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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue comparar variables endocrinas y metabdlicas entre
cerdos Pelon Mexicano (CPM) y cerdos Landrace-Yorkshire (CLY) con la finalidad
de establecer si, el CPM es un modelo adecuado para el estudio de la obesidad.
Doce CPM y catorce CLY fueron evaluados desde el primer mes hasta los nueve
meses de edad. Se midieron concentraciones séricas de colesterol total (CT),
lipoproteinas de alta (HDL) y baja densidad (LDL), triglicéridos (TG), acidos grasos
libres (AGL), glucosa, leptina, insulina y hormona del crecimiento (HC). Se evalud
el consumo de alimento (CA), el peso corporal, y el espesor de grasa dorsal
(EGD). EI nivel de expresion génica del RNAm de la leptina, el receptor de la
leptina (Lep-R), la adiponectina y el receptor activado por proliferadores de
peroxisomas-gama (PPAR-y) se determind mediante PCR-TR. Los CPM tuvieron
una mayor deposicién de grasa dorsal (P<0.01) y mayores concentraciones de
insulina, leptina, AGL, CT, LDL, y TG (P<0.05). Las concentraciones de glucosay
HC no mostraron diferencias entre genotipos (P>0.05). Los CPM tuvieron un
mayor numero de copias del RNAm de la adiponectina (T=18; n;=3; ny,=4;
P<0.05), la leptina (T=17; n;=3; n,=4; P<0.05), y el receptor de la leptina (T=18;
ni1=3; ny,=4; P<0.05), pero no existieron diferencias para el PPAR-y (T=15; n;=3;
n,=4; P>0.05). En base a la hiperinsulinemia observada en los CPM, lo cual es
sugestivo de resistencia a la insulina, aunado a las altas concentraciones de AGL,
CT, LDL, TG y el aparente genotipo ahorrativo observado en este tipo de cerdo,
se concluye que el CPM puede ser un modelo adecuado para el estudio de la

obesidad y dislipidemias en seres humanos.

Palabras claves: Cerdo Pel6n Mexicano; obesidad; resistencia a la insulina;

diabetes; dislipidemias.



ABSTRACT

The objective of this study was to compare endocrine and metabolic variables in
Mexican Hairless pigs (MHP) and Landrace-Yorkshire pigs, to establish whether
the MHP is potentially a model for the study of human obesity and related
metabolic disorders. Twelve MHP and fourteen LYP were evaluated from one to
nine months of age. Serum concentrations of total cholesterol (TC), triglycerides,
(TG), high-density lipoproteins (HDL), low-density lipoproteins (LDL), glucose, free
fatty acids (FFA), growth hormone, leptin, and insulin were determined. Feed
intake, body weight and back fat thickness were monitored at bi-weekly intervals.
Gene expression from leptin, leptin receptor, adiponectina, and peroxisome
proliferator activated receptor gamma (PPAR-y) was measured by real time PCR.
The MHP partitioned more energy to back fat than the LYP (P<0.01), and had
higher fasting serum concentrations of insulin, leptin, FFA, TC, LDL, and TG for
the majority of the study period (P<0.05). Fasting glucose and growth hormone
concentrations did not differ between genotypes (P>0.05). Based on the higher
fasting insulin concentration indicative of insulin resistance, the higher FFA,
cholesterol concentrations, the LDL, triglyceride dyslipidemias, and the apparent
thrifty genotype, we conclude that the Mexican hairless pig can be used as a

suitable model to study human obesity, and the associated dyslipidemias.

Key Words: Mexican hairless pig; obesity; insulin resistance; diabetes;

dyslipidemia.
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Capitulo 1 Introduccion

1.1 INTRODUCION

Los cerdos Pelon Mexicano son poblaciones locales que se derivaron a partir de
los cerdos que fueron introducidos al pais después de la conquista (Flores, 1970).
Tienen una alta tendencia a depositar grandes cantidades de grasa corporal
(Cardenas, 1966; Lopez et al., 1999) y bajo programas de alimentacion adecuada
desarrollan obesidad. Esta caracteristica, los coloca como posibles modelos de
estudio de la obesidad humana, la cual es un problema de salud publica que se
estd incrementando de manera constante y rapida en todo el mundo (Friedman,
2000).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la obesidad como un exceso
de tejido adiposo corporal, resultado de un desbalance entre el consumo y el
gasto energético (WHO, 1995; WHO, 1997), y por su elevada prevalencia es
considerada como una “epidemia mundial” (WHO, 1988). La obesidad tiene un
componente genético, el cual estd influenciado por factores medio ambientales

gue no pueden ser separados facilmente (Farrilol et al., 2001).

El conocimiento de las bases moleculares de la obesidad ha progresado por el
empleo de modelos murinos que presentan obesidad de origen monogénico
(Leibel et al.,, 1997; Robinson et al., 2000). No obstante, los roedores son
modelos inapropiados para evaluar el curso de diferentes enfermedades que
afectan a los seres humanos; debido a que su fisiologia, anatomia y tiempo de
vida difiere significativamente del observado en seres humanos (Kues y Niemann,
2004). Por lo anterior, el uso del cerdo en biomedicina se ha incrementado en las
Ultimas décadas por sus similitudes anatoémicas y fisiolégicas con el ser humano
(Bhathena et al., 1996).



Introduccién

El cerdo Pelon Mexicano es un recurso genético que no ha sido ampliamente
estudiado, por lo que el objetivo de esta tesis fue caracterizar algunos de los
factores genéticos, moleculares, y fisiol6gicos que participan en el desarrollo de la
adiposidad de este tipo de cerdo, con la finalidad de evaluarlo como modelo de

estudio en el desarrollo de la obesidad y de sus complicaciones metabdlicas.

1.2 REVISION DE LITERATURA

1.2.1 El Cerdo Pel6bn Mexicano

El origen de los cerdos criollos en México se dio a partir de cerdos tipo Ibérico,
Céltico, Napolitano y Asiatico que fueron introducidos a nuestro pais después de
la conquista (Cardenas, 1966). En particular, se cree que el cerdo Pelon
Mexicano se generO de las razas Negra Extremefia Lampifia, Negra Extremefia
Entrepelada, y Retinta Extremefia (Flores, 1970). Las caracteristicas principales
de este tipo cerdo son la falta de pelo en la superficie corporal, el color de su piel
es pizarra o negro, la presencia de arrugas en diferentes partes del cuerpo
(Flores, 1970) y la alta tendencia a depositar grandes cantidades de grasa
corporal (Cérdenas, 1966). Los cerdos Pelén Mexicano son variedades locales
gue no han sido incorporadas a programas de seleccion genética por lo que tienen
rasgos geneéticos particulares y unicos. Se localizan en las zonas tropicales de
México tanto en la vertiente del Golfo como en la del Pacifico (Lopez et al., 1999).
Lemus et al., (2001) encontraron que este tipo de cerdo es genéticamente distante

a las razas porcinas comerciales; sin embargo, estan desapareciendo por ser
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mezclados o sustituidos por razas mejoradas, con la finalidad de mejorar sus

bajos parametros productivos (Robles, 1967).

Hasta la década de los setentas existian dos variantes de cerdos Pelon Mexicano,
la grande y la pequefia, ésta Uultima conocida como “biriches”, observada
exclusivamente en el estado de Yucatan (Flores, 1978). Debido a la disminucién
de las poblaciones de cerdos Pelon Mexicano, la FAO los ha considerado un

recurso genético en peligro de extincién (FAO, 1995).

1.2.2 Obesidad: Definicion e Importancia

La obesidad es una alteracién en la que se presenta un exceso de tejido adiposo
corporal resultado de un desequilibrio entre el consumo y el gasto energético
(WHO, 1997). Este exceso de grasa afecta la salud y el bienestar del ser
humano, y por su elevada prevalencia ha sido considerada como una “epidemia
mundial” (WHO, 1988). En esta patologia el aumento de tejido adiposo no guarda
proporcion con el depdsito proteico (Simon y Del Barrio, 2002). Asimismo, la
obesidad tiene un fuerte componente genético el cual ha sido demostrado con el
empleo de modelos murinos tanto de obesidad monogénica como de obesidad
poligénica (West et al., 1992; Wolf, 1997; Arner, 2000).

Aunado a la susceptibilidad genética, el desarrollo de la obesidad esta
influenciado por el incremento en el consumo de alimentos con alto contenido
energético, asi como por una disminucién en la actividad fisica, factores que son

comunmente observados en paises industrializados. No obstante, la prevalencia
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de esta patologia también se esta incrementando en paises en desarrollo (Grol et
al., 1997), por lo que la OMS reporté que el 8% de la poblacion mundial presenta
severa obesidad, y en paises industrializados la prevalencia puede ser hasta del
30% (Brockmann y Bevova, 2002). Se ha demostrado, que la obesidad esta
asociada con varias anormalidades metabdlicas, entre las que se encuentran,
resistencia a la insulina, hiperinsulinemia, hipertension, dislipidemias,
enfermedades coronarias, el sindrome metabdlico, y ciertos tipos de cancer
(Kopelman, 2000; Shmulewitz et al., 2001; Wolk et al., 2001; Bray, 2004).

Se estima que el nimero de genes o marcadores genéticos asociados con la
obesidad son mas de 200 (Hirsch et al, 1998). Sin embargo, el descubrimiento de
la leptina, el receptor de la leptina, la adiponectina, el receptor activado por
proliferadores de peroxisomas-gama (PPAR-y), y el factor de necrosis tumoral
(TNF-a) entre otras moléculas, ha permitido entender las bases moleculares de la

obesidad y los mecanismos que regulan la ingesta de alimento.

1.2.4 Genética de la Obesidad

Los avances en el conocimiento de la obesidad han progresado gracias al empleo
de modelos murinos, en los que el fenotipo obeso obedece sélo a causas
genéticas (Leibel et al., 1997; Robinson et al., 2000) y, en los cuales por medio del
clonaje posicional se han detectado genes que participan en el desarrollo de esta
patologia (Naggert et al., 1997). Sin embargo, la regulacion del balance
energético es un proceso extremadamente complejo en el que participan cientos
de genes (Robinson et al., 2000), por lo que se han desarrollado diferentes cepas

murinas con fenotipos extremos para producir poblaciones F2 en las que se han
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detectado loci que afectan rasgos cuantitativos (QTLs) relacionados con la
obesidad (West et al., 1994; Keightley et al., 1996).

1.2.5.1 Obesidad Monogénica. Los modelos murinos de obesidad
monogénica han permitido identificar genes candidatos asociados a la obesidad,
los cuales también han sido evaluados en seres humanos. Existen cinco tipos de
ratones que desarrollan obesidad de tipo monogénico, entre los que se
encuentran, el raton aguti, el graso (fat), el tubby, el obeso (ob), y el diabético (db)
(Robinson et al., 2000).

Ratén Aguti. El gen aguti codifica una proteina de 131 aminoacidos
gue se expresa normalmente sélo en la piel, durante los primeros dias de vida.
Sin embargo, en los ratones aguti la expresion ectopica de este péptido esta
presente en varios tejidos, entre los que se incluye al hipotalamo (Bultman et al.,
1992). EIl gen aguti se localiza en el cromosoma 2 y su homologo, el gen que
codifica para la proteina sefialadora aguti (ASP), fue mapeada en el cromosoma
20g11.2 en el ser humano y se expresa en el tejido adiposo (Kwon et al., 1994).
El raton aguti presenta una mutacion autosomica dominante con 16 isoformas,
desde las viables (A™) hasta las formas letales siendo la amarilla (AY) la mas
importante (Bultman et al., 1992; Michaud et al., 1994).

La clonacion y el analisis del gen aguti, revelé que el fenotipo aguti es causado
por un re-arreglo del locus en el promotor del gen, resultando en la expresion
ectdpica del péptido aguti (Miller et al., 1993; Duhl et al., 1994).

La proteina aguti es un antagonista de la accién de la hormona estimulante de los

melanocitos alfa (MSH-a); los defectos en la pigmentacion del pelo “color amarillo”
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se producen por la inhabilidad de la hormona MSH para estimular la sintesis de
eumelanina a través del receptor de la melanocortina-1 (MC1-R). La expresion
aberrante de la proteina aguti puede antagonizar al receptor de la melanocortina-4
(MC4-R) que se expresa en el hipotalamo y por lo tanto conducen a la presencia
de la obesidad (Lu et al., 1994).

Este tipo de raton presenta un sindrome en el que se observan tumores, defectos
en la pigmentacion, hiperinsulinemia, hiperglicemia, resistencia a la insulina,
diabetes similar a la tipo 2 y obesidad al inicio de la vida adulta (Bultman et al.,
1992; Michaud et al., 1994, Yen et al., 1994).

En el ser humano ASP tiene efectos similares a la proteina murina aguti; sin

embargo, ASP aparentemente s6lo antagoniza al MRC-1 (Yang et al., 1997).

Raton Fat. Los ratones fat desarrollan obesidad la cual puede ser
detectada en la octava semana de edad, presentan hiperinsulinemia, hipertrofia e
hiperplasia de los islotes pancreéaticos (Coleman y Eicher, 1990), y se ha visto que
ratones homocigotos son fértiles antes de presentar el cuadro de obesidad
(Coleman y Eicher, 1990; Naggert et al., 1995).

La mutacion fat se localiza en el cromosoma 8 (Coleman y Eicher, 1990), es un
tipo de mutacion sin sentido, autosémica recesiva en el gen que codifica para la
enzima carboxipeptidasa E (CPE), enzima que se expresa en el sistema nervioso
central (SNC). La mutacion fat, elimina la actividad enzimatica de la CPE en
algunos tejidos neuroendocrinos (Naggert et al., 1995). Sin embargo, no se

conoce el mecanismo por el cual se genera la obesidad.
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Se ha visto que la CPE es necesaria en los procesos proteoliticos en diversas pro-
hormonas, tales como la proinsulina y el neuropéptido pro-opiomelanocortina
(POMC), siendo este ultimo un precursor de diferentes péptidos que actian con la
familia de receptores de la melanocortina (Cool et al., 1997).

Yeo et al., (2000) observaron que la disfuncion de la CPE afecta a varios
neuropéptidos que controlan la saciedad entre los que se encuentran el péptido-1
similar al glucagén (GLP1), la neurotensina, el neuropéptido POMC vy el
neuropéptido Y (NPY).

Raton Tubby. Se ha observado que la mutacion tubby causa
obesidad de manera lenta y progresiva, la cual es evidente al inicio de la edad
adulta, los ratones afectados presentan resistencia a la insulina, degeneracion de
la retina, e infertilidad, caracteristicas que son aparentes a partir de que adquieren
el fenotipo obeso (Coleman y Eicher, 1990; Ohlemiller et al., 1995). El raton tubby
presenta una mutacion autosomica recesiva localizada en el cromosoma 7,
mientras que su homodlogo en el ser humano se encuentra en el cromosoma
11p15 (Chung et al., 1996). El cambio de una G—T resulta en un transcrito
aberrante donde el carboxilo terminal de 44 aminoéacidos es substituido con 24
diferentes aminoacidos. Chung et al., (1996) observaron que el gen tubby es
miembro de una nueva familia de genes llamada Tubby like-protein (TULPS), los
cuales tienen funciones desconocidas y son altamente conservados entre
especies (North et al., 1997; Nishina et al., 1998). Normalmente, la proteina tubby
esta altamente expresada en el 0jo, en el nucleo hipotalamico relacionado con el
control central de la homeostasis energética y en menor grado en el tejido

adiposo, asi como en otros tejidos (Noben-Trauth et al., 1996; Kapeller et al.,
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1999). La expresion genética de la proteina tubby no se ve alterada en otros

modelos de obesidad como el ratén ob o el ratén db (Stubdal et al., 2000).

Por otro lado, el fenotipo tubby recuerda a sindromes humanos como el de
Alstrém’s y el de Bardet-Biedl, los cuales se caracterizan por presentar obesidad,
y problemas asociados con la retina como la pérdida de fotorreceptores (Kwitek-
Black et al., 1993; Bray, 1995).

Raton Obeso (ob). Desde la década de los cincuentas Ingalls et al.,
(1950) observaron que el raton ob presentaba un sindrome en el cual se
observaba obesidad mdérbida temprana, hiperfagia, hipotermia, disminucion en el
gasto energético, hiperinsulinemia e infertilidad. Sin embargo, no fue hasta que
Coleman (1973) por medio de estudios de circulacion cruzada (parabiosis) entre
un ratén obeso y uno normal, observé que el obeso perdia peso sugiriendo la
presencia de un factor circulante adipostatico. Décadas mas tarde, Zhang et al.,
(1994) demostraron que el ratdn ob presentaba una mutacion recesiva sin sentido
en el gen que codifica para la leptina. La mutacion de CGA a TGA (C—T) resulta
en el cambio de una arginina en la posicion 105 en el coddén de paro, produciendo
una proteina sin terminar, la cual no es liberada al torrente sanguineo (Zhang et
al., 1994).

En gen ob fue identificado en el cromosoma 6 en el raton, mientras que su
homélogo en el ser humano se localiza en el cromosoma 7q31.3 (Zhang et al.,
1994). La identificacion y caracterizacion del gen ob mostré que codifica un
RNAmM de 4.5 kb con un marco de lectura de 167 aminoacidos altamente

preservado entre especies (Zhang et al., 1994), y comparte una similitud del 84%
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con el gen ob del ser humano. El producto de este gen, fue llamado leptina (del
griego leptos que significa delgado), debido a que al ser inyectada en ratones
disminuye el peso corporal y la cantidad de tejido adiposo (Halaas et al., 1995).

Raton Diabético (db). Los ratones db presentan una mutaciéon
autosdmica y un fenotipo similar al ob (Coleman, 1978). Experimentos de
parabiosis demostraron que el raton obeso carece de la hormona leptina, mientras

gue el ratdn diabético carece del receptor para esta hormona (Coleman, 1973).

1.3 La Participacién del Cerdo en Biomedicina

En las ultimas décadas, el cerdo ha tenido un incremento constante en sus
aplicaciones en investigacion médica, debido a sus similitudes anatomicas,
fisiologicas y metabdlicas con el ser humano (Rand, 2002; Kues y Niemann,
2004). Su empleo en biomedicina data de los afios cincuentas (Bustad, 1968;
Mcintosh y Pointon, 1981), y ha sido ampliamente utilizado como modelo
experimental en el estudio de enfermedades que afectan al ser humano (Robert et
al., 1998; Laber-Laird et al., 1992). Al igual que el humano, el cerdo desarrolla
patologias similares (Longhurst y Symons, 1993), responde de igual manera a
ciertos tipos de drogas, y transporta de manera similar grandes fracciones sericas
de colesterol, asi como de lipoproteinas de baja densidad (LDL) (Bollen y
Ellegaard, 1996).

Actualmente, el cerdo es una de las especies que mas se esta utilizando en el
desarrollo de biotecnologias aplicadas al bienestar, y la salud del ser humano

(Kues y Niemann, 2004), y es una de las principales especies usadas en
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procedimientos de xenotransplantes tanto de 6rganos como de tejidos (Kues y
Niemann, 2004).

En EUA se comercializan cerdos miniatura para investigacion, siendo los méas
empleados, el Yucatan miniatura, el Yucatan micro, el Hanford, el Sinclair o
Hormel, y el Pitman-Moore (Panepinto y Phillips, 1986; Swindle et al., 1988).
Estas razas porcinas se generaron en su mayoria a partir del cruzamiento de
cerdos Landrace-Yorkshire con cerdos Pel6on Mexicano provenientes del estado
de Yucatan. Estos tipos de cerdos, presenta caracteristicas diferentes
dependiendo del area médica en la cual son empleados, pero en general son
animales pequefios con pesos corporales que van de los 12 a 45 kg a la edad de
4 meses, por lo que pueden ser empleados durante largos periodos de

experimentacion (Swindle et al., 1994).

Aunado a sus caracteristicas fisioldgicas y anatOmicas, el cerdo presenta otras
ventajas que contribuyen a su utilidad en el laboratorio: su ciclo reproductivo es
corto, es facil de criar, tiene camadas numerosas y presenta la madurez sexual a

una edad temprana.

1.4 El tejido Adiposo “un Organo Endocrino”

Anteriormente, se pensaba que la principal funcion del tejido adiposo blanco era el
almacenamiento de triglicéridos durante un excesivo consumo de energia, y su
utilizacion durante periodos de escasez. Actualmente, el tejido adiposo es
considerado un 6rgano endocrino, paracrino y autocrino; el cual ademas de tener

un papel importante en el balance energético, secreta hormonas, y adipocitocinas
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gue regulan la homeostasis energética e intervienen en el funcionamiento, y
desarrollo de otros sistemas como el inmune y el reproductor (Frihbeck et al.,
2001; Havel, 2002). Alteraciones en el crecimiento, y funcion del tejido adiposo
suelen estar implicadas en el desarrollo de la obesidad, la resistencia a la insulina,

la diabetes tipo2 y la ateroesclerosis (Moreno y Jiménez, 2002).

Las investigaciones realizadas en las ultimas décadas han revolucionado los
conocimientos sobre los mecanismos fisioldégicos y moleculares que regulan la
grasa, y el peso corporal. La clonaciéon de genes que desarrollan obesidad
monogénica, asi como diferentes mediadores hormonales implicados en la
regulacién del peso corporal ha contribuido al entendimiento de los elementos

fisiologicos del tejido adiposo.

1.5 Hormonas y Adipocitocinas Relacionadas con la Obesidad

Leptina y su receptor. La hormona leptina esta compuesta de 167
aminoéacidos con una secuencia sefal de 21 aminoacidos que se escinde antes de
gue pase a la corriente sanguinea (Friedman et al., 1998). En el ser humano, el
gen que codifica para la leptina se sitla en el extremo del cromosoma 2p21,
préximo a otros genes probablemente relacionados con la obesidad (Comuzzie et
al., 1997). Mientras que en el cerdo, el gen ob se localiza en el cromosoma 18, y
tiene una similitud del 86% con él del raton, y del 84% con él del ser humano
(Neuenschwander et al., 1996).

12
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El gen ob esta formado por tres exones, y dos intrones; el exdn 1 corresponde a
una secuencia no traducida, mientras que las secuencias que codifican para
aminoacidos se encuentran en los exones 2 'y 3. Ramsay et al., (1998) verificaron
gue en el cerdo, el gen ob codifica un transcrito aproximadamente de 4.4 kb el

cual es similar al RNAm del ser humano.

La expresion genética de la leptina, asi como sus concentraciones plasmaticas se
correlaciona positivamente con el porcentaje de grasa corporal, tanto en seres
humanos como en cerdos (Considine et al., 1996; Spurlock et al., 1988; Robert et
al., 1988). Asimismo, se ha reportado que existen mayores concentraciones
séricas de leptina en cerdos con mayor espesor de grasa dorsal, en comparaciéon
con cerdos de la misma raza pero con menor espesor de grasa dorsal (Bidwell et
al., 1997).

La leptina se expresa principalmente en el tejido adiposo blanco (Campfield et al.,
1995; Pelleymounter et al., 1995). Sin embargo, se han detectado bajos niveles
de expresién en la placenta, en el musculo esquelético, en el epitelio gastrico y en
la glandula mamaria, asi como en el cerebro (Friedman et al., 1998). La leptina es
una sefal para el sistema nervioso central que indica el estatus de las reservas
energéticas acumuladas en forma de triglicéridos (Halaas et al., 1995). Asimismo,
actia como un mecanismo de retroalimentacion negativa para el NPY y otras
moléculas, permitiendo una homeostasis corporal entre el consumo de alimento y

el gasto energético (Friedman, 1997).
El papel de la leptina en la patogénesis de la obesidad puede ser inferido por sus

concentraciones plasmaticas y por su expresion genética, medida a través de la

concentracion de su RNAm en el tejido adiposo, mismos que estan
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correlacionados positivamente con estimadores de obesidad, como el total de
grasa dorsal, el porcentaje de grasa corporal y el indice de masa corporal (IMC)
(Ahima y Flier, 2000). En seres humanos magros y/o con peso normal se han
reportado niveles séricos de leptina en el rango de 1-15 ng/ml (Sinha et al., 1996),
sin embargo, en individuos obesos éstos pueden llagar a ser hasta de 30 ng/ml,
los cuales se encuentran circulando en su forma libre (Cumin et al., 1996).

Caro et al., (1996) observaron que la leptina viaja al cerebro mediante un sistema
de transporte saturable, siendo esta capacidad baja en individuos obesos,
originando un mecanismo de resistencia a esta hormona. No obstante, dentro del
contexto de la obesidad, las concentraciones séricas de leptina normales o por
abajo indican que existe una disminucién en la produccion de esta hormona
(Friedman y Halas, 1998).

Bai et al., (1996) fueron los primeros en observar in vitro que la leptina suprime la
sintesis de la enzima acetil CoA carboxilasa, enzima necesaria para la sintesis de
acidos grasos. En ratones, la leptina causa pérdida de peso a través de una
accion hipotalamica y de rutas tanto endocrinas como paracrinas en el adipocito
(Siegrist-Kaiser et al., 1997); se ha visto que en el tejido adiposo y en el musculo

esquelético esta hormona incrementa la lipdlisis (Cohen et al., 2001).

Poco tiempo después del descubrimiento de la leptina, el receptor para el gen ob
(Ob-R o Lep-R) fue aislado en ratones db/db (Tartaglia et al., 1995). EIl receptor
se encuentra expresado en el plexo coroideo, en diferentes regiones del
hipotadlamo y en otros tejidos periféricos entre los que se incluyen al musculo
esquelético, al higado, a los islotes pancreaticos y, al mismo adipocito (Tartaglia,

1997; Finn et al., 1998). La presencia del Ob-R en tejidos periféricos relacionados

14



Revisiéon de Literatura

con el metabolismo intermedio, indica que también son blanco para la accién de la
leptina (William et al., 2002). Existen diferentes RNAmM del receptor ob que
codifican para 6 isoformas, Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re y Ob-Rf. Estas
variantes presentan un dominio extracelular idéntico, mientras que difieren en el
residuo terminal carboxilico (Tartaglia, 1997). De las diferentes isoformas sélo la
forma Ob-Rb es capaz de activar una transduccion de sefial a nivel celular
(Ghilardi et al., 1996). EI Ob-Rb se expresa en diferentes regiones hipotalamicas
implicadas con el consumo de alimento y el balance energético, también se
encuentra co-localizado con neuropéptidos mediadores de la accién de la leptina,
como el NPY, el POMC, el péptido-relacionado aguti (AgRP) y el transcrito
regulado cocaina-anfetamina (CART) (EImquist et al., 1999).

Adiponectina. La adiponectina, también conocida como Acrp30, AdipoQ,
o Apml esta formada por 247 amino&cidos con un dominio N-terminal del tipo de
las colagenas, y un dominio C-terminal globular, es la proteina de origen adiposo
mas abundante en suero y esta exclusivamente expresada en el tejido adiposo
(Maeda et al., 1996; Mallamaci et al., 2002; Ravussin, 2002). La adiponectina
tiene una papel importante en el metabolismo de lipidos y en la homeostasis de la
glucosa (Lord et al., 2005). A diferencia de la leptina, su expresién genética en el
tejido adiposo, y sus concentraciones séricas (5-10 pg/ml) estdn disminuidas en
ratones obesos, asi como en seres humanos con obesidad o diabetes tipo 2 (Berg
et al., 2001), y estan inversamente correlacionadas con la presencia de resistencia

a la insulina (Weyer et al., 2001).

La adiponectina funciona como un agente sensibilizador para la insulina, por

reducir la produccion hepatica de glucosa, mejorando la accion de la insulina en el
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higado (Berg et al., 2001; Yamauchi et al., 2002). Un moderado incremento en los
niveles circulantes de adiponectina inhiben la expresion genética de enzimas
hepéticas responsables de la gluconeogéneis (Combs et al., 2001). Asimismo,
incrementa la expresion de genes que participan en la oxidacion de acidos grasos
(Fruebis et al., 2001; Yamauchi et al., 2002).

Los mecanismos que regulan la produccion de la adiponectina aiin no estan bien
determinados. En seres humanos, se ha observado que la pérdida de peso
corporal incrementa los niveles séricos de esta proteina, mientras que el TNF-a
modula su expresion disminuyendo su sintesis (Hotamisligil, 1999; Fasshauer et
al., 2002).

La adiponectina tiene dos tipos de receptores, AdipoR1 y AdipoR2 (Yamauchi et
al.,, 2003). En el cerdo, ambos receptores estan expresados en el musculo
esquelético, el higado, el corazon, el tejido adiposo subcutaneo y visceral (Lord et
al., 2005). Se ha visto que la similitud de los receptores de la adiponectina en los
cerdos, los ratones y el humanos va del 81% al 97%, lo cual sugiere que tienen

funciones similares (Ding et al., 2004).

Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a). La importancia del TNF-o en
casos de obesidad radica en su capacidad para generar resistencia a la insulina
en organos periféricos y, en el mismo adipocito. En seres humanos obesos y
cerdos obesos existen altas concentraciones séricas del TNF-a, asi como altos
niveles de expresion genética (Hotamisligil et al., 1999; Chen et al., 2004).
Asimismo, en cultivos celulares de adipocitos el TNF-a causa resistencia a la

insulina por producir fosforilacion en el residuo de serina en el receptor del
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substrato-1 de la insulina (IRS-1), el cual se vuelve un inhibidor de la enzima
tirosina-cinasa en el receptor, resultando en un bloqueo de la accién de la insulina
(Hotamisligil, 2000).

Por otro lado, el TNF-a incrementa la produccion de acidos grasos libres (AGL), y
la expresion genética de la leptina (Ahima et al., 2000). Se ha observado que
tanto la leptina como los AGL son capaces de inducir resistencia a la insulina en
otros drganos. La habilidad del TNF-a para estimular lipdlisis con el subsecuente
incremento en la movilizacién de AGL del tejido adiposo podria ser un mecanismo
indirecto en el desarrollo de la resistencia a la insulina (Arner, 2003). Sin
embargo, los factores de esta resistencia aun no estan bien identificados (Kubota
et al., 1999).

Receptore Activado por el Proliferadores de Peroxisomas-gama

(PPAR-y). Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas
(PPAR) pertenecen a una superfamilia de receptores nucleares capaces de
regular la expresion genética de diversos genes. Los subtipos conocidos son el
PPAR-a, el PPAR-®, y el PPAR-y. Este Ultimo esta codificado por 3 genes
diferentes: el PPAR-y 1, PPAR-y 2, y PPAR-y 3. Las formas del PPAR-y 1y del
PPAR-y 3 codifican para una misma proteina, mientras que el PPAR-y 2 da lugar

a un receptor con 30 aminoacidos menos, en el extremo aminoterminal.

El PPAR-y 2 es un factor de transcripcion, el cual se expresa en el tejido adiposo
blanco (Tontonoz et al., 1994), y esta situado en el nucleo del adipocito. Se ha
visto que el PPAR-y 2 esta presente en estadios muy tempranos de diferenciacion

celular, en donde se encuentra altamente expresado y se cree que funciona como
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un regulador directo de genes relacionados con la adiposidad, y es un regulador
maestro que puede activar el programa completo de adipogénesis (Mueller et al.,
2002).

Insulina. La insulina es un modulador importante del peso corporal por su
accion lipogénica, antilipolitica y por su participaciéon en el desarrollo de la
obesidad (Pfeiffer, 1974; Fontana et al., 2001). Bajas concentraciones de insulina
facilitan la liberacion de AGL a la corriente sanguinea por medio de la enzima
lipasa sensible a hormonas (HSL) (Cushman y Wardzala 1980). Sin embargo,
altas concentraciones de insulina inhiben a esta enzima, y promueven la sintesis
de novo de acidos grasos (lipogénesis), y su almacenamiento en forma de
triglicéridos (Nadler y Attie, 2001). Uno de los mecanismo por los cuales la
insulina promueve el proceso de lipogénesis, es a través de la translocacion de
transportadores de glucosa tipo 4 (GLUT4) del interior del adipocito a la superficie
celular (Le Roith et al., 2001).

En el cerdo, se ha observado que el grado de adiposidad esta positivamente
correlacionado con concentraciones plasmaticas de insulina (Polonsky, 1995).

En cerdos neonatos las concentraciones plasméticas fisiologicas de insulina
pueden estimular la diferenciacion celular de preadipocitos, mientras que niveles
incrementados promueven la sintesis de novo de acidos grasos, asi como su
almacenamiento en forma de triglicéridos en el adipocito y tiene un efecto
inhibitorio de la enzima HSL (Flakoll et al., 1996).

Por otro lado, la insulina incrementa el consumo de acidos grasos provenientes de

las lipoproteinas circulantes por estimulo de la actividad de la enzima lipoproteina
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lipasa en el tejido adiposo. Asimismo, la liberacion de acidos grasos del adipocito

esta mediada en parte, por la hormona insulina (Nadler y Attie, 2001).

Estadios de obesidad estan relacionados con alteraciones metabolicas en donde
se ha observado un desequilibrio en la incorporacion de glucosa al masculo y al
adipocito, resultando en una sobre produccién de glucosa hepatica y de insulina
por parte de los islotes pancreaticos, llegando a desarrollar resistencia a la
insulina (Mitchell et al., 2005). La relacion entre obesidad y la homeostasis de
insulina se explica porque mas del 80% de individuos con diabetes tipo 2
presentan sobrepeso y/o obesidad, y el riesgo de desarrollar esta alteracion
depende del grado, y de la distribucion de la obesidad (Caterson et al., 2004).

Sin embargo, los mecanismos que determinan la resistencia a la insulina ain no
estan completamente claros. Se ha especulado que la gran actividad lipolitica que
se observa en estadios de obesidad incrementa las concentraciones de AGL
liberados a la circulacién portal, asi como de ciertas adipocitocinas, las cuales
tienen un papel importante en el desarrollo de esta alteracion metabdlica (Misra y
Vikram, 2003; Grundy, 2004).

1.6 Metabolismo de Lipidos y Obesidad

La obesidad se caracteriza por generar un metabolismo anormal de lipidos (WHO
2000; Grundy, 2004), presentandose incrementos en las concentraciones de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL), de baja densidad (LDL) (WHO, 2000)
y de triglicéridos; estos ultimos como resultado del incremento en la produccion de
AGL (Ginsberg, 2003; Grundy, 2004). Asimismo, la sobreproduccion de
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triglicéridos y de VLDL disminuye la produccién de lipoproteinas de alta densidad
(HDL) (Misra y Vikram, 2003), y el tamafio de las LDL (Sonnenberg et al., 2004).
También, se ha reportado que existe una disminucion en la eficiencia de absorcion
intestinal de colesterol, lo que resulta en un incremento enddgeno por parte del
higado (Miettinen y Gylling, 2000).

1.7 Obesidad y el Genotipo Ahorrativo

Médicamente, la obesidad es un estado en el cual existe un incremento en el peso
corporal, particularmente de tejido adiposo que puede producir consecuencias
adversas a la salud (Spiegelman y Flier, 2001).

La propension a la obesidad ha existido a través de la evolucion del ser humano;
sin embargo, la presencia de esta alteracion ha emergido a gran escala, como
resultado de los cambios en el medioambiente, en particular, la disponibilidad y
composicién de los alimentos aunado a la reduccion de la activada fisica.

La idea de que los humanos evolucionaron eficientemente para almacenar los
excesos de energia en forma de grasa, ha recibido el nombre hipotesis del
genotipo ahorrativo “thrifty gene hypothesis". Esta hipotesis, propone que la
obesidad, asi como sus consecuencias metabdlicas es producto de una
adaptacién evolutiva para enfrentar periodos impredecibles de alimentacién, por lo
gue se fijaron genes que favorecen el almacenamiento de energia en forma de
grasa, la cual era utilizada para sobrevivir en periodos de penuria alimenticia. Es
probable que la habilidad para almacenar grasa en tiempos de abundancia
nutricional, haya sido un rasgo positivo para el cual se haya seleccionado por
miles de afios de evolucién. Sin embrago, en sociedades en las cuales la

abundancia de alimento es constante, este genotipo se vuelve una desventaja,
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conduciendo a un incremento en el riesgo para desarrollar diabetes tipo 2, asi
como otras alteraciones metabdlicas asociadas a la obesidad, como el sindrome
metabolico (Neel, 1999).

1.8. El Sindrome Metabdlico

El sindrome metabdlico es un grupo de factores de riesgo que se caracteriza por
dos o mas de los siguientes componentes: resistencia a la insulina,
hiperinsulinemia, obesidad abdominal, concentraciones incrementadas de
triglicéridos, reduccién en las concentraciones de lipoproteinas de alta densidad
(HDL), incremento en las concentraciones de lipoproteinas de baja densidad
(LDL) e hipertension (Alberti et al.,, 2005; Kahn et al., 2005). Estos factores,
aumentan el riego de desarrollar, enfermedades coronarias, y diabetes tipo 2

(Ford et al., 2004), los cuales son causas principales de muerte.
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Capitulo 2 Hipotesis y Objetivos

2.1 HIPOTESIS

1. Las concentraciones séricas de leptina son mayor en cerdos Pelén Mexicano

gue en cerdos Landrace-Yorkshire.

2. Los perfiles lipidicos son diferentes entre cerdos Pelén Mexicano y cerdos
Landrace-Yorkshire.

3. Los cerdos Pelén Mexicano desarrollan diabetes tipo2.

4. La expresion genética de leptina, Ob-R, TNF-a y PPAR-y es mayor en cerdos

Pel6n Mexicano que en cerdos Landrace-Yorkshire.

5. La expresidon genética de adiponectina es menor en cerdos Pelén Mexicano que

en cerdos Landrace-Yorkshire.
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2.2 OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de esta tesis, fue estudiar factores genéticos, moleculares y
fisiologicos que participan en la adiposidad del cerdo Pelon Mexicano, como paso
inicial en la valoracién de este tipo de cerdo, como modelo de estudio en la

obesidad humana, asi como sus complicaciones metabdlicas.

2.2.1 Objetivos especificos

1. Evaluar el desarrollo de la obesidad en cerdos Pelén Mexicano en

comparacién con cerdos Landrace-Yorkshire.

2. Comparar en las poblaciones de cerdos bajo estudio, las concentraciones
séricas de acidos grasos libres, colesterol total, lipoproteinas de baja densidad
(LDL), lipoproteinas de alta densidad (HDL), glucosa, insulina, leptina y hormona

del crecimiento.

3. Comparar la expresion génica de genes que codifican para la adiponectina, la
leptina, el receptor de la leptina y el receptor activado por el proliferadores de
peroxisomas-gama (PPAR-y), en cerdos Pelon Mexicano y cerdos Landrace-

Yorkshire.
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Capitulo 3 Materiales y Métodos

3.1 MATERIALES Y METODOS

3.1.1 Lugar de Trabajo

La fase de campo se realizd en el Centro de Ensefianza, Investigacion y
Extension en Produccion Porcina (CEIEPP) de la FMVZ-UNAM. Mientras que los
estudios de laboratorio se llevaron a cabo en el Laboratorio de Genética Molecular
del Depto. de Genética y Bioestadistica, y el Depto. de Reproduccion de la misma
entidad académica, asi como en el Laboratorio de Analisis Clinicos Jilotepec y la
Unidad de Investigacion Médica en Medicina Reproductiva, Luis Castelazo Ayala,
IMSS.

3.2 Material Bioldgico y Disefio del Experimento

La presente tesis se dividié en dos estudios: En el primero, se compararon rasgos
endocrinos, y de crecimiento en cerdos Pelén Mexicano y en cerdos Landrace-
Yorkshire; se midieron concentraciones séricas de hormonas, lipidos y metabolitos
a partir del primer mes de edad hasta los 9 meses de edad. En el segundo
estudio, se utilizaron cerdos Pelon Mexicano y cerdos Landrace-Yorkshire adultos
de 2 afios de edad, en los cuales se evalud la expresion genética de genes
relacionados con la obesidad y con las complicaciones metabdlicas asociadas a

esta alteracion.
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3.3 Estudio de Rasgos Endocrinos y de Crecimiento

Animales

Doce cerdos Pelon Mexicano de 28 dias de edad fueron agrupados en dos
corraletas elevadas, en cada corraleta se alojaron seis animales con un peso
promedio de 5.60 = 1.03 kg. De la misma forma, catorce cerdos Landrace-
Yorkshire con edad semejante y con un peso promedio de 7.67 = 0.95 fueron
agrupados en dos corraletas elevadas, cada una alojo siete cerdos.

Los cerdos permanecieron en una sala de destete con ambiente controlado por
medio de calentadores de gas hasta las doce semanas de edad, posteriormente
fueron llevados a una sala de crecimiento y se alojaron en corrales con piso de
cemento. Ambas instalaciones estuvieron equipadas con comederos de tolva,
bebederos de chupdn y ventilacién natural. Los animales fueron alimentados a
libre acceso con una dieta a base de sorgo y soya, tomando como referencia lo
recomendado por el NRC (1998; Cuadrol).

Toma de muestras de sangre y perfil hormonal

Cada 15 dias entre las 0700 y 0800 hrs se tomaron 10 mL de sangre de la vena
yugular externa de cada cerdo, el cual tuvo un ayuno previo de 12 hrs. El suero
se separé del paquete celular por medio de centrifugacion a 3000 xg a 4° C
durante 15 min, fue transferido a tubos eppendorf y mantenido a -20°C hasta su

analisis.
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Se determinaron concentraciones séricas de insulina, leptina y hormona del
crecimiento por medio de la técnica de radioimunoanalisis (RIA) y empleando kits

comerciales de Linco (Linco Research, USA).

Las concentraciones séricas de insulina fueron determinadas mensualmente hasta
los 9 meses de edad, usando el kit porcin insulin RIA, el cual tuvo un limite de
sensibilidad de 2uU/ml. EIl coeficiente de variacion intra-e inter-ensayo fue de 6.7

% y 9.2 % respectivamente.

Las concentraciones séricas de leptina se midieron a los 1, 3, 6, y 9 meses de
edad, empleando el kit comercial leptin multispecies, el cual tiene un anticuerpo
anti-leptina humana con 67% de reactividad cruzada con la leptina porcina y un
limite de sensibilidad de 1.0 ng/ml. EIl coeficiente de variacién intra-ensayo fue de
6.7 %.

Finalmente, las concentraciones séricas de la hormona del crecimiento se
determinaron a los 1, 3, 6, y 9 meses de edad con el kit comercial porcine/canine
growth hormon, el cual tuvo un limite de sensibilidad de 1 ng/ml.

El coeficiente de variacion intra-e inter-ensayo fue de 79 % y 94 %

respectivamente.
Perfil de lipidos y acidos grasos libres
El perfil de lipidos se evalu6 cada 15 dias e incluyd: concentraciones séricas de

AGL, colesterol total, de lipoproteinas de baja densidad (LDL), de lipoproteinas de

alta
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densidad (HDL), y de triglicéridos. Para medir estas concentraciones, se utilizé un
analizador automatizado para quimica clinica Spinlab 180, Spinreact "? (Sant
Esteve de Bass, Espafia). Se utilizaron kits comerciales, especificos para cada
determinacion, producidos por Spinreact "%,

Las concentraciones séricas de colesterol total se evaluaron por un método
enzimatico colorimétrico, utilizando el kit CHOP-POD. En este meétodo, el
colesterol presente en el suero reacciona con las enzimas: colesterol esterasa y
peroxidasa, y con un cromogeno, el 4 aminofenazona para producir un compuesto
coloreado, en donde la intensidad de la coloracion es proporcional a la
concentracion de colesterol presente en la muestra. Se realizé la lectura a una

longitud de onda de 505 nm y se expreso6 en mg/dl.

Las concentraciones de lipoproteinas de baja densidad (LDL) se determinaron con
un kit comercial enzimético colorimétrico/liquido, en donde la concentracion de
LDL se evallua en dos pasos; en el primero, se eliminan los quilomicrones, las
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) presentes en el suero. El colesterol liberado de estas lipoproteinas, con
excepcion del presente en las LDL, es oxidado a colestenona y peréxido de
hidrégeno y son degradados por la enzima catalasa. En el segundo paso, se
valora especificamente a las LDL, las cuales reaccionan con la enzima peroxidasa
para formar una quinona que desarrolla una coloraciéon rosa, la cual es
proporcional al colesterol asociado a LDL presente en la muestra. Se realizé la

lectura a una longitud de onda de 505 nm y la concentracion se expresé en mg/dl.
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Las concentraciones de HDL fueron evaluadas con el método enzimatico
colorimétrico/liquido; en donde enzimas modificadas: colesterol esterasa,
colesterol oxidasa y peroxidasa reaccionan en presencia de un detergente
polianiénico, reduciendo la actividad del colesterol presente en los quilomicrones y
en las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL). Las lipoproteinas de baja
densidad (LDL), las VLDL y los quilomicrones son inhibidos debido a la adsorcion
del detergente a sus superficies, haciéndolas resistentes a las enzimas
modificadas. Se forma un compuesto coloreado, en el cual la intensidad del color
es proporcional a la concentracion del colesterol asociado a las lipoproteinas de
alta densidad presente en la muestra. La longitud de onda utilizada para la lectura

fue de 600 nm y la concentracion de HDL se expresé en mg/dl.

La concentracion de triglicéridos se realiz6 con el método enzimatico colorimétrico
GPO-PAP, en el cual los triglicéridos son hidrolizados enziméaticamente a glicerol,
y mediante las enzimas glicerol kinasa (GK) y la glicerol-P-oxidasa, (GPO) libera
el peroxido de hidrogeno que se valora mediante la reaccién de Trinder (Trinder,
1984), la cual finaliza con la produccion de quinona, que es proporcional a la
concentracion de triglicéridos en el suero. La longitud de onda utilizada para la

lectura fue de 505 nm y la concentracion de triglicéridos se expreso en mg/dl.
La determinacién de acidos grasos libres se realiz6 a los 1, 3, 6, y 9 meses de

edad por medio de un ensayo colorimétrico usando el kit comercial de EFA-C
(Wako Chemicals Inc, USA).
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Concentraciones séricas de glucosa

Las concentraciones séricas de glucosa se midieron cada 15 dias durante los
nueve meses de edad, utlizando el método enzimatico glucosa
oxidasa/peroxidasa (GOP-PAD) utilizando un kit comercial de Spinreact.

La enzima glucosa oxidasa (GOP) cataliza la oxidacion de la glucosa a éacido
gluconico. El peréxido de hidrégeno producido, se detecta mediante un aceptor
cromogénico de oxigeno, fenol-ampirona, en presencia de la enzima peroxidasa
(POD). La intensidad del color formado es proporcional a la concentracion de
glucosa presente en la muestra. La lectura se realizé con una longitud de onda de

510 nm y la concentracion de glucosa se expreso en mg/dl.

Comportamiento productivo

Cada catorce dias se evaluaron las variables productivas: consumo de alimento,

espesor de grasa dorsal y peso corporal.

El consumo de alimento se midio a través de la diferencia entre la cantidad de
alimento ofrecida, y la cantidad de alimento rechazada, y fue evaluado en
kilogramos y como la proporcion con relacion al peso corporal de los animales;

esto ultimo debido a la diferencia en talla que tienen los cerdos bajo estudio.
El peso corporal de los animales fue registrado cada catorce dias. Los animales

fueron pesados por la mafiana, empleando una bascula de cajon con un indicador

digital braunker modelo yp100 (Braunker, S.A. de C.V., Mexico).
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El espesor de la grasa dorsal se midio a la altura de la ultima costilla del lado
izquierdo del animal a 5-7 cm a partir de la columna vertebral. Se utilizé un equipo
de ultrasonido de tiempo real Aloka 500V (Corometrics Medical Systems, Inc., CT,
USA) con un transductor lineal de 3.5 Mhz, y utilizando gel como interfase entre la
piel del animal y el transductor. El espesor de grasa dorsal fue utilizado como
indicador de la adiposidad de los cerdos; debido a que este pardmetro sigue
siendo el estimador in vivo mas utilizado en la practica para determinar la

composicién corporal del cerdo (Lloveras, 1990).

3.4 Estudio de Expresién de Genes Asociados a la Obesidad

Animales

Para el estudio de expresion genética, se tomaron biopsias de tejido adiposo de
tres cerdos Landrace-Yorkshire y cuatro cerdos Pel6on Mexicano, ambos de 2 afios
de edad; quienes pertenecieron a los mismos grupos de animales utilizados en el

primer estudio.

Biopsias de tejido adiposo subcutdneo. Para realizar la toma de
biopsias, los animales fueron anestesiados con Zoletil 50° (Tiletamina 125 mg,
Zolazepam 125 mg) a una dosis de 6 mg/kg de peso vivo. EIl &rea quirdrgica se
preparé asépticamente y de la base del cuello se tom6 una biopsia de tejido
adiposo subcutaneo. El tejido se congelé en nitrégeno liquido y transporté al
laboratorio, en donde se mantuvo a -80°C hasta el momento de la extraccion de
RNA. La incision fue cerrada con Atramat ® (Nylon 1-0) con puntos en cruz y la
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zona quirdrgica fue cubierta con un cicatrizante en aerosol (Topazone®

Furazolidona).

Extraccion de RNA total. La extraccion de RNA se realiz6 empleando el
método descrito por Chomezynki y Sacchi (1987), en el que 1g de tejido fue
homogenizado en 4M de tiocianato de guanidina, seguido por 0.1 volumen de 2M
de acetato de sodio (pH 5.0). ElI RNA se extrajo con 10 ml de fenol acido saturado
y cloroformo/alcohol isoamilico (49:1); la fraccibn acuosa se precipitd con
isopropanol. Después de un lavado con etanol al 70%, el RNA fue resuspendido
en agua dietilpirocarbonatada (DEPC) y fue cuantificado por espectrofotometria,
midiendo la absorbancia a 260 nm. La pureza del RNA se determiné evaluando la

relaciéon 260 nm/280 nm.

Integridad del RNA. La integridad del RNA se evalud visualizando las
bandas de RNA ribosomal 28S (5kb) y 18S (1.9 kb), en un gel de agarosa al 1.0 %
tefido con bromuro de etidio, y empleando un transiluminador de luz UV
(Transilluminator UVP, TM-20, UVP Ltd CA, USA).

Oligo-nucleotidos de iniciacion. Los oligo-nucleétidos de iniciacion que
codifican para el RNAmM del gen que codifica para la leptina, el receptor de la
leptina, la adiponectina y el receptor activado por proliferadores de peroxisomas-
gama (PPAR-y) fueron diseflados usando el software Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) (Cuadro 2). Posterior al
disefio de los iniciadores, se realiz6 un alineamiento en BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST) para confirmar que éstos no amplificaran

regiones homélogas en otros genes. La cuantificacion de la expresion génica se
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llevé a cabo por PCR de tiempo real, usando el equipo ABI Prism 7000 (Applied
Biosystems, CA, USA). Se utiliz6 Syber green® como fluorocromo de deteccién y
B-actina como control interno. Cada muestra fue analizada por duplicado y se
incluyeron dos controles sin templado. Las condiciones de reacciéon fueron las
siguientes: 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 seg y 60°C por 1
min. El nimero de copias de cada gene se determiné mediante el uso de una
curva estandar, construida con el plasmido pCR 4-TOPO (Invitrogen, USA), el cual
contuvo el mismo fragmento que se amplific6 en cada muestra, y como lo
describio Garcia et al., (2003).

3.5 Analisis Estadisticos

Las diferencias entre genotipos, en las concentraciones séricas de hormonas y
lipidos, asi como las variables productivas fueron analizadas por medio de un
Andlisis de varianza bajo un modelo de Mediciones Repetidas a través del
Tiempo. La unidad experimental para las concentraciones de hormonas, lipidos,
metabolitos y del peso corporal, asi como para el espesor de grasa dorsal fue el
cerdo, mientras que para el consumo de alimento la unidad experimental fue el
corral. Se realizaron transformaciones en las variables que no presentaron una
distribucion normal: las concentraciones de insulina, leptina, triglicéridos y el
espesor de grasa dorsal se transformaron logaritmicamente, mientras que las
concentraciones de glucosa se transformaron utilizando el inverso de la raiz
cuadrada de la variable, y para el caso de los AGL y las HDL la transformacién se
realizo, elevando al cuadrado cada variable. Los resultados son mostrados como

medias de minimos cuadrados * error estandar.
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Se realiz6 un analisis para estimar correlaciones de leptina e insulina con el
espesor de la grasa dorsal alos 1, 3, 6 y 9 meses de edad.

Los datos obtenidos de la expresion genética de los genes que codifican para la
leptina, el receptor de la leptina, la adiponectina y el PPAR-y fueron analizados
mediante una prueba de rangos Wilcoxon-Mann-Whitney para dos muestras, con
la finalidad de detectar diferencias entre los dos tipos de cerdos. Las diferencias

estadisticas fueron consideradas como significativas con una P<0.05.
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4.1 RESULTADOS

4.1.1 Comportamiento Productivo

Consumo de alimento EIl consumo de alimento expresado en kilogramos
fue mayor (P<0.05) en los cerdos Landrace-Yorkshire (Figural). Sin embargo,
cuando fue evaluado en relacién al peso corporal, éste no tuvo diferencias entre

genotipos (P>0.05) (Figura 2).

Peso corporal Desde el inicio del estudio, el peso corporal en los cerdos
Landrace-Yorkshire fue mayor en comparacion con los cerdos Pelén Mexicano
(Figura 3), esta diferencia se mantuvo constante a través del desarrollo del estudio
(P<0.05).

Espesor de grasa dorsal Al inicio del estudio en ambos genotipos el
espesor de la grasa dorsal fue similar. Sin embargo, al llegar a las 12 semanas de
edad, los cerdos Pelén Mexicano empezaron a tener una mayor deposicion de
tejido adiposo dorsal, mismo que fue mas aparente conforme avanzo el estudio
(P<0.01), y al finalizar éste, el espesor de la grasa dorsal en los cerdos Pelén
Mexicano fue casi el doble del observado en los cerdos Landrace-Yorkshire
(Figura 4).

4.1.2 Perfil Hormonal
Insulina. Se observd que los cerdos Pelon Mexicano tuvieron una mayor

concentracion de insulina a través de todo el estudio (P<0.01). En el primer mes

de edad, las concentraciones de insulina fueron semejantes en ambos genotipos.
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Sin embargo, durante el desarrollo de los cerdos y hasta los 5 meses de edad los
cerdos Pelén Mexicano desarrollaron hiperinsulinemia.  Sin embargo, este
incremento no se mantuvo constante a través del estudio y las concentraciones de
insulina empezaron a disminuir después de los 5 meses de edad hasta llegar a
niveles fisioldégicos. Asimismo, sélo en los cerdos Peldn Mexicano se observo que
las concentraciones de insulina tuvieron una correlacion positiva con el espesor de
grasa dorsal (r=0.43, n=48, P<0.05) (Figura 5).

Leptina. Con relacion a los cerdos Landrace-Yorkshire, las
concentraciones de leptina fueron significativamente mayores en los cerdos Pelén
Mexicano (P<0.05), siendo mas aparente esta diferencia, a partir de los tres
meses de edad. A diferencia de la insulina, el incremento en las concentraciones
de leptina fue constante durante todo el estudio, con excepcién del dltimo mes de
edad (Figura 6).

Se observd una correlacion positiva de la leptina con el espesor de grasa dorsal,
tanto en los cerdos Pelon Mexicano (r=0.73, n=38, P<0.01) como en los cerdos
Landrace-Yorkshire (r=0.75, n=49, P<0.01).

Hormona del crecimiento. Las concentraciones de hormona del

crecimiento se mantuvieron constantes durante el desarrollo del estudio (3 ng/mL)

y sin mostrar diferencias entre genotipos (P>0.05).
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4.1.3 Metabolitos y Perfil de Lipidos

Concentraciones séricas de glucosa. Las concentraciones séricas de
glucosa en ayunas no difirieron entre los cerdos Pelén Mexicano y los cerdos
Landrace-Yorkshire (P>0.05). En ambos genotipos, las concentraciones mas
altas se observaron a una edad temprana para posteriormente disminuir,

manteniéndose en rangos fisiologicos (Figura 7).

Colesterol. El perfil de lipidos mostr6 que los cerdos Pelén Mexicano
tuvieron una mayor concentracion de colesterol total en comparacion con los
cerdos Landrace-Yorkshire (P<0.05), siendo este incremento mas aparente a

partir de los 6 meses de edad (Figura 8).

Lipoproteinas de alta y baja densidad. Los cerdos Pelon Mexicano
tuvieron una mayor concentracion de lipoproteinas de baja densidad (P<0.05)
durante todo el estudio (Figura 9). Sin embargo, no existieron diferencias
significativas (P>0.05) en las concentraciones de lipoproteinas de alta densidad
(Figura 10).

Triglicéridos. Las concentraciones de triglicéridos desde el inicio del
estudio fueron significativamente mayores en los cerdos Pelén Mexicano (P<0.05),
llegando a ser esta diferencia mas aparente después de los 6 meses de edad
(Figura 11).

Acidos grasos libres. Desde el inicio del estudio se observé que los
cerdos Pel6én Mexicano tuvieron una mayor concentracion de AGL (P<0.05) con
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excepcion del sexto mes de edad en donde se pudo observar una ligera

disminucién (Figura 12).

4.1.4. Expresion Genética

Los resultados de expresién genética mostraron que los cerdos Pelon
Mexicano tienen un mayor numero de copias del RNAm de la leptina (T=17; n,=3;
n,= 4; P<0.05) (Figura 13), el receptor de la leptina (T=18; n;=3; n,=4; P<0.05)
(Figura 14), y la adiponectina (T=18; n1=3; n,=4; P<0.05) (Figura 15); sin embargo,
no existieron diferencias entre genotipos en el nimero de copias del RNAm del
PPAR-y (T=15; n;=3; n,=4; P>0.05) (Figura 16).
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5.2 CONCLUSION

El genotipo ahorrativo de los cerdos Pelon Mexicano favorece el desarrollo de
componentes del sindrome metabdlico: incremento en las concentraciones de
colesterol, triglicéridos, HDL, asi como la presencia de hiperinsulinemia, lo cual es
sugestivo de residencia a la insulina. Estas observaciones indican que este tipo
de cerdo en comparacion con el cerdo Landrace-Yorkshire, puede ser un modelo
adecuado de estudio para la obesidad humana, asi como sus complicaciones

metabdlicas.
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Lista de Cuadros

LISTA DE CUADROS

Cuadro 1. Ingredientes y composicién quimica de las dietas empleadas.

Andlisis ingredientes

Rangos de Peso (kg)

10-20 20-50 50-80 80-100
Sorgo 8% 764 783 738 801.737
Concentrado de soya 88.66 - 20.861
Concentrado proteico de 50.00 49.457 - e
pescado
Pasta de soya 44% 49.67 123.099 184.438  143.527
Grasa en polvo 24.00 25.000 35.000 35.000
Fosfato dicalcico 18/20 8.595 4.140 5.496 4.122
Carbonato de Ca 36% 7.818 7.763 8.357 8.245
Sal 2.500 2.500 2.500 2.500
Vitaminas C2 2.500 2.500 2.500 2.500
Minerales CI 1.500 1.500 1.500 1.500
Colina 60% 0.400 0.400 0.400  --—---
Lisma - emeee —moe- 469
Andlisis de nutrientes
Energia metabolizable 3400 3400 3400 3400
kcal/kg
Lisina total 1.00 0.830 0.750 0.600
Treonina total 0.719 0.600 0.575 0.463
Valina total 0.987 0.840 0.793 0.661
Metionina digestible 0.305 0.274 0.207 0.175
Trionina digestible 0.190 0.158 0.162 0.129
Calcio 0.7 0.600 0.500 0.450
Fibra cruda 2.20 2.509 2.774 2.625
Materia seca 88.714 88.642 88.730 88.594
Proteina cruda % 16 15.29 15.36 12.79
Metionina total (%) 0.340 0.328 0.248 0.214
Treonina total (%) 0.190 0.189 0.194 0.157
Lisina digestible 0.856 0.692 0.635 0.497
Treonina digestible 0.597 0.482 0.462 0.362
Valina digestible 0.821 0.687 0.650 0.530
Fosforo total 0.6 0.500 0.450 0.400
Extracto etéreo 5.31 5.301 5.632 5.690
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Cuadro 2 Secuencia de oligo-nucledtidos de iniciacion utilizados en RT-PCR

Posicién

Amplicén pb

Gen Acceso Secuencia
GenBank
Lep NM_213840 F TCAGTCACATTTCACACATGCAG
R ATCTTGGACAAACTCAGGACAGG
Lep-R NM_001024587 F TATGATGTTGTGGGTGACCATGT
R GCAGCAGTACACTGCATCATAGG
PPAR-y AF 103946 F CGACCTGGCGATATTTATAGCTG
R TTGCAGCAAATTGTCTTGAATGT
Adipo NM_214370 F GGTCAGCCTCTACAAGAAGGACA

R CTCCAGATAGAGGAGCACAGAGC

951
1050
1156
1254
1242
1341
602
704

100

99

100

103

Lep=Leptina; Lep-R= Receptor de leptina; PPAR- y= Receptor activado por proliferadores de peroxisomas gama,

Adipo= Adiponectina
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Figura 1. Medias y EE del consumo de alimento en cerdos Pelén Mexicano (CPM

n= 12y cerdos Landrace-Yorkshire (CLY n=14)
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Figura 2. Media + error estdndar del consumo de alimento en relacion al peso
corporal en cerdos Pelon Mexicano (n=12 CPM) y cerdos Landrace-Yorkshire
(n=14 CLY).
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Figura 3. Media * error estandar del peso corporal Pelén Mexicano (n=12 CPM) y
cerdos Landrace-Yorkshire (n=14 CLY).
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Figura 4. Media * error estandar del espesor de grasa dorsal de los cerdos
CPM=cerdo Pelon Mexicano (n12); CLY= cerdo Landrace-Yorkshire(n=14).
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Figura 5. Media + error estandar de las concentraciones séricas de insulina en
cerdos Pelén Mexicano (n=12 CPM) y cerdos Landrace-Yorkshire (n=14 CLY).
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Figura 6. Media + error estdndar de las concentraciones seéricas de leptina en
cerdos Pelén Mexicano (n=12 CPM) y cerdos Landrace-Yorkshire (n=14 CLY).
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Figura 7. Media * error estandar de las concentraciones seéricas de glucosa en
cerdos Pelén Mexicano (n=12 CPM) y cerdos Landrace-Yorkshire (n=14 CLY).
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Figura 8. Media * error estandar de las concentraciones séricas de colesterol en
cerdos Pelén Mexicano (n=12 CPM) y cerdos Landrace-Yorkshire (n=14 CLY).
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Figura 9. Media + error estandar de las concentraciones séricas de LDL en cerdos
Peldén Mexicano (n=12 CPM) y cerdos Landrace-Yorkshire (n=14 CLY).
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Figura 10. Media + error estandar de las concentraciones séricas de HDL en
cerdos Pelén Mexicano (n=12 CPM) y cerdos Landrace-Yorkshire (n=14 CLY).
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Figura 11. Media * error estandar de las concentraciones séricas de triglicéridos

en cerdos Pelon Mexicano (n=12 CPM) y cerdos Landrace-Yorkshire (n=14 CLY).
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Figura 12. Media * error estadndar de las concentraciones séricas de AGL en
cerdos Peldén Mexicano (n=12 CPM) y cerdos Landrace-Yorkshire (n=14 CLY).
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Figura. 13 Media % error estandar del nimero de copias de RNAm de leptina en
tejido adiposo de cerdos Pelén Mexicano (n=4 CPM) y cerdos Landrace-Yorkshire
(n=3 CLY).
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Figura.14. Media * error estandar del numero de copias de RNAm del receptor

de leptina en tejido adiposo de cerdos Pelén Mexicano (n=4 CPM) y cerdos

Landrace-Yorkshire (n=3 CLY).
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Figura 15. Media = error estandar del numero de copias de RNAm de
adiponectina en tejido adiposo de cerdos Peléon Mexicano (n=4 CPM) y cerdos
Landrace-Yorkshire (n=3 CLY).
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Figura 16. Media * error estandar del nimero de copias de RNAmM de PPAR-y
en tejido adiposo de cerdos Pelén Mexicano (n=4 CPM) y cerdos Landrace-
Yorkshire (n= 3 CLY).
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Abreviatura y siglas usadas

ABREVIATURA Y SIGLAS USADAS

ASP Proteina sefaladora aguti.

AGL Acidos grasos libres.

CPE Enzima carboxipeptidasa-E.

HSL Enzima lipasa sensible a hormonas.
Kb Kilobases.

MCR-4 Receptor de la melanocortina-4.
MCR-1 Receptor de la melanocortina.
NPY Neuropéptido Y.

QTLs Loci de rasgos cuantitativos.

a-MSH Hormona estimulante de los melanocitos alfa.

OMS Organizacién Mundial de la Salud
LDL Lipoproteinas de baja densidad.
HDL Lipoproteinas de alta densidad

VDL Lipoproteinas de muy baja densidad
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