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Importance of the expression and activity of f-carotene 15, 15’
monooxygenase and vitamin A. Its role in animal production. A Review.

ABSTRACT. B-carotene, one of the most common carotenoids in the diet of domestic animals, is
transformed into vitamin A by the enzyme p-carotene-15, 15'monooxygenase, with a conversion
efficiency that depends on the animal species, among other factors. The domestic chicken is one of the
most efficient converters of -carotene into vitamin A. Among ruminants, bovines effect this conversion
with five times less efficiency than goats, which explains in large part the differences in fat color between
these species. The present review focuses on the main characteristics of the carotenoids and their
metabolism in ruminants and non-ruminants, on the conversion of B-carotene to retinoids and other
apocarotenoids by the two proposed models of central line and eccentric way; on different forms of
vitamin A and their activity in the cells; and on regulation of the expression and activity of the enzymes
B-carotene-15, 15 ‘monooxygenase. The intent of the authors is to highlight the importance of this
enzyme in the conversion of B-carotene to vitamin A and in energy metabolism, which have an impact on
animal production.
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RESUMEN. EI B-caroteno, uno de los carotenoides mas comunes en la dieta de los animales domésticos,
se transforma en vitamina A por la enzima B-caroteno-15, 15" monoxigenasa, con una eficiencia de
conversiéon que depende de la especie animal, entre otros factores. El pollo doméstico es una de las
especies mas eficientes en dicha conversiéon. Entre los rumiantes, los bovinos realizan esta conversién con
cinco veces menos eficiencia que los caprinos, lo que explica en gran medida las diferencias entre estas
especies en el color de su grasa. En esta revision se enfoca las principales caracteristicas de los
carotenoides y su metabolismo en rumiantes y no rumiantes; la conversion de B-caroteno en retinoides y
otros apocarotenoides mediante los dos modelos propuestos, la via central y la via excéntrica; las
diferentes formas de vitamina A y su actividad en las células; y la regulacién de la expresién y actividad
de la enzima B-caroteno-15,15" monoxigenasa. Los autores procuraron remarcar la importancia de esta
enzima en la conversién de B-caroteno en vitamina A y en el metabolismo energético con repercusiéon en
la produccién animal.

Palabras Clave: BCMO1, Carotenoides, Produccién animal, Vitamina A

! Autor para la correspondencia, e-mail: ofemora2001@yahoo.com.mx

ISSN 1022-1301. 2012. Archivos Latinoamericanos de Produccién Animal. Vol. 20, Num. 3-4: 95-112

95



96 Garcia-Lopez y Mora-Izaguirre

Introduccion

El color y la apariencia son el primer contacto
que tiene el consumidor con un alimento, condicio-
nando sus preferencias e influenciando su eleccién.
El color esta relacionado con las cualidades sensoria-
les y la composicién quimica, por lo tanto, éste es
uno de los factores que define la calidad de un
producto alimentario (OIE, 2003; Minguez et al.,
2005). Entre los pigmentos vegetales contenidos en
frutas y vegetales se encuentran el B-caroteno y la
lutefna. Estos pigmentos son importantes en la dieta
de los animales por su contribucién como precur-
sores de vitamina A y en el caso particular de la
luteina, por su capacidad pigmentante en las aves.
En bovinos, el principal pigmento responsable de
dicho color es el B-caroteno y en segundo grado la
luteina (Barrén-Gutiérrez et al., 2004). Estos
carotenoides pueden ademas de dar color, actuar
como antioxidantes frente a radicales libres de muy
diversa naturaleza y origen, inhiben el proceso de
auto-oxidacién lipidica, por lo que su presencia en
las membranas celulares evita los consecuentes
procesos detrimentales a nivel celular, entre otras
actividades (Minguez et al., 2005). Los animales
acumulan carotenoides en sus tejidos a través de la
ingestiéon de estos compuestos, pero en casos parti-
culares como en bovinos engordados en pastoreo, la
pigmentacién amarilla del tejido adiposo limita su
comercializacién debido al rechazo del producto por
los consumidores, quienes perciben que la carne
proviene de animales viejos o de desecho (Barrén-
Gutiérrez et al.,, 2004). En esta revision se abordan
las caracteristicas de los principales carotenoides, la
importancia de la expresion y actividad de la enzima
B-caroteno 15, 15" monoxigenasa (BCMO1), enzima
responsable de formaciéon de vitamina A. Se
mencionan las diferentes formas de la vitamina A y
su actividad a nivel celular. Se abordan los temas de
la regulacion de la expresion y de la actividad de la
BCMOY, con lo que se busca remarcar la importancia

de esta enzima en la conversion de B-caroteno a
vitamina A y en el metabolismo, lo que tendra una
repercusion en la produccién animal.

Carotenoides

En 1837, Berzelius llam6 xantofilas a los
pigmentos amarillos de hojas de otofio, los cuales
fueron solubles en alcohol. Posteriormente, en 1944
con la separacién cromatogréafica de estos pig-
mentos, Tswett mostré que son una compleja mezcla
de “policromos”, los cuales se dividieron en dos
grupos: uno soluble en hidrocarburos Illamado
“carotenos” y el otro, poco soluble en ese solvente
pero soluble en etanol denominado “xantofilas”. Las
dos clases fueron agrupadas juntas bajo el término
general de “carotenoides” (Goodwin, 1954).

Segun la Unién Internacional de Quimica Pura y
Aplicada (IUPAC, por sus siglas en inglés), el
término carotenoide es usado para todas las estruc-
turas poliisoprenoides con dobles enlaces conju-
gados (Allen, 1964) y se aplica a un gran ntimero de
compuestos liposolubles que colorean de amarillo a
rojo (su espectro de luz visible se encuentra entre 400
a 500 nm). La coloracién de estos compuestos se
debe a la presencia de una serie de dobles enlaces en
posicién trans (IUPAC, 1974; Delgado et al., 2000).

Todos los carotenoides son derivados del
licopeno (Goodwin, 1992) con estructura aciclica de
CaoHse (IUPAC, 1974; Goodwin, 1992).

Los carotenoides son compuestos formados de
ocho unidades isoprenoides (hidrocarburo de cinco
atomos de carbono), cuyo orden es invertido desde
el centro de la molécula (Delgado et al., 2000), su
estructura general es de tipo alifdtica o aciclica
alifdtica (Karrer y Jucker, 1948; IUPAC, 1974;
Minguez et al., 2005; Sadmann, 2006). La férmula de
los carotenoides se escribe y se enumera como se
presenta en la Figura 1. La molécula se toma como
un dimero y la mitad izquierda se numera
comenzando por el carbono que se enlaza a dos

Figural. Estructura general de los carotenoides.

Tomado de la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada y la Unién Internacional de Bioquimica, 1974.
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metilos y se prosigue de manera lineal hasta el
carbono 15, luego se procede a numerar los metilos
de izquierda a derecha hasta el ntimero 20. La mitad
derecha se numera de manera homoéloga de derecha
a izquierda con numeracién primada (Figura 1).

Entre 600 (Yeum y Russell, 2002; Sadmann,
2006) y 700 (Minguez et al., 2005) carotenoides han
sido aislados y caracterizados hasta el momento. La
diversidad exhibida por los carotenoides se da por
diferentes cambios quimicos en las moléculas, entre
los que se observan la ciclizacién, migracion de
dobles enlaces, hidrogenacién parcial, introduccién
de grupos hidroxilo, ceténico o metoxilo e incluso
introduccién de puentes de oxigeno, elongacién o
acortamiento de la cadena, etc. (Karrer y Jucker,
1948; TUPAC, 1974; Goodwin, 1992; Clydesdale,
2000; Sadmann, 2006). En la Figura 2 se muestra la
estructura quimica de los carotenoides mas impor-
tantes en la produccién animal, entre los que se
destacan el B-caroteno y la luteina.

Los carotenoides son responsables del color en
algunas especies de diatomeas (Bertrand, 2010),
levaduras y bacterias (Simpson, 1983; Choi et al.,
2005; Kim et al., 2009) hongos y frutas (Minguez et
a.l, 2005; Bertrand, 2010; von Lintig, 2010).
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Aunque los animales son incapaces de sinteti-
zarlos de novo, si pueden depositar el pigmento que
absorben, tal cual o con alguna alteracién de la
estructura bésica (Simpson, 1983; Deming y Erdman,
1999; Sammer ef al, 2001). EI color entre rojo y
amarillo en la carne, piel, grasa y/o exoesqueleto del
camarén, salmoén, cangrejo, langosta, carpa o
flamenco es debida a los carotenoides contenidos en el
alimento; el pollo de engorda utiliza luteina para
pigmentar la piel provocando una coloracién
amarilla. Enla produccién animal los carotenoides se
han usado para pigmentar la piel y la yema del huevo
de las aves (Hammershgj et al. 2010), para mejorar la
respuesta inmune (B-caroteno y lutefna), para
aumentar la calidad del semen (luteina) (Mangiagalli
y Martinez, 2010), para mejorar la calidad de los
embriones (B-caroteno en combinacién con vitamina
E) (Sales et al., 2008) e incluso como predictores del
sistema de alimentacion de donde provienen los
animales (Rohrle et al., 2011).

En el caso de los bovinos la acumulacién de -
caroteno, proveniente de los forrajes, resulta detri-
mental para la comercializaciéon de las canales
(Simpson, 1983; Mora y Shimada, 2001; OIE, 2003;
Barron-Gutiérrez et al., 2004; Minguez et al., 2005).

\\\\\\\\\Q ;

a-caroteno

™ ™ ™ = = . ~ S = S =
todo trans licopeno
. - . = ~ N = S =
HO
luteina

o~

\ 9-cis- 3-caroteno
o
= . " . ~ =~ " . "
|
cantaxantina

_OH
HO HO

zeaxantina

B-criptoxantina

Figura2. Estructuras de carotenoides comunes. Carotenos: todo trans B-caroteno, a-caroteno, todo trans
licopeno, 9-cis-B-caroteno, 13-cis-B-caroteno; xantofilas: luteina, zeaxantina, cantaxantina, f-

criptoxantina

Tomado de During, A., H. Earl and E. H. Harrison, 2004. Intestinal absorption and metabolism of carotenoids: insights from cell

culture. Arch. Biochem. Biophys. 430:77.

ISSN 1022-1301. 2012. Archivos Latinoamericanos de Produccién Animal. Vol. 20, Num. 3-4: 95-112



98 Garcia-Lopez y Mora-Izaguirre

El 90% de los carotenoides circulantes y absor-
bidos en humanos incluyen al B-caroteno, licopeno,
luteina, zeaxantina y B-cryptoxantina. Otros caro-
tenoides tales como violaxantina y neoxantina son
comunes en la dieta humana pero no se observa
absorciéon en las mismas proporciones que los
carotenoides antes mencionados, implicando que el
primer nivel de seleccién especifica para la absorciéon
ocurre en el intestino (Bhosale y Bernstein, 2007).

Los mecanismos para la selectiva afinidad de los
carotenoides, aun no estd completamente entendido,
aunque las proteinas de unién a los carotenoides
juegan un importante papel en la acumulacién de
estos compuestos en los tejidos. Estas proteinas
pueden actuar como receptores celulares de super-
ficie, transportadores transmembranales, enzimas
metabdlicas, mediadores biolégicos actuando como
ligando 6 en los sitios de deposicién y estabilizaciéon
del ligando (Bhosale y Bernstein, 2007).

Metabolismo de los carotenoides en animales

En el lumen intestinal, los carotenoides se
encuentran mezclados con otros lipidos dentro de
las micelas (Deming y Erdman, 1999; Mora y
Shimada, 2001; Minguez et al., 2005). En animales no
rumiantes, se ha observado que en funcién del tipo
de grasa ingerida, la eficiencia en la absorcién
cambia. Los triglicéridos de cadena corta o media
producen una absorcion reducida, mientras que los
triglicéridos de cadena larga la aumentan.
Elementos como la fibra y los sustitutos de las grasas
(como los poliésteres de glucosa) interfieren con su
absorcion (Minguez et al., 2005).

Respecto al metabolismo o degradacién ruminal
de los carotenoides, Mora (2001) determiné que la
tasa de desapariciéon de B-caroteno a nivel ruminal
estd asociada a la tasa de desaparicion de la materia
seca y del contenido celular; también descarta al
rumen-reticulo como un lugar en el que exista una
alta degradacion (utilizacién por los micro-organis-
mos ruminales) de B-caroteno. Por ello se descarta
que la diferencia encontrada en la pigmentacién de
la grasa de bovinos y cabras, sea debido a cambios
del B-caroteno en el rumen-reticulo (Mora, 2001).

El B-caroteno, al ser una molécula no polar, se
localiza hidrofébicamente al centro de las micelas,
mientras que las xantofilas se acumulan en la
superficie debido a sus grupos polares (Deming y
Erdman, 1999). El proceso de absorcion requiere que
la micela se emulsifique, alcance al enterocito y
libere a los carotenoides y a los otros lipidos dentro
de la célula (Deming y Erdman, 1999). En bovino,
una vez dentro del enterocito, del 5 al 7% del B-
caroteno absorbido es convertido en vitamina A.
Incluso, si la concentracion de carotenoides

aumentan, el porcentaje convertido a vitamina A se
mantiene en niveles proporcionalmente bajos, lo cual
es debido a la estructura del sitio activo de la
BCMO1 en esta especie, que sera explicado
posteriormente. El resto de los carotenoides y los
lipidos de la micela pasan a la sangre sin sufrir
modificaciones y se incorporan en los quilomicrones.
Estos carotenoides pueden ser depositados en
diferentes 6rganos y tejidos, como higado o tejido
adiposo principalmente, asi como en pulmén, rifién,
piel y medula espinal (Deming y Erdman, 1999;
Mora y Shimada, 2001; Minguez et al., 2005).

No hay evidencia de que exista circulacién
sanguinea de B-caroteno en ratas, cerdos, pollos,
cuyes, cabras, borregos y conejos, debido a una
conversion mas eficiente a vitamina A (Mora, 1998).

Ademas de sustrato para la formacion de
vitamina A, los carotenoides acttian como antioxi-
dantes, por ejemplo, protegiendo a los fotoreceptores
de la apoptosis inducida por estrés oxidativo en la
retina (Chucair et al., 2007), participan en la preven-
cién de la obesidad, del cancer, de las enfermedades
degenerativas y son importantes en procesos biol6-
gicos tales como la reproduccién, el desarrollo
embrionario, la diferenciacién celular y la inmunidad
(Mayne et al., 1996, Minguez et al., 2005; Romer y
Fraser, 2005; Sadmann, 2006; Nagao, 2009; von Lintig,
2010), ademas de intervenir en el control del
metabolismo. Esto tltimo se debe a que la vitamina A
es ligando de los receptores nucleares denominados
receptores de acido retinoico (RAR) y receptor X de
retinoides (RXR) (Kloer y Schulz, 2006; von Lintig,
2010).

La capacidad de conversién a vitamina A de los
diversos carotenoides es variable; por ejemplo B-
caroteno tiene 100% de actividad provitamina A
mientras la luteina no es convertida en vitamina A
(Simpson, 1983). En el Cuadro 1 se muestran
diferentes carotenoides y su actividad de
provitamina A.

Si se logra advertir las diferencias en el
metabolismo de los carotenoides, tanto en no
rumiantes como en rumiantes, esto permitird la
futura formulacién de dietas con compuestos
especificos para cada especie y aportar el
carotenoide indicado para inducir los procesos
biolégicos deseados.

Conversion de f-caroteno a vitamina A

Se han propuesto dos vias oxidativas (ver Figura
3) para la conversiéon de B-caroteno a vitamina A
(Allen y Hayaishi, 1965; Allen, 1989; Mora y
Shimada, 2001; Kloer y Schulz, 2006):

1) Ruptura central, la cual ocurre en el doble
enlace central 15, 15'. El producto de este tipo de
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Cuadro1. Tipos representativos de carotenoides y apocarotenoides con actividad de pro
vitamina
Carotenoides Actividad (%)
[B-caroteno 100
Neo-f-caroteno 38
a-caroteno 50-54
Neo-a-caroteno 13
3, 4,-Dehidro-p-caroteno 75
3, 4, 3’-4’-Bisdehidro-p-caroteno 38
y-caroteno 42-50
7,8 -Dihidro-y-caroteno 20-40
[-caroteno-5’, 6"-epoxido 21
a-caroteno-5, 6-epoxido 25
[-caroteno-5, 6, 5’, 6'-diepoxido Activo
3-ceto-p-caroteno 52
3-hidroxi-B-caroteno 50-60
4-hidroxi-B-caroteno 48
[-Apo-2’'-carotenal Activo
[-Apo-8'-carotenal 72
-Apo-10’-carotenal Activo
-Apo-12’-carotenal 120
Licopeno Inactivo
Luteina Inactivo

Adaptado de Simpson (1983).

division son dos moléculas de retinal debido a la
actividad enzimatica de la BCMOL.

2) Ruptura excéntrica, que puede ocurrir en uno
o més de los otros dobles enlaces. Sus productos
pueden ser un B-apo-carotenal largo y otro corto; por
ejemplo, ciclocitral y B-apo-8'-carotenal, si acaso la
ruptura ocurriera en el doble enlace 8'. Experimen-
talmente se ha demostrado que los B-apocarotenales
pueden ser convertidos a -caroteno. La enzima res-
ponsable se denomina B-caroteno 9’, 10-oxigenasa
(BCMO2).

A mediados de los afios 50’s se dio la primera
descripcién de la actividad enzimaética para producir
vitamina A (Lindqvist y Andersson, 2002). Allen y
Hayaishi (1965), encontraron que la enzima requiere
oxigeno para llevar a cabo la reaccién por lo que
tentativamente la denominaron como B-caroteno 15,
15" oxigenasa.

Wyss (2004) menciona que la primera deno-
minacién formal de la enzima que produce escisién
del B, B-caroteno, fue B-caroteno 15, 15" dioxigenasa
(EC 1.13.11.21), tratdndose de un mecanismo de
dioxigenasa. En trabajos més recientes, como los de
Leuenberger et al. (2001) y Lindqvist y Andersson
(2002), al usar una preparacién de B-caroteno 15, 15
dioxigenasa parcialmente purificada de intestino de
pollo y B-caroteno, se mostré que sélo una molécula

de oxigeno es incorporada en cada una de las
moléculas de retinal producidas. Como resultado, la
Unién Internacional de Bioquimica y Biologia
Molecular cambi6 la clasificacién de esta enzima a
EC 1.14.99.36 y su denominacién a B-caroteno 15, 15'
monoxigenasa (Leuenberger et al., 2001; Lindqvist y
Andersson, 2002). La Figura 4 muestra los dos
mecanismos para la division central del B-caroteno
que han sido propuestos.

Para determinar la ubicacién de la BCMOL1 se
realiz6é inmunohistoquimica. Los resultados mos-
traron que esta enzima se expresa en células
epiteliales en varios tejidos, incluyendo retina,
células glandulares y de mucosa de estémago,
intestino delgado, higado, proéstata, endometrio,
tejido mamario, células tubulares de rifién, piel,
testiculo, ovario, glandula adrenal, colon, asi como
células de musculo esquelético (Morales, 2006; Kim
et al., 2007; 2009; Kim y Oh, 2010; Lietz, 2010; von
Lintig, 2010); de pollo, ratén, Drosophila (Wyss,
2004), humano (Wyss, 2004; Kim y Oh, 2010), ratas,
cerdos, conejos, hurones, gerbos, cabras y bovinos
(Mora y Shimada, 2001). Las células epiteliales en
general son sensibles a la deficiencia de vitamina A,
por lo que la actividad de la BCMOL1 puede ser de
gran importancia para este tipo celular (von Lintig,
2010).

ISSN 1022-1301. 2012. Archivos Latinoamericanos de Produccién Animal. Vol. 20, Num. 3-4: 95-112



100 Garcia-Lopez y Mora-Izaguirre

B-caroteno I A ’ﬁf}(/ 3

Division excéntrica

e cHo , P-apo-12°-
NNV Y\\/Y écido carotenoico
B-apo-8’-carotenal l
i Il TNO ey B-apo-107-

Division central écido carotenoico
B-apo-10"-carotenal

; ; 7EHD et B.4p0-8"-
x EN’Y P
RN G dcido carotenoico
B-apo-12’-carotenal

v

1CHO

= ~
Retinal

- N
Wucu;ou choou

Retinol Acido Retinoico

Figura 3. Las principales vias oxidativas en el metabolismo del B-caroteno, divisién central y excéntrica.

Tomado de During, A., H. Earl and E. H. Harrison. 2004. Intestinal absorption and metabolism of carotenoids: insights from cell
culture. Arch. Biochem. Biophys. 430:77.
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Figura 4. Posibles mecanismos para la division central del B-caroteno.

Tomado de During, A., H. Earl and E. H. Harrison. 2004. Intestinal absorption and metabolism of carotenoids:
insights from cell culture. Arch. Biochem. Biophys. 430:77.
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Posteriormente se purificé parcialmente la BCMO1
de intestino e higado de pollo, ratén, Drosophila
(Wyss, 2004), humano (Wyss, 2004; Kim y Oh, 2010),
ratas, cerdos, conejos, hurones, gerbos (Mora y
Shimada, 2001), cabras y bovinos (Mora y Shimada,
2001; Alvarez, 2009).

Asi mismo, se ha informado la clonacién
molecular, expresién y caracterizacion de la BCMO1
en varias especies, incluyendo pollos, mosca de la
fruta, humano, ratén, pez cebra, bovino y una bac-
teria marina denominada 66A03 (Mora y Shimada,
2001; Kim et al, 2009; Kim y Oh, 2010), para
determinar si existen diferencias en la forma y
funcién de la misma entre las especies.

Wyss (2004) menciona que Glover et al., (1960),
Ganguly et al., (1977), Krinsky et al., (1991), Hansen y
Meret (1998), y Sharma et al. (1976) sugirieron que,
ademas de la divisién central del B-caroteno, la
divisién excéntrica es otra via para la produccion de
vitamina A (von Lintig y Wyss, 2001; Lakshman,
2004). Tanto von Lintig y Wyss, (2001) como von
Lintig y Vogt (2004) citan que Wang et al. (1991)
proveen evidencia, tanto in vitro como in vivo, de la
formacion de apocarotenales y vitamina A a partir
de la divisién del B-caroteno con BCMO?2. Incluso se
lleg6 a proponer que los apocarotenales formados
por la divisién excéntrica se acortan subsecuente-
mente por un mecanismo similar a la B-oxidacién,
resultando en la formacién de una molécula de
vitamina A por molécula de B-caroteno (von Lintig y
Wyss, 2001; Wyss, 2004).

Recientemente Kloer y Schulz (2006) clonaron la
BCMO2 de ratén, pez cebra y humano para su
estudio; asimismo Kiefer et al., 2001, publicaron la
caracterizaciéon molecular y la clonacién de la
BCMO2 de la mosca de la fruta (Drosophila melano-
gaster) y en Escherichia coli (E. coli). Estos estudios
realizados con la BCMO?2 permiten tener una mejor
herramienta para investigar el mecanismo para la
formacién de vitamina A por una via alterna.
Debido a que los retinoides biolégicamente activos
promueven la diferenciacién celular in vivo son
generalmente sintetizados localmente y acttian en el
mismo sitio de sintesis. Cada una de las BCMO es
especifica en cada tejido, aunque de ambas, la més
importante, para la produccién de vitamina A, es la
BCMOL1 (Kiefer et al, 2001; Wyss, 2004; Kloer y
Schulz, 2006; Gudas y Wagner, 2010 ).

También respecto a la BCMO2, de bovinos y
ovinos se han detectado mutaciones relacionadas
con el color de la grasa subcutdnea y la concen-
tracién de B-caroteno en plasma sanguineo y leche;
aun cuando faltan investigaciones al respecto, éstas

se podria utilizar como un predictor genético del
amarillamiento de la canal en estas especies (Tian et
al., 2010).

De la misma forma, como en el caso de la
BCMO1, también se realiz6 inmunohistoquimica
para determinar la expresién de la BCMO2, en las
células epiteliales de intestino delgado, mucosa
estomacal, células del parénquima hepatico, células
de Sertoli y Leydig de testiculo, tibulos renales,
glandula adrenal, células exocrinas pancreéticas,
epitelio pigmentado retinal y cuerpo ciliar en el ojo.
La BCMO?2, pero no la BCMOI, fue detectada en
células musculares esqueléticas y cardiacas, tejido
conectivo endometrial y prostatico, asi como en las
células endocrinas pancreaticas (von Lintig, 2010).

La existencia de dos enzimas que producen
division de los diferentes carotenoides para la
formacién de vitamina A o apocarotenales, parece
indicar que la célula evita o cubre una posible
disminucion de retinoides a nivel local.

Por otro lado, es necesario determinar posibles
asociaciones con proteinas que regulan la entrada de
moléculas a través de la membrana celular, el
movimiento y la transformacion de las mismas por lo
que ademds de estudiar a las BCMO es necesario
caracterizar y estudiar las proteinas relacionadas al
metabolismo de los carotenoides, remarcando la
importancia y el nivel de complejidad del
metabolismo de la vitamina A.

Mecanismo de accién de la enzima p-caroteno
15, 15" monoxigenasa

Las enzimas capaces de activar el O2 se dividen
en oxidasas, las cuales usan el oxigeno como un
oxidante, y reducen el O2 en peroxido de hidrogeno
0 agua; y oxigenasas, las cuales incorporan dtomos
de oxigeno de la molécula de oxigeno al (los)
producto(s). Las monooxigenasas catalizan la incor-
poraciéon de un dtomo de oxigeno, mientras que las
dioxigenasas incorporan ambos dtomos de oxigeno
en el producto (Bugg, 2003).

La mayoria de las enzimas capaces de catalizar
la activacion del dioxigeno requieren un metal como
cofactor, el cual en la mayoria de los casos es hierro
ferroso (II) 6 férrico (III) (Bugg, 2003).

Mediante espectrofotometria de masas se con-
firmé la incorporacién de oxigeno y agua marcados
a los productos obtenidos de la divisién del caroteno
por la BCMO1 (Leuenberger, 2001). La division
central oxidativa fue estudiada en los diferentes
trabajos realizados por Lakshman y Okoh, 1993;
During, et al. (1996, 1999, 2001, 2004) Nagao et al.,
(2000) y Gong, et al., (2006). En la Figura 6 se expone
esta divisién central oxidativa (Bugg, 2003).
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Salida {

Eje de hélice
Figura 5.

Estructura cristalina de la BCMO2 de Synechocystis sp. Cargas positivas, negativas y residuos no polares estan

representados en azul, rojo y amarillo, respectivamente. El dtomo de hierro catalitico estd indicado por el
circulo rojo, el sustrato es de color negro/rojo. (a) el corte a través de la molécula aproximadamente a lo largo del
eje de las hélices, revelando un bolsillo que penetra desde el centro a lo largo del eje de las hélices hacia el
centro, donde se encuentra el hierro catalitico. Sin embargo, el corte muestra el tinel de unién del sustrato que
entra a la proteina desde el lado derecho, cambiando su direccién cerca del centro y el final del ttnel sale en la
parte superior izquierda. (b) Vista del substrato (3R)-3-hidroxi-8’-B-apo-carotenol en el corte de la enzima.

Tomado de Kloer, D. P. and G. E. Schulz. 2006 Structural and biological aspects of carotenoid cleavage. Cell. Mol. Life Sci.

63:2291.

La BCMO1 de pollo, humano y rata ha mostrado
tener la misma especificidad por el substrato para
diferentes carotenoides, mostrando actividad para p-
caroteno, B-criptoxantina, B-apo-4’-carotenal y f-
apo-8'-carotenal, pero no para B-apo-12’-carotenal,
luteina y zeaxantina (Grolier et al., 1997; Kim et al.,
2009; Lindqvist y Andersson, 2002) y licopeno
(Grolier et al., 1997; Lindqvist y Andersson, 2002;
Zariphen et al, 2006; Kim et al., 2009), lo cual sugiere:
a) al menos uno de los anillos B-ionona es
imperativo e insustituible para la ruptura central de
las moléculas en los enlaces dobles 15,15’; b) la masa
molecular del sustrato debe ser mas grande de 30
carbones, y c) la enzima se une al sustrato formando
un saco hidréfobico con el sitio activo al centro
(Grolier et al., 1997; Lindqvist and Andersson, 2002;
Kim et al., 2009).

La secuencia de aminoacidos de BCMO1 en
humano muestra que el 8% de aminoécidos hidro-
fobicos (triptéfano, tirosina y fenilalanina) son
conservados en la enzima y participan en la
formacion del saco hidréfobico de unién al substrato
(Lindgvist y Andersson, 2002). Una vez que se
alineé las secuencias de la BCMO1 de pollo,
humano, ratén, rata (Lindqvist y Andersson, 2002;
Morales et al., 2006), bovino y Drosophila melano-

gaster (Morales et al., 2006) se encontr6 seis cisternas
conservadas en el sitio activo hidréfobico (Lindqvist
y Andersson, 2002; Morales et al., 2006). Reciente-
mente se ha identificado que las tirosinas en las
posiciones Y25 e Y326 en la BCMOL de ratén, se fijan
en el doble enlace 15,15" del sustrato, estabilizando la
unién (Lietz et al., 2010)

En caso de suspender el abasto de B-caroteno
pero proveer acceso a otros carotenoides dietarios, la
BCMOIL seguiria produciendo vitamina A al utilizar
sustratos alternos, evitando la deficiencia vitaminica,
lo cual refleja la importancia de la enzima BCMO1
en el metabolismo celular.

Actividad de la enzima f-caroteno 15,15’

monoxigenasa en las diferentes especies animales

Para la caracterizaciéon de la enzima BCMO1, de
ratén, rata, pollo, hurén, conejo, cerdo y cuyo se ha
usado la fraccién sobrenadante a 100,000 x g o
precipitada con sulfato de amonio. La reaccién es
dependiente de oxigeno molecular y no requiere el
cofactor nicotinamida dinucleétido para la catalisis
(Lindgvist y Andersson, 2002). Se determiné que la
enzima es citosolica (von Lintig y Vogt, 2004; Wyss,
2004; Morales, 2006), sin dominios transmem-
branales o sitios potenciales para glicosilacién amino
terminal (Takitani ef al., 2006).

ISSN 1022-1301. 2012. Archivos Latinoamericanos de Produccién Animal. Vol. 20, Num. 3-4: 95-112



Importancia de la expresién y actividad de la B-caroteno 15, 15 103

También se determiné que la enzima requiere
hierro iénico como cofactor pero es inhibida por
agentes sulfhidrilo, quelantes de hierro (von Lintig y
Wyss, 2001; von Lintig y Vogt, 2004; Wyss, 2004) y
cianuro (Lindqvist y Andersson, 2002). Asimismo, la
enzima nativa tiene la habilidad de dividir el doble
enlace 15,15 de wuna variedad de carotenoides
ademds de PB-caroteno, incluyendo a-caroteno, B-
apocarotenoles y [-apocarotenales (Lindqvist y
Andersson, 2002).

Se ha determinado la constante de Michaelis-
Mentel (Km) promedio para la enzima nativa en las
especies antes mencionadas utilizando como sus-
trato al P-caroteno entre los limites de 1-10uM
(Goodman et al., 1967; Singh y Cama, 1974; Ershov et
al., 1993; Redmond et al, 2001; Lindqvist y
Andersson, 2002; von Lintig y Vogt, 2004; Poliakov
et al., 2005; Morales, 2006; Kim y Oh, 2009).

El pH 6ptimo para la reacciéon fue ligeramente
alcalino (7.8 a 8.2) (Lindqvist y Andersson, 2002; von
Lintig y Vogt, 2004; Morales, 2006), el Km de 2-
10uM y la velocidad maxima de 0.003 - 1.7 nmol de
retinal mg® h' a 37°C dependiendo de la especie
(ver Cuadro 2) (Goodman et al., 1967; Singh y Cama,

1974; Ershov et al., 1993; van Vliet et al., 1996;
Redmond et al., 2001; Poliakov et al., 2005; Morales,
2006; Kim y Oh, 2009). La funcién de esta enzima es
promovida por la presencia de tioles (Mora y
Shimada, 2001).

Kim y Oh (2010) compilaron los parametros
cinéticos de BCMO1 en diferentes especies, los
cuales se muestran en el Cuadro 2. La afinidad y la
maxima velocidad de la BCMOL1 para el B-caroteno
es elevada, lo que indica que el B-caroteno es el
substrato ideal para la enzima (Kim y Oh, 2010).

Lo expuesto anteriormente ilustra las diferentes
observaciones hechas en los estudios realizados con
la BCMO1 de las diversas especies animales,
ademas que la actividad y la eficiencia especifica
para la conversiéon de los carotenoides a vitamina
A. A este respecto, Mora (1998) encontré que en
bovinos la sintesis a partir de carotenoides en
vitamina A, es cinco veces menor a lo existente en
caprinos, y esto explicaria las diferencias en la
coloracién de su grasa. De igual forma, se ha
estimado que en humanos del 60 al 70% del B-
caroteno ingerido se convierte directamente a
retinal, mientras que el remanente se deposita

Cuadro 2. Parametros cinéticos de la BCMOI1 con diferentes carotenoides como sustrato

Substrato Especie fuente Kin (uM) Vinax Vinax/ Kin Referencia
(nmol mg min)
a-caroteno Bacteria marina 169 0.78 4.6 x10-3 Kim et al., 2009
Rata 6.2 4.3 x 10-5 6.9 x 10-6 Goodman et al., 1967
Pollo 370 9.4 2.5x102 Kim y Oh, 2009
B-caroteno Bacteria marina 37 45 1.2 Kim et al., 2009
Humano 7.1 10 1.4 Lindqvist y
Andersson, 2002
Ratéon 6.0 0.04 6.7 x 103 Redmond et al., 2001
Pollo 26 32 1.2 Kim y Oh, 2009
Rata 5.7 1.7 x103 6.7 x 103 Goodman et al., 1967
Conejo 67 0.05 7.5 x104 Ershov et al., 1993
Cuyo 9.5 0.06 6.3 x103 Singh y Cama, 1974
Drosophila 5.0 - - Von Lintig y Wyss,
melanogaster 2001
y-caroteno Bacteria marina 382 0.26 6.9 x 104 Kim et al., 2009
Pollo 690 9.2 1.3 x102 Kim y Oh, 2009
B-Criptoxantina Bacteria marina 29 10 0.34 Kim et al., 2009
Rata 6.7 1.8 x 104 2.69 x 105 Goodman et al., 1967
Humano 30 0.90 0.03 Lindqvist y
Andersson, 2002
Pollo 290 38 0.13 Kim y Oh, 2009
B-Apo-4’-carotenal Bacteria marina 147 7.9 5.4 x 102 Kim et al., 2009
Pollo 180 17 9.4 x 102 Kim y Oh, 2009
B-Apo-8’-carotenal Rata 8.5 1.8 x 104 21x105 Goodman et al., 1967
Pollo 190 21 0.11 Kim y Oh, 2009
B-Apo-10'-carotenal ~ Rata 9.2 1.4 x104 1.5x105 Goodman et al., 1967
B-Apo-12'-carotenal ~ Rata 7.7 2.1 x104 2.7 x105 Goodman et al., 1967

Adaptado de Kim y Oh. (2010).
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intacto en el higado y el tejido adiposo. Asi que la
enzima BCMO1 de bovino y humano tienen una
actividad similar, pigmentando la grasa de ambas
especies. En cerdos, la absorcién de B-caroteno es
limitada, siendo la tasa de conversion de este
compuesto a vitamina A de 40 a 1 en base a la
cantidad (100 mg kg™) en la dieta (Schweigert et al.,
2001). En roedores, el p-caroteno se divide
enteramente en retinal, por lo que no existe B-
caroteno en circulacién (Wyss, 2004).

La actividad de la BCMO1 (expresada en pmol
de retinal/mg de proteina por hora) varia mucho
entre especies. Seguin Morales (2006), es de 190 a
415 en cabras, de 6.3 a 14.9 en ratas y hasta 330 en
pollos, mientras Wyss et al., (2000) determinaron
una actividad de 2500 en esta ultima especie. La
diferencia encontrada en la actividad en la BCMO1
de pollo, puede ser debida al nivel de purificacién
alcanzada y de la cantidad de enzima presente en
cada experimento.

Puesto que adn no ha sido posible purificar
completamente la BCMOI1, se han realizado
mientras tanto experimentos con la BCMO2 para de
inicio, determinar por analogia la actividad de la
BCMOL1. Kloer et al. (2005), Kloer y Shultz (2006)
reportaron la estructura cristalina de la BCMO2 de
Synechocystis sp como modelo de las BCMO
formadoras de retinal. Esta enzima tiene siete
hélices . El punto central de la hélice es relativa-
mente plano y consiste en lazos cortos que conectan
a cada una de las hélices. En contraste, en la parte
superior de la hélice se extienden lazos con hélices
cortas formando un domo. El centro activo de la
BCMO?2 esta localizado cerca del eje de las hélices
en la parte superior. La caracteristica mas promi-
nente es un gran tinel por donde entra el sustrato
desde uno de los lados, en una direccion
perpendicular al eje de las hélices, pasando por el
sitio activo, donde se encuentra el hierro, saliendo
el (los) producto(s) paralelo al eje de las hélices
(modelo propuesto de la BCMO?2 en la Figura 5). El
modelo muestra al hierro unido a histidinas
reacomodadas en el eje de las siete hélices.
Tomando como base este modelo, Morales et al.,
(2006) determinaron que en el bovino existen
histidinas conservadas en las posiciones 172, 237,
308 y 513 en la secuencia de aminodcidos. Al
comparar las secuencias de aminoacidos de
Synechocystis 'y el bovino, se observan varios
residuos conservados en las tiras B que estan
asociadas a la transferencia del electrén durante la
catalisis. Las tiras B20, 24 y B28 tienen la mayoria
de las regiones conservadas entre especies, y
muestran un total de cuatro residuos de é&cido

glutamico conservados; en la B6 tiene un &cido
aspértico conservado en todas las especies excepto
en Synechocystis. Esta caracteristica estd presente en
la tira $32; y la f10 muestra un &cido aspartico
movido en una posicién en Synechocystis (Kloer et
al., 2005; Morales et al., 2006; Kloer y Schulz, 2006).
Estos hallazgos permiten especular que las
diferencias encontradas en la actividad enzimética
de la BCMO1 entre las especies se deben a las
diferencias en el sitio activo.

Lindqvist y Andersson (2007) en un analisis de
secuencias y alineamiento de la BCMO1 de
humano, ratén, rata y pollo, mostraron seis
cisteinas conservadas en el centro del sitio activo.

Debido a la naturaleza bioquimica de los
aminoacidos encontrados en el sitio activo, la uniéon
de sustrato se ve favorecida; ademas por la
naturaleza hidréfoba de la cisteina se fomenta la
carga electro-negativa y durante la catdlisis, la
presencia del nitrégeno de la histidina, es capaz de
captar el protén de la cisteina en el momento de la
unién al sustrato. Por lo que las mutaciones
cambian la forma, la carga eléctrica y la funcién del
sitio activo de la BCMOI1, siendo ésta la posible
razén de las diferencias de actividad de la BCMO1
entre las especies estudiadas hasta el momento.

En apoyo a la idea anterior, Lindqvist y
Anderson (2007), encontraron una mutacién en el
gen de la B-caroteno 15, 15" monoxigenasa llamada
T170M. Esta mutaciéon corresponde al reemplaza-
miento de una treonina conservada por una
metionina que disminuye la actividad de la enzima
del 90%. Aunque la funcién de la treonina atin no
esta clara, la sustitucion de este residuo hidrofilico
por el residuo de metionina hidrofébica cambia el
sitio activo y por lo tanto la actividad. Existe un
residuo histidina 172, uno de los cuatro coor-
dinados con el hierro del centro catalitico de la
enzima, que estabiliza el hidrogeno que esta unido
al residuo treonina 170, por lo que el cambio a un
residuo metionina en esta posicion desestabiliza la
unién o cambia de posicion el hierro ferrico (Fe3*),
comprometiendo la capacidad catalitica de la
enzima.

Metabolismo y funcién de los retinoides

Como se menciond anteriormente, los retinoides
son moléculas formadas de cuatro unidades isopre-
noides. En los afios recientes el término retinoide se
ha aplicado a los compuestos naturales con actividad
de vitamina A y sus analogos sintéticos, con o sin
actividad biolégica de retinol. La estructura quimica
de dos retinoides se observa en la Figura 6. Los tres
retinoides que se encuentran en la naturaleza (Mora,
1998) son:
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Figura 6. Formacién de vitamina A por la f-caroteno 15, 15 mono-oxigenasa.

Tomado de Bugg, T. D. H. 2003 Dioxygenase enzymes: catalytic mechanisms and chemical models. Tetrahedron

59, 7075-7101.

1) retinol, también denominado vitamina A,
axeroftol, axerol

2) retinaldehido, denominado también como
retinal, y

3) acido retinoico

La vitamina A preformada es consumida como
esteres de retinol, los cuales al llegar al intestino,
sufren hidroélisis y el retinol libre pasa a través de la
mucosa intestinal a los entericitos donde se reeste-
rifica con acidos grasos de cadena larga principal-
mente saturados por accion de la enzima lecitin-
retinol acil transferasa, la cual estd unida a la
membrana celular. El higado es el principal sitio de
almacenamiento de la vitamina A, con mas del 95%
del total de retinoides que se encuentran en forma
de esteres de retinol, predominantemente como
retinil palmitato y estearato, en todas las especies
hasta hora estudiadas como lo son pollo, rata,
ratén, cerdo, cabra, bovino, herbo, huron, y
humano (Mora, 1998).

El receptor de membrana Stra6 facilita la entrada
de vitamina A a la célula, lo cual permite definir los
tipos de célula con elevada especificidad. El
receptor Stra6 se expresa en altos niveles en la
barrera sangre/érgano y en diversos tipos celulares
durante el desarrollo y en los adultos; asi mismo, la
elevada expresion de Stra6 es sugestivo del
requerimiento de la intervencién de retinol (Gudas y
Wagner, 2011). Asi, los retinoides biolégicamente
activos generalmente se sintetizan localmente. EI
interrogante de cémo se regula esta sintesis, requiere
futura investigacién (Gudas y Wagner, 2011). Otro
topico importante en la investigacién del retinol, es
el transporte de la vitamina A de una célula a otra
que ocurre, al parecer en el desarrollo embrionario,
asi como entre células adyacentes. Aun no hay
suficiente informacién disponible acerca de si la
vitamina A se mueve entre las células, o si las
moléculas de sefializacién se elaboran en respuesta a
la vitamina A (Gudas y Wagner, 2011).
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Aun no estd claro si la vitamina A de origen
dietético puede influenciar fisiolégicamente el
balance energético y el almacenamiento de grasa en
el ratén (Lobo et al., 2010).

Investigadores como Chawla y Lazar (1994), Xue
et al. (1996) y Kawada ef al. (2000) citadas por
Brandenbourt y Hu (2005), mencionan que los
carotenoides provitamina A y la vitamina A en su
forma de é4cido retinoico todo trans inhiben potente-
mente la diferenciacién clonal de lineas celulares de
preadipocitos de cerdos.

Por otro lado, Garcfa-Rojas et al., (2010),
estudiaron el efecto de acidos grasos como acido
pristdnico y 4acido fitdnico, vitamina A (acido
retinoico todo trans y 9-cis) y carotenoides (B-
caroteno y luteina) en la expresiéon de PPARy y su
coactivador PGC-1a. durante la diferenciacién del
tejido adiposo bovino. Determinaron que el 4cido
fitinico y vitamina A (tanto acido retinoico todo
trans y 9-cis) fueron los mejores activadores de la
expresiéon de PPARy y que la combinacién de los
acidos retinoicos todo trans y 9-cis fue el mejor
activador de la expresiéon de PGC-1o.

Para la esterificacién de la vitamina A, hay una
proteina celular ligadora de retinol II (CRBPII, por
sus siglas en ingles), que se une al retinal recién

Q e

RXR

formado por la BCMOL1 y lo presenta a la proteina
lecitina retinol aciltransferasa que cataliza la sintesis
de ésteres de retinil para almacenar de esta forma la
vitamina A en el higado (MacDonald y Ong, 1988;
Boulanger ef al., 2003; Yamaguchi et al., 2007).

Es necesario que una vez formada la vitamina A,
ésta sea esterificada para su almacenamiento. Por
esto Boulanger et al. (2003) proponen un mecanismo
de induccién coordinada para la expresiéon de
CRBPII y BCMOI1, sehalando que ambas estdn
reguladas por los ligandos de PPAR, los que regulan
la expresion secuencial de ambas enzimas para
metabolizar el B-caroteno (Boulanger et al, 2003;
Poliakov et al., 2005). Esto es debido a que el promo-
tor del gen CRBPII tiene una secuencia especifica
reconocida por el heterodimero de receptor nuclear
de hormonas, RXR y PPAR (During et al., 1998) (ver
Figura 7).

Dentro del papel fisiolégico de la vitamina A se
encuentra la diferenciacion y el crecimiento celular,
la reproduccién y la visién (Lewis, et al., 1990). La
vitamina A (en su forma de acido retinoico) también
interviene en los mecanismos de defensa celular. A
este respecto los resultados del estudio de Pinos-
Lagos et al. (2011), muestran que la vitamina A
produce sefializacién simultanea con el desarrollo de

mRNA

proteina

A

RA

pCIP/p300

1 RARE - RNA polimerasa II

Figura7. Respuesta transcripcional al acido retinoico. Se muestran los factores de transcripcion, elementos de
respuesta, acido retinoico y RNA polimerasa; complejo que promueve la transcripcién de un gen.

Tomado de Gudas, L. J. and J. A. Wagner. 2011. Retinoids regulate stem cell differentiation. J. Cell. Physiol.

226:322.
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la inflamacién. También encontraron que los modelos
de vacunacion y el rechazo de injertos alogénicos (de
un individuo a otro perteneciente a la misma especie),
son seflalizados temporal y espacialmente (restringido
a la zona de inflamacién) por la vitamina A,
reclutando células inflamatorias, promoviendo
migracién y polaridad (Pino-Lagos ef al., 2011). Rhee
et al. (2011) encontraron que la vitamina A tiene
influencia sobre el proceso vascular de la
arterioesclerosis. Los modelos animales preclinicos y
estudios celulares permiten soportar este concepto.
Los retinoides muestran efectos complejos en la
proliferacién, crecimiento, diferenciacién y migracion
de células musculares lisas vasculares, incluyendo la
respuesta a la lesién y a la arterioesclerosis. Las
evidencias informadas por Rhee et al., (2011), sugieren
que los retinoides estan involucrados en la
calcificacién vascular y la funcién endotelial, por
ejemplo, por la modulacién de la via del 6xido nitrico.
Ademas, Rhee et al., (2011) establecieron efectos de los
retinoides en el metabolismo de los lipidos y la
adipogenesis lo que puede indirectamente influenciar
la inflamacién y la arterioesclerosis.

La accién de la vitamina A de estimular a las
células a la diferenciaciéon se estd siendo utilizando
para tratar pacientes con ciertos tipos de cancer como
el de la piel, neuroblastoma ¢ glioblastoma, entre
otros, al administrar terapia con vitamina A y luego
quimio y radioterapia, resultando en una mejora
significante y elevada sobrevivencia de los pacientes.
Con este antecedente el uso de la vitamina A en
células neoplésicas se ha procedido al estudio de los
inhibidores de desacetilasas de histonas, conducente a
una combinacién terapéutica para el tratamiento de
estos padecimientos (Gudas y Wagner, 2011). Asi
mismo se ha probado terapia antioxidante con
elevadas dosis de vitaminas (combinacién de las A, C
y E) en casos severos de pancreatitis. Esto se basa en
el hecho que estas tres vitaminas se oxidan retirando
del medio celular metabolitos oxidantes que de
manera natural se producen en la célula y que las
lesionan. Los resultados de un estudio mostraron que
esta terapia antioxidante no produjo beneficio
significativo en los pacientes que tenian pancreatitis
severa aguda (Bansal ef al., 2011). Con lo mostrado,
queda mucho por estudiar de las funciones de la
vitamina A en las diferentes células.

Regulacion de la expresion de la enzima f-
caroteno 15, 15" monoxigenasa

Dos subgrupos de la superfamilia de receptores
hormonales nucleares modulan las respuestas
celulares a la vitamina A, en su forma de &cido
retinoico: los RXR y los RAR. El acido desoxirri-
bonucleico (ADN) presenta una regién denominada

regiéon promotora de los elementos de respuesta del
acido retinoico (RARE) a la cual se unen los factores
de transcripcién (RAR y/o RXR) y el acido retinoico,
los cuales regulan la transcripcion de los genes blanco.
Estos factores de transcripcién, son altamente
expresados en tejido adiposo blanco y tejido adiposo
café o pardo. El 4cido retinoico auto-modula los
niveles de estado estacionario de sus receptores (tanto
RAR como RXR). En ratones silvestres, el contenido
de lipidos y el potencial termogénico se mostraron
dependientes de vitamina A (Ribot et al., 2001).

Boulanger et al. (2003) encontraron que los
factores transcripcionales relacionados con PPAR se
unen al sitio PPRE presente en el promotor de la
BCMOL1 y concluyeron que al menos PPARy se une
especificamente al elemento PPRE y que posible-
mente también PPARa o PPARB/S. Asi mismo,
Boulanger et al. (2003), mostraron que en las células
TC7 (células de carcinoma de colon humano, sub-
clones de las células Caco-2) existe, ademds del PPRE,
la secuencia AGGTCA A AGGTCA en el promotor de
la BCMO1 que no habia sido reportado con ante-
rioridad, el cual deriva del sitio de unién preferencial
para el heterodimero PPAR/RXR (GGGTCA A
AGGTCA), sugiriendo especificidad para la
heterodimerizaciéon u homodimerizacién (Boulanger
et al., 2003).

Asi mismo, la expresion génica de la enzima es
afectada por el estado nutricional. La actividad de
esta enzima es promovida por dietas que contienen
acidos grasos poli-insaturados en ratas deficientes en
cobre. En cambio es inhibida por suplementaciéon
con flavonoides en cerdos y por consumo de
vitamina A en ratas (acido retinoico todo trans pero
no acido retinoico 9-cis en higado; acido retinoico
todo trans y 9-cis en intestino delgado y testiculo)
(Takitani et al., 2006).

La actividad intestinal de la BCMOI1 es
promovida por la deficiencia de vitamina A mientras
que la suplementacién con B-caroteno disminuye la
actividad, previniendo asi el exceso de retinol; este
balance puede efectuarse a nivel de la conversiéon de
B-caroteno a retinal (Takitani et al., 2006).

Lobo et al. (2010) mostraron que el RNAm de la
BCMO1 y la expresién son inducidas durante la
adipogenesis en cultivo celular. También observaron
que el acido retinoico interfiere con la activacion
transcripcional de PPARy a través de la proteina de
unién (C/Ebpa), durante la conversiéon de preadi-
pocito a adipocito, posiblemente por competencia
por cofactores. Adicionalmente, la vitamina A ha sido
implicada en el incremento en la capacidad para el
metabolismo oxidativo y para inducir la lipélisis de
triacil glicéridos almacenados en adipocitos; estos
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efectos son explicados, al menos en parte, por la
activacion directa los receptores de dcido retinoico en
los genes blanco. La reduccion de la expresion de
PPARy dependiente de vitamina A (en su forma de
acido retinoico) y la induccién del metabolismo
oxidativo asi como la lipdlisis, resulta en la capacidad
reducida de almacenamiento de grasa en el adipocito
(Lobo et al., 2010). Consecuentemente, el aumento de
la concentraciéon de vitamina A (retinol superior a
5mM) inhibe la diferenciacién de los adipocitos y la
acumulacién de grasa dentro de adipocitos en cultivo
in vitro. Ademas, se prob6é que la adiposidad del
ganado bovino se incrementé con dietas de
finalizaciéon sin suplementaciéon de vitamina A,
mejorando el marmoleo y aumentando el contenido
de lipidos extraidos con éter (Pickworth et al., 2011).

En el intestino, la expresiéon del factor de
transcripcién especifico de intestino (del ingles ISX),
se observa en las criptas y permite la diferenciacién
y funcién celular, pero no es esencial para
proliferaciéon del epitelio intestinal; es activado por
vitamina A via RAR que se une al elemento de
respuesta de la vitamina A en su forma de &4cido
retinoico especifico (RARE) con el promotor ISX.
Una vez activado, ISX reprime el SR-Bl y la
expresion de BCMOYI, indicando que la vitamina A
es absorbida y producida en intestino bajo el control
de retroalimentaciéon negativa via induccién de la
expresion de ISX (Lietz et al., 2010).

Regulacion de la actividad de la enzima pf-
caroteno 15, 15" monoxigenasa

El B-caroteno es el precursor de la vitamina A,
pero la administracién de dosis elevadas de éste en
humanos no causa hipervitaminosis ni la conse-
cuente intoxicacién (como lo causaria la vitamina A),
por lo que se ha sugerido que la sintesis de vitamina
A por ruptura de B-caroteno debe ser regulada por
los niveles de esta vitamina en el organismo,
respondiendo a un sistema de retro-alimentaciéon
negativa (Morales, 2006; Lietz et al., 2010). Hay una
conversion mas efectiva del B-caroteno en ratas
alimentadas con bajas dosis dietética de vitamina A
comparada con aquellas que reciben altas dosis
(Lietz et al., 2010).

Por otro lado, el status de la vitamina A afecta la
absorcién de B-caroteno y es posiblemente el factor
mas importante que afecte la actividad de la BCMOL1.
A nivel intestinal se controla la absorcion de f-
caroteno y la produccién de vitamina A por un
mecanismo de retro-alimentaciéon (Allen, 1989; Lietz
et al., 2010).

Una adecuada ingestion de proteina de alta
calidad es crucial para la expresiéon de la proteina
BCMOL. Se ha demostrado que en ratas deficientes en

proteina, la actividad intestinal de la BCMO1 es baja,
en comparacion con aquellas alimentadas con
suficiente proteina. Ademads en ratas deficientes en
vitamina A, se demostré un aumento en actividad de
BCMOI1 por 2.8 veces después de recibir una dieta con
20% de proteina comparada con ratas que recibieron
solo 5%. Hurones que recibieron dietas con 40% de
proteina tuvieron niveles de vitamina A superiores en
higado, intestino y tejido adiposo en comparacion con
aquellos que fueron alimentados con 10% o 20% de
proteina (Lietz et al, 2010). Este es un -efecto
generalizado de una deficiencia de proteina.

En ensayos in vitro usando BCMOL intestinal de
rata, la conversién de provitamina A fue afectada por
la adiciéon de otros carotenoides diferentes al f-
caroteno. Por ejemplo, la adicién de luteina en com-
binaciéon con B-caroteno en una relacion de 3:1
(luteina/B-caroteno) ha mostrado disminucién en la
conversion de B-caroteno en retinal, sin embargo esto
no fue observado en otros estudios al adicionar
luteina desde 1:1 hasta 4:1 (luteina/p-caroteno) en la
incubacién. Contrariamente, la adicion de zeaxantina
(un isémero de luteina), inhibe la actividad de
BCMO1 en una relacion de 1:1 (zeaxantina/f-
caroteno). Adicién de o-caroteno también reduce la
producciéon de retinal hasta por 32%, ya que la
divisién de o-caroteno, resulta en una sola molécula
de todo-trans-retinal en vez de dos como cuando el
substrato es B-caroteno. Los posibles mecanismos de
interaccion entre los carotenoides que no son
provitamina A y la actividad de la BCMOL1 son: 1)
competencia del B-caroteno, cantaxantina, zeaxantina
y luteina para solubilizacién en la micelas mixtas y la
absorcion en el intestino; 2) la cantaxantina inhibe la
BCMOL1; 3) la cantaxantina inhibe una de las enzimas
involucradas en la conversion de retinal a esteres de
retinil, o 4) el catabolismo de la vitamina A (Lietz et
al., 2010).

Se ha visto que el apo-8-carotenal disminuye la
actividad de la BCMO1. M4és importante, apo-8-
carotenal fue capaz de hacer almacenar retinol sérico
en ratas con agotamiento de vitamina A, mientras
que cuando se administré apo-12'-carotenal se
alcanzoé solo el 50% de la concentracién normal de
retinol sérico, indicando que aquel es mejor
substrato para la BCMOL1 (Lietz et al., 2010).

Debido a que los vertebrados no pueden
sintetizar la vitamina A de novo, ésta s6lo se obtiene
de la ruptura oxidativa de los carotenoides
provitamina A dietéticos por accién de la BCMOL. Ya
que la vitamina A es necesaria para diversas
funciones celulares, como se ha descrito anterior-
mente, la BCMOT1 se convierte en un elemento celular
indispensable para la produccién animal.
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Se precisan mds estudios sobre la regulaciéon de la
actividad de la BCMO1 a nivel molecular en las
diferentes especies productoras de leche, carne, huevo
etc, para lograr la futura manipulaciéon de la
actividad de la enzima de tal forma que se
promuevan diferentes fases de la produccién animal.

Implicaciones en produccion animal

Los carotenoides dietéticos son importantes para
los animales en produccién ya que ademas de
impartir color a la piel, la yema de huevo y la grasa
corporal fortalecen la respuesta inmune, mejoran la
calidad del semen y de los embriones e incluso se han
propuesto como predictores del sistema de
alimentacién de donde provienen los animales. En el
caso de los bovinos la deposicién de B-caroteno,
proveniente de los forrajes, resulta detrimental para la
comercializaciéon de las canales (Simpson, 1983; Mora
y Shimada, 2001; OIE, 2003; Barrén-Gutiérrez et al.,
2004; Minguez et al., 2005).

Existen dos vias oxidativas principales para la
conversiéon de B-caroteno en apocarotenoides: a) la
ruptura central (BCMO1) que genera retinoides
(vitamina A), y b) la ruptura excéntrica (BCMO?2), que
forma B-apo-10"-carotenales y B-ionona. Las enzimas
BCMO1 y BCMO2 han sido detectadas en diferentes
tejidos.

Se sabe que existen diferencias en los amino-
acidos que constituyen el sitio activo en la BCMO1
entre humano, ratén, rata, pollo y bovino. Las muta-
ciones genéticas que producen el reemplazo de
aminodcidos en el sitio activo de la BCMOI1
disminuyen la actividad de la enzima hasta un 90%.
Posiblemente las diferencias de la actividad de la
BCMO1 entre las especies animales podrian ser
atribuidas a la posicién y naturaleza de los amino-
acidos en el sitio activo, ya sea por mutaciones o por
modificaciones postranscripcionales de la enzima
BCMOY1, lo que implicaria diferencias en la produc-
cién de vitamina A y en la acumulacién de f3-caroteno
en diferentes tejidos, de diferentes especies animales.

En el caso de la BCMO2 de bovinos y ovinos se
han detectado mutaciones relacionadas con el color de
la grasa subcutdnea y la concentracién de B-caroteno
en plasma sanguineo y leche; aun cuando faltan
investigaciones al respecto, éstas se podrian utilizar

como predictor del amarillamiento de la canal en estas
especies.

Respecto a la importancia de la BCMO1 en el
metabolismo, el promotor del gen de dicha enzima
tiene un elemento de respuesta para PPARs, por lo
que la expresion de BCMOL1 estd en parte regulada
por dichos factores de transcripciéon. Los PPARs
controlan la expresiéon de genes del metabolismo de
lipidos y la glucosa. PPARy B/& regulan la oxidacién
de los 4cidos grasos en musculo e higado y PPARYy es
fundamental para la diferenciacién de los adipocitos y
la lipogénesis en adipocitos maduros, por lo que juega
un papel en la diferenciacién y metabolismo del tejido
adiposo.

Por otro lado la BCMO1 es muy importante en el
metabolismo de la vitamina A y de su receptor (RAR),
con implicaciones para la diferenciacion celular, el
desarrollo embrionario, la diferenciacion de los
adipocitos y la deposicién de la grasa; el desacopla-
miento mitocondrial, el metabolismo oxidativo y la
expresion de adipocinas como la leptina, y la resistina,
lo que ejemplifica la importancia de esta enzima en
procesos metabolicos esenciales para la produccién de
huevo, leche y carne (Lobo et al., 2010).

Como ya se mencion6, el aumento en Ila
concentraciéon de vitamina A (5mM en forma de
retinol) en cultivo celular inhibe la diferenciacién de
los adipocitos y la acumulacién de grasa. De forma
contraria la adiposidad del ganado bovino se
incrementé con dietas de finalizacién sin suple-
mentacién de vitamina A, mejorando el marmoleo y
aumentando el contenido de lipidos extraidos con éter
(Pickworth et al., 2011).

Por todo lo anterior, seria conveniente por un
lado, continuar investigando sobre el impacto de esta
enzima en cada una de las especies productivas, asi
como en cada etapa de produccién, no sélo para
entenderlo desde el punto de vista bioquimico y
molecular sino también para incrementar o disminuir
su expresion o para seleccionar a aquellos animales
que presenten mayor actividad de BCMO1. Por otro
lado estdn por estudiar mejores y mds eficientes
formas de administracién de vitamina A en las
especies productivas, para aumentar rendimiento y
mejorar la calidad de los productos animales.
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