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RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo consisten en caracterizar (1) El perfil de
expresion del gen SLC27A4 porcino en distintos tejidos y (2) La variabilidad de este
gen y su asociacion con distintos caracteres vinculados al metabolismo lipidico en una
poblacion comercial Duroc. El andlisis de expresion mediante PCR cuantitativa
permitié determinar que el gen SLC27A4 se transcribe de forma predominante en
intestino e higado, y a menores niveles en tejido adiposo, musculo y corazén. En este
sentido, cabe destacar que estudios realizados en humano y ratdon han permitido
demostrar que SLC27A4 es el principal transportador de acidos grasos de cadena
larga a nivel intestinal. Respecto al objetivo 2, la secuenciacion parcial del gen
SLC27A4 en 15 cerdos Duroc permitié identificar un polimorfismo sinénimo ¢.849C>T.
La realizacion de un analisis de asociacién con caracteres lipidicos evidencio la
existencia de una asociacion sugestiva con el porcentaje de acidos grasos saturados
del musculo gluteus medius.

INTRODUCCION

Las proteinas transportadoras de acidos grasos de la familia Solute carrier
Family 27A (SCL27A/FATP) tienen un papel esencial en la absorcion de acidos grasos
de cadena larga a nivel tisular. En humano, esta familia génica incluye seis proteinas
distintas, altamente homologas a nivel estructural aunque divergentes en cuanto a sus
perfiles de expresion, lo cual sugiere la existencia de una cierta especificidad funcional
(Stahl et al., 2001). Por ejemplo el gen SCL27A1 presenta un nivel de expresion
elevado en musculo y tejido adiposo (Schaffer y Lodish, 1994), mientras que el gen
SCL27A4 se expresa preferentemente en el intestino delgado (Stahl et al.,, 2001).
Diferentes estudios han demostrado que la variabilidad de los genes SCL27A esta
asociada con la calidad de la carne y el espesor de la grasa dorsal porcina (Hua et al.,
2011), asi como con la produccién de leche en vacuno (Lv et al., 2011). En el caso del
gen SCL27A4, Xu et al. (2009) identificaron una asociacién entre el genotipo del
polimorfismo g.1777G>A y el peso al nacimiento, la ganancia media diaria, y el
espesor de la grasa dorsal en cerdos Landrace. En el presente trabajo se ha llevado a
cabo la secuenciacion parcial del gen SCL27A4 con el objetivo de identificar
polimorfismos y realizar un estudio de asociacion con las concentraciones de lipidos
séricos y el perfil de acidos grasos de los musculos gluteus medius y longissimus
dorsi. Asimismo, se ha caracterizado el perfil de expresion tisular de SLC27A4.



MATERIALES Y METODOS

Andlisis de la expresion tisular del gen SLC27A4

Se extrajo RNA total de muestras de higado, musculo diafragma, musculo
gluteus medius, musculo longissimus dorsi, corazodn, intestino y tejido adiposo
mediante el reactivo Trizol (Sigma-Aldrich), segun el protocolo facilitado por el
fabricante. La integridad del RNA se evalué mediante electroforesis en geles de
agarosa, mientras que la pureza y la concentracion fueron estimadas con un equipo
Nanodrop ND-1000 (Nanodrop). EI RNA (1 ug) fue retrotranscrito con el kit RevertAid
Reverse Transcriptase (Fermentas) siguiendo las instrucciones del fabricante. EI cDNA
obtenido se diluyd en una proporcion 1:30 con ddH20 y se almacend a -40 °C. Las
PCR cuantitativas se llevaron a cabo por triplicado en un aparato ABI-7500 (Applied
Biosystems) en un volumen final de 5 pl que incluia 1x Power SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems), 200 nM de cada cebador (5-CCC AGC TCC TGG
AGA AGG Ay 5-GCA GG TCT GTC TTC TGT AGC TTG A-3’) y 3 pl de cDNA diluido.
El perfil térmico fue de 10 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos a 93 °C durante 15
segundos y 60 °C durante 1 minuto. Como referencia para normalizar los datos de
expresion, se emplearon dos genes housekeeping (RPL32 y HPRT1) de acuerdo a
Canovas et al. (2010). La expresion génica se cuantificé y normalizd mediante el
meétodo AACt (Yuan et al. 2006).

Identificacion de polimorfismos en el gen SLC27A4

Se extrajo RNA total del modo descrito en la seccién anterior. La sintesis de
cDNA se llevo a cabo utilizando el kit ThermoScript RT-PCR system (Invitrogen) de
acuerdo con las indicaciones del fabricante. EI cDNA del gen SLC27A4 fue amplificado
a partir de muestras de 15 cerdos Duroc elegidos aleatoriamente. Los diferentes
fragmentos amplificados fueron secuenciados mediante el kit BigDye Sequencing kit
v.3.1 (Applied Biosystems), y las reacciones de secuenciacion fueron analizadas
mediante un equipo de electroforesis capilar ABI PRIM 3730 (Applied Biosystems).
Para identificar posibles polimorfismos, las secuencias fueron alineadas y editadas
utilizando el programa SeqScape (Applied Biosystem).

Genotipado del locus SLC27A4 y realizacién de un andlisis de asociacién con
caracteres lipidicos

El polimorfismo ¢.849C>T del gen SLC27A4 fue genotipado en 319 cerdos
Duroc distribuidos en cinco familias de medio hermanos paternos (procedentes del
apareamiento de cinco machos parentales y 400 madres). La concentracién de los
lipidos séricos (colesterol, LDL, HDL Yy triglicéridos) se midié a dos edades distintas (45
y 190 dias) de acuerdo con Gallardo et al. (2009). El porcentaje y la composicién de la
grasa intramuscular fueron analizados en los musculos gluteus medius y longissimus
dorsi de acuerdo con Gallardo et al. (2009). El analisis de asociacion se llevo a cabo
con el procedimiento proc GLM del programa SAS (SAS 9.2, SAS Inst. Inc.). En el
modelo estadistico se incluyeron como factores fijos el genotipo y el lote de engorde.
La edad del animal, el peso vivo al sacrificio y el porcentaje de grasa intramuscular
fueron incluidos en el modelo estadistico como covariables para analizar los lipidos
séricos, el porcentaje y el perfil de los acidos grasos de la grasa intramuscular,
respectivamente.



RESULTADOS Y DISCUSION

Expresion tisular del gen SLC27A4

El analisis de expresion del gen SLC27A4 porcino evidencid que se transcribe
en todos los tejidos analizados (Figura 1). La expresidén de este gen es particularmente
importante a nivel del intestino. Ello concuerda con estudios realizados en humano y
en raton, en los cuales se demuestra que SLC27A4 es el principal transportador de
acidos grasos de cadena larga a nivel de los enterocitos (Stahl et al., 2001). De este
modo, se ha observado que la adicién de oligonucleétidos antisense SLC27A4 a
cultivos primarios de enterocitos murinos implica una reduccion del 50% en la
absorcion de acido oleico (Stahl et al., 1999). Por otra parte, en humano también se ha
descrito la expresiéon de SLC27A4 en musculo, higado y corazén (Stahl et al., 2001), lo
cual coincide con los datos presentados en este trabajo.
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Figura 1. Perfil de expresion del mRNA SLC27A4 porcino en higado (Lv), musculo
diafragma (Dph), musculo gluteus medius (GM), musculo longissimus dorsi (LD),
corazén (Ht), intestino (Gut) y tejido adiposo (Fat).

Andlisis de asociacion entre el genotipo SLC27A4 porcino y caracteres lipidicos

Un total de 1.80 kb del gen SLC27A4 porcino fueron amplificados vy
secuenciados. El alineamiento de las secuencias correspondientes a 15 individuos
seleccionados al azar permitié identificar un polimorfismo sinénimo ¢.849C>T. El
genotipado de 319 cerdos de la poblacion experimental Duroc reveld que el genotipo
TT (n = 3) es muy minoritario. En cuanto al analisis de asociacién, no se observo un
efecto significativo del genotipo SLC27A4 sobre las concentraciones de lipidos séricos
a 45y 190 dias (Tabla 1).



Tabla 1. Andlisis de asociacion entre el polimorfismo ¢.849C>T del gen SLC27A4

porcino y las concentraciones de lipidos séricos a 45 y 190 dias.

Lipidos séricos a 45 dias
Caracter CcC CT P-value
(n = 264) (n =52)

Colesterol 80.45 82.20 0.89
LDL 40.02 41.045 0.50
HDL 31.62 32.11 0.68

Triglicéridos 43.90 43.08 0.76
Lipidos séricos a 190 dias

Caracter CcC CT P-value

Colesterol 125.93 122.98 0.46
LDL 63.93 61.36 0.41
HDL 51.68 52.17 0.75

Triglicéridos 51.44 45.54 0.09

Tampoco se detectd ninguna asociacion entre el genotipo SLC27A4 y diversos
caracteres lipidicos medidos en el musculo longissimus dorsi (Tabla 2). No obstante,
se detectd una asociacion significativa (sélo a nivel nominal) con el porcentaje de
acidos grasos saturados del musculo gluteus medius (Tabla 3). En este sentido, los
cerdos heterocigotos CT presentaron un menor porcentaje de acidos grasos saturados
que los individuos homocigotos CC (P-value = 0.03; Tabla 3). Dicha asociacion, sin
embargo, resultd ser no-significativa después de aplicar la correccion de Bonferroni
para tests multiples, por lo que sélo puede considerarse como sugestiva.

Tabla 2. Resultados del analisis de asociacion entre el polimorfismo ¢.849C>T del gen
SLC27A4 porcino y el porcentaje y la composicién de la grasa del musculo longissimus
dorsi.

Longissimus dorsi
Caréacter CcC CT P-value
(n=264) | (n=52)
Grasa intramuscular 3.84 3.76 0.71
Acido palmitico 23.39 23.04 0.07
Acido estedrico 11.69 11.66 0.88
Acido oleico 34.46 34.83 0.60
Acido linoleico 14.59 14.50 0.88
Acidos grasos saturados 36.98 36.56 0.18
Acidos grasos monoinsaturados 20.23 20.25 0.98
Acidos grasos poliinsaturados 42.78 43.18 0.60

Desde un punto de vista funcional, cabe destacar que Jia et al. (2007)
demostraron que en fibroblastos la deficiencia de SLC27A4 esta significamente
asociada con la disminucién del contenido de acidos grasos saturados y, mas
especificamente, de acido estearico (C18:0). Este dato concuerda con el resultado de
nuestro analisis de asociacién, y aunque del mismo no quepa inferir la existencia de
una relacion causal seria de gran interés investigar el papel del gen SLC27A4 porcino
en la absorcidn de acidos grasos a nivel muscular.



Tabla 3. Resultados del analisis de asociacion entre el polimorfismo ¢.849C>T del gen
SLC27A4 porcino y el porcentaje y la composicién de la grasa del musculo gluteus
medius.

Gluteus medius
Caracter CC CT P-value
(n=264) | (n=52)
Grasa intramuscular 5.16 4.84 0.27
Acido palmitico 23.23 22.96 0.11
Acido estearico 11.20 10.92 0.08
Acido oleico 35.04 34.17 0.17
Acido linoleico 15.01 15.85 0.12
Acidos grasos saturados 36.46° 35.92° 0.03
Acidos grasos monoinsaturados 20.41 21.80 0.09
Acidos grasos poliinsaturados 43.11 42.27 0.22
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