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Resumen

La finalizacion del ganado bovino en pastoreo produce canales con la grasa
pigmentada de amarillo debido a un contenido elevado de B-caroteno,
compuesto que en el organismo animal es desdoblado para formar retinal
por la enzima B,B'-caroteno-15,15-oxigenasa (BCO). En este trabajo se
identifico el cDNA de BCO a partir de mucosa duodenal de bovino. Por
hibridacién in situ y RT-PCR cuantitativa se evalué la expresion del
mensajero para esta proteina en duodeno e higado de animales que
pigmentaron y de animales que no pigmentaron la grasa de su canal, asl
como la actividad enzimatica de BCO en estos érganos. El cDNA de BCO de
bovino (GenBank gi: DQ008469) contiene 2130 pb y tanto éste como la
proteina guardan una identidad del 75% con sus proteinas homoélogas
reportadas en otros mamiferos. La expresion del mensajero y la actividad de
BCO en duodeno fueron similares en todos los animales, mientras que en
higado los animales que pigmentaron la grasa de su canal mostraron mayor
expresion y actividad enzimatica en comparacion con los animales que no
presentaron pigmentacion. Se sugiere que la actividad de BCO en el higado
del bovino responde al consumo de B-caroteno en la dieta, el cual esta
regulado metabdlicamente hasta un nivel que le evite problemas por
hipervitaminosis A; y que entonces el organismo guarda como reserva el
exceso del B-caroteno absorbido del alimento en su tejido adiposo. En
conjunto con este trabajo se determin6 la expresion de BCO en los tejidos
gonadales de bovino, comprobando la importancia del B-caroteno y los
retinoides durante los procesos de gametogénesis y esterdidogénesis.

Palabras clave: Bovinos; B,p-caroteno-15,15-oxigenasa; B-caroteno;
vitamina A, retinal; DNA; grasa amarilla.
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Summary

Finishing cattle on pasture results in carcasses with yellowish fat, due to the
high B-carotene level in the ingesta, a compound that in the animal is cleaved
to retinal by the enzyme B,B’-carotene15,15-oxigenase (BCO). In this work,
the BCO cDNA was identified in bovine intestinal mucosa. By in situ
hybridization, and the expression of the messenger for this protein in
duodenum and liver from pigmented and non-pigmented animals was
evaluated through quantitative RT-PCR, along with the enzymatic activity of
BCO in those organs. Bovine BCO cDNA (GenBank gi: DQ008469) contains
2130 bp and the former along with the protein, share a 75% identity with
homologous proteins reported in other mammals. The expression of the
messenger and enzymatic activity in duodenum were similar in both groups
of animals, while in the liver of those that had pigmented fat, both were
higher. It is suggested that the activity of BCO in the bovine liver responds to
the consumption of dietary B-carotene, and it is metabollically regulated to
prevent hipervitaminosis A in the animal; and therefore, the animal can store
the excess absorbed carotenoid in its adipose tissue. In addition to this work,
the expression of BCO in bovine gonadal tissues was determined, proving the
importance of the compound and the retinoids, in the functions of
gamentogenesis and steroidogenesis.

Key words: Bovine; §,8'-carotene-15,15-oxygenase; B-carotene; vitamin A:
retinal; DNA,; yellow fat.
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Introduccion

En las zonas tropicales del pais el ganado es engordado y finalizado en
praderas y agostaderos, donde se aprovecha la abundancia de forrajes,
mismos que poseen una gran cantidad de compuestos carotenoides. Los
carotenoides son precursores de la vitamina A, estan presentes en el forraje
en concentraciones elevadas y debido a sus caracteristicas liposolubles,
tienden a depositarse en los diferentes tejidos del organismo, incluido el
adiposo, confiriéndole una coloracion amarilla a las canales de los animales
en pastoreo (Morgan et al,, 1969). Este problema origina el rechazo de la
carne por parte del consumidor y, por ende, pérdidas econémicas a los

productores.

Se considera que el B-caroteno es el principal responsable de la coloracion
de las canales bovinas (Mora y Shimada, 2001). En estos animales el p-
caroteno se libera a nivel ruminal, pasa al intestino delgado en donde es
absorbido por las células de la mucosa intestinal y puede seguir diferentes
rutas: a) ser metabolizado dentro del enterocito por la enzima B, B'-caroteno-
15,15"-oxigenasa (BCO) y generar dos moléculas de retinal (vitamina A); b)
ser transportado al higado donde se almacena, o es metabolizado a vitamina
A por accion de la misma enzima; c¢) a partir de higado puede ser
transportado para su almacén o metabolismo en diferentes tejidos del
organismo (Gottesman ef al, 2001). Como consecuencia de su naturaleza
liposoluble, el consumo elevado de B-caroteno en la dieta origina su
almacenamiento, en conjunto con otros lipidos dentro del tejido adiposo del
organismo, causando la pigmentaciéon amarilla de la graéa de la canal (Yang
et al., 1992; Mora et al., 2000).
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En el presente trabajo se identificé la secuencia del cDNA que codifica para

la sintesis de la enzima BCO en el bovino, misma que permitié6 comprobar
molecularmente la sintesis y actividad de esta proteina en higado y duodeno
de bovinos que presentaron pigmentacion del tejido adiposo de su canal en
comparacién con bovinos que no pigmentaron su canal, para responder si la
capacidad del bovino para metabolizar el -caroteno de la dieta depende de

su nivel de consumo.

Simultaneamente, y de manera adicional al objetivo general de este trabajo
se identificd la expresién de la enzima BCO en génadas de bovino, ademas,
se discute acerca de la importancia del B-caroteno y de la vitamina A durante

la gametogenesis y esteroidogénesis.




Marco tedrico

Antecedentes

Meéxico es el octavo productor de carne mundial (FAO, 2003), posee un
inventario nacional superior a los 29 millones de cabezas de ganado bovino
con una produccién de 1 503 760 toneladas de carne al afio (SIAP, 2005),
de los cuales el 38% proviene de las regiones tropicales del pals, lo que
equivaldria a 543 400 toneladas.

Para alcanzar ese nivel de produccién los ganaderos del tropico mexicano
engordan vy finalizan al ganado en pastoreo empleando pastizales nativos,
praderas mejoradas y en algunos casos ofrecen al ganado algun tipo de
suplemento durante la época de sequia. Aun asi, deben enfrentar muchos
problemas entre los que se encuentran contar con suficiente forraje de
buena calidad y colocar sus canales al mejor precio en un mercado cada vez
mas exigente, sobre todo si se toma en cuenta que esta regi6n es la principal
proveedora de becerros y carne de abasto para la Ciudad de México y la

zona metropolitana.

La finalizacién del ganado en pastoreo trae como consecuencia la obtencion
de canales con la grasa pigmentada de color amarillo debido a que los
forrajes poseen un elevado contenido de carotenoides. Los carotenoides son
nutrientes normales del forraje que dentro del organismo animal cumplen
una funcién de provitamina A. Sin embargo, al ser consumidos en
concentraciones elevadas, los carotenoides, y principalmente el 8-caroteno,
no son metabolizados totalmente por el organismo animal y se depositan en
el tejido adiposo (Morgan et al., 1968; Yang ef al., 1992). '
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Aunque la coloracion amarilla de la grasa de la canal por efecto de la

finalizacion en pastoreo no afecta el sabor ni el valor nutritivo de la carne,
éste es un problema econdmico importante, ya que dificulta su
comercializacion y demerita el precio de cerca del 10% de las canales que
llegan a rastro (Barrén, 2001), alcanzando una pérdida econémica de hasta
100 millones de pesos al afio (Mora y Shimada, 2001).

En los rumiantes se ha visto que el B-caroteno contenido en el forraje no es
afectado por la fermentacién ruminal ya que en este sitio Unicamente es
liberado para pasar intacto a intestino delgado, en donde se absorbe y una
parte de este compuesto es convertido por accidn enzimatica en vitamina A.
Sin embargo, la eficiencia de conversién del B-caroteno en vitamina A dentro
de la mucosa intestinal varfa dependiendo de la especie de que se trate
(Tee, 1992). Se ha observado que la actividad intestinal de la enzima que se
encarga de catalizar la conversion del B-caroteno en vitamina A es cinco
veces menor en bovinos que en caprinos (Mora et al., 2000), de manera que
muy probablemente este hecho incrementa la absorcion y almacenamiento
del B-caroteno en el tejido adiposo y por tanto la coloracién amarilla de las
canales. El resto del B-caroteno absorbido por las células intestinales que no
alcanza a metabolizarse en vitamina A es empaquetado y enviado a la
circulaciéon y parte de este llega a depositarse en el tejido adiposo.

Para resolver esta situacion algunos productores han empleado diferentes
estrategias como finalizar a sus animales en corral durante periodos de 28 a
56 dias, logrando una disminucién en la coloracién de la grasa. En este
sentido, Strachan ef al. (1993) reportaron una reduccién en el color de la
grasa de 3.9 a 2.4 (en escala del 1 al 10) después de 35 dias de
alimentacion con grano, y establecieron que el cambio de alimentacién debe
iniciarse 70 dias antes del sacrificio para diluir el B-caroteno acumulado
previamente. Al parecer el B-caroteno fue removido de la grasa ademas de
haberse diluido por efecto de la dieta (Forrest, 1981).
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Otras soluciones que se han sugerido para resolver este problema han sido
el empleo de lipoxigenasas de pasta de soya a nivel ruminal para decolorar
los carotenoides (Larsen et al., 1993); la comercializacién de la carne en
cortes; e incluso se ha mencionado que la suplementacion con a-tocoferol en
ganado en pastoreo también reduce la concentracién tisular de B-caroteno, y
por tanto el amarillamiento de la grasa de la canal, haciéndolo mas aceptable
para el mercado (Yang et al., 2002). Sin embargo, éstas no han resultado ser
soluciones viables, econémicamente hablando.

Principales caracteristicas de los carotenoides

Como se ha mencionado, el color del tejido adiposo en las canales bovinas
depende hasta en un 80% de su contenido de carotenoides, y en especial
del B-caroteno. Los carotenoides y principalmente el p-caroteno, son los
principales compuestos precursores de vitamina A en el organismo animal;
son sintetizados por plantas, hongos y bacterias fotosintéticas: se
caracterizan por ser compuestos quimicos liposolubles responsables de la
coloracion amarilla, naranja, roja y purpura de flores, frutos, aves, insectos y
organismos marinos. Los animales los obtienen al alimentarse de estos
alimentos para luego metabolizarlos, acumularios en sus tejidos o
emplearlos como fuente de vitamina A (Tee, 1992).

Quimicamente, los carotenoides se definen como compuestos formados de
ocho unidades isoprenoides cuyo orden es invertido desde la molécula
central (Delgado ef al, 2000). Estos compuestos se consideran como
derivados del licopeno (C4Hsg), originados a partir de diferentes reacciones
de hidrogenacion, deshidrogenacion, ciclizacion, insercion de oxigeno,
migracion de dobles enlaces, migracién de metilos, elongacion o
acortamiento de cadena (Goodwin, 1992). En la figura 1, se muestra la
estructura quimica de algunos de los carotenoides mas importantes.
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Los carotenoides se clasifican en primarios y secundarios. Los carotenoides

primarios son compuestos empleados por las plantas durante la fotosintesis
(B-caroteno, violaxantina, neoxantina). Los carotenoides secundarios se
localizan en flores y frutas (a-caroteno, PB-criptoxantina, zeaxantina,

anteraxantina) (Delgado et al., 2000).

NMW

Licopeno
B-caroteno Zeaxantina
~, 2 : : e
: : ”
a-caroteno Luteina
Cantaxantina
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Figura 1. Estructura quimica de los principales carotenoides.

La coloracion de los carotenoides es debida a su cadena de dobles enlaces
en posicion trans. Debido a esta cadena, los carotenoides muestran una baja
energia de excitacién, de manera que en el espectro de luz visible se




localizan entre los 400 y 500 nm, correspondientes a los colores rojo, naranja

y amarillo (Delgado et al., 2000).

Las principales funciones que desempenan los carotenoides en los vegetales

son las siguientes:

1) Colorean flores, semillas, frutos y hasta algunos hongos, funcién que
juega un papel importante en la reproduccion de tales especies para

atraer animales que contribuyen a dispersar polen, semillas y esporas.

2) Durante la fotosintesis actGan como receptores de energia luminica

para luego transferirla a la clorofila.

Los carotenoides son compuestos hidrofébicos y por tanto se localizan en
sitios lipofilicos dentro de las células como las membranas celulares. Para
desplazarse por ambientes acuosos dentro de la célula, los carotenoides
forman complejos con proteinas, esto ha sido observado principalmente en
plantas e invertebrados (Bullerjahn y Sherman, 1986; Zagalski ef al., 1991;
Jouni et al, 1993). En vertebrados estas asociaciones son bastante
limitadas, por ejemplo, en bovinos no se han encontrado proteinas
intracelulares ligadoras de p-caroteno (Gugger y Erdman, 1996). En higado
de hurén se reporta una proteina especifica ligadora de carotenoides
(Lakshman y Rao, 1999) y en humanos una proteina ligadora de xantofila en
retina (Yemelyanov et al., 2001). Como alternativa a su solubilizacion, los
carotenoides pueden incluirse dentro de vesiculas citosélicas de transporte
asociados a lipoproteinas (Gugger y Erdman, 1996).

Estudios epidemiol6gicos han reportado que el consumo de alimentos ricos
en carotenoides se asocia con una reduccion en el riesgo de padecer ciertos
tipos de cancer, enfermedades cardiovasculares y degeneracién macular
relacionada con la edad (Peto et al., 1981; Ziegler, 1991; van Poppel, 1996).
Esos efectos preventivos de los carotenoides se asocian principalmente a su

funcién como precursores de vitamina A, asi como a sus caracteristicas de
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antioxidantes, moduladores de la respuesta inmune e inductores de las

uniones “gap” de comunicacién intercelular (Qlson, 1998). A pesar de que no
todos los carotenoides tienen el mismo efecto de proteccién contra
enfermedades especificas, si se consideran seguros para la salud humana a
diferencia de la vitamina A, la cual puede causar toxicidad a dosis elevadas.
Por tanto, los carotenoides naturales pueden ser utilizados como
suplementos alimenticios para prevenir ciertas enfermedades cronicas o en

casos de deficiencia de vitamina A.

Metabolismo del 3-caroteno en los bovinos

Los bovinos consumen el B-caroteno principalmente en el forraje verde,
aunque también puede estar presente en menor cantidad en los
concentrados y alimentos balanceados. Antes de su absorcién los
carotenoides deben ser liberados de la matriz celular de los alimentos o
vegetales que los contienen, y esto ocurre durante los procesos fisicos y
gquimicos que sufre el alimento antes de ser ofrecido, ademas de la
masticacion, la fermentacién ruminal y después de su paso por abomaso
(Parker, 1996; Furr y Clark, 1997).

Una vez que ha llegado al rumen, el B-caroteno es liberado parciaimente,
pero gracias a sus dobles enlaces escapa de manera intacta a intestino
delgado (Van Soest, 1994). En este punto, algunos autores mencionan que
las pérdidas de B-caroteno en rumen ascienden hasta 20-40% (King et al.,
1962; Keating, 1964; Van Soest, 1982). Sin embargo, se ha encontrado que
tales perdidas no son mayores del 10% y que se asocian mejor a la pérdida
por incidencia de |luz durante la incubacién, o por la pérdida de materia
organica a nivel ruminal mas que a su degradacién proplamente dicha (Mora
et al., 1999).
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En el intestino delgado, el B-caroteno junto con los otros carotenoides
liberados del alimento se solubiliza por la accién de los componentes biliares
y en conjunto con otros lipidos pasa a formar parte de las micelas que el
organismo absorbe en las vellosidades intestinales (Goodman et al., 1965).
La principal diferencia entre la absorcion de los carotenoides y los acidos
grasos de la dieta estd en que los primeros requieren incorporarse en
micelas por accién de las sales biliares (Hollander y Ruble, 1978), mientras
que los acidos grasos pueden ser absorbidos sin que estén contenidos en
micelas (Carey y Hernell, 1992).

Una elevada concentracion de B-caroteno en la dieta afecta la absorcién de
otros carotenoides, asf como de la vitamina E (Parker, 1996: Furr y Clark,
1997). Se ha visto que niveles bajos de grasa en la dieta reducen la
capacidad de absorcion de B-caroteno a nivel intestinal, ya que la grasa
provee un medio hidrofébico para solubilizar los carotenoides, ademas de
que estimula la liberacién de sales biliares, y por tanto incrementan la
absorcion de los carotenoides (Furr y Clark, 1997).

Varios trabajos (Gaziano et al., 1995; Stahl et al., 1995; You et al., 1996:
Johnson et al., 1997; During et al., 2002) han demostrado la absorcion
selectiva de B-caroteno sobre otros carotenoides, lo cual refuerza la teoria
acerca de la existencia de un transportador de B-caroteno en la membrana
celular de los enterocitos. En este sentido, se ha identificado una secuencia
de cDNA en mamiferos homéloga a la de un receptor encontrado en
Drosophila melanogaster, el cual interviene mediando la entrada de
carotenoides a la célula (Kiefer of al., 2002).

Una vez dentro de las células de la mucosa intestinal el contenido de las
micelas es liberado. El transporte intracelular del B-caroteno en los bovinos
se realiza a través de vesiéulas 0 por su unién a protelnas de membrana
(Gugger y Erdman, 1996). Dentro del citosol el B-caroteno es expuesto a la
actividad de la enzima BCO, siendo éste el primer sitio de actividad de Ia
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enzima formadora de retinal. Las caracteristicas y actividad de esta enzima

se mencionan mas adelante. A continuacién el retinal recién formado y el -
caroteno que no alcanzo a ser transformado en el enterocito, asi como otros
carotenoides, apocarotenales y retinoides, son incorporados dentro de los
quilomicrones, complejos moleculares que se encargan de su transporte por
via linfatica (Goodman y Huang, 1965; Ong, 1993).

En los enterocitos, al igual que en muchos otros tipos celulares, se ha
descrito la presencia de otras enzimas que continian el metabolismo del B-
caroteno, como es el caso de la retinol deshidrogenasa (RolDH) que
convierte el retinal en retinol, y la enzima lecitin-retinol-acil-transferasa
(LRAT), que forma ésteres de retinilo a partir de retinol. Todos estos nuevos
compuestos tambien son empaquetados y transportados por via linfatica en
los quilomicrones (Paik ot al., 2004).

Hasta el momento se desconoce exactamente el mecanismo que regula la
incorporacion de los carotenoides en los quilomicrones y tampoco se ha
resuelto como se controla su movilizacién dentro del enterocito, ya que no se
han aislado proteinas especificas que se unan a los carotenoides dentro de
estas células (Furry Clark, 1997).

La mayoria del B-caroteno y retinoides de los quilomicrones son
transportados al higado, aunque alrededor del 25% de estos compuestos
pueden continuar su circulacién por via extrahepatica (Goodman et al.,
1965).

El B-caroteno es liberado de los quilomicrones en el higado, donde también
es alcanzado por la actividad de la BCO dentro de los hepatocitos, siendo
éste, el segundo sitio en donde se forma retinal a partir de los carotenoides
de la dieta después del duodeno.

En el higado ocurren varias reacciones que tienen que ver con el
metabolismo del B-caroteno y de la vitamina A. La enzima retinaldehido
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deshidrogenasa (RalDH) cataliza la conversién del retinal recién formado en
retinol (Rol), este compuesto se unira a la proteina ligadora de retinol (RBP),
sintetizada también en el higado. A su vez, la RBP se une a otra protefna
denominada transtiretinina (TTR), este complejo Rol-RBP-TTR es el medio
de transporte del retinol recién formado para llegar por via sanguinea a los
tejidos blanco en donde es liberado para cumplir con sus funciones
especificas (Goodman et al., 1965; Paik et al., 2004). En los hepatocitos
tambieén se forma el todo-trans 4acido retinoico a partir del retinal y la accién
de la RalDH. Este acido retinoico se une a albamina para viajar por la
circulacién sistémica. Otros compuestos formados en los hepatocitos son los
ésteres de retinilo a partir del retinol y de la enzima retinil éster hidrolasa
(REH), para ser liberados a la circulacién los ésteres de retinilo se unen a
lipoproteinas (Paik et al., 2004). En Ia figura 2, se mueétfan los diferentes
mecanismos de llegada y transferencia del p-caroteno y vitamina A en los

hepatocitos y otras células blanco a partir de la circulacién sanguinea.

Los retinoides unidos a proteinas circulantes son una fuente importante de
vitamina A en el organismo. Sin embargo, se ha visto que ratones incapaces
de sintetizar adecuadamente RBP obtienen esta vitamina a partir de los
carotenoides que reciben en la dieta y movilizan por via extrahepatica unidos
a albumina, sin presentar signos por deficiencia de RBP (Paik et al., 2004).

A pesar de que en el higado se presenta una actividad enzimatica intensa
sobre el B-caroteno y sus productos, una parte del B-caroteno, asi como de
otros carotenoides, no alcanza a ser transformado en retinal, y se une a
- lipoproteinas de alta y baja densidad para su circulacién por via sangulnea a
los diferentes tejidos en donde sea requerido (Paik et al., 2004). De esta
manera se ha reportado la presencia de B-caroteno y luteina en cuerpo Iiteo
de bovino, tejido adiposo, glandulas adrenales, piel, rifién, pulmén, hipofisis,
musculo, bazo, estdmago, colon, vejiga, cerebro y ojo (Furr y Clark, 1997).
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Figura 2. Mecanismos de entrada y transformacién del p-caroteno y las
diferentes formas de vitamina A en los hepatocitos y otras células blanco.
(BCO, B,p’-caroteno 15,15’ oxigenasa; RolDH, retinol deshidrogenasa; REH,
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En los bovinos el -caroteno es transportado en plasma unido principalmente
a lipoproteinas de alta densidad (HDL), al contrario de lo que sucede en
cabras, borregos, e incluso humanos, en donde el B-caroteno es
transportado en las fracciones de lipoproteinas de baja densidad (LDL) y
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) (Ashes et al., 1984; Yang et al.,
1992).

El gen y la proteina de CO

Debido a su actividad como provitamina A, el carotenoide mas importante y
abundante en la nutricion animal es el B-caroteno. En el aparato digestivo,
asl como en muchos otros tejidos del organismo, el B-caroteno es atacado
por la enzima BCO que rompe su enlace central (15-15°) y produce dos
moléculas de retinal.

El estudio de la enzima BCO se remonta hacia 1930 cuando Moore
demuestra la conversion de B-caroteno en vitamina A en intestino delgado de
mamifero. Pero no fue sino hasta 1965, cuando dos diferentes grupos de
investigadores (Goodman y Huang, 1965; Olson y Hayaishi, 1965)
caracterizaron su actividad enzimatica a partir de un homogenizado de
células de intestino delgado, y la denominaron BCO porque observaron que
el B-caroteno era cortado en su enlace central 15-15' para formar retinal y
que esta actividad requerfa de oxigeno molecular. Entre las caracteristicas
reportadas para esta proteina se mencion6 que es una enzima soluble, con
un pH alcalino (7.8 a 8.2), es inhibida por agentes sulfhidrilos y quelantes de
hierro, lo que indica su asociacién a un cofactor de hierro (Goodman et al.,
1966, Fidge ot al., 1969).

A partir de trabajos realizados con homogenizados celulares de intestino se
pudieron comprobar y determinar otras caracteristicas de la BCO, entre las
que se mencioné su localizacion en el citosol y actividad especifica sobre B-

m
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caroteno para producir dos moléculas de retinal por cada molécula de BC
(Devery y Milborrow, 1994). Asi mismo se determiné su K, (2-10 pM) y Vinax
(0.003-1.7nmol de retinal/mg/hr a 37°C, dependiendo de la especie) (Fidge
et al., 1969; Lakshman y Okoh, 1993).

La enzima pudo ser caracterizada en otros mamiferos como el cerdo (Fidge
ef al., 1969) y se comprob6 su especificidad de sustrato sobre B-caroteno al
enfrentarla contra algunos de sus isomeros (Nagao et al., 1996).

Recientemente, se logré clonar y reportar la secuencia de DNA
complementario (cDNA) de esta proteina originaria de Drosophila
melanogaster (von Lintig y Vogt, 2000), pollo (Wyss et al., 2000), ratdn (Paik
et al., 2001) y humano (Yan et al., 2001).

Von Lintig y Vogt (2000) reportaron la clonacién de la enzima BCO de D.
melanogaster en una cepa de E.coli, previamente manipulada para producir
y almacenar B-caroteno. Estos autores observaron que una vez que las
celulas fueron capaces de producir la proteina, ésta era activa y catalizaba
Unicamente la ruptura del enlace central de p-caroteno, compuesto
conformado por 40 carbonos, y produciendo retinal, cuya molécula consta de
20 carbonos; y que esta reaccién era dependiente de hierro.

La evidencia de la actividad in vivo de esta enzima formadora de vitamina A
fue confirmada por von Lintig ef al. (2001) quienes encontraron que la
mutacion en el gen Nina-B de D. melanogaster produce individuos ciegos, ya
que en este sitio se encuentra la informacién para la sintesis de CO.

La clonacion del cDNA de pollo fue realizada a partir de una purificacién
parcial de la proteina BCO de intestino de pollo, para luego determinar su
secuencia de aminoacidos y disefiar los oligonucleétidos especificos para
generar el correspondiente cDNA mediante PCR. La comparacién de esta
secuencia con la de D. melanogaster revel6 varios dominios conservados
(Wyss ef al., 2000; Wyss et al., 2001).

m
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Posteriormente, la identificacion del gen de BCO de mamiferos,
especificamente de ratéon (Paik et al, 2001) y humano (Yan et al., 2001;
Lindqvist y Anderson, 2002), permitieron confirmar algunas de las
caracteristicas de actividad de esta enzima citosdlica (von Lintig y Vogt,
2001; Lindqvist y Anderson, 2002).

Recientemente, se ha propuesto que in vivo y probablemente por su
naturaleza hidrofilica, la BCO requiere interactuar con otras proteinas que se
encargan tanto de entregarle el B-caroteno (hidréfobo), asi como de recibir y
transportar los retinoides que resultan de esta reaccién, tal es el caso de las
proteinas celulares ligadoras de retinoides (CRBP 1-3) (Vogel ot al., 2001).
Estas proteinas también permitirian regular el flujo de formacion, transporte y
almacenamiento de retinal y acido retinoico en el organismo, sin embargo

éste es un tema que adn se encuentra en proceso de estudio.

Actividad de la BCO en diferentes especies

La actividad de BCO varia dependiendo de la especie animal de que se trate,
asi como también del tipo de dieta y de la cantidad de sustrato a degradar.
En general, en los herbivoros la BCO presenta mayor actividad (Lakshman,
2004), mientras en los carnivoros como el gato, puede estar totalmente
ausente (Lakshman y Okoh, 1993). En los bovinos la actividad de BCO es
bastante limitada en relacién a la actividad que muestra en caprinos, y ello
predispone a una mayor absorcién del B-caroteno y a su almacenamiento en
tejido adiposo. En esta especie, la actividad de BCO oscila entre 190 a 415
pmol retinal/mg proteina/h (Mora et al., 2000), mientras que en ratas produce
alrededor de 6.3 a 14.9 pmol retinal/mg proteina/h (Parvin y Sivakumar
2000), y en pollo su actividad es de hasta 330 pmol retinal/mg protelna/h
(Tajima et al., 1999).
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Estudios de BCO en modelos celulares

Sélo en unas cuantas lineas celulares se ha demostrado la expresién de
BCO, aun cuando éstas deriven de tejidos que normalmente expresen esta
proteina. Estudios en células de adenocarcinoma de colon de humano
(Caco-2, cepas PF11 y TC7) demostraron la actividad de BCO y la capacidad
para la sintesis de ésteres de retinilo cuando se incubaron con B-caroteno
(During et al, 1998). Asl mismo, se demostré la expresién del RNA
mensajero (RNAm) para BCO en las mismas lineas celulares (Bhatti et al.,
2003; Boulanger of al., 2003). Estas lineas celulares han sido utilizadas

como modelos in vitro para estudiar las caracteristicas de la enzima.

Se han estudiado diferentes lineas celulares de higado, pero ninguna ha
demostrado actividad de BCO (During y Harrison, 2004). Tampoco se ha
encontrado actividad en las lineas celulares de epitelio de retina ARPE-19,
D407 y hTERT-RPE1 (Bhatti ef al., 2003). Sin embargo, hay que recordar
que en este tejido los principales carotenoides utilizados son la luteina,
zeaxantina y mesoxantina, ya que sélo se han encontrado trazas de B~
caroteno (Landrum y Bone, 2001). En células de rifién de mono Cos-7 se ha
demostrado la expresion del mensajero para BCO (Bhatti ef al., 2003).

Otras proteinas Involucradas en la ruptura de B-caroteno

A la par con la investigacion en BCO se han estudiado otras proteinas de
estructura y secuencia de cDNA similares, involucradas en la sintesis de
retinal en el organismo animal. Tal es el caso de BCO2 una enzima
caracterizada en ratén y pez cebra (Danio rerio). Esta enzima rompe
asimetricamente fa molécula de B-caroteno el enlace 9'-10’, produciendo 10'-
apocarotenal y p-ionona (Kiefer ef al, 2001). Otra de las protelnas
involucradas en la formacién de vitamina A es la proteina microsomal
especifica “Retinal Pigment Epitelium”" o RPE65 cuyo cDNA fue
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caracterizado en bovino (Hamel eof al., 1993). Estudios posteriores
demostraron que, la RPE65, forma 11-cis vitamina A, y que es imprescindible

para que se lleve a cabo el ciclo visual (Redmond et al., 1998).

Mecanismo de accion de BCO

Hasta la fecha se han propuesto dos mecanismos de accién para la ruptura
del enlace central de B-caroteno por la enzima BCO. El primer mecanismo
reportado por Olson y Hayaishi en 1965 es el de “dioxigenasa”, éste requiere
la presencia de oxigeno molecular y produce el intermediario inestable
dioxetano, mismo que es rapidamente convertido en retinal. Recientemente,
Leuenberger ef al. (2001) propusieron la reaccién de ‘monooxigenasa”.
Estos autores mencionan que para lleve a cabo este mecanismo se requiere
la presencia de dos atomos de oxigeno de fuentes diferentes (oxigeno
molecular y agua) y que el intermediario que se produce es un epoxido. Sin
embargo, este segundo mecanismo ain requiere clarificar la naturaleza del
complejo que debe formarse con un metal, probablemente hierro, requerido
para la epoxidacion; asi como la extension en el intercambio de oxigeno de
naturaleza molecular o del agua. Por tanto, es necesario continuar los
trabajos que permitan esclarecer cual es realmente el mecanismo de la
reaccion para la ruptura del enlace central del B-caroteno catalizado por la
BCO. En la figura 3, se muestran los dos mecanismos de accion propuestos
para la actividad de BCO sobre B-caroteno.
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1. Reaccion de Dioxigenasa (Olson, 1965)
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Figura 3. Mecanismos de reaccién propuestos para BCO.

Ruptura céntrica vs excéntrica

Hasta ahora ha quedado claro que la BCO se encarga de la ruptura central
del B-caroteno para formar retinal, pero la existencia de una BCO2 cuya
funciéon es romper de manera excéntrica al B-caroteno es ain un tema de
controversia. Existe evidencia de que puede ocurrir la ruptura excéntrica de
B-caroteno en homogenizados libres de células (Napoli y Race, 1988) con
formacion de 4cido retinoico. También se ha visto que la célula puede cortar
los apocarotenoides de la cadena superior a 20 carbonos hasta formar acido
retinoico por un proceso similar al de la B-oxidacién de los acidos grasos
(Sharma et al., 1976; Wang et al., 1996).

En el reporte de Kiefer of al. (2001) para la BCO2 mencionan la expresion del
mensajero para esta proteina en los mismos tejidos en que se encontré BCO

e EEE———_———
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(higado e intestino delgado), lo cual explica que en estos sitios también
puede ocurrir la ruptura excentrica del B-caroteno, pero que ocurrirfa por dos
proteinas distintas. Sin embargo, se requiere una mayor investigacién sobre
BCO2 en cuanto a su actividad bioquimica y propiedades enzimaticas,

especificidad de sustrato, localizacién celular y productos principales.

Expresion especifica de CO en tejidos

En vertebrados el primer sitio de sintesis de vitamina A a partir de B-caroteno
es la mucosa intestinal, y de ahf tanto la vitamina recién formada como el B-
caroteno absorbido son transportados a higado para su almacenamiento o
distribucion a otros tejidos. Algunas de las técnicas mayormente utilizadas
para determinar la expresién especifica del mensajero de una proteina en
tejidos son la hibridacién in situ, los Northern blots y la RT-PCR. De esta
manera, diferentes autores han determinado la expresién BCO en tejidos
especificos. En pollo se ha localizado el mensajero para BCO en higado,
microvellosidades de intestino delgado, pulmén y rifion (Wyss ef al., 2001).
En el ratén se ha visto su expresion principalmente en intestino delgado e
higado, pero también en rifion, testiculo, utero, piel y musculo esquelético
(Paik et al., 2001, Redmond et al., 2001). En humano se reporté la expresion
de este mensajero en el epitelio de la retina (Yan ef al., 2001), al igual que
en la retina del mono (Bhatti ef al., 2003).

La expresion del mensajero para BCO en los diferentes tejidos del organismo
demuestra que el B-caroteno es un precursor importante para la formacién
de retinal en cada uno de estos sitios, y por consiguiente para desempefiar
funciones especificas en la vision, la espermatogénesis, el desarrollo
embrionario, e incluso para regular la expresion de diferentes genes en casi
todos los tejidos del organismo.
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Receptores de membrana para B-caroteno

Como el B-caroteno es un compuesto lipofilico, se ha sugerido que en la
membrana celular de los vertebrados existen proteinas ligadoras especificas
para este compuesto. Estas proteinas pudieran ser del tipo de los receptores
“‘scavenger clase B” (SR-BI) involucrados en el metabolismo de las HDL en
mamiferos (Rigotti et al., 1997) y en la captacién de carotenoides a partir de
las lipoproteinas circulantes. Este hecho fue sugerido al estudiar cepas
mutantes de D. melanogaster en el gen ninaD. Este gen codifica para un
receptor de membrana similar a los receptores SR-BlI observados en
mamiferos. Los individuos portadores de la mutacién ademas de ceguera
presentan una distribucién atipica de los carotenoides de la dieta, y al medir
el flujo de colesterol entre las lipoproteinas y las células blanco se observa
abolida su funcién debido a una mutacion sin sentido para el gen que
codifica este receptor (Kiefer ot al., 2002).

Regulacion de la sintesis de vitamina A

La administracién de dosis elevadas de B-caroteno en humanos no causa
hipervitaminosis. Se ha sugerido que la sintesis de vitamina A por ruptura del
B-caroteno debe ser regulada por los niveles de esta vitamina en el
organismo (van Viiet ef al., 1996; Parvin y Sivakumar, 2000), respondiendo a
un sistema de retroalimentacién negativa en el cual interviene el acido
retinoico con sus receptores nucleares (Bachmann et al., 2002); asi como a
otras proteinas dentro y fuera de la célula.

Recientemente, Boulanger ef al. (2003) mencionaron que la expresion del
gen de BCO en el ratén estd regulada por un factor de transcripcién, el
receptor activado para la proliferacién de peroxisomas (PPARy). Esta
protelna asociada con un receptor X de retinoides (RXR) se une al elemento
de respuesta a proliferador de peroxisomas (PPRE) en un sitio del DNA

“
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cercano al gen de BCO estimulando su transcripcién. Como el RXR se une
principalmente a 9-cis-acido retinoico, se ha sugerido que entonces los
carotenoides y retinoides de la dieta afectan la expresion del gende BCOy
por tanto, el PPARy juega un papel importante en el metabolismo de los
carotenoides, integrandolo entonces en la regulacién del colesterol y otros
lipidos, en donde los PPARs desempefian una funcién importante activando
otros genes involucrados en el anabolismo del tejido adiposo (Barak et al.,
1999).

Los PPARs y el 4cido retinoico también requlan la expresién en intestino
delgado de la proteina celular ligadora de retinol Il (CRBP2) cuya funcién es
ligar el retinal recién formado por la BCO (Vogel et al., 2001).

Otra enzima inducida por el 4cido retinoico de la dieta es la lecitin:retinol
aciltransferasa (LRAT). La LRAT es importante en el metabolismo de la
vitamina A, y su funcién es la de catalizar la sintesis de ésteres de retinilo,
forma en que la vitamina A es almacenada en el higado (Zolfaghari y Ross,
2000).

A pesar de que se conoce que las proteinas antes mencionadas contribuyen
a la homeostasis de la vitamina A en el organismo, es necesario seguirlas
estudiando para determinar con precisién sus mecanismos de accién y
esclarecer su intervencién en la regulacién de la BCO y la sintesis de

vitamina A.
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Hipotesis

La secuencia de nucleétidos del cDNA que codifica para la enzima BCO de
bovino esta conservada en relacién a las reportadas para otras especies.

La expresion del RNA mensajero y la actividad enzimatica de BCO de bovino
en duodeno e higado, varia entre animales que presentan o no pigmentacién

del tejido adiposo de la canal.

La enzima BCO se encuentra expresada en las génadas del bovino.

22




Objetivos

Objetivo general

Determinar la secuencia de nucledtidos del cDNA que codifica para la
enzima BCO de bovino e identificar su expresién y actividad en intestino
delgado e higado de animales con pigmentacién amarilla del tejido adiposo
de la canal en comparacion con animales cuya canal no presentd
pigmentacion del tejido adiposo.

Objetivos especificos

1. Identificar la secuencia de nucleétidos del cDNA que codifica para la
enzima BCO de bovino.

2. Identificar y comparar la expresién de BCO en duodeno e higado de
animales cuya canal presenté pigmentacién amarilla del tejido adiposo
en comparacion con aquellos que no hayan presentado pigmentacion
por hibridacion in situ y RT-PCR cuantitativa.

3. Comparar la actividad enzimatica de BCO en duodeno e higado de
animales cuya canal present6 pigmentacién del tejido adiposo con
aquellos que no hayan pigmentado su canal.

4. Identificar la expresién de BCO en ovario y testiculo de bovino.
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Materiales, Métodos y Resultados

Al final de esta tesis se anexan las principales técnicas empleadas durante el
desarrollo del trabajo, y en la siguiente seccién se incorporan los siguientes
productos de investigacién:

Bos taurus beta-carotene-1 5,15’-oxygenase, complete cds

Morales A., Gonzalez A., Antaramian A., Varela-Echavarria A., Shimada A.,
Mora O.

GenBank, accesion number: DQ008469
http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query

Cloning of the bovine B-carotene-1 5,15'-oxygenase and
expression in gonadal tissues
Adriana Morales, Antonio Rosas, Adriana Gonzalez, Anaid Antaramian,
Alfredo Varela-Echavarria, Armando Shimada, Ofelia Mora

Articulo en prensa por: Internacional Journal for Vitamin and Nutrition
Research.

Differences in expression and actlvity of B,p’-carotene-15,15'-

oxygenase between yellow and white bovine fat carcasses

Adriana Morales, Adriana Gonzalez, Alfredo Varela-Echavarria, Armando
Shimada, Ofelia Mora.
Articulo enviado a: Animal Feed Science and Technology.
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ccagceteege
cgttccattt
cataagtgcg
ttgactgagg
gtgcattcca
ccgeccttcectg
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agccctegcea
aaggagtggc
cacaatggaa
agtaacaggc
gcacacggtg
cttcaccatc
cactgccaac
agacccctgce
tttcacagac
agagaccagt
ttttcgtaaa
aaatgttctc
taagatccct
ggaggtcttc
cqgagtcage
gatggccacg
ggacaagact
tcacacggac
cctgttegat
cctgaacgag
cgtgcttcce
gtctacaaca
gctctgtgaa
ctatatcttt
ccttgccaag
cgtgcccaca
taccgatccec
ggceccgegeg
tgcaggeagqg
cggacgtgeg
ccagctcacg
cgcacatatt
aatcgatgtg
ttaatattac
caaaacaccg
gaaactgccc

gtgccatctg
caagagcagt
ataatatttg
aagattccag
ggcgagacca
agagatggtg
atcgaagcaa
aaaaacatat
aactgtctga
tacatcagga
tatgtggctg
aatgttggca
gcececcagtee
tgctecateg
gagaactaca
gcttacattce
cacatccaca
cccatggtgyg
gtcatcacct
gactttaagg
ctccacgtgg
gcacgagcce
ggcttagaac
gctgctggag
tcectecttga
ccaggtgeca
cagaagtcge
tcegtegatg
gacccgggga
gccccaagaa
gctgtecceg
ctttccgeag
tatcttttcet
ttggctaatc
gaactaacgt
ggaaaccggce
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aagggaggga
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tgecctcacat
tccagtggag
cgtggaaaga
aggacgagga
cttttctget
tggagatgca
agcaggcccce
ctgacagect
cccecggggga
ctgctttgag
tggcgaatct
tggecctacte
agccggggcec

H k

NCBI | NLM | NIH

gatgtaaagg
ggacgagcat
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ggggatcctg
ctggttcgat
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cctggatttce
tteccaggag
ggaggctttg
agggecgggag
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tagcgctggt
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aagctgecagg
cgctcteget
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ccgagctatt
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ttgatttacg
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agtggtectt
gaaacggaaa
aggactatcc
agaagtctcg
attategtgg
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Introd uction genase (BCO) in the intestinal mucosa and the liver [1, 2],

where retinal and uncleaved P-carotene can be used,
The administration of vitamin A is a common procedure  stored, or carried by the bloodstream to different target tis-
used 1o increase the reproductive performance of cattle  sues in the body [3]). Retinal can then be converted into
and other species. The effect and specific function of the  retinol and retinoic acid, the active forms of vitamin A, by
vitamin on the reproductive tract, however, has not thus  the enzymes retinal dehydrogenase and alcohol dehydro-

far been elucidated. genase [4],

Beta-carotene, the precursor of vitamin A, is a compo- The first studies of BCO were conducted 40 years ago
nent of the forages consumed by herbivores; itis cleaved by Olson and Hayaishi [5], who observed that in the in-
into two molecules of retinal by f-carotenc-15,15"-0xy-  testinal mucosa of rats, p-carotene was converted enzy-
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matically into retinal; molecular oxygen and iron were re-
quired as cofactors. Other authors have demonstrated that
intravenously injected vitamin A in rats is distributed to
different tissues throughout the animal, including liver,
kidneys, fat, plasma, small intestine, lungs, and adrenal
glands [1].

In recent years, the role of BCO on vitamin A metabo-
lism has been rc-evaluated. Many researchers have con-
firmed that BCO is the main enzyme thal cleaves -
carotene {2, 6]. Nevertheless, it has also been proposed
that there are other enzymes that are able to cleave p-
carolene at excentric linkages, yielding different apo-
carotenals which can also be converted into retinal {7, 8].
Biochemical studies performed on several species re-
vealed that BCO is a cytosolic protein of 64—66 kDa with
an optimum pH range of 7.8-8.2 (9, 10]. The activity of
BCO is present in the intestine of rats [5, 11], chicks [12],
humans [13], and bovines [14]. Studies in humans have
also demonstrated the presence of BCO activity in pig-
mented retinal epithelium, liver, kidney, brain, and testis,
where f-carotene could act as a local source of retinoids
[15]).

The main functions of vitamin A are related to vision,
embryonic development, differentiation, and other pro-
cesses such as the protection of membranes and mucosa
{16]. Moreover, it seems that in tissues with steroidogenic
activity, f-carotene has a special importance. In females,
the compound reaches the ovary through the bloodstream
coupled to high-density lipoproteins (HDL) [17], where it
is stored in the corpus luteum. In bovines, the concentra-
tion of f-carotene in the corpus luteum rises to 60 pg/g
tissue [18]; however, an increase (0 400 ng/g between the
6" and 16" days of the estrous cycle has also been report-
ed, giving the tissue its characteristic yellow color [19].

Storage and metabolism of P-carotene, retinal, and
retinoids are well regulated in the ovary, Gawienowski er
al [20] and Sklan [21] have reported the synthesis of reti-
nal from B-carotene in ovary and granulosa cells. On the
other hand, Brown er al[22] and Mohan er al [23] demon-
strated the expression of a retinoid receptor in these cells,
In experiments with luteal cultures, B-carotene was re-
ported to disappear from the medium during the synthe-
sis of progesterone [17], several authors have suggested
that B-carotene acts as an antioxidant during steroidoge-
nesis [24, 25]. It has been proposed that -carotene cap-
tures oxygen radicals generated during the cholesterol
conversion to steroids by the cytochrome P450, hence de-
creasing peroxidation of lipidic mitochondrial mem-
branes, thus protecting the cell proteins from oxidative
damage and increasing steroid synthesis [26, 27).

In the testis it is known that retinoids are able to act on
Sertoli and Leydig cells during cell differentiation and
testosterone secretion [4]). Beta-carotene in the testis is
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converted into retinoic acid, where it induces the regener-
ation of epithelium and the proliferation of spermato-
gonia at the seminiferous tubules [28, 29]. Retinoids are
involved in the production of specific proteins such as
androgen-binding protein, transferrin, and fibronectin
{30] and the expression of multiple transcription factors
[4]-

In recent years, several authors have reported the iso-
lation of BCO cDNAs of different species and their ex-
pression analysis [6, 15, 31, 32]), but this has not been
reported in bovines. In the present work we cloned the
cDNA for bovine BCO and detected its expression in
ovaries and testis, where B-carotene and jts products
(retinoids) play their roles in cell proliferation and differ-
entiation during gametogenesis,

Materials and Methods

All biological samples were taken from bovines at time of
slaughter at Querétaro State municipal abattoir.

Isolation of cDNA for BCO

Samples of duodenal mucosa from bovine were homoge-
nized in TRIzol (Invitrogen Life Technologies; Carlsbad,
CA, USA) and transported on ice to the laboratory, where
total RNA was isolated followed by a second purification
of total mRNA using the Fast-Track kit (Invitrogen).

Based on the cDNA sequence for BCO from chicks and
humans [6, 15], two degenerate oligonucleotides were de-
signed, as follows:

Sense:
5' ATGGC(A/G/CITTA(C/TYCC(A/G/ICIT)GA(C/T)CC
(A/G/ICIT)TG(CIT)AA(A/G)3’

Antisense:
5"TT(A/G/CIT)ACCG(A/G/C/T)(A/G/ICIT)AC(A/G)TA
(C/1TT3.

A reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) was performed, and a 251-base pair (bp) product
was obtained. This product was cloned into TOPQ 4,0 (In-
vitrogen) and sequenced in an automatic sequencer (ABI
Prism, 310 Genetic Analyzer). Based on the sequence of
this product, specific oligonucleotides were designed 1o
direct the amplification of the cDNA 5" and 3° ends:

Sense: 5'CGAATGTAAGCCGTGGCCATCTT?!

Antisense: 5'TTCGGAGTCAGCGAGA3'.




A. Monales et al: Cloning of the Bovine B-Carotene-15,15"-Oxygenase and Expression in Gonadal Tissues

Further oligonucleotides were designed until the complete
sequence was obtained using the Marathon cDNA ampli-
fication kit (Clontech, PaloAlto, CA, USA)and Gene Race
kit (Invitrogen) protocols. Vector NTI Suit 7.0 and 2.2.1
Blast program (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi)
were used for sequence analyses.

Analysis of BCO expression by RT-PCR

Total RNA was extracted from ovary, testis, and granulosa
cells, using the RNeasy kit (Qiagen, Hilden, Germany).
The concentration of the isolated total RNA was deter-
mined spectrophotometrically, and its integrity was con-
firmed by visualizing the 165 and 28S ribosomal RNA
bands on 1% denaturing formamide-agarose gels.

Cellular cultures from six ovaries of different Holstein
cows were prepared in order to isolate total RNA from
granulosa cells. Ovaries were washed and transported to
the laboratory in saline physiological solution (SPS) at
30°C. The follicles were dissected and the membrane and
follicular liquor were separated into cells through a sy-
ringe in phosphate-buffered saline (PBS). Cells were col-
lected by centrifugation at 1000 rpm at 22°C for 10 min-
utes and resuspended in PBS: the centrifugation was re-
peated once and cells were finally resuspended in granu-
losa cell growth medium (GCAM). Granulosa cells BGx
104-7.5 x 10# cells) were cultured in 10-mL Petri dishes
at 37°C with 5% CO2 for 48 hours [33]. Total RNA was
extracted from these cells using the RNAEasy kit (Qia-
gen). Total RNA from ovary, testis, and granulosa cells
was used for RT-PCR using the following oligonu-
cleotides:

Sense: 5’TGGAGAAGACTTCTACGCGACCCY
Antisense: 5'CTCCACTGGACTCCAGCAGCAAA?Y'.

PCR conditions were 2 minutes at 94°C; 40 cycles of
94°C/45 seconds and 65°C/1 minute; and an extension of
72°C/1 minute; using a HiFi Taq polymerase (Invitrogen)
with 1 mM MgCl,, and the buffer recommended by the
manufacturers, A PCR product of 892 bp was confirmed
by agarose gel electrophoresis. The PCR product was
cloned into TOPO vector following the manufacturer’s
protocol (Invitrogen) and sequenced.

In situ hybridization

The sense 5’CCCTGGAGAAGGTTGATTTTCGTAAS'
and antisense 5'CTCCACTGGACTCCAGCAGCAAA3
oligonucleotides were used for RT-PCR amplification of
a BCO cDNA fragment of 826 bp (from nucleotides
641--1467). This PCR product was inserted into TOPO 4.0

(Invitrogen). Sense and antisense digoxigenin-labeled
probes for BCO were derived from the resulting vector us-
ing the restriction ¢nzymes Not I and Spe 1, and T3 and
T7 RNA polymerases, respectively,

In situ hybridizations were performed with tissue sam-
ples from ovary and testis obtained from Holstein cattle
(eight females and eight males) immediately afier slaugh-
ter. Samples were washed with SPS, cutinto 0.5 cm? pieces
and placed in 3.5% paraformaldehyde for 24 hours. Sam-
ples were cryoprotected and frozen sections were obtained
and dried at--20°C for 12 hours. In situ hybridization was
performed as previously described [34]. Sense and anti-
sense digoxigenin-labelled probes for BCO were used.

Results and Discussion

Cloning of BCO cDNA

Since it is well known that in different species BCO is ex-
pressed at high levels in the duodenum and liver [35-37),
we decided to use the equivalent tissue to clone the bovine
BCO cDNA. Using mRNA from bovines, we were able to
clone a 2130 bp fragment and the complete sequence of
the BCO cDNA was obtained. The bovine cDNA revealed
an identity of 75% with human, mouse, and rat; and a low
identity with the cDNAs from chick and Drosophila (41%
and 52%, respectively) (Figure 1), This sequence was sub-
mitted to the Gene-Bank and its accession number is
DQO008469. .

The bovine cDNA sequence showed a putative initia-
tion codon at position 135 and an open reading frame
(ORF) of 1788 bp, which is on average 135 bp longer than
those from other mammal species. The in silico transla-
tion of the cDNA sequence yielded a protein of 596 amino
acids with an estimated molecular weight of 66.6 kDa. The
deduced amino acid (an) sequence of this protein was
aligned with the homologous sequences from other verte-
brate species (Figure 2). The bovine BCO presents 74%
identity with other mammal species, and 59% identity with
chick. Among the mammalian sequences analyzed, sev-
eral well-conserved regions were observed (from aa
47-60, 83-129, 162-184, and 229-245).

Kloer et al [38], reported the crystal structure of the
apocarotenoid-15,15'-oxygenase  (ACQO) from Syne-
chocystis sp. as a model for this family of retinal forming
enzymes. The model shows an Fe?*—4-histidine arrange-
ment at the axis of seven-bladed B-propeller chain fold
covered by 2 dome formed by six large loops. Based on
this model we depicted the B-strands and the B-helix in
our alignment (Figure 2), and found the conserved his-
tidines in the bovine protein at positions 172, 237, 308,

* Int. J. Vitam. Nutr. Res., 05/348, © Hogrefe & Huber Publishers
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Figure la, b: Comparative
alignment of cDNA sequences
for BCO from Bos taurus, Homo
sapiens, Ratius rattus, Mus
musculus, Gallus gallus, and
Drosophila melanogaster. Black
color corresponds to identical
nucleic aclds and gray to
conserved nuclelc acids among
sequences.

and 513 of the aa sequence. Finally, the comparison be-
tween bovine and Synechocystis aa sequences present
several conserved acidic residues in the B-stands that are
associated to the electron transfer during catalysis [39).
The B20, p24, and P28 strands are among the most con-
served regions through all species, and show a total of four
conserved glutamic acid residues; the B6 has a conserved
aspartic acid in all species except Synechacystis, this fea-
ture is also present in the $32 strand; and the B10 shows
an aspartic acid moved one position in Synechocystis.
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Expression of BCO in gonadal tissues

To assess the BCO expression in ovary, testis and cultured
granulosa cells, we performed RT-PCR and detected an
892-bp BCO fragment in all the tissues analyzed (Figure
3). The RT-PCR product from the testis was similar to oth-
ers found in mouse [32) and humnan [15] tissues. Further
analysis was performed by in situ hybridization in ovary,
corpus luteum, and testis, Expression of BCO was detect-
ed in granulosa cells and corpus luteum in the ovary, and
in Leydig and Scrtoli cells in the testis (Figure 4). Simi-
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Figure 1b

lar results have been reported in human ovaries specifi-
cally in granulosa cells and the theca interna [40]. To date,
there have been no reports regarding the accumulation of
B-carotene in granulosacells, but it is known that this com-
pound is present in the follicular liquor [41, 42]. Our re-
sults suggest that granulosa cells could use the B-carotene
as a source of retinoids, which could be important for cel-
lular proliferation and differentiation into luteal cells.
Our analysis in the corpus luteum revealed BCO ex-
pression in luteal cells hence suggesting that B-carotene
could be used as a local source of retinoids. For almost 30
years, several authors have suggested the possible cleav-
age of B-carotene into vitamin A in the corpus luteum [20,
21, 25). It has also been shown that the B-carolene-cleav-

ing enzymatic activity in this structure during ovulation is
twice as high as in the intestine [21]. The potential rele-
vance of B-carotene as a source of retinal in this structure
is consistent with the presence of retinal and retinoic-acid-
binding proteins in corpus luteum and granulosa cells [22,
23].

As well as its potential relevance as a source of retinal
in the corpus luteum, it is known that p-carotene plays an
important vole as an antioxidant during steroidogenesis
{17, 27, 43). Beta-carotene reaches the ovary and corpus
luteurn through the bloodstream coupled to HDL [17]) and
is stored in luteal cells bound to cytosolic and membrane
proteins [19]. Luteal levels of P-carotene change during
the estral cycle, are positively correlated with the size of

Int, J. Vitam. Nutr, Res., 05/348, © Hogrefe & Huber Publishers
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the corpus luteum, and have been implicated in proges-
terone production [25,42,44),

In the testis, the results of in situ hybridization showed
the expression of fCO in Leydig and Sertoli cells. Simi-
lar results on the expression of this protein in chick, mouse,
and human testis have been reported previously [8, 15,32,
36, 38, 40]. In mouse testis, Paik er al [32] found high ex-
pression of BCO and suggested that Pcarotene acts as an
important source of retinoids to maintain testicular func-
tion. The presence of different retinol-binding proteins in
the testis, which play important roles in spermatogenesis
and steroidogenesis, has also been domonstrated [45, 46).
In Sertoli cells, retinoids promote the synthesis of specif-
ic proteins that participate in their proliferation and dif-
ferentiation into sperm cells {30). Furthermore, a defi-
ciency of vitamin A induces the cessation of spermatoge-
nesis and the degeneration of germ cells [4], whereas the

Int. J. Vitam. Nutr. Res., 05/348, © Hogrefe & Huber Publishers

related to Fe2* binding site,

administration of vitamin A to vitamin A-deficient rats
causes the regeneration of the seminiferous epithelium and
the proliferation and differentiation of spermatogonia to
elongated spermatids [28]. In Leydig cells, retinoids help
to maintain and stimulate the basal secretion of testos-
terone, and they may also reduce the expression of luteiniz-
ing hormone (LH) receptors and increase the expression
of certain enzymes involved in steroidogenesis [4, 45].

Conclusions

In this study we report the cloning of bovine fCO ¢DNA
and demonstrate mRNA PBCO expression in bovine go-
nadal tissues. The presence of B-carotene and BCOin gran-
ulosa cells, in the corpus luteum, and in Leydig and Ser-
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1830 bp

1000 bp

B50bp

Figure 3: Agarose gel clectrophoresis of 892 bp RT-PCR prod-
uct (white arrow) from gonadal bovine BCO cDNA. Lanes: MW,
Molecular weight DNA ladder, A. bovine ovary, B. testls and C.
granulosa cells culture (line C was cut and aligned from lts orig-
inal gel).

toli cells suggests an important role of carotene in repro-
ductive functions. This role could be dual, as B-carotene
is known to be an important antioxidant and, as our results
suggest, it could be a source of retinal and hence of other
retinoids, which are also involved in gametogenesis and
in steroidogenesis.
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Abstract

Pasture-fed cattle show yellow pigmentation of their fat due to p-carotene stores in the tissues. B.p-
carotene-15,15"-oxygenase (BCO) is an enzyme expressed in different tissues, and it cleaves B-
carotene into retinal. We compared the expression and activity of BCO in duodenum and liver of cattle
with pigmented or non-pigmented fat. In the duodenum, in situ hybridizations showed expression of
PCO in epithelial cells and crypts of the mucosa that was similar between pigmented and non-
pigmented animals; liver showed diffuse signal at lobules, but pigmented animals showed higher
signal near the portal space. Analyses by real time RT-PCR also showed amplification of mRNA for
BCO, with no difference between pigmented or non-pigmented animals, Enzyme activity was similar
in the duodenum, but pigmented animals had higher enzyme activity (P=0.004) in liver. Cattle with
pigmented fat had higher expression and activity of BCO in liver, but its level was not high enough to

prevent the storage of f-carotene in adipose tissues.

Key words: B-carotene, J-carotene oxygenase, vitamin A, cattle, yellow fat, duodenum, liver.
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Introduction

Most cattle in tropical countries are pasture-fed, due to the high production and good quality of
forages, but under these conditions the carcasses of about 10% of the animals show yellow
pigmentation of the body fat, which results from the storage of B-carotene in the adipose tissue. The
yellowness of carcasses is an important economic problem, because beef with unpigmented fat is
preferred, although the color affects neither the flavor nor the nutritive value of the meat (Mora and

Shimada, 2001).

Carotenoids are chemical compounds normally present in green forages, B-carotene being predominant
(Morgan et al., 1969). B-Carotene is not affected by ruminal fermentation (van Soest, 1994) and is
transported to the small intestine, where it is absorbed. In the enterocyte the enzyme B,B’-carotene-
15,15’ oxygenase (BCO) cleaves the central linkage of B-carotene producing two molecules of retinal
or vitamin A (Glover, 1960). Cattle consume large quantities of B-carotene, but not all of this
compound is absorbed and cleaved into vitamin A in the small intestine; the excess of vitamin A and
p-carotene is packaged into the chylomicrons and transported to the liver, where they can be cleaved
by BCO, stored with other lipid compounds, and carried to different tissues (Gottesman et al., 2001)

including the adipose tissue (Yang et al., 1992),
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It has been shown that the conversion efficiency of p-carotene into retinal or vitamin A inside the
mucosal cells varies depending on the animal species (Tee et al., 1992), and that the ability of the
intestine to cleave B-carotene into retinal is five times lower in bovine than in goat; the former could
increase the deposition of P-carotene in adipose tissue and thus the yellowness of their carcasses (Mora
et al., 2000). To solve this problem, some producers finish their animals with grain for 28 to 56 days
before slaughter (Forrest, 1981). This procedure helps to reduce the yellowness of fat, but it increases

the production costs.

The sequence of the gene for BCO has been published (Von Liting y Vogt, 2000; Paik et al., 2001;

Wysss et al., 2001; Yan et al., 2001). The protein has been reported in the intestinal mucosa and liver
of different species, and also in other tissues such as lung, kidney, and brain (Paik et al., 2001; Wysss
et al,, 2001). Recently, we reported the cDNA sequence of bovine BCO and its expression in gonadal

tissues‘ and we discussed its importance in vitamin A formation (Morales et al., 2006).

The aim of this study was to determine if the expression and activity of pCO in duodenal and hepatic

tissues is different between animals with pigmented or unpigmented carcass fat.
Materials and Methods

All biological samples were obtained from cattle at the time of slaughter at the Queretaro municipal

municipal abattoir,
In situ hybridizations

A sample of bovine duodenal mucosa was homogenized in TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
and total RNA was isolated. A reverse transcription—polymerase chain reaction (RT-PCR) was
performed using oligonucleotides, sense S'CCCTGGAGAAGGTTGATTTTCGTAAS' and antisense
S'CTCCACTGGACTCCAGCAGCAAAZ', to obtain an 826 bp product. The product was inserted into

a TOPO vector 4.0 (Invitrogen), automatically sequenced, and aligned with the Vector NTI program to
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verify its identity as bovine BCO (GenBank DQ008469, £i:62999033). Sense and antisense
digoxigenin-labelled probes for BCO were derived from the resulting vector using the restriction

enzymes Not I and Spe I, and T3 and T7 RNA polymerases, respectively.

Samples of duodenal and hepatic tissues from eight animals that showed yellow fat pigmentation and
eight that did not were washed with 0.9% of sodium chloride solution, cut into 0.5 cm3 pieces, and
fixed in 3.5% of paraformaldehyde for at least 24 hours. The samples were cryoprotected, frozen in dry

ice, and stored at -80 °C until used.

Tissues were sliced at 15 pm, adhered onto glass slides for in situ hybridizations, and dried at —20°C
for 12 hours. In situ hybridizations were performed as previously described Varela-Echavarria et al.

(1996).
Quantitative RT-PCR

Samples of duodenal mucosa and liver were obtained from eight pigmented and cight non-pigmented
bovine carcasses. They were immediately homogenized in TRIzol (Invitrogen) and transported on ice
to the laboratory, where total RNA was isolated, followed by a second purification using the RNeasy
Kit (Quiagen, Germany). The concentration of the isolated total RNA was determined
spectrophotometrically, and its quality was evaluated by detection of 16S and 28S ribosomal RNA

bands on 1% denaturing formamide-agarose gels.

All RT-PCR reactions were performed in a real time thermocycler (Light Cycler; Roche, Germany).
The equipment was calibrated with a standard curve using known concentrations of the same cDNA
cloned into a TOPO vector 4.0. Samples containing 500 ng of total RNA, quantified by spectroscopy
and gel electrophoresis, were used for RT-PCR. Reactions were performed with the RNA
Amplification Kit (Roche, USA) using the manufacturer's protocol in a final reaction volume of 20 ul.

The amplification conditions were: RT 55 °C/10 min; denaturing 95 °C/30 sec; amplification 40 cycles
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of 95 °C/10 sec, 60 °C/15 sec, 72 °C/35 sec: denaturing 95 °C/2 sec, 65 °C/15 sec,95 °/10 sec

(transition rate 0.1 °C/sec); cooling 35 °C/30 sec.

The oligonucleotides used for assays were sense 5'CCCTGGAGAAGGTTGATTTTCGTAA3 and
antisense S’GAAAATGATGGTAGTTCTCGCTGACTS3', resulting in a 285 bp ¢cDNA product, which

had been cloned previously into TOPO vector 4.0 and sequenced to verify its identity.

Enzyme assays

Immediately after slaughter, four pigmented and four non-pigmented carcasses were sampled to obtain
2 g of duodenal mucosa (scraped off using a glass slide) and liver. Samples were flushed with cold
NaCl buffer, carried to the laboratory on ice with 20 ml of 100 mM potassium phosphate buffer, pH
7.7 containing 4 mM MgCl2, 30 mM nicotinamide, and 1 mM dithiothreitol (van Vliet et al., 1996a).
Samples were homogenized, centrifuged for 20 min at 9000 x g, and the supernatant (S9) was
recovered. Small sub-samples of S9 were stored at -20 °C for protein analyses using the method
described by Bradford (1976). The BCO assay was performed as described previously by van Vliet et
al. (1996a), and final products of the enzyme assays were re-suspended with 50 pL of water, 50 pL of
37% (w/w) formaldehyde, and 500 pL of acetonitrile. The retinal formed was quantified on an HPLC
system as described During et al, (1996). All work with carotenoids was performed under yellow light

and cold conditions.

Statistical analysis

Data from real time PCR and enzyme assays were analysed by analysis of variance for a completely
randomised design in order to detect differences between pigmented or non-pigmented carcasses, using

the general lineal model of SAS system for windows V8. The model was:

Yij = p + cci + Ejj

where
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Yij = data from real time PCR or enzyme assay

| = general mean

cei = carcass colour (i = pigmented or non-pigmented)

and Eij = experimental error.

The LSM test was used to compare means.

Results

In situ hybridizations

Figure 1 shows the results for in situ hybridizations of duodenum and liver from pigmented and non-
pigmented cattle. The hybridizations on duodenal tissue showed no differences in intensity of BCO
expression between animals, However, there was a clear difference in liver, where pigmented animals
showed higher expression of the mRNA for BCO. Little difference of PCO expression was observed

between animals from the same group.

Quantitative RT-PCR

Real time RT-PCR showed a clear amplification of the messenger for BCO from the total RNA
samples of liver and duodenal mucosa derived from pigmented vs. non-pigmented animals. For
duodenal mucosa samples, the specific cDNA amplification started at cycle 24 of PCR, and they had
on average 1.59 x 10° copies of mRNA/pg total RNA (SD = 2.69 x 10°) in non-pigmented and 5.56 x

10* copies of mMRNA/pg total RNA (SD = 4.76 x 10*) in pigmented samples. Liver cDNA
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amplifications started at cycle 23, with an average of 3.64 x 10°(SD = 1.22 x 10%) and 3.94 x 10° (SD
=2.21 x 10%) copies of mRNA/ug total RNA in samples from pigmented and non-pigmented carcasses,

respectively.

These results did not show significant differences in mRNA levels between pigmented and non-
pigmented animals; because of the high variability between samples, the P values were 0.1426 for

duodenal mRNA and 0.6469 for hepatic mRNA.

Figure 1. Detection of PCO expression by in situ hybridization on duodenum and liver samples from
pigmented vs. non-pigmented animals. Arrows in the photographs indicate the expression of mRNA
for BCO. A. In situ hybridization with antisense probe on duodenum from pigmented animals (cr,
crypts; av, apical villi). B. Sense probe, control for hybridization on duodenum from pigmented
animals. C. /n situ hybridization with antisense probe on duodenum from non-pigmented animals. D.
Sense probe, control for duodenum of non-pigmented animals. E. In situ hybridization with antisense
probe on liver from pigmented animals (ps, portal space; cv, central vein), F. Sense probe, control for
liver of pigmented animals. G. In situ hybridization with antisense probe on liver from non-pigmented
animals. H. Sense probe, control for liver of non-pigmented animals. (Bar scale in photograph H apply
to all photographs).

Enzyme agsays

On average, we observed 19.9 pmol of retinal formed for 1 mg of 59 protein during 1 hour at 37 °C

(SD = 9.49) in duodenal mucosa from pigmented animals and 13.21 pmol of retinal (SD = 1.25) for
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non-pigmented ones. In liver, the average activity was 26,31 pmol of retinal (5D = 10.94) for
pigmented cattle and 12.63 pmol (SD = 3.10) for non-pigmented. Finally, assays for BCO activity
showed a significant difference between pigmented and non-pigmented animals in liver (P = 0.0043;

SE = 2.84) but not in duodenal mucosa (P = 0.0648; SE = 2.39)

Discussion

The in situ h'ybridizations demonstrated the presence of mRNA for BCO in both tissues. We observed a
clear signal in epithelial cells and specifically in the crypts of duodenal mucosa, as has been reported
in chick by Wyss et al. (2001). Tajima et al. (1999) studied the epithelium of the duodenal mucosa,
where a large fraction of - carotene is absorbed, cleaved, packaged, and transported to the liver
(Laksman and Okoh, 1993), and they reported p-carotene cleavage in the medial and lower site of

intestinal villi and less activity in the apical site.

In liver, the hybridizations showed diffuse signal in both pigmented and non-pigmented animals.
Higher messenger expression was observed near the portal space and lower near the central vein in the
lobule; this effect was evident especially in samples from pigmented but not from unpigmented
animals, where the expression level was cither very low or undetected. This finding has not been
reported before, and we consider it possible that the high consumption of B-carotene may have

stimulated expression of BCO messenger in the liver (Parvin and Sivakumar, 2000).

The portal vein and the hepatic artery reach the portal space of the lobule, so the blood goes from there
to the central vein; thercfore, the peripheral hepatocytes are the first to receive oxygen and nutritive
and toxic substances, which explains the higher expression of BCO in hepatocytes near the portal

space.
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There are other studies that have evaluated the expression of BCO in different tissues and species; for
example, Kiefer et al. (2001) used RT-PCR to demonstrate fCO expression in mouse, while Wyss et
al. (2001) used in situ hybridizations in the chicken. Both reported the expression of BCO in liver,
kidney, small intestine, and testis, all sites where B-carotene and retinoids play important roles as

antioxidant and transcription factors.

Qur results for quantitative RT-PCR did not show significant differences between pigmented and non-
pigmented animals in the number of copies of BCO mRNA per ug of total RNA in duodenal mucosa or
in liver. The liver showed higher expression of the messenger for BCO, we are not aware of any reports
on quantitative RT-PCR of BCO; RT-PCR or Northern blot has been performed to determine the
messenger expression of BCO in tissues such as small intestine, liver, kidney, and testis (Kiefer et al.,
2001; Paik et al., 2001; Wyss et al., 2001). However, the number of copies of this or any other
messenger does not always correlate with the rate of synthesis of the corresponding protein or with the
level of enzymatic activity in the tissue. The messenger expression can only show that a given kind of

cell might synthesize a specific protein.

In general, the enzyme activities found in our work were lower than those reported by other authors in
different species (Nagao et al., 1996; van Vliet et al., 1996b; Tajima et al. 1999; During et al., 2000).
Nevertheless, bovine tissuc has shown to have low PCO activity compared to other ruminant species,
which explains why they store much more B-carotene in adipose tissue than other species. In this
regard, Mora et al. (2000) found higher activity in duodenal mucosa from goats compared to cattle, and
Yang ct al. (1992) observed that even when cattle, sheep and goats are fed the same forage and show
the same content of ruminal B-carotene, cattle have significantly higher levels of B-carotene in liver,
plasma and subcutaneous fat than sheep and goats; in these latter two species, the main carotenoid

detected in plasma was lutein instead B-carotene.

In the intestinal mucosa, the average enzyme activity was 16.6 pmol rctinal per mg of S9 protein per hr

at 37 °C, and it was not significantly different (P = 0.0648) between pigmented and non-pigmented
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animals. This suggests that the activity of BCO for cleaving B-carotene has a maximum level in the
bovine duodenum that is affected neither by the level of dietary p-carotene nor by its absorption.
Results for enzyme assays in liver were statistically different between pigmented and non-pigmented
animals (P = 0.0043) (26.31 vs. 12.63 pmol retinal/mg S9 protein/hr at 37 °C). It might be expected
that the B-carotenc taken up by the liver would stimulate the enzymatic activity of fCO, as has been
previously reported (van Vliet et al., 1996b; Parvin y Sivakumar, 2000); nevertheless, the capacity of
this organ was not enough to cleave all the B-carotene and the excess was distributed to and stored in
different tissues of the body. Other factors that we did not measure and that might affect the BCO
activity are the fatty acid composition (During et al., 1998) and the level of iron in the diet (During et

al., 2000).

From in situ hybridizations we observed high signal for BCO mRNA, but they did not correlate with
the levels of BCO mRNA expression determined by real time PCR, maybe due to the variability

between animals.

Expression of BCO has been related to the amount of vitamin A consumed by the animal (Lakshman y
Okoh, 1993; van Vliet et al., 1996b; Barua and Olson, 2000); in this way Prache et al. (2003) found
that the B-carotene concentration in fresh forage is approximately 160 1g/g DM, while in concentrates
it is about 0.3, and in hay 9.8 pg/g DM. If we assume that the cattle that_ pigmented their fat consumed
mainly pasture forage and that the non-pigmented animals were fed on concentrate, we could conclude
that animals consumed different levels of P-carotene. But the differences observed in the expression
and activity of BCO were not so clear, which suggests that the regulation of the expression and enzyme
activity depends on other factors, different from the B-carotene content of the diet. Recently, Boulanger
et al. (2003) indicated that BCO transcription could be auto-regulated by retinoids, which are p-
carotene cleavage products that act as transcription factors for this protein, but we do not know if in
cattle the regulation of transcription of this protein responds to the amount of retinal and retinoic acid
present in plasma. We have demonstrated that in the intestines and livers from cattle that did not

pigment their tissues, the enzyme activity does not vary with B-carotene in the diet, and that these
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animals may produce just the retinal required to maintain normal metabolic functions. In the liver from
pigmented animals, the higher expression and activity of BCO might be due to the excessive substrate
that reaches this organ through the lymph, stimulating indirectly the activity of BCO, but not
sufficiently to cleave all the arriving p-carotene, so the organ packaged the excess to be metabolized

and stored at other sites.

The results of this study show that in pigmented bovine carcasses the p-carotene stores in their adipose
tissue increased expression and activity of liver CO, but only at a metﬁbolically acceptable level to
the animal, which is not enough to avoid the yellow fat pigmentation. Future studies are required to
determine the maximum level of B-carotene in the diet compatible with an adequate color of fat in the

carcasses, while we seek to understand and manipulate the activity of BCO in forage-fed beef cattle,
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Discusion

Secuencia de cDNA para BCO de bovino

La parte medular de este trabajo consisti6 en determinar la secuencia
completa del cDNA de bovino que codifica para la proteina BCO:; ésta es la
primera enzima responsable de la ruptura del B-caroteno para formar retinal
o vitamina A en el organismo animal. El retinal recién formado ya no posee la
capacidad de pigmentar los tejidos hacia los cuales se distribuye y almacena
posteriormente. Se decidi6 clonar el cDNA para BCO a partir de RNA total de
mucosa duodenal de bovino, ya que anteriormente se habia sefialado su
expresion en intestino delgado e higado de otras especies (van Viliet of al.,
1996; Wyss et al., 2001; Lindqvist y Anderson, 2002).

Para obtener el cDNA completo de BCO se inici6 comparando las
secuencias de esta misma proteina en pollo y humano, en las que se
hallaron varios sitios en donde la secuencia de nucledtidos estaba
conservada, y a partir de alll se decidi6 disefiar oligonuclettidos
degenerados que servirfan para realizar los primeros ensayos de RT-PCR.
Asl, a partir de RNA purificado de mucosa intestinal de bovino tomada al
momento del sacrificio, se realizaron los ensayos de RT-PCR que arrojaron
un primer cDNA parcial de 251 pb. El primer cDNA fue clonado en un vector
y secuenciado, a partir de él se rediseflaron nuevos oligonucleétidos
especificos que permitieron amplificar y extender la secuencia de cDNA.
Esta metodologia fue repetida hasta obtener el cONA completo, mismo que
resulté estar constituido por 2130 pb. Como resultado, la secuencia completa
de cDNA para BCO de bovino puede consultarse en el Gene-Bank con el
namero de acceso DQQ08469.

El andlisis del cDNA para BCO de bovino Indicé que al compararlo con sus
homologos, muestra un 75 % de identidad con humano, rata y raton (Yan et
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al., 2001; Paik et al., 2001), y una menor identidad con las secuencias de
cDNA de pollo y Drosophila, 41 y 52% respectivamente (von Lintig y Vogt,
2000; Wyss et al., 2001). También se observa un codén de iniciacién en la
posicion 135 y un marco de lectura abierto de 1788 pb, mismo que en
promedio es 135 pb mayor que el reportado para las otras especies de

mamiferos.

La traduccion del cDNA se realiz6 empleando el paquete Vector NTI suite 7
para analisis de secuencias de DNA y resulté en una proteina de 596
aminoacidos con un peso molecular de 66.6 kDa; 74% idéntica a la misma
proteina en otras especies de mamiferos. Entre las proteinas BCO de
mamiferos que fueron comparadas con la de bovino se observaron varias
regiones conservadas, localizadas entre los aminodacidos 47 al 60, 83 al 129,
162 al 184 y 229 al 245. Anteriormente Redmond et a/. (2001) reportaron una
region conservada del aminoacido 469 al 480, también presente en la
proteina de bovino, aunque en esta especie se encontré una isoleucina en
lugar de valina en posicién 473. Adiclonalmente se ha mencionado que esta
familia de proteinas conserva varios residuos de histidina asociados con el
sitio de ligacion para el hierro, el cual es un cofactor importante para su
actividad (During et ai., 2001). Asi mismo, todas las BCO de vertebrados
conservan 41 residuos acidicos, 27 de 4cido glutdmico y 19 de aspartico
relacionadas con la transferencia de electrones durante la catalisis
(Redmond et al., 2001).

Recientemente, Kloer et al. (2005) reportaron el cristal de la apocarotenoide-
15,15-oxigenasa de Synechocystis sp. como un modelo de la estructura
para esta familia de enzimas formadoras de retinal. EI modelo de Kloer
muestra un arreglo de 32 cadenas beta y 4 alfa hélices con cuatro histidinas
unidas a Fe?" en las posiciones 172, 237, 308 y 513 de la secuencia de
aminoacidos. La comparacién de las secuencias de aminoacidos de bovino,

Synechocystis y otras especies mostré que las cadenas p20, 24 y B28 son
m
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las mas conservadas en todas las especies. Finalmente se ha comprobado

que efectivamente los cuatro residuos de histidina antes mencionados, asl
como una glutamina conservada en la posicion 405 de la cadena de
aminodacidos participan directamente en las uniones con hierro, y que la
pérdida de estos aminoacidos produce la pérdida de actividad de la enzima
(Poliakov et al., 2005).

Expresion de BCO de bovino en duodeno e higado de

animales que pigmentaron o no el tejido adiposo de su canal

Para determinar la expresion del mensajero de CO de bovino en duodeno e
higado de bovinos con o sin pigmentacién del tejido adiposo de la canal se
realizaron ensayos de hibridacion in situ y de RT-PCR cuantitativas. De esta
manera se debera tomar en cuenta que los ensayos de hibridacién in sity
son Unicamente cualitativos y permiten visualizar el tipo celular o la porcién
de un 6rgano en el cual se sintetiza el RNA mensajero que posteriormente
podria ser traducido en su proteina correspondiente. Mientras que las RT-
PCR de tiempo real o también denominados cuantitativos permiten
determinar el nimero de copias de un mensajero en cuestién por unidad de
RNA.

Las hibridaciones in situ realizadas en el duodeno de los bovinos estudiados
demostraron que aparentemente no existe una diferencia en la sefial de
expresion de la enzima BCO en los animales que presentaron pigmentacion
de la canal a diferencia de aquellos que no la presentaron. Aparentemente
este resultado indica que el tipo de dieta de los bovinos no afecta la
expresién de la enzima en duodeno. Sin embargo, en las hibridaciones de
higado se present6 una diferencia bastante clara, pues las muestras de
canales pigmentadas presentaron una fuerte sefial de expresion a diferencia
de aquellas provenientes de canales no pigmentadas.

m
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Las hibridaciones in situ también permiten observar la localizacion del
mensajero en cada tejido, y en este caso se observ6 una sefial clara en las
celulas epiteliales y criptas de mucosa duodenal, resultado que ya habia sido
reportado en pollos por Wyss et al. (2001). En este sentido, Tajima et al.
(1999) reportaron ruptura del B-caroteno en la parte media y baja de las
vellosidades intestinales, a diferencia de la zona apical del mismo epitelio ya
que es en esta zona donde la mayor proporcién del B-caroteno es absorbido,
cortado por la BCO y/o empacado hacia el higado (Laksman y Okoh, 1993).

En los lobulillos hepaticos, las hibridaciones in situ mostraron una sefal
difusa para la expresion de BCO en ambos tipos de canales. Se observd
mayor expresion del mensajero cerca del espacio porta y menor alrededor de
la vena central del lobulillo. Este efecto fue evidente especialmente en
muestras de animales que pigmentaron su canal comparado con las canales
que no presentaron pigmentacion cuya sefial de expresiéon fue muy baja o
casi indetectable. Este hecho no ha sido reportado anteriormente, pero se
sugiere que pudiera estar influenciado por la elevada afluencia de p-caroteno
al higado a partir del alimento durante la vida de los animales que
pigmentaron su canal (Parvin y Sivakumar, 2000).

En lo que respecta a la observacién de que el higado de los animales que
pigmentaron sus canales tuvieron una mayor sefial de expresion
principaimente en el espacio porta, cabe recordar que tanto la vena porta
como la arteria hepatica llegan al espacio porta de! lobulillo, de donde la
sangre es conducida hacia la vena central, de manera que los hepatocitos
periféricos al lobulillo son los primeros en recibir el oxigeno, nutrientes y
sustancias toxicas de la sangre. Lo anterior explica el hecho de encontrar
una mayor expresién de BCO en los hepatocitos cercanos al espacio porta
de los animales que pigmentaron sus canales en comparacién con los que
no pigmentaron, ya que la afluencia de B-caroteno en este Gltimo caso fue
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menor, y de acuerdo con Laksman y Okoh (1993) estarla respondiendo a la
cantidad de B-caroteno que llega a este 6rgano.

La expresion de BCO ha sido evaluada anteriormente en diferentes tejidos
de animales. Por ejemplo, Kiefer et al. (2001) evaluaron su expresion en
diferentes tejidos de ratén por RT-PCR, mientras que Wyss of al. (2001)
también lo hicieron en muestras de pollo por medio de hibridaciones in situ.
Estos autores demostraron la expresién de BCO en higado, riién, intestino
delgado y testiculo, donde el B-caroteno y sus productos pudieran tener
alguna funcién importante, sobre todo como antioxidantes y factores de
transcripcion.

Debido a la gran variacion de los resultados para cada muestra, los
resultados de las RT-PCR cuantitativas en este trabajo no mostraron
diferencia estadistica signiﬁéativa en el numero de copias para el mensajero
de BCO por pg de RNA total en mucosa duodenal e higado entre animales
que presentaron o0 no pigmentacién del tejido adiposo de la canal, aun
cuando los individuos estuvieran dentro de la misma clasificacion. En
general, el mensajero de BCO en higado mostré una mayor expresion,
probablemente debido a que es aqui donde se llevan a cabo un gran namero
de reacciones relacionadas con el metabolismo, almacenamiento y
distribucion de nutrientes, ademas de la cantidad de B-caroteno que llega a
este sitio para ser procesado.

Hasta ahora no existen reportes de trabajos que hayan realizado RT-PCR’s
cuantitativas para BCO, Gnicamente se han realizado ensayos de RT-PCR y
Northern blots para determinar la expresion de este mensajero en diferentes
tejidos como intestino delgado, higado, rifién y testiculo (Kiefer et al., 2001;
Paik et al., 2001; Wyss ef al., 2001). Sin embargo, también es importante
tomar en cuenta que el nimero de copias de este u otros mensajeros no
necesariamente indica que la proteina vaya a ser traducida y sintetizada al
mismo nivel, ni que estara relacionada con el nivel de actividad en ese tejido.

m
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La expresion del mensajero sélo explica la probabilidad de sintesis de una

proteina especifica en un tejido o tipo celular dado.

Actividad de BCO de bovino en duodeno e higado de

animales que pigmentaron o no el tejido adiposo de su canal.

Para determinar si la actividad de la enzima BCO de bovino es diferente
entre animales que pigmentan o no el tejido adiposo de su canal se
realizaron una serie de ensayos de actividad enziméatica a partir de un
extracto proteico de mucosa duodenal e higado de bovinos con estas
‘caracteristicas de pigmentacién de la canal.

Los resultados de actividad enzimética en este trabajo fueron menores a los
reportados por otros autores en diferentes especies (Nagao et al., 1996: van
Vliet et al., 1996; Tajima et al., 1999; During et al., 2000). Sin embargo, ya se
ha reportado que los bovinos presentan menor actividad de BCO, aun
cuando se les compara con otras especies de rumiantes. Este hecho explica
por qué esta especie es capaz de almacenar mas B-caroteno que otras
especies en el tejido adiposo. A este respecto, Mora et al. (2000)
encontraron una mayor actividad de la enzima en la mucosa duodenal de
cabras en comparacion con bovinos. Yang ef al. (1992) observaron que aun
cuando bovinos, ovinos y caprinos son alimentados con el mismo forraje y
teniendo los mismos niveles de B-caroteno en rumen, los bovinos muestran
niveles significativamente altos de B-caroteno en higado, plasma y grasa
subcutanea en comparacién con las ovejas y cabras, especies en las que el
principal carotenoide detectado en plasma es la lutelna en lugar del B-
caroteno.

En la mucosa intestinal, la actividad enzimatica fue en promedio 16.6 pmol
de retinal formado por mg de proteina S9 durante una hora a 37 °C, aunque
no mostro diferencia estadistica significativa (P = 0.0648) entre animales que
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pigmentaron o no la grasa de su canal. Esto sugiere que la actividad de BCO
para romper el B-caroteno en los bovinos tiene un nivel maximo en el
duodeno, y que no es afectado por el contenido de este compuesto en la
dieta, ni por su absorcion.

Los ensayos enzimaticos de proteina de higado mostraron diferencia
estadlstica entre animales que pigmentaron su canal y los que no lo hicieron
(P = 0.0043), siendo mayor su actividad en animales que si pigmentaron su
canal (26.31 versus 12.63 pmol retinal/mg proteina S9/hr at 37 °C)."En este
caso, el B-caroteno del alimento que llega al higado estimuld e increments la
actividad enzimatica de BCO. Este hecho ha sido reportado anteriormente
(van Viiet et al., 1996; Parvin y Sivakumar, 2000), aun cuando la capacidad
de este organo no fue suficiente para romper todo el p-caroteno ingerido y el
exceso fue distribuido y almacenado en otros tejidos del organismo,
incluyendo el tejido adiposo. Otros factoreé que afectan la actividad de la
BCO pero que no fueron medidos son el contenido y composicion de acidos
grasos en la dieta (During et al., 1998), asl como su contenido de hierro
(During et al., 2000).

Al analizar los resultados de expresion y actividad enzimatica se observa que
hay una relacién entre los resultados de los ensayos enzimaticos y las
hibridaciones in situ de ambos tejidos, aunque no estan claramente
asociados con los resultados de RT-PCR cuantitativas debido a que la
variabilidad entre animales no permiti6 observar diferencia.

En lo referente al consumo de B-caroteno y vitamina A por parte del animal,
varios autores han demostrado que éstos tienen una clara influencia sobre la
expresion de BCO (Lakshman y Okoh, 1993; van Vliet ef al., 1996; Barua
and Olson, 2000). En este sentido Prache et al. (2003) encontraron que la
concentracion de B-caroteno en el forraje es de aproximadamente 169 Mg/g
MS, mientras que en los concentrados es de cerca del 0.3 y en el heno de
9.8 pg/g MS. Si asumimos que los bovinos que pigmentaron sus canales
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consumieron principalmente forraje, y que los bovinos que no pigmentaron
su canal fueron alimentados principalmente con concentrados, entonces
podemos ver que ambos grupos de animales consumieron diferentes niveles
de B-caroteno, pero la diferencia en la expresién y actividad de Ia BCO
solamente fue observada en higado. Este hecho explica que la regulacién de
expresion y actividad de la enzima depende también de otros factores
diferentes del contenido de B-caroteno en la dieta.

Finalmente, con respecto a la expresion de BCO, Boulanger of al. (2003)
indicaron recientemente que la trascripcion de su mensajero podria estar
autorregulada por los retinoides resultantes de la ruptura de B-caroteno que
actian como factores de transcripcién para esta proteina. Sin émbargo, no
existe la certeza de que en los bovinos la transcripcién de esta proteina
responda a la cantidad de retinal y acido retinoico presente en plasma.

Se demostré que en intestino de bovinos independientemente de que
pigmenten o no su canal, la actividad enzimatica de BCO se mantiene y que
quizas responde produciendo Unicamente el retinal que el bovino requiere
para mantener sus funciones metabdlicas normales en los sitios donde este
producto desempefia un papel importante. Sin embargo, los animales que
pigmentan su canal presentan mayor expresién y actividad enzimatica de
BCO en el higado, debido al arrivo de una elevada cantidad de B-caroteno
por via linfatica, mismo que estimula la actividad de la proteina. No obstante,
el incremento en la actividad enzimatica en el higado de estos animales no
es suficiente para metabolizar todo el B-caroteno recién llegado, hecho que
probablemente provocaria al bovino algin tipo de problema por
hipervitaminosis A.

Los resuitados de este estudio muestran que en bovinos finalizados en
pastoreo que pigmentan la grasa de sus canales por acumulacién de p-
caroteno, se favorece un incremento en la expresién y actividad de la enzima
BCO en higado, pero sélo a un nivel metabdlicamente aceptable para el
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animal, lo cual no es suficiente para eliminar la pigmentacion amarilla de la
canal. Se recomiendan estudios futuros que determinen el nivel maximo de
p-caroteno en la dieta para obtener un color adecuado de la grasa para la
comercializacion de las canales mientras alcanzamos a entender y manipular
la actividad de BCO en bovinos finalizados en pastoreo.

Expresion de BCO de bovino en tejidos gonadales

Paralelo a la determinacién de la expresién de la enzima BCO en duodeno e
higado se determin6 también su expresién en génadas de la misma especie.
En este caso se realizaron ensayos de RT-PCR para un fragmento de cDNA
de 892 pb especificos de BCO que permitieron comprobar la expresion de
este mensajero en testiculo, ovario y en un cultivo de células de la granulosa.
Anteriormente, ensayos similares sélo habian reportado la expresion de este
mensajero en testiculo de humano (Yan et al., 2001) y ratén (Palk et al.,
2001).

Posteriormente siguiendo la misma metodologia empleada para duodeno e
higado, se realizaron hibridaciones in situ de ovario, cuerpo liteo y testiculo.
La expresion de BCO en ovario fue detectada en células de la granulosa y
cuerpo luteo, mientras que en testiculo se observé sefial de expresién en
celulas de Leydig y Sertoli.

En lo que se refiere a la expresién del mensajero de BCO en ovario,
anteriormente se hablan reportado resultados similares en humana,
especificamente en células de la granulosa y de la teca interna (Lindqvist y
Anderson, 2004). Aunque hasta la fecha no existen reportes de acumulacién
de B-caroteno en células de la granulosa, se conoce que este compuesto se
encuentra presente en el liquido folicular (Chew et al., 1984; Haliloglu et al.,
2002), por lo que nuestros resuitados sugieren que las células de la
granulosa pueden emplear el B-caroteno del medio como fuente de
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retinoides, los cuales son importantes para la proliferacién y diferenciacion
en células luteas. Ademas, también se ha demostrado que la actividad de
BCO durante la ovulacién es casi el doble que en el intestino (Sklan, 1983).

La expresion de BCO en cuerpo ldteo sugiere también que el B-caroteno
puede emplearse como fuente local de retinoides, hecho que ha sido
considerado por varios autores desde hace casi 30 afios (Gawienowski et al.,
1974; Sklan, 1983; Rapoport ef al., 1998). En este sentido, se ha
demostrado la presencia de B-caroteno, retinal y de la protelna ligadora de
acido retinoico en el cuerpo luteo y células de la granulosa (Brown et al.,
2003; Mohan et al., 2003).

En los bovinos, el B-caroteno llega al ovario y cuerpo lateo por via sanguinea
acoplado a HDL (Arikan y Roadway, 2000) y se almacena en las células
liteas unido a protelnas citosdlicas y de membrana (O'Fallon y Chew, 1984).
Se sabe que los niveles liteos de B-caroteno cambian durante el ciclo estral,
ya que estan correlacionados con el tamafio del cuerpo liteo e implicados en
la produccion de progesterona, proceso en el que juega un papel importante
como antioxidante (Rodgers, ef al., 1995; Young et al., 1995; Rapoport, et
al., 1998).

En el testiculo, los resultados de las hibridaciones in situ demostraron la
expresion de BCO en células de Leydig y Sertoli, tal como se habia
reportado anteriormente en testiculo de ratén y humano (Paik ef af., 2001:
Lindgvist y Andersson, 2004). En testiculo de ratén, Paik et al. (2001)
sugirieron que el B-caroteno actla como fuente importante de retinoides para
mantener la funcion testicular, actuando tanto en la espermatogénesis, como
en la esteroidogénesis. Se ha visto que los retinoides promueven la sintesis
de proteinas especificas que regulan la proliferacién y diferenciacién de
células de Sertoli en células espermaticas (Cavazzini ef al., 2003). Aunque
se sabe que la deficiencia de vitamina A induce el cese de la
espermatogenesis y la degeneracion de células germinales (Livera ef al.,

“

34




m

2002), este efecto puede ser reversible ya que su administracién en ratas
con deficiencia de vitamina A causé la regeneracién del epitelio seminifero y
la proliferacion y diferenciacion de espermatogonias a espermatides (van
Pelt y de Rooij, 1991). En células de Leydig los retinoides participan en el
mantenimiento y estimulacién de la secrecién basal de testosteona, pueden
reducir la expresion de los receptores de LH e incrementar la expresién de
ciertas enzimas que participan en la esteroidogénesis (Lopez-Fernandez y
del Mazo, 1997; Livera et al., 2002).

La presencia de B-caroteno y BCO en tejidos gonadales sugieren que éstos
juegan un papel importante en las funciones reproductivas, ya sea como
antioxidantes o como fuente de retinal y por tanto de otros retinoides
involucrados en la proliferacion celular y diferenciacién durante fa
gametogenesis y esteroidogénesis.
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Conclusiones

Se determin6 la secuencia y andlisis del cDNA para la proteina B,B-
caroteno-15,15"-oxigenasa de bovino, la cual fue y podra seguir siendo
empleada en estudios referentes al metabolismo del B-caroteno y los

retinoides en el ganado bovino.

La enzima B,B'-caroteno-15,15-oxigenasa se encuentra expresada en
duodeno, higado y tejidos gonadales de bovinos.

La expresién y actividad enzimatica de B.B'-caroteno-15,15"-oxigenasa se
encuentran incrementadas en el higado de los animales que pigmentan la
grasa de sus canales, lo cual indica que su actividad en estos organismos
puede responder al consumo elevado de B-caroteno en la dieta. Sin
embargo, al parecer, la sintesis y actividad de la enzima en el bovino estan
reguladas metabélicamente para evitar que una produccién excesiva de
retinal le acarree problemas por hipervitaminosis A; de este hecho resulta
entonces el almacenamiento del B-caroteno excedente en el tejido adiposo
de la canal.

La presencia BCO en los tejidos gonadales sugiere la participacién del B-
caroteno y sus productos durante los procesos de gametogénesis y
esteroidogénesis en el bovino.
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Introduction

Only microorganisms and plants synthesize carotenoids,
In animals, dietary carotenoids are sequentially metabo-
lized to retinaldehyde, retinol, and retinoic acid (RA) in
different organs and tissue compartments, These Cqq iso-

Abbreviations: Ey, cyc; Di, diencephalon; Te, tclencephalon; Re,
retina; LB, leg bud; NT, neural tube; DRG, dorsal root ganglion;
NO, notochord; Ao, aorta; CV, cardinal vein; Oe, esophagus; Lu,
lung bud; Ve, ventricle; Cr, crop; Ms, mesonephros; PC, pleur-
al cavity; and My, myotome,
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prenoids are collectively referred to as retinoids or vita-
min A, which is an essential micronutrient throughout the
life cycle of vertebrates.

More than 600 carotenoids are known, but only a small
fraction of them have vitamin A activity [1]. The
carotenoid with the highest provitamin A activity is all-
trans-f-carotene [2]. After absorption of B-carotene in the
small intestine, its symmetric oxidative cleavage to yield
retinal is the key step in its metabolism to vitamin A [3).
In higher vertebrates, the conversion of B-carotene to reti-
nal and subsequently to retinol, which constitutes the pre-
dominant circulating form of vitamin A, takes place large-
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ly in the intestinal mucosae, The symmetric cleavage of
f-carotene is carried oul by f3,3-carotene 15,15'-oxyge-
nase (f§-oxy, EC.1.13.11.21) in the cytosol of malure en-
terocytes [4, 5]. f-oxy activity is also present, albeit at
lower levels, in liver, lungs, and kidneys [6]. This enzyme
was first described in 1965 in rat intestinal mucosac [4, 5]
and it has since been detected in several vertebrate species
{7-9]. The cDNAs for fi-oxy were recently cloned from
the fruit fly (Drosophila melanogaster) [10], chick [5],
mouse, human, and zebra fish [11-13] and homologous
sequences were also found in the nematode Coenorhab-
ditis elegans [12]. In mouse and eight-day-old chicks, ex-
pression of f-oxy has been detected in kidney, liver, and
intestine; in the former it was also found in the testes [11].
This tissue-specific expression of B-oxy suggests these
tissues may produce retinoids from f-carotene locally to
help meet their metabolic needs of vitamin A.

Vitamin A is required for reproduction [14], embryonic
and fetal development [15], growth, differentiation, tissue
maintenance [11, 16], and vision [17]. Except in vision,
most of the effects of vitamin A are exerted by RA upon
its binding by the nuclear receptors called retinoic acid re-
ceptors (RARs) and retinoid X receptors (RXRs) that reg-
ulate the expression of genes with RA response elements
in their regulatory regions [18]. During embryonic devel-
opment, these regulatory functions of RA contribute to
pattern formation and mediate multiple effects on cell di-
vision and differentiation in tissues of ectodermal, endo-
dermal, and mesodermal origin [14, 19],

In view of the relevance of vitamin A in embryonic de-
velopment and considering the importance of f-carotene
as a source of this micronutrient, we studied the expression
of B-oxy in one-and-a-half- to five-day-old chick embryos.
Its widespread expression in the embryo and the presence
of B-carotene in the egg yolk suggest an important role for
p-oxy and B-carotene in avian embryonic development.

Materials and Methods

Chick embryos: White Leghorn chick embryos were in-
* cubated to the desired Hamburger and Hamilton (HH)
stage [20] for total RNA extraction, B-oxy enzymatic as-
says, and in situ hybridization, Embryos were collected in
cold phosphate-buffered saline (PBS) and dissociated im-
mediately for RNA extraction and enzymatic assays (see
below). For in situ hybridization, embryos were fixed at
4°C in 3.5% paraformaldehyde in phosphate-buffered
saline (PBS) for at least 2 hours,

Preparation of Total RNA: Total RNA was extracted
from samples of approximately 35 mg of HH10-12, HH 14

L L T TR A R VRS T T, S A TR TR T ¢

and HH30 embryos using the RNeasy kit (Qiagen, Hilden,
Germany). The concentration of the isolated total RNA
was determined spectrophotometrically, and its quality
was confirmed by detection of 16S and 28S ribosomal
RNA bands on 1% denaturing formamide-agarose gels
(21]. '

Cloning of chicken B-oxy cDNA: Based on the published
Gallus gallus B-oxy cDNA sequence [3] (GenBank Ac-
cession number AJ271386), the following primers were
designed to clone by reverse transcription (RT) and poly-
merase chain reaction (PCR) the 101-1889 bp ¢cDNA
fragment: 5’-end, AGGAGCAGCTGGGTAGAGGA and
3'-end, TATCGGTACCTGTAGTAAAACTC. Total RNA
was obtained from duodenal mucosae of one-week-old
chicks and used with the 3’-end primer in a standard Su-
perscript RT reaction according to the manufacturer’s in-
structions (Gibco BRL-Life Technologies, Inc., Rockville
MD, USA). PCR amplification of the cDNA fragment was
then carried out with both the 5'-end and the 3’-end
primers, in a standard Taq DNA polymerase reaction (Gib-
co BRL-Life Technologies, Inc., Rockville MD, USA).
The PCR product was gel-purified, digested with the re-
striction enzymes Pvull and Kpnl and cloned into the cor-
responding sites of the pBlueScript (SK) vector (Strata-
gene, La Jolla CA, USA). To confirm the identity of the

. cloned fragment, its sequence was determined in a Ge-

netic Analyzer (ABI PRISM, 310 Perkin Elmer, USA) us-
ing universal M13 and intemal primers. The sequence was
found to be identical to the one reported by Wyss [3].

To detect the presence of f-oxy transcripts in chick em-
bryos of several stages (HH10-12, HH14, and HH30), total
RNA was extracted from embryos of each of the stages and
used in RT-PCR assays with the primers described above.
To confirm the identity of the cDNA fragment amplified,
the following internal primers. were used to sequence it
directly: sense, 5’ TGAGGTTGGAACCATGGCTT?3' and
antisense 5’GATGGAGGTAAGCTTGTTGT? . The num-
bers of the 5° base of each of these primers correspond to
the bases 404 and 1188 of the full-length cDNA sequence,
respectively. Further confirmation of the identity of the
101-1889 fragment was obtained by cloning it from HH30
extracts as described above and sequencing it using uni-
versal and internal primers (data not shown).

In situ hybridization: In situ hybridization of B-oxy mR-
NA in the chick embryos was performed using digoxi-
genin-labeled RNA probes as described by Varela-
Echavarrfa ef al {22]) on HH30 20um cryosections. Sense
and anti-sense probes were generated for the f-oxy cloned
fragment by in vitro transcription (Boehringer Mannheim,
Ingelheim Germany). For antisense probes, the B-oxy vec-
tor was linearized with Smal, and transcripts were gener-

Int. J. Vitam. Nutr. Res., 74 (2), 2004, © Hogrefe & Huber Publishers




118

e RN TRT W

ated with T7 RNA polymerase. For sense probes, the vec-
tor was linearized with Kpnl, and transcripts were gener-
ated with T3 RNA polymerase.

Enzymatic assay: To measure the activity of B-oxy, 300
HH30 chick embryos were collected in ice-cold PBS. The
embryos were homogenized in 5 mL of an ice-cold potas-
sium phosphate buffer (100 mM, pH 7.7) containing 4 mM
MgCl;, 30 mM nicotinamide, and 1 mM dithiothreitol [23,
24]. This homogenate was centrifuged for 20 minutes at
9000 x g, and the supernatant fraction (S§9) was stored at
—70°C in I-mL aliquots for subsequent analysis. The pro-
tein concentration of the §9 samples was measured using
the method described by Bradford [25].

The f-oxy assay was performed as described previ-
ously [24] using high-performance liquid chromatogra-
phy (HPLC) to measure retinal. The amount of retinal pro-
duced in the assay is proportional to the amount of en-
zyme present in the reaction. A standard reaction con-
tained 4 mg of 89 protein and 5.6 pM B-carotene as sub-
strate. The activity in the HH30 chick embryo S9 fraction
was determined in five independent assays, each per-
formed in triplicate. The reactions were incubated for 1 hr
at 37°C, extracted with hexane, dried under nitrogen, dis-
solved in anhydrous acetone, and analyzed by HPLC.

Concentration of B-carotene in egg yolk: The extraction
of B-carotene was performed using the cold saponifica-
tion method described by the AOAC [26] for dried mate-
rials. Egg yolk was lyophilized and 0.5 g of the dried ma-
terial was dissolved in 7.5 mL of extractant (hexane-ace-
tone-absolute ethanol-toluene, 10:7:6:7) in a 35 mL vol-
vmetric flask. After adding 0.5 mL of 40% methanolic
KOH, the suspension was mixed vigorously and allowed
to stand in the dark for 16 hours, 7.5 mL hexane were then
added, mixed, and diluted t0 35 mL with 10% Na>SQ; so-
lution. After ] hour in the dark, the upper layer was col-
lected and evaporated under nitrogen. The residue was dis-
solved in 200 uL of anhydrous acetone and loaded onto
the HPLC,
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HPLCanalysis: All extracts from egg yolk and enzymatic
reactions were evaporated under nitrogen at room tem-
perature. Residues containing carotenes and retinoids
were dissolved in anhydrous acetone and transferred to
brown HPLC injection vials. Retiny] acetate was used as
an internal standard. An HPLC system, which included a
Hewlett Packard 1100 System with DAD, was used to
measure fi-carotene, retinol, and retinal. Retinal was sep-
arated on a Nucleosil 100 A column (250 x 4.6 mm) (Phe-
nomenex, Torrance CA, USA); the mobile phase consisted
of acetonitrile-100 mM ammonium acetate, pH 4.65
(72:25, v/v). Retinol and f-carotene in all samples were
separated on a Hypersil ODS, 5 um column (150 x 4.6 mm)
(Chadwick Road, England) with a mobile phase of ace-
tonitrile-methanol-methylene chloride-water (70:15: 10:5,
v/viviv). In all cases a 20 pL aliquot was injected into the
HPLC system,

Results and Discussion

Ubiquitous Expression of f-oxy in
Chick Embryos

RT-PCR assays using total RNA from chick embryos of
various stages yielded a cDNA fragment of the expected
size in all stages analyzed, indicating that B-oxy is ex-
pressed as early as HH10-12 and that it is still present at
HH30 (Fig. 1, Table I). Southern blot analysis of the PCR
fragments using a P-oxy-specific probe confirmed the
identity of the fragments as B-oxy cDNA. Furthermore,
direct sequencing with internal primers of the fragment
obtained from the HH14 embryos and cloning and se-
quencing of the fragment from the HH30 embryos con-
firmed the identity of the cDNA amplified as that of p-
oxy. Hence, the -oxy gene is expressed in chick embryos
at least from day one-and-a-half of incubation.

To study the expression of f-oxy at a stage in which
organogenesis is in progress, we analyzed the tissue dis-

Table I: Determination of $-diox expression, activity, and B-carotene content in chick embryos or egg

HH Siage RT-PCR In situ hybridization Enzymatic assay Concentration of B-carotene
(B-oxy) (B-oxy) (B-oxy) in egg yolk

10-12 Positive N.D. N.D. N.D.

14 Positive N.D. N.D. N.D.

30 Positive Positive in central nervous 78 (8E =11.9) pmol of 0.098 pg g-1 of P-carotene

system, lungs, limbs, and
cardiovascular system

retinal per mg of 59 (10.3 ug g-1 of retinol)

protein per hour

N.D., Not determined
SE, standard error
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Figure 1: Chick B-oxy ¢cDNA obtained by RT-PCR from duo-
denal mucosac of one-week-old chicks (A), HH10-12 embryos
(B), HH14 embryos (C), and HH30 embryos (D).

tribution of }-oxy mRNA by in situ hybridization in HH30
chick embryos. In these studies we detected widespread,
low-level expression throughout the embryo compared to
the control sections, however higher f-oxy mRNA levels
were detected in several tissues of mesodermal, endoder-
mal, and ectodermal origin. Figure 2 shows the expression
of f-oxy in sections through the head (Fig. 2A) showing
expression in the central nervous system (CNS), and
through the trunk (Fig. 2B to 2I) showing expression in
the spinal cord, dorsal root ganglia, esophagus, and de-
veloping lungs, heart, and kidney. High levels of B-oxy
mRNA were also detected in the developing limbs (my-
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otome) (Fig. 2B, 2F, 2G, and 2I). Images on the right of
each pair of micrographs show adjacent sections hy-
bridized in parallel with the sense probe and photographed
under identical illumination conditions, showing no hy-
bridization signal. All the sites of higher 3-oxy expression
are tissues where RA is known to be of paramount im-
portance during development.

Ubiquitous expression of fi-oxy in chick embryos con-
trasts with the localized expression in intestinal mucosae,
kidney, liver, and testes in the chick [11]. This difference
could be related to the way in which f3-carotene is acquired
by the body. In adults, f-carotene is obtained from the diet
and the highest expression of the enzyme in the intestinal
mucosae is consistent with its processing at the point of
entry into the body. In contrast, f3-carotene could be ob-
tained directly from the yolk at very early embryonic stages
and later, once the circulatory system has begun to func-
tion, indirectly from the yolk through the bloodstream. The
localized sites of expression in HH30 suggest that f-oxy
might be involved in the production of RA from B-carotene
in the tissues where RA exerts its actions (Table 1).

Enzymatlc Activity of f-oxy is Present in Chick Em-
bryos: Detection of §-oxy mRNA in embryonic tissues is

Figure 2: In situ hybridization
on cryosections of HH30
embryos. Expression of f-oxy
was detected in the proen-
cephalon and eye (A), in the
spinal cord and dorsal root
ganglia (B-D), cardiovascular
system (F), digestive system
(D-F), respiratory system (D-F
and H), urinary system (I), and
limbs (myotome) (B, F, G and
1). Sections on the left of each
pair were hybridized with an:
anlisense probe and those on the
right with the sense probe. Dark
signal on the left-hand side of
the sense-hybridized section in
A is the pigment of the retina.
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not sufficient to establish a function for the enzyme dur-
ing development. To test this possibility, we measured en-
zyme activity directly in HH30 chick embryo 59 ho-
mogenates to confirm the results obtained by in situ hy-
bridization on the same developmental stage. The activi-
ty was found to be 78 pmol of retinal per mg of protein
per hour. This activity is approximately 50% of that found
in the duodenal mucosae of eight-day-old chicks {27]. The
activity level in HH30 embryos is considerable taking in-
to account that the duodenal mucosae is the site with the
greatest f-oxy activity in the chick, and the digestive en-
zymatic machinery of the eight-day-old chick is appar-
ently mature [28, 29]. Hence, our studies confirm the pres-
ence of f-oxy in five-day-old embryos and thus support
the hypothesis that this enzyme has a role in embryonic
development.

p-Carotene is present in Chicken Egg Yolk: f-oxy can
function to supply retinoids during development only if
its substrate, f-carotene, is present. f-carotene content
was measured in the egg yolk and, as reference, the con-
centration of the most abundant form of vitamin A in the
egg, retinol, was also determined, Their concentrations
were found to be 0.098 pg g and 10.3 pg g-1, respectively,
These determinations, and similar results obtained by
Jiang et al [30], indicate that §-carotene represents about
2% of the total vitamin A in the egg since B-carotene yields
two molecules of retinol upon oxidative cleavage by B-
oxy. Thus, the substrate of f-oxy is present in the egg, al-
though it constitutes only a small proportion of the total
vitamin A.

These findings are intriguing since it is believed that in
chickens, as well as in rats and pigs, dietary p-carotene is
largely converted to vitamin A in the intestinal mucosae
and very little or no B-carotene is taken up into the circu-
lation [2]. Qur results indicate that at least some f-carotene
reaches the egg yolk where it could serve as a source of
vitamin A for embryonic development.

Vitamin A in Early Vertebrate Development: Vitamin
A is known to have pleiotropic effects during embryonic
development. Excess or deficiency of RA causes specific
defects in the central nervous system, neural crest cell de-
rivatives, craniofacial structures, limb, urogenital tract,
diaphragm, lungs, and the cardiovascular system [19, 31].
Due to the short half-life of RA under physiological con-
ditions, its availability in these diverse sites of action de-
pends on the balance between its synthesis and its degra-
dation. This results in stage- and tissue-specific steady-
state concentrations of RA in the embryo [997 32-36].
Thus, retinoid signaling during embryogenesis may be ini-
tiated by up-regulation of RA synthesis from endogenous
precursors. Although retinol seems to be the main source
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of the other retinoids, local biosynthesis from p-carotene
could also contribute to the pool of vitamin A available at
specific tissues and developmental stages.

Is B-oxy Important During Vertebrate Embryonic De-
velopment? While the 3-carotene content has only been
measured in chicken eggs [30] and this study? and in
mammals the maternal contribution of intact B-carotene
1o the embryo has not been measured, B-oxy expression
suggests a role for B-carotene during early embryonic de-
velopment. Consistent with this, f-oxy mRNA was also
detected in E7 mouse embryos [13] and prior to gastrula-
tion in zebra fish embryos [12}. In our studies, we detect-
ed expression of f-oxy in chick embryos from one and a
half to five days of incubation with widespread low ex-
pression and high expression levels restricted to particu-
lar tissues in the latter. This ubiquitous expression, how-
ever, contrasts with the low amount of $-carotene in the
yolk relative to the total amount of retinol (2%). Possibly,
the B-carotene in the yolk is a relevant source of vitamin
A only in early stages of development, whereas later the
more abundant retinol is used. Consistent with an early
role for f-carotene, f-oxy mRNA in mouse embryos is
only detected at E7, while from E7.5 up to at least E8.5 it
appears to be absent or present at low levels [11, 13].

The biochemical processes responsible for the conver-
sion of }-carotene into retinoids are not fully understood
[11], and controversy exists about the balance between the
symmetric cleavage to produce only retinal [37, 38] and
the asymmetric cleavage to produce apo-carotenals or apo-
carotenoic acids from which RA could also be generated
[39]. B-oxy, however, has only been shown to cleave f-
carotene symmetrically. Hence, while the yolk f-carotene
could be a source of apocarotenals, which have also been
suggested to play a role in embryonic development in ze-
bra fish [12], the role of B-oxy is likely to be linked to the
local processing of B-carotene into RA in RA-dependent
tissues.

Further studies are required to confirm the proposed
role of f-carotene and f-oxy during embryonic develop-
ment in vertebrates. Studying chick or mouse embryos
lacking f-carotene could result in a better understanding
of the metabolism of vitamin A and its relationship to em-
bryonic development.

Conclusion

Our results demonstrate that the -oxy mRNA is already
present in one-and-a-half-day-old embryos and that it is
more abundant in several tissues in five-day-old embryos.
Enzymatic activity of f-oxy was also demonstrated in the
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latter. Hence, the expression of $-oxy in chick embryos
precedes hatching by at least 17 days, and thus it is pos-
sible that yolk-stored f3-carotene is a source of vitamin A
for the embryos. In this regard, we also found the f3-
carotene content of the yolk to represent about 2% of the
total vitamin A present in the egg. The expression of -
oxy in the embryos and the presence of f-carotene in the
yolk suggest that this enzyme may have an important role
in vitamin A metabolism at specific locations during ear-
ly avian embryonic development.
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Técnicas empleadas

Purificacion de RNA con tiosulfato de guanidina
(Trizol, Invitrogen)

En un tubo de 50 ml, afiadir 1 ml de Trizol por cada 100 mg de tejido, y homogenizar
en hialo.

Incubar § minutos a temperatura ambiente.

Afadir 0.2 ml de cloroformo por cada ml de Trizol empleado.
Agitar en vértex e incubar 2-3 minutos a temperatura ambiente.
Centrifugar a 12 000 x g durante 15 minutos a 4 °C.

Transferir la fase acuosa a un tubo limpio.

Afiadir 0.5 mi de isopropanol por cada ml de Trizol empleado.
Incubar a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Centrifugar a 12 000 x g durante 10 minutos a 4 °C.

. Remover el sobrenadante para recuperar la pastilla y agregar 1 ml de etanol por mi

de Trizol utilizado.
Centrifugar a 7 500 x ¢ durante 5 minutos a 4 °C.
Eliminar el sobrenadante y dejar secar la pastilla al aire.
Resuspender la pastilla con agua estéril.
Leer la concentracién de RNA en el espectrofotémetro
1 U ODggp = 40 pg de RNA/m
(Unidades A, )(40)(factor de dilucién)/1 000

Correr gel para verificar la integridad del RNA.
Almacenar en alicuotas a -70° C,
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9.

Purificaciéon de RNA
(RNeasy, Qlagen)

. Colocar 30 mg de tejido en un tubo de 1.5 ml con 600 pl de buffer RLT y agregar 6yl de B-

mercaptoetanol. Homogenizar con una jeringa insullnica.

Centrifugar el lisado por 3 min a maxima velocidad y tomar sélo el sobrenadante en un
tubo nuevo.

- Agregar un volumen de etanol al 70% al lisado homogenizado y mezclar muy bien,

pipeteando..

Pasar no mas de 700 pl de la muestra al “RNeasy mini spin column” (el cual debe estar
en un tubo colector), centrifugar por 15 segundos a 10 000 rpm. Sl hay mas de 700 ul del
lisado, adicionarlo a la misma columna secuencialmente. Eliminar el liquido del tubo
colector,

- Agregar 700 pl del buffer RW dentro de la columna y centrifugar por 15 segundos a 10

000 rpm para lavar. Descartar el liquido.

. Agregar 500 ul del buffer RPE en la columna y centrifugar por 2 minutos a mdaxima

velocidad. Este paso puede repetirse para quitar cualquier residuo de etanol de la
columna.

Volver a centrifugar a vel, max. por 1 min.

. Transferir la columna a un tubo colector nuevo y agregar 30 pl de agua libre de RNasas

directamente en la columna. Eluir centrifugando por 1 minuto a 10 000 pm.

Leer en espectrofotometro, para calcular la concentracion del RNA en

10. Almacenar en alicuotas a -70° C. .
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Purlficacién de RNAm
(Fast track 2.0 kit, Invitrogen)

Este kit permite purificar RNAm a partir de tejido (0.4-1.0 g), células (1 x 10" — 1x 10%) y RNAt
(0.1-1.0 mg).

Material requerido adicional al kit;
» Etanol 100%
« Etanol 80%
s Bafomarlaad5y65°C
e Nitrégeno liquido
+ Navaja estéril
e Jeringas de 15 a 20 cc con agujas calibre 18-21
* Homogenizador de tejidos
o Centrifuga de mesa
e Agitador de plataforma

Preparaclon de la solucion de lisls
Este buffer debe prepararse justo antes de comenzar

1. Checar que el buffer stock no se haya precipitado, de lo contrario se debera calentar
a 65 °C hasta que se disuslva, y dejar que se enfrie a temperatura ambiente.

2. A 15 mlde buffer agregar 300 ul de Protein/Rnasa Degrader por cada purificacion.

Preparacion de la soluclén salina de buffer fosfato
1. Para preparar un litro afiadir a 800 ml de agua destilada lo siguiente

8 g NaCl
022¢g KCl

144 g NaHPQ,
0249 KH,PO,

2. Ajustar el pH a 7.4 con 1N de HCI, aforar a 1 It esterilizar en autoclave. Este bufer
puede almacenarse a 4 °C.,

Preparacién del tejido fresco o congelado

1. Poner 1 gr de tejido en un tubo estéril de 50 ml y agregar 15 ml de solucién de lisis
2. Homogenizar el tejido y proceder al aislamiento de RNAm
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Preparacién del RNAtotal para purificar RNAm
Se recomienda comenzar bon 1 mg de RNAtotal
1. Precipitar y lavar el RNAtotal con etanol al 80%
2. Resuspender la pastilla en 100 ul de solucién de elusién
3. Pasar el RNA total a un tubo de 50 ml y agregar 10 m! de solucién de lisis
4

Calentar a 65 °C por 5 minutos, & inmediatamente poner en hielo por un minuto
exactamente.

5. Poner el tubo a temperatura ambiente y agregar 650 pi de NaCl 5M y ezcar por
Inversion

6. Proceder al aislamiento de RNAm (Paso 4)

Aislamlento de RNAm

1. Incubar el tejido lisado a 45 °C por 60 minutos para eliminar las proteinas y
ribonucleasas. Si persiste el material insoluble centrifucar a 4000 x g por 15 minutos
a temperatura ambiente y transferir el sobrenadante a un tubo nuevo.

2. Agregar 950 pl de NaCl 5M por cada 15 mi de lisado y mezclar por inversién

Cortar el DNA remanente pasando el lisado 3 — 4 veces por una jeringa de pléastico
con aguja calibre 18 al 21

Tomar un vial de oligo dT del desecador y agregarlo al vial del lisado
Cerrar el tubo y dejar que el oligo dT se hidrate por dos minutos

Mantener el tubo en agitacién a 4 °C durante 60 minutos para que el RNAmM se una
al oligo dT

7. Centrifugar a 3000 x g por cinco minutos para paletizar el oligo dT, remover el
sobrenadante cuidando no dafiar la capa de resina.

Lavado del oligo dT celulosa

1. Resuspender el oligo dT en 20 ml de solucién de ligacion. Centrifugar a 3000 x g por
5 minutos a temperatura ambiente y remover el la solucién de la cama de resina,

2. Resuspender la resina en 10 ml de solucién de ligacién, centrifugar como en el paso
anterior y eliminar la solucién

3. Resuspender ia resina en 10 m! de solucién baja en sales, centrifugar como en el
paso anterior y eliminar la solucién

4. Repetir 2-4 veces el paso anterior o hasta que no forme burbujas antes de la
centrifugacion. Después de la Gltima lavada resuspender el oligo en 800 pl de
solucién baja en sales,

5. Transferir el oligo a una columna y centrifugar a 5 000 x g durante 10 segundos a
temperatura ambiente

Volver a pasar el liquido centrifugado a través del oligo en la columna por 2-3 veces

7. Para lavar, poner la columna de nuevo en el tubo, llenarla con 500 i de solucién
baja en sales y mazclar la solucién con la cama de celulosa y oligo dT cib yba punta
de pipeta estéril. Centrifugar 10 segundos.

m
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8. Repetir el paso anterior por lo menos 3 veces hasta que la densidad dptica a 260 nm
del liquido sea menor de 0.05. Asegurarse que la solucion se mezcle con la cama de
celulosa.

Elusion y precipitado del RNAm
1. Poner la columna en un tubo nuevo para microcentrifuga

2. Afadir 200 ul de solucion de elusién y mezclarlo con la celulosa con una punta de
pipeta estéril

Centrifugar por 30 segundos para eluir el RNAm
Repetir los pasos 2y 3
Quitar la columna del tubo, los 400 il del tubo contienen el RNAmM

Precipitar el RNAm con 60 pl de acetato de sodio 2M y 1 mi de etanol al 100%.
Congelar en hielo seco hasta que solidifique

e

Descongelar y centrifugar a 16 000 x g durante 15 minutos a 4 °C retirar el stanol

Centrifugar y eliminar las trazas de etanol. Resuspender la pastilla doe RNAm en 20-
50 ul de solucién de elusién o agua DEPC

9. Determinar la ¢concentracién de RNAm en espectrofotémetro a 260 nm. Almacenar
en alfcuotas a -70 °C.
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Transcripcién reversa-reaccion en cadena
de la polimerasa (RT-PCR)

Transcripclén reversa
1. Preparar la siguiente reaccién en un tubo de 500 pl:
2ug RNA
6 pl Buffer RT 5x
0.75 yi* DNAsa
cbp30 yl  Agua

0.5 ul DNAsa + 4.5 pl agua

2. Incubar a T° ambiente durnate 15 minutos

3. Incubar 70 °C durante 5 min

4. Afladir fos siguientes reactivos:
1l oligonucledtido antisentido (5uM)
1ul DNTP’s 10uM

5. Incubar a T° ambiente durante 5 minutos

6. Incubar en hielo mientras se afiade

2ul Buffer 5x
3l DTT (0.1M)
1ul Inhibidor de RNasga

7. Homogenizar e incubar a 42 °C durante 2 min

8. Aftadir 1l de enzima RT-Superscript [l (Invitrogen)
9. Incubar 42 °C durante 50 min

10. Incubar 70 °C durante 15 min

11. Poner el cDNA en higlo

Reacclén en cadena de la polimerasa

1. Preparar la reacciéon

1ul MgCl 50mM

Sul Buffer 10x

1ul DNTP’s 10 mM

1pl Oligo sentido (10mM)

1l Oligo antizsentido (10mM)
3ul cDNA

0.5u1  Taq Polimerasa (Invitrogen)
37.5ul  Agua

2. Incubar2 minutos a 94 °C
3. Incubar 40 ciclos de:
45 seg a 94 °C
1 minab6°C
Tmina72°C
4. Incubar finalmente 2 minutos a 72°C
5. Mantener en refrigeracién.

32




m

Amplificacion de los extremos de cDNA

(Gene Racer Kit, Invitrogen)
L1500-01 AMV RT y TOPO TA Cloning Kit for Sequencing

Contenido:

1. Mdbdulo Gene Racer (-20°C)

2. Moddulo AMV RT (-80°C 47)

3. Columnas SNAP (T° amblente)

4. Kit TOPO TA Cloning p/secuenciar (-20°C)
5. Células competentes (-80°C)

» El Gene Racer contiene reactivos para cinco sintesis de cDNA por PCR, un control y
primers para 50 PCRs.

* Elfmddulo TOPO contiene reactivos para clonar 10 productos de PCR.

Metodologla

s Se comienza con 1 a 5 ug de RNA total 0 50 a 250 ng de RNAm.

¢ El aislamiento de RNA se puede hacer con trizol o con Fast-Track 2.0 y eluir en agua
DPC a 0.1-1 pg/ul. Antes de empezar checar la pureza del RNA ¢on un gel de agarosa.

» Se requieren primers especificos para el extremo 5y 3° con 50 a 70% de GC,23a28
nucledtidos y una AT mayor de 72°C = 4(G+C)+2(A+T).

Defosforilacién del RNA no mensajero o truncado con fosfatasa
Intestinal de becerro (CIP)

Se incluye RNA total de Hela (gen de actina) como control positivo para todas las
reacclones,

Antes de empezar
e RNAtotal (1-5 pg) o RNAm (50 a 250 ng) en agua DPC [0.1-1 ug/yl]
e Hielo
¢ Tubos estériles para microcentrifuga de 1.5 ml
s Bloques o bafio maria a 50°C
¢ Etanol 95%
+ Hielo seco
« FEtanol 70%
e Microcentrifuga a T° ambiente 0 4°C
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Reaccién de defosforilacién

1.

2.
3.
4.

Usar 1-5 pg de RNA total 0 50 a 250 ng de RNAm y poner en un tubo estéril de 1.5 ml los
slguientes reactivos.

Reactivo Muestra Control
RNA X 2yl
Buffer CIP 10X 1 i 1
RNaseOUT (40U pl) 1 1 ul
CIP (10 U/ul) 1 ul 1 ul
Agua DPC Y ul 5 ul
Volamen total 10 ul 10 pl
Mezclar y centrifugar,

Incubar a 50°C por una hora,
Centrifugar y poner en hislo.

Precipitaciéon del RNA

1.

Afiadir 90 ul de agua DEPC y 100 p! de fenol:cloroformo y vortexear vigorosamente por
30 seg.

Centrifugar a maxima velocidad durante 5 min. a T° ambiente.
Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo nuevo (100 pl aprox.).

Agragar 2 pl de mussel glycogen 10mg/ml, 10 pl de acetato de sodio 10 M pH 5.2y
mezclar bien. Afiadir 220 pl de etanol al 95% y vortexear brevemente.

Enfriar en hielo 10 min.

Centrifugar a maxima velocidad 20 minutos a 4°C.

Remover el sobrenadante con pipeta para recuperar el pellet.

Afiadir 500 pl de etanol al 70%, invertir varias veces y vortexear brevemente.
Centrifugar a maxima velocidad 2 minutos a 4°C.,

. Remover el etanol con pipeta para recuperar el pellet si es necesario volver a centrifugar

para retirar el remanente de etanol.

. Dejar secar el pellet por 1 6 2 min a T° ambiente.
. Resuspender el pellet en 8 pl de agua DEPC y tomar 1 pl para correrlo en un gel de

agarosa.

Remocién de Ia cadpsula del RNAm

Antes de empezar tener disponibles:

Tubos estériles de microcentrifuga de 1.5 ml

“
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Hielo

Bloques a 37° C o bafio maria
Etanol 95%

Etanol 70%

Hielo seco

Microcentrifuga a T° ambiente y 4°C

Reaccidén de decapsulacién

1.

2.
3.
4.

En el tubo de la reaccién anterior poner
7yl RNA defosforilado
1l Buffer TAP 10X
1yl RNaseQUT (40 U/ i)
1ul TAP (0.5 U/l
10 gl Voldmen total
Mezclar con pipeta y vortex, y centrifugar
Incubar a 37°C por una hora,
Centrifugar y poner en hielo.

Precipltaciéon del RNA

1.

»

© @ N e w»;

11.
12.

Afiadir 90 pl de agua DEPC y 100 i de fenol:cloroforme y vortexear vigorosamente por
30 seq.

Centrifugar a méaxima velocidad durante 5 min. a T° ambiente.
Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo nuevo (100 pl aprox.).

Agragar 2 ul de mussel glycogen 10mg/ml, 10 pl de acetato de sodio 10 M pH 5.2 y
mezclar blen. Afiadir 220 ul de etanol al 95% y vortexear brevemente.

Enfriar en hielo 10 min.

Centrifugar a maxima velocidad 20 minutos a 4°C.

Remover el sobrenadante con pipeta para recuperar el pellet.

Afadir 500 pl de etanol al 70%, invertir varias veces y vortexear brevemente.
Centrifugar a maxima velocidad 2 minutos a 4°C.

. Remover el etanol con pipeta para recuperar el pellet si s necesarlo volver a centrifugar

para retirar el remanente de etanol.
Dejar secar el pellet por 1 6 2 min a T° ambiente.

Resuspender el pellet en 8 pl de agua DEPC y tomar 1 ul para correrlo en un gel de
agarosa,

“
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Ligacién del oligo RNA al RNAm decapsulado

Antes de empezar verificar que estén disponibles:

Tubos estériles de microcentrifuga de 1.5 mi
Hielo

Bloques a 37° C o bafio maria

Bloques a 65° C

Etanol 95%

Etanol 70%

Hielo seco

Microcentrifuga a temperatura ambiente y 4°C

Reacclén de ligacién

1.

Afiadir los 7 pl del RNA al tubo que contenga una prealicuota de Oligo liofilizado
GeneRacer (0.25ug). Pipetear varias veces para resuspender el oligo y centrifugar.

Incubar a 65° durante 5 minutos.

Poner en hielo dos minutos y centrifugar.

Afadir los siguientes reactivos pipeteando y al finalizar centrifugar:
1yl Buffer de ligacion 10X

1ul ATP 10 mM
1 4l RNaseOUT (40 U/ pl)
| T4 i / pl

10 4l Volumen total
Incubar a 37°C por una hora.
Centrifugar y poner en hielo.

Precipitacién del RNA

1.

Afiadir 90 pl de agua DEPC y 100 pl de fenol:cloroformo y vortexear vigorosamente por
30 seq.

Centrifugar a méxima velocidad durante 5 min. a T° ambiente.
Transferir la fase acuosa (superior) a un tubo nuevo (100 pl aprox.).

Agragar 2 ul de mussel glycogen 10mg/ml, 10 ul de acetato de sodio 10 M pH 52y
mezclar bien. Afiadir 220 pl de etanol al 95% y vortexear brevements.

Congelar en hlelo seco 10 min.

Nota: Se puede precipitar el RNA a —20°C durante toda la noche para continuar al
dia siguiente,

Centrifugar a maxima velocidad 20 minutos a 4°C.

m

56




m
7. Remover el sobrenadante con pipeta para recuperar el pellat.

Afiadir 500 pl de etanol al 70%, invertir varias veces y vortexear brevemente.
9. Centrifugar a maxima velocidad 2 minutos a 4°C.

10. Remover el etanol con pipeta para recuperar el pellet si es necesario volver a centrifugar
para retirar el remanente de etanol.

11. Dejar secar el pellet por 1 6 2 min a T° ambients.

12. Resuspender el pellet en 11 pl de agua DEPC y tomar 1 ul para correrlo en un gel de
agarosa.

Transcripcién Reversa del RNAm

Antes de empezar
» Tubos estériles de 1.5 ml
s Bloques a 42°C, 65°C, 70°C y 85°C

¢ Hielo

Reaccién AMV RT

1. Afiadir 1 pi del primer deseado y 1 pl de la mezcla de DNTP (25mM) al RNA ligado.
2, Incubar a 65°C por 5 minutos para remover cualquier estructura secundaria de RNA.
3. Poner en hielo por 2 min, y centrifugar.
4. Agregar los siguietes reactivos al RNA ligado y al Gene Racer Oligo dT.

2l Buffer RT 10X

1l AMV-RT (5U/ pl)

4 Agua estéril

1 Rna T (4Q4)/

204 Volumen total

Nota: Si usa Random Primers, incubar la mezcla a 25°C por 10 min.
5. Mezclar bien e incubar a 42°C por una hora.
6. Incubar la reaccion a 85° por 15 min para inactivar la enzima.
7. Centrifugar e Iniciar la amplificacion.

Amplificaclén de los extremos de cDNA

Antes de empezar verificar que esté disponible:
» Temmociclador
s Enzima TAQ polimerasa Platinum HF

* Primers especificos para el gen

“
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» Buffer 10X PCR para la TAQ Polimerasa
¢ Solucién dNTPs (10mM)

¢ Gel para DNA con 1% agarosa y bromuro de etidio

Preparar las siguientes reacciones

Reactivo 5'RACE Control 3'RACE Control
5'RACE 3'RACE
Gene Racer 5Primer (10 gyl 3ul - -
HM)
Oligo esp. Reverse (10 1l - - -
uM)
Primer Control B.1 (10 yM) - 1 - -
Gene Racer 3'Primer (10 - - , 3l 3yl
HM)
Oligo esp. Forward (10 yM) - - 1l -
Primer Control A (10 yM) - - - 1l
RT Template 14l - Tul -
HelLa RT Template - 1l ‘ - 1ul
Buffer PCR HiFi 10X 5ul 5pl 5ul 5 ul
dNTP Solution (10 mM) Tl o Tl Tul
TAQ Platinum (50 U/ul) 05l 054 0.5 ul 0.5ul
MgSO, (50 mM) 2yl 2yl 2 2l
Agua estéril 36.5 yl 36.5 pl 36.5 ul 36.5 yl
Volumen total 60 pl 50 pl 50 gl 80 pl
Condiciones y ciclos para la PCR

Temperatura Tiempo Clclos
94° C 2 minutos 1
94° C 30 segundos 5
72°C 2 minutos
94° C 30 segundos 5
70°C 2 minutos
94° C 30 segundos 20a25
68° C 30 sagundos

“
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72° C 2 minutos
72°C 10 minutos 1
4°C infinito 1

Al final de la reaccién se debe correr un gel de agarosa para verificar si se obtuvo el

producto de PCR deseado.

» Si solamente se obtuvo una banda muy ligera de DNA, entonces se recomienda
purificar del gel el fragmento.

» Si se obtuvieron multiples bandas entonces se puede realizar un PCR anidado (ver
manual).

Se recomienda realizar un Southern Blotting para confirmar que el producto sea
efectivamente producto de la RACE.

El producto final de la PCR se deberd clonar con TOPO Clonning reaction para
secuenciar posteriormente.
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Amplificacién de los extremos de cDNA

Amplificacién del extremo 3’

Transcripcién reversa

1. Emplear de 1 pg a 100 ng de RNA poli A+ en tubo de microcentrifuga, ajustar el
volumen a 10 ul con agua DEPC y desnaturalizar a 75°C/5 minutos y luego poner en

hielo.
2. Afadir
Buffer RT 5x 10 i
DNTP's 20 mM 1.5 ul
Adaptor primer dT 10 uyM 8 ul
Inhibidor de Rnasa 20 U/ul 1 ul
Transcriptasa reversa (100-200 U7ul) 1l
Agua DEPC chp 50 ul

Incubar a 37°/60 min.
Usar tres controles negativos: uno sin RNA, otro sin transcriptasa, y el gitimo sin primer.

3. Diluir la reaccién anterior a un volumen final de 1 ml con buffer TE.
Amplificacién

4. Colocar en tubos de 0.5 ml una serie de reaccionas de PCR variando la
concentracidn del cDNA. Usar un control sin cDNA.

cDNA diluido 0-20 pl
Buffer de amplificacion 10x 5yl
dNTP's 20 mM 5ul
Adaptor primer dT 10 uM 1.6 pl
Adaptor primer 10 uM 32
Oligo especilfico 3' 324
DNA polimerasa (1 6 2 U) 1ul
Agua cbp 50 pl

5. Cubrir las reacciones con 50 pl de aceite mineral y amplificar en termociclador con el
siguiente programa
5min/94°  5min/55° 40min/72° 1 ciclo
40seg/94° 1min/55° 3min/72° 30 ciclos

40s09/94° 1min/55° 15min/72° 1 clclo
Tiempo Infinito/4°

6. Analizar el resultado de la reaccion anterior en un gel de agarosa. Si no hay producto
visible, afiadir mas polimerasa y continuar 15 a 20 ciclos mas; o reamplificar
alicuotas de |a reaccion.

7. Remover el aceite mineral de las muestras purificando con 150 ul cloroformo.

Clonar en vector y células competentes.

ey
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Amplificacion del extremo 5’

Transcripclén reversa

1. Emplear de 1 pg a 100 ng de RNA poli A+ en tubo de microcentrifuga, ajustar el
volumen a 10 ul con agua DEPC y desnaturalizar a 75°C/5 minutos y luego poner en
hislo.

2. Afadir
Buffer RT 5x 4 ul
DNTP's 20 mM 14l
Oligo especifico 5' 10 uM 4 pl
Iinhibidor de RNasa 20 U/ul 1
Transcriptasa raversa (100-200 U) 14l
Agua DEPC cbp 20 ul

Incubar a 37°/60 min.
Usar tres controles negativos: uno sin RNA, otro sin transcriptasa, y el Gitimo sin primer.

Purificacién del producto de RT

3. Remover el exceso de oligonucleétidos diluyando la reaccién anterior en 2 ml de
agua y luego microconcentrar centrifugando a 2000-3000 rpm (500 a 1100 g) por 20
minutos a temperatura entre 4 y 25°C.

Repetir la dilucion y centrifugar de nuevo.

Transferir a un tubo de 0.5 ml y reducir el volumen a
10 pt en un evaporador rotacional de vacio.

= Alternativamente se puede precipitar dos veces con
acetato de amonio 2.5M y 3 vols de etanol.

4. Afiadir al cDNA en vol de 10 pl

Buffer 5x tranferasa terminal 4 pl
dATP 1 mM 4l
Transferasa terminal 10-25 unidades

5. Inactivar la transferasa terminal calentando 3 minutos a 80°C. Diluir a 1 ml con buffer
TE.

Amplificacion

6. Colocar en tubos de 0.5 ml una serie de reacciones de PCR variando la
concentracion del cDNA. Usar un control sin cDNA,

cDNA diluido 0-20 pl
Buffer de amplificacion 10x 5l
dNTP's 20 mM 5ul
Adaptor primer dT 10 uM 1.6
Adaptor primer 10 yM 32yl
Oligo especifico 5' 32l
DNA polimerasa (162 U) 1l
Agua cbp 50 i

61




e e e

7. Cubrir las reacciones con 50 pl de aceite mineral y amplificar en termociclador con el
siguiente programa

5min/94°  5min/55° 40min/72° 1 ciclo
408eg/94° 1min/55° 3min/72° 30 ciclos
40s09/94° 1min/55° 15min/72° 1 ciclo
Tiempo infinito/4°

Analizar el resultado de la reaccién anterior en un gel de agarosa. Si no hay producto
visible, afiadir mas polimerasa y continuar 15 a 20 ciclos mas; o reamplificar
allcuotas de la reaccién.

8. Remover el acelte mineral de las muestras purificando con 150 ul cloroformo.

9. Clonar en vector y células competentes.
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RT-PCR Cuantitativa
RNA Amplification Kit (2015137; Roche)
Equipo

Termociclador Light Cycler (Roche, Alemania)
LightCycler-RNA amplification kit SYBR green (Roche)

-

Preparar la siguiente reaccion en tubos capilares especiales para el equipo empleado

Mezcla de reaccion 4 pl
Solucion de resolucion 2
Mezcla de oligonucledtidos (0.5mM) 2 pl
Mezcla de eanzima (RT-PCR) 0.4 pl
Cloruro de magnesio 26mM 14l
RNA total 500 ng
Agua cbp 20yl

Centrifugar para bajar y mezclar los ingredientes de la reaccién
Poner los capilares en el rotor
Amplificar en termociclador

Ll

Condiclones de amplificacién
Transcripcion reversa 55 °C/10 min;

Desnaturalizacién 95 °C/30 seq;
Amplificacién
40ciclosde 95 °C/MO0 seg

60 °C/15 seg

72 °C/35 seg
Desnaturalizacion a 0.1 “C/seg

95 °C/2 seg

65 °C/15 seg

95 °10 seg
Enfriamiento - 35 °C/30 seg

Las lecturas del amplificado fueron realizadas durante la extensién de cada ciclo de
amplificacion y durante la tercera parte de la desnaturalizacion.

Importante: Antes de comenzar a correr la muestra de interés dabe realizarse una curva

estandar amplificando cantidades conocldas de DNA (ver manual del usuario del
Termociclador Light Cycler, Roche).
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Transformacion de células competentes
E. coll X-L Blue

1. Poner 5 il (200 ng) del DNA ligado al vector de interés en 50 H! de células
competentes E, coli XL-Blue

Incubar 30 minutos en hielo

Incubar 3 minutos a 42 °C

Incubar 3 minutos en hislo

Afiadir a la reaccién 500 ul de medio Luria-Broth estéril

Incubar 30 minutos a 37 °C en agitacién

Sembrar de 80-120 pl de medio en cajas de medio Agar-LB con ampicllina
Incubar a 37 °C durante no mas de 20 horas

© 00N O A N

Seleccionar las clonas positivas
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Clonacién en vector y células TOPO
(TOPO TA Cloning Kit for Sequencing, Invitrogen)

Material extra no incluido en el kit:

» Baflomariaa 42°C

» Cajas de medio LB con 50-100 ug/mi de ampicilina o 50 pg/ml de kanamicina (dos
por transformacién)

» Incubadoras a 37° C con y sin agitacion

Preparacién

* Se necesitard un vial de células competentes y dos cajas de cultivo por cada
transformacién

Equilibrar el bafio marla a 42° C

Poner el vial de medio SOC de la caja 2 a temperatura ambiente

Poner las cajas de cultivo a 37° C por 30 minutos

Descongelar en hielo los viales de células competentes

Ligaclén

Preparar la siguiente reaccion
Producto fresco de PCR 05a4ypl
Solucién salina 1l
Agua estéril cbp 5yl
TOPO vector 1ul

1. Mezclar o incubar 5 minutos a temperatura ambiente (para productos de mas de 1 kb
se puede incrementar el tiempo hasta 30 minutos).
2. Poner en hielo o dejar a —20 °C toda la noche.

Transformacién

1. Colocar 2 pl de la reaccién anterior en un vial de células competentes y mezclar pero

no por pipeteo.

Incubar en hielo 5 a 30 minutos

Colocar a 42 °C por 30 segundos sin agitar.

Inmediatamente poner los tubos en hielo.

Agregar 250 |l de medio SOC a temperatura amblente.

Tapar el tubo y ponerlo horizontalmente para agltarlo (200 rpm) a 37 °C por una hora.

Rociar 10 a 50 ul de cada transformacién en una caja de cultivo e incubar a 37 °C

toda la noche. Se recomienda colocar en los medios de cultivo dos volimenes

diferentes de células transformadas para asegurar que las colonias estén bien

espaciadas.

8 Una reaccién eficiente produce cientos de colonias. Tomar aprox. 10 colonias
(blancas) para el andlisis.

Nookwn

Anélisis de clonas positivas

1. Tomar 10 colonias y cultivarlas toda la noche en medio LB o0 SOB con 50 a 100 ug/mi
de ampicilina o 50 pg/mi de kanamicina.

2. Aislar el plasmido de DNA.

3. Digerir el plésmido con EcoRI y proceder a secuenciar (ver mapa del vector),

“
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Purificacién de DNA con fenol-cloroformo

1. Iniciar con 100-200 pl de volumen (de ser necesario, adicionar agua estéril)

M

Afadir a la muestra de DNA 1 volumen de fenol:cloroformo (1:1) y mezclar por
inversién 3v.

Centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos
Tomar la fase superior en un tubo nuevo sin tocar la interfase
Agregar 2 volimenes de etanol frlo (-20°C) y 1/10 de acetato de sodio 3M

3

4

5

8. Agitar y colocar a -20°C durante 30 minutos

7. Centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos y decantar
8. Lavar la pastilla con 300-500 pi de etanol al 70%

9 Centrifdgar & 12000 rpm durante 10 minutos y decantar
10. Lavar la pastilla con 100 pl de etanol al 100%

11. Centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos

12. Dejar secar la pastilla a 37°C durante 10 minutos

13. Resuspender en agua estéril
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Purificaclén de DNA de gel
(Kit de Concert)

1. Correr el DNA a purificar en un gel de agarosa.
Cortar el area del gel con el DNA de interés con una navaja limpia.

Pesar el gel (debe ser de menos de 400 mg): para geles de agarosa de <2%, adicionar
30 pl del buffer L1 (de solubilizacion del gel) por cada 10 mg de gel.

4. Incubar a 50° C durante 15 minutos mezclando cada 5 minutos. Posterior a que el gel
esté completamente disuelto, incubar 5 minutos mas.

5. Colocar una columna (spin cartridge) en un tubo de lavado, pipetear la mezcla del paso
anterior dentro de la columna y centrifugar a 12 000 x g durante 1 minuto. Desechar el
llquido.

6. Lavado opcional: colocar la columna en el tubo de lavado y adicionar 500 ul del buffer L1,
incubar a temperatura ambiente por 1 min. Centrifugar por 1 minuto a 12 000 x Q.

7. Colocar la columna en otro tubo de lavado, adicionar 700 pl del buffer de lavado L2.
Incubar 5 minutos a temperatura ambiente y centrifugar durante 1 minuto a 12 000 x ga.
Desechar el liquido y volver a centrifugar el mismo tiempo y velocidad para remover el
buffer residual.

8. Eluir el DNA con 50 pl de agua estéril a 65-70° C, puesto directaments en el centro de la
columna. Incubar 1 minuto a temperatura ambiente y centrifugar durante 2 minutos a 12
000 x g.

8. Correr 1 ul en un gel para verificar la integridad del DNA.
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Purificacién de DNA de plasmido (Miniprep)

1. Tomar la clona de interés e inocularla en 2-5 m! de medio LB con ampicilina (100
ng/ml) y dejar crecer a 37 °C toda la noche en agitacion

Centrifugar 2 m| de bacterias a 12000 rpm durante 10 min
Resuspender el peliet en 300 pl de TENS
Agregar 5 pl de RNasa A (10mg/ml)
Incubar 5 min a temperatura ambiente
Agregar 150 pl de acetato de sodio 3M pH 5.2 y mezclar por inversién
Centrifugar 2 minutos a 12 000 rpm
Pasar el sobrenadante a un tubo nuevo
Agregar 900 ul etanol 100% (-20°C) y mezclar
. Centrifugar 2 min a 12 000 rpm y eliminar sobrenadante
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. Lavar con 400 yl de etanol al 70%

-
A

. Centrifugar a 12000 rpm durante 10 minutos

-
w

. Dejar secar la pastilla

—_
Y

. Resuspender el DNA en agua estéril
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11.
12.

13.

14.

15.

Purificacién de DNA de plasmido
(Maxiprep, Qlagen)

Inocular 100-500 ul de bacterias de la clona de interés en 200 mi de medio LB con
ampicilina (100 ug/ml) en un matraz Erlenmeyer de 1 It.

Dejar en agitacion a 37° C toda la noche.
Centrifugar el medio a 4° C, 10 000 rpm durante 10 minutos. Drenar el medio.

Resuspender el botén en 10 ml de buffer P1 ¢/RNasa (100 pg/mi) pipetedndolo. No
dejar grumos.

Afiadir 10 ml de buffer P2 (checar que no esté precipitado el SDS, si es necesario,
disolverlo a 37° C). Mezciar por inversibn de 4-6 veces. Incubar a temperatura
ambiente por 5 min exactos. Durante este tiempo, preparar el Qiafilter: atornillar la tapa
en la salida de la boquilla de! cartucho, colocar el cartucho de manera que esté
siempre vertical.

Afadir 10 m! de buffer P3 a 4° C al lisado y mezclar inmediatamente por inversién 4-6
veces. Pasar al siguiente paso rapidamente,

Pasar el lisado en el tonel del cartucho Qiafilter. Incubar a temperatura ambiente por
10 min sin insertar el émbolo. Mientras, equilibrar un Qiagen tip afadiendo 10 ml del
buffer QBT y permitir que se vacle por gravedad.

Remover la tapa del Qiafilter. Insertar suavemente el &mbolo en el cartucho y filtrar el
lisado en el Qlagen tip previamente equilibrado.

Pasar el lisado a través de la resina por gravedad.

Lavar el Qiagen tip con 30 m! del buffer QC 2 veces. Permitir que pase solo por
gravedad.

Eluir el DNA con 15 ml del buffer QF. Colectarlo en un tubo de 50 ml.

Precipitar el DNA afiadiendo 10 m| de isopropanol a temperatura ambiente. Mezclar y
centrifugar a 18 000 g por 45 min a 4° C. Decantar rapidamente.

Lavar el boton con 5 ml de etanol al 70% y centrifugar a 15 000 x g por 156 minutos, a
4° C. Decantar cuidadosamente.

Lavar el botén con etanol absoluto, sin resuspender. Centrifugar a 15 000 g por 15
minutos, a 4° C. Decantar cuidadosamente,

Secar la pastilla a 37° C por aprox. 10 minutos. Resuspender ol DNA en 100 pl de
agua estéril. Leer en el espectro a 260 de longitud de onda, las unidades se deben
multiplicar por el factor de dilucion y por 50 (constante para el DNA), el resultado son
los ug de DNA/m. Alicuotar y almacenar en congelacién.
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Electroforesis en geles de agarosa

Electroforesis para DNA

Gel de agarosa al 1%:

En 30 ml de buffer TBE agregar 0.30 gr de agarosa

Hervir (aprox. 35 seg en horno de microondas)

Agregar 16 ul de Bromuro de Etldio (0.5 mg/ml)

Colocar la mezcla en el molde y se deja secar por 20-30 minutos

Aplicar las muestras en un volumen de 10 ul, con jugo azul 1x

Correr las muestras en el gel a 80 voits por 30-45 minutos

Observar en transiluminador. Es posible visualizar 200 ng de DNA en el gel.

© ® N O A WN

Fotografiar con: tiempo de exposicién 1y apertura 8 6 5.4

Electroforesis para RNA
(condiciones desnaturalizantes)

Antes de usar el aparato de electroforesis, debe lavarse de la siguiente manera:
. Lavar con SDS 0.5% en agua DEPC (c/gasa).

. Enjuague con agua DEPC

. Enjuague con H,0; 3% en agua DEPC

. Enjuague con agua DEPC

. Enjuague con etanol absoluto

oA WN

Dejar secar

Preparacion del gel agarosa/formaldehido (p/30ml):

Agarosa 03 gr
Agua 216 ml
MOPS 10x 3 m
Hervir hasta solubilizar y agregar
Formaldehido 12.3M 54 mi

Colocar en el molde y dejar enfriar

“
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Buffer de corrida :

MOPS 10x 22 mi
Formaldehido 12.3M 13.2 ml
Agua DEPC 184.8 ml

Preparacién de la muestra :

Agua + RNA 5ul (2-5 pg)

MOPS/FA 5 ul (MOPS 10x 20 pl + FA 32 pl + Agua 8 pl)
Calentar a 65° C por 5 minutos y poner en hielo.
Agregar ;

Sol. Ficol/BBP 2 pl (loading buffer)
Bromuro de etidio 1 ul (1 pg/pl)
Centrifugar 10 segundos
Colocar la muestra en el gel y corer a 80 volts por 30-45 minutos
Observar en transiluminador
Fotografiar

» El gel al 1% es conveniente para moléculas de RNA de 500 pb - 10 kb, un porcentaje
mayor es para moléculas mas pequefias.

» Las condiciones desnaturalizantes del gel son necesarias para que ol RNA se separe
adecuadamente, pues tiende a formar estructuras secundarias.

Solucién Ficol/BBP
30 W Ficol
10w Azul de bromofenol saturado

Buffer MOPS 10x
20g MOPS
25ml  Acetato de Na 1M, pH 6
10ml EDTAOQ.5M,pH8
450 ml Agua
Ajustar a pH 7 con NaOH (10 N) y guardar protegido de la luz.

71




m
Digestion enzimética del DNA

* Se emplean enzimas de restriccion que generalmente se encuentran a 10 U/l

* En promedio se requiere: 3U de enzima/ug de DNA a cortar, evitando que la cantidad de
enzima en la reaccién sea mayor del 10% del volumen final, porque contiene glicerol,
que puede inhibir la reaccion.

» Para preparar la reaccién se deben colocar los reactivos en un tubo de 500 pl en el
siguiente orden:

1. H;O
2. Buffer (10x)
3. DNA

4. Enzima de restriccion
* Lareaccion se Incuba durante 2 hrs en baflo maria a 37° C.

* Al final se recomienda correr un gel, para aseguramos que la reaccién ya se haya
llevado a cabo completamente, y descartar digestiones parciales.
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Ligacién de DNA

Para optimizar la reaccién de ligacién es necesario hacer varias reacciones con diferentes
relaciones molares del vector y el Inserto de interés (1:6, 1:12, 2:12...)

Nunca olvidar el control negativo, empleando el vector sin inserto.

El volumen total es de 20 ul, se usa 1 ul de T4 ligasa por reaccion (1 U/pl).

El orden para colocar los reactivos en el vial s el siguiente:

1.

oA W

Vector
Inserto
Buffer 10X
Agua
Ligasa T4

La reaccién debe dejarse toda la noche a 16° C si se trata de ligar extremos cohesivos, para
que la unién sea mas especlifica. En cambio, si se estan ligando extremos romos, se usa a

37° C.
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Northern Blot
Objetivo:

» Determinar la cantidad y peso molecular de un RNA mensajero espacifico an una
preparacidon de RNA total.

La muestra de RNA es transferida y fijada a una membrana de nylon y posteriormente
incubada bajo condiciones que favorecen su hibridacién con una sonda especifica de DNA (o
RNA) marcada para localizar al mensajero en cuestion,

Procedimiento

Gel de RNA.

Transferencia del gel de RNA a una membrana de nylon.
Preparacién y marcaje de la sonda de DNA.

Hibridacion de la membrana.

Lavado.

Autorradiografia.

SR

l. Gel de RNA

Emplear al menos 20 pg de RNA. 0 5 ug de RNA,, para correr un gel de agarosa 1% bajo
condiciones desnaturalizantes (MOPS y Formaldehido). Es importante dejar correr el RNA
hasta tres cuartas partes del gel a 80 volts para que la muestra se separe perfectamente y
sean visibles las diferentes bandas de RNA.

Al final se equilibra el gel en buffer TBE 0.5x durante 10 é 15 minutos.

Il. Transferencia del gel de RNA a una membrana de nylon

Todo el manejo y manipulacién de la membrana de hibridacion, filtros y muestras debera
realizarse en condiciones libres de RNAsas, utilizando guantes limpios y pinzas.

1. Cortar una membrana de nylon (Z-Probe o Hybond) del tamafio exacto del gel que se va
a transferir y marcar un extremo con lapiz como referencia para saber de qué lado sera
transferido el RNA,

2. Cortar al menos 2 filtros de papel de 3 mm de espesor del mismo tamafio del gel.

Lavar el gel en 0.2 N NaOH ¢ 0.5 M NaCl durante 30 minutos y neutralizar en buffer de
transferencia (TBE 0.5x) dos veces durante 10 minutos.

Humedecer los filtros y la membrana en buffer de transferencia.

Colocar sobre la base de la cAmara para transferencla (Tran-Blot SD) uno de los filtros,
sobre éste ira la membrana, el gel y un segundo filtro; se debera cuidar que no se formen
burbujas entre las diferentes capas eliminandolas con una pipeta o tubo empleado a
manera de rodillo.

6. Colocar la tapa de la cAmara para transferencia y encenderla a 5.5 mA/cm? con 15 volts
(no mas de 25 volts) durante 15 a 25 minutos. '

7. Fijar el RNA a la membrana ya sea por medio de luz UV (en un transiluminador con el
RNA hacia abajo, durante 2 a 5 minutos a 312 nm) o por medio de calor (en buffer de
transferencia a 80°C durante 30 min). La membrana se almacena seca en un sobre de
papel filtro 0 en una bolsa de plastico.

ﬁ
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lll. Preparacién y marcaje de la sonda de DNA
Se recomienda usar sondas de 200 a 1000 pb, la concentracion de la sonda en la mezcla de

hibridacién debera dar 10° cpm/mi (10-50 ng de sonda/ml), la actividad especifica de la
sonda debera ser 10° cpm/ug.

Es Importante confirmar la pureza de la sonda antes de ser marcada (se recomienda el
empleo de kits como las columnas para purificar fragmentos de DNA a partir de geles de
agarosa -Concert Gel Extraction-).

El marcaje de la sonda se inicia con 25 ng de DNA aprox., mismo que es desnaturalizado a
96°C durante 3 minutos y enfriado inmediatamente en hielo, entonces se sigue el protocolo
de “Random Primer Labeling Kit", en este procedimiento se forma nuevo DNA a partir del
DNA de la sonda inicial empleando una DNA-polimerasa (Klenow) y una mezcla de
hexanucleétidos uno de ellos marcado radiactivamente (dATP P*). La reaccién se incuba a
37°C durante 30 minutos a toda una noche.

La sonda marcada se purifica con una columna (Quick Spin Column, Sephadex G50) para
eliminar los nucledtidos no incorporados y obtener Ginicamente el DNA marcado:

1. Tomar la columna e invertirla varias veces para resuspender el medio.

2. Quitar la tapa de arriba y luego la de abajo, manteniendo Ia columna
siempre en posicién vertical.

3. Poner la columna en un tubo colector dentro de un tubo Falcon de 15 ml
y centrifugar 1100 g/2 min. Descartar el buffer eluido,

4. Manteniendo la columna en posicién vertical, pipetear en el centro la
muestra de DNA en un volumen de 100 ul (con agua estéril). Poner un
tubo colector nuevo.

5. Centrifugar a 1100 g/4 min.
6. Elliquido eluldo contiene la sonda marcada de DNA.

Siempre que se trabaje con radiactividad se debera usar guantes y mamparas de acrilico, asi
como un contador Geiger para detectar cualquier contaminacion de sustancias radiactivas al
lugar de trabajo.

Tomar una muestra de la sonda marcada (2 pl en 5 ml de liquido de centelleo) para contar el
himero de centelleos por minuto y calcular la cantidad de sonda que se empleara para
hibridar.

IV. Hibridacién de la membrana

1. Humedecer la membrana en SSC 6x y colocarla en un tubo de hibridacién, cuidar que la
cara en donde se transfirid ol RNA quede hacla arriba y que la membrana se adhiera
perfectamente a la pared del tubo sin que se formen burbujas.

2. Agregar al tubo 1 m! de solucién de hibridacion por cada 10 cm? de superficie de la
membrana y prehibridar durante 2 hrs (0.5-24 hrs) a 42°C.

3. Desnaturalizar la sonda marcada a 100°C durante 10 minutos y enfriar rapidamente en
hielo.

4. Pipetear el volumen deseado de sonda en el tubo de hibridacién y dejar hibridando toda
la noche a 42°C,
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V. Lavado de la membrana

1. Poner un volumen de 2x SSC/0.1% SDS agitar y descartar el liquido, repetir la operacién
una vez mas.

2. Poner un volumen mayor (1/3 de la capacidad del tubo) de 2x SSC/0.1% SDS e incubar 5
minutos y descartar el liquido y repetir el procedimiento.

3. Lavar dos veces con 1x SSC/0,1% SDS con mismo volimen que en el caso anterior e
incubando 10 minutos.

4. Lavar cuatro veces con 0.1x SSC/0.1% SDS e incubar 5 minutos cada vez.

Al finalizar el dlitimo lavado envolver la membrana himeda en plastico SaranWrap, de
manera que no escurra o salga liquido.

VI. Autorradiografia

Exponer la membrana a una pelicula (Storage Phosphor Screen) para autorradiografia
durante toda la noche y escanear en el STORM para ver el resultado.

Soluclones
TBE &x
0.5M Acido bérico 96.9 g/l
05M Tris 32.8 g/l
10 mM EDTA 7.45 g/l
S$8C 20x
3M  NaCl 175 g/l
0.3 M Citrato trisédico 88 g
8DS 20%
20%  Dodecil sulfato de sodio 200 g/l

Soluclén Denhardt 50x

1% Albumina sérica bovina 1 g/100 ml
1% Polivinilpirrolidona 1 g/100 ml
1% Ficoll 1g/100 ml

Solucl6n de hibridacion

5x §S8C 25 m| SSC 20x/100 mi

5x Solucién Denhardt 10 ml S.Denhardt 50x/100m|
50 % Fomamida 50 ml Formamida/100 ml
1% SDS 5 ml SDS 20x

100pg/ml  DNA de esperma de salmén *

*Agregarse al momento de usar (100 ul de DNA a concentracién de 10 mg/m! en 900 ml de
agua libre de RNAsas).
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Southern Blot

Correr en un gel de agarosa el DNA que interesa hibridar y tomar una fotografla para
observar al final la banda que hibrid6.

Transferencia del DNA del gel a la membrana de nylon

1. Usar guantes siempre, para evitar ensuciar la membrana, pues interferiria con la
transferencia. Enjuagar los guantes con agua, para quitaries el taico.

2. Cortar aprox. 10 rectéangulos de papel Whatman 3 MM del mismo tamafio del gel, asl
¢omo una membrana de nylon (Zeta-probe blotting membrane, Bio-Rad) y dos tiras
largas de papel filtro uno del largo y otro del ancho del gel.

3. La membrana de nylon se prehumedece en agua destilada, después se pasa a NaOH
0.4 M y se coloca en una charola sobre una cama con las 10 capas de papel
Whatman,

4. Sobre la membrana de nylon se coloca el gel de agarosa con el DNA que se va a
transferir.

5. Humedecer en el NaOH 0.4 M las tiras de papel flitro, colocarlas sobre el gel por su
porcion central dejando colgar los extremos y pasar por encima una pipeta a manera
de rodillo para evitar que se formen burbujas.

Encima colocar un vidrio o pléstico figero del tamafio y forma del gel.
Sobre el plastico colocar una charola de la misma forma con solucién de NaOH 0.4 M.

Introducir los extremos del papel filtro en la solucion de NaOH 0.4 M y dejar que se
difunda la solucién hacia el gel.

Papel filtro
Vidrio o
plastico ligero
4
Membrana Whatman 3MM

de nylon
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9.

10.

11,

Dejar que se transfiera el DNA a la membrana durante toda Ila noche a temperatura
ambiente.

Retirar la membrana (no olvidar marcar con lapiz los pocillos y el frente del gel), lavar
con agua y secar al aire sobre papel filtro.

Guardar la membrana la membrana en un sobre de papel filtro 0 en una bolsa de
plastico en refrigeracion.

Elaboracién de la sonda marcada de DNA con *P
(Kit Random primer DNA labeling, Boeringer)

1.

2.

3.

Desnaturalizar el DNA que serd empleado para sintetizar la sonda marcada (aprox.
100 ng) en un volumen total de 10 pl, a 96° C por 3 minutos y colocar en hielo

Hacer la siguiente mezcia :

dCTP 1pl
dTTP 1l
dGTP m

Primer mix 2 ui (hexanucledétido aleatorio)
dATP o™ 4l
Klenow 1 ul (Agregar al final)

Mezclar con el DNA desnaturalizado e incubar a 37° C toda la noche.

Para purificar el DNA marcado se emplean las columnas de Sephadex Quick spin
(Boehringer). La metodologia es la siguiente:

1.
2.

Dejar la columna a temp. amb., mezclar por inversién varias veces.

Remover la tapadera de arriba y luego la de abajo, dejar pasar el buffer por gravedad
(la columna debe estar SIEMPRE vertical).

Colocar la columna dentro de un tubo colector con agujeros y ambos dentro de un
Falcon de 15 ml. Centrifugar a 1,100g por 2 min (2.6 rpm) en centrifuga de columpio.
Decantar el buffer eluido. Colocar la columna en otro tubo colector nuevo.

Poner el DNA marcado (en un volumen de 100 ul) en el centro de la columna.
Centrifugar a 1,100 g por 4 min.

Colectar el liquido eluido que contiene la sonda marcada.

Hibridacién del DNA en la membrana

1.

Pegar la membrana prehumedecida en la solucién 2 dentro del frasco propio de! horno
de hibridacién. Cuidar que la cara a hibridar de la membrana quede hacia el interior del
frasco.

Incubar por 30 minutos & 65° C con la solucién de prehibridacion (15 ml),

Mientras, desnaturalizar la sonda (94° C, 3 minutos e Introducir inmediatamente en
hielo durante 2 minutos) y diluifa en 8 ml de solucién de prehibridacion. Usar

“

78




m

inmediatamente. La cantidad de radioactividad a usar es 1-4x106 cpm/ml de solucién
de prehibridacién.

4, Decantar el liquido del frasco donde estd la membrana y agregar los 8 ml de la
solucién de prehibridacion que contiene la sonda. Dejar girando toda la a 65 °C.

5. Al dia siguiente: decantar el liquido en el bote de residuos radlactivos, hacer 2
enjuagues con 10 ml de solucion 1 precalentada a 65 °C y decantar,

6. Lavar 2 veces la membrana con solucién 1 a 65° C durante 1 hora.
7. Decantar y lavar la membrana con solucién 2 precalentada durante 1 hora.
8. Secar la membrana sobre papel filtro.y cubrirla con pléstico adherente.
9. Poner la membrana hibridada en contacto con una placa fotografica para rayos X o
bien con la pantalla del Storm.
Solucion de prehibridacién
1mM EDTA
0.5M NaHPQ, pH 7.2,
7% SDS
Solucién 1
1mM EDTA
40 mM NaHPQ, pH 7.2
5% SDS
Solucién 2
1mM EDTA
40 mM Na;HPQ,
1% SDS
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Hibridaclon in situ
Cortes adheridos a portaobjetos

Preparacién del tejido

1.
2
3
4.
5
6

9.

Recolectar muestras de tejido y cortar en cubos pequefios (5 mm aprox.)
Fijar en paraformaldehido 3.5% en PBS varios dlas.

Colocar los tejidos en PBS/Sacarosa 10%, y dejar que sedimenten.
Colocar los tejidos en PBS/Sacarosa 20%, y dejar que sedimenten.
Colocar los tejidos en PBS/Sacarosa 30%, y dejar que sedimenten.

Colocar los tejidos en PBS/Sacarosa 30%/Tissue Tek O.C.T. 1:1 por 30 minutos en
rotacidn,

Montar los cortes en Tissue Tek O.C.T. y congelar en hielo seco. Guardar a -70°C
en recipiente harmético.

Hacer cortes en criostato de 20 ym de espesor y adherir en portaobjetos (Superfrost
slides),

Dejar los portaobjetos en congelador a —20°C toda la noche.

10. Poner portaobjetos 20 minutos a temperatura ambiente y empezar la hibridacién.

Importante: Mientras se fija el tejido preparar la sonda de RNA marcada con digoxigenina

utilizando RNA Polimerasa T3 y T7, y purificar en columna Sephadex G50, y correr una

alicuota en gel de agarosa para verificar la pureza de la sonda.

Hibridacién

Realizar los sigulentes lavados e incubaciones:

Bolucidn # Veces Tlempo (min) Temperatura
PBT 2 8 Ambiente
Metanol 50%/PBT 1 3 Ambiente
Metanol 100%/PBT 2 3 Ambiente
Metanol 66%/PBT 1 3 Ambiente
Metanol 5§0%/PBT 1 3 Ambiente
Metanol 33%/PBT 1 3 Ambiente
PBT 2 5 Ambiente
PBT/Mezcla Hib 1:1 1 5 Ambiente
Mezcla Hibridacion 1 5 Ambiente
Mezcla Hibridacién 1 60 65° C en camara de
formamida 50%

Mezcla Hib/sonda* 1 Toda la noche 65°C

* Mezcla Hib/sonda: por cada portaobjetos

m

80




.
Calentar 500 L de mezcla de hibridacion a 70° C

Agregar 2 a 4 uL de sonda

Calentar la mezcla a 68° C/10 min.

Poner 2 minutos en hielo

Colocar sobre un portaobjetos.

AL

Anticuerpo

Realizar los siguientes lavados e incubaciones para agregar el anticuerpo:

Soluclén # Veces Tlempo Temperatura
Mezcla de hibridacion 2 10 Solucién a 65° C
Mezcla de hibridacion 2 45 Solucién a 65° C
TBST/Mezcla de Hib. 1 10 Solucién a 65° C
TBST 2 15 Amblente en cdmara
himeda
Solucién de bloqueo 1x 1 60 Ambiente
Anticuarpo* 1 Toda la noche 4°C

*Anticuerpo: por cada portaobjetos
1. 250 pL solucién de bloqueo + 1 L anticuerpo
2. Agitar1 horaa4°C
3. Diluira 1 mlcon TBST
4. Poner sobre el portacbjetos

Revelado

Realizar los siguientes lavados e incubaciones para agregar el anticuerpo:

Solucién # Veoceos Tiempo Temperatura
TBST 2 10 Ambiente
TBST 2 45 Ambiente
NTMT ' 2 10 Ambiente
Solucién reveladora* 1 Toda la noche Ambiente en cdmara

oscura

* Solucion reveladora; para dos portaobjetos

1.5 mI NTMT

3.5uL BCIP

4.5 L NBT
Lavado final

Solucién # Veces Tiempo Temperatura
PBT 3 5 Ambients

Montar en Glicerol al 90%, colocar cubreobjetos y sellar con esmalte de ufias.
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Soluclones
Mezcla de hibridacién
Soluclén Stock Conc. Final Total 300 ml.
Formamida 50% 150 ml
SCC (20x pH 4.5 &c. Citrico) 1.3x 19.5 ml
EDTA (0.5M, pH 8) 5mM 3ml
RNA levadura (20 mg/ml) 50 pg/mi 750 il
Tween 20 (10%) 0.2% 6 ml
CHAPS (10%) 0.5% 15 mi
Heparina (50 mg/ml) 100 ym/mi 600 mi
| Agua 105 mi
TBST
1 litro 1 litro
NaCli 8g 27.4 ml de 5M
KClI 0.2g 2.7 mide 1M
1M Tris-HCIpH 7.5 25 mi 25 ml
Tween 20 119 1g
Agua Aforar a 1 litro Aforar a 1 litro
NTMT
10 ml 50 ml
NaCl 5M 0.2 mi 1ml
Tris-HCI pH 9.5 2M 1mi 5ml
| MgCi2 2M 0.5 mi 2.5mi
Twean-20 10% 1ml 5mi
| Agua 7.3ml 37.5mi
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Ensayo enzimético para pCO

Purificacién de proteina S9

1. Lavar el tejido con NaCl al 0.9% y tomar aprox. 2 gr de tejido.
2. Homogenizar el tejido en 20 ml de buffer de fosfato®

3. Centrifugar a 9000 x g durante 20 minutos

4. Obtener el sobrenadante (S9), alicuotarlo y guardario a -20 °C

*Buffer de fosfato (pH 7.7)

100 mmal/l Fosfato de potasio
4 mmol/] Cloruro de magnesio
30 mmol/ Nicotinamida
1 mmol/l Dithitreitol

Cuantificaclén de la proteina por el método de Bradford
Preparar el reactivo de Bradford con los siguentes reactivos
100 mg Coomasie Brilliant Blue G-250
50 mi etanol (95%)
100 ml acido fosférico

Aforar a 1 It y agitar hasta que no quede colorante sin entrar en soluciéon
Filtrar con papel Whatman

Técnica

1. Para realizar la curva estdndar peparar por duplicado tubos con 10, 20, 30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 y 100 pi de proteina (albimina®)

Llevar el volumen a 200 ul con PBS y mezclar

Agregar 5 ml de reactivo de Bradford y mezclar

Lleer en espectrofotébmetro a 595 nm antes de 1 hr.

El blanco se prepara con 200 ul de PBS y 5 ml de Bradford

Para leer las muestras colocar 100 pl del extracto proteico méas 100 pl de PBS y 5 ml
de reactivo de Bradford, mezclar y leer su concentracién en el espectrofotémetro.

oobhwn

*Albdmina
1 mg/ml (0.010g/10 pl), homogenizar a bafio maria, alicuotar y congelar.

Ensayo enzimatico
1. En un tubo de 50 m! cubierto con aluminio colocar:

2ml buffer de incubacién
2mg protelna S9
2.8 pmol/l p-caroteno

Incubar durante 1 hora a 37 °C en un bafio maria en agitacion
Detener la reaccién con 2 ml de etanol
Agregar un volumen de etanol para eliminar las proteinas
Extraer usando 2 volimenes de hexano y pasar el sobrenadante a un tubo nuevo
Evaporar en atmoésfera de nitrégeno
Reconstituir en
2004l agua
500 gyl acetonitrilo
50 pl formaldehido

e o
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7. Cuantificar el retinal formado en HPLC a 380 nm con columna TSK gel ODS-80 Ts C18

por fase reversa con una fase movil de acetonitrilo:a

de amonio,

Buffer de incubacioén

100 mM
2mM
15 mM
5mM
1.7 mM
6 mM
02g/
120 mg

Buffer de congelacidn

100 mM
4 mM
30mMm
TmM
50 mM

Fosfato de potasio
Cloruro de magnesio

Nicotinamida
Glutationa

Duodesil sulfato de sodio

Acido taurocélico
Fosfatidilcolina
a-Tocoferol

Fosfato de potasio
Cloruro de magnesio

Nicotinamida
Dithiotreitol
Cloruro de sodio
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