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RESUMEN

El consumo creciente de carne de bovino requiere del constante desarrollo de
tecnologias que mejoren la produccion animal para obtener canales de calidad y en
las que el contenido de grasa determina en gran medida dicha calidad. En el
presente trabajo se estudio el efecto de compuestos que sean posibles promotores
de adipogénesis. La importancia de la grasa alimenticia en la expresion de mdultiples
genes es clara, en el caso de bovinos para carne, la grasa en la forma de acidos
grasos (saturados o insaturados), vitamina A (principalmente &cido retinoico) o
carotenoides (B-caroteno y luteina), son obtenidos constantemente a partir del
alimento o de la pastura. El objeto de este trabajo fue estudiar el efecto de acidos
grasos insaturados (acido fitanico y pristanico), vitamina A (acido retinoico 9 cis y all
trans) y carotenoides (B-caroteno y luteina) durante la diferenciacion del tejido
adiposo blanco bovino sobre la expresion de PPARy y su coactivador PGC1-a. Las
muestras fueron tomadas de la region subcutanea de animales al sacrificio y fueron
procesadas en una soluciéon conteniendo colagenasa tipo Il por 2 h a 37°C. Las
células fueron resuspendidas con medio basal (medio DMEM con 5% de suero fetal
bovino) y sembradas en cajas de cultivo con 24 pozos, a una densidad de 1x10*
células/cm? e incubadas a 37°C. con una atmoésfera de 5% de CO,. Antes de la
confluencia, la diferenciacion fue inducida por diferentes tratamiento; acidos grasos
insaturados: acido fitanico (25, 50,100 uM) y acido pristanico (25, 50, 100 puM);
retinoides: acido retinoico 9 cis (0.5, 0.75, 1 uM) y todol trans (0.5, 0.75, 1 uM) y
carotenoides: B-caroteno (10, 20, 30 uM) o luteina (10, 20, 30 uM). La expresion de
PPARy y PGC-1a fue medida de células diferenciadas. Los resultados mostraron
que el fitnico, acido retinoico 9 cis y all trans fueron los mejores activadores de la
expresion de PPARy. Por consiguiente estos compuestos son agentes potentes
para promover la adipogenesis bovina y seria interesante considerarlos para la

engorda de bovinos.

Palabras clave: PPARYy, PGC-1a, grasa alimenticia, bovino para carne.



ABSTRACT

The increasing beef consumption in Mexico require the constant development of
technologies to improve animal production to obtain quality beef carcass where the
fat content determines in great measure its quality, therefore in this research we
study the adipose tissue physiology and the effect of compounds that are potencial
promoters of adipogenesis. The importance of dietary fat in the expression of
multiple genes is clear, in the case of beef cattle, fat in the form of fatty acids
(saturated or unsaturated), vitamin A (mainly retinoic acid), or carotenoids (B-
carotene and lutein), is obtained constantly from the dietary feed or from pasture.
The aim of this work was to study the effect of fatty acids (phytanic acid and
pristanic), vitamin A (all trans and 9 cis retinoic acid), and carotenoids (3-carotene
and luteine) during differentiation of the bovine white adipose tissue, over the
expression of PPARy and its coactivator PGC-1a. Samples were collected at
slaughter from subcutaneous adipose tissue and were processed in a solution
containing Type Il collagenase for 2 h at 37°C. Cells were re-suspended with basal
medium, DMEM medium containing 5% fetal bovine serum, plated in 24-well culture
plate at a density of 1x10* cellslem? and incubated at 37°C and 5% CO,
atmosphere. Before confluence, preadipocyte differentiation was induced by
different treatments; unsaturated fatty acids: phytanic acid (25, 50,100 uM) and
pristanic acid (25, 50, 100 uM); rexinoids: 9 cis-retinoic acid (0.5, 0.75, 1 yM) and all
trans retinoic acid (0.5, 0.75, 1 uM) and carotenoids: p-carotene (10, 20, 30 yM) or
lutein (10, 20, 30 uM). PPARy and PGC-la expression was measured from
differentiated cells. The results show that phytanic, all-trans retinoic acid and 9-cis
retinoic acid, were the best activators of PPARy expression. Therefore these are
powerful agents for bovine adipogenesis promotion, and promissory compounds in

bovine fattening.

Key words: PPARy, PGC-1q, dietary fat, beef cattle
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ABREVIATURAS

ADD1/SREBP1

Adipocyte differentiation and determination factor 1/sterol

regulatory element binding protein 1

AMPc Adenosina 5 -monofosfato ciclico
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PAI-1 Plasminogen activator inhibitor 1
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PGC-1a Coactivador del receptor activado por proliferadores peroxisomales
y-1la

PEPCK Fosfoenol piruvato carboxicinasa

PPAR Receptor activado por proliferadores peroxisomales
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SREBP Elemento regulador de esteroles unido a proteinas

STATs Transductores de sefial y activadores de la transcripcion

TA Tejido adiposo

TAB Tejido adiposo blanco
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TZDs Tiazolidinedionas

UCP-1 Proteina desacopladora
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1. ANTECEDENTES.

1.1 Ganaderia productora de carne

1.1.1 Situacién actual de la carne de bovino en México.

La carne de bovino es uno de los productos pecuarios de mayor consumo nacional
gracias a su gran valor nutrimental con alto contenido proteinico, agradable sabor y
versatilidad gastronomica. La produccién en el afio 2006 alcanz6 1,612,992
toneladas, lo que significa un crecimiento del 3% con relacion a la del afio previo, y
una participacion del 30% en la produccién total de carnes en México. De acuerdo al
resumen nacional de produccion 2007 y 2008, la carne de bovino continta
creciendo en un 1.4 y 1.3% con respecto a los afios previos, respectivamente
(Cuadro 1), manteniendo el mismo porcentaje de participacion y colocandose a la
cabeza, junto con la carne de ave, en la produccién total de carnicos en el pais
(SIAP, SAGARPA, 2008).

Aunque la ganaderia bovina se realiza en todo el pais, se identifican entidades que
aportan fuertes volimenes al censo nacional.

En la actualidad el principal estado productor de bovino en el pais es Veracruz , con
44 millones de toneladas que representa el 14.2% de la produccidon nacional,
seguido por Jalisco con el 11.3% (35 millones de toneladas) y Chiapas que
representa el 6.3% con (19 millones de toneladas) segun el Servicio de Informacion
Agroalimentaria y Pesquera (Financiera rural, 2009). Estos tres estados junto con
Sonora (4.5%), Sinaloa (4.5%) y Baja California (4.6%) representan el 45.4% de la
produccion nacional (SIAP, 2009).

A pesar de los pronosticos de crecimiento en las importaciones debido a las
tendencias observadas entre 1998 y 2002 por la falta de oferta para cubrir la
demanda, el fortalecimiento de la economia y el crecimiento de la poblacion (FIRA
2002), los cambios suscitados en el mercado externo en 2003 llevaron a la

orientacion de las exportaciones de carne de bovino de algunas naciones
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proveedoras de México, hacia otros mercados de mayor poder adquisitivo. Como
efecto de esta situacion y del crecimiento de los precios en el mercado
internacional, las importaciones mexicanas de este carnico se redujeron a 266,000
toneladas, 31.2% menos que el afio previo. En afos postreros a la fecha, las
importaciones de carne de bovino se han mantenido sin cambios drasticos; la
produccion ha crecido con el consumo y las exportaciones se redujeron
marcadamente a partir de 2004, patrones que impactan en gran medida a que no

existan requerimientos y/o crecimiento sustentable en las importaciones.

La carne de bovino ocupa un papel preponderante dentro del consumo total de
carnes en México, manteniéndose como el eje en torno al cual se determinan
condiciones del mercado general de cérnicos y en cierta medida de los precios. Las
tendencias, en los Ultimos afios, en materia de produccion, importaciones,
exportaciones y consumo nacional aparente (CNA) de carne de bovino en México se
resumen en el Cuadro 1. CNA es la medida de la cantidad de producto que esta a
disposicion de un pais para su adquisicion. Dentro de esta estimacion se consideran
la produccion nacional, las importaciones de ganado para abasto (convertidos a
carne en canal) y las de carnes en canal y cortes, asi como las exportaciones de
ganado para abasto y/o engorda (convertidos a carne en canal) y carne en canal y
cortes.

14



Cuadro 1. Resumen de la balanza nacional disponibilidad-consumo de carne en canal de bovino, periodo 1990-2008.

ARo
1990
1991
1992
1993
1994
1995
1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004
2005
2006*
2007
2008*

Composicion en volumen (toneladas)

Composicion porcentual

Produccién

1,113,919
1,188,687
1,247,195
1,256,478
1,364,711
1,412,336
1,329,947
1,340,071
1,379,768
1,399,629
1,408,618
1,445,211
1,467,574
1,503,760
1,543,730
1,557,707
1,612,992
1,635,040
1,656,391

Importaciones

50,819
163,073
196,754
103,385
140,203

41,784
110,402
197,558
262,996
287,769
337,986
335,697
386,825
265,956
256,700
310,300
284,800
286,500

Exportaciones

134,424
123,727
104,341
129,624
104,701
166,988
47,366
66,835
72,089
104,505
123,611
116,132
96,762
127,121
8,300
17,900
19,200
27,800

CNA

1,030,314
1,228,034
1,339,609
1,230,239
1,400,213
1,287,133
1,392,983
1,470,793
1,570,676
1,582,893
1,622,993
1,664,776
1,757,637
1,642,595
1,791,500
1,851,600
1,843,600
1,878,100

Produccion*

95.1
86.7
85.3
91.6
90.0
96.8
92.1
86.6
83.3
81.8
79.2
79.8
78.0
83.8
85.7
83.2
86.4
85.6

Importaciones

4.9
13.3
14.7

8.4
10.0

3.2

7.9
13.4
16.7
18.2
20.8
20.2
22.0
16.2
14.3
16.8
13.6
14.4

Produccién* es la composicién porcentTJaI del CNA y se ‘estima restando las exportaciones_a la produccién nacional,
/2006* Estimado por el SIAP. /2008* Pronosticado. /Fuente: Coordinacién General de Ganaderia, SAGARPA.
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El valor de la produccion tanto del ganado para abasto como de la carne bovina en
canal, continué registrando incrementos en los Ultimos afios, como consecuencia de

la combinacion del crecimiento en sus volumenes y en sus precios (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resumen nacional de produccion, precio, valor, animales sacrificados y

peso de carne en canal de bovino 1990-2008.

Ao Produccién Precio Valor de la Animales Peso
(toneladas) (pesos por produccion sacrificados  (kilogramos)
kilogramo)  (miles de pesos) (cabezas)
1990 1,113,919 7.68 8,550,543
1991 1,188,687 8.49 10,096,360
1992 1,247,195 8.18 10,197,849
1993 1,256,478 8.35 10,488,082
1994 1,364,711 8.13 11,099,642
1995 1,412,336 10.58 14,945,373
1996 1,329,947 13.29 17,677,977
1997 1,340,071 17.59 23,565,505 6,327,000 212
1998 1,379,768 18.99 26,198,298 6,578,000 209
1999 1,399,629 21.11 29,545,733 6,892,639 203
2000 1,408,618 21.83 30,754,342 6,975,749 202
2001 1,444,621 22.58 32,612,447 7,099,784 203
2002 1,467,574 22.20 32,579,708 7,111,997 206
2003 1,503,760 23.67 35,586,877 7,190,363 209
2004 1,543,730 26.49 40,889,886 7,650,065 202
2005 1,557,707 30.14 46,945,454 7,666,414 203
2006 1,612,992 30.49 49,176,123 7,860,027 205
2007 1,635,040 30.90 50,516,520 7,968,710 205
2008 1,667,136 31.79 52,999,749 8,074,451 206

Fuente: Elaborado por el servicio de informacion agroalimentaria y pesquera (SIAP),
con informacion de las delegaciones de la SAGARPA.
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1.1.2 Definicidn y clasificacion.

Por definicion, la carne de bovino, segun la Norma Oficial Mexicana NMX-FF-078-
SCFI-2002, es el cuerpo del animal sacrificado, desangrado y sin piel, abierto a lo
largo de la linea media del pecho y abdomen a la cola; separado de la cabeza al
nivel de la articulaciéon occipitoatloidea; de las extremidades anteriores al nivel de la
articulacion carpometacarpiana y de las posteriores al nivel de la tarsometatarsiana;
con o sin la presencia de cola, amputada ésta a la altura de la segunda vértebra
caudal; sin visceras cavitarias (excepto los rifiones), quedando el diafragma
adherido, sin genitales ni ubre.

La clasificacion de canales de bovino es la determinacién del grado de calidad de la
canal después de haber sido sometida a un estudio técnico en base a parametros
especificados en dicha norma (Cuadro 3); y la calidad de la carne en canal, se refiere
a los atributos o caracteristicas deseables para el consumo humano, y cuya relacion
da lugar a los distintos grados de clasificacion. Para efecto de esta norma las
canales de ganado bovino se han clasificado de acuerdo a los siguientes grados
béasicos de calidad:

< Suprema

X/
£ %4

Selecta
< Estandar

L)

% Comercial

L)

% Fuera de clasificacion
Los pardmetros especificados a que se hace mencidén anteriormente, se refieren a

los criterios empleados para definir cada una de las categorias basicas o grados

béasicos de calidad. Dichos criterios se muestran a continuacion, en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Criterios minimos y/o limites maximos de aplicacion general en todo el pais para establecel
los diferentes grados basicos de calidad (adaptado de NOM NMX-FF-078-SCFI-2002).

Grados de calidad de las canales
Selecta Estandar

Suprema Comercial

Madurez Con base a grado de osificacion

Conformacion de la
canal/Muscularidad

Perfil de la pierna

convexo y redondo

en vista lateral y

transversal. Lomos
amplios y redondos

cubriendo y aun
rebasando el
espacio

comprendido entre

las apofisis
transversas y
espinosas de las

vértebras lumbares

y torécicas.
Musculatura de

espaldilla y base del
cuello redondeados

y en balance
armonico con el
resto de la canal.

Perfil de la pierna
convexo en vista
lateral y en plano
en vista
transversal.
Lomos planos
cubriendo el
espacio
comprendido
entre las apofisis
transversas y
espinosas de las
vértebras
lumbares y
toracicas.
Musculatura de
espaldilla y base
del cuello
marcados sin
llegar a conferir
aspecto de
redondez.

Perfil de la
pierna recto y
plano en vista

lateral y
transversal.
Lomos planos
cubriendo
escasamente
el espacio
comprendido
entre las
apofisis
transversas y
espinosas de
las vértebras

lumbares y

toracicas.

Musculatura
de la

espaldilla y

base del
cuello planos.

Perfil de la pierna
cbéncavo o plano.
Desarrollo deficiente de

lomos y de la

musculatura en general.

Color de la grasa

Blanca (Equivalente
a clave Power Point

255-255-255)

Blanca a
cremosa
(Equivalente a
clave Power
Point 255-255 de
255 a 210)

Cremosa a
ligeramente
amarilla
(Equivalente a
clave Power
Point 255-255
de 210 a 200)

Puede ser amarilla
(Equivalente a clave
Power Point 255-255

menor de 200)

Color de la carne

Rojo cerezo
(Clave 186C)

Sistema Pantone

Rojo cerezo
(Clave 186C) a
rojo intenso
(Clave 1805)

Sistema Pantone

Rojo intenso
(Clave 1805)
a rojo oscuro
(Clave 188C)

Sistema
Pantone

Se acepta rojo oscuro

(Clave 188C)

Sistema Pantone

Distribucion de la
grasa subcutanea

Capa uniforme en
pierna, lomoy
costillar.

Capa uniforme
en pierna, lomo y
costillar.

Capa NO
uniforme.

Sin requisito minimo.

Grasa perirrenal

Cobertura del 50%
en adelante.

Cobertura del
25% en adelante.

Cobertura del
25% en
adelante.

Sin requisito minimo.
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De acuerdo al cuadro anterior, la calidad de la canal estd en funcion, entre otras
cosas, de la distribucién de la grasa subcutanea (Figura 1) y del porcentaje de la
que recubre rifilones, entre otros criterios, lo cual se sugiere en la norma oficial
mexicana NMX-FF-078-SCFI-2002.

Figura 1. Carne de bovino selecta. El color de la grasa de la carne es de blanca a
cremosa, con una distribucion de la grasa subcutanea uniforme en pierna, lomo y

costillar.

Dada la importancia de la calidad de las canales y sabiendo el impacto que tienen
sobre su precio, resulta de gran importancia estudiar el efecto de algunos
componentes lipidicos de la dieta, sobre la diferenciacion del tejido adiposo bovino
in vitro., lo que nos permitird conocer mas a fondo su fisiologia, lo cual resulta
fundamental en el proceso productivo de la canal, ya que el tejido adiposo

representa parte importante del sabor y textura de la carne.
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2. INTRODUCCION

2.1 Tejido Adiposo

La homeostasis energética en mamiferos es el resultado del balance entre el
aporte y el gasto energético. En gran medida, el equilibrio se mantiene a través
de una respuesta coordinada entre el sistema nervioso y el tejido adiposo, siendo
este dltimo la principal reserva energética del organismo, asi como la via por la

cual se disipa ésta (Rodriguez de la Concepcion, 2004).

La digestion, la gestacion, el requerimiento de la produccion de calor y el ejercicio
fisico son los procesos que determinan el balance energético y en ultimo caso
estaran afectando el peso corporal. El organismo procesard e integrara
respuestas a través de sefiales nerviosas y hormonales, y es importante resaltar
gue también algunos nutrientes de la dieta se convertiran en sefiales y sensores

el status energético (Rodriguez de la Concepcién, 2004).

El Tejido adiposo (TA) esta formado por diversos tipos celulares, entre ellos los
adipocitos, preadipocitos con diversos grados de diferenciacion, fibroblastos,
células endoteliales y sanguineas, se encuentra distribuido principalmente a
escala dérmica, subcutanea, mediastinica, mesentérica, perigonadal, perirrenal

y retroperitoneal (Moreno y Martinez, 2002).

En mamiferos existen dos tipos de TA, los cuales difieren en distribucién, color,
vascularizaciébn 'y actividad metabdlica; éstos son el Tejido adiposo
blanco (TAB), el cual esta ampliamente distribuido y constituye la grasa
corporal, y el Tejido adiposo café (TAC) el cual es menos abundante y se limita
a ciertas areas especificas. El TAC es el principal sitio donde se lleva a cabo la
termogénesis compensatoria para el mantenimiento de la temperatura corporal

en animales jovenes (Ailhaud et al., 1992; Dani, 1999; Emery, 1979).
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2.1.1 Tejido Adiposo Blanco

El TAB es la mayor reserva energética en los animales, se utiliza como
reservorio de triglicéridos en periodos durante los cuales existe un exceso de
energia alimenticia y se moviliza durante periodos de privacion de ésta (Emery,
1979; Gregoire et al., 1998).

Figura 2. Adipocitos humanos (aumento x 400)

La masa de TAB esta determinada por el balance entre el consumo y el gasto
de energia (Dani, 1999). Es el sitio principal para la sintesis de acidos grasos en
los rumiantes y constituye una reserva dinamica de energia, a través de la cual
fluye del 10 al 80% de la energia diaria, dependiendo del estado productivo, el
tipo de alimento y los requerimientos de energia en relacion al consumo
(Emery, 1979).

Basados en incubaciones in vitro y en el uso de compuestos marcados in vivo,
quedd establecido que el acetato es el precursor primario para la sintesis de
novo de acidos grasos en los rumiantes, y que éste proceso es el mas activo en
el TA de estos animales. La utilizacion de glucosa para la lipogénesis es limitada

en los rumiantes y esto es debido a los bajos niveles de la ATP-citrato-liasa
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(enzima que provoca la ruptura del citrato) y/o de la NADP-malato-
deshidrogenasa (enzima malica) (Smith, 1995).

La principal fuente de triglicéridos para los adipocitos procede de los
guilomicrones y de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, por sus siglas
en inglés) circulantes. Los triglicéridos de estas lipoproteinas son hidrolizados
hasta acidos grasos libres y monoglicerol por la lipoproteina lipasa (LPL) que se
encuentra en la pared de los capilares del tejido adiposo. Estos &cidos grasos
libres son captados por los adipocitos a través de procesos de transporte activo
mediado por proteinas transportadoras especificas de acidos grasos. Una vez
en el interior de la célula, los &cidos grasos son reesterificados para formar

triglicéridos. (Moreno y Martinez, 2002).

La lipdlisis es regulada por la lipasa sensible a hormona, la cual es una enzima
intracelular activada por AMPc-dependiente de la proteina-cinasa (Sprinkle et
al., 1998). Durante la lipdlisis, los triglicéridos almacenados en el tejido adiposo
son hidrolizados hasta acidos grasos y glicerol. Los tejidos periféricos consiguen
acceder a los depdsitos de energia de los lipidos del tejido adiposo a través de
tres etapas de procesamiento. En primer lugar, los lipidos deben movilizarse. En
este proceso los triacilglicéridos se degradan a acidos grasos y glicerol, que se
liberan desde el tejido adiposo y se transportan a los tejidos que requieren
energia. En segundo lugar, en estos tejidos, los acidos grasos deben activarse y
transportarse al interior de la mitocondria para su degradacion. En tercer lugar,
los acidos grasos se descomponen de manera secuencial en acetil-CoA, que
posteriormente se procesa en el ciclo del acido citrico (Stryer et al., 2003).

Los &cidos grasos liberados no son solubles en el plasma sanguineo, asi que,
tras la liberacién, la albimina sérica se une a los acidos grasos y les sirve de
portador. De este modo, los acidos grasos libres se vuelven accesibles como

combustible para otros tejidos (Stryer et al., 2003).

Ademas de su papel como reserva energética, el TA actlia como una glandula
gue secreta factores autocrinos, paracrinos y endocrinos. En afos recientes, se
ha demostrado que el tejido adiposo produce una serie de citocinas, tales como

el factor de necrosis tumoral, la leptina y el inhibidor del activador del

22



plasminégeno-1 (PAI-1). También puede formar hormonas tales como estradiol y
cortisol, a partir de sus precursores. Ademas, en el TA se encuentra presente la
mono-amino-oxidasa, enzima que puede metabolizar catecolaminas (Chilliard et
al., 2000).

La leptina es elaborada y secretada por los adipocitos maduros y se une a sus
receptores en el hipotdlamo o en tejidos periféricos. La leptina regula la masa de
grasa corporal. La pérdida de reservas grasas disminuye los niveles de leptina e
incrementa los del neuropéptido Y, lo que produce un incremento en el
consumo de alimento. Contrario a esto, la ganancia de peso incrementa los
niveles de leptina y disminuye el consumo alimenticio. La hormona estimulante
de los melanocitos es necesaria para que se observe esta respuesta (Gregoire
et al., 1998).

El TA también participa en la regulacion de la respuesta inmune secretando
adipsina (que es un componente de la via alterna del complemento), el factor de
necrosis tumoral tipo a (TNF-a) y el factor inhibitorio de la migracion de
macréfagos (MIF). El TA secreta proteinas relacionadas con la funcién vascular
como el angiotensinégeno y el PAI-1. El primero participa en la regulacién del
aporte sanguineo y en el flujo de acidos grasos desde el TA y el segundo parece
estar involucrado en el desarrollo de enfermedades vasculares asociadas con la
obesidad abdominal (Gregoire et al., 1998) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Principales moléculas sintetizadas por el tejido adiposo

Leptina Disminuye la ingesta y regula el balance energético.
TNF-a Incrementa lipélisis, activa a LPL.
Resistina Disminuye sus niveles con la diferenciacion del tejido adiposo y mejore

resistencia a la insulina.

FIAF (Fasting
induced adipose
factor)

Regulacion del metabolismo en condiciones de ayuno.

PAI-1 (Plasminogen
activator inhibitor-1)

Contribuye al desarrollo de la obesidad y la resistencia a insulina.

Adipsina

Actula a nivel del adipocito, regula metabolismo lipidico.

IL-6

Regulador del balance energético, contribuye a la resistencia a la insulina]

Acidos grasos

Reguladores de la expresion génica.

Adiponectina

Hormona con efectos antidiabéticos, antiinflamatorios y antiaterogénicos.

(adaptado de Rodriguez de la Concepcion, 2004).
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2.1.2. Tejido Adiposo Café

En practicamente todos los mamiferos, incluida la especie humana, la actividad
del Tejido adiposo café (TAC) como productor de calor es fundamental para el
mantenimiento de la temperatura corporal tras el nacimiento, cuando los
neonatos necesitan una elevada produccién de calor en la transicion de la vida

intrauterina a la extrauterina (Cannon y Nedergaard, 1986).

Asimismo, la termogénesis del TAC también juega una funcién primordial en la
adaptacion a ambientes frios en el animal adulto de muchas especies, ademas

de un papel importante en el despertar de animales en hibernacion.

Rothwell y Stock (1986) propusieron que la actividad termogénica generada por
el TAC podria ser un mecanismo de regulacion del peso corporal, que se
opondria al desarrollo de la obesidad, gracias a la actuacion del tejido (al menos
para roedores adultos) como centro de disipacion de la energia de la dieta

ingerida en exceso.

Mientras la principal funcién del TAB es la de servir de reserva energética, el
TAC estd dotado de mecanismos que disipan la energia para generar calor
(termogénesis) y esta funcién la asume a través de la proteina desacoplante
mitocondrial (UCP-1), cuya expresion solo se presenta en este tejido y por lo

tanto sirve para su identificaciéon (Moreno y Martinez, 2002).

Ademas de las diferencias funcionales, también existen diferencias
morfolégicas, los adipocitos cafés se distinguen de los blancos por las
inclusiones lipidicas multiloculares y un mayor nimero de mitocondrias que
garantiza su gran capacidad respiratoria; mientras que los adipocitos blancos se
caracterizan por una inclusion lipidica grande y pocas mitocondrias (Ailhaud et
al., 1992).

La dualidad funcional entre el TAB y el TAC queda reflejada por el papel de

ambos en la obesidad; mientras el exceso de ingesta aumenta los depdésitos
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lipidicos en el TAB, el TAC protege de la obesidad inducida por la dieta gracias

a la termogénesis del tejido (Hamann et al., 1996).

2.2 Desarrollo del tejido adiposo

2.2.1 Desarrollo tisular.

Los preadipocitos tienen un origen mesodermal, que da origen ademas del TA a
los tejidos muscular, éseo y cartilaginoso. En bovinos, como en humanos, la
diferenciacion del TAB comienza durante la etapa final del desarrollo
embrionario y no finaliza después del nacimiento, continua hipertrofiandose
dependiendo de la ingesta (Burdi et al., 1985), en ratones y ratas el proceso de
conversion de preadipocitos a adipocitos del TAB tiene lugar después del
nacimiento, a diferencia del TAC, cuya diferenciacion es completamente

prenatal.

La linea adipocitaria deriva de un precursor embrionario multipotente y que
posee capacidad para diferenciarse en células unipotentes y comprometidas
hacia el desarrollo de varios tipos celulares determinados, tales como adipocitos,
condrocitos, osteoblastos y miocitos. A pesar de todo, los preadipocitos del
tejido adiposo café y blanco son aparentemente indistinguibles y se desconoce
el mecanismo a través del cual un fibroblasto precursor dara lugar a un adipocito
blanco o café, ya que existe una gran similitud entre el proceso de diferenciaciéon

de ambos tejidos adiposos. (Moreno y Martinez, 2002).

El proceso de diferenciacion supone cambios cronologicos en la expresion de
numerosos genes. Asi, se van presentando aquellos genes caracteristicos de
los adipocitos, al mismo tiempo que se van reprimiendo aquellos que son
inhibitorios para la adipogénesis o que no son necesarios para la funcion del
adipocito. Todos estos cambios en la expresiéon y funcion de estos genes
conducen finalmente a la adquisicién del fenotipo caracteristico del adipocito
maduro (Prawitt et al., 2008).

De acuerdo a lo anterior, y ya que los fendmenos moleculares implicados en la

diferenciacion de los adipocitos no son totalmente conocidos, dichos procesos
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se han estudiado principalmente en lineas celulares de preadipocitos como por
ejemplo las 3T3-L1, las cuales presentan cuatro etapas de crecimiento celular in
vitro: 1) Inhibicién del crecimiento, 2) Expansion clonal, 3) Cambios tempranos
en la expresion de genes y 4) Eventos tardios y diferenciacion terminal. Dichas
etapas también las podemos observar, con pequefias variaciones, en los

cultivos primarios (Gregoire et al., 1998).

1) Inhibicion del crecimiento

Las células sufren mudltiples divisiones mitéticas, y comienzan a saturar la
superficie de cultivo in vitro. Asi, comienza a haber mayor proximidad entre ellas,
una vez alcanzada la confluencia, los preadipocitos sufren inhibicién por contacto

y cesan su crecimiento.

2) Expansion clonal

Para que se lleve a cabo el proceso de diferenciacion adipocitica se requiere del
cese de la proliferacién celular lo cual ocurre, in vitro, cuando las células se
encuentran confluentes. El tratamiento de estas células en las que ha cesado el
crecimiento, con medio de diferenciacion, las induce a reentrar en el ciclo celular,
y se producen varias ciclos de replicacion de DNA y duplicacion celular (Moreno y
Martinez, 2002). Esta expansion mitética clonal de células comprometidas es
esencial para completar la diferenciacion terminal en adipocitos maduros. Las
proteinas del retinoblastoma (Rb) modulan la actividad de E2F, un factor de
transcripcion que juega un papel fundamental en la regulacién de la progresion

del ciclo celular.

Varios estudios recientes han sugerido que las proteinas Rb juegan un papel
fundamental en la regulacién de la expansién mit6tica clonal necesaria para la

diferenciacion de los adipocitos 3T3-L1 (Moreno y Martinez, 2002).

La expresion de la Lipoproteina lipasa (LPL) ha sido considerada a menudo
como un signo temprano de la diferenciacion adipocitaria. La expresién de LPL
ocurre, sin embargo, de manera espontanea al alcanzar la confluencia y es

independiente de los inductores de la diferenciacion. Esta circunstancia sugiere
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que LPL puede reflejar la etapa de cese del crecimiento mas que ser un

marcador temprano del proceso de diferenciacion (Gregoire et al., 1998).

3) Cambios tempranos en la expresion de genes.

Conforme la expansion clonal cesa, se inicia la activacion transcripcional
coordinada de genes especificos del adipocito. La expresion de estos genes se
acompafia de cambios bioquimicos y morfolégicos que conducen a la

adquisicion del fenotipo del adipocito.

El proceso de adipogénesis habitualmente se describe como una cascada de
eventos genéticos. Hasta ahora, se han descrito dos familias de factores de
transcripcion, las proteinas de union a CCAAT/enhancer (C/EBPs, por sus siglas
en inglés) y el receptor activado por proliferadotes peroxisomales y (PPARYy, por
sus siglas en inglés), que han sido identificadas como claves de la transcripcion

de genes adipogénicos (MacDougald y Lane, 1995).

Otro factor que también parece estar implicado en el proceso de diferenciacion
es el factor de determinacién y diferenciacion del adipocito 1/elemento
regulatorio de esteroles unidos a proteinas 1 (ADD1/SREBP1, por sus siglas en
inglés). La coexpresion de este factor de transcripcion incrementa la actividad

transcripcional de PPARYy (Gregoire et al., 1998).

Entre los genes que disminuyen su expresion a lo largo de la diferenciacion es
de destacar el factor de preadipocito 1 (Pref-1, por sus siglas en inglés). Pref-1
presenta altos niveles de expresion en preadipocitos y su expresion disminuye
durante la diferenciacion, siendo completamente indetectable en adipocitos

maduros.

4) Eventos tardios y diferenciacion terminal

Durante la fase final de la diferenciacion, los adipocitos en cultivo incrementan
marcadamente la lipogénesis de novo, observandose, por tanto, un incremento
en la expresion y actividad de enzimas implicadas en esta ruta tales como la

sintasa de acidos grasos (FAS, por sus siglas en inglés), enzima malica, glicerol
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3-fosfato deshidrogenasa, entre otras. Durante esta etapa aumenta también
considerablemente la sensibilidad a la insulina, debido a un gran aumento en el
namero de receptores de insulina y transportadores de glucosa dependientes de
insulina (GLUT4) (Moreno y Martinez, 2002). En esta etapa, se expresan y
sintetizan a su vez otros genes y productos especificos de los adipocitos como
aP2, una proteina fijadora de &cidos grasos especifica de adipocitos, y
perilipina, una proteina asociada a las gotas de lipidos.

Ademas, los adipocitos en esta etapa comienzan a secretar algunos mensajeros
enddcrinos 'y paracrinos tales como leptina, adipsina, inhibidor activador
plasminogénico 1 (PAI-1, por sus siglas en inglés) y la angiotensina (Gregoire et
al., 1998).

2.2.2 Control transcripcional de la diferenciacion.

Los receptores nucleares (NRs por sus siglas en ingles) forman una superfamilia
de factores de transcripcion activados por ligando compuestos por seis
dominios. El dominio N-terminal A/B alberga la funcion de activacion de
transcripcion autébnoma AF-1. El dominio C es el dominio de unién al DNA que
reconoce también el llamado elemento de respuesta a ligando en la regién
promotora del gen blanco via dos médulos de dedos de zinc. El dominio E,
alberga el sitio de union al ligando y una funcion de activacion de transcripcion
dependiente de ligando (AF-2), es localizado en el extremo C terminal. Los
receptores nucleares se unen al ligando en una cavidad dentro del dominio de
union al ligando (LBD por sus siglas en inglés), los cuales tienen una estructura
conservada consistente en tres capas antiparalelas de alfa-hélices (11-13), la
alfa-hélice C terminal llamada hélice 12 sirve como un switch molecular, la capa
central esta incompleta dejando una cavidad donde se puede unir el ligando, el
tamafio de la misma varia de acuerdo a la disposicion de las hélices en las
capas exteriores y donde encontramos, por ejemplo, residuos de glutamato y

lisina altamente conservados (Molnar et al., 2005).

Los receptores nucleares activan la transcripcion en respuesta a la unién con el
ligando por medio del desplazamiento de proteinas co-represoras y el

reclutamiento de proteinas coactivadoras. EI dominio D es un enlace entre el
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dominio C y E siendo estructuralmente flexible y el dominio F existe solamente
en algunos NRs. (Steinmetz et al., 2001; Itoh et al., 2008).

Figura 3. Representacion esquematica de la estructura de los receptores
nucleares. Las regiones a/b y E contienen los dominios de transactivacion
independiente (AF-1) y dependiente de ligando (AF-2), respectivamente. En el
cuadro se muestra la estructura de dedos de Zinc caracteristica del dominio de
union a DNA (DBD).

Varias hormonas y factores de crecimiento que afectan la diferenciacion de una
manera positiva o negativa pueden ser identificadas. El estudio de la regulacién
de los factores de transcripcion y el modo de accion de varios agentes que
influyen en la diferenciacion puede revelar los mecanismos fisiologicos y
patofisioldgicos que podrian disminuir o aumentar el desarrollo del tejido
adiposo.

La expresion de muchas de las proteinas que participan en la diferenciacion de
los adipocitos estd finamente regulada por la expresion de factores de
trascripcion que actdan como reguladores de la expresion génica (Hackl et al.,
2005). La caracterizacion de las regiones reguladoras de genes especificos
adiposos ha llevado a la identificacion de los factores de transcripcion, cuya
funcion es clave en el complejo de la cascada transcripcional durante la
diferenciacion adipocitica, el crecimiento y diferenciacion de preadipocitos es
controlada por la comunicaciéon entre células individuales o entre células y el

ambiente extracelular.
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Factores de transcripciéon implicados en la adipogénesis.
1) PPARs

Los receptores nucleares de hormonas son factores de transcripcion
dependientes de la activacion por ligando. Los miembros de esta familia
identificados hasta ahora son q, y y 8, los cuales tienen diferentes funciones de
transactivacion que varian de acuerdo al tejido, especificidad de ligando y
coactivadores. El receptor activado por proliferadores peroxisomales y (PPARY),
de todos los PPARs, es el mas adipogénico y ya se expresa en la etapa del
preadipocito, participando en la expresion de la mayoria, sino de todos, los genes
especificos de la célula adiposa (Moreno y Martinez, 2002, Ahmed W et al. 2007).
PPARYy, al igual que el resto de los miembros de esta superfamilia, son factores
de transcripcion que necesitan heterodimerizar con otro receptor nuclear de
hormona, el receptor X de retinoides o RXR, para unirse al DNA y ser

transcripcionalmente activo (Rodriguez de la Concepcion, 2004).

En los heterodimeros que forman los diferentes PPARs con RXR, cualquier
miembro de la pareja puede regular la actividad transcripcional por interaccion
con su propio ligando, resultando en un efecto aditivo al considerar un ligando
para ambos, se ha demostrado que ligandos selectivos de RXR puede activar
genes PPRE (Schulman et al; 1998, Hondares, E. 2006)

Naturales:15d-PGJ2

9,13 HODE( ox. &cido linoleico)

Sintéticos: Tiazolidinedionas:

Rosiglitazona, pioglitazona

aP2,

Lipasa de lipoproteina,

leptina,
Genes blanco P

Glut 4

Figura 4. Principales elementos involucrados en el funcionamiento de PPARy
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La actividad transcripcional de PPARy es modulada mediante la interaccion
ligando-receptor. Asi, PPARy puede ser activado por ligandos sintéticos
llamados tiazolidinedionas (TZDs), estimulando potencialmente la adipogénesis
(Spiegelman, 1998). La busqueda de dichos compuestos ha llevado a la
identificacibn de algunos ligandos naturales, incluyendo la 15 deoxi-Al12,14
prostaglandina J2 o 15dPGJ2 (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995). Este
eicosanoide es capaz de unirse y activar PPARy y puede promover
adipogénesis cuando se aflade a fibroblastos en cultivo. Otros &cidos grasos
naturales, como el acido oleico, linoleico, fitanico y pristanico pueden unirse

igualmente a PPARy (Forman et al., 1997; Kliewer et al., 1997).

La distribucion especifica de ligandos a nivel de los diferentes tejidos también
puede determinar la funcion de PPARy. De esta manera, la disponibilidad de
ligandos naturales procedentes de la dieta o liberados por una situacién
hormonal determinada y, por tanto, indicadores del marco celular especifico,
provocara una respuesta mediada por PPARy mucho mas sensible y especifica
de tejido (Rodriguez de la Concepcion, 2004). Como se comento anteriormente
existe en los NRs un espacio en su estructura que permite la vinculacion al
ligando y en el caso de este factor de transcripcién, es particularmente larga y
esta rodeada por aminoacidos no polares, sin embargo, en los dos extremos de
ella hay grupos de residuos polares, lo cual permite a PPARYy interactuar con
una variedad de compuestos estructuralmente diferentes con una relativa baja
afinidad (Kd en el orden de 1uM) (Uppenberg et al., 1998; Molnér et al., 2005 ).
Existen cuatro diferentes grupos de aminoacidos que contribuyen a la
estabilizacion de la helice 12 del dominio de unién al ligando de PPAR; estos
son Lys y Glu mediante una carga tipo clamp estabilizando la hélice 12 via un
puente con su coactivador; Glu, Arg y Tyr directamente estabilizan la hélice via
puentes de sal y de hidrogeno; Lys y Asp interactian con cada uno asi como
con el coactivador e His, Tyr formando enlaces de hidrégeno (Molnar et al.,
2005).
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Figura 5. Acidos grasos, ligandos naturales de PPARY.

(Estructura quimica)

Luteina

B caroteno

Figura 6. Carotenoides, ligandos naturales de PPARy

(Estructura quimica)

2) Familia C/EBP
Miembros de la familia C/EBP fueron los primeros factores de transcripcion que
se demostré que juegan un papel importante en la diferenciacion adiposa.
Isoformas de C/EBP son expresadas en otros tejidos, como el higado y C/EBPa
se expresa justo antes de la transcripcion de varios de los genes adiposos,
incluyendo aP2, GLUT-4, PEPCK, leptina y receptores de insulina. Tres
miembros de esta familia C/EBP: a, B y & se expresan tanto el TA blanco como
café. La expresion ectopica de C/EBP a 6 B induce adipogénesis en fibroblastos

no progenitores (Spiegelman et al., 1998).
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También se ha visto (Machado et al., 1994) que la expresién de C/EBP ay B en
TAC se da de forma tardia en la etapa fetal, coincidiendo con el inicio de la
trascripcion del gen UCP1. Los factores de transcripcion de la Familia C/EBP se
pueden unir a dos secuencias diferentes de DNA, la caja CCAAT de muchos
promotores y a la secuencia TGTGG(A/T)(A/T)(A/T)G de algunos aumentadores
virales. Se conocen varios factores de esta familia (a, B, y, 6, crpl, d/CEBP y
CHOP-10). Se cree que las proteinas C/EBP son esenciales para el
establecimiento del fenotipo diferenciado de ciertos tipos celulares (Rosen et
al.2002).

3) Proteinas ADD1/SREBP-1c

ADD1/SREBP1 puede regular varios genes relacionados con el metabolismo de
los acidos grasos Yy triacilglicéridos, como son la FAS, la ACO y la glicerofosfato
aciltransferasa 1 y 2, lo cual sugiere que este factor es un enlace entre los
cambios nutricionales y el programa genético lipogénico de la célula (Rodriguez
de la Concepcién, 2004).

ADD1/SREBP1 puede regular el proceso de adipogénesis, aunque no de
manera tan importante como PPARy o C/EBPa. La expresion ectépica de
ADD1/SREBP1 induce la diferenciacion de la célula adiposa, induciendo
directamente la expresion del gen PPARy a través de la union de este factor a
elementos de respuesta caja E en el promotor de PPARy (Fajas et al., 1999).
Cabe mencionar que este factor también esta implicado en la produccién del
ligando endégeno de PPARYy, al observarse que un medio condicionado de
células que lo expresan es capaz de activar la transcripcion regulada por PPARy
(Rodriguez de la Concepcién, 2004).

4) Reguladores STATs
Los transductores de sefal y activadores de la transcripcion (STATS)
comprenden una familia de proteinas citoplasmaticas que son activadas por y
mediante la expresidén génica en respuesta a efectores extracelulares (Morrison

y Farmer, 2000; Rosen y Spiegelman, 2000).
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5) RXRy RAR
La actividad del AR es mediada a través de dos familias de receptores
nucleares, el receptor de &cido retindico (RAR, por sus siglas en inglés), el cual
reconoce al acido retindico all-trans, el mayor producto de la oxidacién
intracelular de vitamina A y al acido retindico 9-cis, el cual es un producto menos
abundante del metabolismo del retinol y los receptores X de retinoides (RXR, por
sus siglas en inglés), los cuales reconocen solamente al acido retindico 9-cis

(Chambon, 1996).y cada familia tiene tres subtipos: a,Byy .

Figura 7. Estructura quimica de algunos retinoides biol6gicamente activos.
(Modificado de Bonet et al. 2002)

Los RXR pueden homodimerizar o heterodimerizar con RAR y otros receptores
nucleares que incluyen el receptor para hormona tiroidea, receptor de vitamina
D y PPARy (Mangelsdorf y Evans, 1995). Mientras que RAR solamente
heterodimeriza con RXR. Esos homodimeros o heterodimeros pueden unirse a
elementos que responden al AR o a retinoides para regular la expresion de

genes, y por lo tanto regular procesos celulares (Villarroya, 2004).

La regulacion transcripcional realizada por PPARs se logra por medio de los
heterodimeros PPAR-RXR, el cual se une a elementos de respuesta PPAR
(PPRES) en el promotor de genes blanco. RXRs son activados por 4cido 9-cis

retinoico. Detras de la heterodimerizacion con varios miembros de FRHN, RXRs
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pueden también homodimerizar y regula trans-activacion de genes blancos
(Schulman et al; 1998).

PPAR:RXR Regulacion transcripcional

Co-activadores
Co-represores

Genes blanco

Figura 8. Regulacion transcripcional regulada por medio de los heterodimeros
PPAR-RXR.

Conocer los avances en el estudio de los factores de transcripcion y sus co-
reguladores, nos dard la pauta para investigar nutrientes u otro tipo de
compuestos, que actlen como ligandos de los factores de transcripcion de
genes especificos, que controlan procesos metabdlicos tales como la
lipogénesis y la gluconeogénesis en especies rumiantes (particularmente
bovinos). Lo anterior permitira ahondar no solo en el conocimiento de la
fisiologia del desarrollo del tejido adiposo de los bovinos, sino también porque
resulta de importancia en el proceso productivo de la canal, ya que el tejido

adiposo es parte determinante en el sabor y textura de la carne.

En el articulo:“Papel del coactivador PGC-l1a en el balance energético.
Importancia en la produccion de bovinos de engorda” 2008, ALPA, 16, 2:64-77;
se pretende resumir los avances en el estudio de algunos de los factores de
transcripcion y sus co-reguladores, especificamente el coactivador PGC-1a, que
se ha visto afectan la transcripcion de genes involucrados en la homeostasis
energética (ANEXO).
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3. JUSTIFICACION

Debido a la importancia en la produccion de carne de bovino en México, es
necesario optimizar dicho proceso de manera que se obtengan canales de calidad.
Segun la Norma Oficial Mexicana, la calidad esta directamente relacionada con la
cantidad, las caracteristicas intrinsecas y la distribucion de la grasa presente en las
canales, siendo ésta la que en gran parte aporta las caracteristicas organolépticas
deseables como textura, firmeza y sabor a la canal. Por ello, es necesario conocer
los mecanismos que desencadenan y promueven adipogénesis y lipogénesis en el
tejido adiposo blanco de bovino, lo que involucra el estudio de factores genéticos,
nutricionales, hormonales y bioquimicos que regulan la deposicién de lipidos en

estos animales.
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4. HIPOTESIS
Compuestos lipidicos favorecen la diferenciaciéon del tejido adiposo blanco bovino

in vitro.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Conocer el efecto de diversos componentes lipidicos, a saber acidos grasos (tales
como acido fitanico y acido pristanico), retinoides (como el &cido retindico 9 cis y all
trans) y carotenoides (como B caroteno y luteina) sobre algunos de los factores de
transcripcion involucrados en la diferenciaciéon del tejido adiposo blanco bovino.

5.2 Objetivos especificos
Medir los cambios en la expresion endégena de PPARYy y su coactivador PGC-1aq,

por efecto de la adicién de diferentes niveles de acidos grasos insaturados (fitanico

y pristanico), acido retinoico (9 cis y all trans) y carotenoides ( caroteno y luteina).
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6. ARTICULO

“Induction of PPARy and PGC-la by unsaturated fatty acids, retinoic acid

and carotenoids in white bovine adipose tissue”

El objetivo de este trabajo fue estudiar el efecto de acidos grasos (acido fitanico y
pristanico), vitamina A (acido retinoico 9 cis y all trans), y carotenoides (3 caroteno
y luteina) durante la diferenciacién de tejido adiposo blanco, sobre la expresion de
PPARYy y su coactivador PGC-1a. (ANEXO)

37



7. DISCUSION

Los receptores activados por proliferadores peroxisomales (PPARS) pertenecen
a la familia de los receptores nucleares, que se sabe estan involucrados en la
homeostasis de la glucosa y de los lipidos. Basados en un gran numero de
estudios cristalogréficos, se sabe que estos se unen a compuestos agonistas en
el dominio de unién a ligando (LBD). Actualmente existe un gran mercado para
el descubrimiento y creacion de compuestos que se unan a los PPARs, dado su
efecto benéfico en el Sindrome Metabdlico, asi como en la solucién de
problemas reproductivos, tumorales, etc. en humanos (Farce et al. 2009), en

animales aun no se ha difundido el uso de agonistas de PPARs como
promotores para mejorar la calidad de la canal, por lo que considero que los

resultados obtenidos en éste estudio contribuiran en éste sentido.

7.1 Acidos grasos

Segun reportes encontrados en la literatura, los acidos grasos poliinsaturados
naturales y oxidados, asi como los derivados del &cido araquidénico (las
prostaglandinas y las prostaciclinas), se unen selectivamente a los subtipos de

PPAR y estimula su actividad de transcripcion (Desvergne et al ., 2004).

Un estudio realizado por Waku et al., 2009, mostré que la conformacién de un
acido graso y su relacion con el espacio de union al ligando (LBD) de PPARYy es
fundamental para llevar a cabo la activacion de este factor de transcripcion.

Dicha conformaciéon depende de manera importante de la ruta metabdlica que
produce al ligando y de la posicién de la fraccion cetona en la estructura del
mismo, aunque no se excluye que otras moléculas enddgenas sin esta
caracteristica puedan actuar, en algunos casos, como agonistas de PPARYy. Los
resultados en dicho estudio sugieren que el LBD se une por enlace covalente al
acido graso enddgeno via una Unica cisteina (Cys), la cual es reportada como

fundamental para la activacion del receptor.
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Figura 9. Estructura quimica de PPARYy (A) y su LBD (B).

En nuestro trabajo experimental demostramos que el acido fitanico y el acido
pristanico incrementan la expresion del RNAm de PPARy cuando se emplearon
niveles de 100uM (p<0.05), siendo mayor la observada en el caso del &cido

fitanico.

Lough en 1977, alimenté a vacas lecheras con ensilado de pasto por seis
meses, encontrando que el acido fitanico constituye una proporcion importante
(13%) del total de acidos grasos de cadena larga de los triglicéridos y
fosfolipidos en plasma, lo cual lo hace altamente disponible Esta proporcion
puede variar dependiendo de la concentracion del acido o sus precursores en el

alimento que se ingiere, siendo mayor en el caso de los forrajes verdes.
El acido fitanico es ligando natural de PPARYy el cual regula el metabolismo de la

glucosa y también de RXR, (Heim et al. 2002) por lo que en este caso, la

expresion puede ser inducida por cualquiera de los dos factores de
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transcripcion, los cuales forman un heterodimero, mientras que el acido
pristanico, solamente es ligando de PPARy (Schliuter et al. 2002). Cabe sefalar
gue la afinidad del acido fitanico por los receptores RXR es menor que la que se

observa con el acido retindico 9 cis (Villarroya et al. 2004).

Los acidos grasos insaturados utilizados mostraron practicamente la misma
induccion de RNAm de PGC-1la y esto se debe a que el PGC-1a como gen
diana de ligandos de PPARSs, actla a través de un PPRE que se encuentra en la
zona distal del promotor y la existencia de un mecanismo de autorregulacion
positiva de PGC-1a a través de la coactivacion de la accion de los PPARs sobre

su propio promotor (Hondares, 2007).

Figura 10. Nueva via de regulacion del gen PGC-1a por los ligandos de PPARs.
Mecanismo de autorregulacion positiva mediado por la coactivacion de PPARs

por PGC-1a sobre su propio gen en presencia de ligandos.

Este mecanismo garantiza que ante determinados estimulos activadores de
PPARs los niveles de expresion de este coactivador se mantengan elevados, lo
cual es necesario para llevar a cabo una respuesta génica especifica (Yubero et
al. 2004; Hondares et al. 2006). Otros estudios muestran que acidos grasos
saturados como el palmitico inducen la expresion de PGC-1a y el acido oleico
suprimen su expresion en células de tejido muscular liso en ratas (Zhang et al.
2007).
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7.2 Retinoides

En este trabajo se pudo determinar que el acido retindico en sus dos isoformas
9 cis y all trans incrementa la expresion de RNAm de PPARYy, siendo el 9 cis un
mejor activador (31 veces mas en relacion al medio basal ). Un trabajo realizado
por Krskova-Tybitanclova et al. (2008) mostré que el RNAmM de PPARy aumenta
de manera significativa en el tejido adiposo del epididimo de rata al utilizar la
isoforma 13 cis (tres veces mas en relacion al control utilizado), esta no activa
algin gen en especifico, sino que es por un proceso de isomerizacion un

precursor de AR 9 cisy AR all trans.

El &cido retindico impacta en la diferenciacion de preadipocitos, sin embargo su
efecto final depende de la concentracion y viabilidad del isomero tan bien como
en la viabilidad relativa de RAR y RXR en las células (Villarroya et al., 1999).
Nosotros probamos diferentes dosis de ambas isoformas para determinar la
maxima concentracion a utilizar sin causar muerte celular, que en este caso fue
de 1uM. Un estudio realizado por Gonzalez (2005) determin6 que el promedio
de las concentraciones plasméaticas de retinol en bovinos mantenidos en
pastoreo, fue de 0.46 + 0.09 pyg/ml, con un rango de 0.23 a 0.64 pg/ml. (Cuadro
5).

Bonet et al. (2003) demostraron que altas dosis de &cido retindico bloguea
PPARy y C/EBPa via la accion de RARs inhibiendo con esto la adipogenesis,
dosis bajas son necesarias para activar la adipogénesis, porque provee
suficiente acido retindico 9 cis para asegurar la activacion del RXR. De hecho, la
expresion de las isoformas de RXR son reguladas durante la diferenciacion
adipocitaria y los ligandos sintéticos especificos de RXR han demostrado que
promueven adipogenesis (Canan et al., 1999). Los acidos retindicos tienen la
capacidad de autorregular, de manera constante, el nivel de actividad de

sus receptores RAR y RXR, lo cual parece ser una caracteristica
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importante de la respuesta del tejido adiposo a los acidos retindicos
(Villarroya et al., 1999).

Cuadro 5. Promedios (+ DE) de concentraciones plasmaticas de retinol (ug/ml)
en vaquillas a pastoreo en los meses de invierno y primavera.

Concentracion plasmatica de retinol(ug/ml)

Periodo Mes promedio = DE Rango

Invierno austral Julio 0.41+0.08 0.23 0.57

Agosto 0.44+0.09 0.26 0.62

Septiembre 0.44+0.09 0.26 0.62

Total invierno 0.42+0.09a 0.24 0.60

Primavera austral Octubre 0.53+0.10 0.33 0.73

Noviembre 0.46+0.08 0.30 0.62

Diciembre 0.50+0.08 0.34 0.66

Total primavera 0.50+0.09b 0.32 0.68

Promedio total 0.46+0.09 0.28 0.64
Letras diferentes en la columna indican P<0.05 Gonzalez (2005)

Es conocido que los acidos retinodico 9 cis y all trans tienen un papel clave en los
estados tempranos y terminales de la adipogénesis, debido principalmente a la
activacion de RXR (Delerive et al., 2002). Su efecto final depende de su
concentracién y presencia de isomeros asi como de la disponibilidad relativa
de RAR y RXR en las células (Villarroya et al. 1999).

El ligando enddgeno para RXR es el acido retindico 9 cis, retinoides
nutricionales como el acido retindico all trans son convertidos a la forma 9 cis
por una isomerasa intracelular ubiqua (Schulman et al. 1998). El dominio E de
RXRa al unirse con AR 9-cis asume su forma transcripcional activa. Sin
embargo, el ligando adopta una forma curva, con un ligero cambio y rotado
alrededor de su cadena poliinsaturada alifatica con respecto a la rigida
estructura del dominio E de RXRa, en comparacion a lo que ocurre cuando el
AR 9 cis establece un enlace con el dominio E de RARy, ademas se observa

gue el anillo B-ionona esta orientado de manera diferente con respecto a la
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cadena alifatica de AR 9-cis sobre el enlace a RXRa y RARy. En conclusion la
rigida estructura del sitio de union al ligando de RXR discrimina entre AR all

trans y 9 cis siendo mas afin a este Gltimo (Steinmetz et al., 2001).

Figura 11. Base estructural de la regulacion de la funcién de la activacion (AF2)

por los ligandos de receptor nuclear RXR.

Nuestros resultados mostraron que tanto el &cido retindico 9 cis y todo trans
incrementaron la expresion del RNAm de PPARYy (p<0.05), siendo el primero el
gue mayor efecto tuvo (31 vs 14 veces) debido a su afinidad como se comento
anteriormente. Las concentraciones que probamos de ambos isomeros fueron

0.5,0.75y 1uM, en la dosis mas alta no se presento muerte celular.

El RNAm de PGC-1a fue inducido de la misma manera por ambas isoformas del
acido retindico: 9 cis y all trans, otros autores mostraron que en ratas los
retinoides asi como la tiazolidinediona no tuvieron ningun efecto en el nivel de
RNAmM de UCP-2y PGC-1a (Emilsson et al. 2000).

En estudios previos realizados en células de mamiferos, se ha demostrado que
existe una relacion fisica entre PGC1 y RXR, la cual requiere la presencia de la
region AF-2 de RXR para que interactie con el motif LXXLL de PGC-1. Estos
resultados indican que PGC-1 es un autentico coactivador para RXR (Delerive et
al. 2002).

7.3 Carotenoides

43



Se sabe que los carotenoides estan involucrados en la modulacion de la
transcripcion de ciertos factores de transcripcion, incluyendo los receptores
nucleares activados por ligando (Sharoni et al. 2004). En relacion a PPARYy la
presencia de sus receptores en varias células cancerosas y su activacion por
acidos grasos, prostaglandinas y agentes hidrofébicos relacionados, hacen a
estos factores de transcripcion dependientes de ligando un blanco de los

carotenoides o sus derivados (Sharoni et al. 2004, Cui Y et al. 2007).

Esta también reportado que ellos pueden activar el sistema de trascripcion de
elementos de respuesta de antioxidantes, especialmente el licopeno y menos
marcado con otros carotenoides, ellos inducen la fase Il a través de la activacion
del sistema de transcripcion ARE, lo cual puede explicar algunas de las
actividades de prevencion contra el cancer de los carotenoides (Ben-Dor et al.,
2005).

Takahashi et al., (2002) observaron que isoprenoles (farnesol y geranilgeraniol)
transactivaron al gen de PPARy cuando fueron adicionados en altas
concentraciones (100 pM). Ademas, estos agentes también regulan
positivamente la expresion de genes blanco de PPARYy del metabolismo lipidico.
Sin embargo los autores reportan que una concentracion de 100 uM de varios
carotenoides, una concentracion dificil de mezclar en soluciones acuosas, no

afectaron de manera significativa la transactivacion de PPARYy.

Okada et al., (2008) probaron luteina, violaxantina, a-caroteno, carotenoides con
grupo epoxido (B-caroteno 5, 6-epoxido) grupo cetona (cantaxantina,

citranaxantina, rodoxantina), un hidroxil carotenoide ((-criotoxantina), epoxi-
hidroxi carotenoides (anteraxantina, luteina epdxido) y ceto-hidroxi carotenoide
(capsorubino) y no encontraron efectos que disminuyeran la actividad de GPDH
0 en la expresion de aP2 en 3T3-L1. En relacion a PPARYy la presencia de sus
receptores en varias células cancerosas y su activacion por acidos grasos,

prostaglandinas y agentes hidrofébicos relacionados, hacen a estos

44



factores de transcripcion dependientes de ligando un blanco de los carotenoides
0 sus derivados (Sharoni et al. 2004). En el caso de la luteina, estudios en
células de pollo demostraron que en niveles superiores a 10 UM y menores de
100 uM pueden estimular la expresion de RNAm de PPARy basicamente por su
heterodimerizacion con RXR, coincidiendo esto con nuestros resultados
(Ziouzenkova et al. 2006).

Nuestros resultados mostraron que solamente ( caroteno a dosis de 30 uM
incremento la expresion de RNAmM de PPARy y luteina mostr6 la misma
tendencia que el B caroteno (p<0.05), ningun efecto de los carotenoides se
mostro en la expresion de RNAm PGC-la cuando es comparado con
rosiglitazona. Aun no podemos concluir que el B caroteno contribuya de manera
importante a promover la diferenciacion del tejido adiposo por la activacion del
sistema PPAR, ya que su afinidad con el LBD de este factor de trascripcion es

baja.

Los resultados obtenidos nos muestran que la induccion de los genes de PPARy
y PGC-1a fueron incrementados por todos los ligandos probados, pero el AR 9
cis mostré la mayor induccién de PPARy y se demostro la accion inductora de
la rosiglitazona en el tejido adiposo blanco de los bovinos, confirmando con esto
lo que otros autores han encontrado en adipocitos de ratén, rata y humano
(Hondares, 2007).

Para comprender los resultados obtenidos en este trabajo es necesario recordar
que en el heterodimero que forma PPARgamma con RXR, cualquier miembro
de la pareja puede regular la actividad transcripcional por interaccion con su
propio ligando, resultando en un efecto aditivo al considerar un ligando para
ambos, se ha demostrado que ligandos selectivos de RXR puede activar genes
PPRE (Schulman et al; 1998, Hondares, E. 2006), como fue en nuestro caso el
AR 9 cis, que siendo ligando especifico de RXR, fue el que mayor expresion de
PPARy mostro.
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8. CONCLUSIONES.

En base a los resultados obtenidos de la presente investigacién se concluye

que:
>

El proceso de diferenciacion adipocitaria de cultivos primarios de tejido
adiposo subcutaneo de bovinos se lleva a cabo en un lapso aproximado
de 10 dias, tiempo en el cual se observa el mayor nimero de células
diferenciadas, con las cuales se realizan ensayos cuantitativos para
medir la expresion de PPARy y PGC1-a.

Compuestos lipidicos en la dieta influyen en las rutas de regulacién de
PPARy y PGC-1a, controlando la diferenciacion y el metabolismo
energético en el tejido adiposo blanco, lo cual se explica por el hecho
que ellos son ligandos naturales de PPARy (acidos grasos insaturados)
0 RXR (isomeros del acido retinoico) los cuales podrian tener un uso en
animales de engorda, para promover diferenciacion de tejido adiposo.

En los resultados se pudo observar que el acido fitanico (100 uM), los
acidos retinoico 9 cis (1 pM) y all trans (1uM) fueron los mejores
activadores para la expresion de PPARy, mientras que para PGC-la
el comportamiento fue similar entre los diferentes ligandos sin presentar
ninguno de ellos un aumento significativo de la expresion del
coactivador.

En el caso de efectos aditivos se observo que la combinacién de &cido
fithnico y pristanico podria emplearse en animales in vivo, ya que no
generan problemas de intoxicacion.

Los resultados indican la posibilidad de que controlando la expresion de
PPARYy por medio de sus ligandos, se podria contribuir a la produccion
de carne marmoleada con una proporcién grasa/musculo mas adecuada

al gusto del mercado.
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Papel del PGC-1aen bovinos de engorda 655
Introduccion

Ly prarunclerian b i en México representa uman d e
las principales actividades del sector agropecaario
del pais, por la contribuckin que realiza ala oferta de
productos cirnlcos y ldcteos, ast como su parkicipa-
cidn en la balanea comercial, donde las exportacio-
nes de panado on pae son su principal rubeo, Por otro
Lo, bos patrones culturales de consumo dee los dife-
rentes productos carmdeos han hecho que L carme ds
gramado bovine sea ol eje ordenador de Ta demanda y
die s procios die las demas carnes (SAGARPA, 2005

Lav ganadoria bovina productora de care en Misxi-
co ocupa ol lugar ndmero ocho a nivel mundial, ¢
mvarluyer ua Lasa e crocimiento media anual do 1.5
oo ol perrinda 190 2000 (FAQ, 200). B el aio
00 corrn L b ik o kol dis 29 WGABL aby-
as de granad, s logrd una produccion de carme en
canal de 17500,760 ton (SAGARPA, 2005).

Lav produceion de ganado bovine para care s»
desarrolla bajo diferentes contextos agroclimaticos,
teenologicos, de sistemas de manmejo v por finalidad
de explotacion, comprendiendo principalmente Ly
produccion de novillos para abasto, la cria de booe-
rros para la exportacion v Lo produccion de pie de
cria. Sin embargo, los sislemas hisicos de explota-
ciin de bovinos para carne son el intensivo o engos-
da en corral y el exlensivo o engorda en praderas ¢
apestaderos on los diferentes regiones del pais, L
regron arida y semidrida representan of 33.0% de L
produccion de carne a nivel nackonal, la region tem-
plada aporta ¢l 316% v la regidn trdpico himedo
s e L cpue mayor aporbe Hene com ol 3548% (Ruie
o al, 2004,

En general, b preoduceiin de camme de bovinoe del
pats ha evolucionado lecnoldgicamente o un menoe
ritowe gque I aviculbura y la porciculiuea; pero, b
o Hipicasciduy ool sstoma alensiva de onggard g on
vkt ales e f ot poemonte del gvis ¢ on gamadieri es-
pecializada, muestra niveles tecnoligioos similanes
o los actualmente utilizados en los estados del medio
cieste de EUA, donde Lo alimentacion se basa princi-
palmente en granos, Por su parte, las zonas tropica-
les, con sistemas extensivos v con una ganaderia d:
doble proposito, adoptan estrategias para una mejos
produccion v conservackdn de forrajes con un uso
Timnitacdo der grramos, v suplomontos alimenticios gque
raramaente rebasan o 20% de Ln racion total de ani-
males en finalizacion.

Independientemente del tipo de sistema deoxple-
R watilivaclo, al Ginad e su ciclo productive todos
los animales se sacrifican o impactan Lo produccion
nacional de carme (Ruiz el ., 2004},

La producciin de came bovina en ol pais necesits

opltimizane, entendiendose con esto, que el mercado
reciba canales de buena calidad, que sean del agrado
del consumidor final, y provenientes de animales
SANDS.

En este sentido, el conocer ¢l metabolismo energe-
tico de los lejidos involucrados en la calidad de la
carne, bisicamente el adiposo v el muscular, resulta
fundamental para lograr el objetivo final de obtener
bovinos de calidad,

Por lo que es importante senalar que la
homeostasis energética, os decir la regulacion del
halance entre el consumo, el almacenamiento y gasto
de energia estin bajo ol control de diversos faclores
de transcripaion, entre los que se encuentran varios
de los receplores nucleares, destacan entre ellos los
PPARs, que promueven la oxidacion de los acidos
grasos on higado y muisculo, contribuyen a controlar
la termoginesis en el lejido adiposo café v regulan ¢l
almacenamiento de energia mediante el control de la
diferenciacion de los adipoatos, Existen un lipo de
proteinas que contribuyen a regulor a los factores de
transcripeion y puede haber algunas que aclivan o
bien que repriman la actividad de los factores de trans.
cripeion.

Esta revision pretende resumir los avances en el
estudio de algunos de los laclores de transcripoion y
sus co-reguladores, especificamente el coactivador
PGC-14, que se ha visto afectan la transcripaion de
genes involucrados en la homeostasis energdtica,

Esto nos dard la paula para invesligar nulrientes
uotro lipo de compuestos, que actaen como ligandos
de los factores de transcripaion de genes especificos,
que controlan procesos metabolicos tales como la
gluconcogénesis y la lipdlisis en especies rumiantes
(particularmente bovinos) lo que en un futuro contri-
buira a mejorar la produccion en esla especie,

La presente revision se ha estructurado de la si-
guiente forma:

a) Factores de transcripcion, jque son y como ac
tuan?. Dentro de este punto se hard mencion de los
receplores nucleares v se pasard en particalar a ex-
plicar la importancia de los PPARs dentro del meta-
bolismo energético, indicando las funciones princi-
pales de los tres pos conocidos: PPARe, vy 5.

b) Coactivadores de lactores de transcripoion, se
hace una descripion de qué son los co-reguladores
y enespecial los coactivadores.

¢) Coactivador PGC-1e, se hace una descripoion
detallada de su estructura y de su importancia en el
metabolismo; se explican sus funciones en la
termogenesis adaptativa, en el metabolismo de la glu-
cosa, en ¢l misculo esquelético (tanto para la
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remodelacion de fibras muscalares como para el me-
labolismo de esle lefido) v en ol lejido adiposo, Se
hace referencia a estos dos bejidos en particular por
ser los componenles principales de Lo canal,

d) Por dltimo se explican las principales vias de
regulaciin de PGC- 1o por los diferenlos componen-
fes e la dicda, se contra lo discusion en la grasa
dictaria v se explica como es que los acidos grasos
(saturados ¢ insaturados), la vitamina A y los
carolenoides, pueden ser repuladores de dste
coactivador de manera directa o indirecta, v como
estoalectari la produccion de los bovinos de engor-
da, Se termina la seccion enfatizando los mecanis-
mos moleculares de accion de los com puestos
lipidicos sobre PGC-11,

Factores de transcripeion

La activacion de la transcripcion de los genes es
un proceso con multiples pasoes, que implica a un
grram nnimvere die proteinas que funcionan en com ple-
fos. Los factores de transcripeidn se unen al DNA
(e iddor desoxirribonucléico, por sus siglas on inglis)
en una secuencia especifics y esencialmente marcan
AL g para suaclivacion o represion, a travds doel
reclulamienta de proleinas coactivadoras o
coreprresoras (Spivgelman ef ol 2004),

El blanco final de los lactores de transcripeion es
el genoma v el principio de su accion es induci cam-
os conformacionales en los compliejos proléicos gue
interacuam con b maguimaria transeripeional {Feige
et al,, 2007).

La regulacion transcripeional es vital para la
homeostasis v permite la adaplacion de los procesos
fistolagicos a las senales externas, El control
transcripcional del metabolismo se conserva desde
los organismos procariotes, hasta los cucariotes, La-
les como bovinos. A continuacion se mencionara a
un Lipe e Factores die ramscripeion que se visto son
muy importantes para el metabolismo energético,

Rearphores mucleares

La superfamilia de los receplores nuckeares (NR,
por sus siglas en inglés) son factores de ranscrip-
cion regulados por ligandos, lales como estorobdes,
hormaonas iroideas, retinoides y ligandos lipofilicos;
ademas existe una serie de miembros de los coales
no se conoce o ligado (Lonard of al,, 2006),

Sus miembros se caraclerizan por lener una es-
Iructora modular coman, se conocen 50 profeinas
perlenccientes a esta ssuperfamilias génica (Fajas of
al 1998), Tienen papeles esenciales en la reprodioec-
cion (e rocoplores do andrdgenos o de estrdgenos),
e ol balance de minerales (e, recoptor de
mineralocorticowdes), en o funcion tiroidea (eg. re-
ceplor de hormaona tiroidea) y el metabolismo energs-
Heo (e receplor X del higado, LXRG por sus siglas

en inglés y el receptor proliferador de peroxisomas
aclivado, PPARs por sus siglas en inglés) (Lonard ¢f
d., 205),

Es decir, juegan un papel dominante en la infe-
gracion de senales dietéticas, metabolicas y
endocrinas para ol control de La expresion de un gen
Blanco, Esto les permite coordinar procesos
metabolicos mediante la adaplacion de respuestas
isulares a diversos desalios y mediante la comuni-
cacson entre drganos que integran senales endogenas
y exogenas (Feige et al,, 2007),

Después de interactuar con sus ligandos especifi-
cos, los receplores nuckeares se unen a regiones espe-
citicas del genoma v modifican la transcripcion de
mumerosos genes. Historicamente, los receplores nu-
cleares mas estudiados han sido los de hormonas
esteroideas (estrogenos, androgenos, progesterona,
glucocorticoides y mineralocorticoides). Estos recep-
tores se unen con alta afinidad y especificidad a sus
ligandos y forman homodimenss para interactuar con
¢l DNA (Fajas ¢t al., 1998),

Sinembargo, recientemente, La alencion se ha vol.
cado hacia otros receplores nucleares, para la mayo-
tha de los cuales no existe claridad en cuanlo a sus
igandos endagenos, genes blancos ni lunciones fi-
siologicas. De ahi que, tradicionalmente, se les hava
denominado sreceptores nucleares huérfanoss
[ONR, por sus siglas en inglés). En conlraste con los
receplones esteroidales clisicos, los receplones huer-
fanos presentan un repertorio de higandos mas am-
plio y unen sus ligandos con menor afinidad. Estos
teceplores funcionan predominantemente como
heterodimeros del receptor de retinoides X (RXR, por
sus siglas en ingles), por lo que también se les conoce
como receplores nuckeares heterodimérnicos,

Este complepo proteico beterodimirico se une a
secuencias nucleotidicas especificas (clementos de
pespuesta) presentes en las regiones que controlan la
expresion génica (promotores) de los genes blanco
de los receptores nucleares, participando en ol reclu-
tamiento de otros factores profeicos, necesarios para
ls regulacion de la actividad transcripcional de di-
chos genes. Esta altima caracteristica es muy rele-
vante para entender su funcionamiento y para plan-
tear posibles estrategias terapeuticas basadas en su
manipulacion larmacologica.

Dintrode ¢stos ultimos se encuentran los FPAR, en
s qque Fijaremos nuestra alencion puesto que jucgan
un papel importante en el metabolismo energético,

PPARs

Los PPARs constituyen una familia de factores de
branscripaion que regulan los procesos melabolicos
implicados en la homeostasis de lipidos v de la glu-
cosa (Mettu et al., 2007),
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Sus actividodes transoripoionales son moduladas
medbiante la interaccion ligando-receplor, Los conoci-
ehors Bustin alvora son a, v i (lamybidn conocido comon £)
los cuales tienen diferentes funciones de transactivacion,
Estas varian de acuerdo al tefido, especificidad de 1i-
gando y coactivadores (larear of al., XX07).

PPAR e

PPAR-ctinduce la profiferacian de los peroxisomas
e incrementa la oxidacion de bos deidos grasos den-
trovde éstos, ast comao Limbien activa la exprosion d»
genes codificantes para enimas de Lo maguinaris
mitocondrial de dcidos grasos, En las especies estu
diadas hasta ahora, se expresa en higado, musculo,
corason v rinones. PPAR-o regula of metabolismeo d
lias lipoproteinas o bravis de L activacion dinscts d =
la lipoproteina lipasa v del receplor "scavenger™ (me-
lécula que neutraliza a otra molécula) B1 y de mane-
raind irewtaa travds de b activacion de genes repula-
dos por el receplor X del higado-a (LXRu por sus
sipglas en inghés), que es un receplor nuclear gue ac-
Feiun sobyre amaorosos genes involuerados en el mota-
bolisme de los dcidos grasos v el colesterol (Rosenson
el ol 20007,

PPARy

Existen dos isoformas PPARYyD y PPARyZ, |a
isolorma 2os mis grande quo s uno. PPARG2 se ex-
prosa mibs en adipocitos y PPARyD os mis ubicuo
(Jasrar o1 al., 2007).

En humanos v roedores, PPARY se expresa prin-
cipalmente en bejido adiposo, macrofagos, muascubo »
higado v se requiere para la dierenciacion del Lejido
adiposo (Rosenson, 207).

La actividad del PPARS es regulada por ligandos
naturales (prostaglandinas, dcidos grasos, elc) ¥
farmacoldgicos (como las tincolidinedionas), Los
agonistas del PPARY enen electos de aumento en s
sensibilidod o insaling porgue disminuyen |a
lipilisis adipocitaria v por ende los dcidos grasos
circulantes v porgque ademdas redirigen los
Irigliceridos desde b grasa visceral hacia Ly subcuta-
nea (Yoorn ef al, 2001},

La naturaleza de sus ligandos, junto con su capa-
cidad para modificar la actividad transcripcional de
mulliples genes relevantes on ln homeostasis celulor
de lipidos, permite plantear que los receplores nu-
cheares helerodiméricos son los reguladores lisiold-
gricos del metabolismo lipidico. Se ha reportado gue
algunos ONR tienen ademas, participacion lisiold-
sica en el metabolismeo de los carbobidratos, la pes-
pucsta inflamatoria local, ks repeneracion Lisular, 1y
dilerencicion colular, laapoptosis v el envegecimien-
to, amphando su potencial impactoon L patogenia y
el tratamiento de diversas enfermedades (Morrison y

Farmer, 2000; Rosen e al., 2002).

Una vez unido a su ligando especifico,
heterodimerizan con RXR y se unen a secuencias de
DNA especificas, bi-hexamdéricas, Hamadas elemon-
los PPRE, estos procesos de union, aclivacion y
heterodimerizacion son modulados por las protei-
nas co-reguladoras (larear ef al., 207).

El hecho de que PPARY juegue un papel impor-
tante en la regulacion de la adipogenesis esta susten-
tado por el hecho de gue Las tazolidinedionas (TZD),
que son polentes inductores de la diferenciacion
adipocitica, son higandos de alta afinidad para PPAR
1 (Morrison y Farmer, XX Rosen of @, 2002). Ade
mis, b expresion octopicn de PPARY on varias I
s cbulares o progonitoras prooducers wira d
ey consistenie y potente de le diferemciacion
adiposa (Marason y Farmer, 20005 Rosen et al, X02),

Los principales cosctivadores de PPARy son acetil
transferasas de histonas p300 (CBP), SCR-1 y TEF2
(larrar ef al,, 2007).

Al unirse a la proteina coactivadora-1 (PGC-1),
PPARy participa de manera fundamental en la dife-
renciacion de los adipocitos (Puigserver y
Spiegelman, 2003),

PPARS

PPAR-S se expresa on las especies estudiadas has
ta ahora en cercbro, lejido adiposo, musculo, higado,
cflulas 8 pancredaticas, células de Lo musculatura lisa
vascular v endotelio. Su aclivacion incrementa of
colesterol unido a HDL, a través de la expresion del
transportador Al Tiene multiples efectos sobre la
homeostasis de glucosa, tales como la inhibicion de
L salida de la glucosa hepatica y el aumento en el
transporte v la oxidacion de los acidos grasos en ol
musculo esquelético v el tejido adiposo (Rosenson,
2007).

Coactivadores de fiuctores de transcripeion

Los factores de la transcripeion, sin embargo, no
funcionan solos y requieren de "co-reguladores” para
madificar y epigenélicamente remodelar La estructu-
ra de la cromatina v con ello afectar a los complejos
en los cuales reside la maguinaria basica de la trans-
cripcion. Estos co-reguladores, que pueden tener ac-
ciones posilivas  (coactivador) ¥ negativas
{corepresor) en la transcripeion del gene blanco, con-
fieren un segundo nivel de la especificidad a la res-
puesla transcripcional (Spiegelman y Heinrich, 2004;
Beige v Auwerx, 2007; Rosenfeld, 2006),

Luego entonces, un coactivador e una proleina o
conjunto de proteinas que mediante L interaccion
con lactores de transeripoion, incrementa la lasa de
transcripeion de determinados gones, eperciendo este
efecto sin que se una a ninguna secuenca especifica
de DNA (Liang y Ward, 2006; Rodriguez de la Con-
cepoion, XNH),
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Los coactivadores pueden dividirse en dos clases:
adapladores que reclulan aparalos lranscripeionales,
v compoanentes involucrados en la modificacion o
remodelacion de cromatine, Un coactivador debe
cumplie con clertos criterios: interaccion directa de-
pendiente del agomsta con holoreceplores v capaci-
dad e interactuar con bos compeomirmtes de b masgui-
naria de transeripoion y por lo tanto, aumentar la
actividad transcripeional basal (Tirabi y Langin,
2005).

En este articulo, abordaremos inicialmonte fos
mecanismos moleculares de activacion de PGC-Ta
para proponer o continuackon una sintesis de sus
principales funciones y su repercusion sobre la pro-
duccion die bovinos de engorda,

Coactivador PGC- 1o

PGC-1 o coactivador del receplor aclivado por
proJiferadonss porosisomales 3 (PPARY)-1, os una
farmilia de genes que se ha visto son negulisdores maoes-
tros de la biogénesis mitocondrial v del metabolismao
oot biven, Seconocen bros miembros deesta Familia,
siendo PGC-1a el mas estudiado, PGC-16 v PRC
feoactivador relative de PGC-1) son los menos carac-
lerizados. POC-1a v 6 se expresan en las espocies
estudindas hasta ahora en tejido adiposo cald, cora-
#om cerebro v rindn ¥ PRC es ubicuo (Handschin y
Spiegelman, 2A06; Srivastava ef al,, 2007,

POC-1 s ha demostrado esta implicado en mul-
liples respuestas biologicas relacionadas con la
homeostasis energetica, regulacion termica v el mae-
tabaolisme die b glucosa, Es una proteina de 90 KDa
que se expresa on muasculo esquolético, corason, ri-
non, cenebro v bejido adiposo en roedores (Pulgserver
ol ol 1948,

El gen de PGC-1a se localiza en el cromosoma 6
en bovinos (en el 5 de raton v en el 4 de humanos) y
codifica para una proteing de 797 6 798 aminodcidos
{en bovines v ralon o humano, respeclivamente). Se
localiza en el nicleo de las células, principalmente
el anquellias cpue Liewwen wn metabolismo oxidativoalio,
coma o tejido adiposo calé, el coranon y el muisculo
esqueléticn (Liang v Ward, 2006; Puigserver ef al,
19608; Chikuni ef ol 2005; Spiepelnan, 1956),

No posee actividad de acetiltransferasa de
histonas (HAT) por si misma pero los cambios
conlormacionales que produce después de unirse al
factor de branseripeion incrementan la alinidad del
complejoa la actividad HAT de olros factores, por lo
que el resultiado es la acetilacion de las proteinas de
las histonas, lo que produce alleraciones on la con-
formacion que incromentan o acoeso al DNA por
parte del complepo de trascripeion (Puigserver et al,
1998),

Povsoe wrin oma N-terminal que contienon un po-

tente activador transcripcional gue ¢ muy nico en
aminodcidos acidos, dentro de esta region se encuen-
bra una secuencia LXXLL motivo que es indisponsa-
ble para la interaccion ligando-dependiente con
PPARy y RXRaentre otros (Puigserver y Spiegelman,
2003).

PGC-Tainteractia con diversos lactores de frans-
cripaion que estan mvolucrados en una ampha va-
piedad de respuestas bioldgicas incluyendo la
termoginesis adaptativa, biogénesis mitocondrial,
metabolismo de glucosa vy dcidos  grasos,
remadelacion del tipo de fibra muscular y ol desarro-
o del corazdn (Liang y Ward, 2006),

En el caso particular de bovinos, algunos investi-
gadores senalan que variaciones polimarficas en el
gen condicionan la calidad de la produccion lactea,
situacion por demds interesante ya proponen usarlo
como gen candidato para predecir cantidad de grasa
en leche (Cannon of al,, 1998; Khatib ¢! al., 2007).

PGC-lay el metabolismo energdtica

Termogenesis adaplativa

La termogénesis adaplativa e un proceso fisiolo-
gico a través del cual la energia es disipada en forma
de calor, en respuesta a las condiciones ambientales
ales como el estrés por frio y la sobrealimentacion
(Weikard ¢f al,, 2005); la exposicion al frio eleva
drasticamente su expresion debido a que hay una
mecesidad lisiologica de un sumento en el metabolis-
mo oxidativo,

Se identifico al PGC-la como un couctivador de
PPARy en primer lugar en ol tefido adiposo calé, Las
ratas v los ratones lienen grandes depositos de Lejido
adiposo cale, noast los demias mamiferos, entoe ollos
los rumiantes, op donde las células adiposas cafiés
dosaprecon (0 se desporsan) e ol fejido adipose Bilane
e En s sdultos de mamioros o roedoses, o ol
mkese o esguelotio o el privcopal Orggane lermmogenios
(Wuekal, 1999),

Durante la termogénesis, PGC-1a coactiva a
PPARY v a, al receptor de dcido retinoico (RAR, por
sus siglas en ingles) y al receptor tiroideo, 1o que esti-
mula la expresion de la proteina UCP-1, un
desacoplador biologico del sistema mitocondrial de
I fosforilacion oxidativa (Barbera of of., 2001).

La termogenesis adaptativa tanto en ol tejido adi-
poso calé como en el masculo esquelélico, involucra
la estimulacion de la biogénesis mitocondrial,
mcrementa la oxidacion de los acidos grasos y ol des-
ocoplamiento de la fosforilacion oxidativa. En res-
puesla al frio, se¢ incrementa la expresion de PGC-la
I cual se induce o raves del sistema nervioso sim-
patico, via receptores 83 adrenérgicos y AMPc
(Puigserver et al,, 1998), '

PGC-Ta y el metabolismo de ln glucesa
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Elmantonimiento di b homeostasis die la glucosa
plasmdlica es vilal para la sobrevivencia de los ma-
miferos v por lo tanto, los niveles de ésta son fina-
mente regulados en respuesta a la ingesta de
nutrientes y a setales bormonales, L insalina dis-
minuye los niveles de glucosa plasmaltica circulan-
foess e iamte B o bicion de la produaccion die gloce-
sa hepatica y mediante el aumento en la dispombili-
dad de ¢sta al musculo esquelético y al tejido adipo-
so blanco. En contraposicion a osto, el glucagon y los
glucocorticoides incrementan los niveles de glucoss
a traves de la activacion de la gluconeagénesis, ade-
s de la activacidn de la glucogenolisis en el higa-
doy la reduccion de la utilizacion de la glucosa pos
el mudscalo esquelético. Bajo condiciones normales
de alimentacion, los niveles de PGC-Tocen el higado
son muy bajos (21), sin embargo, durante el ayuno sz
produce un incremento en sw expresion, lo cual esti-
mula la gluconeogénesis v L oxidacion die dcidos
grasos (Yoon et al, 2001),

Duramiter el o, se activa la expresion de PGC-
1a por ¢l glucagon v las catecolaminas, via AMPc,
PGC-Th conctiva entonces a laclores de lranscripeion
lales como el factor nuclear hepdtico-lo, ol recoplos
de glucocorticoides v FOXOT, fos conles se unen a
las regiones promoloras de genes de enzimas
pluconcogénicas como la fosfoenol piruvato
carboxicinasa (PEPCK, por sus siglas en inglos) y 1
plucosa & fosfatasa (GOP, por sus siglas on inglés)
(Liang v Ward, 2006),

Lna cepa de ratones delicientes en PGC- 1o maos-
trd hipoglicemia, en respuesta a alleraciones en 1y
gluconeogénesis v on la produccion hepatica de glu-
o (Yoonedal, 2000), Otra cepa de ratones deficien-
tes on PGC- 1oy despuds de un periodo corto de avu-
no, desarrollo esteatosis hepatica debida a la combi-
nacidn de una reduccian en la oxidacion
milocondrial de dcidos grasos v en incremento en la
expresion de genes lipoginicos {Leone ef al,, 2005).

Elayumo también induce la oxpresion de PPAR:,
que cuando es coactivado por PGC-To, provoca la
expresion de genes involucrados en la oxidacion de
acidos grasos a nivel hopatico. Estos camisios en L
expresion génica durante periodos de falta d e
nuitrientes, contribuyen a preservar la glacosa pars
el sistema nervioso central (Yoom el al,, 2000).

EN muksculo utiliza la glocosa wsando o los trans-
portadores de glucosa (GLUT, por sus siglas en in-

) GLUTE, GLUTS y GLUTH, sdendo el altimo sen-
sible a la insulina, PGC-Ta incrementa Lo exprosion
ohee GLLUTS, sinembargo ro se b visto guee POC- T
incremente la entrada de glucosa al muascalo d o
(Michael ef al, 2001),

D la imteraccion insuling-PCGC-To se sabe muy

poco hasta ahora, existe evidencia gue sugiere gue la
insulina reprime la expresion de PGC-la (Herzig ef
al, 2001), vy consistente con esta evidencia a ello, se
han visto incrementos en la expresion de PGC-laen
situaciones defickentes en insulina, cuyo caso pudie-
ra presenlarse en rumiantes (Yoon of al, 2001).

PGC 1y el musculo esquelético

a) Efecto en la remosdelacion de las fibras muscu-
lares

Las Hbras del musculo esquelético se clasifican on
tres tipos: tipo L, tipo 1a y tipo Hlb, Las fibras de con-
traccion lenta tipo | v las rapidas, tipo lla; contienen
mas milocondrias y muestran tasas de metabolismo
oxidativo mas altas, En contraste, las tipo [Ib tienen
menos mitocondrias y son glucoliticas, Es bien sabi-
do que PGC-1ainduce una remodelacion de la com-
posicidn del tipo de libras musculares. Se ha vistoen
rocdores v humanos que la expresion de PGC-laen
el misculo esquelético aumenta por epercicio de corta
duracion v durante entrenamientos de resistencia
(Russell ¢t al,, 2003).

En modelos que sobre-expresan PGC-1a existe una
conversion de fibras de contraccion rapida tipo b al
lipo lla (20%) y a libras de conlraccion lenla tipo |
(10%), abserviandose un incremento de la activacion
de los genes involucrados en ¢l metabolismo
oxidativo mitocondrial. Las senales “rio arriba®
imvolucradas en la activacion de PGC- 1o no son muy
claras aun, pero se oree que estan involucradas va-
rias vias: calaneurnina, CaMK, p38, MAPK v la pro-
teina cinasa activada por AMP (adenosina
monofosfato, por sus siplas en inglés) (Liang v Ward,
2006,

b) Efecto enel metabolismo muscular

Se sabe gue las concentraciones celulares de AMP
cambian mas drasticamente que las de ATP o ADP,
stendo AMP un monitor del estado energétivo celu-
Lar, El mejor sensor molecular de los niveles de AMP
celulares es la AMPK (proteina cinasa de AMP acti-
vada, por sus siglas en inglés), esta enzima es activa-
da por el estrés colular provocado por el agotamiento
del ATP. La AMPK es también activada por la leplina
v adiponecting, que son lambién importantes
reguladoras del metabolismo energético. En el mas-
culo esquelético, los cambios metabolicos inducidos
por la AMPK son agudos, a través de ls foslorilacion
de enzimas metabolicas, o cromicos a traves del con-
trol de la expresion génica,

La activacion de ln AMPK incrementa la entrada
de glucosa debido a unincremento en la translocacion
de GLUTH a la membrana plasmatica, aunado a ello
se observa un incremento en el transporte de acidos
grasos a la mitocondria, debido a la acetil CoA

carboxilasa 2 (Hardie et al., 2006).
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Recientemente algumos investigadores observanon
que en mibsculo esqueldtico la expresion de algunos
genes requiere de la proteina PGC-Toy entre ellos
GLUTY, algunas genes milocondriales y el mismo
PGC-Tow, Tambidn observaron que la AMPK fostorili
directamente a PGC-lea, v que osta fosforilacidn
incrementa L actividad de T peoteima PGC- T (liger
d al,, 2007).

Lovanterior demosteo gue ks mod ificackones post-
translacionales de PGC-lo por la AMPK juegan un
impartante papel en o integracion de los ajustes
metabalicos debidos a los cambios en el medio am-
biente (dicta) en el muasculo esquelitico y estos posi-
Blemente ocurre tambicn a nivel hepatico.

PGC-1 y el tejido adiposo

El desarrollo de un organismo multicelular a par-
tir de una sola célula (el huevo fertilizado), implica
st multiplicacion hasta la obtencion de millomes de
etlulas especializadas. Durante este proceso la dife-
renclacion celular resulta en ol surgimiento de iden-
liclodes celulisres bien definidas tales como Lis célu-
las musculares, nerviosas, epidermicas v adiposes
(Wolperl ef al, 1998),

Diversos estudios han demostrado gque bas cdlulas
mesencuimabes (pluripotenciales) dan origen o cua-
tro tipos celulares bien diferenciados: condrocitos,
osteocilos, miocitos y adipocitos (Danie! ol 1997). Esto
resulla muy inleresante para of estudio del problema
et reos ke, pasesbo gue los des altimos tpos colula-
res son responsables de la calidad die Las canales de
bos animalbes, Asi, se ha observado que aungue noexis-
ten diferencias estructurales especifices entee bs pro.
cursores de bas colulas cartilaginosas v las muscuks-
res, cuando estas se cultivan bajo condiciones ade-
cunnclios dan Tugar a un tpo celular especifico,

El teyido adiposo (TA) juega un papel lundamoen-
tal en el mantenimiento del balance energético en
mamiferos, La homeostasis energética os el resullado
del balance entre ol aporte v el gasto energético.

En prravn e ieda, el ogpuilibrio se mantione a travis de
una respuesta coordinada entre ol sistema nervioso y ol
TA, stendo este dltimo L principal reserva encergélica
chok g, asd commo L wia por T cual se disipa dsta,

La diggestion, la pestacion, ol requerimiento de la
produccion de calor y ol efercicio fisico son procesos
g delerminam el balance energélico v en dltimo caso
estaran afoctando ol peso corporal (Moreno y
Martinez, 2000).

La glucosa también es selectivamente caplada por
ol TA a travis del transportador de plucosa GLUTA,
dependionte do insulinag, que permite ln entrada di
ghacosa, La liberaceon de acidos grasos y glicerol por
parte del TA influyen en el metabolismo hepatico y
periférico de la glucosa,

El adipocito se origina de un precursor
mesenguimalico mullipolencial que se dilerencia pri-
mero a adipoblasto, luego a preadipocito v finalmen-
ke a adipocilo, El adipoblasto os de aspecto
fibroblistico y va adquiriendo paulatinamente las
caracleristicas propias del adipocito. Entre los laclo-
pes de transcripaion mas importantes para Lo dife-
renciacion adiposa destacan C/EBPa y ¢l receplor
puclear PPARy. Otros factores de transcripoion gue
destacan son C/EBPR, C/EBPS , SREBPs v ol recop-
bor puclear RXRox (Rosen et al,, 2002), En la figura 1 se
observa una representacion grafica de la
adipogenesis, resaltando el papel de PGC- 1

Se ha visto que PGC-la participa tambien en la
determinacion de la divergencia entre el tejido adi-
poso blanco y calé, ya que PPARy es incapaz por si
mismo de inductr la diferenciacion hacia tejido adi-
poso café, pero unido a PGC-la estimula la
trascripcion de los genes involucrados en éste proce-
so (Puigserver y Spiegelman, 200%; Puigserver et al,
1998; Hondares et al,, 2000),

Regulacion de PGC-Teepor componentes de la dieta

Importancia de la grasa

La grasa dielaria es un macronulriente imporlan-
be para ef crecimiento v desarrollo de todos los orga-
mismos. Los electos de la porcion lipidica de la dieta
sobre la expresion génica reflejan una respucsta
adaplativa a los cambios en la calidad v lipo de gra-
sa ingerida (Jump y Clarke, 19949),

Se ha visto que algunos componentes lipidicos de
I dhieta pueden actuar como potenciales activadores
o nhibidores de la diferenciacion muscular (Staiger
et al,, 2005) v adipocitica, tanto blanca como cafe
(lump y Clarke, 1999; Schliiter ef al,, 2002).

Esta revision se enfoca basicamente en la impor-
bancia de la grasa dietaria sobre la actividad de PGC-
e, especificamente el efecto de los dcidos grasos, los
retinoides v los carolenoides, por ser eslos tres com-
ponentes importantes en las dietas de bovinos, lanto
en pradera como en corral,

1) Acidos grasos en dietas de bovinos de engorda

En los rumiantes, el tejido adiposo es considerado
coma of principal sitio de sintesis de acidos grasos v
constituye una reserva dinamica de energia a traviés
de la cual Huye del 10 al 80% de la energia diaria,
dependiendo del estado productivo, del lipo de ali-
mento y de los requerimientos de energia en relacion
al consumo (Schliiter efal., 2002}, En bovinos lanlo en
pastoreo como agquellos alimentados en corral, L pro-
porcion de acidos grasos de la diela os alla v se sabe
que algunos acidos grasos pueden actuar como fac-
bores de transcripeion lanto en esta especie como en
olros mamiferos, anfibios, ¢ incluso bacterias (Jump v

Clarke, 1999).
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Adipocitos

Adipocitos

—* PPRE —*

»@@

ﬁ Transcripcion
[ Gene(aP2 ,...)]
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Figura 1. Representacion de los procesos involucrados en la adipogenesis. El sitio PPRE es donde se une

PPARY.

Estos factores son regulados por su union directa
sobre dcidos grasos, acil-coA grasa, o por oxidacton
de acidos grasos (como la regulacion de L profeing
G), tam bt se ha visto que la oxidacion de los dcidos
grasos controla fos niveles intracelulares de calcio,
los cuales afeclan cascadas de senalizacion a mivel
nuclear (Shlii:l"l‘ el al., 2005),

La mayoria de dcidos grasos atraviesan L placenta
por difusion pasiva, los procesos de difusion facili-
tada y transporte activo estin enfocados en el inter-
cambio de sustancias enddgenas, las sustancios
apolares o liposolubles Hogan mas ficilmente al feto
i B podirese Eovc b phacentacion de Tigus opitedio
vorn | uie erooiaraus en runitantes, ol paso de los
compuestos os menor, gque por ejemplo en una del
tipo endotelial, por no existi un contacto intimo en-
tre La muselre y el feto (Guidao, 2005),

Se ha demostrado gue oxiste una concentracion
muy baja de lipidos v bajas proporciones de C13
PUFASs, en ol suero de rumiantes recién nacidos, En
estos arumales la proporcion de C18:2 es una quints
parte de la correspondiente o sus madres, mientros
quae Jos valores de CT8 n-3 fueron muy bajoson bece-
rros rechén pacidos. Las bajas proporciones de CIE-
PUFAS encontrada en rumianies recien nacidos estin
der acusrrdo con una transforoncia limitada de dcidos
grasos a travis de la placenta on rumiantes, Otros dci-
dos grasos de cadena larga como los 2064 0126 y otros
PUFAs estin presentes en moderadas proporciones

en el suero de los rumiantes reciin nacidos, Es posible
que estos deidos grasos hayan sido transportados a
travis de la placenta de manera preferencial o parti
de la circulacion materna, por la proteing FABP que
ha sido identificada en ovejas (Scopola, 2000). Con
estos antecedentes entonces, ol mayor eleclode los act-
dos grasos dictarios sobre PGC-1 se verdn posparto,
es dedcir, on cuanto los peonatos empiscen o recibir
grasa proveniente de la dicta.

Adides grasos saturados

Se ha wisto que Lo expresion de PGC- 1oy 3, se dis-
minuye significativamente en muscalo y lejido adipo-
wo e roedones, cumndo se s dinlos allus en grase
saturanla (Crunkbornadal, 2007 Dynggetul, 207). Fa
roedores abesos (Leplob)f Lep(ob)) se ha observado
tambicn una disminucion en kb expresion de PGC-Ta
(Crunkhorn f al,, 2007) v en células musculanes in
ertro, bambicn s ha visto wna disminucion caando las
ctlulas son tratadas con dcido palmitico (Dong ef al.,
2007). Aunade a esto se ha informado que el palmitato
dismunmuye ln expresion delos penes del cicho de Krebs
v de la fosforilacion oxidativa v reduce of consumo de
oxigeno colular muscular (Crunkhorn ef @l, 207),

Acidos grisos insaturados

En rocdores se ha notado que cuando se tralan
miocilos in vitro con dcidos grasos insaturados
(palmitoléico, oléico o linodico) se incrementa de un
100 a 200% la expresion de PGC-1a , comparados
von el contral {fllaif,l.'t et al., 2005),
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Un acido graso, rico en la dicta de rumiantes, y
quie resulla interesante debido a su papel en la dile-
renciaciom el bejido adiposo banto blamco como cali,
es el dcido fitinico facido 3,711,115 etra-melil-
hexadecanoico), que es unisoprenoide de origen ve-
bl e dheriva del Btol de la cloralila. Su estroe lura
rammificada presenta bomaobogias com L estrociura de
dervados de vitamina A, vitamina E, geraml-geranil
pirofosfato v farmesil-pirofesfato (42), ELdcido fitinico
v el dcido pristinico son deidos grasos de cadena
ramiflicada,  presentes  on concentraciones
micromedares on el plasma de animales sanos. Am.
Bos aetivan w los PIUARs dependicndo de Lo concon:
v i, B o L0V 10w s clsorvaida i donn i e
oy ok b, omd S Bsidns o v v dol ele
et che rospricsta (PPRE) del PPAR (Schliower et al,,
2002). Ademas de los PPARS, el dcido lilanioo lam-
i bransactivia los fres sublipos de fos RXR, depen-
diendo de la concenteacikon de estos (Schititer of al,
2002). Estd claramente demostrado que el dcido
Fitimaco por s mismio y oo solsmente sumetabolilo,
el deido pristanico, ¢s un ligando fisiologico para
PPAR(Zomer et al,, 20000, por ko que resaltard intere-
sanle realizar investigaciones en coanlo a su papel
sobre PPARG v PGC-1d on especies on las que estos
avidos grasos presenlon concenlraciones sanguinees
altas die manera matural,

Es importante senalar que ¢ acido litanico ade-
s che imchueire by diferenciacion adiposa, bmbstn se
ha visto que promueve b entrada de glucosa en los
hepatocitos cuande se dieron dosis de 100 g (en
cultivos primarios de hepatocito de rata), dosis me-
nor a ague se pucde encontrar en bovinos adullos
(Hedm et al,, 202),

Lav comeentracidn de dcido litdnioo fue determina-
da en las muestras de suero de bovieo tomadas a
diferentes edades (Cuad o 1), bogpue se pasedie obser-
var es que en los primeros 10 dias despuds del naci-
miento, hay un aumento (de hasta 138 veces) en la
concentracion de dacido fitdnico, dil recién nacido al
estado adulto, seobserva um aumento en los valores
de 12 vewoes; lo cual estd relacionado con e cantidad
del compuesto ingerido y aprovechado por el animal
(Fomer of al., 2000),

En animales en pastoreo o consumiendo forrape,
dslos compuestos representan en ¢l rumen hasla ol

13.2% del total de los dcidos grasos, principalmente
en lorma de alcohol (dihidrofitol), lo que representa
el 0,6% del total de la fracoion lipidica del Biquido
puminal.

De forma individual los compuestos derivados del
acido Titdnco presentes son dihidreolitil palmitato
(0.05%), dihidrofitil fitano (0.1%) y didrofitil n-C18
acidos grasos (045%) (Body, 1975).

Encuanto a su absorcion, el dcido fitanico puede
aumentar hasta en un 3% del total de los dcidos
grasos circulantes y s han encontrado cantidades
traza de éste en el TA (Lough, 1977),

Es decir, es importante ahondar en el conocimien-
to de los acidos grasos insaturados gue naturalmen-
b se encuentran en la sangre de los bovinos, ya que
bendran unimpacto como ligandos de los factores de
transcripeion vy por ende podrdan regular la expre-
sion de PGC-l1a vy de manera indirecta s calidad de
I canal de los bovinos.

2) Vitamina A: regulacién de PGC-lu por
petinoides

Lavitamina A generalmente es suplementadaa la
dieta de los rumiantes para asegurar una mabxima
productividad y para mantener una buena salud. Sin
embargo, una buena parte del retinol suplementado
es destruido por las bacterias ruminales (hasta un
H%). Se havisto que, independientemente de la fuente
de suplementacion, en bovinos la concentracion de
petinol oscila ente 0304 pg/ mL de retinel on sangre
y en higado entre 70 v 190 pg/ g de Lejido (Alosilla ef
el, 2007),

Los retinosdes (retinol, retinal v el acido retindico)
son esenclales para todas las formas de vida, En fos
vertebrados son importantes para el desarrollo del
sistema nervioso y la notocorda, asi como muchas
olras estructuras embrionarias; ademas intervienen
en el mantenimiento de epitelios, de la competencia
inmune v la reproduccion (Blomholf y Blomheoff,
2006).

Los retinoides son moliculas importantes on la
vision, en ol desarrollo embrionario, en el control del
ciclo colular, la diferenciackon, asi comae en la muerte
celular (Blomhofl y Blomhofl, 2006).

El acido retinoico todo-trans (RA, por sus siglas
en inglés) se obliene de la dieta como derivado de la
vilamina A, por oxidacion enzimilica del relinol, La

Cuaddro 1, Concentracion de acido litanico en suero de bovino (Zomer ef af,, 2000),

Mueslra

Acido litanico (pM)

Fetal (= O dias)
Reckin mackdo (0-10 dias)
Adulle (> 2 i)

012 +£0.02
189
231453
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capacidad del BRA para regular la expresion de clen-
los de penes o bravis de su unidn a NR es bien cone-
cida. El RA o el ligando natural primario para ol
sistomia die ranseripeion basado enrelinoides, el cual
es por st mismo un miembro del gropo de receplores
nucleares hormonales, el grapo de gones blanco para
ol sistema de BA o amplio gy diverso, ast como sus
eleclos, lanlo  ranscripeionales  como o
transcripeionales (Maden, 1994), La privacion o la
exposicion a unexceso de RA puede resulte enanos-
malidades en el desarrollo embrionario v en la Tisic-
logia del adulto (Sulik of al., 1988),

Lav actividad del RA es moediada a travis de dos
familias de roceptores nocleares, ol receptor de acido
retindico (RAR) con sus tres isoformas o, iy, ol cual
reconoce al dcido retindico all-trans v al acido
relindico 9-cis, v los receptores X de retinoides (RXR)
com sus tres isoformas a, 3y, los coales reconooenm
solamente dcldo retindico Scis (Maden, 19949 Briko,
2007; Carrmnanin ef al., 2006),

Retinoddes y bepicler ailipso

EIRA afecta las fases terminales de La diferencia-
cion del adipocito, Cuando se usa en concentracio-
nes supralisiologicas, inhibe la diferenclacion de li-
neas colulares v preadipocitos primarios de cordo
(Suryawana v Hu, 1977).

EN R A et e Las fases lem pranas del procesa de
diferenciacion va que solo es capaz de Bloguear 1y
diterenciacion cuando es anadido on estadios
tempranos del procesa, mientras que sa las oclulas ya
se encuentran en los estadios finales el tratamiento
con RA va no es efectivo (Rodreigues de ln Conoep-
citn, 20004; Klein ef al,, 20000,

El papel del RA enlosestadios tempranos del pre-
ceso de diferenciackon es distinguible del papel del
mismo sobre la diferenciacion terminal del adipocito,
var qque i las hormonas adipogémicas ni los potentes
aclivadores de PPARA podrian sustituir al BA (Dari
et al., 1997).

Se ha visto que los ligandos de RXR inducen 1
expresion de POC-To, estos es debido a la presencia
de un elemento de respuesta para PPARy en la re-
grin dlistal deel promotor del gen de PGO-To quo s
une al heterodimera PPARy/RXR {(Hondares «f af,
2006),

1) Regulacion de PGC-1a por carolenoides v sus
mitabalitos

Los carolenoides son una clase de hidrocarburos
tetraterpénicos naturales, ampliamente distribuidos
on plantas v animales, que dan a eslos una prgmen-
tacain descde amarilbo-narango o rojo, Los forrajes vi-
des contienen allas concentraciones de carolenordes,
que practicamente no sulren cambios a su paso poe

ol rumaen (Van Soest, 19690 Mora el al, 1999 Mogidre

et al., 2006), asi que son absorbidos y depositados on
lejido adiposo, ocasionando la coloracion amarillen-
ta del mismo (Noziere ef al, 206), En bovinos, ol prin
cipal pigmento responsable de la coloracion amari-
llenta del tejido adiposo es el 7-caroteno y en segun-
do grado la luteina (Yang e al, 1992; Mora el al, 2000).

Se sabe que en la mayoria de las especies oxiste
una alla ehiciencia de conversion de Bcaroteno a vi-
tamina A, siendo la enzima responsable de ello s
enzima 15, 15 monooxigenasa (EC L13.11.21), sin
embargo en espocies Lales como humanos, bovinos,
hurones y perbos la eliciendcia es baga, lo que provoca
niveles altos de B-caroteno circulantes en sangre v
consecuentemente su depasito en el tejido adiposo
(Mora y Shimada, 2000, Ribaya ef al,, 1993, White ¢f
al, 1993),

El producto de la ruptura de fi-caroteno son dos
molktculas de retinaldehido gue posteriormente son
reducidas a retinol (Parker, 1996). El fC y los otros
carolenoides que pasan sin cambios al sistema circu-
Latorio, son transportados a varias partes dol cucrpo
en asociacion con hipoproteinas de alta densidad
(Yangetal, 1992), Debido a su caracteristica lipofilica,
los carolenoides pueden migrar a lejidos grasos como:
la grasa subcutinea, las adrenales, la glindula
mamaria y ¢l ovario particularmente ol cuerpo lateo
(Morales et al,, 2006),

En relacion a la cantidad que se encaentra a nivel
fetal, mediciones de la concentracion plasmatica de
retinol, fcaroteno v a-tocolerol en becerros al nac-
miento mostraron valores muy bajos gque se
incrementan sustancialmente del nacimiento a los 7
dias de edad a consecuendcia de la ingestion del
calostro (Nonnecke, 19949),

Diversos trabajos muestran una gran variabilidad
en la concentracion de carotenoides en la sangre v
tejido adiposo del bovino, se reportan valores de
carolenos en plasma que fluctuan entre 2.4 pl/mlL y
3.4 pl/mL respectivamente. Otras delerminaciones
die la concentracion de flcaroteno en plasma y tejido
adiposo subcutaneo han arrojado valores de 2,19 ul/
mL y 0.81 pg/ ¢ mientras que en el caso de animales
suplementados con dcaroleno se han reportado va-
lores en lojido adiposo de hasta 6.97 pg /g (Noziere ot
al,, 2006; Yang, et al,, 1992; Mora et al., 2000)

Respeclo a los carolenoides, podemaos pensar en
tres posibilidades de como estos com puestos pudic-
ran eslar acluando sobre la expresion génica,
especiticamente sobre PPAR, sus heterodimeros con
RXR o RAR o ¢l coaclivador PGC-1e:

a) Carotenoides como tal, va que debido a La baga
actividad de la enzima 15715 monooxigenasa pode-
mos encontrar on la sanggre de los bovinos altas con-
centraciones de [bcaroleno, o bien luleina u olro
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carotenodde e pudiera encontrarse on el alimento.

b Los productos de la ruplura de d-caroleno por
accion de L 15, 15 monooxigenasa:

b1, Por ruplura central: RA, esencialmoente en su
forma todo trans o 9- cis,

b2 Por ruplura excéntrica: apocarolenales

Er este senticlo, se ha visto gque d-carobeno y sus
metabalitos posdrian bener efectos sobre la regulacion
génbca a través de la activacian de NR. La ruptura
simélrica do dste compuesto puede formar RA 9-cis,
quit s el ligando natural de RXR, que [orma
heteradimeros con diversos miembros de la familia
de los NR, Respecto a la ruplura excéntrica o
asimetrica, se da ks formacion de apocarotenales, gue
son moléculas de las que se sabe poco respecto a su
papel  bioldgico,  incluidos  sus  electos
teanscripcionales (Ziouzenkova ef al, 2007).

Existen reportes donde se observd que ol d-apo-
1 -carotenal, reprime lo activacian de PPARG, PPARA
v RXR, asi como las respuestas biologicas que indu-
corry s Digranchom agroaistias, tanto i of fro oo i i
(Fivukosa of ol, 2007),

En el caso de la luteina se ha visto que en pallos,
en luncidn de la dosis, se induce la expresion de
PPARS v que ademias actia como ligando de RXR
(Selvaraj v Klasing, 2006),

En ratas se ha visto gque la ingestion de Hoopens
allera ba exprosion de L 15,15 monoosagenasa, de
PPARy v o b prroteina ligadora de doidos grasos 3
(FABP3) en algunos lejidos como intesting delgado,
predstata v rinon, lo cual sugiere que este carotenoide
puede tener un papel importante en by modulacion
del metabolismao de lpidos, retinoides v de otros
carolenoddes (como d-caroteno) (Zaripheh et al, 2006),

En estudios recientes se demostod que en células
intestinalos humanas (v cuya actividad es parecida a
Lyl bovimos) T exproesion de s 15,15 monooxigemasa
es dependiente de la cooperacian entre PPARY v el
factor potenciador de miocitos 2 (MEF2). Estos aulores
supienen que PPAR podra ayudar o explicar Las dife-
rencias de la regulacion transcripcional del gen de la
15,15 mancosigenasa entre espoecies (Gong et all, 2X006),

Es thescir, se b wisto quie los carotemoides modulan
mecanismos de proliferacion celular, tambicn pue-
dien actuar sobre factones de crscimiento, servieen ln
comunicacidn inlercelular v producir cambios en la
enpresion de muchas proteinas que participam en
eslos procesos, labes proleinas pueden ser conexinas,
ciclinas, cinasas dependientes de ciclinas y sus res-
pectivos inhibidoses (Sharoni ¢f al., 2004).

Low combios que producen on la expresion de
mulhiples proteinas sugieren que of electo micial de
lows carotenoides involucea by moduliacion de B brans-
cripeion, bo gue resulta en una interaceion directa doe

los carotenoides o sus derivados con un ligandos de
los NR o direclamente con ellos.

Es importante mencionar gque PPAR también pue-
de regular la expresion de la onzima
15,15 monooxigenasa, investigadores observaron
que en el promotor del gen de esta enzima exisle un
clemento de respuesta PPRE, ¢l cual responde a
PPARy (Boulanger ¢ al,, 2003),

En el caso de los bovinos entonces, resulta muy
interesante estudiar como los carotenoides y sus
metabalitos regulan a diferentes factones de transcrip-
cion y a sus coaclivadores, y como estos a su vez
regulan las concentraciones de estos compuestos,

Mecanismos moleculares de accion de los lipidos
sobre PGC-la

La capacidad de los lipidos de la dieta o de sus
productos metabalicos para influiren PGC-lase debe
en buena parte a la presencia de un elemento de res-
puesta a PPAR (PPRE) en su promotor génico, ele-
mento conservado en las distinlas especies de mami-
feros incluidos los bovinos (Hondares ef al,, 2006),

Este clemento, al unir PPARs, sensibiliza la trans-
cripoon del gen PGC-Taca dcidos grasos lo que expli-
caria la capacidad de los dcidos grasos
monoinsiturados, conocidos activadores de PPAR«
o PPARG, para aumentar los niveles de PGC-Ta.

Distintos tipos de PPAR podrian estar implica-
dos en este control segun ol tepdo, v mientras PPARy
ejerce esta funcion de regulacion de PGC-Ta en el
bepdo adiposo, se ha descrito recientemente que
PPARy seria el responsable de L activacion de PGC-
lecen el tejido muscular (Hondares et al, 2007: Schuler
et al., 2006},

No todos los dcidos grasos tienen, no obstante,
clectos activadores sobre PGC-Tay, como se ha men-
cionado antes, los acidos grasos saturados como el
palmitato pueden tener efectos opuestos, os decir,
pepresores. Eneste caso, la via de accion del palmitato
parece no implicar PPARs sino al factor de transcrip-
cion Nix-B, sensible al estres metabalico, y que me-
taria ka accion represiva del palmitato sobre la trans-
cripcion del gen PGC-1a (Coll et al, 2006),

En el caso de ln accion de los derivados de vitami-
mi A, lo mas probable pansce serque, en ausencia de
clementos de unidon al receptor RAR en el gen PGC-
e sea RXR el que conliere esla sensibilidad. Coma
s ha moencionado, RXR es un acom panante obliga-
borio de los PPAR y mantiene su sensibilidad a ser
estimulado por sus ligandos, sean ¢stos retinoides
como el acido 9-is relinowo, u olros como el propao
dcido  fitdnico.,  La  presencia  de  RXR
beterodimenzando con PPARs en el propio promo-
bor de PGC-lalfa explica la sensibilidad de este gena
liss vias dependientes de vitamina A,
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Tmplicaciomes

La importancia de la grasa dictaria en la expre-
siom de multiples gones os suficientemente clara, en
ol caso de los bovinos de ongorda, esta grasa en for-
m de dcidos grasos (saturados o insalurados), vita-
mina A (principalmente en forma de dcido relindice)
o carotenoides (fFearoteno, luteina, licopeno v sus
melabalilos), se incorporan constanlemente a travis
de la dieta, tanto en corral comao en pastones, Estos
compuestos so han descrito como polenciales
ligandos para ol receptor RXR y /o como potenciales
activadores de PPARs y coma se sabe que existen
ligandos sintéticos para RXR (rexinoides) y
activadores de PPARS los cuales influyen de maners
muy imporlante en el metabalismo energélion, estos
COmMpuesios 4 su vez seran importantes sobre la ex-

presion del coactivador PGC-1a, el cual regula o su
vez su propia expresion.

Si bien es cierto que la literatura indica que estos
compuesios atraviesan la placenta, lo hacen en con-
centraciones muy bajas (aungue la literatura no mar-
ca el ipo de diela de madre), bo cual signilica que su
electo sera principalmente sobre diferenciacion
postnatal,

Es decir, hacer investigaciones respecto a como la
grasa de la dieta afecta la transcripeion de faclores
de transcripeion y couctivadores implicados en ¢l
metabolismo energético en bovinos de engorda, es de
trascendencia para comprender los mecanismos fi-
siologicos implicados en la produccion de esta espe-
cie y su futura splicacion para mejorar la calidad de
la canal.
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Induction of PPARY and PGC-1a by unsaturated fatty acids, retinoic acid, and

carotenoids in white bovine adipose tissue’
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ABSTRACT

The importance of dietary fat in the expression of multiple genes is clear. In the case of
beef cattle, fat in the form of fatty acids (saturated or unsaturated), vitamin A (mainly
retinoic acid), or carotenoids (f-carotene and lutein) is obtained constantly from dietary
feed or pasture. The aim of this work was to study the effect of fatty acids (phytanic and

pristanic acids), vitamin A (all-trans and 9-cis retinoic acid), and carotenoids (f3-

! This study was supported by a grant (IN220906-3) from Programa de Apoyo a Proyectos de
Investigacion e Innovacion Tecnologica (PAPIIT).
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carotene and luteine) on the expression of PPARy and its coactivator PGC-1a during
differentiation of the bovine white adipose tissue. Samples were collected at slaughter
from subcutaneous adipose tissue and were processed in a solution containing Type II
collagenase for 2 h at 37°C. Cells were re-suspended in basal medium, DMEM
containing 5% fetal bovine serum, plated in 24-well culture plate at a density of 1x10*
cells/cm?, and incubated at 37°C in a 5% CO, atmosphere. Before confluence,
preadipocyte differentiation was induced by various treatments: rosiglitazone (20 uM);
unsaturated fatty acids: phytanic acid (25, 50, 100 uM) and pristanic acid (25, 50, 100
puM); rexinoids: 9 cis-retinoic acid (0.5, 0.75, 1 uM) and all-trans retinoic acid (0.5,
0.75, 1 uM); and carotenoids: B-carotene (10, 20, 30 uM) and lutein (10, 20, 30 uM).
PPARY and PGC-1a expression was measured in differentiated cells. Phytanic acid, all-
trans retinoic acid, and 9-cis retinoic acid were the best activators of PPARy expression
while the combination of 9-cis and all-trans retinoic acid was the best activator of PGC-
la expression (P<0.05). Therefore, these are powerful agents for the promotion of
bovine adipogenesis and constitute promising compounds to be used in bovine

fattening.

Key words: PPARy, PGC-1a, dietary fat, beef cattle
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INTRODUCTION

In Mexico, there are nearly 29 million head of beef cattle (SIEAP, 2005). In the arid and
semi-arid regions of the north and center of the country, cattle are generally fattened in
feedlots with high-grain diets; in contrast, finishing through grazing is more common in

the south, where high stocking rates make the activity more profitable.

The relevance of dietary fat for the expression of multiple genes is clear. In the case of
beef cattle, gene expression is potentially activated by fat components, for instance fatty
acids (saturated or unsaturated), vitamin A (mainly retinoic acid), or carotenoids (p-
carotene, lutein, lycopene, and their metabolites), which are obtained continuously from

feed or pasture.

Adipose differentiation in mammals is the result of sequential changes in the expression
of many genes. Among them, two transcription factor families have been described:
proteins binding to CCAAT/enhancer (C/EBPs) and peroxisomal proliferator-activated
receptor y (PPARY), which have been identified as "master controls" of the transcription
of adipogenic genes (MacDougald and Lane, 1995). PPARs are nuclear hormone
receptors, and their activation depends on ligand binding. PPARs identified to date are
o, v, and P/S, and their function as ligand-dependent transcription factors varies
depending on the tissue. PPARYy is the most adipogenic of all PPARs and is expressed
as early as the preadipocyte stage, activating most of the adipose cell-specific genes
(Moreno y Martinez, 2002). PPARy, as well as the other members of this nuclear
receptor superfamily, is a transcription factor that dimerizes with another hormone
nuclear receptor, the retinoid X receptor (RXR), which allows it to bind DNA and
activate transcription (Rodriguez de la Concepcion, 2004). The peroxisome proliferator
activated receptor-y coactivator 1 (PGC-1 o) is the main co-activator of this receptor.

Natural ligands of PPARy have been identified, such as 15-deoxy A12, 14 prostaglandin

ScholarOne, 375 Greenbrier D%ive, Charlottesville, VA, 22901



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

Journal of Animal Science

J2 or 15dPGJ2, an eicosanoid which binds and activates it. Other natural fatty acids
such as oleic and linoleic acids interact in the same way with PPARy promoting

adipogenesis in fibroblasts in vitro (Forman et al., 1995; Kliewer et al., 1995).

The responsive element in the promoter region of the PPAR gene is conserved in
various mammals including bovines, and it might influence PGC-1a activity. Therefore,
it is important to find nutrients or other compounds which could act as ligands of
transcription factors for specific genes that control metabolic processes such as
gluconeogenesis and lipolysis in ruminants and to test them as candidates to improve

livestock production.

The aim of this work was to study the effect of fatty acids (phytanic and pristanic acids),
vitamin A derivatives (all-trans and 9-cis retinoic acid), and carotenoids (-carotene and
lutein) during differentiation of bovine white adipose tissue. These compounds were
chosen because they are ubiquitous in cattle feed; their content in ingesta and in bovine
plasma is high and they may influence master regulators in the development of bovine
adipose tissue. For example, the adverse effects of palmitic acid on PPARY expression
in different tissues is well documented (Meidute-Abaraviciene et al., 2008); also,
Crunkhorn et al. (2007) demonstrated that saturated fatty acids reduce PGC-la
expression, whereas PGC-1a expression is increased 2- to 3-fold by all unsaturated fatty
acids (Staiger et al., 2005). Among the natural products which can activate nuclear
hormone receptors, phytanic acid was found to be capable of binding and activating
retinoid X receptor (RXR) and PPARa (Schliiter et al., 2002), and its derivative
pristanic acid has also been reported to activate PPARa. Phytanic (3, 7, 11, 15-
tetramethylhexadecanoic) acid is a derivative of the phytol side chain of chlorophyll

(Schliiter et al., 2002). Whereas phytanic acid levels in human or rodent tissues are very
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low, phytanic acid constitutes a substantial portion of the total fatty acids (13%) of the

triglycerides and phospholipids in bovine plasma (Lough, 1977).

It has been established that the physiological effects of retinoic acids (RAs) are
mediated by members of two families of nuclear receptors, the retinoic acid receptors
(RARs) and the retinoid X receptors (RXRs). Whereas all-trans retinoic acid activates
RARs, 9-cis retinoic acid is a high-affinity ligand for RXRs, and it activates not only the
RXR-RXR homodimers but also RXR-PPAR heterodimers (Germain et al., 2006). The
role of retinoic acids in adipocyte differentiation is a complex one. Retinoic acid
inhibits preadipocyte differentiation of pig cell lines and primary cultures (Suryawana
and Hu, 1977), indicating that porcine preadipocytes differentiate by a mechanism that
involves activation of the RAR and downregulation of PPARy, RXRa, and SREBP-1C
mRNA (Brandebourg and Hu, 2005). However, the sequential requirement of retinoic
acid and PPARy during adipogenesis in embryonic cells is well documented (Phillips et
al., 2003). In fact, retinoids activating RXR (rexinoids) promote adipogenesis through
the activation of RXR in the PPARY/RXR heterodimer. Pasture-fed cattle ingest
substantial amounts of carotenoids, mainly B-carotene and lutein; these compounds are
only partially converted into vitamin A, and the surplus is stored in adipose tissue (Arias

et al., 2009). Therefore, carotenoids were also analyzed in the present work.

To our knowledge, the present study constitutes the first analysis of how all these lipid
compounds influence adipose differentiation and expression of master regulators in

bovines.
MATERIAL AND METHODS
All samples were obtained immediately after slaughter at the Querétaro municipal

abbatoir. Animals were killed, without food deprivation, by captive bolt gun followed
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by exsanguination. All procedures were carried out in accordance with the Mexican

Federal laws for animal care (SAGAR, 1997).

Animals
Samples were collected from crossbred beef cattle. Representative (around 30 g)

subcutaneous adipose tissue from 3- to 4-year-old male bovines was taken.

Samples and Experimental Treatments

Samples were transported to the laboratory in sterile Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM) in ice (Pu et al., 2005) and processed in sterile Hanks balanced salt
solution (HBSS) with 1 mg/mL Type II collagenase (Sigma—Aldrich®, St. Louis, MO)
for 2 h at 37 °C with shaking at 95 rpm, then filtered through 250 um mesh. The filtrate
was centrifuged at 1100 rpm for 5 min, and the digestion medium was removed by
aspiration. The cells, showing mainly a fibroblast morphology (preadipocytes), were
resuspended in DMEM containing 5% fetal bovine serum, 100 mM ascorbic acid in
magnesium phosphate, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL streptomycin, and 250 ng/mL
amphotericin B (basal medium); they were plated on 24-well plates (NUNC™ Brand
Products, Rochester, NY) at a density of 1x10* cells/cm® and incubated five hours at
37°C under a humidified, 5%-CO, atmosphere. Cell cultures were washed twice with
phosphate-buffered saline (PBS 1X) supplemented with the above-mentioned
antibiotics. Before reaching confluence, preadipocyte differentiation was induced by
adipogenic agents consisting of 0.5 mM 3-isobutyl-1-methylxanthine, 0.25 pM
dexamethasone (both from Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO) and 2.5 pg/mL insulin
(Wako Chemicals, USA Inc, Richmond, VA) for 2 days. Treatments started on the
second day and continued until day 8, 9, or 10, and they consisted of different doses of

rosiglitazone (20 puM, positive control); unsaturated fatty acids: phytanic acid (25, 50,
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100 pM) and pristanic acid (25, 50, 100pM); rexinoids: 9 cis-retinoic acid (0.5, 0.75, 1
puM) and all-trans retinoic acid (0.5, 0.75, 1pM); and carotenoids: B-carotene (10, 20, 30
uM) and lutein (10, 20, 30 uM). All treatment compounds were from Sigma—Aldrich®
(St. Louis, MO). The following combinations were tested, using the best concentrations
obtained in previous experiments: 1) rosiglitazone + all-trans retinoic acid, 2) all-trans
retinoic acid + 9-cis retinoic acid, 3) as in 2 + pristanic acid, 4) as in 3+ phytanic acid,
5) pristanic acid + phytanic acid, 6) all-trans retinoic acid + lutein and as 4 + lutein.
After the treatment, the media was replaced with DMEM containing 5% FBS and 2.5
pg/mL insulin and changed every other day throughout the differentiation process (Wu
et al., 2000). Rosiglitazone was used as a positive control because Ohyana et al., (1998)
found proliferation and adipocyte conversion by adding rosiglitazone to primary
preadipocytes. The dose used (20 pM) was determined in a preliminary dose-
dependence experiment, measuring the effect of 0, 5, 10, 15, 20, and 30 uM
rosiglitazone on PPARy mRNA levels in primary cultures of bovine white adipocytes

(n=4).
RNA isolation

Total RNA from 80%-differentiated cells was extracted with RNeasy Mini Kit
(Qiagen®, Austin, TX) according to the manufacturer’s protocol, and it was eluted in 30
puL of RNase-free water and stored at -70°C to be used in the following molecular

biology experiments.

PPARy mRNA detection by Semi-quantitative RT-PCR in bovine adipocytes

We analyzed PPARYy expression (as indicator of adipose differentiation) on days 8-10
of the differentiation process by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-

PCR). Single-strand c¢DNA was synthesized according to the manufacture’s
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instructions. RT was carried out using oligo (dT);,.;s primer (Sigma-Genosys, St. Louis,
MO) and Super script II reverse transcriptase (Invitrogen®, Carlsbad, CA). PPARy
primers were: forward 5'-GACTTGAACGACCAAGTAACTC; reverse 5'-
CTCTGCTAATACAAGTCCTTGTAG (Table 1). PCR was performed using Platinum
PCR Super Mix (Invitrogen®, Carlsbad, CA). The amplification parameters consisted of
initial denaturation at 94°C for 2 min; denaturation at 94°C for 45 s, annealing at 58°C
for 1 min, and extension at 72°C for 1 min, for 40 cycles. The products were separated

on a 1% agarose gel and visualized with Syber green | (Invitrogen®, Carlsbad, CA).

For PGC-1a, the same PCR conditions were used with the following primers: forward
5’ACTACGGTACCTTTCCACTCTTTG; reverse 5’ AGCAGCACACTCGAGGTCAC

(Table 1).

Real-time quantitative PCR for the determination of PPARy mRNAs

PPARy and PGC-la expression were assessed by real-time quantitative PCR
(LightCycler® 1.5 Instrument, Roche Diagnostics; Basel, Switzerland), and the primers

used were:

PPARYy: Forward 5°- CATCTTCCAGGGGTGTCAGT; Reverse 5'-

GGATATGAGGACCCCATCCT;

PGCl1-a: Forward 5'-GTGAAGACCAGCCTCTTTGC; Reverse 5-

TCACTGCACCACTTGAGTCC (Table 1).

Both fragments were amplified by using SYBR Green Jump Start Taq Ready Mix for
quantitative PCR, Capillary Formulation (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO). An aliquot
of the reverse-transcription reaction was then subsequently added to the real-time PCR.
Cytoplasmic B-actin was amplified as housekeeping gene in order to normalize the

target gene to the amount of cDNA; the primers used were: forward
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5'CCATCATGAAGTGTGACGTTG and reverse
5’ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA (Table 1). The PCR conditions were as follows:
initial denaturation at 94°C for 2 min; denaturation at 94° C for 0 s, annealing at 58°C

for 8 s, and extension at 72°C for 8 s, for 55 cycles.

A standard curve was obtained using the following concentrations (in duplicate) of
PPARy PCR product: 1.97X107, 1.97X10° 1.97X10° and 1.97X10* molecules/pl; this
curve was used to determine the concentration of the experimental samples. The

efficiency (E) of the standard curve results was 1.944 and an error of 0.072.
Sequencing:

The identity of the PCR products was confirmed by sequencing in a 310 ABI prism

sequencer with version 3 Big Dye by Applied Biosystems.

Statistical analyses

PPARy and PCGl-o mRNA were analyzed statistically as completely randomized
design. Data were analyzed using the general linear models procedure of SAS (2004),

and the LSMEANS option was used to obtain and analyze treatment means.

RESULTS

Under the culture conditions of bovine preadipocytes in our experimental setting, early
differentiation was observed by day 5, and the terminal period of differentiation was on
day 8 to 10, as evidenced by acquisition of a round cell morphology and massive
accumulation of fat droplets inside the cells (Figure 1A). Figure 1B shows the RNA
isolated from adipocytes of two animals treated with the rexinoid, 9 cis-retinoic acid, as
an example. A PCR product of 511 bp was observed by electrophoresis (Figure 1C),

and its PPARy identity was confirmed by sequencing (data not shown).
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We used rosiglitazone as a positive control; compared to basal medium, this synthetic
ligand increased the expression of PPARy mRNA 8.3 fold vs. the 2.9-fold increase
observed in differentiation medium (p<0.01), and by 2.1 vs. 1.5-fold, respectively, in

the case of PGC-1ao mRNA expression (Figure 2).

Induction of PPARy and PGC-la gene expression in bovine white adipocytes by

unsaturated fatty acids

Phytanic acid increased PPARy mRNA expression in bovine primary white adipocytes
differentiated in culture; this effect was dose-dependent (the highest being 6 fold),
(P<0.05, Fig. 3A). Pristanic acid (Fig. 3B) showed the same tendency (maximum 4.5-
fold induction of PPARy mRNA, P<0.05), but the increase was smaller than that
observed for phytanic acid. PGC-lao mRNA expression was increased by 25 pM
phytanic acid and remained at similar levels with higher concentrations (P<0.05) (Fig.

3A and 3B).
Induction of PPARy and PGC-1a gene expression in bovine white adipocytes

by rexinoids

PPARY mRNA expression increased more than 30-fold in the presence of 9-cis retinoic
acid compared with differentiation medium, and at all doses tested, induction was
greater than with rosiglitazone (P<0.05, Fig. 4A). All-trans retinoic acid (1 pM)

increased mRNA PPARy 14-fold compared with basal medium (P<0.05, Fig. 4B).

PGC-1oo mRNA expression was similar with 0.5 and 0.75 uM 9-cis retinoic acid and
greater with a 1 uM dose (P<0.05); for all-trans retinoic acid the highest expression was

induced by 0.5 uM and 1 uM (P<0.05) (Fig. 4A and 4B).
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Induction of PPARy and PGC-la gene expression in bovine white adipocytes by

carotenoids

PPARy mRNA expression was increased by 30 pM B-carotene; however, 10 uM B-
carotene decreased expression compared to differentiation medium (P<0.05) (Fig. 5A).
At the highest concentrations tested, lutein induced slightly higher levels of PPARy
mRNA expression than B-carotene (4 vs. 3 fold, Fig. 5B). PGC-1a mRNA expression
was also increased by B-carotene (at doses of 10 and 30 uM) compared to differentiation

medium (Fig. 5A), but not by lutein (Fig. 5B)

Induction of PPARy and PGC-1a gene expression in bovine white adipocytes
by different fatty compound combinations

Figure 6 (P<0.01) shows that of the compounds tested, 9-cis retinoic acid is the best
inducer of PPARy mRNA expression (14 fold, as in fig. 4A). An additive effect is
observed with 9-cis and all-trans retinoic acid (20-fold). Furthermore, addition of
phytanic acid or of both phytanic and pristanic acids together with 9-cis and all-trans
retinoic acid induced more (22-fold) than 9-cis and all-trans retinoic acids by
themselves. Surprising, the highest induction (24-fold) was observed when all five

compounds were added simultaneously (fig. 6).
PGC-1a mRNA expression also showed the highest increase (4.6 fold) in the presence
of 9-cis plus all-trans retinoic acid (P<0.01, Fig. 6).

DISCUSSION

The results found in the present work indicate that the ligands tested increase PPARy
and PGC-1a gene expression in bovine adipogenic cultures, and that 9-cis retinoic acid

is the most potent inducer of PPARy expression. Rosiglitazone showed a powerful
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effect in the bovine adipocyte studies, as expected on the basis of previous data in other
species (Yoon et al., 2001; Hondares et al., 2006). Adopted orphan NRs, such as
PPARs, bind a variety of structurally-diverse compounds with an affinity constant (Kd)

as low as 1 uM, which could explain our results (Molnar et al., 2005).

It has been reported that native and oxidized polyunsaturated fatty acids, as well as
arachidonic acid derivatives such as prostaglandins and prostacyclins, selectively bind
to the PPAR subtypes and stimulate their transcriptional activity (Desvergne et al.,
2004). Here, we have demonstrated that both phytanic and pristanic acids increased
PPARy mRNA expression, and this action was slightly higher for phytanic acid (Fig.
3A and 3B). It is important to note that phytanic acid constitutes a substantial proportion
of the total fatty acids present in bovine blood plasma (13% of the triglycerides and
phospholipids, Lough 1977). In this study phytanic acid was found to be the best
activator of PPARYy expression, probably owing to its ability to bind and activate
retinoid X receptor (RXR) and PPARa (Schliiter et al., 2002). These unsaturated fatty
acids caused an induction of PGC-1ao mRNA perhaps due to the presence of a PPARy-
consensus responsive site in the distal region of the bovine PGC-la promoter. In
rodents, it has been established that the induction of PGC-1a expression in response to
PPARYy activation could be amplified because of the auto-regulatory loop mediated by
the co-activation of PPARy action on PGC-la gene transcription by PGC-la itself, a
mechanism of feed-forward regulation in response to rosiglitazone (Hondares et al.,
2006). The site of the PGC-1a mouse gene promoter mediating the responsiveness to
PPARy, and therefore to rosiglitazone, is strongly conserved in the bovine gene
(Hondares et al., 2006). Other researchers have shown that saturated fatty acids such as
palmitate induced PGC-la expression, whereas oleic acid had the opposite effect

(Zhang et al., 2007).
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We also observed that in the case of retinoic acid, both 9-cis and all-trans retinoic acid
increased PPARy mRNA expression, with 9-cis being a better activator. Krskova-
Tybitanclova et al. (2008) showed in an in vivo trial that PPARy mRNA is significantly
increased in rat adipose tissue by 13-cis retinoic acid treatment when compared to
controls. It is known that retinoic acids have an impact on preadipocyte differentiation,
although their final effect depends on the concentration and isomer availability as well
as on the relative RAR and RXR availability in the cells (Villarroya et al., 1999). We
tested different doses of both forms of retinoic acid (results not shown), and the highest
dose (1 pM) never caused cell death. Bonet et al. (2003) explained that high doses of
retinoic acid block PPARy and C/EBPa via RAR inhibition of adipogenesis, whereas
low doses are needed to trigger adipogenesis because they provide sufficient 9-cis
retinoic acid to ensure the activation of the RXR moiety of the PPARY/RXR
heterodimer. In fact, expression of RXR isoforms is up-regulated during adipocyte
differentiation, and synthetic, specific RXR ligands have been shown to promote
adipogenesis (Canan et al., 1999). Retinoic acids can auto-regulate the steady-state level
of their RAR and RXR receptors, which seems to be an important feature of the reponse

of adipose tissue to retinoic acids (Villarroya et al., 1999).

Our results confirm that in a bovine adipocyte differentiation system, retinoid
responsiveness, mediated though the balance between retinoic acid isomers as well as
the RAR and RXR receptor availability in preadipocytes, results in an increased rate of

adipogenesis.

Induction of PGC-1a expression by 9-cis and all-trans retinoic acids was similar to that
of PPARY in bovine adipocytes. In other species, rexinoids have been shown either not

to alter PGC-1a (Emilsson et al., 2000) or to induce it (Hondares et al., 2006).
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It is well documented that carotenoids are involved in the modulation of transcription by
certain transcription factors, including ligand-activated nuclear receptors (Sharoni et al.,
2004). It has also been reported that they activate the antioxidant response element
transcription system; lycopene and, to a lesser extent, other carotenoids induce phase II
enzymes by activating the ARE transcription system, which may explain some of the
cancer-preventing activity of carotenoids (Ben-Dor et al., 2005). The presence of
PPARYy in various types of cancer cells suggests that carotenoids or their derivatives can
also be activators of the cascade in these cells (Sharoni et al., 2004). Takahashi et al.
(2003) observed that isoprenols (farnesol and geranylgeraniol) transactivated the
PPARY promoter-driven expression of a reporter gene at high concentration (100 uM).
Moreover, these agents up-regulated the expression of lipid metabolic target genes of
PPARy. However, the authors reported that various carotenoids at 100 pM, a
concentration hardly achievable in aqueous solutions, did not significantly affect
PPARy transactivation. Okada et al. (2008) tested lutein, violaxanthine, a-carotene,
carotenoids with an epoxy group (B-carotene 5, 6-epoxide) or a keto group
(canthaxanthine, citranaxanthine, rhodoxanthine), a hydroxyl carotenoid (f-
cryotoxanthine), epoxy-hydroxy carotenoids (antheraxanthine, lutein epoxide), and a
keto-hydroxy carotenoid (capsorubin) and did not find suppressive effects on either
GPDH activity or aP2 expression in 3T3-L1. Our results showed that only -carotene at
a dose of 30 uM increased PPARy mRNA expression; lutein showed the same tendency
as P-carotene (P<0.01), whereas carotenoids had no effect on PGC-la mRNA
expression when it is compared with rosiglitazone (Fig. SA and 5B). It is not yet
conclusive that activation of the PPAR system contributes to the ability of carotenoids

to promote adipose tissue differentiation.
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In summary, we establish here that active molecules present in dietary fat may have a
profound influence on PPARy- and PGC-la-regulated pathways controlling
differentiation and energy metabolism in white fat. This may reflect that these lipid
compounds act as natural ligands of PPARy (unsaturated fatty acids) or RXR (retinoic
acid isomers); hence, they could have a potential use in fattening animals by promoting
adipose tissue differentiation leading to marbling and resulting in better quality

carcasses.
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Table 1. Primers designed for semiquantitative and real time PCR.

Primers Fragment | Sequence
size (bp) position
PPARY Forward 5'-GACTTGAACGACCA 511 1087-1598
semiquantitative | AGTAACTC;
PCR Reverse 5'-
CTCTGCTAATACAAGTCCTTGTAG
PGC-1a Forward 5°- 2161 -2003
semiquantitative | TGGATGCCTCGCATTCAGTG; +158
PCR Reverse 5'-
TCACCAACCAGAGCAGCACA.
PPARYy Forward 5°- 187 998-1185
Real time PCR CATCTTCCAGGGGTGTCAGT;
Reverse 5'-
GGATATGAGGACCCCATCCT
PGC-1a Forward 5°- 109 155-263
Real time PCR GTGAAGACCAGCCTCTTTGC;
Reverse 5'-
TCACTGCACCACTTGAGTCC.
B actin Forward 5°- 176 642-818
Real time PCR CCATCATGAAGTGTGACGTTG
Reverse 5'-

ACAGAGTACTTGCGCTCAGGA
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Figure 1. Bovine adipocyte differentiation, RNA extraction and PPARYy expression.

A) Morphological cell changes during adipocyte differentiation.

A, B, and C are from subcutanecous adipose tissue on days 1, 5, and 10 after they were
seeded.

B) RNA isolated from adipocytes of two animals treated, Line 1 and 7 basal; line 2 and
8 differentiation medium; line 3 and 9 20 uM of rosiglitazone; line 4 to 6 and 10 to 12
9 cis-retinoic acid (0.5, 0.75, 1 uM).

C) PPARy expression was demonstrated by RT-PCR of RNA samples of one animal
treated with 9 cis-retinoic acid (0.5, 0.75, 1 uM) showing a band of 511 bp of PPARy

Figure 2. Effect of 20uM of rosiglitazone on PPARy and PGC-1a gene expression.
The level of 20 uM of rosiglitazone was tested as a positive control of expression.

Figure 3. Effect of three different levels of unsatured fatty acids on PPARy and PGC-
la gene expression

The following combinations were tested: A) phytanic acid 25, 50, 100 uM, and B)
pristanic acid 25, 50, 100 uM.

Figure 4. Effect of three levels of rexinoids on PPARy and PGC-1a gene expression

The following concentrations were tested: A) rexinoids: 9 cis-retinoic acid 0.5, 0.75, 1
UM and B) all-trans retinoic acid 0.5, 0.75, 1 pM.

Figure 5. Effect of three levels of carotenoids on PPARy and PGC-1a gene expression

The following concentrations were tested: A) B-carotene 10, 20, 30 pM) and B) lutein
10, 20, 30 uM

Figure 6. Effect of ligand levels and combinations on PPARy and PGC-la gene
expression

The following combinations were tested: 1) rosiglitazone + all-trans retinoic acid, 2)
all-trans retinoic acid + 9-cis retinoic acid, 3) as in 2 + pristanic acid, 4) as in 3 +
phytanic acid, 5) pristanic acid + phytanic acid, 6) all-trans retinoic acid + lutein and
7) as 4 + lutein. In each case, the compounds were used at the concentration that gave
the greatest effect when tested alone in the previous experiments (using the best
obtained concentration in previous experiments). Rosiglitazone was used as a positive
control.
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Figure 1.
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Figure 2.
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Figure 3.
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Figure 4.
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Figure 5.
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