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INTRODUCCION

La vitamina A (vit A) es un retinoide natural cuya implicacion en la regulacion
transcripcional de numerosos genes ha sido ampliamente estudiada y demostrada
(Balmer y Blomhoff, 2002). Hay muchos trabajos realizados en humano y ratén en los
que se valora su influencia en procesos fisiolégicos muy importantes desde el punto de
vista biomédico. También se ha estudiado el efecto de la vit A en especies ganaderas
como ovino, vacuno o porcino (Daniel et al., 2004, Siebert et al., 2006, Olivares et al.,
2011). Esto es debido a su influencia sobre la adipogénesis, fenémeno muy importante
en el ambito de la produccion animal, ya que su alteracion puede afectar a la calidad
de la canal y de la carne. De hecho, la restriccién de vit A en la dieta se ha propuesto
como una posible herramienta para mejorar la calidad de la carne.

El objetivo de este estudio es comprobar el efecto de la restriccién de vit A en la dieta
de cerdos ibéricos sobre la expresion de un panel de genes candidato relacionados
con la funcién de la vit A en relacion a la adipogénesis, en tejidos adiposo y hepatico.
Los genes se han elegido por su importancia en procesos relacionados con el
metabolismo y funcién de la vit A, tales como su activacién y almacenamiento
(ADH1C, ALDH1A1y LRAT), su transporte y sefalizacion (RBP4, CRABPIly FABP5),
asi como en el control transcripcional de la adipogénesis (PPARy, SREBP1C, RARa y
RXRy) y el control de la lipogénesis y el metabolismo lipidico (FASN, ELOVL6, MET,
ACACA, ACSL4, SCD, ACOX1, INSR, IGF1y LEP)

MATERIAL Y METODOS
Animales y toma de muestras: Se emplearon 40 machos castrados ibéricos, de
estirpe Torbiscal, nacidos en el CIA “Dehesén del Encinar”. A los 2 meses de edad, se
establecieron dos grupos experimentales, control (C, n=20) y restringidos (R, n=20),
que consumieron el mismo pienso que el grupo control, pero sin aporte de vit A en el
corrector. Los animales se pesaron quincenalmente y recibieron el tratamiento hasta
su sacrificio. Veinte animales (10C y 10R) se sacrificaron con 100 kg de peso vivo y
los otros 20 con 160 kg de peso. Tras el sacrificio, se recogieron muestras de higado,
musculo longissimus dorsi y tocino dorsal, a nivel de la Ultima costilla, para el andlisis
de acidos grasos (AG) (-20°C) y para el estudio de expresion (-80°C).Se registro el
peso de la canal, el espesor del tocino dorsal y el peso de piezas nobles.
Estudio de expresidn génica: Se extrajo ARN total con el sistema Ribopure (Ambion)
en muestras de grasa dorsal (capa interna) y de higado. Se disefaron parejas de
cebadores a partir de las secuencias disponibles de ARNm porcino. La cuantificacion
se llevé a cabo mediante qPCR con SYBR Green (Roche) en un equipo Lightcycler
480 (Roche). Se utilizaron los genes GAPDH y TBP como enddgenos para la
normalizacion.
Analisis estadistico: El andlisis de la expresién génica se llevé a cabo mediante un
modelo lineal mixto en el que se incluye dieta x gen como efecto fijo y como aleatorios
los efectos de la camada y el animal, especificos para cada gen (diana y referencia); y
el efecto muestra, comin a todos los genes (Steibel et al., 2009). Los efectos de la
dieta sobre los genes fueron estimados mediante los correspondientes contrastes.

RESULTADOS Y DISCUSION

El tratamiento aplicado no produjo ningln efecto significativo sobre el crecimiento o
engrasamiento de los animales. Sin embargo, la restriccién de vit A afecto al perfil de
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AG de la grasa dorsal e intramuscular, incrementando la proporcion de AG
monoinsaturados.

La expresion de los 20 genes candidato seleccionados pudo cuantificarse eficazmente
en ambos tejidos, excepto LEP en higado y LRAT en grasa, que no pudieron ser
analizados por su escasa expresion.

En la grasa dorsal, los genes SCD y CRABPII presentaron mayor expresion en el
grupo R (p<0,05). La enzima SCD (stearoyl-CoA desaturase o A-9 desaturasa) esta
relacionada con la desaturacion de AG, y su expresion diferencial explica las
diferencias fenotipicas encontradas en estos animales en cuanto al grado de
saturacién de la grasa dorsal e intramuscular, comentadas en otra comunicaciéon. El
CRABPII (cellular retinoic acid binding protein 2), es una proteina coactivadora del
acido retinoico (AR), que favorece el transporte del AR al nlcleo y su unién al receptor
nuclear RARa (retinoic acid receptor alpha) favoreciendo sus efectos transcripcionales
de inhibicion de la diferenciacion de células grasas. Esta proteina se expresa en
preadipocitos, pero no en adipocitos maduros (Berry et al., 2010). Por otro lado, la
mayor expresion de CRABPII en el grupo R podria ser un mecanismo encaminado a
favorecer la correcta sefalizacion del escaso AR disponible en este grupo (Budhu y
Noy, 2002).

Por el contrario, el gen RXRg presenta menor expresion en el grupo R (p<0,0005), y
el gen INSR muestra una tendencia similar (p=0,053). El gen RXRg (retinoid X
receptor, gamma) codifica para un receptor nuclear que interviene en el mecanismo de
accion de AR, favoreciendo su efecto antiadipogénico (Bonet et al., 2003). Esto se
refleja en los resultados fenotipicos en los que, a pesar de no existir diferencias en
cuanto al espesor de tocino dorsal entre tratamientos, si se observa una correlacion
negativa (-0.683) entre dicho parametro y la expresion de RXRg (p<0.001). El gen
INSR (insulin receptor) codifica para el receptor que media la accién de la insulina,
muy relacionada con el metabolismo de la glucosa y de los lipidos. Al contrario de lo
que ocurria con el gen CRABPII, la expresion del INSR en preadipocitos es muy
escasa y aumenta segun las células van completando su proceso de diferenciacion a
adipocitos (Hausman et al., 2009). Los resultados obtenidos para estos dos genes son
por tanto concordantes y sugieren una mayor proporcioén de adipocitos maduros en el
grupo C y mayor proporcion de preadipocitos en el grupo R, lo que se puede asociar a
una adipogénesis mas activa, con una continua diferenciacion de células madre a
preadipocitos (Hausman et al., 2009).

En cuanto al andlisis de expresion realizado en el higado, observamos un efecto
positivo de la restriccion de vit A sobre la expresion de los genes IGF1 y ACSL4
(p<0,05), asi como un valor proximo a la significacion en el caso de ACOX1 (p=0,059).
IGF1 (insulin-like growth factor 1) codifica una proteina similar a la insulina en
estructura y funcién, con un papel importante en la estimulacion de la proliferacion y
diferenciacion de preadipocitos (Hausman et al., 2009), de modo que su mayor
expresion en el grupo R podria favorecer la adipogénesis y el engrasamiento. Las
enzimas ACSL4 (acyl-CoA synthetase long-chain family member 4) y ACOX1 (acyl-
CoA oxidase 1, palmitoyl) catalizan distintas reacciones de sintesis lipidica y/o (-
oxidacién de AG, por lo que su mayor expresion en el grupo R indicaria un
metabolismo de AG mas activo.

En el caso de los genes LRAT y ADH1C, que codifican enzimas relacionadas con el
metabolismo del retinol, el efecto de la restriccion sobre su expresién en higado fue
negativo (p<0,05). LRAT (lecithin retinol acyltransferase) cataliza la esterificacion de
AR a retinil éster, la forma en la que se almacena. En cuanto a ADH1C (alcohol
dehydrogenase 1C), es la enzima responsable de la oxidacién del retinol a
retinaldheido para su activacion. La menor expresion de ambas enzimas en el grupo R
es coherente con la falta de sustrato.

Los resultados obtenidos muestran efectos relativamente modestos de la restriccion de
vit A sobre la expresion génica, pero concordantes con una adaptacién de ambos
tejidos a la falta de retinol y con la hipotesis de estimulacién de la adipogénesis y el
metabolismo lipidico en animales sometidos a dicha restriccion
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Figuras 1 y 2: Cambio de expresion (fold change) de los genes estudiados en grasa
(1) e higado (2) del grupo control frente al restringido. Valores superiores a 1 indican
mayor expresion del gen en el grupo C.

DIETARY VITAMIN A MODIFIES THE EXPRESSION OF GENES INVOLVED IN
METABOLIC REGULATION AND CELL DIFFERENTIATION IN PIGS.

ABSTRACT: Vitamin A (vit A) is a key regulator of gene expression, influencing
adipogenesis and lipogenesis in animal tissues. We studied the effect of dietary vit A
restriction on the expression of candidate genes for adipogenesis, lipogenesis and vit A
metabolism in porcine tissues. Forty Torbiscal pigs were given a standard or a vit A
restricted diet from two months of age until sacrifice at 100 and 160kg LW. Vitamin A
restriction modified the expression of three genes in adipose tissue (SCD and CRABPII
were upregulated and RXRg was downregulated). In liver, IGF1 and ACSL4 were
upregulated and LRAT and ACOXT1 were downregulated. The results show coherent
effects of the diet on retinol metabolism and agree with the potential relationship of vit
A restriction with adipogenesis and lipid metabolism.
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