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1. RESUMEN

La alimentacion para ganado basada en pastos produce canales con grasa amarilla; los
consumidores rechazan los productos carnicos provenientes de este tipo de animales, porque
suponen que provienen de animales viejos y/o enfermos. Las bacterias recombinantes que
expresen la enzima -caroteno 15,15'-monooxigenasa, introducida en el rumen, podrian contribuir
a reducir la coloracion amarilla de la grasa ya que esta enzima convierte caroteno en retinal, por lo
tanto, la eliminacion parcial de la fuente de coloracién amarilla.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de una proteina recombinante 3-caroteno, 15,15'-
monooxigenasa (BCMO1) de la especie Gallus gallus, expresada en E. coli.

El microorganismo genéticamente modificado se introdujo en el liquido ruminal y se midié la
conversion de caroteno en retinal. En condiciones 6ptimas la enzima produjo 6.8 nmol de retinal/1
mg de proteina/hr a 37°C. Los datos sobre la digestibilidad in vitro en el fluido ruminal no
mostraron diferencias en la ruptura de -caroteno o en la produccién de retinal (P> 0,1) entre la E.
coli con el vector pBAD sin inserto y E. coli con pBAD/BCMOL. El plasmido pBAD/BCMO1 fue
estable en E. coli durante 750 generaciones. Estos resultados indican que la proteina no produjo
retinal a partir de B-caroteno en el fluido ruminal, tal vez debido a su ubicacion en el espacio
periplasmico en E. coli. Las investigaciones futuras deben considerar estrategias para liberar la

enzima al medio ambiente ruminal.



2. INTRODUCCION

Regulacion de la expresion y actividad de la  B-caroteno 15,15 monoxigenasa, su
importancia en la produccién animal
E. Garcia-Lopez y O. Mora
Articulo enviado a los: Archivos Latinoamericanos de Produccion Animal
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Importancia de la expresion y actividad de la acaroteno 15,15
monoxigenasa v la vitamina A, Su papel en la produccion

E. Garda-Lopes, MO, Mora Izaguirre!

Programa de Pesgrado en Cloncies de |2 Produccitn v do Ls Galad Anamal, Univerddad Macional Agémo-
e Bl o (L AR Mewdion,
Faahido Juminn 23, 2011, Aceptado Marzo 02, 2H2.

Importance of the expression and activity of B-carotene 13.13°
monooxygenase and vitamin A His role in animal producton.
A Beviewr.

ABSTRACT. Bcarctere s one of the most coonmaon carnienaids i the ded of domes i animals, & transiormed
it witarmnin A by the enzyma Becarstena=15, 15 monooxy penase, the comarsion atftnency depends on the
amimal species w hich concermed, among clher lactors, Cne of the most elficient st canverting the B-carmbene
inito witanmin A is the domestic chickon. [n the case of numdnangs, in hovines conversion i five immes less than
goals. which woold explagn the differences im the fat color betweon specios. This revimw fomses on the main
characieristics nf carotenoids and ds rmetabotism in rumdnants and non-neminants, & woell &6 (he conversion
of Perargtons o retinalds and ather apocarotenodds by two propossd modeds, tho contral line and the way
eocenine, respectively. It mEem o what are the different forms of vitamin A and s activity 0 iherosiis. Halso
explains the ragolahion of sxpression and activety of the enzyme Bcaratena:1s, 13 ‘mancaay genass. This
rview imlended to hdphbght the omporiamee af thas snzyme in the coreersion of 3-carmiene bo vilamin A and
energy metabedism, which will haee an ionpact an anineaed prodscion

Eeywords: carcdendids, witanin &, boma, animad produefion.

RESUREN. Fl fcaroiene & uno de kos canptenoddes mubs comumnes en & dicta de los anirales domésiicos,

&4 trarsformado e vitamina A por l ongdma Becarotono=15,15 monovipenasa, la efociencia die conversidn
depende de ka especie animal de b que s trale, eotne obros factores. Una de las especies mids eficientss para
convartir ab B camoleno on vilanina A s of polio domésoce, En ol caso dae los nomdantes, en los besvines la
COMEREAT PR CinCD Weres mimnar a b qoo suceds an caprnos, o qoe enphicaria las diferencias onla coloracian
di L2 grasaen cada sspecie, En osia revisitn s abardan las caracieristicas mas destacadas de les prncipales
carobenoddis v o gue hasta ol rnomento s conoee divge metabalsmo en animales nEmianies Y no remdandes;
2=l roane la conversian de ferarogeno a metinaides v otros apocarodeno ides mediante dos modebos propassios;
la win pentral v la via recénirica. Ademds, 50 mencionan coales son las diferentes formas de witamdna A v L
actividad de las mistras demtra o las oflalas, 5o abordan los ermas de la regulacion dela expresion v do s

actividad dr la ancima Bcarotone-15.15 monowigonasa, con o que se pretende romarcar ks imporiancia de
enla enrima en [ comsersiin de Becazolena a witamina A v anoef metabalizmo energathico, loqus tendrd wr
reporriEitn en la producciden andmal

Falalmas Clave: Carotennides, vilamina A, BOMON, produccitn amimal.

|k para b commeeponsdsre-m, -t om0 e booommoma.
TEEN 1w, A% D Archeneos Latnemmericsnes ile Prodoossn Aceeal. Yol 30, moomens S 105080
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0= Garcia-Lopes v hMora-T=z paime
Totrod .

El color w la apariencia son ef primes contacio
que tiene ol consumedor con un alimenio, condicio:
nando sus proferenciss o infloenciando su eleocidn
El cobor esld relacionado con las coabdades senso-
riales, la compasiciém quimica v, por o lants, uno
d boe farinees: que dofine- la catidad de on prodiscio
alimentario (OIE, 2003; Minguoez ot al, 2(H15). Enire
o pigmeniog vegelakes contonidos en frvles ¥ v
getales seencoemtran of Bcarotenn v ks lilefra. Es-
104 plgmonios son Imporientes en la dista de ks
andmabes porsu contribuctdn come procursnnes e
vitamina A v anel caso particular de [a luteina, per
su capacidad pigmenianie en las aves. Bn bovinos,
ol primcipal pigmento respansabls de dicho color es
o Becarotena y an segunde grado Ls hubetna (Baretn-
Cunbidrrez ¢f 2l 2004}, Estos carniennides poedan
acdernds dy dar cobar, actaar coms anboxidanbes e
i2-a radirales libres de muy diversa naturaler ¥
arigen, mhiben ¢l proceso de avto-oxidacidn
lipidica, por lp que sy presencis en ls mombranas
cololares evita los consecusnbes procesos
detrirnentales a nivel oslular, sntre obras aclivids-
des iMinguer of o, 305 Los andmailes acumalan
carotonnodes ensas injidosa triwvés de |a mgnsta do
enlins compoesios perg en casos pariculams como
on bovinns ﬂﬂﬂﬂl‘d..ld.ﬂi. on pasioren, ka pigrnenias
ciom amarilla del fejide adipese limila su
comercializacitn debido al rechars del prodocio
por los consumidoms, quinnas porcibon ques- la car-
ne proviene de andmabes viajos 0 de desecho (Ba-
rran=Caatitrres of al, 2004 En esta rovisitn s abor
dan las caracteristicas de los pnncipales
carabonobdes, la imponancia do la exprecion v act-
vidad de laenzima fecarciene 15,15 monpdgenas
{BRCAECYT |, encrima res pomsable de formaciéin dis wi-
tarmann A, S menclonan ks difsrenbes formas die s
vitamina & y s actividad a naviel eedalar. Se abor-
dan bos drenas da s egulacion de faexpresian y do
la activedad de la BOMOR, con o que o bosca mes

marcar la moportancia de esla enzima en la conwers
swin de Becargleno a witamma A ¥ @&n i mwrtaholes-
iy, I que semdrd una repenoeseen on s produccsdn
amimal.

Carptemoides

Em 1487, Berzalms Hame waniofilas o los pigrmendos
amarilles do hojas de otafio, los cusles fueron solo-
ble=s en aloohol. Posienormenie, con la separacian
cramatogralica de estos piprmentos, Tawett (1944)
IOSEN L S0 Ina cnenplefy meecla di “podcromes®,
ins ruabes fueton divididos em dos classs: no snlo-
ble en hidrocarbaros damado Scarotenos® v of odro,
poca soluble enoess solvenie pero soloble an etancd
dencrminado *cantofifas”. Lagdos clases fisron agrm-
et a6 pumitas bajn of Wrevano general deSrasotendo des”
Jenodwin, 1954

Sogin la Unedn Internaciomad de Cufreica Pura y
Aplicada (IUPAC, por sus sigles on inghéal, & Brmd-
na carsimnidy o waado para tndas las estnectaras
patissopronoides con dobles enlaces comu pados
{illem, 19%d) ¥ s aplica & un gran paimero di com-
puesios liposchebies quee colorean de amandlo a oo
150 esprring de fuz visihble ce ancoenira entre 4000 8
500 nmy). Lavcoloracidm die estas compoesios s0 debea
la presencia de una serie de dobles enlaces en posi-
cidvn frams ([UPALC, 1974, Dedgado efal | HKT),

Todos los carptenosdes som demvadog ded leppena
{Ciodwitn, 19%2) con estricturs ace-lica de C_H_
(TUPAC, 190, Goodwin, 19523

Los carotenaides son oompuestos formados. do
arha unidades woprenakdos Chidrocarburo decirco
Moo die carbonok. ooy orden e invertde desde of
contro de la maltcubs (Eelgado et o, 2000 su estmc
tura geneval a5 de Hpo abifdtica o aciclica alifdtica
(Karmer v [ucker, 1548 TUPAC 1974; Mingues of ol
H0% Sadimaenn, i) La idrmula de s carotenoddes
o pROrits v numerada comd so preeenta am b Figura
1, para by s, b mokirula sedoma come un dimero y
la numeraritn s inicia del cenfro al extremn, para b

Figara 1. Bstructura gemeral do les carctennides, Tomado de Unidn mbrrnacional de gaimdea para v aplicaida
v la wnsdm irdernacional de bioguaimeca. 1974,

EEn mlaEn. Al Anchrinos Labmnamericens de Predoosdn Amnmal. Yol A, mosssns 34 108-100
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mibad izgpurerda se pumeTa comenzando porel cars
bono que s enlaza a dos metilos y s prosigoe de
manera breal hast el carbone 15 L procodo 3 nis-
mwrar los mefilos de irquierda & derecha hasia of
neirmeen 20 La it derecha se murmera de manesa
hmn&ga-:h dererha a izgmierda con numeracian
primaiia

Enteo M) (e y Euseefl, 3002, Sadmann, 20Kk}
v 70 (Minguez of of, 2005) caroiencides han sido
aislados v caracterizados hasts o momento (Y eum
¥ Fussell, 3002; Sadmann, 2006). La diversidad exs
hibida por ks carolenndes seda por dilerenies cams
s quimbcosen ks mokiculas, entre los que s obe
sorvan la cicBracedn, migracedn de dobles onlsoss,
hidrogenacitn parcal. introduecidm de un grspos
hidroxibo, peldnicn & metoxto # inclhess inimoduc-
cidn de puenies de exigenn, slongacién o acorta-
mienio de la cadena, ofc. (Kanmer v Jocker, 19548,
IPAC, 1974, Coadwin, 1992 Clydesdale, 2000;

W

testles trans Jecarobens

1086

Badmann, 2], En la Pigera 2 se muesira la es-
iruciura quimica de los carotennides mds imporian-
tes en la prodeccidn andmal, entee [os que se destas
can &l fcaroleno v la loseina.

Los carotensides com responsables del color en
.lJE'u.n.ns espares de diadomssas (Berirand, 2080}, k-
voduras, bacterias {Simpeon, 195 Chod of al, 2009,
Eem o al., 2009 honges yirutas (Mingoes efa ], 2005
Be=rirand, 20110; won Lingig, 2.

Aungon los animales son incapaces de
sinbehzalne de mioo, s punden depositar ol pagonanio
qm:bnniﬁmmmltnmnl]guu:mdnh
estrucinra hdeca (Smpson, 1988, Deming v Endonan,
1o Sarmemar of al, 3L Bl codor snitro rojo v aman-
loven la carns, panl, grasa v/ o extesqoatedo del cama-
T, salmadin, cangre, langosta, carpa o flamenco es
debrida a e caraisnod des comitemicdios o ol alimanioy
en pollo desngorda se ubliza latetna para plgmentar
ia piel prowocando ona coloracidm amarilla, Los

s Gt o 0.2

--parolend

demhimdindimm

koo trarms Hicopeo

Qg ferarabeno

MM

meanmiling

i ncanting

M

flcraptaxanting

Figara 2 Estrue niras de carmsenoidos conmumes. Camdenas indo irans Beraroden, ccaroienn, Indo rans Boopena,

Sariss feraroteno, 13-cis
Tomado de Darieg, A, |

Eq:ml:mu:,: waninfilas: lubrira, seaxantina, cantaxamimna, B=oripioxaniina
Eard and E. H. Harrson, I¥E. Inles dral absorption ard medabaobism of

carmiemdids: msights from ool colfure. Arch. Biochem. Tiophys 23077

Bk MIEE-19M, AN Y Anderes Latmumercsses de Prod socsdn Asmmal. ¥ol 30, mimens 540 1020-1 31
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Ko ot ol 2R & y frutas (Mingues & 2§ 3005
Pemirand, 2110 wom . .

Aunqua los animades son incapaces de
sinbefizalos dr ropa, sl pusden depositar ¢ pigrmendo
quoe abeorben, tal cual o oom alguna alieracidm die L2
estrucinm hsica {Simipson, 198, Deming v Erdman,
1955 Sarmmar of al, 3N Bl oolor omtre roga w amamis
lio e L carrree, pied, prasa v fooncesqoede o del cama-
o, &alEnaT, cangreys, langoia, carpa o lamene o as
detvida a les carabenoides comdemodos enoet abimemdio,
en pollo denngonda s obllza hoheina para pigmeniar
la piel prowocando ums colorscion amarifls, Los
carabenoides en prodoccion amimal se han ado
para pepmnanitar fa pief v Ea pome del uavo de las
aves (Hammworsha ef @, 20100, para mejorar |a res-
oSt b e (Becaroteno y ntedna), para auTrentar
lacalidad del spren on mac b (oena) (W angisgall
et 2000, para mejorar la calidad de los embriones
|B=caroiena en combinackin con vilamina Ej (Sales o
al 200 & inches e cormin tores ool sistorna die
alimentacién de donde proviensn los animales
Pk ot al  2001).

Enod casn de ks boviros B acemualacion de -
carotens, provenients de los forrajes, resulta

defmimmental para la comercializaciam de lae canales
de o anirnades Semipsen, 19085, Maora y Shimada,

[-caroteno

Dhwiaida cenbml

e
i
W"

Banna|

Carca-Lopezy Mora-Izaguims

20617 ; OIE, 3003, Barmn-Colifrres of al., 2004,
Blirgnape aral |, 2000%)

El 9% de bos carchenpoides droulaniss ¥ absarti-
dns an humana incloven &l d<carclenn. licopeno,
lubeima, seavandine, Borvplosantng v Bcamieno.
iros caroienoides fakes comn violazantina y
maccaritinag son comanes on la dieta humara perenio
& oherva absarcidn en las mismas proporionss gue
i rarosenoides anles mancionados, rmphicando quoae
o primer mived deseleccitn e pectitca para la absor-
n.nn-unl.n':-unn{mu-m-:-{ﬂu.:h_y Bermsioin, 3005,

Les mecanismos para ke salechva afimidad do ios
rarotenpides, aun noestd completamenie sniendidio,
aungue las protednes de oridn a los carcinnandes jus-
pan un importants papel on la scumelaciom de estns
compusestos en los bepdos. Extas protednas pucden
actLEr comnds receplores oplzlares de soperficie, rars-
partadoness iransmembranalos, eneimmes metabdbicas,
mertlad ores !'mlu:-a;:ﬁ:u acinanda coma Hgando &oon
los sitins de deposicion y estabdizacion del ligando
(Ehosale y Bernstein, 266

21 Mpetabolsmae de Fos carmdenaides en animales

Enmal burmses intesliral, los carotmoddes & #rcsa-
ran messciades com oS iphdos deriro de les micefas
(Beming v Erdman, 198, hMora v Shimads, 3001
Blingnue of @l 2005: En animales o romesnbes, s

("I i Divisatn excrmtricn

a7 - cmrcbrmal

Wwﬂ“ —n

B - 50 - ool

W—ww‘“ —:;.':l.‘ii;m

i

—— I-EF-F'-

o o T

P g s L2 eyl

Pl

Aesto Mettnoico

Figura 3. Las principales vias oxidativas ¢n el metabalismo def Bcarcdenn, divisian cemiral v oescénlrica
Tomado de mﬁ... H. Earl anid E H, Harrison, 2004 [Iniesbinal absorpiion and melabodism of

carcderisds i

from cell cubtare Arch Boochern, Biophys. £3077

FEr W13, AHE Ancteves Lebmmamesusres e Preadoossn, Aremsal. %ol 3L noemeen 024 (81350
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ha obssrvadoquesn funcida del 1pa dit grasa enger-
d.::..mdu]:mg'mq:n-hnfth‘ru ok absorciden cami=
Ha. Lnl.'l:ngtuﬂndmd.ﬂ:ﬁ:hm coria o media prodo-
cen una absarcitén redaceda, mientras guo los
mgheérides de cadona larga b aenwnian. Eleman=
e coran la febra v los sasiooins de Les grasas foomo
los pahésteres de glucosa) inlerferen con sa absior-
cifin (ingoez = al, 2HiS)

Fespocto al metabalsmo o ra s
die los carobencides, Mora (2001) deftermind que 1a
tasa da desapariatn de Bcarvens a nived meminal
skl asociada a la 1asa de-desapanicion de Ls matena
eeva vy del condenido celolar; ambién descarta al
mumen-reticuio comn un lugar on ol qoe exisia uma
alta degradacidm  (ubhzacidn  por  fos
mikcTooTgAnETs rarml nsles de feaodeno. Por o que
tambitn descara que b deferencia encentrada en 1a
piEmemecitn de la grasa de boyinns v cabras, we deba
& cambios del Prrarstono ol nomen-rebcnbo (Mo,
2043,

EI:Iﬁ-amnﬂm,. &l =ar wna mostcala o polar, & o=
cabiza hidrodthuwamende al centro de las mecelas,
maeniras g kas xantofilas se acamulan en la maper-
e debido a ses prapos polas L'Dﬂ'n.:lng ¥ Erdmany
T8 Bl proceso de abrorcsdin requiene que la mdcnis
s emrisfique, alcarce al enterociio ¥ lbere a bos
carniennides v a los oiros Bpddes dentro de b célula
[Txmaing :.-"Erd.l:n.m. 15, Bn boving, mna wez dentro
dot enierocio, del 5 al P del Bcarctono absortidnoes
comwarbde en veamira A, inchuso, 5i ke concenimas
e de carclenoides aumserdan, ol porcentage con-
worodo a vikamena A 0 manfiens on mivel s propor-
cionalmende bajos, Io coal e debide a la estructhars
chol sElen actov o de e BOWVECT e esta i pecie, qiae werd
eap-ado peskrinmmenie El resiode los caméenoides
¥ loss Hpridos de ba macela pasan a la cangre sin sufrie
mndificacionas, inoorporadoes on Les quilomicmnes
Estos carotennides pueden sor deprsitadas en difie-
renies Srgancs v tejidos, coma higado o Seido adipo-
w0 princEpalmenie, a6 como en pelmdn, rinsn, piel v
medula espinal {Coming v Erdman. 198, Mara v
Bhimada, 20N ; Minguses of al , 2005).

T patsleevidencia de queeaska orcalaciten de 3
caroiang on ratas, oordos, pollos, ouyes, cabras, bo-
rreges ¥ conejas, dithido 4 una conversiin mas afi<
chemiie a vikamina & (hdora, 1958)

Ademas desustrako para Lo formackin de vitamis
max A, Ios carcdenmides acitan como anbieckdanios,

porafEmiple, prowpendo s ies foboreceptones die la
apoplosis inducida poresimes oxvidanso en ba retina

[Chucair o al | 2007), parficipan ex la prevencidn de
la obesidad, del céncer, las enfermadades

deganaraiivas ¥ S0m ITpOriandes 80 prooesos bial-
o ks oo b reprodoccstn, o desarrollo ame

bripnaria, B diferenciacitn cehalar L moroaenidad
iBdayne of ol 1996, Mimgneez of ol 200%; Eamer y
Frisor, 2008, Sadrnann, 3006; Magao, JNEE wan Linhg,
M0 v omel condrel diel mstahokiseno, Esbo gk s
dhobee o quse L vitamina, Aces Bpando de Jos ronepioms
nocioares denondnados rerepinms de doido retinoioo
(RAE) v recoptar X de refinpddes (HXE) (Kloar ¥
Schobr, B0 von Lindg, 2110

Far otro lado v con respocto s so capacidad da
COnvErEitn 3 vilamins A, &sin e variable para cada
unn o los caratendides, poregempds Beramilenin hene
100 de actividad provizamma A v la luieina i as
converiida an vilamdna A (Simpson, 1955, En el Coa-
dro 1 se muesiran diforemiess carpiomoddes ¥ su ackivi:
dad de provitanns A

G s adveerinn las diferencias en el medabalssrnn
de Jos carcienoildes fanko am MO MOMEaENESE COITE O
runlantes pormitird a folore hacer distas on fatns
compuestos para cada especie ¥ administrar o
carohenoide indicado para indoctr los procesos hio-
ldgicos dessados asl comd prevendr padec micnies
comi Jos g s mercionaron en e pdrralo ankenior,

Conversidn de ferarotono a vitamina A

%S¢ han propuestndos vias oxidativas (ver Fipura
5 para la conversidn de fecaroienn a vitamina &
Al v Mayashs, 1965 &llen, 1989 W oma y Shimada,
200 Kper y Sehnke, 3006

1) Faptwra central, Ia caal ocuwmmeen ol doblde enila
ceceniral 1515 Bl prodiscie depsie hpo dedivisiin
son dos miskicnlas de retinal debido 8 Ly acivvidlad
enmmabica do la DA,

2y Ropiura exodnimica, qoe poede sowrmr enouma &
milts de ofros dobies enlares. Sos productos pasden
ser un B-apo-=ramienal largo v ofrocorio; par sfams
ple, caclocsiral y f-apof carobenal, s acaso la napis
ra oormera en af dobde enlace &, Experimentaimente
s ha demosimado que los S=apocarctenalos pasden
sier comveridos aPerareiznn. La enzema respomsabio
e3 donominada PRcaroieno ¥ J0-oxigenasa
A0

A mediados de los afics 1950 e dio la prrimmsera
descripeitn de la actividad enzimabica para prodo-
cir vitamena A {Lirdqvist y Anderssion, 2007 Allen
v Hinrmshi {1965}, enconiranom qoe laeneamas equiern
axfgenn para llevar a cabo la reaccién por looguoe
ionlafivamonie b demom imaron como B-ranntono 15
15 ewigenasa (Alken v Havaishd, 175058

WA e o opoe B primerra denammninacidn fors
o la enzima que proschoee esnsitn ded
% dd-rarcdenn 15, 15 d.l.n:-:hpmu (B 113311.A),
dehido a que el meransmo do resoritn era el de ana
enzma diowigenasa (Wyss, 2L Trabajos reciens
s, vomioeed dis Livtsnbesger ol al (2000 ) v Lindqyvisd ¥
Andersean {02), quEiames. Qearn N preparackin

EEN TR, AN Anhnmy Letmemmericasos de Predocstn Soemal. Vol 20 mmen 340 10810200
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Coadro 1. Tipos kv 3 cardsandaides y apocarcianalddes con actividad de provitanima A Adap-
tactioy e Samnpreoms (1999),

Carclencides Actividad (%)
B-caroirno 100
Moo Berarofenn S8
D AFTARTIO | ST
o Do AT T 13
34,-Uehid ro-f=rarcteno 3
B4.5 A" Hesdehsdro-feoaratena an
P AT 42-5)
& <[Hhidroega arateno M40
Fecarciono=5" 4 -epoxido i |
i=Carndemo=S, bepponcido 25
Beraroteno-540. 50 diepoasdo Acfivno
Baredn-fcaroiemn 53
E-hadrpu-fcarotenn Hadl
4-hadroad-fi-carcdena £H
e po-Z carcdenal AcEvn
B-A po-#'-rarotenal 72
g-Apo-TF canional Aot
Bt po-1 T caroleral 120
Licopeno Inacitee
Laitmima Inactren

Adapteds da Simpson (T99)

diB-rarabeno 15, 18 dioxigenasa parcialmenie puri-
frada de ingesting de palla v Berarolenno, maostraromn
que =ako nna maolécila de oxdgeno es incorporadaen
cada una de las mokolas de retinal producidas
Como resultado, la Unidn [mfernacional de
Toquerica v Benlogia Mokoular camibia la clasifica-
ciam do esta mmEmma @ BC 1,145 % 7 su denomina-
cifyn a Bcarcdenda 15,15 monosiganass (Lensnberger
etal 20N Lindgest v Anderssom, 3KT) La Frigorad
meroesira fios s mraramismos para la divisihn cenitral
ded Bcarcdena quoe han sido propaossios

Para determinar la pbdeacifin dela THOWNEDT 50 rea-
lizs frenabsistnouimica, bos resuliadine mostraron
qua ba BCRON o oapresada on oflokas epioliales on
varins tepidos, inchoyendo retina, ofulas E‘Ii:rh:h.lil—
o5 oip Mcnsa deesbimago, mh-nh.rd:-d-n-lg-ad:ln.. hi=
gado, priciats, endometrio, wpdo marmanio, céhslas
tmbilares de rifitn, pield, kstdoulo, avamio. glindoks
adrenal, colom, asl comectlokes do migsmbn eaquels-
tico (vforates, 20 Kom ef 20N Bt al ., 2004
K y O, 300 Lietr, 2000 van Linksg, 20100, de
polio, midmy, Dby (Wiss, 2N ), bumano (W ess,
204; Kim y (O, 2000), mtas, cerdos, conejos, haro-
e, grrbos, cabwas ¥ bovinos (Mo y Shimada, 2060 )
Las pélnlas opitelales on general son sersibles & la
dhe-factimncia da witamdna A, sso 1ndica qoe la activi-

dad de la BIM puede ser irmgporianta par e tpo
eetular (von Lindig, 2070}

Postariormren e la TN e pandod pamciabneen-
e do imissking o Mgado do pollo, rattn, Droceodis
ﬂ%ﬁm;,mqw}“m,ﬂmy{hﬂnm.
ratas, cordes, comros, harrones, gm'hns iMora §
Shimada, 2 ), cabras ¥ bowvinos (hMom y Shimmada,
M Abvares, E09,

Al mismn, la clopacidin molernlar, oxpresitn ¥
caractprizacuon da ka BOWON ha side reportada on
variss esperies, Indluyendo polles, mosca de la frata,
hurnano, rakdn, pee cobra, bovinos v ona baciorea
marina denammada BHAFS (Mara y Shimada, 207,
Koipn or al, 20605, Eim y Oh, 21105, para determinar s
exishen diferencmisen L formma y foncidn die fa BOCR
#ntre las sspecios

Desde quea Ghower of al . [1980), Canguly & al,
(1950, Kronshoy o f al, {15591 ), Harsem y Moot (1980, ¥
Sharma et g, (19%) menclionado por Wyss on su ta-
bajo del 2004, sugioren que ademds de ln divissdn
crniral ded d=cartienn, hay ofra wia para la proguce
e vilamina A, la divisitn escénirica. {von Linng
v Wirss, 200N; Lakshaman, 2004; ||I'|-':.r|.-|-,. 0.

Tardo won Lmnsig ¥ Wyss, (200, 2004] atan res-
pectivamende en ses poblicaciones, que Warg of al
(199 proves avidencia, @nin it coms i o,

Sk 1NN, XY Archryrs Lebnoameticenos de PFroaloosdén Aresal Yol 3 mimesn 34 10130
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Figura £. Posibios mecanismos para la doasidn ceniral del B-carotens . Tomado die Dnorimg, A H- Esrland B H
Harrison HAM. Imiestinal absorponn and metsbalem of caratenokds meaghts rom cedl culiura. Arch

Hiochomm. Biophys. £50177.

de la fermacitn de apo-carcienales y vilamina A a
partr de ba divisidm del B=ramieno con BRI Tn-
closa s liegd a propener que los apo-caralenales for-
mados por la  divisisn  excdniTicd  oTan
aubsecaenicmente acorladog por IR Mo AREsm S
millar & by Beoncdackim, resolmndo.en ke foemacian de
una malérnks de wilamina A por molscula de B
carobenn ivon Limig v Wyss, 2060, Wyss, 2004)

Recipniements & clond la BEMOR2 de ratén, per
cebra v huiamemo para s sssiudio (Kiser v Scbmbz, J0a)
asimismo Kisfer of al,, 2000, publicaron la caracteri-
wacuin modevnlar v la clonacitn do la BOKO2 de la
misaca de la Fruta (Drosephila melonogasterd on
Escheriohia cofi (£, ondl). Exlbos estudins meafizados con
s BUMICH2 permiten S=nor Q@ Mcjor herramienia para
invesigar o mecansmo para la formaciin de vita-
mina A por ana via allerna, v debide a que los
retinaidn oekdgiramenie actvos promiseven La di-
Ierenciactdinredular ik Moo son goneralmenta Gining-
zados localmerde v actlan en el misma sitio de sintn-
sis, cada una de kas BOWO o8 especiiica en cada hegfi-
dioy, g dhe amnbas, la mds omportanie; para la pros=
dureitn de yvoiaména A, e b BOMOT Kisler of af |
0 Wyss, 200 Kloer and Schulz, 30046 Codas oy
Wagner, 310,

Tambiém respeecin a fa BCMOEL para bosinos
avines s han deincladn mulaconss relscionsdas con

&l color de la graca subcoidnea v la comoerdraciam da
#-carolenn on plasmma v dacha, mim cuando faltan in-
westigaciones al respacin, & e pod s uitlizar como
un gen predicior del amanBamienie do la canad en
fslas ahpacios | Tian of ol., 2RI

D L rrusreea Borena, oo omced casn de la BOMOH,
larnbidn se realed inmunchisinguimdca para divker-
muinar laexpaesicm de ln BORCE, B oaal Fue determd-
nada en las células epiivbisios de tniesting dq#guﬂn.
miE oA eslomacal, refulas ded pamtnguna hepdbco,
cilalas de Serich v Loydip de lesBenlo, fidhalos rena-
les, glindula adronal, oélalas eyocrinas pancrsdticas,
epatebin plgmiontado retmal ¥ cuorpa cilar en el oo
La BOWECR, pero mas Ia BCMCT, fon detecieda enodlo-
las mosrulares ssqueldticas v cardiacas, toEdo
comectivo endometrial v prosidtico, asl como en las
cifulas endominas pancrediicas (von Lindg, Sn.

La evdisiancia i dios enzimas qoe prodscen divis
sifin & e d dosenins carniEnogdes para lat formrizeifin
dewvitamina A o apocamatenales, parace tndicar qua
la pelnka ewita p oobre ona posible dismirocion de
rebnaides a mbved local.

Far oiro lado, s necesario delerminar posiblos.
ROCACINNes Con proininas qoe regaban la enirada
demobdcelas 4 ravés de la membrana celular, =f
mrimrdendn v La ransiormacidm di las oismes por o
quir adermds doestudiar s ks B o5 nocesario cas

5 BT AN Archewni Letincamericerne de Produccsse Soemal. Well 3, noimen 542 100-1 31
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Para doterminar la hicacita de la 3OO 50 mea-
lizeh inmrmo hisEoqueimaca, bos res ol ados mostranom
gue ks BERCN o5 eapresada en célnlas epiivhiales en
vanas efidos, incluyende rotna, odhalas glandula-
ey de mucosa de-asiimago, mﬂﬂmdﬂlg.adu.hh
made, prostata, endometrio, ejido mamario, célelas
tabulares di rifion, pws. Esticule, ovano, giinduks
adrenal, colom, &5l comre oo bes die mrisnalks n-n:p.u::‘lﬁ-
theo (Wiorades, 2008 Kim ot 2l 2007, Kion of af | 2009
Kim y Oh, 200 Lietr. 204 won Lintg, 20100 de
polio, i, Densopirks (Wyss, 20041, homano (Wyss,
A, Kim v O 200100, ratas, oerdes, conejos, humo-
nes, gerbos, rabras ¥ bovinns (Mo v Shimad a, 3000 )
Lax ctlulas epitehisles on general son sensibles a fa
deficiencia do witanuing A, esio indica g L acbivie
dad defa BN poede wer importanis por o Hpo
celubar (von Tamisg, 2000

Pastoriprmenie la BORMUN s punficd parcalmen-
e de intesting ¢ higadn de podie, rattn, Drosopiile
| WWyms, 4], Ramano (Wovas, 2006 Bim Ok, 20040,
ratas, cendos, comnrjos, hurones, gerbos (Aora v
Sharnada, 2K}, cabras v bovinos (Maora y Shimada,
2, Alvarez, 20069,

Mgt s, s clonacidn maoleoular, expresitm y
caracterizacian de la BOWO ha stdo reportads on
varas eapecies, incloyendo palbos, mpsca de la froka,
harmanin, rattn, pes oobra, bovinos 3 mna bacera
marina denomingda SHAD (Mom vy Shimada, 2000;
Kiom et @l 250 Kim oy O J000), para deermminar s
vt ke dliferencias en fa forma y funciin de la MO
ernire Fak o5

Desde qua Glower of o, (19:0), Canguly ef ai,
(RO Eorimshoy etal., {1990, Hamsen y Mored {19586, v
Sharma &t @t (1975) mencionado por 'Wyss on su tra-
Iaje del 200, sugieren que ademads de s divissin
cepdral del d-rarodenn, hay otra via para.h prodoc-
cifn de vigarnina A, la disisihn modmtnc, (won IJ:I'I.H:E
v W v, X000 Lakehmam, 2008, Wyss, 20E)

Tanlo von Limiig v Wyss, (2001, 20 crlan res-
pertivamente on s publicacones, que Wang o al
(15957 ] proves aviidemcia, anko v DIEm oo I8 0D,
da la formacitn de apo-caroionales vy vilamira A 3
parter de ks diasiin ded Bacarobene con BCWOE in-
closo s legd a proponer que lns apo=rarobenalies for-
madog v la divisetn excénirica eran
i b e e menihe: & ortad o Por N e arssTT 5=
mdlara ka feoxidacsdn, resuliando oo la formaciom de
uwna maidculs de vitamina A por moddcula de B
carcleno (von Lmig y Wyss, 3000, Wyss, 20043

Feoirodomenie s clomd la BOMOZ do rabdn, pez
cehra ¥ humano parae s esndio (Eleer y Schule, X006
asirmdsma Edefer of al,, 2000, publicaren la cararileri-
macidvr minbecular v s donacidn dala BOMOE de La
mirsca de la (raia (£Fmsephilz rum!::rnqg.ﬂ!rr.l &

S TiekE-1n. A2, Anchevos Latinoa

Ercdieriaie ool (E ondt). Exies estudios realizados can
la BONETD penmdien teneT Una egoT herramienta para
imvesiigar ol mecanismo para la formacion de vita-
mina A por una 'l.rllll'l.l:m:r-u:hhidnlqul (5T
mvimoides bicld gicamente activoes pronmeven L di-
{eronciacidin crhular in pion som generaimen b sindetis
radom incalmnemie v actian on of mismo sito de s
siw, cada mna de las B0 o especifica on cacla begi-
di, amraqer S amnbas, la mus importanse, para la pro=
duceife de vitamina A o la BCRMOR (Keder or ail,
2001 Wyss, 20047 Eloor and Schualz, 2006 Codas y
Wagmer, J1i ).

Tambitn respeceo a la BCWMOE, pams bovimas v
awvince & han deioctado moiaoones relarinnad s cam
ol color de k2 prasa subouliinea v la comeeniracitn e
Scaroignnon plasma ¥ lechs: sim rusndo falan in-
weskigaciones 2l respocio, dsta sa pod ria wilizar como
wn gon prodictor del amariblamenio de s canal en
dlas especies [ Tian af al, 200710},

B b3 mnisma foema, comed oo e ook e 1 B0,
inmbitn s& malimd oo hisiogqoimica para deter-
minar kb oxpresitn dela BORMOE, la coal fan determi-
nada en lns odfulas ppiivliales de missiing delgadn,
milensa esiomacal, sdfulas del parénaginna hepabcn,
célubas de Serol v Lepdig de testcnla, ibalos rena-
e, plandela adrenal, edlnlas evoerinas pancredineas,
epdnlio pigmentado retinal ¥ coerrpa ciltar en ol oo
La BOMOR, peno ni la BOMUN, foe detectads on cilo-
las muscularess ssqueddiicas ¥ cardiacas, tepdo
comecbvo endometnal v prosidton, asf coma o las
células endocrinas pancrediicas {von Lindg. 2060)

La enissoncia de dos ermimas qua prod eoen divis
alfm g [ difererdes camnlenoides para 1a (ormracuin
de witamina A o apocaralenales, pareoe ndcar que
la celols evila o cobre ana pesible dismimacian de
et des a nived local

For ofro lado, o8 necesano deferminar posihies
ASCLACEINES COM prodefngs que regmalan la endrada
de meildrulas & ravés do la mambrana ocfular, of
mrramaenin v la trarsdormaodn de las oismas por o
querademds deestudiar s las BORO) es necesario cas
rariprzar y estudiar las proleinas relacioradas a of
mwetabalismio de los carotenoades, remaercanade o tm-
partancia yed mivel do conyplegidad dal metabalsme
de la vitaming A,

Mevarismo de accidn de lasnzimae f-carotena 15,
15 monnxigenasa

Las onzimas que son capaces o activar o O, son
dinididas an axidacas, las cuales nsan o oadgeno
come un axidante, y redocon of O on parocdo de
hedrogeno o AFUD, ¥ ONERINASAS, Lo c1aslos McoTpG-
Imlhmmﬂ-nxlﬂnmdphwmmmnﬂgmaﬂ
ikos} produciods). Las mono-oebpenasas calalzan s
incoTparaciin di un Mome de oacgenn en el producs

ild Proghossdn Armmal ¥al X momems S 102120
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oy, e g las di=caigenasas iIncorporan amhos
diomies do aedgeno en el producto (Bugg, 20608,

La mayoria de las enmmas capaces de catalzar
activacitn del dioxigema requisren un metal como
cofactar, o rual en la mayaria de los cases ermo
Teevcesn (1T} & huerro ferraco (10T) (Bugy. 2003}

Medianie aspertrofolomebria &o masas secankirs
s b incorparacidn de oxlgoms v IgEa marcadns &
ins prodoctos ohtenados de la divesidn del caratenno
por ia BOMON (Leoenberger, 2001} La divisidm cen-
iral oxcidakivaes citada on los diterentes frabagns rea-
lizzdios por Lalkshrnam y Claob, 1908, Do, 1959
Duenng, 1999 Mapae, 30X Dunng, Eﬂ:ﬂ.'r%:lmng,
1 I."“.urig, 205 g'mh le.u: A anfala eela divi-
aidim cemvral ooddagiva {!nm {1 |

La BCMOA de polie, homana v rata han mcsirado
temar la misma especificidad por ¢l substrain para
diferernites carolenoldes, mosirand o achividad para g
carcin, Brniplraantng, f-apo-L’ camienal, feapo-
Fwcarcienal, Becarateno y B-aratenin pero no para B-
apo-1 T sraratenal, lutetna, measanbng ({Gmober ptal |
T K et al, 20005 Tindgwist v Anderseon, 2002} w
licopenn (Grobier of al., 1997, Lindqvist y Andersson,
2 Zariphon of al, 2006; Kom el o | 2009, o moal
supiers: a) al menes Eno de les anilles Bannnna es
irmparalivo e insustinoble para la ruphor central &2
s mokiculas en los enlaces dobées 1595 b lamasa
msdiecular del susiraln dehe ser mis grande do 30
carbones, v la ensama s one al sustrado formando
un saice Mdediobico con f sito active al cenfro
IGmbier et al, 1997, Limndgvist and Andemssan, S0
Eoim et 2, 2009).

La secuencia oo anninodcidos de BCAEDT en hu-
mran mnesiTa que-el 5% do amimodcidos hidmohicns
&0M CongaTyados #n ka enzima | Fpbofammo, firosina ¥
femkxlanina) ¥ participan on la fommacitn del saco
hidrslabico de umidn al sobstrato (Lindgwist v
Anderseon, 3002, Una vez qgue se alined b soruen-
cias de la BCAEN de poilo, humano, men, rata
(lindgvist v Anderszon, 202 Morales of ol 2,
hoving v D rsopiels melencgaster (Mombes o2l 2Kk}
revila ses rislernas conservadas en &l slbo actrvo
hidréfobice (Lindgvest ¥ Anderssom, 252 Mormles
cial, 2. Beclieniemenis s ha idenbficado que las
irosinas en las podiciones 2% 0 Y18 on la BCRACH
de ratin, 5 fijen en of dobie enlaos 1515 ded eastraln,
eslhilizando fa ynidm (Listz o al . 3000)

L3 ol soplomenio do P-rargfonn & mbsrmampieTa
Porn &0 IUVERFS COns0 3 ofros carcenoldes dio arios,
la TeCAEON sopurria prodocienda vitamnina A al ugifis
22T RisiTabogs stmilares, ewitando la defcseneia de di-
rha vitamma. Lo cnal refleja la invportancia diela en-
mima BRI yda ls vitamina A en el meiabalemo
citubar

actividad de la enrima f-caroteno 15, 15°

La carectorezacidn de la onzima BCKON, & parter
da mitn, Tata, pollo, Fumin, comso, cordn y orvn, ha
st Bewada a cabo con la Iraccifin sobmnmdanie &
TKLINK] & § & precipitada oon sobfase de amomdo. Se
mosird qun ba reacoidin o5 dependiente de exdigeno
malecular v gque no a8 requerida «f cofacitor
nicetinamida dinocladtido para Lo catdlisis
(Lendogpist ¥ Andersspn, 2000, determimando quoe ka
mm:ﬂmﬂhlvmhnﬂfmmw}m
A0 W oraless, MK sin dernenies trarsmembranales
0 &1f0s poderiales pars glicosibacidn annino bermi-
] [Takiand of af 2008,

Tamnbiém sa dotermind qun ba enzrma reqaiere hie-
T ismice comad-oolactor pero e+ inhibda por agenbes
sulffadnio y quelantes de hierro {von Linhg v Wyss
2K von LInI:E‘u' Vogt, 2004; W'yas, 2KE) ¥ claanor
[Lindgvist y Anderssan, 2612). Asimismo, [ enzima
naitva hene e habeldsd de divider el doble enlacn
1515 douna wariedad de carnbennides ademas de d-
carcden, ineloyendo a-rarcseno, feapocamoennbes v
feapocarminradoes (Lindgwist v Andersson, 2003),

El pramedio para la consiante de Michaedis-
ented (Em) para la arcima nativa en las eepacies
anmtes encionadas 7 witlizande como sustrateal B-
caroinng, ha shdo deemmnads el g de 1T-1M5
[Cnadman of &l 195, Singh v Cama, 19°4; Ershawv ol
afl, 19 Bed v of al | 3000 Lindagrviar ¥ Andersson,
212 wen Limtig ¥ Vogt, 2004; Poliakow ot af., 2005,
hiorales, 2006; Kom v Oih, 2000

£l pH dptima para la reacckdn fue Bppramentopn
¢l mngo alcaling (78 a8 2} (Lindgwist v Anderssan,
2RI vom Un‘tng_z.r‘urnm,ﬁni; Snrabos, MK, ol ran=
o die B die 2001, vedomdad midstma de 00D =
1.7 mursnl de pestenal ey hra 37 C dependienda dis s
i pecie [wer Csad o 2 | Cond man o al, 1987, Singh v
Cama, 1974 Ershaw o al, 1993 van Vet of al . 795y
Fedmond o al, 20001, Poliakow of @il 3005 Momles,
2idky; Kim y Cih, 2005%): La funeion e st enmma es
promovida par la presoncia de tiales (Mora v
Shimada, 2.

Kim v Oh 2090 compilaren los pardmetres
cindficos de BCROI endifermniles sspecies, los cos-
s sn moeciran e ol Cusdm 2 La atinddad v La o
mia welocidad de L BURCT para ol Bcaroienn s el
wvada, koquos indica que el Bcaralenn o5 of sbstrado
tdeal para la anmima (Kion y O, 200

Lo exprussio anderiarmeode maeatra las diferenles
abservaiones obtenddas en foe estudios realizados
com la BORON de las diferenios sspocies andmalos,
adomuds qoe b actividad v la eficencasspecifica para
s comvergitn de los carodenoides a vitamina A, dis
pende de la espocie armal de la que s trake; a #ste

s 2% Y Archinves Lattsmericeres de Prodaccdnm Ammal Vol 3 micssms 540 100-1 90
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Caadm 1 Pardmeiros drdtices de la BOMO con diderenies carndamaides como susimaio. Adaptado de Bam y

O (i .
Suhsrarn Espocio haemie [ Vo | Hedrremcia
() (nmoiimg min')
E-CATC LR THY Dacinrin werina 18 il ] 46x10% EKomefal X9
Hata &2 435104 Ew 10"  Coodman o al, 1947
Polio am a4 2% x10°  Kim arnd Cih, 2000
Becarséeno Macirma marina ar 45 1.2 [ o - s )
Hizrmano | 10 1.4 Limdqvist and
Aopatersaon, MKI2
Haifm il .04 i x 10* ‘Redmond ef al, 350
Polio 245 33 12 K anad iy, 22
Hata 87 1.7 =10 £¥x 10 Coodman of o, 18T
Cinraso (v 005 THx10* Emhowetol, 1993
Cuyn e 0. 0& 3w 10*  Sinpghand Cama, 1574
Crrosophils melmagaster 50 . s Won Lintig and Wyss,
2N
Foarnbeno P ieny marina kL. it hh w100 Kivmed ol 000
Polin 2= H] g2 195107 Fem and Oy, 2008
BCrptoncarding Nartoria marina - i 34 i et 2, 3009
Eata [ 18 w104 Tt 1 Coodman of al | 1867
Hiermanio an .50 [.C18 Lardiprist and
Ancderasom, M2
Folie g 34 i3 Elrm amd b, 200
BApo-d carntenal  Baclona maring 147 75 24107 Eimeral, 559
Polio 1 17F Cd w10  Eomiand O, 20
g-Apofcaroitenal  Haia BA 18 xig* 21x10*  Coodman o al, 1967
Pedin i | e | (1} Kl armed O, 2005
B-Apo-iir-rarcienal Hata - 1.8 =10 1.5% 100  Coodmen dail, 1967
f-Apo-iZcarcienal Haia ) 21 x10* ¥ a0 Goodman of al, 19T

Aulmptado de Kum y Cth. £20090),

respecton. Rora [19598) enc on e quee on bovinoes, lsns
lesisa partir do carsienaides on vikemina A, ssoinco
weres menar a lo qies sucede on caprinos, o que aws
plicara las diferencias on la coloracion de 1o grasa
D bgoal forma, s¢ ha sstimad o que er hamanns ded
il al #ra del feamisno que mppens & convartdo
direciamenie a miinal, rienires quo ol remanemie
depersita inacty en el Mgadoey o I9ido adiposo; por
o qoe s P mencionar g [ ensma B0 de
hoving ¥ humano benen ona schividad: similar,
Pigmantands la grasa de eslas espacies. Encerdos, la
ahsarcicm do Perarotona v4 lomitada, siendo 1o tass
die comeersitn de ssho compoaesio a witmina A de 40
4 1 on base 2 so posn (100 mg x kgt en la dista
15 bwoigert ef &, 2001 ). Enrosdores. o Bcarcienaes
enleramanie dividido en retimal, por o que ne e e
Berarateno ein cocnbacin (Wyss, 24

La actividad de a BOMON e moy difefenis enkne
e pec e, o cabras a5 de 190 a2 £15 pmed de eimal)f

mg) de proletna por hors. en ratas va de b3 a 149
pmal de retinal Sy de protetna por hora v en po=
o husta de X530 5, 20 win omibargo Wiyss
en el I delermind by actovidad o 2500 proal de
rehinal/mgy de proleing por homa enesla Gltma es-
peie {Wyss efal, 200} La diferencia encomvirada on
Lo vt aad ol BORECT e p-nl]-n-. puds ser dobeda
en el nivel de purthcacitn alcanzada ercads ano de
los trabajos malizadios v ohe & ranisdad de enzma
presenin on coado pxperimenla.

Debndo a gue aumn o ha sido’ posible punficar
completamanie la BCRICH, &0 ha han reabizado ows
perimentos oom la BCRO2 para de inscio, defermas
nar por anakogla la actividad de la BOMOL. Eloer of
il (205, 2(KM) rvporiaron la estructura crstalima
de la BCMWOE de Symechecyshie sp como modelo de
las BN iormadors de relnal Edta enctima Hens
7 htbices B Bl punio comizal de la hilior s refabivas
meTiEn Pl v consisie en lases corlos e camecEan

EEN EE-tdn. ) Archores Labmmamericenrs: de Prrodoorstn Axmmral. Vol 2 mmeern 40 13-10



112

& rada una de las hélices. En contrasse, an [a pars
supenior de ka hdlice se axtienden lazos con kélices
cortas formando o domee. B cenbre activs die ks
EOMOE esta lovalizado cotra dol o die las heticos
en la parte sopertor. La raracierisica mds promi-
nenge &% un gran timel por donde enira ol sestmio
desdouna de kos Eados, on una diresccinen porponadis
cular al gje die las htlices, pasando por el site actls
vo, donde == encuentra ol hioreo, sabiondo ol (losh
prodociods) paraielo al o de las htlices (modalo
propussto do la BCMO2 om la Figura 5. El modelo
mizesira al Biermo enddoa histidings reacoenodadas
en ol o de bas T hilices, Tremando coma base et
mideie, Morales ef al., (2006) doterminaron queson
&l bovimo exessen hestidines conservadas e las po-
siciomns 152, 237, 508 v 513 en la secuencia do
aminpdcidos. Al comparar las secuencias do
aminodcidos de Sprecheoystis v el bovim, s obeer-
van varios resididos &dos constrvados en les Hras
g que eRthn asociadas a las fransderencia del alec-
ran durante la catdlises. Las dras B30, @24 v B3R
tenien la mayora de las regiones conservadas eobne
e pocies, ¥ muesiran un ol decuatm residacs da
ﬁrﬂuginiﬂnh:ﬂcmmdnthﬁ b an -
do aspirites conservado an tndas las capocies axs
capla &R Sprrohocystis, ssta caractaristica osld pre-
sanie en la dra B32; v la 10 muesira an doido
apiritco movidno o W posdci Gn an

(Khoer eral, 2005, Mok plad, 20006 Eloer y Schule,

izarcoa-Lopes vy Mora-I=apuime

2006}, estns hallazgos permilon sspocular que las
diforencias anconiradas en La schiwvidod sozmrd bica
die la BEMON enire las especics pueds estar dada
por ks diferencias onel siiio activa,

Lindgast v Anderseon (2007 en un analisis de
seruencis Y alineamiendo de ka BERMON de fomano,
Fabdo, rafa v FIEIH-I:II, mosiranom s cishEinas Corsr-
vadas en of ceniro del mbn achivio

Dwbeda a bs naturalezs bloguimica de los
aminsdcidos enconimcns en o sifio achva, la wnedm
die sastrate s we lavarenidy ademas por la nafuralkes
za hidrdfoha de la risfeina =0 fomenkta la carga
electronegabiva v durame la catshisis, Lo presencia
del miregena de la esndma, e capaz de capear of
proffn de la cisising en e momenio de ka writa al
wusirain. Por loqusn ks mistaciones on of miboactivo,
cambian la forma, 1a carga plecimica v la furcidn del
skleo actvo de la BCKMOA, sendo 6s1a ka posibie m-
zin de las diforencies desacirvidad dela BRI e
ire las eopecios eahodiad s hasta ol momenio

Soportando la tdea antorior, anel 267, ]'.u'h:|ql.|1-|.|
¥ AndeTson, encomiranomn 1Ena mutadkin on el gen de
la Scaraieno 15, 15 monovigenasa Hamada T1TAIM.
Esta nmutacidn correspands al reemplacamaendo de
1N reominag ronservada por una mefionma gaedis-
miinEye l actbivided de laenmima del #%; aomgquoe i
Tancitn de [a Eeeoina awn rd es clars, b sesifucidn
ihn esie residun hidrofibicn por ol pesidun de Terinnin
hadrofdbica cambna o sifto acfivo v por o tamo s

Fipura 5. Farmacidn de vitaruna A por la S=ramodeno 15, 18 mono-oxi

. Tomado de Bugg, T. D. H. 2HE

Chasyprnass ensymes: cataly o mechandsms and chesmicad maodels. Terrafudeon 56 T 8-F101

1EEn U158 A Archves Latimnamencenos de Prosloosdn Aqomal. ol AL nosssens 54 108103
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actividad. Exisie on rswdon hisbdina 172 umn de
Ins 4 residucs histding coardinados con ¢ kierro
dedl cemiro catnlitico de la enzima, que eslabiliza ol
hidrogeno que ssta onido &l resides iPeondna 150,
por lo qué ol residen metionina 170 desesiabiliza
unidn oel rambia de pescicn del Fierm femoso Fede),
comprometiends b capacidad catalthca do ke ensi-
ma (Lindguist y Andereens, 2000

Bledabolismn v funciém de los retinoides

Como @ rencinnd anleriormends, o reriraidies
aan moléczias formadas de cuatra pnidades
ismprenolées. En bos afios reciendes ol Wdrmino
refmoide s aphica a los compsssios naurades con
actividad de witamdna A ¥ sus andlogns simislions,
comng sin aciividad boldgica do retimol. Las sstnachs-
T3 quEtmicas die los retinoides so abservan en f Figne-
ra &, Tos tres cotingides goe o fncsen i en |a nadss
ralezasom (Mo, TEEL

15 ebnal, tambien denomenado wiganina A,
aerobiol, ameral

2y retimaldebilds, denpminade fambién como
redinal, ¥

B dcido rebmisic o

La vizamima A prefnrmada & comsumida como
estores do rebingd, b ruales visjan a indesting, ahi
sulren idmlisis v el /ebnal thee pasz a raves de ks
mmccrsa inlesiinal & los entorcitos donde 0 me-
esberifican con cadenas largas de dcidos grasas prin-
cipalmemin saturados por la eremra lectime-rerinal aol
iransfrrasa, la cusl eskd unida ala membrana. E1 bd-
gado ot o principal sitio de almacenamiento de L
vitaména A, con mds del US%E dal total de rebndes
qun & encuendTan an forma die esierns de Tebimel, pres
dannianbernen i commo reonil palmitaio ¥ estearato
en lodas {an srpecies kesia hora reporfadas comn 1o
soa pallo, rata, ratdn, cerdo, cabra, bovine, hetho,
horon, y ormana (Mora, T,

El vesarpor diy premnbraina Siras permdbe la entrada
de witamina A a la citula, b mual permise definir kos
irpos de ofuls comalevada smpeceficdad, Bl recepine
Straé rs e xprsado on alios niveles e ka barrora san=
gre/fargano ¥ en diversas apos celulares darante el
desarrolio y om kos adoiios, asi tnisme, la clevada o
presitn de Siras es supestvo del reqesnmenio de
acrionss de rebnal (Ciodas v WI.E:I'H'I'. 2, Asi bos
reimnaides bialdgmcamanie acbivas san penaralmen e
sinbetizados localmene: Como se mpola esta sinies
a5, Foquiere Fusumas investigacions (Cudas v Wagner,
A1), Oere e b i pinirtamie en 1o investigacion ded
retmal, es el ransporss de s vilamina A wra cttols a
otra, al parecer an o desammalba ambrionano y entre
citlulas adyacenies, sin embarge aun no hay suficon-
e mdormacion disponible acerca de s L vilansna &
4 MUeYT CnETe s ril ek, oosl e moddcelas de s

lizacian s alaboran on respoesia a la witamina A&
|CGudas y Wagmner, 2011}

Amm pro st claro 51 a vitamina A de angen distd-
e pusde influsnciar I'I.n-n-ildgl:.lmntl- ol balanos
energttco ¥ el llu'uﬂuumn'u.nninp'mmm.ﬂﬂ
{Lobostal, 2005

Investigadores como Chawia v Lazar (198, Ko
el (1960 v Kawada o o [200) mencionen quoelos
carobenoides provitaming A § la vitamina & onosu
forma dir dodo retmoio ad o trans ihiben posenie-
meneo s dfereniciacian clanal da Hness oelulares o
preadipociios decerdos (Brandebhoung y Hi, 309),

Por otra lado, Garcia-Rogas et al., (20140, estudia-
mﬂlhﬂn:htﬂmg:nmrmﬁndnp‘uhhﬂn
v drido fitdmico, vitamina A [&odo refmoics todo
Irans v Wcia) ¥ carntenaides (P-caroleno v luieina)
en la enpresion de PFFARE v su coachvadar PO 0o
durante la diferenciacién dal tejido adiposa bovino.
Deperminando qua ¢ dcudo tdmies v vitamina A
{tamia drido rebinoico iodo trans ¥ Seois) henron los
meejrres activadores de ka oaprestdn de PFPAR y, v
que la combinacitn & los dcidos retinolcos do
trans v S Fe o mejor achivador de la pupresism
de POCI@

Para la esterificacsdn die [ vitamming A, hl:.l' LM
prateina celmlar igadora de retinol 0 fCRBFIL por
sussaghas on ngles), que s¢ unse al retinal recién for-
madopor la BOMWUN y o presenta a la proteing leotire
rebinal aciiransieTasa que cataliza la winbesis de
dsleres oo vekiml para almacenar deesta loema la vis
tamina A en ol higado (MacDonald y Owg, 1988
foulanger of 2l 300 Yamaguchi & ai, 2N

Ex nincesario quin 06 wee Guissn forma 1a vikanmra
A, pein spa eslerificada para su almacenamiendo, por

o gue Boulanges [20075) propoms: 1n mecanismo de
indurcifn coordinada para laespresadn de CEEPIL y

EOMC, seftalando mar ambas sciin mpuladas por
los Dpandee de FPAE, los que regolan b evpresudn
seruenclal de ambas onzimaes para metabolizar ol &=
carcieno {Houlanger atal, 2005; Pofiakow o o, 305,
st on detido & que of promoine ded gen CREFH bene
una geTuErNCia especifica recomocida por ol
heteradimerm die recepior nuckear de hormpnas, EXE
v PFAR ﬁu:.nﬂ_:!.l].,l'ﬁﬂ}imrf%nﬂ Th

Dentra dol papet fsioldgion de |a vitamana A so°
encuentra la diferenciacidm y ol crecirmdenio cohalar,
la mepraduccodn v a wisitn (Lewas, & ol 1990, La
witamma A jon su forma de Scido rebinoico) Tambddn
inlerviens-en o mecardernos de dedensa oefulares, a
euleresparto fos resobados ded estudio realsmsdo pror
Pinos <Lagees ef al, (2001 ), roises tram gue-Ja. vetamdna
A produce seflalizaciin aimoltanea can e | desarrolln
de la infamaciten. Tambdn encomtranom gue los mao=
debps de vacumacion y el rechazo de injerios

5o NEEE-paN. AM2. Archnes Latmemmericanms e Predoos®n Sremal, ¥l 20 mimen 3240 1020-1040
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i-retinal

retinal

Fignara 6. Estnaciura crisialima die la BOMOE de Sy caocyshs sp, Cargas paostiivas, negafivas @ resid o no

pobames oslas represendad oa en oz, Tro ¥ amaml o, respaciivamenta. Bl fiomo de hisrrocatalineo
ok n'h:llc.:duparddmm:rﬁgi simirahn o5 de cobor negro rejo. A of cariea ravds de la malécuda
sproximadamenite a o larpo del sje de Les badices, revelando un bolsibio qoe penetra desde o condro
& ko largo del o9e de las hedlicns hacla ef ceniro, donda seencuenirael hoorro catalite o Sin pminargno, of
corle muestra ol tumed de endtn dsd sizetrato gue entra a la prowéna desde o Lado derechn, camblanda

s direccian cerca del contro v el fmal dal lunal sabe 20 la parke supenor izguierda
muﬂ‘dapﬂambum]mﬂrmﬂhm ﬂ:n'ru.dnl::gﬁf.lm

substrate (35

Vista ded
cand G E

Srholz 306 Sirocural and biokogical aspecis of arotennid cleavagn. Ceil. dod, LI.hE“n ) W

alogénacos [deun individun a obro pertereciente a L

misma espechn), son sefalizados temporal v
espactaimente (restringide a la zona de inflamacisng
par la vitamdna A, rec futando cdulas milamatoras,
promeviendo migracion v polarsdad (Piro-Lagos ef
ail, 24114 Bhee et al. (37 1) preontraron #n sn estadio
qioa Ly wetarndna A tiene infloencia sobm of prooeso
vascalar de la artenoesclerosis. Los modiel os andma-
s precimicos v estud s calolsres pormiden sopors
tar esle concepin, Los reinaides mussiran slecios

complejos en la proliferaciém, cracimssntn, dderen-
clacidn y migracidn de células rsscolanes Hsas
vasrulares, inchoyendo [a respuoesia a la lesdny ala
arteroecciorsis. Las evidoncias mostradas por Rheo
atal, ::H]u:l.i-ug:ln-rm que los retineides pusdon ine
valucrar la calcificacidn vascular v ja fencidm
endoiebal, por sfemplo, por s modolacion de la via
ded axido nitnce, Ademds enesto eahadio Fhee etal |
[21) sstablockoron efectos do los reimoides on ool
mdahalisTra de o Bpidos v la adipoge nesis poeids

e s L Archoos Latonameriosses s Predfooesdm Animal. Wol Bl e 340 1081200
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mENA
protema

A

T

9

pCIP/p300

1 RARE - FMA polimerasa I1

Figura 7. BErspusaa transcripeionat al dcido retincden. S onpesiran ke factores de rmasonpoitn, chementas. da

respoesia, dcide reimoko vy KRA Ealnnnrﬂxmmplquqmpmm la trarscripeitn de un pen
Tormado de Caadas, Lo ].oand | A, Wagner, 2001, Fedmnodds regulaie soem onli d:flu'.rm‘h.ll:im._l.ﬁll:

Physsal. Z24:332

indirectarments mmffusnciar la inflamacién v la
arteripesc bernsts (Rhee et al, 2017)

COmio mencinnames con anbenondedg, la vitaomd-
na A esbmuola a las oftlulss g b difrenciacibing |o

cual fslz siende otilizade para pacienies con algin
bpo-de ciincer comncineeT de pied, newroblastoms &

gleoblrsloma, enire obros, dondoe se administma era-
pra con vitarina A y al finabizar la mesma, seaplica
quimie v radioierapia, con una mejora slignificante
conekvada sehrevivencia de s packenies, Con eshe
anpredente y onn of e del vitamima A e ctulas
nenplisicas ha permitids o estudio de los inhdbidores
de desacetilasas de histonas, permitiendo gna com-
binacitn forapdutica para ol ratamionin desins pa=
decimaenios [Cudas y Wagner, 2091). Asl misme s
ha pilizado terapia anboxsdanie con alevadas Sosis
di vitarnina bromedinackdn de vitarmema A, vitamana
v witarmina Ej on cazos soveros de pancteatiis; esio
besadn en el bache de qoe estas res vilamimas s
axidan rebirards del medie celular metabololos
midaniss que do manera naturel o producen &n s
etdoba v que las lesionan. Los resliados del ssnedio
meslTan quoe ssta terapla antiodanie no produajo
beneficio sipnificativa &m los pacienies que Snian
PancTeatels sovera apnda Barsal g al, AT Con o

masirado, s pusde rmencionar que hay moschs que
hacer #n el estadio de ks Funciones quee s vilamina
A prodece on las dierenies céiules

Bepulacitn de la expresidn de la onzima B
caroteno 15, 15 monnaigenasa

e suhgrupos die la superfamitia de rocoptomes
hormenabes nocleares modulan ks respoestas onlu-
lares a la vitamina &, en s forma de dcido miinnico
s AR v los BAEK, Bl dcido desowirribonocleico
| ACHY) presenta una TRgian denpminada reglon
promodora de les plementng de respeasta dol dcido
refnoice (RAKE) a la coal so-upen los fartores e
tranacripritn (FAR 500 BEXE) v ol dctdo retinaicn, 1ns
riakes repulardn la Irarscripeitn de los genes blan
co: Eebes Bactores de transenpoibn, son altamenle e
presadns on bepdo adiposo blanco v ispdia adiposa
calé & pardo. Bl &odo retirecn aute-modula los md-
vrles di estado estacionanie de sas recepiornes {tardo
FAER coma EXE) En rstones silvestres, ol condenido
de Hpidos v ol pobencial 1 i FNs ETRTOn . ST
denendiontes da vitamina A (Fibot o al, 2805,

Boalanger ot al, (A1) encontranon qus los facks-
e iranar peinnalkes refacionados con FRAE e unon
alsibo FPRE presanis en of prooator die la BOMOT v
concloyeron que al menos PPARS se one

=S k-, A2, Archevos Letmoamericemes de Pnsdoosfn Al Yol 2 pomenn 24 10010
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especiticamende al olermenibo FERE y oque pesa blermeens
iotambetn PRARS 6 FPARAS & Asi mismo, Boulanger
etal (25}, mosiraron que en las cifulas TOF {odin-
las i carcinoema de codan humano, sobctones de las
cebulas Uaon-T) oniste, ademds del PPEE, b seruon-
cia AGCTOA A AGLTCA en ol pramobor de L
BCRO quano habla sido reporiado con anierions
dad, gl vual deriva del stho de Emidn | e

unidin para e hetarodimers FPAR S RXE JC0TCA
& RCCTCA), sng:mndn especificidad para la
hiberodimerizaciiin o homod merizacsin [EL'd.Iii-I'LEﬂ'
efal, 2NAY

Ast rigrma, la expresidn génica do la enzima e
adertada porelestado ruincinnal. S hadempsirado
qua la actividad do esta anzima o promovida por
danias qus conninnen .h:l.d:mgnuu. polnrsaturados
y dirpbercitn de cobre on ratas, s inhdhlida por
suplemantacian con flavonaides e cordos ¥ oansos
o da vitamina & on ralas (Acido reonoicn iodo rans
pera ma dcido retiradco P-cis on il o Actdo
rebmaice iodo mans v Sacis en intesitno delgedo §
iesticulo) (Takstani e? al, 2008).

La actvidad intestinal de la BCMON ps promavi-
da par la deficiencia de vitamina A mieniras que la
suplementacidn con f-carcteno dismirmeye la ackivis
dad Para prevemnr el eacess de retinnl, of halanes
puede ocurrer & nivel do conversitm de Pecaroinno &
retinal { Takizarad ef al, 2006

Lo eral, (201105 mpsimaron quo of BMAmM do fa
BCMCE v la oxpresidn son Indondas dorande [
adipagenessis en cuEivo colular. También obsarvaron
que-el &uda retinoica mierfiore com b aclivacidn
tranicriponnal de FPARS a ravis de la probeinag o
de wnitn (C/Ebpal, duranie la conversion de
prextiporite a adipoaio, posibbsmetias por compee
irncia par colaciores. Adioonalmante, Lobo ot al,
[} mencipnan qoe,. ja vitanmna A ha sedo impli-

cada an ol tncremenito em la copacidsd para of meta-
bodivma cxidative v para inducir 1a bpsdiss de tracil

glirdridos atmacenados en adepociios, ewios efecios
smln‘.-ep{l:.ldn:-,.al T FEn. s, par e ac bivacisn
directa los recepiomes die dacide reinoin en los gemies
hanco. La reduccidn do la swpresicn do FRARy de-
pendionbe de vitarmina A {en s forma de &cido
refinaico) v la induccian dal meiabolismo oxdsive
af coma la lepdlss, msalta m la capacidad mdoci-
da do almacenamienio do grasa en ol adipocito (Lobo
el 2N0), Consecurniemande; o sumento de la oons
cemitracidn dp wiamina A [retenol seperior a S
imhibe la diferenciacién do kos adipoctios v la acns=
milacide de grazsa derdro de sdipocibos en oobines m
nitro. demds s probo que L adiposidad del gans-
da boving s iIngTemenid com dirtas de linalmacsdn
sin suplmeniscitn de vitlamina A, mejorandoe of

S RS- 1. N A heres i wm e Presl,

Garca-Lopesy Mora-Izapuirrs

marmakea ¥ sumsnando el contenddo de |Epidos ous
traddos con fer (Pickwarth et al, 2013

En ol intestma, s expresion dal fachor de rans=
cripesin especthcn de intestme (dal ingles TS0, &0
absarva on las criplas v permdte ln ddarenciacitin ¥
fumcitn celular, pero o & esonctal para proditers-
cutn dof epiielio inlesitnal; ¢s activado por witamina
A via BAR e s e a -l elernemto die respoesia dir L
yilarmena A en su forma de Acido retinobon especifico
(RARE) ron od promodor 54, Una ver actvadn, B
reprime el SR y la owpresidnde BUMON, indican-
da quee b vitammina A & abeortida v prodocda e
imiestino bago of contrad de retroalimmen Bacidn nepabi-
va via mdocepdn de La expresidn de B (Lietz ol al,
2

Eepolacidn de la actividad de la snzima f-
carabenn 15, 15 mpnoocgenass

Tebido & que of P-camienn os al precumor de Ls
witarmra A&, Lo admardsiraciom de dosis elevadas de
b e e moes N carusa FpeTvimmingsts nl laonas
R e b Tk cacidn {ooma 1o coesaria la vitammdrss
Aj, por logque se ha sugarido que la sinbesis de vits-
mina & por rmpiura de facaroiono debo ser regulsds
por los rdvedes die esta vitaminae &n o organismio, Tes-
pardienda a on sisiema de retrnalimenitacién Paiga =
tiva (Marakes. 200 itz of of . TM0) Hay una cons=
versidn s efectiva ded B-carcinna en rates alimen -
tadas com bagas disis de vitamina A comparada con
aqueedize cque recibon altas dosis de witamnina A delaris
{Lisetz ot af, HFI4T)

For atro kada, of Sows de la witaming A afecia b
absarcidn de f=carcleno ¥ &s prsiblemente of facior
T inmportanss quoe afecte [a actrnded de la BERICH
A arved infestinel o comnireda b absorcidn de s
carciena ¥ la produccitn da witaniina A poren mecs-
nesmo de i alimendacian [l ben, 795 Tiess of ol
2y

Una aderuada mgestitm do prodoing de alis cali-
dad e crucial para la expresitn de la protetna
BOAIN. Sedemasird ques o Tk deficienes o pro-
tetna, la activedad intestiral de la BOMO (oe haja,
&N comparacitn con las raixs alimeniadas con ona
divta suficieniaon proloing. Adomis s demoatrd ona
actividad WO o ratas com defarionsia o witama-
na A, 28 veoes superior despiss do rectbir wna dista
con 2% de profedra comparsda con agquellas que
et beero solo 3% de proteina am ka dirta. Harcmes
i recthieron dietas con 4% de penteina revelanon
niveies de witammna & AUPErO s bigado, nbesti-
na v injido adiposo en comparacuin con aquekies
harames gue fueron alimentados can 10% o 2008 de
probeina en o diets {Liot ot al,, 300 Exte es am afecs
to peneralizado de wna deficencia de

Em ernanyos. i mitre usandio SR mbesitnal de

Antmal. Vol X, noleeors 34 1007 X
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i, L cornersisin de proviiamena A fue aleclada por
la adiridm de oivos carobenaides diferonibes al B-
caroieno, par eemple, b adiclén de oeina en combi-
TR S E=Carniamo £n umna reaciin oe 300 (heteinaf
B-caroiera) ha mosrado dismdnucisn o @ conwver-
sitn deB-caroienaom meiinal, gnembargn eoio mo fue
abssrvad o sn oitres Sstudics dende so ad o wond lzicira
desde 1.1 hasta 41 (leledna fP-caroteno) para la
Imc e A o rariamei e, Ly adiodm die 2eaariin,
la ol o on ssbdomero o e ine, ol cual inkibe la achi-
widad die BCRCH enoimna redarsdm dae 171 (ananamining
f-carnieno]. Adicsdn e d-carodenio Bmdlén red oon L
producokin de refing] fremado hasta par 324, va que
la drwisda div dcarabeno, reselia fmoEna soia mokoe-
l1a de tnclo-frans-retmal &n ver de dos como cuandn of
suhmiTnbo g5 S-coarodons. Lot faciores que posden cons
i & k2 imleraccones anim bos rarcienordes que
nosan provianmina A v b actnvdidad de L BN son
1) competencia del B-carofens, canfaxanting,
meaxaniing o luteling para selobilrmscidn en L macolas
milxias v ia absarcidnen of irdessing; 23 la cantaanEina
imhibe [ BORACH ;9 fa camimsambira inhebe wra o las
enzimas myalucrwdss en la conversian de Fefinal &
exieres de retinil, & 4) realzar of catabodismo de la vita-
i A (Latzetal 300

S by wisdo que o Spo-S carobenal dismirnyve
actividad de la BCMOA, Mis importanis, apo-8-
caroienal fee capar do almacanar eerinal sérico on
Talas con agpiamienio de viamina A, meniras que
coandn & admindsind apo-12'<carotenal s alcanzh
sodo el B de la concemiractdn normal de retinod
séncn, mdicande que o aporarcional os Tejor
subsirato para ke BOMOA (Lietz ef al., 20703

Es nocesario lonor presonie que debido a qoe bos
wvirtehrados no pueden sinleioear b vitamving A de
nore, esta salo seobiene de la rupiara oxidativa de
s carcienoedes proveamdns A en la dinta por ac-
cidin de la BOCMOA . Y que la vidamina & os nincesars
e e as Funcicmess oo lares, comrimn s ha desrrrio
antarinrmenie, por o gue ja BCMWMON s convierieen
wnaemento oplolar mdspersable dentro de ka pro-
duccida aramal

Es necesiarin hacor mas estudios sobae la rogula-
ciim de L actwvidad de L OO o noved melecular
en las diferenies especies prodoctoras de lachi, car-
max, hosrwn obc,, para lograr a fuiars maoi pular la ack-
widad de la enzrmia de tal forma Qe s promurvan
difemenios fxsas de la produccion andmal.

Tmplicacionss #n produccidn animal

Los carotenoides provenienbes de la dista sno mme-
portanies para los animales oo prodoocion ya que
actirmds de dar cedor & la pus, 1 yema de hoevo v 1a

Frasy, Syndan o ajorar la respuests mmane, meos
man la calidad del semen v de |os embricnes o ncluso

w han prapussto coma predicions del sisiema de
alimemtaciin de donde provienen ke anomales. Enoal
carn de bos bowines la deposicién de d-caroiena, pro-
venienfe de bos forrapes, resulia detrimenial para La
comerclalisacian de las canabes da éslos amemales
(Simpson, 1983 Mora v Shimada, 2001, CIE, 2008,
Barmin=Cubdmez et al., m;!l.'fl.l‘lﬂ'l.m:ﬂ al., MHISkL

Evizien dos wias owndativas principales para ka
conversitn de Bcamiema e apocarcionnades: o) L
ruptuTa central (BCMOT) qoe genena rotinoides (vita-
mirsa Ay b b rupeama esiotn b {ICRACIEY, ques fior
ma B-apaosil scarcionales v B-lonona. Las ensicnas
CAECH v BOAMOT han sido detertadas on dderondes
irpdos.

fa e (Ui eovislien diferencias =n lns amenadcidios
qua comshituym ol sibe activo en la BOMIN enine
humans, rakdn, raa, pallo y hovino Las mulaciones
jpEniticas goe producen ol reemplaze de amenodcides
e st acive e b ORI disrrdnmosm b activi-
dad de Laeneniona hasia un 90%. S0 OTHRAT L
las diferenciat do b actividsd do bs BOWCT onidre las
PEPIIES AT poddrian ser amibusdas & la poss
ciin ¥ naferaleza de bas amdnndcidos en el sifio act-
VO, Va B0E poT Tuntacionss o por modificaciones
postranscripeionales do la enzema BCMON, o oque
implicaria diferencias en la produccian de vitamina
A Fened actmukn de ecaroteno en diferentos injidos,
depondienda de la acpeci animal de qao s rae.

En ol cazo de la BCMO2 de bovines ¥ ovinos s
han delectado mutaciones relacionadas cno ol color
de la grasa suboutdnea v I concentracidn de B-
carciena on plasma v ieche, adnruande faltan mves-
tgaciones al respecio, ésla s podra nithzar como
un predicior del amrarnilamienio do la canal on ésias
ERpEins

Brspecto & la maportamciade la BOMOT en el oo
tabalsmn, o promotor dal gen de dicha srema Hene
un elemenio de respossia para FPA RS por o que b
expresitin do dicha eorima estd on panie regalada
par dichens fartons de ramscripoion, Los FFARS con-
trolan ka expresitn de genss def metabolsmio e
lipudas yla gheoosa, FEARy v B.78 rogulan la oxida-
cidn de los dcidos grasos en midsculo @ hdgado y
FPAER es fandameonital para la diferenciacitm cy fos
sdipocitos v la lipogénesis en adipoctios madumns,
par lo qoe dsia enzima rec i imporiants: &n L dils-
renciaciin ymetabobisma ded epdo adiposo,

Por otro ladoe la BCWOT es moy maporiante emnel
mptabobizonn de la vitamina A y da s recepine [FLAR,
dirho compoeshn infloye ¢n la diferenciacion celolar
y esesenoal durarde of desarmo o emibnionario, ade-
mds die influenciar la diferenciacidn de los adipocitng
v la depasicidn de la grasa, ol desacoplamaenio
mimcendnal, ol metabolismo oadidative v ke expne-

1 RN, A3 Archevos Labreamoncsros de Prodeccssr Aveeal. Wold X0 pomeey 324 Gi8-100
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sidin de adiponmes come b lrptina, ¥ la resistina, lo
quesempiiica 1a onportane L de o6 B SnFLme e pn-
cenas madabd boos esenciabes para b produccidn da
hoiewa, ieche v oarne {Lobooed al, 14y

Coma va sb memciong, #f aomenta en la conoen-
itracuiin do vitamdra A& (Sobd on forma do retmol ) on
culitvn celular imbube fa diferenciacidn de los
sdipocitos v la scumulaciim de grasa. Baforma con-
irana la adipesmidad del garado bovinn s menemenhd
com dictas &b fnalizacidn s suplementacisn de vi-
faorina A, meferando of marmoben ¥ aumenando of
contenida de lipides earaddes con oter (Piclowarth of
il N

Por ind o lo anterior, semiacommenierde por um bsda,
confinaar investgando gabre of Impacto do ésta one
mma en rada ura de ks especks productvies, asi
comi en cada etapa dio- prodoccide, no soio para o=
tenderio desde ¢ punito de vista Boguimico v
mderislar gino lambidn pam incTomeniar & disrd-

Castresailsenl 17EELS,

VLT 5. axpresitn o para seleccuonar a aguetles ams
ks que presenin mayor actividad de BCRACT v par
atre laido estadiar mejores ¥ mds aficienles rmas de
sdminisiracidn de vitamina A on b especes pro-

ductivas, para aumeniar rerdimaento ¥ mejrear ka
calidad de los prodocios obtenudos de-eflas.
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3. HIPOTESIS
Los microorganismos transformados con actividad enzimética de (-caroteno 15, 15
monooxigenasa no alteran su metabolismo, sobreviven, producen la enzima en cultivo puro y

puede degradar [3-caroteno produciendo retinal en el liquido ruminal in vitro.

4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la proteina recombinante 3-caroteno, 15,15-monooxigenasa (BCMO1) de la
especie Gallus gallus, expresada en E. coli.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Obtener microorganismos genéticamente modificado con actividad B-caroteno 15, 15

monooxigenasa

2. Medir la actividad B-caroteno 15, 15’ monooxigenasa en los microorganismos modificados,

aislados y en competencia con otros microorganismos ruminales

3. Medir los cambios en el crecimiento bacteriano por efecto de la modificacién genética.
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5. MATERIALES, METODOS Y RESULTADOS

In vitro conversion of B-carotene to retinal in bovine rumen fluid by arec ~ ombinant B-
carotene-15, 15 '-monooxygenase
E. Garcia-Lopez, A. Gonzélez-Gallardo, A. Antaramian, M.L Gonzalez-Déavalos, A. Shimada, A.
Varela-Echavarria, O. Mora
Articulo enviado y aceptado para su publicacion en el: International Journal for Vitamin and
Nutrition Research.
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The pial of this work s i embueie the &fecd of 8 recombimant fumrotens 15, 15 - momoocyeemss
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introduction

Mot cmlile in brospical coantnes ere poastere-fed, due
by the Eriph yields and pood quadily forages; howeyer,
under Lese comditons 141 of the resuliing carcess-
ies shorw carcass fal with yelliow pigmentulios, whick
resglls from siorape of B-carplese in mBpoke. I=sue.
The yellawnesa of carmsses s om i I BOOaITC
probiem, becorse consumers prefer white faL aliboopl
the yellow mior affects neitber the Savor nor the sutri-
trvee yukue of the meat [1, 21 On the conbrary, beed from
pesizre-based producling sysiems is ofles prometed
s beiny netriioesally soperior for humas consemp-
oo due 1o its ligher conjuguied lEncleic ackd coaleal
and n-Mn-6 [eity ocid ratio ocompared o beel from
ooncealrade-fed poimals [3].

Tz ewcess fcarctene in catlbes (bl comsume [engs
guaniies of e from plunis & sot sufficienily
cleaved isto vilamin A in lbe smufl intestine bof reik-
er & packaped inin diyylomicrons and transporisd io
the liver. where it cum be ransformed by 2 carotene
oygenams, stored with alher lipid compoonds, ond
mmrred Lo diTerent lssoes |4] including the ediposs
Lissime |5, &)

Carcdenoids are normally presest in green nmges
|1, 2, T); the mzin compoaent, fcarolens, i ol af-
fiected by ruminad fermenlution [8] and is irensporied
with othercaretenoids and retinoids Lo e srmall mbes-
Line, where il cum be absorhed. In e enderocyie, the
enxymic f-carotene-15 15 monooxygemase {BCMOT }
cleaves foarpiens symmetricalfy inio two molecoles
of pil-imesretinud or vilnmm & [9-17]

It has bees shown thal the conversion efficcacy
ol f-caroteoe nbo relinal or vilemin A inside ‘the
mincoecl ozdls varies with species |13, and the shility
of the ipiesting to cleave f-camiens inlo retinal =
fiwe times lower in bovine species Lhun is gouk; bere-
[ore, f-oarntess depots in bovine odipme lissee ure
clevnied, which would socoent for the yellownes of
Lheir carcasses [1, 1, 5, 14, 15] In order (o sddres this
probbem_some producers Eeed Lheir animaliwith grain
for 25 ta 56 days before sauphier [2, 16], wisidh reduces
the vellvemess of the fut bulalss increases produciian
st Publishied BUMO] stedies bave focused mainky
om 1z characterieting of 1se earyme mther thos the
umiant of refimal produced [IT-24]

The gim of this study was 1o developa meoombinani
bacteriwme Frcherichia coli coniaining ibe chiken
BCMO] gene, aead to determize b im vitre sarvival
and the stability of RCMOY] escrymutic solivily in na-
muna] Hoid

Material and methods

The cxpenmentul pritocol wos upproved by the Nao.
tiomnal Aniooomious Linaversiy of Mexioo's Aomimaud
Care Adwsory Committer [251 All prooedures wene
mrried out i scordasce with ke Meoxean Federal
lnws fior pnimaol care [24, 27]. One-dsy-old chackens
were kifled by decapiintion, and dwod=nal meoooca
mumples were tiken immedisiely (Gereal e

Purification of total RNA

Total RSA from sumples was puriSed esiay the (s
en BEMensy Mimi Kit {Cinpen Inc, Valeacia, CA oc-
oording 1o (be manelacinrer’s melimciions. RMA wes
ipunaiified with 16e Munolrop 1K spectrophotom.
gier Fisher Sciestific Inc., Wilminglon, D)
ut 2 nnd 280 nm. usd hod J667R0 mtion belwesn 1.8
and 2 & BNA integniy was verified by eledirophioresis
imu | % agurose gel

cONA synthesis by AT-PCR

Feverse ranscription was perdormed with | cm ioial
EMA ped Olgo (dT)2-- 18 primer [Sigma-G enosg,
51 Louis, MY and Soperbconpl [ Reverse Tran.
scripiase {Imviiropen ), nlowiay be manofaciorer’s
imstructiom. In order in redoce penomic DNA con.
Laminution, sumples wers treated with DN Ass for 15
minoies &t roekm iemperaiure blkowed by S-minute
imogbation =i TR,

Specific primers for chicken BCMO 1 were designed
using the publisbed predicled sequence uvmilable ol
MCEI GenBank {mocesinn oumber MM 2635 in-
cloding the restincticn sie for Sacl, foreard G AGCT.
CAGAGUGATOOAGACAATA and revers:
GAGCTCTTOCO TCTCARDDE, Poly merase chais
reachion (PCH) prodocis wens ohisined ming previ-
wasly synihesied fimtl-sirund dNA and ibe Eeoom-
binust Tag DA Polymense Tt (Inwiropen) with 2
mf Mgl FCR amplificziion purumeters coasisted
o am inmes] dessioration ab 420 for 2 manoles, 30
oycles ol denglurmtion ol B 5 for 45 seconds, anmezl-
imp for 45 seconds of #@°C, und extension sl T2 for
50 seconds, with o final S-minyte =xlessmion al T2,
The PCH product (BCMO1) was subdoeed entn ibe
pRAD yector (Invitrogen} with Sac] using T4 ligase
(l=vitrogen) and thes msed 1o transfoerm /£ ooli (X1
Eloe, Stralagenc, La Jolls CA}) Resiriction analysis
amd sequencing were done o confirm oren lution =nd
opea reading frome of the pBATVBCKMOT.

bt 1. %W¥am Fule Hes M1 (X} @ 2001 Hams Hober Publister, Hopreie AG, Bers
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Induction of BCMO1

12 ooli contuimng pEATVBUMO, pEBADVcolmodu-
lin {poitive coateol), and £ coff pBAD {npegative
control) were grows is lysoseny broth {LIB) supple-
menled with 18 mpiml ol ampiciliin { LA ampiciihn).
{me ml of an overmight caliure was veed trinocukiee
500 il of LRampécillin, Ad mid-Jog phase expression
of BZMO] was imduced wilh serial dilufions of L-
mabisiss, or KO usoonteol. Colisres were incubsbed
=n additicnal £ hours, and aligests were horvesied by
cegirfueation. Aliguols ol each sample wers citber
somiczbad or broken with osmolic shock 10 refesse
mast of the profeis. Both realmesls were separuled
intizsoluble mnd insoluble frctions by centrifugston.
The ioisl protsin ooscentralion en each sample wos
determined by e Brudfond prodein asmy J25].

The sumpies were then onolyred wsiog Weslern
hlol. Eguol amoants of prolein were loaded into so-
dimm dodecyl sellate-polyaoyhmede peb, electropho.
resed, and bivéted onin & nitrocefofose.

Enzyme asszay

Zamples fmom 4-bour caliwres of pHADVBOMWOT-
trnmsformed bacteny were Bomogenized and ceokri-
Toped for 30 mipobes at WK < g, resulting in 2 pek
Izt amd 55 [roction. Smoll sshmmpled of 39 fraction
wore siored 21 20°C for priviein guantification by the
Bradiord metbod The BCMOI snayme asay was
performed us described previcosty by vao Vet = all
129], wills 1 mg of profeia either [rom ozl pellet-ar
supernuionl. Differeat coscentralivem of §-cumlene
i, 1, 10, 25, wnd 51} @M} and progeis {0, 05, 1,2, and
4 mg} from holh sampies were Lesbod.

Al pximct were evaporaied usder silrmosen al room
lempemiure, und thes the final prodocts of the emxy-
matic ey were resuspendsd in 5l of waler, 50 gl
al 37 % (wiw} formaldehyde, and 500 pl of scetomilrnile

p-carolens was sheled Esocratcally with scetoni-
irde-ietrubvdralurns-water (77 530025 wwiv) ol o
Mow rate af 1 mL min™, with its detection ot 436 am.
In all cames, o 2kl aligool was infected imo the Righ-
pericrmusce [iguid chromptograpghy (HPLC ) system
Separstioss were performed on o Prodigy CLE {Ran-
com, UK ) anabyical colamn. The HPLC sysiem in-
cluded a Hewlett Packard 1140 System with diode
wrray delecior

The retinal formed wes quunbfied on o HPLC
sysler as desaribed by Doring of af [310]. Pelinsl was
separabed oo a TSE pel ODEE0Ts C18 reverse-phmc
codume | 5 jpm size, A" pore see, 406 % 150 mm | { Fsoh

o). Acetoailnle:waler (FELD, w'v) oontaiming 1.1 %
LmmEium acetnle was weed as ke mobile phase 2l
2 Ao rabe of 1.0 mlfminute & 2{dky afiguol was in-
jected intothe HPLC system. Fistinal wes momitored a1
F0nm With this method & possible Lo e parate retinal,
r=limed, peed relinese acid, sinsdands of which were med
in o mfivmtion oaree. The HPLC sysiem included a
Hewlztt Packard 1100 System with dicde array dekeclar

All procedares mvolving carolenoids wers per-
formed ender yeliow light and at 47%C.

B-carotens disappearance in bovine rumen
fluid in vitro

In vrder 10 messune the effect on f~cirotene disap-
pearmnce amd retinsl formafion, sninovre digsstibility
iexl was performed in a jar syslem. using Bermuda
grass{ Cynedow dacylon s subsirle asd rumen Boid,
which contains digesiive microonansms & inocu-
lum. The lafler was obinised [rom Holston cows with
rumissl cunnela I cofi with pBAD dr with pEATY
BOMWOL was added 1o ke jurs

Samples of Bermuods gress were moliccted. cul inla
small pieces. and dried in an oven at 40 Once
gromnd, L35 p was weighed into baps {Ankaom F57,
dlmm pore sixe ).

A botml of 4 baps were imtroduced inio each incu-
hution baltle contaiming 2 liters of 1330 ml of 10 gL
KH PO (55 gl M50 -T H 0,05 gL N2l 0] gl
CaCle-2 HA3 5 pil. eres, 266 mb of & sodution of 15 gL
Mo 00 and § el Mao59 Ho O uad SN ml of rumizal

Mmid af & finad pH of 65 {31, 32]. Bags were incubabsd.
lior 24 hours with consiami mistos = 3550, Iollowed
by (L0 % urahinoee addilion. An [scherichia codl in-
oculum of sither pRAD {4 « 10" and 4 = 107, pBAIY
BCMOI {4 = HF and 4« 50" wus then added.
Alter 24 bours, bags were nnsed wilh t=p water
unis the runafi was clear and dricd ot 40°C They were

slored al -18%C ustil suhsequent snofys=s

Adier én witrp digestion, survival and vinbality of
ke - ooli was esied by pluting oo MacConkey onar
f-Carntene and retinnl were delermined by tbe method
resparted by Mom &t ol 23] Digestshifieg of pastire sam-
s previously dnied ot 40 v measared in samples
proiocied brom Bgiv in coder &o redisce the BEEC-
independenl degradatioe of B-mrol=ne or retinul [34]

pBADBCMOT stability

The stahifily of 1be vector pBAIVBCMOL in ool
uns defsrmined by restriclion anafysis and segeencing

inl 1 Vilam. Motr. Res B (X)) & 3001 Hass Hober Publsiem Angnele AG, Bem
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1 B Restraion
SYER grees 1ane | Molsoler

L.l.]mﬂ.rrum is with 55T,

DA he band behrw 1o o the pHAD vectar, and te

Fgure I C Chackes BCMO] translndios protein o ence.

of
markers Lane 3,

of the fragmenl refeased every 10 pesemtions gntil
75k ako maloted colomies of ibe bacterial pool wers
prown with and without antshiobics, as reported by
Gregn o ai. [35]

Statistical analysis

[Fatn (rom encymebicasays were neshzed by varmnoe
for s completely randomimed design in order todelect
differencoes belween pHA D and pEADVBCMO] usisg
the gesierl bnear model of ibe 5A 5 system [36). The
leusl-myuares meun (L5M) tesl was sed lo compare
M

D Frosm £ oo trunsfvrmed widh pEALVE
ore e are three Bande Che band ahove 130G

WL 1%
E'_'H'EI].

wdﬁﬁﬁ?“

mic A from £ anil
bani bedow 1636 bp 1o the 1551

Results
Isalation of cOMNA for BCMO1

The complete sequence of the chicken BCMO] proe
it depicted in Figure 1 & The PCR from - oodi trans-
[ormed with pHADVBOMOL showed o 1581-bg [rap-
menk that comesponds o BCMO (Fg 18),

[nduction of BCADT

Afier the csmeic Lrealmenl, protem was 215 and

21.5 mp/mL [zom e pellet und seperaatznt, respec-
tiveby, nnd alier arabinose induction increnssd to 522

und 792 mg prolsin'ml, no matier the conceobra-
tiom On the giber hand, the sonication procedure

Iat. 1 Vitem. Mulr. Bes BT (538 M0 Has Huber Pubiistiers Hogrele AG, Henn
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Fipure 2 pRATVICMOE mduced
with (12 %% urabinoe; T 5% poly-
acrylamide gel. Lase 1, .
lar mariers, the Gl-ka
marker = ideatified by 1wo ponc-
e holes Lanes 2 o4 are the
pellels obaimed afisr asmotic
shick. Lones 5 o 7 are ibe pel-
Izt ohtsined by smoaalion: Lase
2 and 5 shiw thal pEAD, a nesa-
Lrv= conirol, hes so bands I%

nired by the ank-owyc zati ,
L 2 anel i show Lt pBATL.
culmadulin, ke pusitive contral,
has a proiein recognmed by anti.
mysc entibaody | block wiih
molecoler weight of 717 kDo as
especied for @imdnim) Lanes
1 { and T, pHAIRICREDN, shirwr a
besmd of moleoular weight &4 £0a
recognized by anls-myc anEhady.

Bl plyvidey rrogd!
i

fmhlr I Hetinal fommation cainfyred by partinly parified chickeo BOMO inseried inbo £, oodi {amol

retinalimeg protein-&),

Protziz Pcarctane
01 pM I phd 1M 75 M 50 ke

Omg Ik D ND ND D
A5 mg i 172: R0 53:1% 505230 A3l 5k
i mz i 1%:2h TR+03h 7.4+ 018h &1+ Th
Img i TME 47:16h 7.6+ 43k L1s25h
img ] 12030 49:13h 51207k 24:27h
Incotution buller ] KD KD KD D

™ means with different ssperscnipis are signshoely differend {pobil ).

W= Mom detecinble

vielded 112 mg of proiein'ml from the pellet ond
45 mg'ml. from the supernutast prior to indoction,
wnd 55.1 and 742 mg proteisfml. Erom the pelled and
L smpernutant, respectively. These resolis were oot
signifcumily dilerent { pa [ 1) lor either procedure mor
afipr wrabisose indoction: The resalis of the 'Wesloem
hiod are depacbed in Fgrure 2, lanes 2 tod, wiich are the
peli=ts ohizined after osmatic ssock- controd plasmid,
pRAD mimodalis and pHADBCM, respeciiveby.
Lunes 5 in 7 represent the pefl=ts obtaised by sonicu.-
tion- conkrnd plasmid, pRAD-mimodulin, and pEATY
BCMO respectively. The expecled prodems ore pasi-
tive wilk the anli-myc antibody, 213 kDa band for

the celmoduline, and 62 kDo band Tor the BOMO]
Ap SD5-PAGE pel preseniz simifar resolis therefare
is nol shown.

Enzyme assay

O uverage, we chserved 68 omol'hoar of retinol
formed for 1 mg of 59 prolein from (be o=l pelled
al 375 The best conditioas for eetinal production
were (L5 mg of protein ond 1 g foarotens (Tobd= 1)
Chromaéograms of fmmtene wnd retinal @re shown
in Figmre 3.

ot L Vilam. Mair Re BE %) 8 30011 Haes Huber Publksem Hognde AG Bem

34



6 aEEe

A
Baowens
mai
o 8
A i
L
ad
-+
L) in i n Py u = e
B

Figare 3 0 HPLC sistion profile of f.ormeore stendant Belention Bme was 3000 missirs.
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JE;JI I8 HPLC -ddn:l:l
. mnd afl-trans-retinal

1-1,15:-:! 4.9 maroirs, :
lrr_rz
seribed mnder Matenals and nmd}

In vitro digestibility in bovine rumen fluid

Two concentrutions of E ol pBAINBOMOL were
teste am imocubum, 4% 10" and 45 10°, to desermine
the servival of the transformed moroorganism and
the activity of BCMOH in virn

£ ool pEAINBOMOE was grown as indicated
above, onlil an O, of 05 was reached. Colory
lowmimg mnits (CFLS) were gmantifizd 1o esiablish the
beziier impcuium size. They were kept oa o unii] use.
pBALD E. onli was used o= a segative combrol The in
vitye iiges lins wos perormed for 24 boers, proleced
from Gehi. Triplicals sampies were len Eor varous
anatyses, ond wers aha prodected from Geght

“Tar estabiish the servival of E cofi pHADVECMOI,
serial dilotisns wers culinred oo MacConkey agar
plales with nmpacillis {10 mg'mL) uad iscsbated for
24 bomrsaf 3 The morphology of the sntoled CFLF
was similar in &l ceses, ol wsing the Grram stnis oll
molonies were [oued io be Gram-nepnbive rods Cheam.-
Lificalinm gave an averageal T2 T X [0F CFU mlL. Tea

prodoc of f-carvicne. The misure of of-tans-relinoic acd
| was subjecied to HPLL se i
enryme assxy extracts { MK pl.) was mibgectedd tn HPFLC separabicn ax de-

anid their relentson limes

percesi of the popukiion was grows (1o preserve the
cloapes) im LAampacllin, and DNA wes exiracted for
anslysis with the Sac] restriction eseyme. This restric-
tin mnubyes relémsed the expected 158]-bp frmpmenl
el sequencing coafirmed BOMO gese ddentity.

p-Caroiese znd retinal were messufed by HPLC
bzlore and after im ritre dipestion: the resuils sbowed
oo differewoes in f-camie ne dsappeamecs or relind
appenrasce (o= 01) bélween the segalive coatral £
ol pEAD and [ coli pBATVBCMOH with either in-
ocutum {4 x 10" or £ x 10%). These results might indicale
that the protein remained in the periplasmic space in
E cofi uad therefore could sol cleave fcarotene 1o
praduce retinal

Stability of pBAD/BCMOT after genetic
modification

Ecoli pBAINBCMOT was grown overmiphiaf 37°Cis
LBEfampiciliin 21 250 rpm An aliguol of overmighi cul-

Ent. I Vitam: Mulr Rew B (X} 8 2011 Hams Hober Fuhlissers, Hogrele AG, Bern
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tare wax grown wniber the same condigions in 20 ml.of
medium either with or withoul smpicillin. The pBA DY
BCMO siahility was moniteoed every 10K genera-
tionx | 37| unti the T5™ penerstion was reached. DNA
wis eximcied iz 2l cases. and a restriclion snobysis
was perlormed to confirm the presence of the 1581 -bp
[rupmest of BOMOY] gene.

Discussion
lsafation and induction of chicken BCMOY

Kim ef o [37T] soocessfolly expressed moose
B-curotens 15, 1 5 -monoocyee szse in F coli ER256b
= @ sifnble prodein osing the pET-24a]+) plasmid
verinr. [n the presenistody we expressed the chicien
B8O pene osing the pEALD plasmid veclor in £
cofi XL.1 Blue {Stratopese). Using E ool & o has
for the expresson of B-amibene 15, 1 5 -monooryeen-
at has commercial ndvariages for retinol prodsc-
tioa, incioding recombinant prodein producton in
inexpessive cullare media and resdy achisvemeni of
high ccll conoeatratinns, as compared Lo vires- ond
cell-hased systems This approsch wusaks impartant
e the nlfimate goul of ise project is 1o doorense
crolene absorplion by the inteslines in order o
ablzin kssyeflow beel carcesses even i catils are
fimishied an pasture.

Enzyme activity

The partinlty parifisd recombinant enryme ohimined
fram the cefl peliel exhibiled o specibe accivity of
8% nmod my " min ®. The kighesl previousty reported
specific octivity was 510]39] and 10 nmod mg ! me?
[ior the mpese emyme expressed in E ool nead (Be Su-
muD Enryme expressed in nsectcells | 35], respectivelx
Az mentioned by Kim o af [3T]. the higher specific
activity of Lhe mouss earyme was parily doe o the
higher pumiy ol ihe enyyme bul primarily doe io Lhe
superior delergent and solvent syslem in ise asay,
wiich wun pisn msed in the present stody.

B-carotene disappesrance after incubation
with bovine rumen fluid i witro

The in vt digestibil £y 1esl demoesbrubed il - ooli
survived withouol loss of the pHADVBCMO] vecior
and was vizhle usdor rumes coadifions and in com-

petiticen with nemen microorpanisre: Afler 24 hour
incubabion, the trumsformed stroin survived digestion
mnd maintzined ity genetic modificotbos Dr witmo with-
ol antibiotic selection presare. In 199, Grege el
al reporied the peneslic modiSction of Beyrivibrio
Jitrisolvear and E ool with leproaceinte debaloes.
nase sctivity b0 prolec remimats from mosoefooooe
mCcinie poiscsing [30-423]. Kreose of af [43] reported
ibal e consirection of recombinsn! xylanodviic &
jihreverny does improve ke digestibifity of Gber,
el digesiibality in bovine species willk this barlenuem
1sbill besx 1ban that of 1be mosl poleal fher dipester
such es reminocood: they observed that the e of o
recambinent nimen microorganism mast izke it
sooomnt the soologimi paremeters such as pemidence
in vive wnd 1be nicke of the orgusism. In oor case, X
oot is @ good candidste for the obove considerations
hail the recombinant bacterin with plA DVEOCMO
was unsble bo provade esrymutic activily Mot licely
ke enzyme was nol relzgeed inkn rumen fuoed, sodbE-
{eeemt strubegies st be inken inknaccoant thot sllow
emryme relcase fram the cell or periplasmic space; tEm
cold be pchisved by subcloning ihe BOCMOH into u
wetnl conlaining & sgnul peptides Cace is the namen
fmidl BCMWO] must retain its activily even ander od-
verse ooeditions such us ibe lack of axyges, clevabed
iemperutures in the dippstive procsses. o protesse
pres=nce frum other rumisnl microorpemsms

Hepgurding Lhe low orypea pressure in nemen oo
ibe focl that fermentation occum under anacrohic
condibioss; aliboagh ooe important facior & ndeed
ihe partiol pressure of oxypen. the affmity (K] of
ke enzyme by oxypen is also of impartunce. Belogui
etal |44 reported the presesce of polypheand caidase
{FPO or monophenol mopocxypeasse ). which is o
tetramer Lhut contains (oor sioms of copper per mal-
ermle, umif binding sifee for two aromutic compoonds
and oxyges in remen microfiora. This suppesis that
oher mosoorygsnuses with varous substrobe specim
muy [urther be found in ruminani bacterin, and thad
ibey.oould tnke 180 paygen from water.

The digsstibility of orzanic maiier m Besmmds sruss
{ouesd in this sudy wios 5155 % altera 24-hour incuba.-
tean ir widno: samilur resulls were aobinined by Arising-
ion and Brown im 2005 [45], who del=rminsd 15e in
vitre dipestibility of orpomic maliér in the prss al 4
and 11 weels after regrowth, (o be 55% and 26.6%
in the firsd yemr of stidy; ibe aext year, they als ex
timuted an orpamic maller digeslibibioy of 528 % ad
k1.5 % aficr the regrowih of grass for £ apd 10 weelks,
respeciivedy. 11 wos confirmed thad the results of in
vifre digestibility &re highly correlated wiil in weo
valwes by Mclood [46] and Euring er al J47).

nd L Wilm: et Bes HE (X 82001 Heee Huner Pohisders, Hogrels A0, Bem
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pHADYBCMOY stability

E. coli pBADMBCMO] was grown for T30 genera-
Bons withew! antihmtics 20d without o of the plas-
mid Thess resulis are roosisieal with thoxe obtnned
by Gregp =t al [M] in Bmyrivifrne ffnmodeens ge-
neticnily mpdiBed with lsomaocinte deydmpenase;
they detectod nao loss of plasmid when the micro-
organism w culinned for 500 generations withoot
anlibotic; we were abie o ke a siep further tesi-
ing the recosmbimaml bacteria obinined in this sindy
for 75 pememiions. This genetic siabilily is bighly
bexirahbs in @ modilied microorgunism designed s
bz introdooed inio the rumes emdronmeal For fue
ther studies it will be als: importunt 1o consider the
suppestion of Sadman j48]. thal plesmids are some-
times relessed inlr the =nviroomenl. especislly on-
ih=r paviroamentol stress L should be considered
in order io mainlain lbe peacbc characieristo by
inteprading a heterolopgoos chromommuol BCMO1
pene for long-leem genefic siability in the absenne
of antibiotic szlection.

Conclusions

Wi bave oblained on F. colfi construct trussformed
with ihe chicken BOMOE gene, and demonsiruted
iL survives im rumes conditicns e viro, wilk siahle
expression of the rensformed pese product althoogh
we did not obtaimed un enxyme secreked to ihe mediu,
it is 2 very valid (first} attemnpl 1o demonstrute Bt
the transformed hadiena survives and expreses an
aclive BOMWIONL

Mo we should determine  the =mryme s s=creled
inin (he rumen esvironmenl and megsEne il ooty-
ity (sl shoold be i least similar to thet of chicken
BCMOL,in order b nftxin a reductina of yellow fat),
It wenald be abi necessary 1o observe the survival of
the brunsformed microorgueisma in tse aciual rumes
ioondifions.

Al ise newl stape, olicrmaie microbial species such
s the ooes labeled as GRAS |( Geperslly Begarded
Mz Safe] wne beiny besled.
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6. DISCUSION

6.1. Aislamiento e induccién de la BCMOL1 de pollo

Kim et al., (2007) expresaron la B-caroteno 15, 15" monooxigenasa de ratén en E. coli ER2566
como proteina soluble usando el vector pET-24a(+). En éste estudio se logré la expresion de la
BCMOL1 de pollo usando el vector pBAD en E. coli XL1Blue (Stratagene). El uso de E. coli como
huésped para la expresién de la B-caroteno 15, 15° monooxigenasa tiene ciertas ventajas, entre
ellas se incluye la produccion de concentraciones elevadas de la proteina recombinante en medios
de cultivo relativamente baratos, en comparacion con los sistemas de virus y células eucariontas.
También es importante resaltar que el objetivo final del proyecto es disminuir la absorcion de
carotenos por intestino a fin de obtener canales de res menos amarillas, aun cuando el ganado
sea finalizado en pastoreo, por lo que el uso de microorganismos genéticamente modificados con
actividad de BCMO1 pueden contribuir a lograr tal fin.

6.2. Actividad enzimatica

La enzima recombinante parcialmente purificada obtenida a partir de la pastilla celular mostré una
actividad especifica de 6.8 nmol mg™ min™. La actividad especifica mas alta reportada habia sido
de 510 nmol mg™* min™ (Kim et al., 2007) para la enzima de ratén expresada en E. coli y de 10
nmol mg' min? para la enzima de humano expresada en células de insecto (Lindqvist y
Andersson, 2002).

Como lo mencionan Kim et al., (2007), la actividad especifica mayor de la enzima BCMO1 de raton
fue alta debido, a la pureza de la enzima, y principalmente al detergente y sistema disolvente
usados en el ensayo. En el presente estudio se utilizé el mismo detergente y sistema disolvente
pero que no se vio reflejado en una mayor actividad de la BCMOL1.

6.3. Desaparicion de B-caroteno después de la incubacion con liquido ruminal bovino in vitro

La prueba de digestibilidad in vitro demostr6 que E. coli sobrevivio sin pérdida del vector
pBAD/BCMO1, fue viable bajo las condiciones ruminales y en competencia con los
microorganismos ruminales. Después de 24 horas de incubacion, las bacterias transformadas
sobrevivieron la digestion y mantuvieron su modificacion genética in vitro sin la presion de la
seleccion por el antibidtico.

En 1994, Gregg et al., reportaron la modificacion genética de Butirivibrio fibrisolvens y E. coli con
deshalogenasa fluoroacetato para proteger a los rumiantes de la intoxicacion con
monofluoroacetato (Gregg et al., 1994; Beard et al., 1995; Gregg, 1995; Gregg et al.,, 1998).
Krause et al., (2001) encontraron que la construccion de una xilanasa recombinante de B.

fibrisolvens mejoraba la digestibilidad de la fibra pero la digestibilidad en bovinos con esta bacteria
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es todavia menor que la producida por bacterias ruminales eficientes como Ruminococcus; Krause
et al., observaron que se deben tomar en cuenta los pardmetros ecoldgicos, tales como la
persistencia in vivo y el nicho del propio organismo para usar microorganismos recombinantes del
rumen. En nuestro caso, E. coli es un buen candidato tomando en cuenta los pardmetros
anteriores, pero la bacteria recombinante con pBAD/BCMOL1 fue incapaz de mostrar la actividad
enzimética de BCMOL1. Una posible explicacion es que la enzima no fue liberada al fluido ruminal,
asi que diferentes estrategias deberan implementarse para permitir la liberacion de la enzima
desde el espacio periplasmico de la célula; esto podria lograrse mediante la subclonacion del
BCMO1 en un vector que contenga un péptido sefial que libere el producto. Una vez en el liquido
ruminal, BCMOL1 debera mantener su actividad, incluso en condiciones adversas, tales como la
falta de oxigeno, temperaturas elevadas en los procesos digestivos, o la presencia de proteasas
de otros microorganismos ruminales.

Puesto que la presion de oxigeno en el rumen es baja y que la fermentacion se produce en
condiciones anaerobias, es importante tomar en cuenta la presion parcial de oxigeno en el rumen
y la afinidad (Km) de la enzima por este gas. Beloqui et al., (2006) demostraron la actividad de
polifenol oxidasa (PPO o monofenol monooxigenasa) en la microflora del rumen; esta enzima es
un tetramero que contiene cuatro atomos de cobre por molécula y sitios de union para dos
compuestos aromaticos y oxigeno, lo que sugiere que otras monooxigenasas con diversas
necesidades de oxigeno se pueden encontrar en bacterias ruminales y que podrian tomar el
oxigeno del agua.

La digestibilidad de la materia organica del pasto Bermuda en este estudio fue 51.6% después de
una incubacién de 24 horas in vitro. Arthington y Brown en el 2005, obtuvieron resultados similares
en la digestibilidad in vitro de la materia organica del pasto de 4 y 10 semanas de rebrote; 55% y
46.6% en el primer afio de estudio, y 52.8% y 41.5% el segundo afo, respectivamente. Se
confirmé que los resultados de la digestibilidad in vitro estan altamente correlacionados con los
valores in vivo reportados por McLeod (1982) y Earing et al., (2010).

6.4 Estabilidad de pBAD/BCMOL1

La E. coli con el pldsmido pBAD/BCMOL se cultivé durante 750 generaciones sin antibidtico y sin
mostrar la pérdida del plasmido. Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Gregg et
al., (1994) en Butyrivibrio fibrisolvens modificado genéticamente con deshalogenasa fluoroacetato,
dichos investigadores no detectaron la pérdida del plasmido cuando el microorganismo se cultivd
durante 500 generaciones, sin antibidtico. La estabilidad genética observada en éste trabajo es
altamente deseable en un microorganismo modificado disefiado para ser introducido en el entorno

ruminal. Para futuros estudios sera importante tener en cuenta la sugerencia de Sadman (2006)
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quien indica que los plasmidos se liberan al medio, especialmente bajo presion ambiental, lo que
debe considerarse a fin de mantener las caracteristicas genéticas mediante la integracion del gen
de BCMOL1 en forma heteréloga cromosomica a fin de mantener su estabilidad a largo plazo, en
ausencia de una seleccidn con antibioticos.

7. CONCLUSIONES

E. coli transformada con el gen BCMOL1 de pollo, sobrevive a las condiciones ruminales in vitro,
con la expresion estable del producto del gen transformado, pero no secreta BCMOL1 al medio de
cultivo.

Ahora se deberé investigar las condiciones para que la enzima sea secretada al medio ruminal, y
medir su actividad (que deberia ser al menos similar a la BCMO1 de pollo, con el fin de reducir la
grasa amarilla de los bovinos finalizados en pastoreo). También es conveniente determinar tanto la
sobrevivencia de los microorganismos transformados como la expresion enzimética en las
condiciones in situ e in vivo del rumen.

En una siguiente etapa de éste proyecto, las especies microbianas alternativas, es decir aquellas
etiquetadas como GRAS (generalmente consideradas como seguras, por sus siglas en inglés)

deberan ser estudiadas para su uso en productos destinados al consumo humano.
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