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INTRODUCCION
La betaina y el &cido linoleico conjugado (CLA) tienen el potencial de alterar el crecimiento y
la composicion corporal en cerdos (Fernandez-Figares et al., 2002, 2008). Sin embargo, los
posibles mecanismos mediante los que la betaina y el CLA actian sobre el crecimiento del
animal y la composicion de la canal son todavia desconocidos. Ademas, se sabe
relativamente poco sobre cémo la betaina y el CLA afectan al metabolismo hepatico.

MATERIAL Y METODOS

Los hepatocitos se aislaron de cinco cerdos Ibéricos puros (17-22 kg PV). Se alimentaron de
forma restringida (85% ad libitum) hasta el dia antes del aislamiento de las células. Tras el
sacrificio, a partir del I6bulo lateral izquierdo del higado se aislaron los hepatocitos
(Fernandez-Figares et al., 2004). Los hepatocitos se sembraron (4,5 x 10°) en matraces T-
25 permeables al aire (Fernandez-Figares et al., 2012). Tras un periodo de adhesion de 3 h,
los matraces fueron lavados dos veces con suero salino tamponado con HEPES y a
continuacion se afiadié el medio basal suplementado con 5% de suero fetal bovino. Al dia
siguiente, los matraces se lavaron dos veces con suero salino tamponado con HEPES vy el
medio se sustituyd por medio basal sin suero, suplementado con dexametasona (1 nM),
dimetil sulféxido (0,1 mg/l), L-carnitina (1 mM), Na,SeO; (100 nM), insulina (1 y 100 ng/ml),
glucagén (1y 100 ng/ml) y ¢9,t11-C18:2 (c9,t11-CLA; 0 0 100 uM) o t10,c12-C18:2 (110,c12-
CLA; 0 0 100 pM) o c9,c12-C18:2 (LA, 0 o 100 uM) y betaina (0 o 1 mM), cultivandose
durante 24 h. Se usaron tres matraces para cada condicion de cultivo.

Para su adicion al medio, los acidos grasos se acomplejaron con albumina siendo la relacién
molar &cido graso/albumina menor de 3. Las células se cultivaron durante 24 h con distintos
niveles de insulina y glucagén y los isomeros individuales del CLA o del &cido linoleico (LA)
adicionando o no betaina. Transcurrido este tiempo se recogié el medio de cultivo en el que
se determin6 enzimaticamente colesterol, triglicéridos, urea y lactato utilizando un analizador
de parametros bioquimicos Cobas Integra 400. Las células se recogieron para determinar la
proteina en los homogeneizados mediante el procedimiento de Lowry. Todos los datos
fueron normalizados con el contenido en proteina del cultivo.

Los datos se analizaron con el modelo mixto del SAS usando el cerdo como factor al azar.
El diseno fue de bloques al azar en el que los cerdos eran los bloques.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 1. En vertebrados, la mayor parte del
colesterol es sintetizado en el higado, siendo una pequefia parte incorporada en las
membranas de los hepatocitos y el resto exportado. Ni el tipo de acido graso ni la betaina
tuvieron efecto (P>0,10) sobre la sintesis de colesterol en nuestros experimentos. Sin
embargo, en cerdos Ibéricos alimentados con dietas suplementadas con CLA, el colesterol
sérico total aumenté (Fernandez-Figares et al., 2012) aunque la betaina no tuvo efecto
alguno. En la linea celular HepG2 , t10,c12-CLA y ¢9,t11-CLA aumentaron el colesterol libre
en las células respecto al control sin acidos grasos afiadidos (Viswanadha et al., 2008).

No encontramos un efecto del tipo de acido graso sobre la exportacién de triglicéridos
hepéatica (P>0,10). Conde-Aguilera et al. (2012) tampoco encontraron un efecto medible de
una mezcla de isémeros del CLA sobre el contenido de triglicéridos en hepatocitos porcinos,
contrariamente al aumento de los mismos producido por el t10,c12-CLA en hepatocitos
bovinos (Mashek y Grummer, 2004). In vivo, sin embargo, los triglicéridos séricos
aumentaron en cerdos Ibéricos alimentados con dietas suplementadas con CLA (Fernandez-
Figares et al., 2012), sin efecto significativo en cerdos alimentados con betaina. La betaina
produjo una disminucién (27%, P<0,001) de la exportacién de triglicéridos en higado
independientemente del acido graso presente.
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El lactato es un precursor de la glucosa via gluconeogénesis, produciéndose a partir del
lactato en la fermentacion anaerobia de la glucosa. Aunque la betaina no afect6 a la sintesis
de lactato, ambos isémeros del CLA disminuyeron (15%, P<0,001) la misma. Esto es
compatible con la disminucién de la gluconeogénesis en hepatocitos porcinos cultivados con
una mezcla de isémeros del CLA (Conde-Aguilera et al., 2012) pero contrasta con la falta de
efecto del CLA en la gluconeogénesis en hepatocitos bovinos (Mashek y Grummer, 2004) y
con el aumento de glucosa metabolizada hasta lactato en hepatocitos de rata (Pérez-Matute
et al., 2007).

El higado es el principal 6rgano encargado del catabolismo nitrogenado, sintetizando urea a
partir del amonio producido. La adicién de betaina produjo un efecto inhibidor de la
produccion basal de urea (11%, P<0,01) al igual que los &cidos grasos c9,t11-CLA vy
t10,c12-CLA (10 y 19%, respectivamente; P<0,01). Este efecto también se encontrd en
cerdos Ibéricos alimentados con dietas suplementadas con betaina y/o CLA, observandose
una menor cantidad de urea sérica que en el grupo control (Fernandez-Figares et al., 2012).
Parece producirse un efecto beneficioso tanto del CLA como de la betaina sobre el
metabolismo de los aminoacidos presentes en el medio.

Nuestras observaciones muestran que la betaina y el CLA tienen un impacto a nivel
hepatico en el metabolismo proteico y energético del cerdo. Asi, la betaina disminuy6 la
sintesis de triglicéridos hepaticos y la produccién basal de urea, y el CLA el uso anaerébico
de la glucosa y la produccién basal de urea. Una menor produccién de urea puede ser
debido a un uso mas eficiente de la proteina, y una menor produccién de lactato es
compatible con una mayor sensibilidad a la insulina. Es necesario un mejor conocimiento de
los mecanismos de accién de la betaina y el CLA para hacer un uso racional de los mismos
en nutricion animal.
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Tabla 1. Produccion de colesterol, triglicéridos, lactato y urea en el medio de hepatocitos
porcinos cultivados en presencia de acidos grasos -acido linoleico (LA) o acido linoleico
conjugado (CLA)-, distintos niveles de insulina y glucagon, y betaina.

Colesterol Triglicéridos Lactato Urea

umol/mg prot pg/mg prot mmol/mg prot  pg/mg prot
LA 582 6607 2,428 1292
LA+Betaina 552 470° 2,272 115°
CLA9,11 512 6502 2,12% 115P
CLA9,11+Betaina 502 490° 2,13 113°
CLA10,12 572 640° 1,99 104°
CLA10,12+Betaina 492 455° 2,07 112°
Error estandar 4,0 14 0,055 4.3

a9Para las comparaciones realizadas, valores dentro de la misma columna con distinto
superindice son significativamente diferentes (P<0,05).

EFFECT OF BETAINE AND CLA ON METABOLISM OF PORCINE HEPATOCYTES

ABSTRACT: Betaine and CLA have the potential to improve growth parameters and reduce
body fat in pigs. To determine possible mechanisms of action that might explain their nutrient
partitioning effect, hepatocytes were isolated from piglets (n=5; 20 kg BW) by collagenase
perfusion and seeded into T-25 flasks. Monolayers were established in medium containing
fetal bovine serum for 1 d and switched to a serum-free medium for the remainder of the
culture period. Hepatocytes were maintained in William’s E amended with 3-mercaptoethanol
(0.1 mM), antibiotics (gentamicin, penicillin, streptomycin and amphotericin-B), DMSO (0.1
mg/L), dexamethasone (107° M), insulin (1 and 100 ng/mL), glucagon (0 and 100 ng/mL),
betaine (0 and 1 mM) and albumin (bound fatty acids (c9,t11-C18:2, t110,c12-C18:2 or
¢9,c12-C18:2; 0 and 100 uM)) for 24 h. Media was collected for cholesterol, triglycerides,
lactate and urea determination and cells harvested for protein analysis. CLA addition
decreased lactate and urea production (15%, 0.001<P<0.01) with no effect on cholesterol
and triglycerides production (P>0.10). Similarly, betaine decreased urea production (11%,
P<0.01) and triglycerides concentration in the media (27%, P<0.001). These results indicate
that betaine and CLA have a beneficial effect in the pig liver decreasing triglyceride export,
lowering lactate production and improving amino acid utilization.
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