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INTRODUCCION

La regulacion del metabolismo de los acidos grasos (AG) se da, entre otros, a través de
cambios a nivel de trascripcion, procesado del mMRNA, estabilidad del mRNA o actividad de
varios factores de transcripcion. En este ultimo caso, como la familia peroxisome proliferator
activated receptor (PPAR) (Lee et al., 1995) y la sterol regulatory element binding proteins
(SREBP1) (Kim y Spiegelman, 1996). Estos factores de transcripcion regulan la expresiéon
de diversos enzimas clave dentro las rutas metabdlicas de los AG. En cerdos, el tejido
adiposo es el principal érgano de sintesis de los AG (O’Hea y Leveille, 1969), pero hasta el
momento sobre los efectos de los distintos AG de la dieta sobre la transcripciéon Unicamente
se han realizado estudios con cultivos celulares y cerdos destetados (Liu et al., 2005; Hsu et
al., 2004). En especies donde el higado es érgano primario de lipogénesis, los AG
insaturados son mas inhibitorios que los saturados, como es el caso de aves y roedores; en
especies donde el tejido adiposo es el 6rgano principal, los AG saturados podrian ser tan
potentes (0 mas) que los insaturados (Azain, 2004). Este estudio fue disefiado para estudiar
el efecto de la composicibn de AG de la dieta sobre la transcripcion de los genes
involucrados en el metabolismo de la grasa en el higado y tejido adiposo.

MATERIAL Y METODOS
Animales y dietas. 61 cerdas (Duroc &x Landrace Q) (62 +5 kg pv) fueron asignadas a uno
de los 7 tratamientos, con 8 animales por tratamiento, en 3 series de 3, 3 y 2 cerdas por
serie. Las siete dietas fueron formuladas de acuerdo a los requerimientos nutricionales de la
NRC (1998). Los tratamientos se asignaron de forma aleatoria por peso y camada. Las seis
dietas con un 10% de grasa fueron a base de cebada y soja, y la dieta semisintética se
formuld para contener un nivel muy bajo de grasa (Tabla1).
Las grasas utilizadas fueron: sebo, aceite de girasol alto-oleico, aceite de girasol, aceite de
linaza, mezcla (55% sebo, 35% aceite girasol, 10% aceite de linaza) y una mezcla con
aceite de pescado (40% aceite de pescado, 60% aceite de linaza). Para el estudio se
tomaron muestras durante el sacrificio del higado y grasa subcutanea del cuello que se
congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y posteriormente a -75°C.
Analisis. Las dietas se analizaron para determinar el contenido en materia seca (AOAC,
1990), proteina cruda (Dumas), energia (AOAC, 1990) y AG. Los AG se extrajeron segun
Folch et al. (1957) y se transmetilaron con BF3 i KOH en metanol, posteriormente se
cuantificaron por cromatografia de gases utilizando C19:0 como patrén interno (Tabla 2).
El mRNA se extrajo con TriReagent, y luego se adicioné BCP (Mol. Res. Cent., Cincinnati,
Ohio 45212, USA) para separar el RNA y posteriormente se precipité con isopropanol y
purifico con etanol. La sintesis del cDNA se realizé mediante la transcriptasa inversa
(Invitrogen, Taastrup, Denmark) siguiendo el protocolo del proveedor. EI cDNA fue
amplificado con TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Stockholm,
Sweden) utilizando primers especificos para cada gen, siendo el marcaje del producto
amplificado realizado mediante SYBR Green (SREBP-1y PPAR-a) o sondas marcadas con
carboxufluoresceina en el extremo 5 (ACACA, FASN, SCD, D6D y HPRT1). La HPRT1 se
utilizé como control endégeno (housekeeping gene). Para evaluar las cantidades de mRNA
se calculd el numero de ciclos (Ct) por el que la curva logaritmica cruzaba un valor umbral
calculado, y se utilizo para determinar un ACt (ACt=Ct gen — Ct housekeeping gene). Los
valores de ACt se analizaron por cada gen utilizando el procedimiento MIXED del SAS
(tratamiento y series de animals, efectos fijos; camada x series efecto aleatorio).

RESULTADOS Y DISCUSSION

Varios autores (Brown y Goldstein, 1997; Xu et al., 2001) sugieren que la SREBP1c regula
la expresion de diferentes genes lipogénicos. Experimentos in vivo con ratas (Xu et al,,
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2002) y también en cerdos (Hsu et al., 2004; Lui et al., 2005) han demostrado que el aceite
de pescado, rico en PUFAs de cadena larga, disminuye el contenido en mRNA de SREBP1.
Al igual que estos experimentos, los animales alimentados con aceite de pescado mostraron
los niveles mas bajos de SREBP1 mRNA (Tabla 3). Los contenidos en ACACA y SCD
mRNA (niveles bajos en la dieta que contiene aceite de pescado) muestran un
comportamiento parecido al de la SREBP1, sugiriendo una regulacion de estos SREBP1.

La regulacion de los contenidos en mRNA de los genes relacionados con la sintesis de AG
siguio una pauta diferente al higado. A diferencia del higado, los cerdos alimentados con la
dieta sin grasa presentaron una expresién mas alta de los genes involucrados en la sintesis
de estearico: acetil CoA carboxilasa 'y acido graso sintasa (ACACA y FASN) y también de un
gen involucrado en la desaturaciéon (Stearoil CoA desaturasa) (SCD). Estos resultados se
ajustan al incremento de la lipogénesis observado por Smith et al. (1996) en cerdos
alimentados con una dieta sin grasa comparado con cerdos alimentados con 10% de grasa.
A diferencia de lo observado en el higado, el contenido en mRNA de la SREBP no mostro
diferencias entre tratamientos, lo cual se corresponde con lo observado por Liu et al. (2005).
Los cerdos alimentados con sebo, dieta rica en AG saturados, presentd los niveles mas
bajos en ACACA y FASN mRNA, mientras que los cerdos alimentados con aceite de girasol
presento6 los valores mas altos. Otros autores (Smith ef al., 1996; Allee et al., 1971) también
han observado una reduccién en la lipogénesis en cerdos alimentados con dietas
enriquecidas con grasas saturadas comparando con dietas ricas en grasas insaturadas lo
cual podria ser relacionado con una menor digestibilidad de las grasas saturadas; en
nuestro caso esta posible interferencia se resolvié fijando la cantidad de grasa de las la
dietas en funcion de su digestibilidad (Duran-Montgé et al., 2007). PPAR-a no mostré ningun
cambio en los contenidos de mRNA por el tipo de dieta, tanto en tejido adiposo como en
higado.

Los resultados demuestran que la composicion de la grasa de la dieta modifica la expresion
de genes relacionados con la lipogénesis, tanto en higado como en tejido adiposo. El tejido
adiposo es el principal 6rgano de sintesis de AG en el cerdo y nuestros resultados sugieren
que los efectos del tipo de grasa de la dieta en el higado son distintos. Los AG saturados,
comparados con otras fuentes de grasa, reducen la expresion de la FASN, ACACA y la SCD
en el tejido adiposo.

Tabla 1. Composicién de la dieta

Sin Grasa Sebo  Girasol Aceite Aceite Mezcla  Aceite

alto-oleico  Girasol Linaza Pescado
Formulacion de la dieta (%)
Almidén de trigo 70.0
Aislado de proteina de soja 14.0
Pulpa de remolacha 10.1
Melaza 4
Cebada 62.5 64.2 63.7 64.1 63.8 63.7
Soja 44% 241 23.7 23.8 23.7 23.8 23.8
Sebo 10.97 5.45
Aceite de girasol alto-oleico 9.58
Aceite de girasol 9.97 3.47
Aceite de linaza 9.68 0.99 5.80
Aceite de pescado 3.87
Carbonato caélcico 1.08 1.6 1.61 1.61 1.61 1.61 1.91
Complejo vitaminico/mineral® 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4
Fosfato dicélcico 0.2 0.28 0.27 0.27 0.27 0.27 0.27
Cloruro sodico 0.15 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22 0.22
L-lisina- HCI 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02
DL- metionina 0.04
Nutrientes y energia
Materia seca (%) 88.8 90.5 90.4 90.4 90.4 90.4 90.4
Proteina cruda (Nx6.25) (%) 141 15.6 15.1 15.5 15.9 15.8 16.1
Proteina cruda digerida (%)° 11.1 11.8 11.4 11.7 11.6 11.3 11.6
EB® (Kcal Kg-1) 3.56 4.47 4.50 4.54 4.46 4.54 4.46
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@ Corrector vitaminico-mineral por kg de pienso: Vitamina A: 5000 Ul; Vitamina Ds: 1000 Ul; Vitamina E: 15 mg; Vitamina B4: 1,3
mg; Vitamina B: 3,5 mg; Vitamina B12: 0.025 mg; Vitamina Be: 1,5 mg; Pantotenato calcico: 10 mg; Acido nicotinico: 15 mg;
Biotina: 0,1 mg; Acido folico: 0,6 mg; Vitamina Ks: 2 mg; Fe: 80 mg; Cu: 6 mg; Co: 0,75 mg; Zn: 60 mg; Mn: 30 mg; I: 0,75 mg;
Se: 0,10 mg; Etoxiquin: 150 mg.

°Proteina bruta digerida fué obtenida de un experimento de digestibilidad fecal de proteina (Duran-Montgé et al. in press 2007)
¢ EB=Energia bruta

Tabla 2. Contenido en acidos grasos (mg g-1 dieta)

Sin Grasa  Sebo Girasol Aceite Aceite Mezcla Aceite
alto-oleico  Girasol Linaza Pescado
C16:0 0.48 28.70 7.87 11.22 8.21 19.96 12.95
C16:1 0.00 2.37 0.19 0.11 0.08 1.35 1.81
C18:0 0.14 22.85 4.25 5.56 3.64 12.79 4.07
C18:1(n-9) 0.56 34.76 86.78 32.52 20.74 29.53 18.99
C18:2(n-6) 1.38 14.20 21.50 73.28 26.18 26.04 21.49
C18:3(n-3) 0.18 1.90 1.29 1.26 47.10 18.94 31.20
C20:5 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 3.88
C22:6 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.04 12.30
Suma de AG 29 116.8 125.6 128.0 108.1 115.4 114.7

AG: Acidos grasos,

Tabla 3. Efecto de la dieta sobre el contenido relativo de mRNA de genes relacionados con
el metabolismo lipidico en higado y tejido adiposo (mg g-1muestra)*

Sin Grasa  Sebo Girasol Aceite Aceite Mezcla Aceite P
alto-oleico  Girasol Linaza Pescado

Higado
ACACA 1.0™ 1.00%° 1.49° 1.16% 1.07* 1.03% 0.85° 0.014
FASN 1.0 0.72 1.15 1.20 0.69 0.87 0.49 0.25
SREBP1 1.0° 1.31%° 2.06° 1.52%°  1.46™°  1.09° 0.61° 0.0002
PPAR 1.0 1.06 1.03 0.88 1.06 0.91 0.86 0.86
ScD 1.0 1.56™ 2.89° 2.22% 1.80%°  1.16™ 0.64° 0.0004
D6D 1.0 1.52 1.52 2.00 1.04 0.95 0.70 0.11
Tejido adiposo
ACACA 1.0° 0.65 0.66 0.84% 0.84%° 075  0.69°  0.0049
FASN 1.0 0.30° 0.39°  0.53° 0.33% 0.38"¢ 042  <0.0001
SREBP1 1.0 0.83 0.94 0.93 0.91 1.08 0.85 0.70
PPAR 1.0 1.08 1.16 113 1.01 0.94 0.96 0.79
scD 1.0° 0.43° 0.41%° 0.54° 0.22° 0.43° 0.38" 0.0031
D6D 1.0 117 1.28 1.15 1.20 0.96 1.04 0.86

*El contenido en mRNA es relativo al contenido de la dieta Sin Grasa.

Acetil CoA carboxilasa a (ACACA), Acido Graso sintasa (FASN), sterol regulatory element binding protein-1 (SREBP1),
peroxisome proliferator activated receptor o (PPAR-a), estearoil CoA desaturasa (SCD), A6-desaturasa (D6D), HPRT1:
Hipoxantina fosforibosiltransferasa
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