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Resumen.		

Introducción:	 El	 estudio	 de	 las	 vitaminas	 han	 puesto	 de	 manifiesto	 que,	 además	 de	 su	 efecto	

clásico,	las	vitaminas	poseen	otros	mecanismos	de	acción	y	que	éstos		pueden	variar	dependiendo	

de	 su	 concentración.	 La	 biotina	 es	 una	 vitamina	 hidrosoluble	 perteneciente	 al	 complejo	 B	 que	

participa	en	el	metabolismo	como	grupo	prostético	de	 las	carboxilasas.	 La	 ingesta	 recomendada	

de	 la	 vitamina	 es	 de	 30	 µg.	 Se	 ha	 demostrado	 que	 en	 concentraciones	 farmacológicas,	

aproximadamente	 1.5	 a	 3	 órdenes	 de	 magnitud	 por	 arriba	 de	 sus	 requerimientos	 diarios,	 esta	

vitamina	 es	 capaz	 de	modificar	 procesos	 celulares	 y	 sistémicos	 del	 organismo.	 Estos	 efectos	 se	

encuentran	relacionados	con	la	expresión	de	genes	y	son	independientes	de	su	acción	como	grupo	

prostético	 de	 las	 carboxilasas.	 Existen	 dos	 teorías	 para	 explicar	 el	 mecanismo	 de	 acción	 de	 la	

biotina	 sobre	 la	 expresión	 de	 genes:	 la	 biotinilación	 de	 histonas	 y	 la	 activación	 de	 la	 vía	 de	

señalización	 de	 la	 Guanilato	 Ciclasa	 Soluble/Proteína	 Cinasa	G.	 Varios	 estudios	 han	 demostrado	

que	concentraciones	farmacológicas	de	biotina	modifican	el	metabolismo	de	lípidos	tanto	en	seres	

humanos	 como	 en	 modelos	 animales	 normo	 o	 hiperlipidémicos.	 En	 estudios	 realizados	

previamente,	 nuestro	 grupo	 de	 trabajo	 reportó	 que	 la	 biotina	 reduce	 la	 expresión	 de	 genes	 de	

enzimas	 y	 factores	 transcripcionales	 de	 la	 vía	 lipogénica	 y	 que	 estos	 efectos	 difieren	 entre	 el	

hígado	 y	 el	 tejido	 adiposo.	 De	 igual	manera	 se	 demostró	 que	 dicho	 efecto	 hipolipemiante	 está	

relacionado	con	un	aumento	en	las	concentraciones	de	GMPc	y	la	activación	de	la	proteína	cinasa	

dependiente	de	AMP	(AMPK)	en	el	hígado.	Se	ha	documentado	que	las	acciones	farmacológicas	de	

la	biotina	difieren	entre	los	tejidos		y	que	la	AMPK	es	regulada	de	manera	tejido-específica.	En	este	

trabajo	se	investigaron	los	efectos	de	la	suplementación	con	biotina	sobre	la	AMPK,	así	como	de	

sus	blancos	moleculares:	acetil-CoA	carboxilasa-1	y	–2	en	el	tejido	adiposo.	Así	mismo,	se	estudió	

el	efecto	de	 la	suplementación	con	biotina	sobre	 la	 lipólisis	en	el	mismo	tejido.	Metodología:	Se	

utilizaron	 ratones	 sanos	 machos	 Balb/cAnNHsd	 los	 cuales	 fueron	 destetados	 a	 los	 21	 días	 de	

nacidos	y	alimentados	durante	8	semanas	con	una	dieta	control	o	una	suplementada	con	biotina	

(la	 concentración	 de	 biotina	 en	 cada	 formulación	 fue	 de	 1.76	 o	 97.7	mg/kg	 respectivamente)	 a	

partir	de	este	punto.	Se	determinó	el	contenido	de	GMPc,	la	abundancia	de	las	formas	fosforiladas	

de	AMPK,	 acetil-CoA	 carboxilasa-1	 y	 –2,	 la	 tasa	 lipolítica	 basal	 	 Resultados:	 Los	 datos	 obtenidos	

durante	 el	 desarrollo	 del	 presente	 trabajo	 mostraron	 que	 los	 ratones	 que	 recibieron	 la	

suplementación	con	una	dieta	conteniendo	56	veces	el	contenido	de	biotina	presente	en	la	dieta	

control		tuvieron	en	el	tejido	adiposo	un	aumento	en	el	contenido	de	GMPc	.	Además	se	observó	

un	incremento	en	la	abundancia	relativa	de	las	formas	fosforiladas	de	AMPK	(activa).	Acorde	con	
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la	activación	de	esta	enzima	se	encontró	un	aumento	en	 las	 formas	 inactivas	 (fosforiladas)	de	 la	

acetil-CoA	carboxilasa	1	y	2.	Los	niveles	basales	de	 lipólisis	no	sufrieron	cambios	en	respuesta	al	

tratamiento.	 Conclusiones:	 Estos	 resultados	 demostraron	 por	 primera	 vez	 los	 efectos	 de	 la	

suplementación	de	biotina	en	el	tejido	adiposo	sobre		la	activación	de	AMPK	y	el	incremento	en	el	

contenido	 de	 GMPc	 De	 igual	 manera,	 estos	 datos	 constituyen	 la	 primera	 demostración	

experimental	de	que	la	biotina	no	afecta	el	proceso	de	lipólisis	en	el	tejido	adiposo.	Las	resultas	de	

este	 trabajo	 enriquecen	 el	 conocimiento	 sobre	 el	mecanismo	molecular	 de	 acción	 de	 la	 biotina	

sobre	la	regulación	del	metabolismo	de	lípidos.	
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Abstract.	

Introduction:	Vitamin	 studies	have	 shown	 that	 they	posses	other	actions	on	biological	 functions	

beside	 its	 classical	 function,	 and	 that	 these	 actions	may	 vary	 depending	on	 their	 concentration.		

Biotin	 is	 a	 complex	B	water	 soluble	 vitamin	 that	 acts	 as	prostethic	 groups	 for	 carboxylases.	 The	

adequate	 intake	 level	 of	 biotin	 is	 30	 µg/d	 for	 adults.	 It	 has	 been	 demonstrated	 that	 at	

pharmacological	 concentration,	 about	 1.5-3	orders	 of	magnitud	 its	 daily	 requeriments	 of	 30	µg,	

this	vitamin	modifies	over	cellular	and	systemic	process,	and	that	these	effects	are	related	to	gen	

expression.	There	are	two	theories	to	explain	the	possible	mechanism	of	action	of	biotin	over	gen	

expression:	 histones	 biotinylation	 and	 activation	 of	 Soluble	 Guanylate	 Cyclase/Protein	 Kinase	 G	

signalling	 pathway.	 Several	 studies	 have	 demonstrated	 that	 pharmacological	 concentrations	 of	

biotin	 modifies	 lipid	 metabolism	 in	 humans	 and	 in	 animal	 models	 in	 normoglycemic	 and	

hyperglycemic	conditions.		In	previous	studies,	our	worg	group	reported	that	biotin	reduces	gene	

expression	of	enzymes	and	transcriptional	factors	related	to	lipogenic	andt	that	these	effects	are	

different	 between	 liver	 and	 adipose	 tissue.	 In	 the	 same	 way	 it	 was	 demonstrated	 that	 this	

hipolipemiant	effect	is	related	to	a	rise	in	GMPc	concentration	and	activation	of	AMP	Dependant	

Protein	 Kinase	 (AMPK)	 in	 liver.	 It	 has	 been	 documented	 that	 pharmacological	 action	 of	 biotin	

differs	between	tissues	and	that	AMPK	is	regulated	in	a	tissue-specific	manner.	In	this	work	effects	

of	biotin	supplementation	over	AMPK,	as	well	as	 its	molecular	targets:	Acetyl-CoA	Carboxylase-1	

and	 -2	 in	 adipose	 tissue	were	 studied.	 In	 the	 same	way,	 effect	 of	 biotin	 supplementation	 over	

lipolysis	 in	 the	 same	 tissue	 was	 analyzed.	Methodology:	Male	 healty	 Balb/cAnNHsd	mice	 were	

used	 as	 experimentation	 animals,	 they	were	weaned	 21	 days	 afther	 birth	 and	 feeded	 during	 8	

weeks	 with	 a	 biotin-control	 or	 a	 biotin-supplemented	 diet	 (biotin	 concentration	 in	 each	

formulation	 was	 1.76	 or	 97.7	 mg/kg	 respectively)	 since	 this	 point.	 cGMP	 content,	 relative	

abundance	of	phosphorylated	forms	of	AMPK,	Acetyl-CoA	Carboxylase-1	and	-2,	basal	lipolytic	rate	

were	determined.	Results:	Data	obtained	during	this	work	shows	that	mice	whose	diet	contained	

56	 tiemes	 the	 amount	 of	 biotin	 presentent	 in	 the	 control	 diet	 increased	 cGMP	 content	 in	 the	

adipose	tissue.	Besides	this,	an	increment	in	the	relative	abundance	of	the	phosphorylated	(active)	

form	 of	 AMPK.	 Accordgin	 with	 enzyme	 activation,	 a	 rise	 in	 inactive	 forms	 (phosphorylated)	 of	

Acetyl-CoA-1	 and	 -2	 were	 found.	 Basal	 Lipolytic	 rate	 were	 not	 modified	 by	 the	 treatment.	

Conclusions:	These	results	by	the		firsth	time	demonnstrates	the	effects	of	biotin	supplementation	

over	 AMPK	 activation	 and	 the	 increment	 in	 cGMP	 content	 in	 adipose	 tissue.	 In	 the	 same	way,	

these	data	constitutes	the	fisrt	experimental	demonnstration	that	biotin	does	not	affect	 lipolytic	
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process	 in	 adipose	 tissue.	 Resutls	 obtained	 in	 the	 present	 work	 enriches	 knowledge	 about	

molecular	mechanism	of	biotin	action	over	lipid	metabolism	regulation.		
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1. Introducción.	

	

1.1	La	Biotina.		

La	biotina,	también	conocida	como	vitamina	B7	o	vitamina	H	(Melo	y	Cuamatzi	2007),	es	

una	 vitamina	 del	 complejo	 B,	 esencial	 para	 la	 homeostasis	 metabólica	 y	 el	 crecimiento	 celular	

(Zempleni	 2005).	 Fue	 originalmente	 descubierta	 por	 Boas	 (1927)	 y	 caracterizada	 años	 después	

como	un	factor	indispensable	para	el	crecimiento	(Kögl	y	Tönnis	1936).		

	

Estructuralmente,	 la	 biotina	 es	 un	 compuesto	 heterocíclico	 que	 cuenta	 con	 un	 anillo	 de	

imidazolidona	 unido	 a	 un	 anillo	 de	 tetrahidrotiofeno	 el	 cual	 tiene	 una	 cadena	 lateral	 de	 ácido	

valérico	 (Fig.	 1).	 La	 biotina	 es	 hidrosoluble,	 insoluble	 en	 compuestos	 orgánicos	 y	 estable	 en	 un	

rango	de	pH	entre	5	y	8	(Jitrapakdee	y	Wallace	2003).	Su	función	más	conocida	es	la	de	participar	

como	grupo	prostético	de	las	carboxilasas:	acetil-CoA	carboxilasa	(EC	6.4.1.2),	piruvato	carboxilasa	

(EC	6.4.1.1);	propionil-CoA	carboxilasa	 (EC	6.4.1.3)	y	3-metilcrotonil-CoA	carboxilasa	 (EC	6.4.1.4),	

enzimas	que	participan	en	diversos	procesos	metabólicos	como	la	gluconeogénesis,	la	lipogénesis,	

la	oxidación	de	lípidos	y	el	catabolismo	de	aminoácidos	(Jitrapakdee	y	Wallace	2003).		

	

	

	

	 Para	llevar	a	cabo	su	función	como	grupo	prostético	de	las	enzimas	carboxilasas,	la	biotina	

se	 une	 covalentemente	 a	 las	 apoenzimas	 por	 medio	 de	 la	 Holocarboxilasa	 Sintetasa	 (HCS)	 (EC	

6.3.4.10)	mediante	una	reacción	en	dos	etapas:	1)	 la	biotina	reacciona	con	una	molécula	de	ATP	

para	activarse	y	 forma	un	 intermediario	de	 reacción	conocido	como	biotinil-5’-AMP;	2)	el	 grupo	

biotinil	es	 transferido	a	 la	apoenzima	por	 la	acción	de	 la	HCS	formando	un	enlace	semipeptídico	

Figura	1.-	Estructura	química	de	la	biotina.	Es	un	compuesto	heterocíclico	que	cuenta	con	un	anillo	de	
imidazolidona	unido	a	un	anillo	de	tetrahidrotiofeno	el	cual	tiene	una	cadena	lateral	de	ácido	valérico		
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con	 un	 residuo	 de	 Lisina	 colocado	 en	 una	 secuencia	Met-Lis-Met	 altamente	 conservada	 en	 las	

carboxilasas	(Lamhonwah	et	al.	1987).	

	

	 Las	 carboxilasas,	 al	 ser	 hidrolizadas	 liberan	 residuos	 de	 lisina	 covalentemente	 unidos	 a	

biotina,	los	cuales	son	conocidos	como	biocitina	(Fig.	2).	La	fracción	molar	de	biotina	en	la	biocitina	

es	 liberada	 por	 la	 acción	 de	 la	 biotinidasa	 (EC	 3.5.1.12)	 y	 puede	 ser	 reciclada	 integrándose	 a	

unidades	de	carboxilasa	recién	sintetizadas	(Chauhan	&	Dakshinamurti	1988)	o	bien,	catabolizarse	

para	 ser	 excretada	 en	 forma	 de	 sus	 derivados	 como	 bisnorbiotina,	 tetranorbiotina	 sulfóxido	 y	

biotina	sulfona	(Zempleni	&	Donald	M	Mock	1999).		

	

	

	

	

	 Los	mamíferos	 no	 pueden	 sintetizar	 la	 biotina	 por	 lo	 que	 es	 necesario	 consumirla	 en	 la	

dieta,	aunque	en	cierta	proporción	es	posible	obtenerla	de	los	microorganismos	intestinales	(Melo	

y	 Cuamatzi	 2007).	 En	 los	 alimentos,	 la	 biotina	 puede	 encontrarse	 en	 forma	 de	 dímeros	 de	

biocitina,	 como	 parte	 de	 péptidos	 biotinilados	 o	 bien	 de	 forma	 libre	 (Dakshinamurti	 y	 Chauhan	

1994).		Cuando	la	biotina	dietaria	se	encuentra	en	forma	libre,	es	absorbida	por	los	enterocitos	de	

la	porción	distal	del	duodeno	y	proximal	del	yeyuno	para	pasar	al	torrente	sanguíneo	(Said	et	al.	

1987);	cuando	se	encuentra	unida	a	péptidos,	se	debe	romper	el	enlace	covalente	por	acción	de	la	

biotinidasa	pancreática	 (Hymes	y	Wolf	1996).	 La	biotina	es	 introducida	a	 las	 células	a	 través	del	

Transportador	Múltiple	de	Vitaminas	Dependiente	de	Sodio	el	cual	reconoce	la	fracción	molar	de	

ácido	 valérico	 de	 la	 vitamina	 (Cohen	 y	 Thomas	 1982)	 mediante	 un	 proceso	 electrogénico,	

fenómeno	que	ha	sido	reportado	en	placenta,	riñón,	hígado,	páncreas,	corazón,	cerebro,	pulmón	y	

músculo	esquelético	humanos	(H.	Wang	et	al.	1999).		

	

Figura	2.-	Estructura	Química	de	la	biocitina.	Se	compone	de	un	residuo	de	Lisina	enlazado	covalentemente	a	
una	unidad	de	biotina	la	cual	es	hidrolizada	por	acción	de	la	biotinidasa	
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	 Basado	 en	 estudios	 realizados	 en	 las	 décadas	 de	 los	 80’s	 y	 90’s,	 el	 valor	 de	 la	 ingesta	

adecuada	de	biotina	para	seres	humanos	adultos	y	mujeres	en	estado	de	embarazo	se	considera	

de	30	µg/d	(123	nmol/d)	(Yates	et	al.	1998);	durante	la	lactancia	la	recomendación	aumenta	a	35	

µg/d	(143	nmol/d)	y	para	infantes	entre	0	y	5	meses	de	edad,	dicho	valor	se	establece	en	5	µg/d	

(20	nmol/d)	(Food	and	Nutrition	Board	1989;	Innis	y	Allardyce	1983).		

 

La	biotina	en	 los	alimentos	puede	encontrarse	 libre	o	unida	covalentemente	a	proteínas	

por	un	residuo	de	 lisina.	 	Una	vez	que	la	biotina	es	 ingerida	en	 la	dieta,	 las	proteínas	unidas	a	 la	

biotina	son	digeridas	por	peptidasas	y	proteasas	hasta	generar	 la	biocitina,	que	es	 la	biotina	con	

un	residuo	de	lisina,	y	péptidos	pequeños	unidos	a	biotina.		La	biotinidasa,	una	enzima	presente	en	

el	jugo	pancreático,	rompe	el	enlace	entre	la	biotina	y	la	lisina,	y	la	biotina	libre	se	absorbe	por	los	

enterocitos	 de	 la	 porción	 distal	 del	 duodeno	 y	 la	 proximal	 del	 yeyuno.	 La	 biotina	 requiere	 un	

transportador	 para	 cruzar	 las	 membranas	 plasmáticas.	 Este	 transportador	 es	 el	 SMVT	

(Transportador	múltiple	de	vitaminas	dependiente	de	sodio),	que	se	encuentra	en	la	porción	apical	

de	 los	 enterocitos	 (Said	 2012).	 El	 transporte	 de	 biotina	 por	 el	 SMVT	 es	 dependiente	 de	 la	

temperatura	y	acoplado	a	sodio:	en	presencia	de	un	gradiente	de	sodio,	el	 transporte	ocurre	en	

contra	de	un	gradiente	de	concentración	(Mock	2006).	Una	vez	que	la	biotina	cruza	la	membrana	

apical,	 su	 salida	 del	 enterocito	 también	 se	 da	 a	 través	 de	 un	 transportador.	 Sin	 embargo,	 este	

transporte	 es	 independiente	 de	 sodio	 y	 la	 acumula	 biotina	 en	 contra	 de	 un	 gradiente	 de	

concentración,	ésta	sale	libremente	(Mock	2006).	

	

Posterior	a	 su	absorción	 intestinal,	en	el	plasma	esta	se	puede	encontrar	 libre	o	unida	a	

proteínas:	de	manera	covalente	(12%)	o	reversible	(7%)	(Mock	&	Malik	1992).	De	la	circulación,	la	

biotina	es	transportada	hacia	los	órganos	periféricos	por	el	SMVT.	Aún	existe	controversia	acerca	

de	 la	 existencia	 de	 reservas	 de	 biotina	 en	 los	 tejidos.	 La	 biotina	 en	 el	 hígado	 se	 encuentra	

principalmente	en	la	mitocondria	y	en	el	citoplasma,	mientras	que	solo	el	0.7%	se	encuentra	en	el	

núcleo	(Zempleni	2005).	El	hígado	es	el	órgano	que	absorbe	la	mayor	cantidad	de	biotina	para	su	

metabolismo	y	utilización,	y	lo	realiza	a	través	del	SMVT,	el	cual	se	ha	demostrado	su	existencia	en	

riñón,	cerebro,	corazón	y	placenta	(Said	2012).	También,	hay	evidencia	de	que	la	biotina	puede	ser	

transportada	por	más	de	un	acarreador.	Se	ha	sugerido	que	existe	un	transporte	de	biotina	de	alta	

afinidad	en	células	mononucleares	de	sangre	periférica.	La	Km	estimada	para	este	transportador	
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es	 de	 2.6	 nM,	 valor	 cercano	 a	 los	 niveles	 de	 biotina	 reportados	 en	 plasma	 de	 individuos	 sanos	

(Zempleni	&	Mock	1998).		

	

La	biotina	libre	que	ha	sido	internalizada	hacia	la	célula	es	utilizada	por	la	mitocondria	en	

reacciones	de	carboxilación.	Se	ha	propuesto	que	la	biotina	entra	al	espacio	intramitocondrial	en	

su	forma	protonada	(neutra),	para	posteriormente	disociarse	en	su	forma	aniónica	(pKa	=	4.5)	en	

el	pH	alcalino	de	la	mitocondria,	con	lo	cual	queda	atrapada	dentro	de	ella	(Said	2012).	La	biotina	

es	 degradada	 mediante	 el	 proceso	 de	 β-oxidación	 que	 toma	 la	 cadena	 de	 ácido	 valérico	 de	 la	

vitamina	 como	 sustratoproduciendo	 bisnorbiotina	 y	 bisnorbiotinmetilcetona	 (Mock	 et	 al.	 1993).	

También	 el	 anillo	 de	 tiofeno	 puede	 sufrir	 oxidaciones	 convirtiéndose	 en	 biotin-d,	 l-sulfóxido	 y	

biotin	sulfona	que	son	excretados	por	 la	orina	(Zempleni	&	Donald	M.	Mock	1999).	Estos	cuatro	

metabolitos	no	tienen	actividad	alguna	como	vitaminas.	La	biotina	es	desechada	por	el	organismo	

mediante	 la	orina,	en	donde	se	pueden	encontrar	entre	18	y	79	nmol/24	horas,	además	de	una	

cantidad	 similar	de	metabolitos	de	 la	 vitamina	 ya	que	en	 su	 forma	nativa	 solamente	 significa	 al	

rededor	de	la	mitad	de	las	sustancias	que	se	enlazan	a	la	avidina	en	la	orina	(Mock	et	al.	1995).	

	

1.1.1. Carboxilasas	Dependientes	de	Biotina.	

La	biotina	actúa	como	cofactor	de	cuatro	carboxilasas	que	participan	en	el	metabolismo	

intermediario. Las	carboxilasas	dependientes	de	biotina	se	encuentran	ampliamente	distribuidas	

en	 la	 naturaleza	 y	 pueden	 ser	 encontradas	 en	 bacterias,	 archaea,	 hongos,	 algas,	 plantas	 y	

animales;	 	 y	 tienen	 un	 papel	 crucial	 en	 el	 metabolismo	 de	 ácidos	 grasos,	 aminoácidos	 y	

carbohidratos	 (Wakil	 et	 al.	 1983;	 Cronan	 y	Waldrop	 2002;	 Tong	 2005;	 Jitrapakdee	 et	 al.	 2008).	

Estas	enzimas	poseen	dos	distintas	actividades	y	catalizan	sus	reacciones	en	dos	pasos	(Attwood	y	

Wallace	2002;	Knowles	1989):	primero,	un	componente	biotinilado	de	la	carboxilasa	dependiente	

de	ATP	y	Mg2+	cataliza	la	carboxilación	del	átomo	N1’	del	cofactor	de	biotina,	usando	bicarbonato	

como	donador	de	CO2.	 La	vitamina	se	une	de	 forma	covalente	a	 través	de	un	enlace	amida	a	 la	

cadena	lateral	de	un	residuo	de	lisina	en	el	componente	acarreador	del	elemento	biotinil-carboxilo	

de	 la	 proteína.	 En	 el	 segundo	 paso,	 la	 actividad	 carboxil	 transferasade	 la	 enzima	 cataliza	 la	

transferencia	del	grupo	CO2	desde	el	biotinil-carboxilo	hacia	el	aceptor	del	grupo	carboxilo,	que	es	

referido	regularmente	como	el	sustrato	de	 la	enzima	(Fig.	3).	Los	sustratos	de	estas	enzimas	son	

ésteres	de	ácidos	orgánicos	de	Coenzima	A	(CoA)	y	su	sitio	de	carboxilación	es	el	carbono	α	de	un	

ácido	saturado	(ACC,	PC)	o	bien,	el	carbono	γ	de	un	ácido	α-β	insaturado	(MCC).	También	pueden	
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servir	como	sustratos	algunas	moléculas	pequeñas,	como	el	piruvato.	Dependiendo	de	la	enzima	y	

el	 organismo,	 los	 componentes	 biotinil-carboxilo,	 el	 acarreador	 del	 biotinil-carboxilo	 y	 la	

carboxiltransferasa	 pueden	 ser	 subunidades	 separadas	 o	 bien,	 parte	 de	 una	 proteína	

multidominio.	 Además,	 mientras	 los	 componentes	 que	 interaccionan	 con	 el	 grupo	 CO2	 están	

altamente	conservados	entre	las	especies,	el	sitio	que	ejerce	la	actividad	transferasa	depende	en	

su	secuencia	y	estructura	de	la	naturaleza	química	del	sustrato	(Tong	2013).		

	

	

	

	

Las	carboxilasas	dependientes	de	biotina	pueden	ser	clasificadas	de	acuerdo	a	la	identidad	

de	su	sustrato,	teniendo	así	como	principal	clase	a	aquellas	enzimas	que	reconocen	ésteres	de	CoA	

y	 ácidos	 orgánicos	 pequeños	 llamadas	 genéricamente	 Acil-CoA	 carboxilasas.	 En	 esta	 clase	 se	

encuentran	 la	 Acetil-CoA	 Carboxilasa,	 Propionil-CoA	 Carboxilasa	 y	 la	 3-Metilcrotonil-CoA	

Carboxilasa	(Tong	2013).	Éstas	serán	revisadas	brevemente	de	manera	individual	a	continuación.	

	

La	Acetil-CoA	Carboxilasa	(ACC,	EC	6.4.1.2)	cataliza	la	conversión	de	Acetil-CoA	en	Malonil-

CoA	 (Saggerson	2008).	 En	 los	mamíferos	 existen	dos	 isoenzimas,	 acetil-CoA	Carboxilasa-1	 (ACC1	

también	nombrada	ACCα)	que	es	citoplásmica	y	cataliza	la	reacción	limitante	de	la	biosíntesis	de	

Figura	3.-	Actividad	bioquímica	de	las	carboxilasas	dependientes	de	biotina.	La	biotina	es	carboxilada	en	el	
sitio	activo	de	una	carboxilasa	dependiente	de	biotina	(BC)	usando	bicarbonato	como	donador	de	CO2	e	

hidrolizando	ATP.	Después,	la	biotina	es	translocada	al	sitio	activo	de	la	carboxil	transferasa	(CT),	mientras	el	
CO2	es	translocado	al	sustrato	de	la	enzima.	En	la	reacción,	la	biotina	se	transloca	entre	ambos	sitios	activos	(BC	

y	CT)	junto	con	el	componente	de	la	proteína	acarreadora	del	biotinil	carboxilo	(PABC)	que	permanece	
estacionario	(modelo	de	dominio	oscilatorio)	(Modificado	de	Tong	2013).		
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ácidos	 grasos	 de	 cadena	 larga	 en	 los	 tejidos	 lipogénicos	 (Wakil	 et	 al.	 1983);	 y	 acetil-CoA	

carboxilasa-2	 (ACC2	o	ACCβ)	que	en	el	 ser	humano	comparte	un	73%	de	 identidad	con	 la	acetil-

CoA	carboxilasa-1.	Esta	carboxilasa	está	asociada	a	la	cara	exterior	de	la	membrana	mitocondrial	a	

través	 de	 un	 segmento	 de	 140	 residuos	 en	 el	 extremo	N-terminal	 que	 no	 existen	 en	 acetil-CoA	

carboxilasa-1	(Abu-Elheiga	et	al.	2000).	La	producción	de	Malonil-CoA	en	el	contexto	mitocondrial	

sirve	como	regulación	para	el	 transporte	de	ácidos	grasos	de	cadena	 larga	hacia	el	 interior	de	 la	

mitocondria	para	el	proceso	de	β-oxidación	ya	que	dicho	compuesto	es	un	potente	inhibidor	de	la	

Carnitin-Palmitoil	 Transferasa	 1	 (EC	 2.3.1.21)	 (Ramsay	 et	 al.	 2001).	 La	 actividad	 de	 ambas	

isoformas	 se	 encuentra	 altamente	 regulada	 por	 una	 variedad	 de	 estímulos	 de	 diferentes	 tipos:	

hormonales	 (Mabrouk	 et	 al.	 1990;	 Witters	 et	 al.	 1979),	 dietarios	 (Clarke	 &	 Jump	 1996;	 Kim	 &	

Freake	1996),	del	desarrollo	(Batenburg	&	Whitsett	1989;	Iritani	et	al.	1993)	y	genéticos	(Cheema	

&	 Thomas	 Clandinin	 1996;	 Pape	 et	 al.	 1988);	 por	 ejemplo,	 la	 actividad	 enzimática	 de	 ACCes	

aumentada	por	 la	presencia	de	 citrato,	 inhibida	por	ésteres	de	CoA	de	ácidos	 grasos	de	 cadena	

larga	y	son	inactivadas	por	fosforilación,	por	el	glucagon	y	por	la	Proteína	Cinasa	dependiente	de	

AMP	(AMP	dependant	Protein	Kinase,	AMPK;	EC	2.7.11.31).	A	pesar	de	 la	sensibilidad	a	diversos	

estímulos,	un	gran	número	de	ellos	afecta	 la	actividad	de	estas	enzimas	a	través	de	mecanismos	

de	fosforilación	reversible	(Kim	1997).	Para	la	AMPK	se	conoce	que	sus	sitios	de	fosforilación	son	

Ser80	en	acetil-CoA	carboxilasa-1	y	Ser222	en	la	isoenzima	mitocondrial	(Brownsey	et	al.	2006).		

	

La	Propionil-CoA	Carboxilasa	(PCC,	EC	6.4.1.3)	cataliza	la	conversión	de	Propionil-CoA	en	D-

metilmalonil-CoA,	compuesto	que	es	crucial	para	el	metabolismo	de	los	aminoácidos	ramificados,	

de	la	metionina,	de	las	cadenas	laterales	del	colesterol	y	de	los	ácidos	grasos	de	cadena	impar.	En	

los	mamíferos,	La	propionil-CoA	carboxilasa	se	encuentra	en	 la	matriz	mitocondrial	y	es	activada	

por	 la	presencia	de	cationes	 inorgánicos	monovalentes	como	el	K+,	NH4
+	y	el	Cs+	 (Giorgio	y	Plaut	

1967;	Edwards	y	Keech	1968;	Kalousek	et	al.	1980).	Las	deficiencias	de	PCC	en	seres	humanos	se	

relacionan	 a	 acidosis	 propiónica	 que	 en	 casos	 graves	 puede	 ser	 mortal.	 La	 PCC	 	 también	 es	

expresada	en	el	cerebro	y	se	ha	propuesto	que	puede	intervenir	en	el	desarrollo	neurológico,	ya	

que	 su	 deficiencia	 puede	 provocar	 retardo	mental,	 epilepsia	 y	 ataques	 (Ballhausen	 et	 al.	 2009;	

Haberlandt	et	al.	2009;	Rigo	et	al.	2006).		

	

La	enzima	3-Metilmalonil-CoA	Carboxilasa	(MCC,	EC	6.4.1.4)	convierte	3-metilmalonil-CoA	

en	3-metilglutaconil-CoA,	compuesto	esencial	para	el	metabolismo	de	leucina	e	isovaleriato	en	la	
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mayoría	de	los	organismos	(Nikolau	et	al.	2003).	En	células	eucariotas,	la	MCC		se	encuentra	en	la	

matriz	 mitocondrial	 (Stadler	 et	 al.	 2005).	 La	 deficiencia	 de	 esta	 carboxilasa	 en	 seres	 humanos	

constituye	 uno	 de	 los	 errores	 innatos	 del	metabolismo	 que	 se	 presentan	 con	mayor	 frecuencia	

cuyas	manifestaciones	clínicas	son	tan	variables	que	pueden	existir	individuos	asintomáticos	en	el	

estado	 neonatal	 hasta	 casos	 severos	 mortales	 contando	 síntomas	 como	 retardo	 sicomotor,	

ataques	y	coma	(Baumgartner	et	al.	2001).		

	

La	conversión	de	piruvato	en	oxalacetato	es	catalizada	por	la	Piruvato	Carboxilasa	(PC,	EC	

6.4.1.1),	 lo	que	 la	 convierte	en	una	enzima	de	 suma	 importancia	 en	el	metabolismo	 intermedio	

(Attwood	1995).	En	mamíferos,	la	PC		se	localiza	en	la	matriz	mitocondrial	y	tiene	roles	cruciales	en	

la	gluconeogénesis	en	hígado	y	riñón;	 lipogénesis	y	glicerolneogénesis	en	adipocitos	y	biosíntesis	

de	glutamato	en	astrocitos;	también	cuenta	con	un	importante	papel	anaplerótico	reponiendo	en	

el	ciclo	de	los	ácidos	tricarboxílicos	los	intermediarios	que	fueron	sustraídos	para	la	biosíntesis	de	

glucosa,	 ácidos	grasos,	 aminoácidos	y	otros	 compuestos	 (Owen	et	al.	 2002).	 La	deficiencia	de	 la	

actividad	 de	 la	 piruvato	 carboxilasaen	 seres	 humanos	 es	 un	 desorden	 metabólico	 autosómico	

recesivo	 que	 puede	 conducir	 a	 diferentes	 grados	 de	 acidemia	 láctica,	 retraso	 sicomotor	 e	

hipotonia,	 hipoglucemia,	 hiperamonemia,	 anorexia	 y	 convulsiones;	 muchos	 pacientes	 con	 este	

padecimiento	mueren	a	pocos	días	de	haber	nacido	(Marin-Valencia	et	al.	2010).		

	

A	continuación	se	presenta	un	esquema	de	las	rutas	metabólicas	en	las	que	se	involucran	

las	carboxilasas	dependientes	de	biotina	(Fig.	4).	
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1.2.	Acciones	Farmacológicas	de	la	Biotina	y	la	Expresión	Génica	

	 	

	 Actualmente	se	encuentra	bien	establecido	que	 la	acción	fisiológica	de	 la	vitamina	como	

grupo	prostético	de	las	carboxilasas	es	cubierta	por	los	requerimientos	diarios	de	ésta	(30	µg),	en	

tanto	 que	 es	 capaz	 de	 modificar	 diversas	 funciones	 biológicas	 en	 concentraciones	

aproximadamente	 entre	 1.5	 a	 3	 órdenes	 de	 magnitud	 por	 arrriba	 de	 ésta	 cantidad.	 Se	 ha	

demostrado	que	en	estas	concentraciones,	que	se	consideran	farmacológicas,	 la	biotina	es	capaz	

de	modificar	procesos	celulares	y	sistémicos	del	organismo,	como	el	desarrollo,	el	metabolismo	de	

carbohidratos	 y	 de	 lípidos	 (De	 La	 Vega	 &	 Stockert	 2000;	 Chauhan	 &	 Dakshinamurti	 1991;	

Dakshinamurti	&	Li	1994;	Vilches-Flores	et	al.	2010;	Romero-Navarro	et	al.	1999;	Sugita	et	al.	2008;	

Larrieta	 et	 al.	 2010).	 Estudios	 pioneros	 realizados	 por	 el	 grupo	 de	 trabajo	 de	 Dakshinamurti	 a	

finales	de	los	60’s,	demostraron	que	la	aplicación	de	dosis	farmacológicas	de	1-2	mg/kg	de	peso	de	

biotina	administradas	a	 ratas,	aumentaron	 la	actividad	de	 la	glucocinasa	hepática	 (EC	2.7.1.2)	 (K	

Dakshinamurti	 y	 Cheah-Tan,	 1968;	 K	 Dakshinamurti	 y	 Hong,	 1970);	 este	 mismo	 efecto	 fue	

Figura	4.-	Funciones	de	las	carboxilasas	dependientes	de	biotina	en	mamíferos.	Las	reacciones	que	involucran	
a	las	carboxilasas	dependientes	de	biotina	se	muestran	en	azul.	Solamente	se	muestran	algunos	intermediarios	

del	ciclo	de	los	ácidos	tricarboxílicos	(ATC,	en	verde).	Las	flechas	punteadas	indican	rutas	con	más	de	una	
reacción.	Las	carboxilasas	dependientes	de	biotina	tienen	funciones	similares	en	otros	organismos	(excepto	

ACC2)	y	se	ven	involucradas	en	procesos	celulares	adicionales	(Modificado	de	Tong	2013).		
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encontrado	en	cultivos	de	hepatocitos	con	concentraciones	de	1µM	por	Spence	y	Koudelka	(1984).	

En	años	posteriores,	se	demostró	que	el	aumento	en	 la	actividad	de	 la	enzima	está	dado	por	un	

incremento	 en	 la	 transcripción	 del	 gen	 que	 la	 codifica	 (Chauhan	 y	 Dakshinamurti,	 1991).	 En	 un	

modelo	 de	 ratas	 diabetizadas	 con	 aloxano,	 se	 encontró	 que	 la	 administración	 de	 dosis	

farmacológicas	de	biotina	(2	mg/kg	de	peso	corporal)	produjo	un	incremento	en	la	actividad	de	las	

enzimas	 glucolíticas	 fosfofructocinasa	 (EC	 2.7.1.11)	 y	 piruvato	 cinasa	 (EC	 2.7.1.40)	 (K	

Dakshinamurti	 y	 Hong,	 1970).	 Aunado	 a	 esto,	 un	 estudio	 realizado	 en	 ratas	 diabetizadas	 con	

estreptozotocina	 reportó	 en	 1994	 que	 la	 abundancia	 del	 RNA	 mensajero	 de	 la	 enzima	

fosfoenolpiruvato	 carboxicinasa	 (Phosphoenolpiruvate	 Carboxykinase,	 PEPCK,	 EC	 4.1.1.32)		

disminuyó		en	el	hígado	como	respuesta	al	tratamiento	con	concentraciones	farmacológicas	de	la	

vitamina	(1	mg/kg	de	peso	corporal)	(K	Dakshinamurti	y	Li,	1994),	lo	que	concuerda	con	la	un	perfil	

de	expresión	que	 favorece	 la	 reducción	de	 la	hiperglucemia	en	 individuos	con	diabetes	mellitus.	

Cabe	 señalar	 que	 la	 expresión	 de	 la	 PEPCK	 no	 se	 vio	modificada	 en	 riñón,	 lo	 que	 indica	 que	 la	

acción	de	la	biotina	es	diferente	según	el	tejido	que	se	estudie.	

	

	 Un	 estudio	 de	microarreglos	 de	 cDNA	 obtenido	 de	 personas	 adultas	 sanas	 (Wiedmann,	

Rodriguez-Melendez,	Ortega-Cuellar,	y	Zempleni,	2004)	encontró	que	 la	administración	diaria	de	

2.15	mg	de	biotina	modificó	la	expresión	de	270	genes,	aumentando	la	actividad	de	139	de	ellos	y	

disminuyendo	la	de	otros	131,	lo	que	pone	en	evidencia	el	amplio	efecto	que	puede	presentar	la	

suplementación	 con	 biotina	 sobre	 la	 expresión	 genética.	 Por	 otro	 lado,	 se	 ha	 reportado	 que	 la	

biotina	regula	la	abundancia	del	RNAm	de	aquellas	proteínas	que	se	relacionan	directamente	con	

ella	para	llevar	a	cabo	sus	actividades	como	son	la	holocarboxilasa	sintetasa	(Rodriguez-Melendez,	

Cano,	 Méndez,	 y	 Velazquez-Arellano,	 2001),	 piruvato	 cinasa	 y	 propionil	 CoA	 carboxilasa	

(Solórzano-Vargas,	Pacheco-Alvarez,	y	León-Del-Río,	2002)	y	el	transportado	múltiple	de	vitaminas	

(Pacheco-Alvarez	et	 al.	 2004).	 También	 se	ha	publicado	que	 los	 cambios	en	 la	 concentración	de	

biotina	 en	 diversos	modelos	 de	 estudio	modifica	 la	 abundancia	 del	 RNAm	 de	 proteínas	 que	 no	

tienen	 relación	de	 sustrato	 o	 cofactor	 con	 ella	 como	 la	 interleucina	 2	 y	 su	 receptor	 (Rodriguez-

Melendez	et	al.	2003),	NFκB	(Rodriguez-Melendez	et	al.	2004),	N-myc,	c-myb,	N-ras,	raf	(Scheerger	

y	Zempleni	2003)	y	la	bomba	de	calcio	SERCA-3	(EC	3.6.3.8)	(Griffin	et	al.	2006).	

	

	 La	regulación	que	ejerce	la	biotina	sobre	la	actividad	de	las	proteínas	no	sólo	se	produce	a	

nivel	transcripcional	ya	que	existen	reportes	donde	se	ha	demostrado	que	esta	vitamina	modifica	
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diversas	proteínas	a	nivel	traduccional	y	postraduccional.	En	células	hepáticas	HepG2	se	encontró	

mediante	estudios	de	proteómica	que	más	de	40	proteínas	modificaban	al	menos	en	un	25%	su	

abundancia	 en	 respuesta	 al	 tratamiento	 de	 biotina	 (Rodriguez-melendez	 et	 al.	 2005).	 Por	 otro	

lado,	en	1988	 se	 reportó	 la	 influencia	de	un	evento	post-transcripcional	dependiente	de	biotina	

que	 permite	 la	 expresión	 completa	 del	 receptor	 de	 asialoglicoproteinas	 en	 cultivos	 de	 células	

HepG2	(Collins	et	al.	1988).	Cabe	mencionar	que	hasta	la	fecha,	no	existen	trabajos	publicados	que	

reporten	la	aparición	de	efectos	adversos	a	nivel	sistémico	debido	a	la	ingesta	de	biotina	en	dosis	

farmacológicas.		

	

1.2.1.	Mecanismos	de	Acción	de	la	Biotina	en	la	Regulación	Genética.		

	

	 Existen	numerosos	reportes	acerca	del	efecto	de	la	biotina	sobre	la	expresión	de	diversos	

genes,	sin	embargo	el	mecanismo	molecular	por	el	cual	 	esta	vitamina	ejerce	dicho	efecto	no	ha	

sido	 completamente	 dilucidada	 y	 aún	 existe	 controversia	 en	 este	 aspecto.	 Dos	 teorías	

mecanísticas	han	sido	propuestas	a	la	fecha:	la	biotinilación	de	histonas	(Stanley	et	al.	2001)	y	otra	

más	que	se	relaciona	a	la	ruta	de	señalización	de	la	Guanilato	Ciclasa	Soluble	y	a	la	Proteína	Cinasa	

dependiente	de	Guanilil	Mono	Fosfato	cíclico	(GMPc)		(GC/PKG).	

	

1.2.1.1.	Biotinilación	de	Histonas.	

	 Diversos	 estudios	 han	 reportado	 la	 unión	 de	 moléculas	 de	 biotina	 en	 diversos	 sitios	

específicos	de	 las	histonas	en	varios	 tipos	celulares	y	 sugieren	que	 la	biotina	puede	modificar	 la	

expresión	 de	 genes	 a	 través	 de	 este	 proceso	 (Hassan	 y	 Zempleni	 2006).	 El	 primer	 trabajo	 que	

reportó	 la	 biotinilación	 de	 histonas	 fue	 el	 publicado	 por	 Hymes,	 Fleischhauer,	 y	 Wolf	 (1995)	

quienes	encontraron	que	las	histonas	de	células	de	timo	de	ternera	eran	biotiniladas	al	incubarse	

con	 suero	normal	 humano	que	 contenía	 de	 5	 a	 12	unidades	 de	biotinidasa/mL	en	presencia	 de	

biocitina,	pero	esta	modificación	no	 fue	encontrada	al	utilizar	 suero	de	niños	 con	deficiencia	de	

biotinidasa.	Entre	los	efectos	que	han	sido	atribuidos	a	la	biotinilación	de	histonas	se	encuentran:	

disminución	 de	 linfocitos	 polimorfonucleares	 durante	 la	 proliferación	 celular	 (Zempleni	 et	 al.	

2001),	 cambios	 durante	 el	 ciclo	 celular	 en	 Células	 de	 Sangre	 Periférica	 Humana	 (Stanley	 et	 al.	

2001),	reparación	del	DNA	en	daños	por	exposición	a	luz	ultravioleta	en	células	Jurkat	(Peters	et	al.	

2002)	 y	 afectación	 en	 la	 duración	 de	 vida	 y	 la	 resistencia	 al	 estrés	 en	Drosophila	melanogaster	

(Smith	et	al.	2007).		
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	 A	pesar	de	 los	diversos	 trabajos	que	apoyan	 los	diferentes	efectos	de	 la	biotinilación	de	

histonas,	 existe	 una	 fuerte	 controversia	 alrededor	 de	 este	 fenómeno.	 En	 2008,	 un	 equipo	 de	

investigación	 de	 la	 Universidad	 de	 Adelaide	 en	 Australia,	 reportó	 que	 la	 detección	 de	 histonas	

biotiniladas	mediante	el	análisis	con	estreptavidina	es	un	artificio	ya	que	dicha	sustancia	reacciona	

con	estas	proteínas	independientemente	de	si	la	biotina	se	enlaza	a	ellas	o	no	(Bailey	et	al.	2008).	

Por	otro	 lado	Healy	 et	 al.	 (2009)	 reportaron	que	 la	biotina	puede	 ser	detectada	en	 carboxilasas	

nativas	o	histonas	 in	vitro,	mas	no	en	histonas	aisladas	de	sistemas	vivos	por	medio	de	diversos	

métodos	utilizados	de	manera	común	para	la	determinación	de	histonas	biotiniladas.	Pese	a	estos	

reportes,	en	años	recientes	se	publicó	un	estudio	integrativo	que	contempla	el	uso	de	diferentes	

métodos	 de	 análisis,	 anticuerpos,	 líneas	 celulares,	 clases	 de	 histonas	 y	 radiodetectores	 que	

asegura	proveer	evidencia	definitiva	de	que	 la	biotinilación	es	una	modificación	natural,	aunque	

rara,	de	las	histonas	(Kuroishi	et	al.	2011).		

	

1.2.1.2.	Vía	de	Señalización	de	la	Guanilato	Ciclasa	soluble/Proteína	Cinasa	G.	

	 A	principios	de	la	década	de	los	80’s,	un	estudio	reportó	el	incremento	en	el	contenido	de	

GMPc	en	diversos	tejidos	de	ratas	tratadas	con	biotina,	debido	a	un	aumento	en	la	actividad	de	la	

guanilato	ciclasa	soluble	 (EC	4.6.1.3)	 (Vesely	1982).	Pocos	años	después,	un	estudio	realizado	en	

hepatocitos	 aislados	 de	 rata	 encontró	 que	 el	 tratamiento	 de	 estos	 con	 1	 µmolar	 de	 biotina	

produce	un	aumento	en	la	actividad	de	la	glucocinasa	hepática	y	que	este	fenómeno	es	precedido	

por	 un	 aumento	 en	 la	 concentración	 intracelular	 de	 GMPc,	 sugiriendo	 que	 este	 segundo	

mensajero	 puede	 ser	 el	 mediador	 del	 efecto	 que	 concentraciones	 farmacológicas	 de	 biotina	

ejercen	en	el	organismo	(Spence	y	Koudelka	1984).	Desde	este	punto,	pocos	pero	sólidos	estudios	

han	identificado	como	común	denominador	en	el	efecto	de	la	biotina	sobre	la	expresión	genética	

un	 incremento	 en	 las	 concentraciones	 de	 GMPc	 y	 la	 participación	 de	 la	 Proteína	 Cinasa	

Dependiente	 de	 GMPc	 (Protein	 Kinase	 G,	 PKG,	 EC	 2.7.11.12).	 Esta	 teoría	 mecanística	 (Fig.	 5)	

propone	que	en	la	activación	de	la	guanilato	ciclasa	soluble	participa	el	biotinil-5’-AMP,	que	es	el	

producto	catalítico	de	la	holocarboxilasa	sintetasa,	aunque	no	se	ha	determinado	específicamente	

el	mecanismo	por	el	 cual	 se	produce	el	 aumento	en	 la	 actividad	 ciclasa	 (Solórzano-Vargas	et	 al.	

2002).		
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	 Entre	 los	 genes	 cuya	 expresión	 se	 ha	 demostrado	 que	 se	 encuentra	modulada	 por	 este	

mecanismo	 están	 la	 acetil-CoA	 carboxilasa-1	 y	 la	 piruvato	 carboxilasa	 (Solórzano-Vargas	 et	 al.	

2002),	el	transportador	múltiple	de	vitaminas	dependiente	de	sodio	(Pacheco-Alvarez	et	al.	2004),	

el	receptor	de	asialoglicoproteínas	(Stockert	y	Morell	1990),	el	receptor	de	insulina	(De	La	Vega	y	

Stockert	2000);	además,	en	nuestro	equipo	de	trabajo	se	demostró	que	la	glucocinasa	pancreática	

es	 modificada	 en	 su	 expresión	 por	 medio	 de	 este	 mecanismo	 (Vilches-Flores	 et	 al.	 2010).	

Adicionalmente	se	ha	reportado	que	en	ratas	sanas	y	ratas	propensas	a	hipertensión	sometidas	a	

tratamiento	con	biotina	se	reduce	la	presión	arterial	por	un	mecanismo	que	incluye	la	acción	del	

GMPc	 (Watanabe-Kamiyama	 et	 al.	 2008).	 Otro	 trabajo	 en	 nuestro	 laboratorio,	 reportó	 que	 el	

tratamiento	 con	 biotina	 durante	 8	 semanas	 a	 través	 de	 la	 dieta	 aumenta	 la	 fosforilación	 y	 la	

actividad	de	AMPK	en	el	hígado	de	 ratones	sanos	y	aumenta	el	 contenido	de	GMPc	en	el	 tejido	

hepático	(Aguilera-Méndez	y	Fernández-Mejía	2012).		

	

	

	

	

Figura	5.-	Mecanismo	de	acción	de	la	biotina	por	la	vía	de	señalización	de	Guanilato	Ciclasa	soluble/PKG.	La	
Holocarboxilasa	Sintetasa	(HCS)	produce	el	intermediario	biotinil-AMP,	el	cual	mediante	un	mecanismo	aún	
desconocido	aumenta	la	actividad	de	la	Guanilato	Ciclasa	soluble	(GCs).	El	incremento	en	la	concentración	

intracelular	de	GMPc	que	esto	produce	activa	a	la	Proteína	Cinasa	G	(PKG),	la	cual	puede	fosforilar	diferentes	
proteínas	que	participan	en	la	regulación	genética	(Tomada	de	Vilches-Flores	y	Fernández-Mejía	2005)	
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1.3.	Efectos	de	la	Biotina	en	el	Metabolismo	de	los	Lípidos.	

	

	 Aún	 cuando	 se	 conocen	 diversos	 efectos	 de	 la	 biotina	 sobre	 el	 metabolismo	 de	

carbohidratos,	 poco	 se	 sabe	 sobre	 la	 inferencia	 que	 puede	 tener	 esta	 vitamina	 sobre	 las	 rutas	

metabólicas	 de	 los	 lípidos.	 Del	 hecho	 de	 que	 la	 biotina	 participa	 directamente	 como	 grupo	

prostético	 de	 enzimas	 que	 participan	 en	 estas	 rutas	 (acetil	 CoA	 carboxilasa-1	 y	 2)	 es	 posible	

deducir	 una	 relación	 directa	 entre	 dicha	 vitamina	 y	 el	metabolismo	 de	 lípidos	 (Dakshinamurti	 y	

Cheah-Tan	1968;	Suchy	et	al.	1986).	

	

Existen	diversas	publicaciones	que	 reportan	modificaciones	benéficas	en	marcadores	del	

metabolismo	de	lípidos,	como	la	reducción	de	las	concentraciones	sanguíneas	de	triglicéridos	(TG)		

y	colesterol,	en	respuesta	a	tratamientos	de	suplementación	con	biotina.	En	un	estudio	realizado	

en	 ratas	BHE	 (cepa	de	 rata	desarrollada	en	el	U.	S.	D.	A.	Bureau	of	Home	Economics/U.	S.	D.	A.	

Human	 Nutrition	 Research	 Institute),	 que	 a	 pesar	 de	 ser	 tener	 propensión	 a	 desarrollar	

intolerancia	a	la	glucosa	en	la	edad	adulta,	hígado	graso,	lipemia	y	deficienia	renal,	no	desarrollan	

obesidad	 (Berdanier	 1991),	 se	 encontró	 que	 el	 tratamiento	 con	 biotina	 disminuyó	 los	 niveles	

plasmáticos	 de	 lípidos	 totales,	 colesterol	 y	 fosfolípidos	 (Marshall	 et	 al.	 1976).	 Experimentos	

llevados	a	cabo	en	conejos,	demostraron	que	la	administración	de	biotina	previno	el	desarrollo	de	

aterosclerosis	 experimental	 en	 estos	 animales	 (Dokusova	 y	 Klimov	 1967).	 Adicionalmente,	 en	

nuestro	 laboratorio	 se	 publicó	 un	 estudio	 realizado	 en	 ratones	 sanos	 de	 la	 cepa	 Balb/cAnNHsd	

(cepa	de	ratón	derivada	de	un	núcleo	de	crianza	obtenido	del	National	Healt	Institute,	Bethesda,	

MA,	U.	S.	A.)	donde	se	demostró	que	debido	a	la	suplementación	con	biotina	en	concentraciones	

farmacológicas	 a	 través	 de	 la	 dieta	 durante	 un	 periodo	 de	 8	 semanas	 se	 redujeron	 los	 niveles	

séricos	de	triglicéridos	en	un	35%	(Larrieta	et	al.	2010);	esta	disminución	se	encontró	asociada	a	

una	menor	expresión	del	RNAm	de	enzimas	y	 factores	 transcripcionales	 lipogénicos.	En	el	 tejido	

adiposo,	la	abundancia	del	RNAm	de	la	Proteína	de	Enlace	al	Elemento	de	Respuesta	a	Esteroles	1-

c	 (Sterol	 Response	 Element	 Binding	 Protein	 1c,	 SREBP-1c),	 acetil-CoA	 carboxilasa-1,	 ácido	 graso	

sintasa	y	la	glucosa-6-fosfato	deshidrogenasa	fue	menor	que	lo	observado	en	los	ratones	control.	

En	el	hígado	de	los	ratones	suplementados	con	biotina,	se	observó	reducción	en	la	abundancia	del	

RNAm	de	SREBP-1c,	así	como	de	acetil-CoA	carboxilasa-1,	ácido	graso	sintasa	y	el	transportador	de	

glucosa-2	 (GLUT2);	 pero	 no	 en	 el	 RNAm	 de	 la	 glucosa-6-fosfato	 deshidrogenasa,	 que	 se	 vio	

aumentada.	 No	 se	 encontraron	 diferencias	 entre	 los	 grupos	 en	 la	 abundancia	 del	 RNAm	 del	
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Receptor	 Activado	 por	 Proliferador	 de	 Peroxisomas	 tipo	 γ	 (Peroxisome	 Proliferator	 Activated	

Receptor	γ,	PPAR-γ)	en	hígado,	pero	sí	en	tejido	adiposo	en	los	individuos	tratados	con	biotina.	En	

tanto	 que	 el	 RNAm	de	 PPAR-α	 no	 se	modificó	 ni	 en	 hígado	 ni	 en	 tejido	 adiposo	 (Larrieta	 et	 al.	

2010).	 Estas	diferencias	 apoyan	observaciones	previas	 sobre	acciones	diferentes	de	 la	biotina	al	

estudiar	su	efecto	en	diferentes	tejidos.		

	

	 	

También	en	seres	humanos	se	han	reportado	modificaciones	en	los	perfiles	lipídicos	como	

resultado	del	 tratamiento	 con	biotina.	 En	un	 estudio	 realizado	 en	 seres	 humanos	 adultos	 sanos	

donde	 se	 les	 administró	 una	 inyección	 única	 de	 100	 mg	 de	 vitamina	 se	 encontró	 que	 la	

concentración	 de	 lípidos	 séricos	 totales	 fue	 disminuida	 30	 minutos	 después	 de	 la	 aplicación	

(Steigerwal	&	Bohele	1962).	Por	otro	lado,	la	administración	de	5	mg	de	biotina	diarios	durante	4	

semanas	 a	 pacientes	 con	 aterosclerosis	 e	 hipercolesterolemia	 produjo	 una	 disminución	 del	

colesterol	total	(Dokusova	y	Krivoruchenko	1972).	También	en	seres	humanos,	se	encontró	que	la	

administración	de	0.9	mg/día	de	biotina	produjo	cambios	en	los	niveles	séricos	de	lípidos	con	un	

comportamiento	 cambiante	 dependiente	 del	 tiempo	 de	 administración	 ya	 que,	 durante	 las	

primeras	dos	semanas	de	tratamiento	se	incrementaron	los	niveles	de	lípidos	totales,	fosfolípidos	

y	 lipoproteínas	 α	 y	 β	mientras	 que	 pasado	 este	 período	 se	 produjo	 una	 disminución	 en	 dichos	

marcadores	 siendo	 más	 evidente	 esta	 modificación	 en	 pacientes	 con	 hiperlipemia	 (Marshall	 y	

Kliman	1980).	Directamente	nuestro	grupo	de	trabajo	reportó	que	la	ingesta	de	5	mg	de	biotina	3	

veces	diarias	durante	28	días	disminuyó	la	concentración	plasmática	de	triglicéridos	en	individuos	

cuyos	niveles	iniciales	se	encontraban	al	menos	25%	arriba	del	rango	normal	(Báez-Saldaña	et	al.	

2004;	 Revilla-Monsalve	 et	 al.	 2006).	 Cabe	 señalar	 que	 existen	 suplementos	 vitamínicos	

comerciales	 que	 contienen	 dosis	 farmacológicas	 de	 biotina	 (2	 mg/día)	 en	 combinación	 con	

picolinato	de	cromo	que	producen	reducciones	significativas	en	los	niveles	de	triglicéridos	séricos	

y	 en	 la	 relación	 Lipoproteínas	 de	muy	 baja	 densidad/Lipoproteínas	 de	 alta	 densidad	 (Very	 Low	

Density	Lipoproteins/High	Density	Lipoproteins,	VLDL/HDL)	 (Geohas	et	al.	2007;	Singer	y	Geohas	

2006)	

	

1.4	Toxicidad	de	la	biotina.		

Existen	pocos	estudios	abordando	los	efectos	tóxicos	de	la	biotina.	En	humanos	la	biotina	

se	ha	administrado	en	un	rango	de	0.25	to	50	mg	hasta	por	40	días,	tanto	oral,	 intramuscular,	o	
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intravenousa,	 a	 niños	 y	 a	 adultos	 sanos	 sin	 reportarse	 efectos	 adversos	 (Andersen	 2001).	 La	

administración	 de	 dosis	 orales	 de	 100	 mg/d	 a	 pacientes	 con	 deficiencias	 de	 Holocrboxylase	

Sintetasa	 y	 Biotinidasa	 no	 provocó	 efectos	 adversos	 en	 los	 sujetos	 de	 prueba	 (Baumgartner	 &	

Suormala	1997).	Estudios	realizados	en	pacientes	diabéticos	mostraron	que	la	administración	de	9	

mg	 diarios	 de	 biotina	 no	 indice	 un	 empeoramiento	 de	 las	 condiciones	 clínicas	 ni	 efectos	

secundarios	 indeseables	 en	 un	 período	 de	 prueba	 que	 duró	 48	 meses	 (Maebashi	 et	 al.	 1993).	

Tampoco	fueron	observados	efectos	adversos	a	la	administración	intravenosa	de	50	mg	de	biotina	

tres	veces	a	la	semana	durante	dos	meses	en	pacientes	a	los	cuales	se	les	practicaban	procesos	de	

hemodiálisis	(Koutsikos	et	al.	1996).	De	forma	similar,	dosis	de	biotina	que	iban	de	50	a	100	veces	

el	 requerimiento	 diario	 fueron	 bien	 tolerados	 durante	 1	 a	 2	 años	 por	 pacientes	 con	 neuropatía	

periférica	derivadada	de	diabetes	(Koutsikos	et	al.	1990).	

	

Debido	a	las	implicaciones	éticas	que	se	presentan	en	cuanto	al	estudio	de	la	toxicidad	de	

la	botina	sobre	seres	humanos,	 los	 trabajos	 realizados	sobre	este	aspecto	se	han	 llevado	a	cabo	

bajo	pruebas	clásicas,	como	la	prueba	de	Ames	(SRI-International	1979;	Hayes	et	al.	1984;	Ma	et	

al.	1984)	y	ensayos	en	modelos	murinos	(Bonjour	1991;	Fiume	2001).	En	 la	prueba	de	Ames	que	

utiliza	Salmonella	typhimurim	y	Escherichia	coli,	el	potencial	mutagénico	de	10	mg/pozo	de	biotina	

en	dimetilsulfóxido	mostró	que	la	vitamina	no	es	mutagénica	o	tóxica	(SRI-International	1979).		En	

la	pruba	bacterina	RK,	 la	biotina	 (1	mg/ml,	pH	7.4)	no	mostró	efectos	mutagénicos	 (Hayes	et	al.	

1984).	En	constraste	con	estos	resultados,	una	prueba	de	Tradescantia-Micronucleous	mostró	que	

la	biotina	es	mutagénica	registrando	una	concentración	mínima	efectiva	de	244.3	mg/ml	(Ma	et	al.	

1984).	

	

Los	valores	de	dósis	letal	media	(DL50)	de	toxicidad	aguda	oral	e	intraperitoneal	de	biotina	

han	 sido	 reportados	 para	 rata	 en	 354	 y	 29	 mg/kg	 de	 peso	 corporal	 respectivamente	 (Bonjour	

1991).	 Para	 ratón,	 la	 DL50	 para	 la	 vía	 intravenosa	 es	 de	 1000	mg/kg	 de	 peso	 corporal	 (Bonjour	

1991).	Un	estudio	determinó	el	valor	de	la	DL50	para	la	administración	de	dósis	orales	repetidas	(10	

días),	reportando	un	valor	de	350	mg/kg	de	peso	corporal,	sin	embargo	el	estudio	no	provee	datos	

suficientes	(Fiume	2001).		

	

En	 la	 década	 de	 los	 90’s	 un	 reporte	 de	 Watanabe	 y	 col.	 demostró	 que	 no	 existen	

diferencias	en	la	cantidad	de	embarazos	exitosos	y	reabsorción	o	muerte	de	fetos	en	hembras	de	
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ratón	que	 recibieron	 cantidades	excesivas	de	biotina	en	 forma	oral	 o	 subcutánea;	 solamente	 se	

presentó	una	acumulación	mayor	de	 la	vitamina	en	 los	 tejidos	de	 los	animales	que	recibieron	 la	

suplementación	 (Watanabe	1996).	 En	otro	estudio,	una	dieta	que	 contenía	1,000	mg/kg	 (99	mg	

biotina/kg	peso	corporal/d)	no	afectó	 los	parámetros	de	peso	corporal	o	 ingesta	de	alimento	en	

ratas	(Sawamura	et	al.	2015);	los	valores	obtenidos	en	la	medición	de	parámetros	bioquímicos	de	

toxicidad,	como	las	actividades	alanina	aminotransferasa	y	aspartato	aminotransferasa,	contenido	

de	creatinina	y	urea	en	sangre	no	fueron	modificados	por	el	contenido	de	biotina	en	la	dieta	(100	a	

1000	mg/kg)	 (Sawamura	et	al.	2015).	Otro	estudio	examinó	 los	efectos	de	 la	suplementación	de	

biotina	 en	 la	 función	 hepática	 y	 renal	 y	 en	 marcadores	 de	 toxicidad	 en	 ratas	 diabetizadas	 con	

estreptozotocina;	 los	 niveles	 de	 urea,	 creatinina,	 alanina	 aminotransferasa	 y	 aspartato	

aminotransferasa	 se	 encontraron	 disminuídos	 en	 las	 ratas	 suplementados	 con	 biotina	 en	

comparación	 con	 el	 grupo	 diabético	 de	 control	 que	 presentaron	 un	 aumento	 anormal	 en	 sus	

niveles	(Sahin	et	al.	2013).		

	

Una	publicación	del	2007	reporta	que	en	ratas	que	recibieron	una	dieta	cuya	formulación	

contiene	un	0.5%	d	biotina	provocó	diarrea,	dieta	con	0.8%	de	biotina	provoca	muerte	en	el	25%	

de	los	individuos	estudiados	(1	de	4),	y	al	ingerir	una	dieta	con	1%	de	biotina	en	su	contenido,	se	

provocó	 la	muerte	en	2	de	4	 individuos.	Adicionalmente,	este	mismo	trabajo	 reporta	que	en	 las	

concentraciones	más	altas	de	biotina	en	la	dieta	que	se	utilizaron,	disminuyen	los	pesos	tisulares	

de	corazón,	riñón,	hígado	y	testículos	(Sawamura	et	al.	2007).	Un	trabajo	más	reciente	presentado	

por	el	mismo	grupo	de	investigación	reporta	una	acumulación	de	biotina	en	hígado	y	testículos	de	

ratas	jóvenes	suplementadas	con	la	vitamina	a	través	de	la	dieta;	este	aumento	en	el	contenido	de	

biotina	 de	 los	 tejidos	 se	 presentó	 de	 forma	 dosis	 dependiente.	 Además,	 el	 proceso	 de	

espermatogénesis	 se	 vió	 afectado	 por	 el	 tratamiento	 disminuyendo	 los	 valores	 de	

espermatozoides	encontrados	de	35±25	X	106/mL	en	los	grupos	control	hasta	<1	X	106/mL	en	los	

individuos	que	ingirieron	la	dosis	más	alta	de	biotina	(1%	de	biotina	en	la	dieta,	aproximadamente	

2500	veces	más	la	cantidad	contenida	en	la	dieta	control,	durante	6	u	8	semanas)	(Sawamura	et	al.	

2015).	 Sin	 embargo,	 la	 escasa	 continuidad	 de	 estos	 trabajos,	 la	 baja	 cantidad	 de	 individuos	

experimentales	 (4-6)	 y	 la	 dosis	 de	 biotina	 excesivamente	 alta	 utilizada	 en	 estos	 estudios	 no	

permite	 el	 esclarecimiento	 total	 de	 los	 efectos	 detrimentales	 del	 exceso	 de	 biotina	 para	 el	

desarrollo	ni	 proporcionan	 conocimiento	 suficiente	para	 la	determinación	de	niveles	 seguros	de	

consumo	de	esta	vitamina	en	animales	o	seres	humanos.		
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1.5.	El	Tejido	Adiposo	Blanco.		

	

	 En	términos	cuantitativos,	el	tejido	adiposo	blanco	es	el	mayor	almacén	de	energía	en	el	

cuerpo	ya	que	en	un	adulto	no	obeso,	se	encuentran	aproximadamente	entre	10	y	15	kg	de	grasa	

en	promedio,	lo	que	sería	equivalente	a	135,000	kcal	o	a	la	energía	que	pueden	proporcionar	200	

comidas.	Durante	muchos	años,	el	tejido	adiposo	fue	considerado	como	un	órgano	pasivo	y	silente	

que	almacenaba	el	exceso	de	energía	en	forma	de	triglicéridos	y	liberaba	ésta	como	ácidos	grasos	

no	 esterificados.	 Hoy	 en	 día,	 el	 tejido	 adiposo	 goza	 de	 un	 creciente	 reconocimiento	 como	 un	

órgano	 dinámico	 que	 tiene	 participación	 en	 el	 sistema	 endócrino	 secretando	 una	 variedad	 de	

hormonas,	 citocinas,	 quimiocinas	 y	 factores	 de	 crecimiento	 que	 influencian	 procesos	 como	 el	

metabolismo	 vascular	 y	 la	 función	 endotelial,	 saciedad	 y	 apetito,	 inmunidad,	 fertilidad,	

inflamación,	crecimiento	tumoral,	entre	otros	procesos	metabólicos	(Schäffler	et	al.	2006).		

	

Cabe	señalar	que	se	especifica	“tejido	adiposo	blanco”	ya	que	en	el	cuerpo	humano	existe	

un	 tipo	 distinto	 de	 tejido	 adiposo	 llamado	 “café”	 o	 “pardo”,	 el	 cual	 es	 un	 órgano	 especializado	

involucrado	 en	 los	 procesos	 de	 termogénesis	 inducida	 por	 dieta	 y/o	 frío	 y	 que	 cuenta	 con	 un	

elevado	 número	 de	 mitocondrias	 por	 cada	 célula	 en	 comparación	 con	 su	 contraparte	 blanca	

(Seydoux	1983).	Hace	más	de	20	años,	en	1987,	el	tejido	adiposo	blanco	fue	identificado	como	un	

sitio	importante	para	el	metabolismo	de	esteroides	sexuales	(Siiteri	1987)	y	para	la	producción	de	

adipsina,	un	factor	endócrino	que	está	marcadamente	regulado	de	forma	negativa	en	la	obesidad	

de	 ratones	 (Flier	 et	 al.	 1987).	 El	 concepto	 del	 tejido	 adiposo	 como	 un	 órgano	 endócrino	 se	

establece	de	manera	firme	con	 la	posterior	 identificación	y	caracterización	de	 la	 leptina	en	1994	

(Zhang	et	 al.	 1994).	Actualmente	 se	 conoce	que	este	órgano	expresa	 y	 secreta	una	 variedad	de	

péptidos	 bioactivos,	 conocidos	 como	 adipocinas,	 que	 actúan	 tanto	 a	 nivel	 local	

(autocrino/paracrino)	 como	 a	 nivel	 sistémico	 (endócrino).	 Entre	 las	 moléculas	 que	 produce	 el	

tejido	 adiposo	 se	 encuentran	 la	 leptina	 (Zhang	 et	 al.	 1994),	 adiponectina	 (Scherer	 et	 al.	 1995),	

visfatina	(Moschen	et	al.	2007),	resistina	(Karady	et	al.	1951),	cartonectina	(Schäffler	et	al.	2007),	

omentina	(Schäffler	et	al.	2005)	entre	otras.	Adicionalmente	a	estas	señales,	dicho	tejido	es	capaz	

de	producir	diversos	receptores	que	permiten	generar	respuestas	a	numerosas	señales	del	sistema	

tradicional	de	hormonas	y	al	Sistema	Nervioso	Central	por	lo	que	se	ha	reconocido	que	cuenta	con	

la	maquinaria	metabólica	necesaria	para	entablar	comunicación	con	órganos	distantes	incluyendo	

al	 mismo	 Sistema	 Nervioso	 Central.	 A	 través	 de	 esta	 red	 integrativa,	 el	 tejido	 adiposo	 blanco	
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participa	integralmente	en	la	coordinación	de	una	variedad	de	procesos	biológicos	que	incluyen	el	

metabolismo	energético,	la	función	neuroendócrina	y	la	función	inmune	(Kershaw	y	Flier	2004).		

	

1.5.1.	Metabolismo	de	Lípidos	en	el	Tejido	Adiposo.		

	 El	metabolismo	de	lípidos	en	el	tejido	adiposo	blanco	(principalmente	almacenamiento	de	

triglicéridos	 y	 liberación	 de	 ácidos	 grasos	 no	 esterificados)	 se	 encuentra	 altamente	 regulado,	

principalmente	 por	medio	 de	 la	 insulina	 y	 las	 catecolaminas	 en	 los	 seres	 humanos,	 además	 de	

otros	factores	como	el	estado	nutrimental	(Large	y	Arner	1998).	La	integridad	de	los	mecanismos	

que	 regulan	 el	 metabolismo	 de	 los	 adipocitos	 es	 importante	 para	 el	 mantenimiento	 de	 la	

homeostasis	 energética	 corporal	 y	 su	 desregulación	 puede	 jugar	 un	 papel	 importante	 en	

padecimientos	como	 la	obesidad,	 resistencia	a	 la	 insulina	y	diabetes	mellitus	 tipo	2	 (Large	et	al.	

2004).		

	

1.5.1.1.	Lipogénesis.	

	 La	 lipogénesis	 de	 novo	 es	 la	 síntesis	 de	 ácidos	 grasos	 a	 partir	 de	 sustratos	 no	 lipídicos,	

principalmente	carbohidratos	y	en	especial	glucosa.	Este	proceso	se	 lleva	de	manera	 importante	

en	dos	lugares:	el	hígado	y	los	adipocitos.		

	

	 La	contribución	del	tejido	adiposo	a	 la	 lipogénesis	de	novo	se	encuentra	bien	definida	en	

condiciones	generales	y	particularmente	en	situaciones	patológicas	como	la	diabetes	mellitus		y	la	

obesidad	en	el	organismo	humano.	Las	enzimas	claves	para	este	proceso	son	la	Sintasa	de	Ácidos	

Grasos	(Fatty	Acids	Syntase,	FAS,	EC	2.3.1.85)	y	la	acetil-CoA	carboxilasa-1,	ambas	presentes	en	los	

adipocitos	(Letexier	et	al.	2003;	Shrago	et	al.	1971;	Shrago	et	al.	1969;	Angel	y	Bray	1979).	Aunque	

puede	existir	una	mayor	actividad	 lipogénica	en	el	hígado	que	en	el	 tejido	adiposo	si	 se	expresa	

por	peso,	 generalmente	 se	acepta	que	1.5	 kg	de	hígado	y	10-15	 kg	de	grasa	en	un	 ser	humano	

adulto	producen	aproximadamente	la	misma	cantidad	de	ácidos	grasos	no	esterificados	por	día	(1-

2	g	por	cada	tejido)	(Marin	et	al.	1992).		

	

	 En	términos	generales,	el	proceso	lipogénico	es	estimulado	por	la	presencia	de	insulina	y	

glucosa	e	inhibido	por	glucagón	y	ácidos	grasos	poliinsaturados.	La	regulación	de	la	lipogénesis	de	

novo	está	dada	por	diferentes	mecanismos	según	el	estímulo	empleado:	la	regulación	por	insulina	

se	 da	 principalmente	 por	 acción	 de	 SREBP-1c	 y	 en	 parte	 por	 el	 Receptor	 Huérfano	 Hepático	 α	
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(Liver	Horphan	Receptor	α,	 LXRα)	mientras	que	 la	 respuesta	 a	 ácidos	 grasos	poliinsaturados	 y	 a	

glucosa	 se	 da	 mediante	 la	 Proteína	 Enlazante	 al	 Elemento	 de	 Respuesta	 a	 Carbohidratos	

(Carbohydrate	Response	Element	Binding	Protein,	ChREBP)	(Veech	2003;	Kersten	2001;	Uyeda	et	

al.	2002;	Foufelle	y	Ferré	2002).		

	

1.5.1.2.	Síntesis	de	Triglicéridos.	

Transporte	e	Internamiento	de	Ácidos	Grasos.		

	 Los	ácidos	grasos	de	cadena	larga	no	pueden	ser	internados	de	manera	pasiva	a	través	de	

las	 membranas	 plasmáticas	 y	 su	 absorción	 necesita	 de	 procesos	 específicos	 en	 los	 adipocitos	

(Bernlohr	 et	 al.	 1999).	 El	 mecanismo	 real	 del	 flujo	 transmembranal	 de	 los	 ácidos	 grasos	 no	

esterificados	 se	 mantiene	 aún	 en	 controversia.	 Las	 células	 del	 tejido	 adiposo	 blanco	 en	 seres	

humanos	expresan	numerosas	proteínas	transportadoras	que	facilitan	y	regulan	el	transporte	de	

los	ácidos	grasos	no	esterificados	a	través	de	la	membrana	celular:	la	proteína	CD36	(Abumrad	et	

al.	1993),	 la	Proteína	Transportadora	de	Ácidos	Grasos	 (Schaffer	y	 Lodish	1994)	y	 la	Proteína	de	

Enlace	 de	 Ácidos	 Grasos	 en	 membrana	 plasmática	 (Isola	 et	 al.	 1995).	 Algunos	 estudios	 han	

sugerido	 que	 el	 mal	 funcionamiento	 de	 los	 sistemas	 de	 transporte	 de	 los	 ácidos	 grasos	 no	

esterificados	 	 puede	 tener	 un	 papel	 importante	 en	 el	 desarrollo	 de	 padecimientos	metabólicos	

como	la	resistencia	a	la	insulina	,	la	diabetes	mellitus	y	la	obesidad	(Luiken	et	al.	2001).Dentro	de	

la	célula,	 los	ácidos	grasos	no	esterificados	 	y	 los	 lípidos	en	general	son	llevados	de	membrana	a	

membrana	 o	 hacia	 el	 sitio	 activo	 de	 la	 Acil-CoA	 Sintetasa	 (EC	 6.2.1.10)	 por	 la	 acción	 de	 FABP	 o	

Proteína	Enlazante	de	Lípidos	en	Adipocitos	(Fisher	et	al.	2002).		

	

Producción	de	Acil-CoA	y	Glicerol-3-Fosfato.	

	 La	síntesis	de	triglicéridos	requiere	de	glicerol	y	de	los	ácidos	grasos	no	esterificados		que	

deben	 ser	 transformados	 en	 Glicerol-3-Fosfato	 (Glicerol-3P)	 y	 Acil-CoA	 respectivamente	 para	

poder	utilizarse	como	sustratos.	En	ratones	y	seres	humanos	sanos,	la	actividad	glicerol	cinasa	es	

despreciable	 en	 las	 células	 adiposas.	 El	 Glicerol-3P	 necesario	 para	 este	 proceso	 es	 producido	 a	

partir	 de	 la	 glucosa	mediante	 la	 primera	 fase	de	 la	 glucólisis	 y	 a	 través	 de	 la	 glicerolneogénesis	

(Reshef	 et	 al.	 2003).	 La	 entrada	 de	 glucosa	 al	 adipocito	 es	 controlada	 por	 la	 insulina,	 que	

promueve	 la	translocación	del	Transportador	de	Glucosa	tipo	4	desde	 las	vesículas	citoplásmicas	

hasta	 la	 membrana	 celular.	 La	 glicerolneogénesis	 es	 la	 producción	 de	 Glicerol-3P	 a	 partir	 de	

sustratos	 gluconeogénicos	 como	 el	 piruvato,	 la	 cual	 es	 una	 versión	 abreviada	 de	 la	
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gluconeogénesis,	 principalmente	 regulada	 a	 nivel	 citosólico	 por	 la	 PEPCK	 (Reshef	 et	 al.	 1969;	

Reshef	et	al.	1970;	Ballard	et	al.	1967;	Gorin	et	al.	1969).		

	

	 En	 el	 citoplasma	 celular,	 moléculas	 de	 ácidos	 grasos	 y	 de	 CoA	 son	 esterificados	 para	

formar	acil-CoA	por	 la	 acción	enzimática	del	 grupo	de	Acil-CoA	Sintetasas.	 	Moléculas	de	ácidos	

grasos	de	cadena	larga	y	mediana	son	acarreadas	al	interior	de	la	célula	por	la	Proteína	de	Enlace	

de	Acil-CoA	que	tiene	una	gran	afinidad	por	estos	compuestos	pero	no	por	los	ácidos	grasos	cortos	

(Kragelund	et	al.	1999;	Knudsen	et	al.	2000).		

	

Producción	de	Triglicéridos,	esterificación	del	Glicerol-3-Fosfato.	

	 La	 biosíntesis	 de	 triglicéridos	 es	 la	 esterificación	 sucesiva	 de	 los	 grupos	 funcionales	 del	

Glicerol-3P	por	la	acción	de	diferentes	enzimas	que	son	llamadas	Glicerol-3-fosfato	Aciltransferasa	

(EC	 2.3.1.15)	 (Bell	 y	 Coleman	 1980);	 1-Acilglicerol-3-fosfato	 Aciltransferasa	 (EC	 2.3.1.51)	 (Leung	

2001)	y	Diacilglicerol	Aciltransferasa	(EC	2.3.1.20)	(Cases	et	al.	1998).	La	síntesis	de	triglicéridos	se	

da	 principalmente	 en	 microsomas	 donde	 se	 concentran	 todas	 las	 enzimas	 involucradas	 en	 el	

proceso.	Los	intermediarios	de	estas	rutas,	como	son	el	ácido	lisofosfatídico,	el	ácido	fosfatídico	y	

los	diacilgliceroles	participan	en	 importantes	procesos	celulares	como	la	transducción	de	señales	

(Pagès	et	al.	2001;	Sprong	et	al.	2001;	Fang	et	al.	2001;	Hla	et	al.	2001).		

	

	

1.5.1.3.	Lipólisis.		

Durante	 la	 lipólisis,	 los	 triglicéridos	 son	 degradados	 de	 forma	 secuencial,	 pasando	 por	

diacilgliceroles	 	 y	monoglicéridos	 hasta	 producir	 finalmente	 tres	moléculas	 de	 ácidos	 grasos	 no	

esterificados	 	 y	 una	de	 glicerol	 por	 cada	mol	 de	 triglicéridos	 inicial	 que	 es	 hidrolizada	 en	 forma	

completa.	 En	 condiciones	 normales,	 los	 triglicéridos	 son	 hidrolizados	 completamente,	 aunque	

cerca	 del	 10%	 pueden	 ser	 parcialmente	 degradados	 a	 diacilgliceroles	 y	 monoglicéridos,	 lo	 que	

puede	ocasionar	una	acumulación	de	estos	compuestos	o	bien,	que	el	proceso	lipolítico	inicie	con	

una	 molécula	 de	 diacilgliceroles	 como	 sustrato	 inicial	 (Hla	 et	 al.	 2001).	 En	 la	 ruta	 lipolítica	

intervienen	distintas	proteínas,	con	y	sin	actividad	enzimática	que	serán	descritas	a	continuación.	
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Lipasas.	

	 Durante	mucho	 tiempo,	 la	 Lipasa	 Sensible	 a	 Hormonas	 (EC	 3.1.1.79)	 fue	 considerada	 la	

enzima	 clave	 para	 el	 proceso	de	 la	 lipólisis	 en	 el	 tejido	 adiposo.	Un	 solo	 gen	puede	dar	 lugar	 a	

diferentes	 isoformas	de	esta	 lipasa	 con	un	 rango	de	peso	molecular	entre	88	y	110	kDa	usando	

promotores	alternaivos	en	diferentes	tejidos	(Mairal	et	al.	2002;	Grober	et	al.	2003;	Grober	et	al.	

1997;	 Langin	 et	 al.	 1993;	 Holst	 et	 al.	 1996).	 La	 Lipasa	 Sensible	 a	 Hormonas	 del	 tejido	 adiposo	

cuenta	con	un	dominio	C-terminal	catalítico,	el	cual	es	idéntico	en	todas	las	formas	conocidas	de	la	

enzima.	 Este	 dominio	 contiene	 el	 sitio	 activo	 compuesto	 por	 la	 triada	 catalítica	 Ser-Asp-His,	 así	

como	un	modulo	regulador	con	todos	los	sitios	catalíticos	conocidos	de	la	lipasa.	La	Lipasa	Sensible	

a	 Hormonas	 tiene	 dos	 actividades	 conocidas:	 cataliza	 la	 conversión	 de	 triglicéridos	 en	

diacilgliceroles	 	y	 la	degradación	de	diacilgliceroles	a	monoglicéridos,	aunque	su	afinidad	por	 los	

diacilgliceroles	 es	 10	 veces	 mayor	 que	 la	 que	 tiene	 por	 los	 triglicéridos.	 La	 Lipasa	 Sensible	 a	

Hormonas	presenta	mayor	afinidad	por	hidrolizar	acil	ésteres	en	la	posición	1	y	3	de	la	molécula	de	

glicerol	 (Raclot	 et	 al.	 1997).	 La	 fosforilación	 de	 esta	 lipasa	 por	 la	 Proteína	 Cinasa	 A	 (PKA,	 EC	

2.7.11.11)	conduce	a	su	activación.	Se	han	caracterizado	3	importantes	sitios	de	fosforilación	en	la	

enzima	obtenida	de	 rata:	 Ser563,	 Ser559	y	 Ser	560	 (Anthonsen	et	 al.	 1998),	 de	 los	 cuales	 se	ha	

demostrado	que	 los	últimos	dos	 sitios	 son	 responsables	de	 la	 regulación	 in	vitro	de	su	actividad	

(Greenberg,	AGreenberg	AS,	Shen	W-J,	Muliro	K	et	al.	2001).	La	fosforilación	de	la	Lipasa	Sensible	a	

Hormonas	 es	 necesaria	 para	 disparar	 el	 cambio	 conformacional	 que	 produce	 el	 aumento	 en	 su	

actividad.	En	el	contexto	in	vivo,	un	paso	adicional	se	lleva	a	cabo	para	la	activación	de	la	lipólisis	

que	consiste	en	la	translocación	de	la	lipasa	desde	su	localización	citosólica	hasta	la	superficie	de	

las	gotas	donde	se	almacenan	los	TG	interaccionando	con	éstos	y	con	la	Perilipina	A	para	iniciar	el	

proceso	lipolítico	(Hirsch	y	Rosen	1984;	Egan	et	al.	1992;	Brasaemle,	Levin,	et	al.	2000;	Granneman	

et	al.	2007).		

	

	 En	el	año	de	2004,	tres	diferentes	grupos	de	investigación	reportaron	una	enzima	capaz	de	

hidrolizar	 triglicéridos	 aún	 en	 ausencia	 de	 actividad	 de	 Lipasa	 Sensible	 a	 Hormonas	 	 la	 cual	 fue	

denominada	Lipasa	de	Triglicéridos	de	Tejido	Adiposo	(EC	3.1.1.3),	adiponutrina,	fosfolipasa	A2ζ	o	

desnutrina	(Villena	et	al.	2004;	Jenkins	et	al.	2004;	Zimmermann	et	al.	2004)	aunque	después	se	

determinó	 que	 la	 adiponutrina	 es	 una	 enzima	 distinta	 (Patatin-like	 Phospholipase	 3,	 PNPLA3	

(Steinberg	 et	 al.	 2007).	 La	 Lipasa	 de	 Triglicéridos	 de	 Tejido	 Adiposo	 está	 compuesta	 por	 486	

residuos	de	aminoácidos	y	tiene	un	peso	molecular	de	54	kDa.	Cuenta	con	un	tramo	hidrofóbico	
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entre	 los	 residuos	 315	 y	 360	 que	 ha	 sido	 propuesto	 como	 el	 responsable	 del	 enlace	 entre	 la	

enzima	y	 la	 gota	de	grasa.	Al	 igual	 que	HSL,	 la	desnutrina	presenta	 tanto	actividad	hidrolasa	de	

triglicéridos	y	de	diacilgliceroles	 sin	embargo,	 su	afinidad	por	 los	 triglicéridos	es	10	veces	mayor	

que	 por	 los	 diacilgliceroles	 (Zimmermann	 et	 al.	 2004).	 La	 activación	 funcional	 de	 la	 Lipasa	 de	

Triglicéridos	de	Tejido	Adiposo	ha	sido	descrita	por	Rudolf	Zechner	et	al	(2009).	Alteraciones	en	los	

niveles	de	expresión	de	esta	enzima	provocan	cambios	generales	drásticos	en	la	lipólisis	celular.	Si	

la	 enzima	 es	 sobreexpresada	 se	 incrementa	 la	 lipólisis	 basal,	 pero	 si	 es	 inhibida	 se	 elimina	 la	

lipólisis	 estimulada	por	 hormonas	 (Lafontan	 y	 Langin	 2009).	 En	 años	 recientes	 fue	publicado	un	

trabajo	 que	 reporta	 la	 activación	 de	 la	 Lipasa	 de	 Triglicéridos	 de	 Tejido	 Adiposo	 debido	 a	 su	

fosforilación	mediada	por	AMPK	(Ahmadian	et	al.	2011).	

	

	 La	Lipasa	de	Monoglicéridos	(EC	3.1.1.23)	tiene	una	secuencia	de	aminoácidos	predicha	de	

302	 residuos	que	 corresponden	a	un	peso	molecular	 de	33	 kDa.	 La	 actividad	de	esta	 enzima	es	

requerida	 para	 la	 hidrólisis	 final	 de	 los	 2-monoacilgliceroles	 producidos	 por	 la	 activación	 de	 la	

Lipasa	 Sensible	 a	 Hormonas	 (Fredrikson	 et	 al.	 1986).	 La	 Lipasa	 de	 Monoglicéridos	 hidroliza	 el	

enlace	éster	entre	un	radical	acilo	y	una	molécula	de	glicerol	en	los	monoglicéridos	sin	preferencia	

por	 alguna	posición	de	 sustitución.	 La	 triada	 catalítica	 putativa	que	ha	 sido	 reportada	para	 esta	

enzima	 se	 compone	 de	 Ser122,	 Asp239	 e	 His269,	 los	 cuales	 han	 sido	 confirmados	 por	

experimentos	de	mutación	sitio	específica.	Debido	a	que	se	expresa	abundantemente	de	manera	

constitutiva,	 se	 cree	 que	 no	 tiene	 función	 reguladora	 en	 el	 proceso	 de	 lipólisis	 (Karlsson	 et	 al.	

1997),	es	decir	que	la	tasa	lipolítica	no	depende	directamente	de	la	actividad	de	esta	enzima.		

	

Perilipinas.	

	 Las	 perilipinas	 son	 una	 familia	 de	 fosfoproteínas	 que	 cubren	 la	 superficie	 de	 las	 gotas	

intracelulares	 donde	 los	 triglicéridos	 son	 almacenados	 (Servetnick	 et	 al.	 1995)	 y	 que	 regulan	 el	

almacenaje	 y	 la	 utilización	 de	 los	 lípidos	 en	 varios	 tipos	 de	 células	 (Ducharme	 y	 Bickel	 2008;	

Brasaemle,	 Rubin,	 et	 al.	 2000).	 Originalmente,	 las	 perilipinas	 fueron	 identificadas	 como	 una	

fosfoproteína	de	60	kDa	de	peso	en	adipocitos	de	rata	que	es	susceptible	de	ser	fosforilada	por	la	

acción	 de	 PKA	 en	 condiciones	 de	 estimulación	 lipolítica	 (Egan	 et	 al.	 1990).	 La	 isoforma	 A	 de	 la	

perilipina		es	 la	que	se	encuentra	en	mayor	abundancia	en	adipocitos	maduros	(Greenberg	et	al.	

1993).	La	perilipina	A,	que	es	la	forma	de	Perilipina	que	se	encuentra	en	las	gotas	de	grasa	de	los	



27	

adipocitos,	puede	ser	fosforilada	por	PKA	y	por	PKG	(Sengenes	et	al.	2003),	lo	que	es	indispensable	

para	el	aumento	de	la	lipólisis	ante	la	estimulación	por	hormonas	(Garcia	et	al.	2004).		

	

Regulación	de	la	Lipólisis.	

	 La	regulación	de	la	lipólisis	es	esencial	para	asegurar	la	provisión	adecuada	de	lípidos	a	los	

tejidos	 que	 pueden	 utilizar	 los	 ácidos	 grasos	 no	 esterificados	 como	 combustible.	 En	 sujetos	

normales,	la	regulación	lipolítica	en	respuesta	a	la	ingesta	de	alimentos,	el	ayuno	y/o	la	actividad	

física	está	controlada	por	la	expresión	y/o	actividad	de	las	lipasas	y	la	interacción	entre	numerosos	

reguladores	(Frayn	et	al.	2003).		

	

	 La	estimulación	de	la	lipólisis,	con	respecto	a	procesos	metabólicos	a	nivel	corporal,	puede	

darse	por	el	ayuno	 (o	 restricción	calórica)	 (Sengenes	et	al.	2002)	o	el	ejercicio	 físico	 (Horowitz	y	

Klein	2000),	ambos	procesos	se	basan	molecularmente	en	un	aumento	de	la	respuesta	del	tejido	

adiposo	 blanco	 a	 la	 acción	 lipolítica	 de	 las	 catecolaminas.	 Otras	 condiciones	 que	 pueden	

incrementar	la	tasa	lipolítica	es	el	estrés,	provocado	por	un	incremento	en	la	actividad	del	Sistema	

Nervioso	 Central,	 la	 exposición	 prolongada	 a	 bajas	 temperaturas	 (Mulligan	 et	 al.	 2007)	 y	 la	

secreción	de	hormonas	(Wolfe	1997).	La	inhibición	del	proceso	de	degradación	de	los	triglicéridos		

puede	ser	provocada	fisiológicamente	por	la	ingesta	de	alimentos,	lo	que	estimula	la	secreción	de	

insulina	(Coppack	et	al.	1989)	o	bien	por	el	envejecimiento,	proceso	que	provoca	una	disminución	

en	la	señalización	β-adrenérgica	(Lönnqvist	et	al.	1992).		

	

	 A	 nivel	 mecanístico,	 el	 proceso	 lipolítico	 en	 el	 tejido	 adiposo	 puede	 ser	 mediado	 por	

diversas	 rutas.	 El	 factor	 más	 importante	 para	 la	 regulación	 de	 la	 lipólisis	 es	 la	 concentración	

intracelular	de	AMPc	(revisado	por	Max	Lafontan	y	Dominique	Langin	2009).	En	este	proceso	es	de	

vital	 importancia	 el	 fenómeno	 de	 comunicación	 cruzada	 o	 “cross-talking”	 entre	 las	 rutas	 de	

señalización	estimulatoria	e	inhibitoria	que	median	la	actividad	de	la	Adenilato	Ciclasa	(EC	4.6.1.1)	

y	de	 las	 Fosfodiesterasas	de	Nucleótidos	 (EC	3.1.4.-).	 El	 control	 clásico	de	 la	 lipólisis	 responde	a	

estímulos	 transmitidos	 a	 través	 de	 Receptores	 Acoplados	 a	 Proteínas	 G,	 conocidos	 como	

Receptores	Adrenérgicos	del	subtipo	β		1,	2	y	3	(β1-AR,	β2-AR	y	β3-AR)	(Lafontan	y	Berlan	1993).		

	

	 Una	 ruta	 lipolítica	 diferente,	 responsiva	 a	 hormonas	 fue	 descubierta	 en	 células	 grasas	

humanas	(Sengenès	et	al.	2000).	Los	péptidos	natriuréticos	de	tipo	A	(de	válvula	Atrial	cardiaca)	y	
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tipo	B	(cerebral,	“Brain”)	estimulan	 la	acción	 lipolítica	a	extensiones	similares	de	 las	que	 logra	el	

isoproterenol,	 activador	químico	 clásico	de	 la	 lipólisis.	 Se	ha	demostrado	que	 la	 acción	de	estas	

moléculas	provoca	la	activación	de	la	PKG	y	la	posterior	fosforilación	activadora	de	Lipasa	Sensible	

a	Hormonas	en	adipocitos	humanos	 (Sengenes	et	al.	2003).	Existen	otras	moléculas	que	ejercen	

diversos	efectos	sobre	la	lipólisis	como	la	Hormona	de	Crecimiento	(estimulatoria),	Interleucina-6	

(estimulatoria),	 TNF-α	 (estimulatoria),	 Óxido	 nítrico	 (estimulatorio),	 leptina	 (estimulatorio),	 el	

factor	 de	 crecimiento	 similar	 a	 la	 insulina	 (inhibitorio),	 adenosina	 (inhibitorio),	 algunas	

prostaglandinas	 (inhibitorio),	 neuropéptido	 Y	 (inhibitorio)	 entre	 otros	 (Møller	 y	 Jørgensen	 2009;	

Harant	et	al.	1994;	Kawakami	et	al.	1987;	Gaudiot	et	al.	1998;	Siegrist-Kaiser	et	al.	1997;	Boulware	

et	al.	1992;	Lonnroth	et	al.	1989;	Richelsen	et	al.	1984;	Valet	et	al.	1990)	(Fig.	6).	

	

	

	

	

	

	

	

	

Figura	6.-	Control	de	la	lipólisis	en	los	adipocitos	humanos.	Receptores	adrenérgicos	(RA);	adenilato	ciclasa	
(AC);	Proteínas	G	(Gs	y	Gi);	Lipasas	Sensible	a	Hormona	(LSH);	Receptor	de	Insulina	(RI);	Proteína	Cinasa	B	(PKB);	
Cinasa	de	Inositol-2-Fosfato	(PI3K);	Fosfodiesterasa	tipo	3B	(PDE-3B);	Guanilato	ciclasa	(GC);	Receptores	de	

péptidos	natriuréticos	(NPR);	Lipasa	de	Monoglicéridos	(LM);	Neuropéptido	Y	(NY);	Péptido	YY	(PYY);	Proteínas	
Enlazante	de	Lípidos	en	el	Adipocitos	(ALBP);	Ácidos	Grasos	(AG);	Ácidos	grasos	no	esterificados	(AGNE).	Las	

flechas	sólidas	indican	los	efectos	más	allá	de	la	activación	de	cinasas.	El	signo	+	indica	efecto	estimulatorio	y	-,	
inhibitorio	(Tomada	de	Salazar	2006).	
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1.5.1.4.	Oxidación	de	Ácidos	Grasos.		

	

	 La	oxidación	de	ácidos	grasos	de	cadena	larga	para	producir	Acetil-CoA,	llevada	a	cabo	en	

la	 matriz	 mitocondrial,	 es	 un	 proceso	 para	 la	 producción	 de	 energía	 en	 muchos	 organismos	 y	

tejidos	ya	que	puede	proveer	hasta	el	80%	de	la	energía	total	necesaria	en	circunstancias	de	ayuno	

prolongado	 (Large	 et	 al.	 2004).	 Este	 proceso	 metabólico	 se	 da	 principalmente	 en	 el	 tejido	

muscular.	 Los	 electrones	 que	 son	 removidos	 de	 los	 ácidos	 grasos	 no	 esterificados	 durante	 su	

oxidación	 pasan	 a	 través	 de	 la	 cadena	 respiratoria	mitocondrial	 dirigiendo	 la	 síntesis	 de	ATP;	 la	

Acetil-CoA	que	se	produce	en	este	proceso	puede	ser	completamente	oxidada	para	producir	CO2	

en	el	 ciclo	del	ácido	cítrico,	 resultando	en	un	paso	adicional	de	conservación	de	 la	energía.	Este	

proceso	también	es	conocido	como	β-oxidación	(Lehninger	et	al.	2009).	

	

	 El	 proceso	global	 de	 la	β-oxidación	 consiste	en	 cuatro	 fases	 en	 las	 cuales	 se	 remueve	 la	

unidad	de	Acetil-CoA	del	extremo	carboxílico	del	sustrato	mediante:	

	

1. La	deshidrogenación	de	los	carbonos	α	y	β,	reacción	catalizada	por	tres	 isoenzimas	distintas	

que	 son	 Acil-CoA	 Deshidrogenasa	 de	 Ácidos	 de	 Cadena	 muy	 Larga	 (12-18	 unidades	 de	

carbono;	EC	1.1.1.211),	de	Cadena	Media	(4-12	unidades	de	carbono;	EC	1.3.8.7)	y	de	cadena	

corta	 (4-8	 unidades	 de	 carbono;	 EC	 1.3.8.1).	 Los	 electrones	 removidos	 del	 sustrato	 original	

son	transferidos	a	una	molécula	de	Flavín	Adenina	Dinucleótido	que	además	funciona	como	

grupo	prostético	de	estas	deshidrogenasas.	

	

2. La	 hidratación	 del	 doble	 enlace	 resultante,	 llevada	 a	 cabo	 por	 la	 Enoil-CoA	 Hidratasa	 (EC	

4.2.1.17).	Esta	reacción	es	análoga	a	la	que	ocurre	en	el	ciclo	del	ácido	cítrico	(reacción	de	la	

Fumarasa).	

	

3. La	 deshidrogenación	 del	 L-β-hidroxiacil-CoA	 producido	 por	 la	 acción	 de	 la	 β-hidroxiacil-CoA	

Deshidrogenasa	 (EC	1.1.1.35).	En	esta	 reacción,	el	aceptor	de	electrones	es	el	Nicotinamida	

Adenina	Dinucleótido	reducido.	
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4. Finalmente,		el	rompimiento	del	β-cetoacil-CoA	formado	para	liberar	Acetil-CoA	y	un	acil-CoA	

que	tiene	dos	átomos	de	carbono	menos	que	aquel	que	el	sustrato	original.	Este	proceso	es	

llevado	a	cabo	por	la	Acil-CoA	Aciltransferasa	(Tiolasa;	EC	2.3.1.16).		

	

El	Acil-CoA	liberado,	entra	nuevamente	a	la	secuencia	oxidativa	siempre	y	cuando	tenga	4	o	

más	unidades	de	carbono.		

	

	 La	regulación	de	la	β-oxidación	es	compleja	y	está	controlada	a	diferentes	niveles	como	el	

transporte	de	los	ácidos	grasos	no	esterificados	a	través	de	la	membrana	celular,	el	citoplasma	y	la	

membrana	 mitocondrial;	 la	 capacidad	 enzimática	 de	 oxidación	 de	 la	 mitocondria;	 la	

retroalimentación	de	la	vía	oxidativa	y	la	relativa	abundancia	de	carbohidratos	que	puedan	servir	

como	fuente	de	energía	a	 la	célula.	La	 importancia	en	la	regulación	varía	de	acuerdo	al	contexto	

energético	celular	es	decir,	el	paso	 limitante	en	una	condición	dada	no	necesariamente	 lo	es	en	

condiciones	diferentes	(Thomson	y	Winder	2009).	

	

	 De	los	dos	tipos	de	tejido	adiposo	existentes	en	los	organismos,	el	tejido	adiposo	blanco	es	

el	 que	 se	 conoce	 primordialmente	 por	 su	 capacidad	 oxidativa	 para	 la	 realización	 del	 proceso	

termogénico,	 de	 hecho,	 es	 más	 oscuro	 en	 comparación	 con	 su	 contraparte	 blanca	 debido	 al	

elevado	número	de	mitocondrias	con	 las	que	cuentan	sus	células.	No	obstante,	existen	reportes	

que	 aseguran	 que	 el	 tejido	 adiposo	 blanco	 también	 puede	 llevar	 a	 cabo	 la	 oxidación	 de	 ácidos	

grasos	 no	 esterificados	 (Rosenbaum	 et	 al.	 2002;	 Orci	 et	 al.	 2004;	 Z.-W.	 Wang	 et	 al.	 1999;	

Shimabukuro	et	al.	1997).		

	

1.5.1.5.	Regulación	del	Metabolismo	de	Lípidos.		

	 Existen	 diversos	 procesos	 que	 pueden	 regular	 las	 rutas	metabólicas	 de	 los	 lípidos	 en	 el	

tejido	 adiposo	 por	 ejemplo,	 la	 actividad	 lipogénica	 puede	 ser	modulada	 alostéricamente	 por	 la	

presencia	 de	 citrato	 y	 glutamato	 que	 son	 activadores	 de	 acetil-CoA	 carboxilasa	 	 y	 puede	 ser	

disminuida	 por	 Acil-CoA,	 ácidos	 grasos	 no	 esterificados	 y	 Malonil-CoA	 que	 actúan	 como	 sus	

inhibidores.	Una	alta	concentración	citosólica	de	ácidos	grasos	no	esterificados	igualmente	inhibe	

la	actividad	de	la	Sintasa	de	Ácidos	Grasos,	disminuyendo	así	la	lipogénesis	de	Novo(Iritani	1992).		
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	 De	manera	similar,	la	acetil-CoA	carboxilasa-2	es	regulada	de	manera	positiva	por	citrato	y	

glutamato	 y	de	manera	negativa	por	 altas	 concentraciones	de	 ácidos	 grasos	no	esterificados,	 lo	

que	provoca	un	aumento	en	 la	oxidación	de	éstos	 (Tong	2005);	 la	β-oxidación	es	 inhibida	por	el	

producto	 final	 del	 proceso,	 acetil-CoA	 	 que	 provoca	 un	 proceso	 de	 retroalimentación	 que	

disminuye	la	actividad	oxidativa	(Liang	et	al.	2001).		

	

	 Además	 de	 las	 modulaciones	 alostéricas,	 existen	 diferentes	 rutas	 de	 señalización	 que	

modulan	 el	 metabolismo	 de	 lípidos.	 Una	 de	 ellas	 es	 la	 señalización	 por	 insulina	 que	 activa	 la	

Proteína	Cinasa	B	 (EC	 2.7.11.1)	 a	 través	 de	 la	 interacción	de	dicha	hormona	 con	 su	 receptor,	 la	

proteína	Sustrato	del	Receptor	de	la	Insulina	tipos	1	y	2	(IRS1	y	2)	principalmente	que	activan	a	la	

PI3K	 (EC	 2.7.1.150)	 cuyo	 producto	 promueve	 la	 actividad	 de	 la	 Cinasa	 Dependientes	 de	

Fosfoinostol	la	cual	fosforila	a	PKB	en	su	residuo	de	Thr308.	Esta	ruta	favorece	la	lipogénesis	y	la	

síntesis	de	colesterol	(Cross	et	al.	1995).		

	

	 Otra	posible	 ruta	que	es	activada	por	 la	 insulina	es	 la	de	 las	Proteínas	Cinasas	Activadas	

por	Mitógenos	 (EC	 2.7.12.2),	 la	 cual	 transmite	 la	 señal	 a	 través	 de	 factores	 de	 intercambio	 de	

nucleótidos	 de	 guanina	 GRB2	 y	 de	 SOS	 a	 la	 proteína	 Ras	 que	 activa	 secuencialmente	 distintas	

cinasas	 para	 finalmente	 activar	 a	 las	 enzimas	 Cinasas	 Reguladas	 por	 Señales	 Extracelulares	 (EC	

2.7.11.24),	las	cuales	regulan	la	transcripción	de	diversos	genes	(Wortzel	y	Seger	2011).		

	

	 Por	otro	lado,	hormonas	como	el	glucagón,	la	adrenalina	y	la	noradrenalina	al	actuar	con	

sus	 respectivos	 receptores	 acoplados	 a	 proteínas	G	 provocan	 el	 intercambio	 de	GDP	 por	GTP	 y	

promueven	 la	unión	de	 la	subunidad	G-α	de	 los	receptores	con	 la	AC,	produciendo	AMPc	 lo	que	

provoca	 la	 activación	 de	 la	 PKA	 que	 modula	 la	 actividad	 de	 diversas	 enzimas	 modificando	 el	

metabolismo	(Kirschner	et	al.	2009).		

	

	 Los	 cambios	 en	 el	 perfil	 energético	 de	 la	 célula	 también	 influyen	 en	 el	metabolismo	 de	

lípidos,	 estos	 fenómenos	 se	 encuentran	 gobernados	 por	 la	 vía	 de	 señalización	 de	 AMPK.	 Esta	

cinasa	es	un	complejo	heterotrimérico	con	una	subunidad	catalítica	(α)	y	dos	regulatorias	(β	y	γ)	

(Woods	et	al.	1996).	Se	han	identificado	diversas	isoformas	de	todas	las	subunidades	de	AMPK,	las	

cuales	 pueden	 formar	 12	 complejos	 distintos	 que	 muestran	 diferentes	 propiedades	 (Hardie	 y	

Carling	1997).	En	el	tejido	adiposo,	la	isoforma	más	abundante	de	la	subunidad	catalítica	es	la	α1	
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(Lihn	et	al.	2004;	Daval	et	al.	2005).	La	principal	función	de	AMPK	es	detectar	los	niveles	de	AMP	o	

bien,	 la	relación	de	AMP/ATP,	que	al	estar	elevada	denota	un	panorama	de	baja	energía	celular,	

para	activar	 las	 rutas	catabólicas	que	producen	ATP	y	desactivar	 las	anabólicas	consumidoras	de	

energía	para	así	mejorar	el	perfil	energético	(Daval	et	al.	2006).		

	

La	 	 activación	 de	 AMPK	 se	 da	 por	 fosforilación	 en	 su	 residuo	 Thr-172	 (Hardie	 y	 Carling	

1997),	como	resultado	de	la	acción	de	dos	diferentes	cinasas:	la	Cinasa	Hepática	B1	(Liver	Kinase	

B1,	 LKB1,	 EC	2.7.11.1)	 (Hawley	 et	 al.	 2003;	Woods	et	 al.	 2003;	 Shaw	et	 al.	 2004)	 y	 la	 Cinasa	de	

Calmodulina	dependiente	de	Ca	tipo	β	(Ca2+/	calmodulin-dependant	protein	Kinase	β,	CaMKβ,	EC	

2.7.11.17)	 (Hawley	 et	 al.	 2005;	 Woods	 et	 al.	 2005).	 En	 años	 recientes,	 se	 ha	 reportado	 otros	

mecanismos	que	pueden	activar	a	AMPK	iniciados	por	especies	reactivas	de	oxígeno	(Hawley	et	al.	

2010)	 y	daño	en	el	DNA	 (Fu	et	 al.	 2008;	 Ji	 et	 al.	 2010;	 Sanli	 et	 al.	 2010)	 los	 cuales	 comprenden	

oxidación	o	adición	de	glutatión	a	residuos	de	cisteína	de	la	subunidad	catalítica	(Zmijewski	et	al.	

2010)	o	la	acción	de	una	cinasa	distinta	a	LKB1	y	CaMKβ	aún	desconocida	(Alexander	et	al.	2010).		

	 	

AMPK	actúa	sobre	proteínas	participantes	involucradas	en	el	metabolismo	de	lípidos	como	

acetil-CoA	carboxilasa	1	y	2,	cuya	actividad	se	ve	reducida	por	la	acción	de	la	cinasa	(Sullivan	et	al.	

1994;	Daval	et	al.	2005).	La	disminución	de	la	actividad	de	acetil-CoA	carboxilasa	1	provoca	que	el	

proceso	 de	 lipogénesis	 de	 novo	 sufra	 una	 regulación	 negativa	 debido	 a	 que	 disminuye	 la	

concentración	de	Malonil-CoA	que	sirve	como	sustrato	inicial	de	la	ácido	graso	sintasa.	Aunque	la	

fosforilación	 de	 acetil-CoA	 carboxilasa-2	 por	 AMPK	 provoca	 también	 que	 la	 concentración	 de	

Malonil-CoA	disminuya,	esta	enzima	se	encuentra	en	 la	matriz	mitocondrial	donde	el	compuesto	

funciona	como	un	inhibidor	de	la	Carnitin	Palmitoil	Transferasa-1.	

	

En	 el	 tejido	 adiposo	 AMPK	 puede	 ser	 activada	 por	 ejercicio,	 ayuno	 y	 exposición	 al	 frío	

(Mulligan	 et	 al.	 2007;	 Daval	 et	 al.	 2005;	 Koh	 et	 al.	 2007)	 provocando	 la	 disminución	 antes	

mencionada	 en	 los	 niveles	 de	Malonil-CoA	 debido	 a	 la	 fosforilación	 de	 acetil-CoA	 carboxilasa	 1	

(Park	et	al.	2002).	Existen	reportes	de	que	estos	efectos	son	concomitantes	con	una	reducción	en	

la	producción	del	RNAm	de	enzimas	lipogénicas	en	el	tejido	adiposo	(Orci	et	al.	2004),	así	como	la	

modificación	de	 los	estados	de	fosforilación	en	el	hígado	de	proteínas	participantes	en	esta	ruta	

(Aguilera-Méndez	y	Fernández-Mejía	2012).	Esta	 reducción	en	 la	 lipogénesis	concuerda	con	otro	
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efecto	que	ha	sido	adjudicado	a	la	activación	de	AMPK	que	es	la	reducción	de	la	adiposidad,	la	cual	

se	refiere	a	una	disminución	en	la	masa	adiposa	del	cuerpo	(Rossmeisl	et	al.	2004).	

	

En	adipocitos	se	ha	reportado	la	capacidad	de	AMPK	para	inhibir	la	lipogénesis	regulando	

directamente	enzimas	y	factores	transcripcionales	relacionados	al	metabolismo	de	lípidos	(Sullivan	

et	al.	1994;	Ahmadian	et	al.	2011;	Li	et	al.	2011),	 lo	que	ha	provocado	el	desarrollo	de	una	gran	

cantidad	de	trabajos	acerca	del	efecto	de	dicha	cinasa	sobre	la	regulación	del	metabolismo	lipídico	

en	 el	 tejido	 adiposo.	 Como	 ya	 se	 ha	 establecido,	 AMPK	 aumenta	 la	 actividad	 oxidativa	 en	 las	

células.	Pese	a	esto,	en	lo	que	respecta	a	la	lipólisis	aún	se	considera	controversial	tanto	el	efecto	

que	ejerce	como	el	mecanismo	que	utiliza	AMPK	sobre	esta	ruta	metabólica	en	el	tejido	adiposo	

(Ahmadian	et	al.	2011).	Desde	1989	se	han	publicado	reportes	acerca	del	tema.	El	primer	trabajo	

que	 salió	 a	 la	 luz	 pública	 estableció	 que	 AMPK	 fosforila	 a	 la	 Lipasa	 Sensible	 a	 Hormonas	 en	 su	

residuo	de	Ser565	sin	modificar	su	actividad	basal	pero	previniendo	el	 incremento	en	esta	al	no	

permitir	la	fosforilación	adicional	de	la	lipasa	en	Ser563	por	la	acción	de	PKA	(Garton	et	al.	1989).	A	

este	trabajo	se	han	unido	una	serie	de	reportes	que	apoyan	el	“efecto	clásico”	de	AMPK	sobre	la	

ruta	 lipolítica	 en	 el	 tejido	 adiposo	 e	 incluso	 algunos	 de	 los	más	 recientes	 han	 robustecido	 esta	

posición	 al	 reportar	 que	 otro	 mecanismo	 por	 el	 cual	 AMPK	 disminuye	 la	 tasa	 lipolítica	 es	 la	

inhibición	 de	 la	 Lipasa	 de	 Triglicéridos	 de	 Tejido	 Adiposo	 mediante	 su	 inhibición	 en	 Ser406	

(Ahmadian	et	al.	2011).	Existe	 incluso	un	estudio	sobre	control	glicémico,	 lipídico	y	reducción	de	

peso	corporal	en	ratones	con	obesidad	inducida	por	diabetes	y	por	background	genético	donde	al	

activar	AMPK	se	encuentra	reducción	en	 la	 lipólisis	del	tejido	adiposo,	resultado	que	es	utilizado	

para	 explicar	 los	 demás	 efectos	 del	 agonista	 de	 la	 cinasa	 sobre	 el	metabolismo	de	 los	 roedores	

(Anil	 et	 al.	 2014).	 No	 obstante,	 desde	 1998	 algunos	 trabajos	 que	 demostraban	 una	 relación	

directamente	proporcional	entre	AMPK	y	la	actividad	lipolítica	en	el	tejido	adiposo	comenzaron	a	

hacerse	públicos.	En	ese	año	se	publicó	un	trabajo	que	reportaba	un	aumento	en	la	actividad	de	

AMPK	 como	 consecuencia	 de	 un	 incremento	 en	 la	 ruta	 de	 las	 MAPK	 como	 respuesta	 a	 la	

estimulación	adrenérgica	con	isoproterenol	en	ratas	(Moule	&	Denton	1998).	De	la	misma	manera	

que	 con	 la	 ideología	 clásica,	 numerosos	 trabajos	 han	 apoyado	 la	 teoría	 de	 una	 relación	 directa	

entre	 AMPK	 y	 la	 actividad	 lipolítica	 e	 incluso	 existen	 trabajos	 recientes	 que	 han	 encontrado	

aumentos	pariados	de	actividad	de	AMPK	y	lipólisis	en	el	tejido	adiposo	de	ratas	como	respuesta	al	

tratamiento	con	extractos	vegetales	(Ok	et	al.	2013;	Chen	et	al.	2014).		
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Aunado	a	este	controvertido	panorama,	en	el	2006	un	 trabajo	publicado	por	Watt	et	al.	

demostró	 que	 el	 efecto	 de	AMPK	 sobre	 la	 lipólisis	 podía	 ser	 ambos,	 estimulatorio	 o	 inhibitorio,	

según	el	orden	en	que	 las	células	cultivadas	recibieran	 los	estímulos,	AICAR	para	activar	AMPK	y	

epinefrina	para	estimular	 la	 lipólisis	 por	 la	 ruta	 adrenérgica;	 cuando	el	 primer	estímulo	 recibido	

era	la	epinefrina	la	lipólisis	no	era	reducida	por	la	activación	de	AMPK	pero	en	el	orden	inverso	el	

resultado	fue	contradictorio.	Además	de	esto,	dicho	estudio	definió	importantes	diferencias	en	la	

regulación	de	AMPK	y	del	proceso	lipolítico	entre	el	tejido	adiposo	y	el	músculo	esquelético	(Watt	

et	al.	2006).	Por	otro	lado	existen	autores	que	aseguran	que	AMPK	puede	incrementar	su	actividad	

como	consecuencias	de	un	aumento	en	la	lipólisis	(Gauthier	et	al.	2008)	o	incluso	que	la	relación	

AMPK-lipólisis	necesita	de	la	activación	selectiva	de	los	complejos	de	AMPK	que	tienen	la	variante	

2	de	la	subunidad	catalítica	α	(Souza	et	al.	2011).	

	

	

2.	Justificación.		

El	estudio	de	las	vitaminas	han	puesto	de	manifiesto	que	además	de	su	efecto	clásico,	las	

vitaminas	 poseen	 otros	 mecanismos	 de	 acción	 y	 que	 éstos	 	 pueden	 variar	 dependiendo	 de	 su	

concentración	 (Carlberg	 1999;	 Al-Mohaissen	 et	 al.	 2010).	 El	 conocimiento	 de	 los	 mecanismos	

moleculares	 de	 las	 vitaminas	 sobre	 la	 expresión	 genética	 ha	 permitido	 la	 comprensión	 de	 sus	

efectos	 sobre	 diversas	 funciones	 biológicas.	 Los	 estudios	 de	 vitaminas	 se	 han	 llevado	 a	 cabo	

principalmente	sobre	 las	especies	 liposolubles	A	y	D	(Carlberg	1999),	pero	se	conoce	poco	sobre	

los	efectos	de	las	vitaminas	hidrosolubles	en	la	expresión	de	genes.		

	

La	biotina	es	una	vitamina	del	complejo	B	cuya	función	es	participar	como	grupo	prostético	

de	 las	 carboxilasas.	 Se	 ha	 encontrado	 que	 en	 dosis	 farmacológicas	 es	 capaz	 de	 modificar	 la	

expresión	de	genes	y	diversas	funciones	biológicas	mediante	un	mecanismo	que	no	se	encuentra	

relacionado	 con	 su	 acción	 como	 grupo	 prostético.	 Este	 efecto	 es	 intrigante	 ya	 que	

tradicionalmente	se	ha	considerado	que	el	exceso	de	 las	vitaminas	hidrosolubles	son	eliminadas	

por	 el	 organismo.	 Sin	 embargo,	 cabe	 señalar	 que	 otra	 vitamina	 del	 complejo	 B,	 la	 niacina	 o	

vitamina	B3	participa	metabólicamente	en	concentraciones	de	16	mg	como	cofactor	de	enzimas	

en	 forma	 de	 NAD/NADP,	 en	 tamto	 que	 en	 concentraciones	 farmacológicas	 de	 500	 a	 3,000	mg,	

tiene	 efectos	 sobre	 diversas	 células	 actuando	 a	 través	 de	 un	 receptor	 de	 membrana	 tipo	 Gi	

mediante	 un	 mecanismo	 independiente	 a	 su	 acción	 fisiológica	 como	 cofactor	 de	 enzimas	 (Al-
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Mohaissen	 et	 al.	 2010).	 Como	 se	 señaló	 previamente	 en	 la	 Introducción,	 la	 biotina	 en	

concentraciones	 farmacológicas	 entre	 30	 a	 650	 veces	 sus	 requerimientos	 diarios	 de	 30	 µg.,	

disminuye	 las	 concentraciones	 de	 lípidos	 sanguíneos	 en	 individuos	 normo	 (Steigerwal	&	 Bohele	

1962;	Marshall	&	Kliman	1980)	(Larrieta	et	al.	2010)	(Aguilera-Mendez	y	Fernandez-Mejia	2012).		

e	hiperlipémicos	(Dokusova	&	Krivoruchenko	1972a;	Marshall	et	al.	1976;	Báez-Saldaña	&	Ortega	

2004;	 Singer	 &	 Geohas	 2006;	 Revilla-Monsalve	 et	 al.	 2006;	 Geohas	 et	 al.	 2007)	 (Sahin	 et	 al.	

2013).	 Se	 conoce	 poco	 sobre	 los	 mecanismos	 moleculares	 mediante	 los	 cuales	 esta	 vitamina	

produce	sus	efectos.	En	estudios	realizados	previamente,	nuestro	grupo	de	trabajo	reportó	que	la	

biotina	 disminuye	 la	 expresión	 de	 genes	 de	 enzimas	 y	 factores	 transcripcionales	 de	 la	 vía	

lipogénica	 en	 ratones	 normolipémicos	 y	 que	 estos	 efectos	 difieren	 entre	 el	 hígado	 y	 el	 tejido	

adiposo	%	(Larrieta	et	al.	2010).	De	igual	manera	se	demostró	que	dicho	efecto	hipolipemiante	

está	relacionado		con	un	aumento	en	las	concentraciones	de	GMPc	y	la	activación	de	la	proteína	

cinasa	dependiente	de	AMP	(AMPK)	en	el	hígado	(Aguilera-Mendez	y	Fernandez-Mejia	2012).	Se	

ha	documentado	que	 las	acciones	farmacológicas	de	 la	biotina	difieren	entre	 los	tejidos	y	que	 la	

AMPK	es	regulada	de	manera	tejido-específica.	En	este	proyecto	proponemos	estudiar	los	efectos	

de	la	biotina	sobre	estas	proteínas	reguladoras	del	metabolismo	de	los	lípidos	en	el	tejido	adiposo.		

El	proyecto	se	realizó	en	un	modelo	experimental	de	ratón	normolipémico	previamente	usado	en	

el	laboratorio	en	donde	se	han	observado	los	efectos	farmacológicos	de	la	vitamina.	Los	resultados	

permitirán	ampliar	el	conocimiento	actual	sobre	el	efecto	de	la	biotina	en	el	adipocito.	

	

	

3.	 Hipótesis.		

	 	

	 La	 suplementación	 con	 biotina	modifica	 el	 metabolismo	 de	 lípidos	 en	 el	 tejido	 adiposo	

mediante	un	mecanismo	asociado	a	la	Proteína	Cinasa	Dependiente	de	AMP.	

	

	

4.	 Objetivo	General.		

	 	

	 Determinar	el	efecto	de	la	suplementación	con	biotina	sobre	la	forma	activa	de	la	AMPK	y	

de	distintas	proteínas	que	son	reguladas	por	ésta.	
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5.	 Objetivos	Particulares.		

	 Determinar	 los	 efectos	 que	 produce	 la	 administración	 durante	 8	 semanas	 de	 una	 dieta	

suplementada	con	biotina	mediante	el	análisis	de:		

• La	concentración	de	GMPc	en	el	tejido	adiposo.	

• El	estado	de	fosforilación	de	la	enzima	AMPK	en	el	tejido	adiposo,	como	enima	clave	en	la	

regulación	del	metabolismo	energético.	

• El	estado	de	fosforilación	de	las	enzimas	Acetil-CoA	Carboxilasa-1	y	Acetil-CoA	Carboxilasa-

2	 en	 el	 tejido	 adiposo	 como	 puntos	 de	 regulación	 en	 el	 metabolismo	 de	 lípidos	

responsivos	a	la	activación	de	AMPK.	

• La	tasa	lipolítica	basal	del	tejido	adiposo.	
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6.		 Materiales.		

	

6.1 Dietas	de	alimentación	para	ratones.	

	

Las	 dietas	 con	 las	 que	 fueron	 alimentados	 los	 animales	 de	 experimentación	 durante	 el	

tratamiento	 fueron	 obtenidas	 de	 la	 compañía	 Harlan	 Teklad	 (WI,	 EUA)	 con	 las	 siguientes	

denominaciones:	

	
A. Con	biotina	suficiente	(TD-01362)	(1.76	mg	biotina/kg	dieta)	

B. Con	biotina	suplementada	(TD-02458)	(97.7	mg	biotina/kg	dieta)	

	

La	composición	detallada	de	ambas	dietas	ha	sido	publicada	anteriormente	(Báez-Saldaña	

y	Ortega	2004).	

	

6.2		Reactivos	y	Soluciones.		

	
Extracción	y	cuantificación	de	proteínas	totales		
	

• Solución	 de	 lisis	 (HEPES	 20	 mM,	 NaCl	 150	 mM,	 Triton	 X-100	 0.1%,	 Glicerol	 1%,	
orthovanadato	de	sodio	2	mM,	fluoruro	de	sodio	25	mM,	pirofosfato	de	sodio	5	mM,	DTT	
1	mM,	TritonX-100	0,1%,	marca	SIGMA	y	coctel	 inhibidor	de	proteasas	“Mini	complete”,	
marca	ROCHE)		

• Solución	de	carga	2X	(SDS	10%,	glicerol	30	%,	Tris-HCl	100	mM,	pH	6.8,	β-mercaptoetanol	
0.02	%	y	azul	de	bromofenol	0.02	%,	SIGMA)		

• Reactivo	de	Bradford	para	cuantificación	de	proteína	(Bradford	Protein	Assay,	Bio-Rad)		
	
Electroforesis	de	SDS-PAGE		
	

• Solución	de	acrilamida	al	30%	(30	gr	de	acrilamida	y	1	gr	de	bis-acrilamida,	marca	Bio-Rad,	
en	100	ml	de	agua	grado	MiliQ)		
	

• Tris-base	(SIGMA)	1.5	M	pH	8.8	y	Tris-base	1	M	pH	6.8		

• SDS	(SIGMA)	10	%		

• TEMED	(SIGMA)		

• Persulfato	de	amonio	10	%	(SIGMA)		
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• Solución	amortiguadora	de	corrida	(Glicina	192	mM,	Tris-base	25	mM	y	SDS	0.1	%)		
	
Transferencia	en	cámara	húmeda		
	

• Membrana	de	nitrocelulosa	de	0.45	μm	(Bio-Rad)		

• Solución	de	transferencia	(Tris-base	48	mM,	glicina	39	mM,	metanol	20	%).		

• Solución	de	Stripping	(glicina	250	mM,	SDS	1%,	con	pH	2)		
	
Tinción	de	membrana	con	rojo	de	Ponceau		
	

• Solución	de	rojo	de	Ponceau	(rojo	de	ponceau	0.3	%	y	ácido	acético	3	%)	(SIGMA)		
	
Inmunodetección		

• Solución	de	TBS	1X	(Tris-base	100	mM	y	NaCl	150	mM)		

• Solución	de	TBS-T	0.1%	(Solución	de	TBS	1X	y	0.1	%	de	Tween	20)		

• Solución	de	bloqueo	(5%	de	leche	libre	de	grasa	Blotto	marca	Santa	Cruz	Biotechnology	en	
solución	de	TBS-T	0.1	%)		

• Anticuerpos	 policlonales	 anti-fosfo-ACC-1,	 anti-AMPK-α	 y	 anti-fosfo-AMPK-α,	 Cell	
Signaling;	 anti-ACC-2,	 anti-fosfo-ACC-2,	 anti-conejo-IgG-HRP,	 anti-raton-IgG-HRP,	 Santa	
Cruz	Biotechnology)		

• Anticuerpo	monoclonal	(anti-tubulina-α	monoclonal,	Santa	Cruz	Biotechnology)		

• Solución	de	quimioluminiscencia	Chemiluminescent	HRP	substrate	(MILLIPORE)		

	

Cuantificación	de	GMPc.	

	

• Estuche	comercial	de	reactivos	para	la	detección	colorimétrica	de	GMPc	basado	en	ELISA	

(Cyclic	GMP	EIA	kit,	Cayman	Chemical,	Ann	Harbor,	MI,	EUA).	
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7.		 Métodología.	

	

7.1. 	Modelo	Experimental.	

	

Se	 utilizó	 el	 modelo	 experimental	 previamente	 usado	 por	 nuestro	 grupo,	 (Larrieta	 et	 al.	

2010).	 Ratones	 machos	 de	 la	 cepa	 BALB/cAnN	 de	 tres	 semanas	 de	 edad	 recién,	 destetados	 se	

mantuvieron	en	el	bioterio	del	Instituto	de	Investigaciones	Biomédicas	de	la	UNAM	bajo	ciclos	de	

luz-obscuridad	de	12	h,	con	libre	acceso	a	agua	y	alimento	durante	todo	el	periodo	experimental,	a	

excepción	de	los	periodos	de	ayuno	que	se	señalan.	Los	procedimientos	fueron	aprobados	por	el	

comité	 de	 Ética	 y	 Experimentación	 del	 Instituto	 de	 Investigaciones	 Biomédicas.	 Los	 ratones	

recibieron	una	dieta	 control	 o	 una	dieta	 suplementada	durante	ocho	 semanas.	 El	 grupo	 control	

recibió	 una	 dieta	 con	 1.76	 mg	 de	 biotina/kg	 alimento	 (TD-01362,	 Harlan	 Teklad);	 el	 grupo	

suplementado	 recibió	 una	 dieta	 que	 contiene	 97.7	 mg	 de	 biotina/kg	 de	 alimento	 (TD-01363,	

Harlan	 Teklad).	 La	 dieta	 control	 proporciona	 suficiente	 cantidad	 de	 biotina	 para	 cubrir	 las	

necesidades	metabólicas	de	los	ratones,	mientras	que	la	dieta	suplementada	contiene	cantidades	

de	biotina	aproximadamente	56	veces	la	concentración	del	control,	proporción	comparable	a	la	de	

los	 suplementos	 vitamínicos	 que	 contienen	 biotina	 y	 son	 recomendados	 para	 el	 tratamiento	 de	

dislipidemia	(Albarracin	et	al.	2007;	Geohas	et	al.	2007).	El	peso	corporal	y	el	consumo	de	alimento	

se	determinaron	cada	 semana.	Posterior	a	 las	ocho	 semanas	de	alimentación	 con	 las	dietas,	 los	

ratones	 se	 sometieron	 a	 un	 período	 de	 ayuno	 de	 16	 h,	 se	 anestesiaron	 con	 Sevorane®	

(Sevoflurano),	 se	 les	 extrajo	 sangre	 y	 se	 les	 extirparon	 ambos	 paquetes	 de	 tejido	 adiposo	

epididimal.	 Al	 término	 del	 procedimiento	 quirúrgico,	 los	 ratones	 fueron	 sacrificados	 por	

dislocación	cervical.	

	

7.2. Cuantificación	de	Proteínas.	

	

El	método	 de	 Bradford	 para	 la	 cuantificación	 de	 proteínas	 se	 basa	 en	 el	 hecho	 de	 que	 el	

reactivo	utilizado	contiene	cobre	(como	colorante	Azul	brillante	de	Coomasie	G	250)	en	solución	

con	 ácido	 ortofosfórico	 y	metanol.	 Cuando	 la	 proteína	 se	 une	 el	 cobre,	 su	 longitud	 de	 onda	 de	

máxima	 absorción	 cambia	 de	 465	 nm	 a	 595	 nm	 (Bradford	 1976).	 Este	 método	 es	 altamente	

sensible	y	lineal.	Se	utilizó	albúmina	de	suero	bovino	(BSA)	como	estándar	en	rango	de	1-20	μg/μL.	

La	cuantificación	proteica	se	realizó	utilizando	el	método	comercial	Kit	Protein	Assay	siguiendo	las	
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instrucciones	del	fabricante	(Bio-Rad).	Brevemente,	a	798	μL	de	agua	grado	MiliQ	se	le	agregaron	

2	μL		de	las	muestras	a	determinar	y	200	μL		del	reactivo	comercial,		se	mezclaron	y	se	incubaron	a	

temperatura	 ambiente	 durante	 5	 min,	 se	 midió	 la	 absorbancia	 del	 blanco,	 los	 patrones	 y	 las	

muestras	a	595	nm	en	un	volumen	final	de	1	mL	en	cubetas	de	plástico	óptico	de	1	cm	de	longitud	

del	paso	de	luz.	

	

7.3. Análisis	de	Proteínas	por	Western	Blot.	

	

Se	utilizó	este	método	para	 cuantificar	 la	 abundancia	de	 las	proteínas	en	 su	 forma	 total	 y	

fosforilada.	 Se	 homogenizaron	 250	mg	 de	 tejido	 adiposo	 epididimal	 con	 un	 homogenizador	 de	

tjidos	 tipo	 politron	 en	 solución	 de	 lisis	 fría.	 Se	 centrifugaron	 los	 extractos	 de	 tejido	 a	 12000*g	

durante	 15	 minutos	 a	 4°C	 para	 eliminar	 material	 insoluble	 y	 la	 concentración	 de	 proteínas	 se	

cuantificó	 por	 el	método	 descrito	 previamente.	 Se	 cargaron	 un	 total	 de	 50	 μg	 de	 proteína	 por	

carril	 en	un	gel	de	SDS-PAGE	al	 10%	para	 la	detección	de	AMPK	o	al	 8%	para	 las	 isoenzimas	de	

acetíl.CoA	 carboxilasa,	 usándose	 un	 aparato	 para	 electroforesis	 vertical	 “Mini-Protean	 III”	 (Bio-

Rad).		

	

La	electrotransferencia	de	las	proteínas	desde	el	gel	de	poliacrilamida	hacia	membranas	de	

nitrocelulosa	 se	 realizó	 durante	 4	 h	 a	 50	 V	 (voltage	 constante)	 con	 un	 aparato	 de	

electrotransferencia	húmeda	(Bio-Rad).	Al	terminar,	se	lavó	la	membrana	con	TBS	1X	y	la	eficiencia	

de	 la	 transferencia	se	comprobó	con	solución	colorante	rojo	de	Ponceau.	Este	colorante	 tiñe	 las	

proteínas	 de	 color	 rojo	 en	 una	 forma	 inespecífica,	 permitiendo	 comprobar	 su	 integridad	 y	 su	

correcta	transferencia	de	manera	general.	Para	eliminar	la	tinción	se	lavó	la	membrana	dos	veces	

con	 TBS-T	 0.1	 %	 durante	 5	 min.	 La	 membrana	 se	 bloqueó	 con	 solución	 de	 bloqueo	 por	 1	 h	 a	

temperatura	ambiente	para	impedir	uniones	inespecíficas	con	el	anticuerpo	primario.	Después	de	

bloquear	se	incubó	durante	toda	la	noche	(14	hs)	a	4°C,	con	los	respectivos	anticuerpos	primarios.	

Al	 día	 siguiente	 se	 lavó	 cuatro	 veces	durante	 5	min	 con	 solución	 TBS-T	 0.1%	y	 se	 incubó	 con	el	

anticuerpo	secundario	policlonal	anti-IgG-HRP	correspondiente	en	solución	TBS-T	0.1%	con	5%	de	

leche	por	1	h	a	temperatura	ambiente,	al	terminar	se	lavó	nuevamente	en	la	forma	ya	descrita.		

	

Se	 añadió	 solución	 de	 quimioluminiscencia	 a	 las	 membranas	 y	 se	 detectaron	 las	 bandas	

inmunorreactivas	 con	 el	 equipo	Molecular	 Imager	 Chemidoc	XRS	 (Bio-Rad).	 La	 intensidad	de	 las	
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bandas	 se	 cuantificó	 digitalmente	 por	 densitometría	 usando	 el	 software	 Image	 J	 1.40	 (HIMH,	

Bethesda,	MD,	USA).	Para	corroborar	la	homogenidad	en	la	cantidad	de	proteínas,	se	reutilizaron	

las	 membranas	 para	 detectar	 una	 proteína	 de	 expresión	 constante	 susceptible	 de	 ser	 utilizada	

como	control	de	carga	(α-Tubulina).	Las	membranas	fueron	sometidas	a	un	proceso	de	“stripping”,	

que	consiste	en	la	desunión	de	los	anticuerpos	para	poder	proceder	a	incubar	con	un	anticuerpo	

primario	 diferente	 sin	 que	 haya	 una	 interferencia	 entre	 ellos.	 Se	 lavaron	 las	membranas	 con	 la	

solución	de	stripping	durante	30	min	en	agitación	suave	y	después	se	 lavaron	3	veces	durante	5	

min	con	TBS-T	0.1%	con	agitación	fuerte	para	volver	a	ser	bloqueadas	e	incubadas.		

	

	

7.4. Cuantificación	del	Contenido	de	GMPc	en	el	Tejido	Adiposo.	

	

Se	 realizó	mediante	 la	 detección	 colorimétrica	por	 inmunoensayo	enzimático	 competitivo.	

La	construcción	de	la	curva	patrón,	así	como	la	determinación	de	GMPc	en	las	muestras	de	interés	

se	 llevaron	 a	 cabo	 bajo	 las	 especificaciones	 del	 fabricante	 (Cayman	 Chemical	 Company,	 Ann	

Harbor,	MI,	USA).	La	concentración	de	GMPc	en	cada	una	de	las	muestras	se	determinó	después	

de	realizar	las	correcciones	matemáticas	correspondientes.	Brevemente:	los	tejidos	se	congelaron	

en	nitrógeno	 líquido	 inmediatamente	después	de	 ser	 retirados	del	animal	de	experimentación	y	

fueron	conservados	a	-70	°C	hasta	su	utilización.	Las	muestras	se	homogenizaron	en	una	solución	

acuosa	 de	 ácido	 tricloroacético	 utilizando	 un	 homogenizador	 de	 tejidos	 tipo	 politrón	 y	

manteniendo	la	muestra	en	hielo.	Después	de	centrifugar	a	1500*g	por	10	min,	el	sobrenadante	

se	 colocó	 en	 tubos	 limpios	 y	 se	 lavó	 con	 éter	 saturado	 de	 agua,	 el	 cual	 fue	 removido	 por	

calentamiento	 a	 70°C.	 Las	 muestras	 se	 colocaron	 en	 una	 placa	 óptica	 de	 plástico	 de	 96	 pozos	

mezclándose	 con	 un	 suero	 anti-GMPc.	 La	 placa	 fue	 incubada	 en	 refrigeración	 durante	 18	 h	 y	

después	de	 lavar	3	veces	 con	un	buffer	de	 lavado	proporcionado	por	el	 fabricante,	 se	añadió	 la	

solución	rastreadora	de	GMPc	a	las	muestras.	Se	tomaron	lecturas	de	densidad	óptica	a	405	y	420	

nm.	Los	datos	fueron	procesados	de	acuerdo	a	las	instrucciones	del	fabricante.		

	

7.5. Cuantificación	de	la	Actividad	Lipolítica.	

La	cuantificación	de	la	tasa	lipolítica	del	tejido	adiposo	epididimal	se	llevó	a	cabo	a	través	de	

la	 cuantificación	 colorimétrica	 indirecta	 del	 glicerol	 liberado	 por	 las	 células	 grasas	 aisladas	 del	
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tejido	 adiposo	 epididimal	 de	 los	 animales	 de	 experimentación,	 en	 condiciones	 apropiadas	 para	

que	la	lipólisis	fuera	llevada	a	cabo.		

	

7.5.1. Aislamiento	de	Adipocitos.		

Se	realizó	mediante	la	técnica	reportada	por	Rodbell	 (1961),	con	ligeras	modificaciones	y	

estandarizada	 para	 ser	 realizada	 a	 microescala.	 Una	 vez	 que	 el	 animal	 de	 experimentación	 se	

encontró	debidamente	anestesiado,	se	extrajeron	ambos	paquetes	de	grasa	epididimal,	cortando	

con	 cuidado	 para	 evitar	 que	 las	 venas	 principales	 fueran	 cortadas	 y	 la	 sangre	 contaminara	 el	

tejido.	 Los	 paquetes	 de	 grasa	 se	 colocaron	 en	 una	 solución	 de	 Ringer-Krebs	 adicionada	 con	

Albúmina	 Sérica	 Bovina	 libre	 de	 ácidos	 grasos	 (4%)	 y	 colagenasa	 de	 rábano	 picante	 tipo	 II	 (1	

mg/mL)	 y	 se	 trituraron	 mecánicamente	 con	 tijeras	 para	 obtener	 trozos	 de	 tejido	 de	 tamaño	

pequeño	 (3	 a	 5	 mm).	 La	 suspensión	 de	 tejido	 adiposo	 se	 sometió	 a	 un	 proceso	 de	 digestión	

enzimática	durante	30	min,	a	una	temperatura	de	37	°C	en	agitación	constante	(200	rpm)	en	un	

baño	metabólico.	La	composición	de	la	solución	de	Ringer-Krebs	se	detalla	en	la	tabla	1.	

	

	

	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

Transcurrido	el	período	de	digestión,	la	suspensión	de	células	se	pasó	a	través	de	un	filtro	

de	nylon	para	separar	las	células	grasas	de	la	fracción	estromo-vascular	del	tejido	hidrolizado.	Los	

adipocitos	 aislados	 se	 lavaron	 2	 veces	 con	 un	 volumen	 de	 solución	 Ringer-Krebs	 con	 Albúmina	

libre	de	ácidos	grasos	(1%)	a	pH	7.5	para	eliminar	los	residuos	de	colagenasa	y	se	separaron	de	la	

solución	 mediante	 centrifugación	 suave	 (1	 min,	 1000	 rpm).	 Se	 evitó	 que	 el	 paquete	 celular	

Compuesto Concentración Final 
NaCl 4.5% 100 mL 
KCl 7% 4 mL 
KH2PO4 10.5% 1 mL 
MgSO4 19.1% 1 mL	
NaHCO3 6.5% 1 mL	
Agua 514 mL 
CaCl2 2.5 mM 231.39 mg 
HEPES 25 mM 3.7592 g 
Glucosa 2mM 227.16 mg 
Adenosina 2nM 3.3 ng/mL  

Tabla	1.	Composición	de	la	solución	Ringer-Krebs	utilizada	para	la	digestión	de	tejido	adiposo	y	aislamiento	de	adipocitos.	
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permaneciera	bajo	condiciones	ambientales	por	más	de	30	min	para	evitar	que	 la	 supervivencia	

celular	fuera	afectada.	

	

7.5.2. Incubación	Lipolítica	y	Cuantificación	de	Glicerol.	

Se	llevó	a	cabo	mediante	una	adaptación	a	microescala	de	la	técnica	de	Honnor	(Honnor	et	

al.	1985).	En	microtubos	se	colocó	el	medio	de	 incubación	para	 la	 lipólisis	de	 los	adipocitos	que	

consistió	 en	 solución	 de	 Ringer-Krebs	 con	 Albúmina	 libre	 de	 ácidos	 grasos	 (4%).	 El	 10%	 del	

volumen	de	reacción	fue	ocupado	por	las	células	grasas.	Los	tubos	se	incubaron	a	37	°C	durante	45	

min	con	agitación	moderada	(150	rpm).		

	

Para	 detener	 la	 reacción	 una	 vez	 transcurrido	 el	 tiempo	 necesario,	 los	 microtubos	 se	

colocaron	en	un	baño	de	hielo	durante	5	min.	Después,	se	centrifugaron	a	13500	rpm	durante	10	

min	 a	 4	 °C.	 Se	 tomó	 la	 fase	 líquida	que	 se	 forma	entre	 el	 pastel	 de	 grasa	 flotante	 y	 el	 paquete	

celular	que	queda	al	fondo	del	tubo	y	se	pasó	a	un	nuevo	mictorubo	para	evitar	contaminaciones	

que	puedan	causar	interferencia	en	la	determinación	de	glicerol.	Se	tomó	una	alícuota	de	150	µL	

de	 la	 fase	 que	 contiene	 el	 glicerol	 y	 se	 hizo	 reaccionar	 durante	 15	 min	 a	 37	 °C	 en	 agitación	

moderada	(150	rpm)	con	una	mezcla	de	reacción	cuya	composición	detallada	se	encuentra	en	 la	

tabla	2.		 	

	

	

	

Triton X-100 0.008000 g 
MgSO4 0.009800 g 
HEPES 0.476600 g 
EDTA 0.007400 g 
4-amoniantipirina 0.020300 g 
4-clorofenol 0.006940 g      
ATP 0.022040 g 
Peroxidasa 0.000512 g  
Glicerol-3-P-oxidasa 1.5 UI  
Glicerol cinasa 4.5 UI 

	

	

Transcurrido	el	tiempo	de	reacción,	la	concentración	de	glicerol	se	determinó	mediante	la	

densidad	ótpica	de	 las	muestras	a	505	nm	reportándose	 los	 resultados	como	µmoles	de	glicerol	

por	unidad	de	 volumen	de	 células.	 Para	 la	determinación	de	 la	 concentración	 se	debe	 construir	

Tabla	2.	Composición	de	mezcla	de	reacción	para	la	determinación	colorimétrica	indirecta	de	glicerol.	
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una	 curva	 patrón	 de	 glicerol	 utilizando	 como	 disolvente	 solución	 de	 Ringer-Krebs-Albúmina	 4%	

que	comprenda	concentraciones	desde	50	µmol	hasta	1	mmol.		

	

7.6. Análisis	Estadístico.	

Los	 cálculos	 necesarios	 para	 el	 análisis	 estadístico	 se	 realizaron	 mediante	 el	 programa	

informático	 Statview	 4.57.0.0	 de	 Abacus	 Concepts	 Inc	 (Berkeley,	 CA,	 USA).	 Los	 datos	 fueron	

presentados	 como	 el	 promedio	 de	 las	 mediciones	 ±	 el	 error	 estándar	 (ES).	 Las	 diferencias	

significativas	entre	los	grupos	fueron	determinadas	mediante	una	prueba	de	Fisher	no	pareada.	Se	

consideró	que	una	diferencia	significativa	existe	cuando	el	valor	de	P	<0.05.			

	

8. Resultados.	

8.1. Contenido	de	GMPc	en	Tejido	Adiposo	Epididimal	

Un	aumento	en	la	concentración	intracelular	de	GMPc	ha	sido	reconocido	como	la	base	de	la	

teoría	más	aceptada	del	mecanismo	de	acción	de	la	biotina	tanto	in	vitro	(Solórzano-Vargas	et	al.	

2002;	De	La	Vega	y	Stockert	2000)	como	 in	vivo	 (Aguilera-Méndez	y	Fernández-Mejía	2012).	Los	

resultados	 del	 efecto	 de	 la	 biotina	 sopbre	 el	 GMPc	 se	 han	 obtenido	 en	 el	 tejido	 hepático,	 sin	

embargo	 no	 ha	 sido	 investigado	 en	 adipocitos.	 Debido	 a	 esto,	 analizamos	 los	 niveles	 de	 GMPc		

contenidos	 en	 el	 tejido	 adiposo	 epididimal	 de	 ratones	 a	 los	 que	 se	 les	 administró	 una	 dieta	

conteniendo	56	veces	la	cantidad	de	biotina	presente	en	la	dieta	control.	Como	puede	observarse	

en	 la	 figura	 7,	 el	 consumo	 de	 la	 dieta	 suplementada	 con	 biotina	 originó	 un	 incremento	 en	 el	

contenido	 de	 GMPc	 del	 tejido	 adiposo	 de	 los	 animales	 de	 experimentación	 al	 comparar	 con	 el	

grupo	control	.		
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8.2. Análisis	de	Proteínas	por	Western	Blot	

8.2.1. AMPK.	

	 Se	ha	encontrado	que	existen	diferencias	tejido-específicas	en	el	efecto	farmacológico	de	
la	biotina	así	como	la	regulación	de	AMPK	(Larrieta	et	al.	2010;	Lim	et	al.	2010;	Bijland	et	al.	2013;	
Dakshinamurti	&	Li	1994).	En	este	trabajo	se	determinó	la	acción	de	la	suplementación	de	biotina	
sobre	la	AMPK	del	tejido	adiposo.	Los	resultados	revelaron	la	presencia	más	abundante	de	la	
forma	activa	de	AMPK	en	los	paquetes	de		tejido	graso	obtenido	de	los	animales	tratados	en	
comparación	con	los	animales	sin	tratar	(Fig.	8).		
	
	
	
	
	

Figure	7.	Contenido	de	GMPc	en	el	tejidos	adiposo	epididimal	de	ratones	control	(n)	y	ratones	suplementados	con	
biotina	(¨).	*	indica	diferencia	estadística	significativa	comparado	con	el	control.	n	=	9.		

*	
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Como	 indicativo	del	 aumento	en	 la	 actividad	de	 la	AMPK	 se	procedió	 a	 analizar	 blancos	

moleculares	de	la	AMPK,	como	lo	son	las		isoformas	fosforiladas	de	la	acetil-CoA	carboxilasa			

	

	

	

	

	

8.2.2. Acetil-CoA	carboxilasa-1	fosforilada.		

	

El	aumento	en	la	forma	fosforilada	de	esta	carboxilasa	provoca	su	inhibición,	dando	lugar	a	

una	 disminución	 en	 la	 producción	 de	 malonil-CoA	 que	 tiene	 como	 significado	 la	 limitación	 del	

sustrato	inicial	de	la	lipogénesis	utilizado	por	la	ácido	graso	sintasa,	disminuyendo	en	forma	global	

el	proceso	lipogénico	(Sullivan	et	al.	1994).		

	

Para	determinar	 la	abundancia	de	 la	acetíl-CoA	carboxilasa	Los	resultados	revelaron	que	 la	

acetil-CoA	carboxilasa-1	fosforilada	se	encontró	en	mayor	abundancia	en	los	extractos	totales	del	

B1				B2				B3 C1				C2						C3 
Fosfo-αAMPK 
αTubulina 

63	kDa 
50	kDa 

Figure	8.	Análisis	semicuantitativo	por	Western	blot	(arriba)	y	densitometría	semicuantitativa	(abajo)	de	Fosfo-
AMPK	(fosforilada)	de	tejido	adiposo	epididimal	de	ratones	control	(	C,	n)	y	ratones	suplementados	con	biotina	

(B,	¨).	*	indica	diferencia	estadística	significativa	comparado	con	el	control.	Imagen	representativa	de	4	
experimentos	independientes.	n=16.	Los	carriles	del	Western	blot	se	encuentran	identificados	en	la	parte	

superior	y	corresponden	a	extractos	proteícos	obtenidos	del	tejido	adiposo	de	diferentes	ratones	de	cada	uno	
de	los	grupos	experimentales	utilizados.		

	

*	



47	

tejido	 adposo	 epididimal	 de	 los	 animales	 suplementados	 con	 biotina	 en	 comparación	 con	 los	

ratones	pertenecientes	al	grupo	control	 (Fig.	9).	Debido	al	alto	peso	molecular	de	 la	enzima	 fue	

necesario	 efectuar	 el	 corrimiento	 de	 las	 proteínas	 en	 geles	 de	 acrilamida	 al	 8%,	 esto	 provocó	

dificultades	en	el	manejo	de	los	geles	y	se	observaron	algunas	diferencias	en	el	control	de	carga.	

Sin	 embargo,	 esta	 diferencia	 estadísticamente	 significatica	 a	 pesar	 de	 la	 variación	 experimental	

que	el	tejido	adiposo	produce	de	forma	intrínseca	en	estas	técnicas.	

	

	

	

	

	

	

	

	

8.2.3. Acetil-CoA	carboxilasa-1	fosforilada-2		

La	fosforilación	de	la	acetil-CoA	carboxilasa-2	inhibe	su	actividad.	A	diferencia	de	la	

acetíl-carboxilasa-1	que	se	encuentra	en	el	citosol,	la	isoforma	acetíl-CoA	carboxilasa-2	se	

localiza	 en	 la	 mitocondria	 y	 su	 función	 se	 encuentra	 involucrada	 en	 el	 proceso	 de	

internalización	 de	 los	 ácidos	 grasos	 hacia	 la	matriz	 de	 la	mitocondria	 para	 su	 posterior	

utilización	 en	 el	 proceso	 de	 β	 -oxidación	 (Abu-Elheiga	 et	 al.	 2000),	 en	 donde	 la	

fosforilación	de	la	acetil-CoA	carboxilasa-2,	origina	una	menor	formación	de	Malonil-CoA,	

B1					B2				B3 C1						C2						C3		 
Fosfo-ACC1 
αTubulina 

265	kDa 
50	kDa 

Figure	9.	Análisis	semicuantitativo	por	Western	blot	(arriba)	y	densitometría	semicuantitativa	(abajo)	de	ACC1-P	
(fosforilada)	de	tejido	adiposo	epididimal	de	ratones	control	(C,	n)	y	ratones	suplementados	con	biotina	(B,	¨).	*	
indica	diferencia	estadística	significativa	comparado	con	el	control.	Imagen	representativa	de	4	experimentos	
independiente	.con	4	muestras	por	grupo.	n=16.	Los	carriles	del	Western	blot	se	encuentran	identificados	en	la	
parte	superior	y	corresponden	a	extractos	proteícos	obtenidos	del	tejido	adiposo	de	diferentes	ratones	de	cada	

uno	de	los	grupos	experimentales	utilizados.		
	

*	
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lo	que	resulta	en	una	des-represión	de	 la	 inhibición	de	 la	beta-oxidación	y,	por	ende,	un	

aumento	de	la	b-oxidación	de	éstos..		De	igual	manera	al	efecto	observado	sobre	la	acetil-

CoA	 carboxilasa	 citoplásmica,	 la	 isoforma	 mitocondrial,	 se	 encontró	 con	 un	 estado	 de	

fosforilación	aumentado	en	el	grupo	suplementado	al	comparar	con	el	grupo	control	(Fig.	

10).	

	

	

	

	

	

	 	

	

	

	

8.3.	Lipólisis.	

	La	lipólisis	en	el	tejido	adiposo	es	un	proceso	crítico	en	la	regulación	de	los	niveles	séricos	

de	ácidos	grasos	no	esterificados	(Kolditz	&	Langin	2010).	El	efecto	de	la	biotina	sobre	la	 lipólisis	

no	ha	 sido	 reportada.	 Para	determinar	 si	 este	proceso	participa	en	 la	disminución	de	 los	 ácidos	

grasos	provocada	por	el	tratamiento	con	la	vitamina	(	Boone-Villa	et	al.	2015)	se	determinó	la	tasa	

lipolítica	analizando	los	niveles	de	glicerol	liberado	al	medio	de	reacción	por	adipocitos	aislados	de	

la	 grasa	 epididimal	 de	 los	 animales	 sometidos	 a	 la	 dieta	 suplementada	 con	 biotina.	 No	 se	

Figure	10.	Análisis	semicuantitativo	por	Western	blot	(arriba)	y	densitometría	semicuantitativa	(abajo)	de	ACC2-P	(fosforilada)	de	
tejido	adiposo	epididimal	de	ratones	control	(n)	y	ratones	suplementados	con	biotina	(¨).	*	indica	diferencia	estadística	

significativa	comparado	con	el	control.	Imagen	representativa	de	4	experimentos	independiente	con	4	muestras	por	grupo.	
n=16.	Los	carriles	del	Western	blot	se	encuentran	identificados	en	la	parte	superior	y	corresponden	a	extractos	proteícos	

obtenidos	del	tejido	adiposo	de	diferentes	ratones	de	cada	uno	de	los	grupos	experimentales	utilizados.		
	

*	
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observaron	 diferencias	 significativas	 entre	 ambos	 grupos	 experimentales	 (0.29	 ±	 0.05	 μmol/mL	

para	el	grupo	control	vs	0.33	±	0.08	μmol/mL	para	el	grupo	suplementado,	Fig.	11).		

	

	

	 	

	

	 	 	

	

Fig.	11.-	Efecto	de	la	suplementación	de	biotina	en	el	nivel	de	lipólisis	basal	en	ratones	suplementados	con	
biotina	durante	8	semanas.	(n)	Grupo	control;	(☐)	Grupo	suplementado.	La	gráfica	representa	la	media	±	EE.	

*	denota	diferencia	significativa	entre	los	grupos	experimentales	(P>0.05)	(n	=	18).	
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9. Discusión.	
	
Numerosos	 estudios	 han	 demostrado	 que	 concentraciones	 farmacológicas	 de	 biotina	

provocan	disminuciones	en	los	niveles	de	los	lípidos	plasmáticos,	estos	efectos	se	han	observado	

tanto	en	condiciones	normo	(Steigerwal	&	Bohele	1962;	Marshall	&	Kliman	1980)	 (Larrieta	et	al.	

2010)	 (Aguilera-Mendez	y	Fernandez-Mejia	2012)	e	hiperlipidémicas	hiperlipémicos	(Dokusova	&	

Krivoruchenko	1972a;	Marshall	et	al.	1976;	Báez-Saldaña	&	Ortega	2004;	Singer	&	Geohas	2006;	

Revilla-Monsalve	 et	 al.	 2006;	 Geohas	 et	 al.	 2007)	 (Sahin	 et	 al.	 2013).	 Los	 mecanismos	 por	 los	

cuales	 la	 suplementación	 farmacológica	de	biotina	modifica	el	metabolismo	de	 lípidos	 son	poco	

conocidos.	Nuestro	laboratorio	ha	estudiado	los	mecanismos	mediante	los	cuales	la	biotina	ejerce	

su	efecto	hipolipemiante,	encontrándo	que	la	biotina	disminuye	la	expresión	de	genes	de	enzimas	

y	 factores	 transcripcionales	 de	 la	 vía	 lipogénica	 en	 ratones	 normolipémicos	 y	 que	 este	 efecto	

difiere	entre	el	hígado	y	el	tejido	adiposo	%	(Larrieta	et	al.	2010).	Posteriormente	,	investigando	las	

vías	 de	 señalización	 y	 mecanismos	 post-transcripcionales	 de	 este	 efecto	 se	 demostró	 que	 la	

suplementación	 con	 biotina	 disminuye	 la	 lipogénesis	 hepática	 mediante	 un	 mecanismo	 que	

involucra	un	 aumento	en	el	 contenido	de	GMPc	 y	 la	 activación	de	 la	AMPK	 (Aguilera-Méndez	 y	

Fernández-Mejía	2012).	El	tejido	adiposo	blanco	tiene	un	papel	central	en	la	homeostasis	lipídica.	

Como	 se	 señaló	 en	 la	 introducción,	 se	 ha	 documentado	 que	 las	 acciones	 farmacológicas	 de	 la	

biotina	 difieren	 entre	 los	 tejidos	 (Larrieta	 et	 al.	 2012;	Dakshinamurti	&	 Chauhan	 1994)	 y	 que	 la	

AMPK	 es	 regulada	 de	 manera	 tejido-específica	 (Lim	 et	 al.	 2010;	 Bijland	 et	 al.	 2013).	 En	 este	

proyecto	 proponemos	 estudiar	 los	 efectos	 de	 la	 biotina	 sobre	 estas	 proteínas	 reguladoras	 del	

metabolismo	de	los	lípidos	en	el	tejido	adiposo.	

	

	Los	 resultados	 obtenidos	 en	 este	 trabajo	 encontraron	 que	 en	 el	 tejido	 adiposo	 la	

suplementación	de	biotina	en	la	dieta	aumentó	el	contenido	de	GMPc.	Este	efecto	ha	sido	descrito	

en	 en	 extracto	 celulares	 de	 hígado	 (Vesely	 1982),	 en	 línea	 celular	 hepática	 HepG2	 el	 hígado	

(Solórzano-Vargas	 et	 al.	 2002;	De	 La	 Vega	 y	 Stockert	 2000)	 y	 en	 hepatocitos	 aislados	 (Spence	 y	

Koudelka	 1984).	 La	mediación	del	GMPc	 en	 la	 acción	de	 la	 biotina	 también	 fue	 encontrado	por	

nuestro	grupo	en	islotes	pancreáticos	aislados	de	ratas	Wistar,	efecto	que	es	eliminado	cuando	se	

bloquea	selectivamente	la	ruta	de	señalización	de	PKG	proponiendo	a	ésta	como	la	mediadora	de	

los	efectos	de	la	biotina	en	los	islotes	pancreáticos	(Vilches-Flores	et	al.	2010).	En	conjunto,	estos	
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resultados	 indican	que	 la	activación	de	 la	vía	de	señalización	de	GMPc/PKG,	es	un	denominador	

común	en	los	efectos	de	la	biotina	en	concentraciones	farmacológicas.	

	

Con	 el	 fin	 de	 investigar	 si	 la	 suplementación	 con	 biotina	 actúa	 sobre	 la	 activación	 de	 la	

AMPK	 en	 le	 tejido	 adiposo,	 de	 la	misma	manera	 que	 observamos	 en	 el	 hígado,	 estudiamos	 los	

efectos	 de	 la	 suplementación	 con	 biotina	 en	 el	 tejido	 adiposo	 epididimal	 mediante	 la	

determinación	 de	 la	 abundancia	 relativa	 de	 la	 especie	 activa	 de	 AMPK.	 Los	 resultados	 que	 se	

presentan	 en	 este	 trabajo	muestran	 que	 la	 abundancia	 relativa	 de	 la	 forma	 activa	 de	 AMPK	 se	

encontró	incrementada.	De	lo	que	podemos	concluir	que,	en	este	modelo	experimental,	la	acción	

de	la	vitamina	es	similar	entre	los	dos	tejidos.	

	

Este	 trabajo	 ha	 demostrado	 que	 existe	 una	 relación	 entre	 la	 activación	 de	 AMPK	 y	 el	

aumento	 en	 el	 contenido	 de	GMPc	 en	 el	 tejido	 adiposo.	 Además	 del	 incremento	 de	 la	 relación	

AMP/ATP,	la	cinasa	hepática	LKB1	(Hawley	et	al.	2003)	y	la	Cinasa	de	Calmodulina	dependiente	de	

Ca,	 CaMKβ	 (Hawley	 et	 al.	 2005;	 Gormand	 et	 al.	 2011),	 en	 estudios	 recientes	 (Deshmukh	 et	 al.	

2010;	Ramnanan	et	al.	2010;	Souza	et	al.	2011)	se	ha	encontrado	que	 la	ruta	de	señalización	de	

GMPc/PKG	actúa	como	un	activador	río	arriba	de	AMPK.	Deshmuk	et	al.,	en	2010	encontraron	que	

un	nivel	aumentado	de	GMPc	promueve	el	transporte	de	glucosa	de	manera	concomitante	con	la	

activación	de	AMPK	tanto	en	músculo	esquelético	como	en	línea	celular	muscular	L6,	efectos	que	

fueron	 prevenidos	 al	 añadir	 un	 inhibidor	 de	 la	Guanilato	 Ciclasa	 	 (Deshmukh	 et	 al.	 2010).	 En	 el	

caracol	 desértico	 Otala	 lacteal,	 se	 llevaron	 a	 cabo	 experimentos	 donde	 se	 inhibió	 la	 actividad	

Guanilato	Ciclasa	para	demostrar	que	la	ruta	de	señalización	de	PKG	regula	la	actividad	de	AMPK	

(Ramnanan	et	al.	2010).	En	cultivos	de	células	de	tejido	adiposo	humano,	 la	activación	de	PKG-1	

por	acción	de	los	péptidos	natriuréticos	incrementa	los	niveles	de	la	forma	activa	de	AMPK	(Souza	

et	al.	2011).	Dada	la	complejidad	que	conlleva	la	corroboración	de	rutas	metabólicas	en	modelos	

experimentales	 in	vivo,	el	presente	trabajo,	aunado	a	 los	estudios	anteriores	de	este	 laboratorio		

Aguilera-Méndez	&	Fernández-Mejía	2012),	representa	un	primer	intento	de	elucidar	la	influencia	

de	 la	 suplementación	 de	 biotina	 en	 la	 concentración	 de	 GMPc	 que	 puede	 actuar	 como	 un	

activador	 de	 AMPK.	 Los	 resultados	 aquí	 presentados	 han	 dado	 una	 nueva	 luz	 a	 nuestra	

comprensión	 de	 los	 mecanismos	 de	 acción	 de	 la	 biotina	 sobre	 la	 relación	 que	 guardan	 dicho	

segundo	 mensajero	 y	 una	 de	 la	 enzimas	 más	 importantes	 en	 la	 regulación	 del	 metabolismo:	

AMPK.	Sin	embargo,	 son	necesarios	 futuros	estudios	especialmente	diseñados	para	esclarecer	 si	
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existe	una	 relación	 causa-efecto	directa	entre	el	 aumento	de	GMPc	y	 la	 activación	de	AMPK	en	

respuesta	a	la	biotina	en	el	tejido	adiposo.		

	

	Estudios	in	vitro	han	encontrado	que	los	péptidos	natriuréticos,	hormonas	que	aumentan	

la	 concentración	 de	GMPc,	 incrementan	 la	 lipólisis	 y	 esto	 es	 atenuado	 al	 inhibir	 la	 actividad	 de	

AMPK	indicando	una	relación	directa	entre	la	cinasa	y	el	proceso	lipolítico	(Souza	et	al.	2011).	En	el	

presente	trabajo	encontramos	que	los	paquetes	de	grasa	epididimal	de	ratones	alimentados	con	

una	dieta	 suplementada	 con	biotina	durante	8	 semana	 incrementaron	 sus	niveles	de	GMPc	y	 la	

abundancia	relativa	de	la	forma	activada	de	AMPK,	pero	sin	modificar	su	tasa	lipolítica.	Como	ha	

sido	encontrado	para	algunos	activadores	de	AMPK	(Bijland	et	al.	2013),	podemos	especular	que	

las	 diferencias	 entre	 la	 duración	 de	 los	 tratamientos	 y	 las	 condiciones	 de	 estudio	 pueden	 ser	

factores	de	las	diferencias	observadas	entr	los	dos	estudios.	En	el	caso	de	los	estudios	por	Souza	

los	experimentos	se	llevaron	a	cabo	in	vitro		y	el	tratamiento	se	realizó	de	forma	aguda.	En	tanto	

que	en	nuestros	estudios	el	tratamiento	con	un	agonista	del	GMPc	se	llevó	a	cabo	in	vivo	mediante	

la	 alimentación	 y	 la	 determinación	 de	 la	 lipólisis	 se	 realizó	 ex	 vivo.	 Estas	 diferencias	 podrían	

explicar	la	obtención	de	resultados	contrastantes	en	la	relación	de	GMPc,	AMPK,	y	lipólisis,	entre	

los	 dos	 trabajos.	 En	 apoyo	 a	 esta	 observación,	 es	 necesario	 recordar	 que,	 a	 pesar	 de	 la	 idea	

general	 de	 que	 la	 activación	 de	 AMPK	 reduce	 la	 actividad	 lipolítica,	 los	 trabajos	 que	 han	 sido	

realizados	 sobre	 este	 tema	 no	 han	 podido	 llegar	 a	 un	 concenso	 sobre	 la	 relación	 que	 tienen	 la	

cinasa	y	la	actividad	lipolítica	(Garton	et	al.	1989;	Moule	&	Denton	1998;	Watt	et	al.	2006;	Higa	et	

al.	2014;	Lee	&	Lee	2015;	Rocha	et	al.	2015;	Boone-Villa	et	al.	2015).	Si	bien	varios	estudios	han	

reportado	efectos	anti-lipolíticos	con	la	activación	de	AMPK	(Garton	et	al.	1989;	Daval	et	al.	2005;	

Koh	et	al.	2007;	Anthony	et	al.	2009;	Gaidhu	et	al.	2009;	Lee	&	Lee	2015)	otros	estudios	apoyan	

que	 la	 activación	 de	 esta	 cinasa	 estimula	 la	 lipólisis	 (Moule	 &	 Denton	 1998;	Watt	 et	 al.	 2006;	

Ahmadian	et	al.	2011;	Rocha	et	al.	2015)	y	que	estos	estudios	se	han	realizado	en	su	gran	mayoría	

en	 condiciones	 in	 vitro.	 Recientemente,	 un	 estudio	 in	 vivo	 en	 el	 cual	 se	 alimentaron	 ratones	

C57BL/6J	 con	diferentes	dietas,	 una	de	 ellas	 alta	 en	 grasa,	 combinado	 con	entrenamiento	 físico	

reportó	que	la	de	AMPK	se	relacionó	de	forma	negativa	con	la	lipólisis	en	el	grupo	que	recibió	la	

dieta	alta	en	grasa	pero	no	fue	entrenado,	y	presentó	una	relación	directa	con	la	tasa	lipolítica	en	

los	 animales	 que	 se	 alimentaron	 con	 dieta	 alta	 en	 grasa	 pero	 que	 llevaron	 a	 cabo	 un	

entrenamiento	 físico;	 esto	 pone	 en	 evidencia	 una	 relación	 AMPK-lipólisis	 dependiente	 de	 las	

condiciones	 generales	 del	 organismo	 (Higa	 et	 al.	 2014).	 Otro	 factor	 que	 interviene	 en	 las	
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discrepancias	encontradas	es	el	órden	de	 los	estímulos	 lipolíticos.	En	el	2006	un	 trabajo	publicó	

que	 si	 la	 lipólisis	 es	 inducida	 por	 adrenalina	 y	 después	 se	 añade	 AICAR	 al	 medio,	 la	 actividad	

lipolítica	aumenta	al	igual	que	la	fosforilación	de	AMPK	pero	la	adición	de	los	estímulos	en	orden	

inverso	disminuyen	la	degradación	de	triglicéridos	y	la	fosforilación	de	la	lipasa	pero	se	aumenta	la	

fosforilación	de	la	cinasa	(Watt	et	al.	2006).	Otro	estudio	reporta	que	el	Orlistat,	una	droga	que	se	

utiliza	para	el	 tratamiento	de	 la	obesidad	ya	que	previene	parcialmente	 la	absorción	de	 la	grasa	

dietaria	 mediante	 la	 inhibición	 de	 la	 actividad	 lipasa	 general,	 provoca	 incremento	 en	 la	

concentración	de	AMPc	pero	no	en	la	actividad	de	AMPK	inducida	por	forskolina	concluyendo	que	

el	 cambio	 en	 la	 actividad	 de	 la	 cinasa	 es	 un	 reflejo	 del	 incremento	 en	 la	 actividad	 lipolítica	

ocasionado	 por	 la	 activación	 de	 la	 PKA	 por	 la	 vía	 adrenergíca	 y	 no	 tiene	 relación	 con	 la	

concentración	del	nuclótido	o	incluso	la	fosforilación	de	LKB1	(Gauthier	et	al.	2008).	

	

En	el	tejido	adiposo,	AMPK	juega	un	rol	clave	en	la	regulación	del	metabolismo	de	grasas	

(Bijland	 et	 al.	 2013).	 Cuando	 AMPK	 se	 encuentra	 en	 su	 forma	 activa	 (fosforilada	 en	 su	 residuo	

Thr172),	fosforila	las	isoenzimas	acetil-Coa	carboxilasa-1	y	-2	inhibiendo	su	actividad	(Daval	et	al.	

2005;	Watanabe-Kamiyama	et	 al.	 2008).	 En	 concordancia	 con	 esto,	 en	 este	 trabajo	 se	 encontró	

que	 la	 suplementación	 con	 biotina	 incrementa	 la	 presencia	 de	 la	 forma	 fosforilada	 de	 ambas	

isoenzimas	 de	 acetil-CoA	 carboxilasa.	 En	 cuanto	 a	 la	 acetil-CoAcarboxilasa-1,	 el	 aumento	 en	 la	

forma	 fosforilada	 de	 esta	 enzima	 provoca	 su	 inhibición,	 dando	 lugar	 a	 una	 disminución	 en	 la	

producción	 de	 malonil-CoA	 que	 tiene	 como	 significado	 la	 limitación	 del	 sustrato	 inicial	 de	 la	

lipogénesis	utilizado	por	ácido	grasa	sintasa,	disminuyendo	en	forma	global	el	proceso	lipogénico	

(Sullivan	et	al.	1994).	En	el	año	2002	Levert	y	col.	publicaron	un	reporte	donde	se	demostró	que	un	

análogo	 cloroacetilado	 de	 la	 biotina	 que	 puede	 atravesar	 la	 membrana	 por	 difusión	 pasiva	

disminuye	la	actividad	de	acetil-CoA	carboxilasa-1	sin	afectar	su	expresión;	de	 la	misma	forma	el	

proceso	de	diferenciación	de	preadipocitos	3T3-L1	se	ve	afectado	al	inhibir	la	expresión	de	PPARγ,	

STAT1	 (Transductor	 de	 Señales	 y	 Transcripción	 Activada	 1,	 Signal	 transducer	 and	 activated	

transcription	 1)	 y	 STAT5A	 así	 como	 la	 acumulación	 de	 lípidos	 que	 ocurren	 normalmente	 en	 la	

adipogénesis.	El	bloqueo	que	esta	sustancia	provoca	en	 la	expresión	de	PPARγse	traduce	en	una	

disminución	de	 la	 	 diferenciación	de	 las	 células	 en	adipositos	maduros	 (Levert	 et	 al.	 2002).	 Este	

trabajo	 postula	 la	 hipótesis	 de	 que	 tal	 derivado	 de	 la	 biotina	 interacciona	 con	 la	 Coenzima	 A	

intracelular	y	puede	inhibir	tanto	la	forma	citosólica	como	la	forma	mitocondrial	de	la	acetil-CoA	

carboxilasa,	basada	en	que	el	derivado	cloroacetilado	de	biotina	no	tuvo	efecto	sobre	la	actividad	
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de	estas	enzimas	en	extractos	celulares	aislados,	aunque	los	datos	de	estos	experimentos	no	son	

mostrados	 en	 la	 publicación	 (Levert	 et	 al.	 2002).	 Estos	 resultados	 concuerdan	 con	 lo	 que	 hasta	

ahora	 ha	 reportado	 nuestro	 grupo	 de	 investigación	 acerca	 del	 efecto	 de	 la	 biotina	 sobre	 el	

metabolismo	 de	 lípidos	 ya	 que	 los	 resultados	 publicados	 anteriormente	 por	 nuestro	 grupo	 de	

trabajo	 demostraron	 que	 el	 tratamiento	 con	 la	 vitamina	 disminuyó	 teóricamente	 la	 actividad	

lipogénica	 en	 el	 tejido	 adiposo	 de	 ratones	 por	medio	 de	 la	 expresión	 disminuída	 de	 genes	 que	

intervienen	en	esta	ruta	metabólica	(Larrieta	et	al.	2010).		

	

La	fosforilación	de	la	acetil-CoA	carboxilasa-2,	igualmente	origina	una	menor	formación	de	

Malonil-CoA,	 sustancia	 sirve	 como	 inhibidor	 de	 la	 enzima	 Carnitil	 Palmitoil	 Transferasa-1	

encargada	de	 transportar	 los	ácidos	grasos	al	 interior	de	este	organelo	para	 su	oxidación	dando	

como	resultado	una	des-represión	de	la	 inhibición	y,	por	ende,	un	aumento	de	la	β-oxidación	de	

éstos.	 Los	 datos	 obtenidos	 en	 este	 trabajo	 encontrando	que	que	 la	 suplementación	 con	biotina	

incrementa	 la	 presencia	 de	 la	 forma	 fosforilada	 de	 la	 acetil-CoA	 carboxilasa-2,	 sugiere	 que	 la	

vitamina	 podría	 incrementar	 la	 oxidación	 de	 los	 ácidos	 grasos	 en	 el	 tejido	 adiposo.	 Resulta	

importante	 señalar	 que	 resultados	 previos	 de	 este	 laboratorio,	 efectuados	 en	 músculo,	

encontraron	 que	 la	 administración	 de	 biotina	 en	 la	 dieta	 generó	 un	 aumento	 en	 la	 forma	

fosforilada	de	 la	acetil-CoA	carboxilasa-2	y	en	el	 flujo	oxidativo	de	 los	ácidos	grasos	evidenciado	

por	una	disminución	en	la	concentración	de	acil-carnitinas	de	cadena	corta,	mediana	y	larga	en	el	

músculo	esquelético	(Aguilera-Méndez	2012).		

	

Los	datos	experimentales	obtenidos	este	trabajo,	han	demostrado	que	la	biotina	no	ejerce	

ningún	efecto	sobre	la	lipólisis	en	el	tejido	adiposo	de	ratones	suplementados	con	la	vitamina.	Esto	

pudiera	 parecer	 contradictorio	 en	 el	 contexto	 de	 una	 disminución	 de	 los	 niveles	 séricos	 de	

triglicéridos	 y	 de	 ácidos	 grasos	 (Boone-Villa	 et	 al.	 2015).	 Sin	 embargo,	 la	 disminución	 en	 la	

actividad	lipogénica	(menor	producción	de	lípidos	de	novo)	y	la	mayor	actividad	del	flujo	oxidativo	

de	los	ácidos	grasos,	sugerida	por	los	experimentos	en	músculo	y	por	el	aumento	de	la	acetíl-CoA	

carboxylasa-2	en	tejido	adiposo,	podrían	explicar	la	disminución	sistémica	de	triglicéridos	y	ácidos	

grasos	que	se	observan	en	este	modelo	experimental.	

	

Los	datos	experimentales	obtenidos	durante	el	desarrollo	de	este	trabajo,	han	demostrado	

que	el	consumo	de	biotina	en	concentraciones	farmacológicas	modifica	la	actividad	de	la	AMPK	en	
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el	 tejido	adiposo	de	ratones.	Ya	que	 la	 literatura	cuenta	con	diversos	 reportes	que	relacionan	 la	

actividad	de	dicha	enzima,	o	su	ruta	de	señalización,	con	la	producción,	secreción	y/o	función	de	

importantes	moleculas	 regulatorias	que	 son	 sintetizadas	por	 el	 tejido	 graso	 como	 son	 la	 leptina	

(Harwood	2005;	Tong	&	Harwood	Jr.	2006),	adiponectina	(Dzamko	&	Steinberg	2009;	Wang	et	al.	

2011),	Factor	de	Necrosis	Tumoral	α	(Wiedmann	et	al.	2004;	Kim	et	al.	2012),	vimentina	(Bézaire	

et	al.	2009),	resistina	(Li	et	al.	2008;	Yang	et	al.	2010)	e	Interleucinas	1β	y	6	(Rodriguez-Melendez	

et	al.	2003;	Jeong	et	al.	2009),	abre	la	posibilidad	de	desarrollar	diversos	proyectos	investigando	el	

papel	 de	 la	 biotina	 a	 través	 de	 la	 ruta	 de	 señalización	 de	 AMPK	 sobre	 estas	 moléculas	 y	 sus	

posibles	conotaciones	metabólicas	y/o	aplicaciones	médicas.		

	

La	 evidencia	 obtenida	 en	 nuestro	 laboratorio,	 en	 un	 modelo	 experimental	 de	 ratones	

normales,	de	que	la	suplementación	de	biotina	en	la	dieta,	posee	efectos	hipotrigliceridemiantes	

(Larrieta	et	al.	2010;	Aguilera-Méndez	&	Fernández-Mejía	2012)	y	aumenta	la	secreción	de	insulina	

(Vilches-Flores	et	al.	2010;	 Lazo	de	 la	Vega-Monroy	et	al.	2013),	 aunado	con	otros	 reportes	que	

indican	que	estos	efectos	también	se	realizan	en	estados	patológicos	como	la	diabetes	(Lazo	de	la	

Vega-Monroy	et	al.	2013;	Hemmati	et	al.	2013),	la	hiperlipidemia	(Geohas	et	al.	2007;	Hemmati	et	

al.	2013)	y	el	síndrome	metabólico	(Sahin	et	al.	2013),	sugiere	que	 la	biotina	en	concentraciones	

farmaológicas	 podría	 ser	 utilizada	 para	 la	 prevención	 y/o	 tratamiento	 estas	 afecciones.	 Es	

mayoritariamente	aceptado	que	las	dosis	farmacológicas	de	biotina	son	inocuas	109.	Sin	embargo,	

como	 se	 señaló	anteriormente	en	 la	 sección	de	 la	 Introducción,	 existen	pocos	estudios	 sobre	el	

efecto	 tóxico	 de	 la	 biotina,	 la	 gran	 mayoríá	 de	 los	 reportes	 señala	 el	 uso	 de	 concentraciones	

farmacológicas	de	biotina	entre	30	y	650	veces	los	requerimientos	diarios	es	seguro.	Si	bien,	se	ha	

considerado	 que	 el	 exceso	 de	 las	 vitaminas	 hidrosolubles	 son	 eliminadas	 por	 el	 organismo,	 el	

hecho	 de	 que	 la	 suplementación	 con	 biotina	 produzca	 en	 concentraciones	 farmacológicas,	

cambios	sobre	la	expresión	de	genes	y	en	funciones	biológicas,	requiere	de	estudios	enfocados	a	

determinar	 si	 el	uso	de	 la	 suplementación	 con	biotina	a	 largo	plazo	podría	 ser	usado	como	una	

estrategia	terapéutica	sin	riezgos.	
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10. Conclusiones.	

Con	base	en	los	resultados	obtenidos	durante	el	desarrollo	del	presente	trabajo,	es	posible	

concluir	que	 la	suplementación	con	biotina	durante	8	semanas	a	 ratones	machos	sanos	provocó	

los	siguientes	efectos	en	el	tejido	adiposo:	

	

• Aumento	en	el	contenido	de	GMPc	

• Incremento	en	la	fosforilación	de	AMPK	en	Thr172	

• Aumento	en	la	fosforilación	de	ACC1	(Ser79)		

• Incremento	en	el	estado	de	fosforilación	de	ACC2	(Ser219)	

• No	hay	ninguna	influencia	del	tratamiento	sobre	la	lipólisis	de	los	adipocitos.	

	

Estos	 resultados	 demuestran	 que	 la	 biotina	 en	 concentraciones	 farmacológicas	 modifica	 el	

metabolismo	 de	 lípidos	 en	 el	 tejido	 adiposo	 influyendo	 sobre	 la	 expresión	 de	 enzimas	

reguladoras	de	 las	vías	de	 lipogénesis	y	de	β-oxidación	de	 los	ácidos	grasos.	Esta	acción	esta	

aunada	a	un	 incremento	en	 la	 concentración	de	GMPc	dentro	del	 tejido,	 sin	embargo	no	se	

detectó	ninguna	influencia	del	tratamiento	sobre	el	proceso	lipolítico	(Fig.	12).	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Fig.	12.-	Diagrama	General	de	la	influencia	de	la	suplementación	con	biotina	sobre	las	distintas	rutas	
metabólicas	de	los	lípidos	en	el	tejido	adiposo	de	ratones	sanos.		

? 
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11. Perspectivas.	

El	 modelo	 experimental	 aquí	 utilizado	 no	 es	 el	 ideal	 para	 demostrar	 los	 mecanismos	 de	

señalización	utilizados	por	la	vitamina	debido	a	que	los	sistemas	in	vivo	son	altamente	complejos.	

Una	posible	alternativa	que	puede	proporcionar	mayor	control	a	los	estudios,	es	utilizar	un	cultivo	

primario	de	adipocitos	aislados	de	rata	o	bien,	una	línea	celular	modelo	como	los	adipocitos	3T3-

L1.	 Estos	 modelos	 permitirían	 el	 uso	 de	 efectores	 moleculares	 que	 permitan	 confirmar	 la	

participación	de	las	vías	de	señalización	propuestas	en	este	trabajo	(ODQ	y	Rp-GMPSc	para	inhibir	

Guanilato	Ciclasa	y	PKG	respectivamente;	8-Br-GMP	y	AICAR	para	activar	Guanilato	Ciclasa	y	AMPK	

respectivamente).		

	

También	se	propone	realizar	experimentos	que	demuestren	que	la	oxidación	de	ácidos	grasos	

se	 encuentra	 incrementadamediante	 la	 determinación	 de	 la	 tasa	 de	 consumo	 de	 oxígeno	 de	

células	 adiposas	 mediante	 técnicas	 de	 respirometría.	 También	 es	 posible	 comprobar	 de	 forma	

directa	 si	 el	 proceso	 de	 β-oxidación	 se	 encuentra	 aumentado	 es	 la	 utilización	 de	 técnicas	

radiométricas	 que	 involucran	 el	 uso	 de	 ácido	 palmítico	 marcado	 radioactivamente	 (14C)	 y	

rotenona,	que	es	un	inhibidor	de	esta	ruta	metabólica,	como	control	negativo.	Estos	experimentos	

determinarían	en	forma	directa	la	influencia	de	la	biotina	sobre	la	oxidación	de	ácidos	grasos	en	el	

tejido	adiposo.		

	

Además	 de	 lo	 anterior,	 se	 recomienda	 complementar	 los	 resultados	 obtenidos	 en	 trabajos	

anteriores	sobre	la	expresión	de	genes	lipogénicos	(Larrieta	et	al.	2010)	mediante	un	análisis	de	la	

tasa	de	lipogénesis	por	métodos	radiométricos	para	determinar	si	 la	disminución	en	la	expresión	

de	dichos	genes	tiene	un	reflejo	real	sobre	el	proceso	de	formación	de	ácidos	grasos	en	el	tejido	

adiposo,	lo	que	daría	una	prueba	definitiva	del	efecto	hipolipemiante	de	la	biotina.			

	

Otra	 posibilidad	 de	 ampliar	 el	 conocimiento	 acerca	 del	 efecto	 de	 la	 suplementación	 con	

biotina	sobre	el	metabolismo	del	tejido	adiposo	sería	la	determinación	de	este	tratamiento	sobre	

la	 secreción	 de	 importantes	 moléculas	 señalizadoras	 producidas	 por	 el	 tejido	 adiposo	 como	

leptina,	adiponectina,	Factor	de	Necrosis	Tumoral	α,	vimentina,	resistina,	 Interleucina	1β	y	6,	 las	

cuales	 son	sustancias	 secretadas	por	el	 tejido	adiposo	que	 tienen	gran	 influencia	 sobre	distintas	

funciones	del	organismo	y	podrían	estar	moduladas	por	la	suplementación	con	biotina.	
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Estos	estudios	propuestos	podrían	realizarse		tanto	en	nuestro	modelo	experimental	como	en	

modelos	animales	que	presenten	estados	patológicos	como	la	hipertrigliceridemia.	
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13.	Anexo	I	(Artículo	Publicado).	
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at both the transcriptional and translationallevel.2-4 and has 
a wide repertoire of effecl~ on systemic proce.~ses such as 
development.~ reproduction.6.7 and metabolism.4 .l:1 
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Several studies have shown that biotin supplementation 
reduces hyperl ipidemia. In healthy humans. biotin sup­
plementation at 0.9 mglday modified the plasma lipid 
concentrations.9 In patienl~ with hypercholesterolemia. it 
was found lO that the daily administration of 5 mg of biotin 
for 4 weeks decreased the cholesterollevels. Studies in our 
laboratOlyl1 revealed that supplementation with 15 mg of 
biotin per day for 28 days decreased serum triglyceride and 
very low-density lipoproteins (V LDL) in both normal and 
type-2 diabetic patienl~ with hypertriglycer idemia. Sup­
plements containing biotin in combination with chromium 
picolinate (2mgl600JIg daily for 90 days) significantly 
reduced the serum triglyceride and low-density lipoprotein 
to high-density lipoprotein-cholesterol ratio. 12 In type-I 
diabetic patienl~. daily administration of biotin (40¡lglkg 
body weight) and insulin over 3 months significantly de­
creased the plasma triglyceride. total cholesterol. and 
VLDL compared with the group receiving insulin plus 
placebo. u 

Consistent with the hypotr iglyceridemic effecl~ of biotin 
observed in humans. biotin supplementation decreases se­
rum triglyceride levels in experimental animals. In rats. the 
administration of biotin in drinking water resulted in 
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reduced concentrations of VLDL in serum.14 In normal 
mice, 8 weeks of treatment with a biotin-supplereented diet 
reduced serum trigl)'ceride concentrations and adipose tis­
sue weight. L5 In rats with diabetes induced by high-fat diet 
and streptozotocin. biotin supplementation alone or in 
oombination with chromium picolinate decreased blood 
total cholesterol. triglyceride, and nonesterified fally acid. 16 

Despite the evidence that pharmaoological concentrations 
of biotin possess hypolipidemic effecl~ and its potential role 
as a pharmacological agent, the molecular mechanisms by 
which biotin supplementation modifies lipid metabolism are 
poorly studied. Our laboratory has investigated !he molec­
ular mechanisms regulating the hypolipidemic effecl~ of 
biotin. We found tltat in both the liver and adipose tissue, 8 
weeh of biotin supplementation lowers the messenger ri­
bonucleic acid (mRNA) abundance of de nol'O lipogenic 
genes. 15 In the liver, we observed a significam decrease 
in the mRNA levels of sterol response element binding 
protein-Ic (SREBPI-c), phosphofructokinase-I, pyruvate 
kinase, acetyl-coenzyme A (CoA), carboxylase-I, and fatty 
acid synthase: however, the glucose-6-phosphate dehydro­
.senase expression increased. No chan.ses in stearo)'I-CoA 
desaturase-I, forkhead box protein-Ol (FoxOI), or per­
oxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR­
gamma) expression were observed. As in the liver, we 
observed decreased expression of SREBPI-c, acetyl-CoA 
carboxylase-I, fatty acid synthase, and phosphofructokinase-I, 
and no changes in FoxOI expre.sion in adipose tissue. In 
contrast with the effects obsened in the liver, stearoyl­
CoA de...aturase-I, glucose-6-pho.phate dehydrogenase, and 
PPAR-ganuna expression were decreased with biotin treat­
ment. The differential effect.~ of biotin in the liver and ad­
ipose tissue suggest that it acts in a tissue-specific manner. 
In support of this notion. studies by Dahhinamurti 17 found 
that in diabetic rat.~, biotin has dissimilar effect.~ on the 
hepatic and renal mRNA expression of phosphoenolpyr­
uvate carboxykinase. 

In a recent study, we found that in the liver, the hypo­
triglyceridemic effect of biotin supplementation involves 
increased guanosine 3' ,5 ' -cyclic monophosphate (cGMP) 
content and adenosine 5' -monophosphate-activated protein 
kinase (AMPK) activation. l ! AM PK act.~ as a key regulator 
of energy metabolism in the liver, phosphol)'lating and 
regulating many proteins involved in nutrient metabolism. 
AMPK act.~ largely to suppress anabolic adenosine 5' ­
triphosphate (ATP)-consuming pathways, such as lipogen­
esis, while stimulating catabolic AT P-generating pathways. 
AMPK also plays an important role in conferring the ben­
efits of metformin. resveratrol. and exercise in the man­
agement of metabolic syndrome and type-2 diabetes. 19.20 It 
has been reported that tltere are numerous tissue-specific 
differences in the function and regulation of AMPK, 19.21 and 
that the action of AMPK differs between adipose tissue and 
the liver.21 

Adipose tissue has a central role in lipid homeostasis. It 
stores excess energy as triglycerides, releases it in the form 
of free fatty acids, and orchestrates nutritional adaptation.21 

Adipose tissue dysfunction plays a key role in the patho-

genesis of insulin resistance and it.~ associated metabolic 
complications such as dyslipidemia. type-2 diabetes, and 
cardiovascular disease?J AMPK regulates lipid metabolism 
in adipose tissue.21 AM PK decreases the rate of lipogenesis 
increasing the amount of inactive acetyl-CoA carboxylase-I 
and favors fatty acid oxidation phosphorylating acetyl-CoA 
carboxylase-2, the mitochondrial isoform of the en­
zyme. 19 .21 T he action of AMPK on lipolysis is still a matter 
of debate, while several studies report an antilipolytic effect 
of AMPK. others suggest it stimulates lipolysis.21 

Given the importance of adipose tissue in lipid homeo­
stasis and that both biotin and AMPK have tissue-specific 
actions, 15. 17 . 1 ~2 1 we evaluated the effect.~ of biotin supple­
mentation in adipose tissue by measuring the cGMP content 
and the levels of active form of AMPK and its downstream 
target proteins: phosphorylated acetyl-CoA carboxylase-I 
and-2. As well , we assessed lipolysis and serum fatty acid 
concentrations. 

MATERIALS AND METHODS 

Ghemicals 

Chemical reagent.~ were obtained from the following 
sources: biotin-control (TD-01362) and biotin-supplemenred 
(TD-02458)diet.~ from Harlan Teklad (Madison. WI, USA): 
anti-phospho-acetyl-CoA carboxylase-I (serine79) and ami­
phospho- AMPK-IX (threoninel72) polyclonal antibodies 
were purchased from Cell Signaling (Beverly, MA, USA). 
Anti-phospho-acetyl-CoA carboxyilase-2 (serine219) ami­
bodies, bovine anti-rabbit immunoglobulin G (IgG) horse­
radish peroxidase (HRP), goat anti-mouse IgG HRP, and 
a-tubulin antibody from Santa Cruz Biotechnology (Santa 
Cruz, CA. USA). cG MP enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELiSA) kit (Cayman Chemical Co, Ann Arbor, MI. 
USA). Free Fatty Acids Half-Micro test (ROCHE. Swit­
zerland). Glycerol Concentration Assay Kit (Spinreact, Sant 
Esteve de Bas. Spain). 

Animals aruJ experiml'nlal design 

Mice were handled according to the standard procedures 
established by the Ethics Committee for Experimentation 
at the Biomedical Research lnstitute of the National Uni­
versity of Mexico according to the ethical standards of the 
1964 Declaration of Helsin ki and its later amendmems. 
T hree-week-old weaned male Balb/cAnN Hsd mice were 
maintained under a 12-h light:12-h dark cycle and con­
sumed food and water ad libitum throughout the experi­
ments. Two lot.~ of 18 mice were divided into two 
experimental groups and fed either a biotin-control diet 
(1.76mg free biotinlkg.) or a biotin-supplemented diet 
(97.7 mg free biotinlkg) for 8 weeh. Complete information 
on the diet composition has been published elsewhere?4 
After 8 weeks of ad libitum feeding, mice were fasted 
ovemight and anesthetized. Epididymal adipose depot.~ 
were removed. weighted, frozen in liquid nitrogen. and 
stored at - 70°C until utilization as necessary. Finally, 
mice were sacrificed as per guidelines. 
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EFFECTS OF mOTlN ON ADlPOSE T ISSUE , 
Weslem b/Ol aTla/ysis 

The abundance of phosphorylated AMPK-IX (threo­
ninel72), acetyl-CoA carboxylase-I (serine 79), and acetyl­
CoA carboxylase-2 (serine 219) and the total IX-Tubulin 
protein mass were determined by Western blot techniquesas 
previously described.1R For phosphorylated acetyl-CoA 
carboxylase isoforms, we utilized conditions to allow the 
determination of both separately. 

cGMP /el'e/s 

The cGMP content in adipose tissue was determined us_ 
ing an ELlSA kit following the manufacturer' s instructions. 
cGMP concentrations were calculated after normalizing to 
tissue weight. 

Falry acid COTlceTllralioTl aTlll/ysis 

Fasting fatty acid concentrations were determined by 
spectrophotometry using a commercial assay kit. TIte limit 
of detection for fatty acid measurement was 1.5 mM. 

Adipoc)'le iso/aliOlI aTld /ipo/ysis assay 

Adipose cells were isolated as described by Rodbell ?.'1 
Briefly, freshly obtained rat pads were minced and then 
d~gested with coll¡¡genase lype IV (1 ~glmL) in 1% fatly 

acid-free bovine serum albumin Krebs-Ringer buffer (KRB) 
under shaking at 37°C for 30 min. The digested tissue was 
filtered through a nylon mesh. The obtained suspension was 
centrifuged, washed gently twice with 4% fatty acid-free 
bovine serum albumin KRB, and then cells were transferred 
to individual tubes to determine basal lipolysis. Lipolysis 
was measured as glycerol ooncentration in the incubation 
media released by the adipocytes. In each experiment. 10 JIL 
of packed cells was transfened into plastic tu bes with KRB 
and incubated for 45 min. Lipolysis was stopped by trans­
fening tu bes from 37°C into an ice bath for 5 min. Tubes 
were immediately centrifuga! at 10,000 g at 4°C for 10 min. 
TIte glycerol concentration was determined by spectropho­
tometry using a commercial assay kit. 

Sllllislica/ll1U//ysis 

The Statview program VAS (Abacus Concept.~, Berke­
ley, CA, USA) was used for statistical analysis. AII data are 
presented as the mean± standard error of the mean: TI is the 
number of evaluated subjecK Statistical significance was 
assessed by nonpaired Student's l-test. l' values of less than 
.05 were considered statistically significant. 

RESULTS 

cGMP iTllracellu/ar COTlleTll 

Elevations in the intracellular cGMP content have been 
recognized by several studies as a mediator of the molecular 
actions of biotin in hepatic cells26-2!l: however, this effect 
has not been investigated in the adipose tissue. We analyzed 
the cGMP levels in adipose tissue 01" mice treated with a 

biotin-supplemented diet for 8 weeks. Our result.~ showed 
that the cGMP content was elevated in the epididymal adi­
pose tissue of biotin-supplemented mice relative to oontrol 
mice (Control: 30.3 ± 3.27 pmollg wet ti~sue: Supplemented: 
49.5 ± 3.44 pmollg wet tis.-<>ue: 1'<.05) (Fig. 1). 

Phosphory/aled AMPK prOleiTl nrass 

In previous studies,IR we demonstrated that biotm sup­
plementation resulted in a greater abundance of the AMPK 
active form in the liver. To evaluate whether biotin sup­
plementation also elicit.~ this effect in adipose tissue, the 
levels of phosphorylated AMPK were measured. Similar tO 
our previous observations in the liver,IR biotin supplemen­
tation increased the protein abundance of the AMPK active 
form: 65.2%± 1.06%, 1'< .05 (Fig. 2). 

Phosphory/aled acely/-CoA carboxy/ase-I prole;'1 mass 

AMPK increases the amount of inactive acetvl-CoA 
carboxylase_1.19.21 The phosphorylated enzyme is inactive 
and act.ivated by dephosphorylation?9 We analyred the 
abundance of phosphorylated acetyl-CoA carboxylase-I at 
serine 179 as an AMPK downstream target. As in the liver ,IR 
we found that 8 week.~ of biotin supplementation signifi­
cantly (1'< .05) increased the levels of phosphorylated 
acetyl-CoA carboxylase-l (196%±68%; 1'<.05) (Fig. 3). 

PhospJwr)'/aled acely/-CoA carboxy/ase-2 proleiTl nrass 

AMPK phosphorylates and inactivates acetyl-CoA Caf­

boxylase-2 [28]. The effect of biotin supplementation on the 
inactive phosphorylated form of acetyl-CoA carboxylase.2 
has not been previously assessed. Our data revealed that 
biotin supplementation increased the protein abundance by 
78.1 ± 18 (1'< .05) (Fig. 4). 
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F1G . 1. Effect of biotin s...,plemenlation On cGMP content in !he 
epididymal adipose tissue of miee fed a biotin·supplemented die! for 
8 weeks. Darl: oors: control group; ",hire oors: biotin·supplemenled 
group. Graph dala are the mean ±SE of values from 8 miee of each 
group. +1'<.05. cGMP. guanosine 3' .5'·cyclic monophosphale. 
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FIG. 2. Effect of biotin suWlemenlalion On lhe protein abundance 
of phosphorylated AMPK in lhe epididyrnal adipose tissue of miee 
fNi • hiotin_<l'ppl"I1'\<'nIM diM (or R w .... h '/'01'" R,.p"""",rlOti",· 
Westem blot analysis t>f phosphorylaled AAI PK. lJorrom: Quantifi­
cation of phosphorylaled AMPK. Dark oors: control group; ... hire 
oors: biotin-supplemer.led group. Graph dala are ¡he mean±SE of 
values from 9 miee of each gro,"". +1'<.05. AMPK, adenosi.e 5'­
monophosphate-activated prolein kinase. 
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FIG. J . Effect of bioti" sUI~>lemenlalion On lhe protein abundance 
of phosphorylaled acetyl.coA carboxylase-l in ¡he epididyrnal adi­
f><>'" ti •• ue of rniee fed a biotin_;upplernenled die! far 8 w""h. Top: 
represenlali,'e Weslem blot analysis of phosphorylaled acetyl.coA 
camoxylase-l; borrom: quantification of phosphorylaled acetyl­
CoA carboxylase-l. Darle oors. conlrol group; ... hire oors: biotin­
supplemenled group. Graph dalll are !he mean ±SE of values from 9 
mire of each group. +1><.05. CoA. crenzyme A. 
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FIG .~. Effect of biotin supplemenlation On the prolein abundanre 
of phosphorylaled aretyl-COA camoxylase-2 in the epididyrnal adj­

pose tissue of mire fed a biotin-s...,plemenled diel for 8 weels. "/"op: 
represenlllti,'e Westem blOl analysis of phosphorylaled aretyl-CoA 
camoxylase-2; borrom: quantification of phosphorylaled aretyl-CoA 
carlx>xylase-2. DaTt han : roItroI gro...,; .. :/Ine bars: biotir>-s...,plemerted 
group. Graph dalll are the mean ±SE of values from 9 mire of each 
group. +1><.05. 

Semmjrce fUlry acid concenlralions 

Numerous compounds that activate AMPK, including 
salicylate, .IO mangiferin,JI 5-amino-I-p-D-ribofuranooyl­
imidazole-4-carboxamide (AICAR),J2 and biguanides such 
as metformin,JJ have been shown to diminish serum-free 
fatty acid coneentrations. We found that after 8 weeks of 
biotin supplementation, the serum fatty acid concentrations 
were significantly reduced in biotin-supplemented miee 
relative to the control group (Control: 1.12±0.04mM: 
Supplemented: 0.91 ±0.03 mM: P<.05). 

Lipolysis 

Adipose tissue lipolysis is critical in the regulation of 
serum-free fatty acids . .14 The effect of phannacological 
concentration of biotin on lipolysis has not been reported. 
To detennine whether lipolysis participates in the decrease 
of free fatty acids, we measured free glycerol levels in the 
supematant collected from isolated epidydimal fat cells. No 
differences were observed between biotin-supplemented 
and control mice (0.29±0.05¡lmollmL for control vs 
0.33±0.08¡lmollmL for biotin-supplemented) (Fig. 5). 

D1SCU SSION 

Several studies have shown that pharmacological oon­
centrations of biotin decrease hyperlipidemia. However, the 
pharmacological mechanisms by which biotin modify lipid 
metabolism are largely unknown. In a recent work,lR we 
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rl C . 5. Effect of biotin supplemelltalion On basal Iipolysis con­
~ntralion s in mice fed a biotin-supplemffiled diet for 8 weeks. Darl: 
han: control group; .. -hite han: biotin-supplemented group. Gt-aph 
data are !he mean±SE of vaJ ues from 16--1 8 mice epididyrnal adj­

pose IÍSSIJe of each group performed in niplicate . • 1'< 115. 

found ¡hat biotin supplementation in lhe ¡¡ver ¡ncrease<! !he 
cGMP content and leveJs of acti ve AM PK . Gíveo Ihal adi­
pose tissue has a central role in lipid homeoslasis and Ihal 
both b iotin",17 und AM PK actions are tissue-specific regu­
¡aled, 19.21 we evaluated lhe efTects of bioti n supplementation 
in adipose lissue by measuring lhe protein abundance of 
act ive AMPK and severa l of ¡IS cJownstream targets. in 00-
dition 10 the cGMP contenL The present resu lts found ¡hal as 
in lhe ¡iver. 8 wceks of dicl:lry biotin supplementation in ­
crease<! [he prolein expression of \he ac tive AMPK and in­
tracellular cGM P conten! in adipose tissue. which indicales 
thal these signaling actions of biolin are similar belween 
mese tissues. 

The signals!hat regulale AMPK activation are currenlly 
subject 10 active invest igution.J~ The best- known AMPK 
regulalors indude me increased AMP/ATP ratio, the tumor 
suppressor gene liver kinase B I (LKB 1), J6 and calmodulin ­
kinase kinase_ II.J7.lS Recent sludi esJ'J.-41 have found lhat Ihe 
cGMPIPKG (cyclic gU3nosine monophosphate-dependen t 
prolón kinase}-signaling pathway acts as an upslream ac­
tivator of AMPK. Deshmukh e/ al. J9 found thal increased 
cGMP levels promOle glucose Ir3nsport concomilantly with 
AMPK activation in bolh s keletal muscle and the L6muscle 
cell line: !hese effeclS were prevenled by a guanyla te cyclase 
inhibitor. In lhe desert snail Otala lactea, experimen ts in­
hibiting soluble guanylale cyc1ase demonstrated that Ihe 
cGMP-dependenl prolein kinase signaling puthway regu­
lales AMPK activity.40 In cul tured hum3n adipose lissue 
cells. PKG -l activalion by atria l natriuretic peptide in­
creased lhe levels o f active AMPK.41 BOlh our present slud y 
and a previous reponl8 suggest a link belween lhe cGM P 
signalin g pathway and AM PK act ivat ion. Given !he com­
plexi ty of demonstraling siraaling pathways ;" 1';1'0, our 
present and previous Sludy s represenl a firSl atlempt at 
elucidating the effect o f biOlin-induced cGMP as an up­
stream octivator of AMPK . Studies specifically designed to 

address this question are currently being perfonned in our 
laboratory. 

In adipose lissue, AMPK plays a central role in !he 
regulation of lipid metabolism?J Activaled AMPK pllos­
phorylates and inhibits acelyl-CoA carboxylase-l aOO-2 
aClivily.42.4J We found lhal. consistenl wim !be reported 
aClion of AMPK in adipose lissue.42 .41 biotin supplemenla­
lion increased Ihe abundance of pllosphorylated acelyl-CoA 
carboxylase-l and-2. 

Acelyl-CoA carboxylase-2 regulales fauy acid oxida­
lion.44•45 AMPK phosphorylales and inacti vates acelyl-CoA 
carboxylase-2. Inacti vation of acetyl-CoA carboxylase-2 
leads 10 a fall in lhe malonyl-CoA conlent and a subsequent 
increase in fatly acid oxidation.46 The elTecl of biotin sup­
plementation on the inactive phosphorylated fonn of acelyl­
CoA carboxylase-2 has not been previously documenled. In 
lhe presenl work. we found that biotin supplementation in­
creased !he abundance o f the phosphorylaled fonn of !be 
enzyme, which suggests lhat biotin mi ght increase fauy acid 
oxidation in adipose tissue. 

Our present results show 1h.·lIthe free fatly acid concen­
trations decrease in mice fed a b iotin-supplemented die \. 
Serum·free fally acid homoostasis is !he result of Ihe con­
certed actions of metabolic palhways in the liver, muscle, 
and adipose tissue. induding lhe regulation of li pogenesis. 
estcrification. upl ake, oxidation. 3nd lipolysis. The presenl 
sludy demonstrates mat biOlin supplemenlation in adipose 
lissue does not affect lipolysis, but increases levels of!he 
inacti\'e fonns o f ocelyl-CoA carboxylase- I aOO acetyl-CoA 
carboxylase-2. fonns of these enzymes Ihal decrease fally 
acid syn!hesis and increase fau y oc id oxidalion. respec­
tivel y. These effects, together with the reduced mRNA ex­
pression of lipogenic enzy mes observed in previous 
st udi es.l~ indicale that decreased fally ocid synlhesis 3nd 
increased fatty acid oxidation may be involved in the bio tin­
induced decrease in serum-free falty ocid levels. Current 
studi es in ou r laboralory are investigating lhe involvemenl 
o f biotin supplemenlalion on olher metabolic palhways and 
t issues regulating fati y acid metabolismo 

Studies;n vi/ro have found thal in human adipocyle alrial 
natri urelic peptide. a honnone Ihat increases cG MP levels, 
increased lipolysis was auenuated by inhibilion of AMPK 
activilY, indicaling lhat atria l natriuretic peptide regulalcs 
lipid metabolism through AMPK activation in human adi­
pocyles.41 We found thal epididymal adipocytes fmm mice 
fed a biotin.supplemenled d iet for 8 weeks increased cGMP 
levels aOO AMPK activat ion. but did not modify lipolysis. 
As has been found for AMPK activators,ll we speculate that 
d ifferences between short and prolonged treatmenl. as wel1 
betwoen ex \';\'Q and;n \'itro coOOilions, may account for!he 
contrasting resu lts. 

The biotin-induced reduct ion in serum fally ocid le veJs 
observed in this study is consistenl wi lh the effecls o f AMPK 
activators such as salicylate.30 m3ngifcrin.l l AICA R,J2 3nd 
melfonninJJ : !bese compounds have also been shown 10 
d imi nish serum-free fally acid concentrations. Because el­
evated serum-free fa tty acid is a risk facto r for metabolic 
syndrome and its associaled hyperlipidemia, fatly liver, and 
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insulin resistance . .w the reduction in free rally acids pro­
duce<! by biotin supplementation supports ilS pharmaco­
logical use in the treatment of lhese oonditions. It is 
interesting 10 roca]] tha! niacin. another vitamin from lhe B­

complex. ha.~ been used al phannacological concentrations 
ror more Iban fi ft y years as a lipid-lowering drug4 7

: its ac­
tion is also related 10 decreased serum-free rauy ac id lev­
els.47 

The present work provides novel insigbt inlo lhe molec­
ular mechanism of biotin effects on ad ipose tissue and 
contributes to !he underslanding of biotin-mediated hypo­
lipidemic e lTeclS. This research may lead 10 new strategies 
in the development o f therapeutic agents for dyslipidemia. 
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Resumen 
Los tr iglicéridos son biomolécu las de estructuras muy diferentes, pero que tienen en 
común el ser hidrofóbicas. TIenen diversas funciones en los seres vivos, entre ellas 
están las estructura les, de seña lización y como fuentes de energía. También partici­
pan en la atenuación de la lipotoxicidad , transporte de ácidos grasos y transducción 
de señales. Existen varias enfermedades asociadas con alteraciones en el metabolis­
mo de trig licéridos, siendo las patolog ías relacionadas con el síndrome metaból ico las 
que tienen como denominador común alteraciones en el metabolismo de triglicéridos. 
En el mundo, el síndrome metabólico y sus padecimientos asociados son uno de los 
principa les problemas de salud pública . l a resistencia a la insulina es denominador 
común de la mayoría de las enfennedades asociadas al síndrome metabólico , como 
la obesidad, dislipidemias, enfermedades cardiovasculares y la diabetes tipo 2. En 
esta revisión se discutirán los mecanismos moleculares que se han propuesto para 
explicar las alteraciones del metabolismo de tr ig licéridos relacionados con enferme­
dades metabólicas asociadas al síndrome metabólico. 

Palabras clave: Triglicéridos, metabolismo, síndrome metabólico, resistencia a la in­
su lina. 

Abstraet 
Triglycerides and its refationship with metabofic syndrome 
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Abs traet 
In recent years, there has been inereasing interest for the use of hydrocolloids, partieularly for the 
gums, these faet due to need to incorporate new natural sources foom plants that for their physical, 
chemical and biological pooperties are exeellent eomponent to development of better drugs and foad. 
Karaya gum is the most important hydrocolloid foom India, this gum is an exudates foom Sterculia 
urens tree, in despite of actually there are reports about their app lications, structure and physical 
pooperties, these information is disperse . lbe main of this paper is poovide an overview about the 
origin, the mechanie and rheological pooperties, chemical and structure and the several uses in foad 
and pharmaceutical industries as drug delivery system and thickener, gelling, emulsifier, stabilizer 
and encapsulating agents. 
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Abstract 
Streptozotocin (STZ) is used to induce experimental d iabetes in rodents . There is however, controversy as to 
whether STZ induced diabetes models type 1 or 2 diabetes. We show that the grade of STZ-induced hyperglycemia 

in ma le COl mice is dependent on STZ dose . A sing le injection of high dose (130 or 150 mg/ Kg body we ight ) or 
mu lt iple injections (2, 3, 4 or 5) of low dose (40 mgfKg body weight ) SlZ was adm inistered intraperitonea ly in 
non-fasted mice. Blood glucose and body we ight were measured over 21 days for high dose and 21 and 28 days 
for low dose administration . On da y three, high dose treatment produced hyperglycemia and body we ight loss in 
comparison to mice without SlZ, however unstable hyperglycemias and severa l deaths were observed during 
treatment . Hyperglycemia and body weight loss were seen with three or more injections of STZ at 21 days, 
whereas 4 and 5 injections produced severe hyperglycemia but not death . Mild hyperglycemia (250-450 mg/ dL) 
was seen after 28 days fo llowing three injections of STZ. Therefore we concl uded that a high dose SlZ produces 
severe hyperglycemia in mice similar to a type 1 diabetic, and three successive adm inistrations of STZ induces mild 
hyperglycemia in mice similar to type 2 diabetics. 

Introduction 
Diabetes melli tus (OM ) is a group of metabolic diseases 
characterized by hyperg lycemia result ing from defects 
in insu li n secretion or act ion or both, that affects 
carbohydrate, li pid, prote in and nucl eic acid 
metabolism [1]. The world prevalence of OM exceeds 
220 million people and is rapidly increas ing [2]. In 
Mexico, OM is considered a major hea lth problem. 
Ninety percent of diabetic patients have OM type 2. 

Hyperg lycemia associated with OM is characterized by 
hypertension, oxidative stress, chronic inflammation 
and diseases associated with abnorma l li pid profil es 
such as cardiovascu lar diseases. OM can be stud ied in 
anima l models of the disease, although these anima ls 
do not present a complete picture of OM in humans . 
These experimenta l made ls are useful far biochemica l 
or anatom ical stud ies that target the effects of 
hyperglycemia on diabetic comp lications including 
neuropathy, nephropathy and cardiovascu lar diseases. 

It is important to consider certa in criteria in se lecting 
an an imal mode l of diabetes : (i) there must be a 
re li able method for establish ing a cons istent level of 
diabetes (e. g., hyperglycemia ); (i i) to be ab le to 
mainta in a steady leve l of diabetic change for the 
duration of the experiment; (iii) to understand the 
disease characteristic and progression of injury in the 

5 

rodent stra in being employed ; and (iv) achievement of 
a patholagica l state which has clinica l relevance [3]. 
The common diabetic rodent models are genetica lly 
engineered, or created by changes in diet or use of 
chem ical agents. The most used substances to induce 
diabetes in rodents are a lloxan and streptozotocin 
(STZ). STZ (2-deoxy-2-(3-methyl-3-n itrosourea )-1-0-
glucopyranose) is a broad-spectrum antibiotic which is 
produced by Streptomyces achromogenes (Fig. 1). The 
diabetogenic effect of STZ was first reported in 1963 by 
Ra kieten et al. [4] after injection of a s ingle intravenous 
dose in rats and dogs . 

SlZ has a structure similar to glucose (Glu) and N-acetyl 
glucosa mine (GlcNAc) (Fig. 1). SlZ is ta ken up by 
pancreatic ~-ce ll s via the GlUT 2 transporter where it 
causes ~-ce ll death by ONA fragmentat ion due to the 
nitrosourea moiety. Three major pathways associated 
with ce ll death are : (i) methylation of ONA by the 
format ion of carbon ium ion (CH3+) resu lt ing in the 
act ivation of the nuclear enzyme po ly AOP-ribose 
synthetase as part of the cell repa ir mechan ism and 
therefore NAO+ dep letion; (ii ) free rad ica l generation as 
hydrogen peroxide and (iii) nitric oxide production 
[3,5[. 
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In the present study, the production of a reduced-sugar pomegranate j uice jelly supplemented with an 
aq ueous extract of pomegranate peel (PE) is described. Influence of different cdrbohydrate polymers 
(gudr (G), xanthdn (X) and tragacanth (T) gums) on rheologicdl properties was studied. Combindt ion 
GXT presented the most similar rheologicdl behdviour to commercial jelly. Jelly Ul and jelly with PE 
UE) were stored at 4 OC over an 8 week period for physicdl, chemicdl, antioxidant, microbiologicdl and 
sensol)' andlysis . J and JE showed simil.lr values for QBrix, colaur and Aw, though the pH of JE was lower 
thdn J. Thiol and phenolic compounds were highe r in JE thdn in J. Antioxidant activity (radicdl sCdvenging 
activity and autoxidation of linoleic acid ) was highe r in JE thdn in J at O weeks, and were decreasing with 
time. Pomegranate juice with additives was generally less accepted thdn J and JE. 

1. Introduction 

Pomegranate ( Punirn gmnotum u nn. ) is a fru it that belonging to 
the PunkdCeae family. Almost .1 11 parts of a pomegranate have bio­
logk dl activities and are used for the treatment of numerous dis­
eases. In Unani an d Ayurvedk folk medicines practk ed in India, 
pomegranate flowe rs are used to manage type 2 diabetes mellitus 
(Saxena &. Vikram, 20(4 ). Clinkal in vivo and in vitro assays have 
shown that juk e, flower an d fruit extracts have antioxidant and 
anti-infl ammatory activities an d create positive effects on glyce­
mia, insulin, dyslipidemia, blood pressure and foam cell formation; 
additionally, sorne mechanisms of these effects havO' been reported 
(Jurenka, 2008; Katz, Newman,&. Lansky, 2007; Lansky&. Newman, 
2007). Gall ic, ellagk , chlorogenic, p-coum.u k acids, cdtechin, epi­
gallOCdtechin 3-gallate, quercetin, rutin and luteolin are only sorne 
of the active phenolk compounds present in juke an d fl owers (De 
la Fuente &. Manunaro, 2003; Ippoushi, Takeuchi, &. Azum.l, 2009; 
Kang, Tanaka, Cho, &. Yokouwa, 2009; U, Qi, Huang, Yam.lhara, &. 
Roufogalis, 2008; Moan, Yang, &. Parl<, 2006; Nakagawa &. Yokoza­
wa, 2002; Pannala, Rice_Evans, Halliwell , &. Singh, 1997; Xie et al., 

* Corre~pon di n g ~uthor . Address: Dep,u -r.unento de In""nig.1ciÓll e n Ali mentos, 
F~cult.1d de QJimica, Uni""r sid.:Jd Auróoom~ de Co.iliuil .. , Blvd . Venusti~no 
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México. Tel.: .52844 41 6 92 13; f.IX: .52844 439 0 5 11 . 

E·mail add~s: crisr"""l..IgUil~rOu~dec.edu.mx (e N. Agu il~r~ 

0 308-8 146/$ · seo fron t m.mer e 201 2 Elsevier LId . AII rig hts reserve<! . 
hnp: //dx.doi.orgJ 1 n 1 O 16/j .foodchem.201 2.07.039 

C 20 12 EIsevier Ltd. AII rights reserved. 

2008 ). However it is important to mention that sorne these active 
compounds Cdn be .lIso present in pomegranate peel (Lansky &. 
Newrn.1n, 2007). In Mexko in 2008, the total annual pomegranate 
production was 3740 tons (SIAP, 2008 ); pomegranate peel com­
prises 30-40% of the total weight of the fruit (AI-Maim.ln &. Ahmad, 
2002; Fadavi, Rarzegar, Azizi, &. Rayat, 2005 ), thus generating 
1122-1496 tons of agro-industrial residuO' . Pomegranate peel 
(skin, rind or husk) could havO' medicinal or industrial applk dtions 
however, is considered an agro-indust rial residuO' . 

The development of products as fu nctional foad enrk hed with 
pomegranate peel act ive compounds, could be useful for the 
treatment of certain diseases such as the diabetes mellitus 
(DM). In addition, consumers worldwide are more consdous 
about the relationship between dietary habits and disedse risk, 
such as that between obesity and DM an d cardiovascular and 
gastrointestinal diseases (Espín, García-Conesa, &. Tomás-Rar­
berán, 2007). These facts havO' prompted the development of 
nl"N foads to satisl)r the new demands of the market and it is 
important to evaluate the foa d qual ity of these possible fu nc­
tional foads, before to studied theirs biological activit ies or theirs 
therapeutk properties. 

Therefore, the objective of this worl< was to develop a reduced­
sugar pomegranate ju k e jelly with the aqueous extract of pome­
granate peel and to analyze its phYSk dl, chemi cdl, antioxidant, 
mk robiologk dl and sensory properties. 
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Microbial biosynthesis of enzymes 
for food applications 
1. Ventura-Sobrevilla, O. Boone-Villa, R. RocJriguez, J.L. Martinez-Hernandez, 
CN. Aguilar 
DlA-UAdeC, School of Chemistry, Universidad Autónoma de Coahuila, Sal tillo, México 

4.1 Introduction 

Prolcin biosynthcs is occurs in the ribosomc. which is asscmblcd in the cylosol from 
two ribonuclcopro tc in subunits [rom the nuclcolus. In the ribosomc . mcsscngcr RNA 

(mRNA) is tnmslatcd into a protcin. for which the intcrvcntion of tnmsfcr RNA 
(tRNA) is also rcquircd . "111C proccss invol \'cs taking tRNA from the cytosol to the 
amino acid and lcad ing the amino acid lo the r ibosomc in the order markcd on the 
mRNA nuclcotidcs. which are the molds. Protc in synthcsis bcgins w ith the joinin g 
togct hcr oft wo amino ac ids and continucs by add ing ncw amino ac ids. one at a time. 
to one end of the chain . 

"1l1e key to tnmslation I ies in the gene t ic code. which is comprised of combinations 
of three consecut ive nucleot ides o r tr iplcts of mRNA. Different tr iplets re late spccif­
icall y to typcs ofmRNA used in the synthesisofaminoacids in prote ins. Each codon is 
a tr iple t: "1l1e re are a total of 64 codons. 61 of which are used to encl)'pt amino ac ids 
and 3 of which mark the te rmination oftranslation. "1l1ese numbers are derived from a 
s imple mathematical re lationshi p: The fou r nucleotides (A . U. e and G) arecombined 
in groups ofth ree. which generates 64 poss ible combination s. l3ecause the re are more 
codons (61 ) than amino ac id typcs (20). almost all amino ac ids can be recognized by 
more than one codon. so some tr iplel~ are "' ,ynon yms.'" Onl y tryptophan and methi ­
onine- two of the less common amino ac ids in prote ins---are each encoded by a 
s ingle codon. 

Generall y. codons that represent the same amino ac id resemble each o ther and 
ofte ll difTer onl y in the third nucleo t ide. Due to the low spccifici ty of thi s nucleot ide. 
it has bcen said that the re is a "'degeneration" at the third base of most codons. Finall y. 
the numbcr of codons in the mRN A de te rmines the lcngth of the prote in . "1l1e three 
steps in prote in sYll thesis are : 

(a ) ¡lI iria/iO/I. The small ribosomal subuni[ binds [O [he S' end of an mRNA molccule. The fi rs[ 
[RNA molecule. [he modified amino acid carrying fMet . plugs in[o [he ini[ia[or AUa codon 
mRNA molccule. The large ribosomal uni[ is loca[ed . and [RNA occupies [he P si[e 
(pep[idic si[e ). The A si[e (aminoacyl) is vacan!. The ini[ia[ ion complex is now complete. 

(h) E rtellsioll. A second [RNA molccule wi[h [he amino acid bound [O [he A si[e moves [O [he 
an[icodon and plugs in[o [he mRNA. A pep[ide bond forms be[ween [he [wo amino acids 
assembled in [he ribosome. A[ [he same time, [he link be[ween [he fi rs[ amino acid and [he 
[RNA is broken. The ribosome moves along[he mRNA chain from [heS ' [O [he 3' end. and 
[he second [RNA·bound dipep[ ide in [he P site is moved from [he A si[e. as i[ follows [he 

' .. pro,! .. ud T" k>r in~ F..n.t) .... rOl" F ..... Q ..... ~Y ud F ... <t.IOII"'Y. hnp:lld .... ~.O .• O.6IB'l7II- •. lIIUz..l85-.l~. 
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