculated fIom cycte threshold (O) values by the 
abwldanr relative quantification madel of the !l1l0 (43 1. 

2.5. Crucokinase ussay 

Glucokinase activity was detennined as reported previously 1221. BrieOy. batches of 
approximately 450 isle15 ror each experimental group were isolated and cultured as 
described above. Alter 16 h of incubatíon, cultured media were replace.d and isle15 were 
treated with eimer vehide (PBS) or 1 ~I/ L of d-biotin. Afier 6 h ofincubation, islets 
were harvested an<! centrifuged at 1200 rpm. Tissue pellers were lysed in 500 ~ 
reporter Iysis buITer. vortexed and cell membranes disrupted by tbree freeze-thaw 
cycles. 111e Iysates were then centrifuge.d ar 4"C for 1 h at 35.000><g, in a Beckman 
u1rracentrifuge madel Optima 1lX. Supematanrs were recovered and enzymatic 
actívity was assayed using NAO as coenzyme. Glucose-6-phosphate dehydrogeDase 
from Leuconoscoc mesenteroiáes was used as CDupling enzyme. Correcrion for 
he.xokinase activity was applied by subtracting the activity measured at 0.5 mM 
grucose fro\1l the activíry l11easured al 100 mM glucose. 

2.6. Adenosine rriphosphare dele/minonon 

Islets were ísolated and culture.d as described above. Batches of 400 islets were ' 
preincubated in PBS without glucose duríng 10 min. and then the PBS solution was 
replaced by OMEM medium with 55 mmol/L glucose. treated with vehicle (PBS) or 
I JlIno[jL of d-bíotín orl flInol / L 8-Br-cGMP for 30 mino Isle15 were then washed and 
sonícated. and adenosine triphosphate (All') contenr determined at 30·C by following 
the Ouorescence signal of NAOPH as descn'bed previously 1441 in 'In Rf5000 U 
Ouorophotometer (Shimadzu, Kyoto.Japan).1ñe exdtatioo and emission wavelengths 
were 340 and 460 nm, respectively. 

2.7. insuun concenrratíon llliay 

Alter 16 h ofincubation. groups of50 islets were washed with seaetion buITer 1221. 
111en is[ets were íncubated in OMEM tnedíum with 5.5 I11nlol / L glucose. treated with 
vehide (PBS). or 1 ~I/L of d~biotin or I JUTlol!L 8-Br-cGMP for 60 mino Insulin 
concentration in the media was analyzed using an ultrasensitíve rat insulin enzyme­
Iinke.d hnmunosorbeot ass.:ty. 

2.8. Srarisrical al/arysis 

111e PRISM 2.01 progrdm (GraphPad. CA. USA) and Statview sratistical analysís 
progranl V. 4.5 (Abacus COllcepts. Berkeley. CA. USA) were lIsed. Each resulr is 
expressed as lhe medn ±S.E.M. of lhe number of experiments indicated in tlle lex" Dala 
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Fig. l. Time course of the etTect of eilher biotin or cGMP on glucokinase mRNA 
abllOdance.lslets were treated at ditTerent times in the presence ofvehicle. 1 ¡.unol/L d­
biotin or I ~unol/L 8-Br-cGMP. Data are expressed as fold change relative lO Ihat 
measured in control islets. Values are represented as mean±S.E.M. of three 
independenl experimenls. Each time group was normalized lO ils vehicle conlrol. 
nars wilh asterisk indicale significanl differences between trealmenls (P<.OI ). 

for Ihe experimenls in rigs. 1 and 2. as well as insulin concentration in the cultured 
media data. were analyzed using one-way ANOVA. Data presenled in Tahle 1 and in 
rigs. 3- 7 were lesled using two-way ANOVA wilh interaction (Ireatments. inhibitors). 
Bonferroni correction was used for Ihe pOSI hoc delection of significant ditTerences. 
Difl'erences were considered significant al P<.05. 

3. Results 

3.7. EJJect oI biotin and cCMP on glucokinase mRNA 

We compared the effect of biotin and of the nucleotide 8-Br-cCMP 
on glucokinase mRNA abundance. Biotin treatment produced a 
onefold increase of glucokinase mRNA abundance at 2 h compared 
with controls (P<.Ol) (rig. 1). At 3 h. the increase was slightly reduced 
(P<.Ol) and maintained during the 24 h of treatment (P<.Ol). 
lncubation with 1 ¡.unollL 8-Br-cCMP induced increased glucokinase 
mRNA abundance of comparable magnitude and with similar kinetics 
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Fig. 2. EtTect of ditTerent concentrations of biotin on glucokinase mRNA abundance. 
Islets were trealed for 2 h in the presence of ditTerent concentrations of biolin. Data are 
expressed as fold change relative lO that measured in conlrol islets. and values are 
represented as mean±S.E.M. of four independenl experiments. Bars wilh aSlerisk 
indicate significant differences between treatrnents (P<.OI). 

as biotin. We also assessed the effect of different concentrations of 
biotin on glucokinase mRNA expression (Fig. 2). We found that 
glucokinase mRNA abundance increased in response to 0.01. 0.1 or 
1 ¡.unol/L of biotin (P<.Ol). The stimulatory effect of either biotin or 
cCMP was also observed on glucokinase activity (control: S4.9±13; 
biotin: 93.7±17; cCMP: 109.9±14 pmol/h per islet; n=3). 

3.2. Requirement aI cCMP signaling 

To assess the role of soluble guanylate cyclase activity in biotin 
signaling. we incubated pancreatic islets in a medium containing the 
guanylate cyclase-specific inhibitor ODQ (1-H-( 1,2.4 )oxadiozolo 
(4.3-a)quinoxalin-l-one). As shown in Table 1. the biotin response 
was inhibited in ODQ-treated islets. while the cCMP response was not 
affected (P<.05). To investigate whether the eITect of biotin occurs 
through PKC. we preincubated pancreatic islets in the presence of the 
PKC inhibitor Rp-cCMPS (Rp-8( 4-c1orophenylthio )-guanosine-3'S'­
cyclic monophosphoro thioate) befare treatment with either biotin or 
cCMP. In the presence of 10 ¡.unal/L Rp-cCMPS. neither biotin nor 
8-Br-cCMP induced an increase of glucokinase mRNA abundance 
(Table 1 l. Our dara indicare rhat soluble guanylate cyclase and PKG are 
involved in the effects ofbiotin. The cascade of events downstream of 
PKC in biotin-mediated gene transcription is not known. We next 
investigated the actions that ensue guanylate cyclase/PKC activation 
in biotin-induced glucokinase expression. 

3.3. Requirement aI insu/in secretian 

Previous reports (including our own) have reported thar biotin 
[22,24.25J and cCMP [4S,46J induce insulin secretion. Since autocrine 

Table 1 
EtTecl of biolin and cGMP on glucokinase mRNA abundance. in Ihe presence of 
inhibilor> of soluble guanylate cyclase and PKG 

Wilhout inhibitor> 50 ¡unol/ L ODQ 10 ¡unol/L Rp-cGMPS 

Vehic1e I ±O.16 1.12±O.12 1.01±0.15 
d-Biolin (1 ¡.unol / L) 2.2S±0.12· I.J6±0.24 0.91 ±0.26 
8·8r-cGMI' (1 ¡.unol/L) 2.06±O.28· 2.27±0.16 • 0.97±O.lJ 

Dala are expressed as fold change relative lO that measured in conlrol isle!s. and values 
represent Ihe mean±S.E.M. of three independent experiments. 
• Indicales significant ditTerences compared wilh vehide (P<.OS). 
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Fig. 3. Effeet of either diazoxide or nifedipine on biotin- or cGMP-indueed glueokinase mRNA abundanee. Islets wene treated with vehicleor diazoxide or nifedipine before adding either 
d-biotin or 8-Br-<GMP during 2 h. Data are expressed as fold ehange relative to that measured in control islets. and values repnesent the mean±S.EM. offour independent experiments. 
Bars with asterisk indicare significant difTerences between treatments (P<.01). 

insulin is involved in pancreatic glucokinase expression [47] we 
investigated whether the effect of biotin on glucokinase mRNA 
abundance is mediated by an increase in insulin release. As expected. 
we found that after 1 h of incubation islets treated with either biotin 
or cGMP significantly increased (P<.Ol l insulin concentration in 
the cultured media (control: 0.64±0.11 nmol / L: biotin-treated: 
1.60±0.57 nmol / L: 8-Br cGMP-treated: 1.58±0.60 nmol/L: n=3l. 
Inhibitors of insulin secretion prevented biotin-stimulated glucoki­
nase mRNA increase. Islets pretreated with diazoxide. an ATP­
sensitive K+ channel opener. did not increase glucokinase mRNA 
abundance in response to either biotin or 8-Br-cGMP at 2 h (Fig. 3l. 
We also investigated the effect of nifedipine. an L-type voltage­
operated calcium channel blocker (Fig. 3 l. The results showed that 
islets treated with biotin increased glucokinase mRNA abundance: 
however. no effect of biotin or cGMP on glucokinase mRNA expression 
was observed on nifedipine-incubated islets (Fig. 3l. Neither 
diaxozide nor nifedipine modified basal glucokinase mRNA abun­
dance in islets incubated with vehicle at 2 h. 
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f-ig. 4. Effect of either biotin or cGMP on ATP eonten~ in the presence or absence of PKG 
inhibitor. Islets were tre.ted with either vehide (PBS) or PKG inhibitor for 30 min 
before addition of d-biotin or 8-Br-cGMP. ATP content was determined after 30 min of 
incubation. Values represent the mean±S.E.M. of five independen t experiments. Dars 
with asterisk indie.te signifieant difTerenees betwecn ITcatments. P v.lues: bio­
tin=.0006; eGMP<.OOOI. 

3.4. Adenosine triphosphate content 

The classic stimulus-secretion coupling pathway that mediates 
glucose-induced insulin secretion involves an increase in ATP 
production [48]. Hence. we evaluated whether the treatment with 
biotin modified ATP content. Results showed that after 30 min of 
incubation biotin treatment significantly increased (P= .Ol l ATP 
content (Fig. 4): a similar response was obselVed in response to 
cGMP (P<.Ol). 

To assess whether biotin activation of the cGMP/ PI<G signalIing 
pathway leads to an increase in ATP contento we preincubated 
pancreatic islets in the presence of the PKG inhibitor Rp-cGMPS befare 
treatment with either biotin or cGMP. Inhibition of PI<G activity 
prevented the increase in ATP content in response to beth biotin and 
cGMP treatment (Hg. 4). 
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Fig. 5. Effeet of insulin nculTalization in culture media on either biotin- Or cGMP­
induced glucokinase mRNA abundanee.lslets were treated with either serum (vehicle) 
or anti-insulin serum during 30 min before adding either d-biotin or8-Br-cGMP during 
2 h. Data are expressed as fold chango relative to that measured in control isle ts. and 
values represent the mean±S.E.M. of three independent experiments. Bars with 
aste,;sk indieate significant differenees betwecn treatments. P valucs: biotin= .0 163; 
eG MP = .032. 
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Fig. 6. Effect of phqsphoinosirol-3 kinase activity inhibition on either biotin- or cGMP­
induced glucokinaSe mRNA abundance.lslets were treared with eirher vehicle (PBS) or 
wortmannin durin~ 30 min before eirher d-biorin or 8-Br-<CMP was added ro the 
cultures for 2 h. Data are expressed as fold change relative ro rhat measured in conrrol 
islelS. The values ~presenr !he mean±S.E.M. of four independent experimen ts . Bars 
wirh asrerisk indiqte significant differences between treatments (1'<.01). 

3.5. Requiremertt of autocrine action of insu/in 

Insulin an tibodies added to the culture media inhibited the 
response to biqtin (Fig. 5). Similarly. insulin antibodies suppressed 
the stimulatory effect of cCMP on glucokinase mRNA abundance 
(Fig. 5). We n~xt assessed the role of insulin signalling in biotin­
induced gluco~inase. Pancreatic islets cultured in the presence of 
100 mmol / L Wortmannin, a phosphoinositol-3 kinase activity 
inhibitor, did not increase glucokinase mRNA abundance in response 
to either biotin or cCMP treatment (Fig. 6). We also analyzed the 
involvement of the serine/threonine kinase PKBI Akt activity in 
biotin-induced Iglucokinase mRNA. Islets treated with either biotin 
or 8-Br-cCMP increased glucokinase mRNA abundance; however, 
inhibition of P~BIAkt activity prevented the induction of glucoki­
nase mRNA (Fig. 7). 

4. Discussion 

The molecljlar mechanisms by which biotin regula tes gene 
expression are largely unknown. Biotin increases pancreatic glucoki­

* 


foig. 7. Errect of PKB/Akr inhibiríon on eírher biotín- Or cGMP-índuced glucokinase 
mRNA abundan ce. Isler .~ were preincubated wirh eitJler vehicle (PBS) or wirh PK~ / Akt 
inllibi tor during 30 min before rreatmem ei rher d-biorin or 8-Br-cGMP. for 2 h. Dara are 
expressed as fold change relative lO thar measured in control islelS. and values 
represem rhe mean ± S.E.M. of rhree independent experiments . Bars w irh asrerisk 
indicare signific,mr dílTerences berween rreatrnems (1'<.01). 

nase activity and mRNA abundance, as reported previously [221. In 
this study. we explored the mechanisms involved in biotin-induced 
glucokinase gene expression. 

We found that activation of guanylate cycJase and PKC is part of 
the signalling involved in the stimulatory effect ofbiotin on pancreatic 
glucokinase expression. This mechanism is similar to the one involved 
in posttranscriptional regulation of proteins such as asialoglycopro­
tein and insulin receptor [39]. as well as in mRNA expression of 
holocarboxylase synthetase (EC 6.3.4.10) [401, carboxylases [40.491 or 
sodium-dependent multivitamin tran sporter ISO]. Interestingly. 
Spence and Koudelka [411 found that the effect of biotin on hepatic 
glucokinase activity was preceded by an increase in cCMP intracel­
lular concentration. Although the involvement of soluble guanylate 
cyclase and PKC was not demonstrated in the mentioned studies. the 
increase in cyclic nucleotide suggests that this signalling pathway may 
also participate in biotin-induced hepatic glucokinase activity, 

The cascade of events that follow guanylate cyclase/ PKC activity in 
biotin-mediated gene transcription is unknown. We found that 
insulin secretion is required in biotin-induced glucokinase expres­
sion : inhibition of insulin secretion by preventing the closure of ATP­
sensitive K+ channels with diaxozide or by blocking L-type voltage­
activated CaH channels abolished biotin-induced effects on pancrea­
tic glucokinase expression (Fig. 3). We also showed that either biotin 
or 8-Br-cCMP increased ATP content (Fig. 4). The observed increase in 
ATP is consistent with observations indicating that biotin and cCMP 
augment the production of this nucleotide as well as glucose 
utilization. In R1NmSF insulinoma cells. Laychock et al. [45.46] found 
that 8-Br-cCMP increases glucose utilization in isolated pancreatic 
islets. ln islets stimulated with biotin. Sone et al. [51] found that biotin 
increases ATP and CO2 production and that the glucose oxidation rate 
was proportional to the effects observed in insulin secretion. They also 
found in liver mitochondria that the state-3 respiratory rate increased 
in response to biotin [511. Since the classic stimulus-secretion 
coupling pathway that mediates glucose-induced insulin release 
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fl g. 8. Proposed model of the pathways involved in biotin-induced pancrea l ic 
glucok inase express ion. We propose that the inductíon of pancreatic glucokinase 
mRNA by bioli n involves guanylate cyclase and PKG activalion, which leads lo an 
increase in ATP content. This induces insulin secretion via ATP-sen sitive potass ium 
cll annels. Autocrine insulin, in turno activares phosphoinositol-3-kinase/Akt signalling. 

http:6.3.4.10


6 A. Vilches-flDll's er al. IjDlIrrJal Df NutriliDnal Biochem!srry xx (2009) 100HOO< 

involves the c1osu~ of ATP-sensitive K+ channel as a result of the 
enhanced ATP/ ADA~rano generated by glueose oxidation [48), these 
studies [45,51) and Uf present results suggest that the etfect ofbiotin 
on islets involves i sulin seeretion, mediated by increased glueose 
oxidation rates tha ' in turn enhanee ATP productíon. 

The molecular ~echanism involved in the etfect of bionn on ATP 
content has not been determined. We showed that PKG activity is 
indispensable to intease ATP eontent in response to either biotin or 
eGMP (Fig. 4). Thes results demonstrate for the first time that biotin 
particípates in fuel etabolísm via eCMP/ PKG signaHing. 

Our results also lindicate that bíotin-induced glucoldnase expres­
sion requires autoCrine insulin signalling and PI3KJ Akt signalling. 
We found that the effect of biotin on treated islets was suppressed 
by (a) neutralizati,on of insulin secreted with insulin antibodies 
added to the culture medium (Fig. 5); (b) inhibition of phosphoi­
nositol-3 kínase aCtivity (Fig. 6); and (e) inrubitíon of PKB/Akt 
activity (f'ig. 7). Consistent with our findings, studies by l.eibiger 
et al. [471 found that autocrine insulin signalling activa tes the 
transcription of pa ereatic glueoldnase through the aetivation of the 
B-type insulin reee~tor, phosphoinositol-3 kinase elass lI-like aetivity 
and PKB/Akt actívity [47J. Reeent investigations provide evidenee 
that autocríne insJlin is used as a signalling pathway in several 
proeesses that inelude gene transcription, translatíon. caldum flux, 
and insulín secretiqn (52-541. survival of isolated islets [53,551 and 
suppression of a J'nstitutive apoptotie program in beta eells (561· 
The effeet of phar ,aeologieal eoneentrations of biotin on autocrine 
insulin aetion su ests that the viramin may be of therapeutie 
importanee in the flrst stages of type 1 diabetes and in the eulturing 
and preservarion o( islets prior ro rransplantation. 

To our knowledge, two studies have explored wrueh eCMP target 
proteins mediate t~e effeet of biorin: De la Vega and Stockert [38,391 
have pinpointed th~t biotin, via soluble guanylate eyclase aetivity and 
PKG, inereases phosphorylation of alpha-COP, a protein of the COPI 
trans-aeting eomplex factor that regulates translation and particípates 
in asialoglycoprotei~ receptor and insulin-reeeptor translatíon [391.ln 
HepG-2 eells, biotiq deficiency inereased the abundanee of proteins 
involved in tyrosine kinase-mediated signalling (571. However, this 
study did not de~onstrate whether the inereased abundance of 
tyrosine Idnase cascad e proteins actually mediates biotin signalling. 
The design of the present study, using bloekers and inhibitors of 
different pathWaYS'taUOwed us to identify proteins whose aetivity is 
involved in biotin ignalling. Nonetheless, this approaeh possesses 
sorne limitations gi en that inhibitors may laek specificity. Also, our 
studies cannot rUI~ out the possibility that, along with the events 
described herein. irycreased translation of insulin receptor [39] may 
account for the effeFt of biotin on pancreatic glucokinase expression. 
Further studies wil ~ be designed to generate additional insights into 
biotin-dependent c~lI signalling. 

In Fig. 8, we depict our findings on the effect of biotin on 
glucokinase expres$ion. We pro pose that biotin signalling involves 
gl}anylate cydase/PKG activation, which triggers ATP production. The 
increase of ATP indJces insul.in secretion via ATP-sensitive potassium 
channels. Insulin, in turn. activates PI3K/Akt sígnalling, which 
increases pancreati~ glueokinase mRNA expressíon. 

Farsighted obserVatíons ofDakshinamurti [18.19.581 in 1968/1970 
suggested that biot n possesses insufin-Iike effeets. In our work, we 
demonstrated that insu!in secretion and insulin-receptor tyrosine 
kinase PI3K/ Akt signalling are involved in the effects of biotin. This 
finding, along with !studies by De la Vega and Stockert [39) showing 
that biotín increases insufín receptor translation, lends molecular 
support to rhe insu~in-like effecrs of biorin (19). 

Tlle reference dítt<lrY intake (ROl) ofbíotin for adults is 30 ¡.¡g/day 
(59). Several srudies have demonstrared thar biorin deficiency affects 
glucose metabolísm r18,19,22.24.25], indicating that biotin dietary 
intake is required to maintain glucose homeostasis. On the other 

hand, pharmacological doses of bionn (miUigrams) favor glucose 
homeostasis (26-30[ and are currently used in the treatment of 
diabetes r31.32]. Pharmacologíc supplementation of bíotin of 4{)x the 
ROl (Le., 1.2 mg/day) for 14 days reaehes serum coneentrations in a 
range of9.4-47.7 nmoI/l (50]. Present and previous results [22) show 
that these concentrations inerease both glucokinase actíviry and 
mRNA abundance in cultured islets. How bionn-indueed pancreatie 
glucokínase contríbutes to glucose homeostasis in diabetíe models is 
currently being investigated in our laboratory. 

Knowledge of the molecular meehanísms of ditferent vitamins has 
opened new perspectives that form a eonneetion between nutritional 
signals and biological funetions. The best documented examples are 
those involving the lipophilie vitamins A and D. Extensive research on 
these vítaoúns has pointed to the broad spectrum of actions in wrueh 
rhey participate and has made it possible to develop new therapeutie 
agents [61 ,631 agaínst numerous díseases íncluding diabetes [62.631. 
In eontrast. the study of the biological etfects of bíotin has been 
scarcely studied. Understanding the mechanísms of action of biotin is 
essential to determine ¡ts use as a therapeutie agent in the batde 
against diabetes, a major global health problem. The present repon 
eontributes to the understanding of the biotin signalling pathways 
that participate in gene transeription and in glucose metabolism. 
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