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INTRODUCCION

Las concentraciones de lipidos séricos constituyen uno de los principales factores de
riesgo en la susceptibilidad a las enfermedades de tipo coronario, considerandose que una ratio
baja de lipoproteinas de alta densidad (HDL) vs lipoproteinas de baja densidad (LDL) es un
importante factor predisponente. La elevada similitud fisiolégica entre humano y porcino ha
impulsado la utilizacion de esta especie doméstica como modelo biomédico para investigar la
arquitectura genética de las concentraciones de lipidos séricos. En este sentido, Gallardo et al.
(2008) realizaron un barrido genémico para dichos caracteres en una poblacion comercial
Duroc y, entre otros hallazgos, identificaron un QTL para la concentracién de LDL a 190 dias en
el cromosoma 13 (intervalo comprendido entre los marcadores S0068-SW398). El andlisis del
contenido génico de esta region permitié identificar el locus de la adiponectina (ADIPOQ) como
un posible gen candidato. En humano, se ha demostrado que los niveles de ADIPOQ y LDL
estan correlacionados negativamente (Kantartzis et al. 2006), probablemente debido a que esta
adipoquina aumenta el catabolismo muscular de las lipoproteinas precursoras de las LDL (Qiao
et al. 2008).

MATERIAL Y METODOS

Los niveles de LDL se midieron en cerdos Duroc a la edad de 190 dias (N = 350). La
metodologia empleada asi como el manejo productivo de dicha poblacién han sido descritos por
Gallardo et al. (2008). La amplificacion de 2.37 kb del cDNA ADIPOQ se realiz6 mediante los
cebadores indicados en la Tabla 1. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes: 2
mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0.5 uM de cada cebador, 1.25 U de Tag DNA polimerasa (Ecogen)
y 2 pl de reaccion de retrotranscripcion en un volumen final de 25 pl. El perfil térmico fue distinto
para cada uno de los fragmentos analizados: Fragmento 1: 94 °C-1 minuto, 64 °C-1 minuto, 72
°C-2 minutos; Fragmento 2: 94°C-1 minuto, 61°C-1 minuto, 72 °C-2 minutos; Fragmentos 3 y 4:
94 °C-1 minuto, 66 °C-1 minuto, 72 °C-2 minutos. Para el genotipado del polimorfismo del gen
ADIPOQ se utiliz6 la técnica de pirosecuenciacion, empleando un equipo PSQ HS 96 system
(Qiagen). Para analizar el efecto del genotipo ADIPOQ sobre la concentracion de LDL a 190
dias, se empled distintos modelos estadisticos con la finalidad de discriminar entre el efecto del
gen ADIPOQ y el efecto del QTL para LDL a 190 dias. Los modelos empleados en dicho
analisis fueron los siguientes:

Yik=H + b; + d,'(,) + B COVijj + €jjki Modelo 0
Vi = H + b,‘ + d/‘(,) + B COVijj + gk + Eji Modelo G
Vi =H + b; + d/(,) + B COVijj + & Piki + Cjii Modelo Q
Vi = H + b,‘ + dj(,) + B COVijj + geNi + & Pij + Cijji Modelo GQ

Doénde: yj son las observaciones fenotipicas (logaritmo de la concentracién sérica de
LDL a 190 dias) del individuo k en los niveles /"y [ de los efectos fijos; b; es el efecto fijo del
lote " (4 nlveles) dj, es el efecto fijo de la fecha de extraccion de sangref anidado con el lote
de engorde M (2 fechas de extraccién a 190 dias por lote); B y covjx son el coeficiente de
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regresion y la covariable (espesor del tocino dorsal); geny es el efecto del genotipo k™ para el
gen ADIPOQ (tres niveles); pjq es la probabilidad de que el individuo / haya heredado cierto
alelo via padre en la posicion de méxima significacion del QTL (72 cM en SSC13; Gallardo et al.
2008)

Tabla 1. Cebadores utilizados en la caracterizacion del gen ADIPOQ porcino

Fragmento Nombre Secuencia del cebador
PCR1 ADIPOQ_Fwi1 5- CTGTTGTTGGGAGCTGTTCT-3
ADIPOQ_Ruv1 5- TTGTCAGCATAGACCCCATT-3
ADIPOQ_Ruvint1’ 5-ATGCCCTGGGATACCCGC-3’
PCR2 ADIPOQ_Fw2 5- AATGGGGTCTATGCTGACAA-3
ADIPOQ_Rv2 5- TGGGCGTTCACTTAAGTCTC-3
ADIPOQ_Rvint2' 5-GAAGACCTCAGCCTGGTGG-3
PCR3 ADIPOQ_Fw3 5’- CAGTCCTGAAGAAGGCACAT-3
ADIPOQ_Rv3 5- TTCTCGGTCATCACAAGGTT-3
PCR4 ADIPOQ_Fw4 5’- GCAAGCTTTCCTCACACACT-3’
ADIPOQ_Rv4 5- TCACTCAAGCTGTTGTCTCCT-3

"Cebadores para la secuenciacion de regiones internas del amplicon
RESULTADOS Y DISCUSION

Al realizar el alineamiento de las distintas secuencias nucleotidicas del gen ADIPOQ
porcino se hallé un SNP ¢.*1512G>T localizado en la regién 3° UTR. Posteriormente, mediante
la técnica de pirosecuenciacion se procedid a genotipar dicho polimorfismo en la poblacion
experimental Duroc y se realiz6 un andlisis de asociacion con cuatro modelos distintos, cuyo
resultado puede verse en la Tabla 2.

Tabla 2. Asociacién entre el genotipo del locus ADIPOQ y la concentracion de LDL

Contrastes Estadistico F P-valor
(g.l., grados de libertad) nominal

Modelo Q vs modelo 0 8.09 (1g.l) 0.0059
Modelo G vs modelo 0 7.24 (3g.l.) 0.0003
Modelo GQ vs modelo Q 3.28 (3 g.l.) 0.0260
Modelo GQ vs modelo G 2.6501g.l) 0.1081

Cabe destacar que el contraste del modelo que considera el QTL de SSC13 (modelo Q)
vs el modelo que incluye el QTL SSC13 y el genotipo del locus ADIPOQ (modelo GQ) fue
significativo (P = 0.0260). Por el contrario, el contraste de los modelos G y GQ no fue
significativo. Dicho de otro modo, el efecto significativo del gen ADIPOQ sobre la concentracion
sérica de LDL no desaparece cuando se incluye el QTL SSC13 en el modelo, y en cambio el
efecto del QTL si deja de ser significativo cuando se toma en consideracién el genotipo
ADIPOQ. Todo ello sugiere que existe una asociacion genuina entre el genotipo ADIPOQ y la
concentracion sérica de LDL a 190 dias, aunque ello no implique necesariamente la existencia
de causalidad. Desde un punto de vista fisiolégico, este resultado tiene mucho sentido puesto
que existe una correlacion negativa entre los niveles plasmaticos de ADIPOQ y la concentracion
y el tamafio de las particulas LDL (Kantartzis et al. 2006, Lara-Castro et al. 2006). Las
lipoproteinas de muy baja densidad o VLDL son los precursores de las LDL y su funcion
consiste en proporcionar triglicéridos a los tejidos. Ha podido demostrarse que la hormona
ADIPOQ aumenta el catabolismo de las VLDL a nivel muscular incrementando la activaciéon de
la lipoproteina lipasa o LPL (Qiao et al. 2008). Mas concretamente, Qiao et al. (2008)
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produjeron ratones transfectados con un vector adenoviral que expresaban niveles de ADIPOQ
doce veces superiores a lo normal, y observaron una disminucion del 40% de triglicéridos
plasmaticos y acidos grasos libres, asi como un marcado incremento de la actividad y expresion
de la LPL muscular y de la expresion de receptores de VLDL. Todo ello implica,
necesariamente, una reduccion de LDL circulantes.

Con la finalidad de comprender la base molecular de la asociacion observada, se esta
procediendo a determinar si el polimorfismo de la region 3'UTR del locus ADIPOQ porcino
afecta a los niveles de transcripcion de dicho gen
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IDENTIFICATION OF A SIGNIFICANT ASSOCIATION BETWEEN THE VARIABILITY
OF THE PIG ADIPONECTIN (ADIPOQ) GENE AND SERUM LDL LEVELS

ABSTRACT: By performing a genome scan for porcine serum lipid traits in a Duroc commercial
population, we were able identify a significant QTL for low-density lipoprotein (LDL)
concentration at 190 days on chromosome 13 (SSC13). The adiponectin (ADIPOQ) locus
constitutes a potential candidate gene for this QTL, because the levels of this hormone are
strongly correlated with LDL and triglyceride levels. Sequencing of 2.37 Kb of the pig ADIPOQ
cDNA resulted in the identification of a ¢.*1512G>T 3'UTR polymorphism. This mutation was
genotyped in our Duroc resource population by using a pyrosequencing-based approach.
Association analyses with distinct statistical models evidenced that part of the variation of LDL
levels is explained by the ADIPOQ genotype. This finding matches very well with results
obtained in human and model organisms showing that ADIPOQ is a major determinant of the
catabolism of very-low density lipoproteins, the precursors of LDL, and that variability in the
3'UTR of the human ADIPOQ gene is strongly associated with adiponectin levels and body
weight.
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