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INTRODUCCION

La 3-hidroxi-3-methilglutaril-coA reductasa (HMGCR) es la enzima limitante en la sintesis
de novo del colesterol, que convierte el HMG-CoA en mevalonato. Los inhibidores
competitivos de la reductasa inducen la expresion de los receptores LDL en el higado,
aumentan el catabolismo de particulas LDL en plasma y reducen las concentraciones
plasméticas de colesterol, un importante factor en la etiologia de la aterosclerosis.

A pesar del enorme interés de la especie porcina como modelo animal para el estudio de las
enfermedades cardiovasculares en humanos (Lunney, 2007), existe un gran
desconocimiento sobre la base genética del metabolismo del colesterol en porcino. En este
trabajo hemos analizado estructural y funcionalmente el promotor del gen HMGCR porcino
en relacion a la variacion de los niveles de lipidos plasméaticos en cerdos, mirando también
su asociacién con el engrasamiento y la cantidad y composicion de la grasa intramuscular.
Se ha realizado un estudio funcional adicional del gen HMGCR porcino, describiendo el nivel
relativo de expresion en varios tejidos relacionados con la lipogénesis y estudiando la
respuesta del promotor a varias sustancias activadoras o inhibidoras de su transcripcion.

MATERIAL Y METODOS
Disefio experimental

El material animal utilizado en el presente estudio procede de una linea comercial Duroc con
alto contenido de grasa intramuscular utilizada en la producciéon de jamén curado de calidad,
y consta de una poblacion de 350 cerdos castrados distribuidos en cinco familias de medios
hermanos. Durante el periodo de cebo se registraron regularmente el peso y el espesor de
grasa dorsal, y se tomaron dos muestras de sangre (a los 45 y 190 dias de edad) en las que
se midieron las concentraciones de colesterol, HDL, LDL vy triglicéridos. Al sacrificio (sobre
los 120 kg de peso vivo y 190 dias de edad) se tomaron muestras de los musculos
Longissimus Dorsi y Gluteus Medius sobre las que se midieron el porcentaje de grasa
intramuscular y la composicion en acidos grasos.

Caracterizacion del promotor proximal; identificacion y genotipado de polimorfismos

Para caracterizar el promotor proximal del gen HMGCR se amplificé un fragmento de 600 bp
a partir de 20 ng de DNA gendmico y un par de primers disefiados a partir de secuencias
homdélogas mediante Primer Express software (Applied Biosystem).

Construccién plasmidos y comprobacion activadores / inhibidores

Preparamos dos construcciones hibridas con los dos alelos del SNP del promotor del gen
HMGCR porcino seguido de una cassette de expresion con Luciferasa Renilla.L.
Comprobamos la activacion/inhibicion de la expresién del gen HMGCR mediante la adicion
de diferentes tratamientos (insulina, colesterol, suero y forskolin) en las dos lineas celulares:
HepG2 (células de carcinoma de higado humano) y C2C12 (células de musculo de ratén).
Los ensayos luciferasa se realizaron en el lumindmetro TD-20/20 (Turner Designs).



Andlisis de Expresion

Estudiamos la expresion del gen HMGCR en los 70 animales mas extremos para
pardmetros de engrasamiento y calidad de carne, en musculo (mediante hibridacién en un
microchip de ADN porcino (Affymetrix)) y en higado (mediante gPCR (ABI-7500)). Ademas,
describimos por gPCR el nivel relativo de expresién del gen HMGCR porcino en varios
tejidos relacionados con la lipogénesis.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion del promotor proximal del gen HMGCR
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Figura 1. Posicidn de elementos reguladores en promotores HMGCR

El analisis de la regién promotora amplificada indicé que el promotor del gen HMGCR
muestra un alto grado de conservacion (entre el 75 y el 88%) con los promotores de otros
mamiferos (Bos taurus, Homo sapiens, Mus musculus y Rattus norvegicus). Es mas, la
localizacién de las zonas de union potenciales a los factores de transcripcion CREB, NF-Y y
SRE estan conservadas respecto el promotor humano y de rata (Figura 1).

También identificamos dos polimorfismos tipo SNP (P1/P2 en la Figura 1) cuyo analisis in
silico revelé que el primero de ellos afecta a una posible secuencia diana para factores de
transcripcién de la familia bHLH de reguladores de la miogénesis, mientras que la segunda
mutacién afecta a la secuencia consenso para el factor de transcripcién Ets-2. La unién de
ambos factores de transcripcion al promotor HMGCR no ha sido demostrada todavia en
ninguna especie.

Actividad transcripcional del promotor HMGCR porcino

De los cuatro reactivos testados, la insulina y la reduccién del porcentaje de suero dieron
lugar a la activacion del promotor HMGCR porcino por encima de los niveles basales. En
cambio, el 25-hidroxicolesterol y el forskolin ejercian una fuerte inhibicion de la actividad de
este promotor.

También estudiamos la actividad transcripcional asociada a los diferentes polimorfismos
encontrados en el promotor proximal del gen HMGCR porcino en diferentes condiciones de
activacion / inhibicion. En las células C2C12 y HepG2 transfectadas observamos que la
insulina (1uM) activaba mas el promotor HMGCR porcino en el alelo G, mientras que el 25-
hidroxicolesterol (12.5uM) inhibia mas la actividad en el alelo G.

Correlacion entre expresion y caracteres de calidad de la carne

Estudiamos la correlaciéon entre la expresion analizada en muasculo e higado y diversos
medidas de lipidos plasmaticos, engrasamiento y cantidad y composicién de la grasa
intramuscular, obteniendo una asociacién significativa de la expresion en musculo con los
triglicéridos y el colesterol HDL y LDL séricos, el porcentaje de magro y de grasa
intramuscular, y el contenido en acidos oleico, linoleico, estearico y palmitico. Por el



contrario, los niveles de expresion en higado tan solo mostraron una asociacion significativa
con el colesterol HDL plasmatico, el porcentaje de magro y contenido en acido estearico.

En masculo, la expresiéon del gen HMGCR fue mayor en el grupo de animales con valores
altos para parametros lipidicos que en el grupo con valores bajos (p<0.001), mientras que en
higado los dos grupos no difirieron en los niveles de expresién de este gen.

PERFIL DE EXPRESION
Perfil de expresion del gen 25 1
HMGCR porcino

Hemos investigado la
expresion relativa del gen
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Figura 2. Perfil de expresion del gen HMGCR porcino.

CONCLUSION

El gen HMGCR juega un papel importante en la variabilidad genética del metabolismo
lipidico y del colesterol en porcino, mostrando ademas una asociacién con la cantidad y
composicion de la grasa intramuscular, presentandose asi como un posible gen candidato
para la mejora genética de la calidad de carne.
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THE PIG HMGCR GENE: STRUCTURAL AND FUNCTIONAL STUDY OF THE PROXIMAL
PROMOTER

ABSTRACT: HMGCR is the rate-limiting enzyme in the biosynthesis of cholesterol. We have
studied the role of the HMGCR gene in pig lipid metabolism by means of expression and
structural analysis. In vitro studies in liver- and muscle-derived cells indicated that HMGCR
promoter contains elements which drive response to insulin, sterols and growth factors.
Comparison of expression in several tissues showed that HMGCR expression was maximal
in fat and duodenum and lowest in liver. Moreover, muscle (but not liver) expression
correlated with several fattness, growth and meat quality traits, indicating that HMGCR may
play an interesting role in the genetic variability of lipid and cholesterol metabolism in pigs.
Key words: pig, meat quality, gene expression, cell culture.



