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INTRODUCCION

INTRODUCCION

La enfermedad del higado graso no alcohélica (EHGNA) es la forma mas comdn
de las enfermedades hepéticas, Ilegando a tener una prevalencia superior a un 25% en
algunos grupos étnicos en la sociedad occidental [7]. La sobrealimentacion, la baja
actividad fisica, la resistencia a la insulina y los factores genéticos [8] son los
principales factores de riesgo de una enfermedad cuya prevalencia va en aumento y
donde los mecanismos moleculares desencadentantes por los cuales el higado se vuelve

esteatdsico siguen sin aclararse [9].

Usando modelos nutricionales (dieta occidental enriquecida con los isémeros c9,
t11-CLA o t10, c12-CLA o dietas normales suplementadas con un 10% de aceite de
oliva) y genéticos de esteatosis hepatica en ratones (ratones Apoe- y Chs-deficientes,
estos Ultimos  hiperhomocisteinemicos), donde los niveles y la composicion de
lipoproteinas estan alterados, junto con el analisis de microarray y su confirmacion por
técnicas de gqPCR miembros del grupo encontraron asociacion entre la expresion de
Sinaptotagmina 1 (Sytl), una proteina vesicular involucrada en procesos de

endo/exocitosis en tejidos neuroendocrinos [10, 11], y esteatosis hepatica [12].

El presente trabajo pretende demostrar la presencia de sinaptotagmina 1 en
higado y dilucidar la relacion con la movilizacion de lipidos y con los mecanismos
mediante los cuales el higado se vuelve esteatdsico. El efecto de la sobreexpresion de
Sinaptotagmina 1 en el higado se ha utilizado como una herramienta para inferir su
papel en la esteatosis hepatica, para ello se utilizaron dos modelos experimentales de
raton, un modelo normal alimentado con una dieta normal y un modelo de ratén carente
de apolipoproteina E alimentado con una dieta alta en grasa que desarrolla esteatosis
espontanea en un corto periodo de tiempo, para valorar los efectos de la proteina SYT1
hepatica sobre el desarrollo de la esteatosis y otros parametros relacionados. Puesto que
la dieta es uno de los reguladores metabolicos mas determinante y modificable en
cuanto a su composicion, en esta tesis doctoral se ha estudiado el efecto que tienen
ciertos compuestos suplementados en la dieta asi como la influencia del sexo y la
castracion sobre la expresion génica de Sinaptotagmina 1 para intentar explicar de qué
manera la expresién de Sinaptotagmina 1 esta afectada por diferentes factores

involucrados en la esteatosis hepatica y su relacion con la enfermedad.
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Esta tesis se estructura en un resumen bibliografico de la informacién relativa al
tema de estudio, asi como los objetivos que con ella se pretenden cumplir, los métodos
empleados para llevarlos a cabo, los resultados obtenidos, la discusion de los mismos y

las referencias bibliograficas consideradas.
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1.1 Fusion de membranas en eucariotas

La compartimentacion en organulos membranosos es uno de los principios
fundamentales de las células eucariotas. Sin embargo, macromoléculas embebidas en
membranas y dentro de dichos organulos tienen que ser transportadas entre
compartimentos y dentro y fuera de las células sin comprometer la integridad de las

membranas [13]. Con el fin de
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fusion de vesiculas sindpticas con la membrana plasmatica, la liberacion de
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neurotransmisores (NTs) en la hendidura sinaptica y la recuperaciéon de las vesiculas
mediante endocitosis. El proceso de secrecion requiere la fusion de dos bicapas de
fosfolipidos dentro de la célula, un proceso energéticamente desfavorable. Las
membranas biologicas utilizan proteinas de fusién especializadas para lograr este
objetivo. Cémo estas proteinas logran fusionar membranas es una de las cuestiones

fundamentales de la biologia celular.

1.1.1 Proteinas involucradas en la fusién de membranas

Existen tres clases de proteinas involucradas en todos los procesos de fusién
intracelulares en vertebrados:
* Proteinas SNARE (soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor attachment
protein receptor). Son proteinas unidas a membrana distribuidas en dos grupos
en funcion de si el residuo central del SNARE motif [16-18] es arginina o
glutamina:
= Q-SNARES: incluye a proteinas como la familia de las sintaxinas [19].
= R-SNARES: incluye a proteinas como la familia de las sinaptobrevinas
[20].
* Proteinas SM. Son proteinas solubles donde se incluyen proteinas homologas a
Munc18 [21]. Estas se unen a las Q-SNARES.
* Proteinas Rab. Son pequefias GTPasas [22].

1.1.2 Balsas lipidicas

Las balsas lipidicas son dinamicos microdominios lipidicos en las membranas
capaces de reorganizar, incluir y excluir proteinas y lipidos [23] con alto contenido de
colesterol, esencial para la retencion de lipidos y proteinas [24] involucrados en la
biogénesis de vesiculas y la fusibn de membranas [5, 25]. La concentracion de
colesterol en las vesiculas cambia la estructura de las proteinas modificando las
propiedades de la membrana como la curvatura favorable para la fusion, por lo que la
reduccion del colesterol impide la exocitosis de las vesiculas sinapticas [26]. No sélo es
necesaria una adecuada concentracién de colesterol para cambiar las propiedades

intrinsecas de fusién, los fosfolipidos también contribuyen directamente y pueden
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reclutar y activar un gran numero de proteinas para crear las condiciones 6ptimas para la

exocitosis [27].

1.1.3 Vesiculas sinapticas

El transporte entre diferentes organelas normalmente implica vesiculas
especializadas de transporte. Estas vesiculas estan consideradas como la unidad menor
basica del trafico de membranas [14], se escinden de un compartimento precursor, se
dirigen a otro compartimento o a la membrana plasmaética donde contactan y se produce
la fusion de membranas y la liberacion de su contenido. Las vesiculas sinapticas (VSs)
se concentran en las terminales de las neuronas presinapticas y son un modelo de este

tipo de organelas de transporte.

1.1.3.1 Estructura de las vesiculas sinapticas

1.1.3.1 a) Composicion proteica

Las VSs contienen toda la maquinaria necesaria para la captacion vy

almacenamiento de neurotransmisores como son proteinas transportadoras, canales

Synaptobrevin Synaptotagmin iénicos Yy la ATPasa de

SNAP25 Vtila

V-ATPase

H* necesaria para hacer

o funcionar los

7

Synaptophysin transportadores  [28],
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74
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Figura 2: Modelo 3D de la composicién proteica de una vesicula estudiada 'y  mejor
sindptica. Fuente [5]
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conocida de las organelas participes en el trafico vesicular.

Las vesiculas sinapticas son muy heterogéneas en cuanto a su composicion
proteica, se han identificado hasta 80 proteinas diferentes [5], aunque cada sinapsis y
cada vesicula presenta una composicion diferente siempre contiene alguna isoforma de
cada una de las familias involucradas [30] pudiendo concluir que comparten un grupo
comun de proteinas basicas presentes en todas las VSs. El siguiente cuadro resume el
porcentaje de las proteinas mas representativas en la composicion de las VSs respecto al
total.

Tabla 1: Cantidades de las proteinas principales de las VSs. Fuente [5]

% de proteina vesicular

Proteinas respecto al total
Sinaptofisina 10,20 + 1,54 Bl
Sinaptobrevina 2 8,60 + 1,55 I
Sintaxina 1 2,00 +0,27 B
SNAP 25 0,40 + 0,06 [
Sinapsinas 6 (3132
Rab3A 2,561
Sinaptotagmina 1 762
Sinaptogrina 1 0,5 3U
SV2 1,4 B1
SCAMP 0,3 1
CSP 0,6 34
VGLUT1 536+ 1,11
VGLUT2 9,01 +2,31 B
V-ATPasa V1 subunidad B 1,15+ 0,215

Varias de las proteinas identificadas en VSs son ademas miembros de familias
de proteinas involucradas en la secrecion constitutiva del trafico vesicular [30], incluso

en organismos tan primitivos como las levaduras [33].

1.1.3.1 b) Composicién lipidica

La sinapsis puede verse afectada por los lipidos [34] en al menos dos formas:
« Al actuar como ligandos para proteinas efectoras.
» Mediante la modificacién de las propiedades fisicoquimicas y la organizacion
molecular de las membranas sinapticas como se ha comentado anteriormente en

el punto 1.1.2.
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Tabla 2: Composicién lipidica de VSs. Fuente [5]

RAFICA

El colesterol es un componente

Lipidos de membranas ng / g de proteina )
estructural esencial de las
Fosfatidilcolina 186 + 37 membranas plasmaticas que se
Fosfatidiletanolamina ) ]
1-éster 120 + 18 enriquece en gran medida en
L-éter (plasmalgeno) %6+ 14 las membranas de las sinapsis
Fosfatidilserina 68+7,2 P
Fosfatidilinositol 9,73 y las vesiculas sinépticas,
Esfingomielina 37+5,1 ] .
Colesterol 215+ 25 jugando un papel importante
Hexilceramida 8,6x4,0 en el reclutamiento y la
Ceramida 1,2+0,1
Ratio proteina: fosfolipido (p/p) 1,94 +0,23 organizacion de las proteinas.

Representa aproximadamente

el 30% de los lipidos totales y es el lipido més abundante después de los fosfolipidos.

Se estima que los fosfolipidos cubren el 70% de |

a superficie de las VSs, ademas de la

contribucion del colesterol que sigue siendo aproximada [5]. La regulaciéon de los

niveles de colesterol y de lipidos puede por lo
actividad de las proteinas sinépticas especificas

funciones sinapticas [34].

1.1.3.2 El ciclo de las vesiculas sinapticas

Figura 3: Ciclo de la vesicula sindptica. Fuente [4]

tanto influir en las interacciones y

, 'y tienen un fuerte impacto en las

La sinapsis es la principal
forma de comunicacion de célula a
célula en el sistema nervioso. La
liberacion de neurotransmisores se
produce a través del proceso de
exocitosis regulada, donde wuna
vesicula sinaptica libera su contenido
en respuesta a un aumento de calcio
[35].

El ciclo de las vesiculas
sinapticas comienza con la sintesis de
lipidos y proteinas asociadas a las

vesiculas en el RE y su posterior
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maduracion en el Golgi (etapa 1), seguido de su transporte a las terminales sinapticas
(etapa 2) donde sufren un proceso de maduracion en el que se cargan de
neurotransmisores (etapa 3) y pasan a formar parte de la reserva de vesiculas (etapa 4).
Las vesiculas son movilizadas (etapa 5) del reservorio, se dirigen a la membrana
plasmatica hasta situarse a una distancia de 2 nm de la zona activa de la membrana y se
produce el acoplamiento mediante la formacion de complejos proteicos que unen las dos
membranas (etapa 6). La exocitosis requiere gasto de ATP [36] (etapa 7) como requisito
previo a la entrada de calcio para la fusion de las membranas (etapa 8). Tras la
liberacion de los NTs las membranas y proteinas de las VSs son recicladas por
endocitosis mediada por clatrina (etapa 9). Las vesiculas pueden volver a captar NTs
para comenzar un nuevo ciclo (etapa 10a) o sus componentes (etapa 10b) pueden
reciclarse totalmente [37]. Muchas etapas de la exocitosis de vesiculas sinapticas son
generalizables a otras etapas del trafico vesicular que ayudan a establecer y mantener la
compartimentacion de la membrana celular en especies que van desde levaduras a los

seres humanos.

1.1.4 Apertura del poro de fusién

Las membranas no se fusionan espontaneamente, de hecho la fuerza de repulsion
entre dos bicapas lipidicas situadas a 2 nm de distancia es muy grande. Cémo las
proteinas llegan a fusionar las bicapas lipidicas sigue siendo una de las cuestiones
fundamentales en la biologia celular. Existen dos teorias extremas que sugieren que la
fusién de las membranas que origina el poro inicial sea principalmente lipidica o

proteica.
1.1.4.1 Teoria lipidica

En la teoria lipidica la fusidon de las membranas se realiza de acuerdo a las leyes
fisicas [38], la fusion estd mediada por fosfolipidos y el papel de las proteinas se
restringe a la reduccion de la energia de activacion y a la organizacion del sitio de

fusion.

1.1.4.2 Teoria proteica
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En la teoria proteica el poro de fusion inicial se produce por la interacciéon de
proteinas de ambas membranas formando un donut proteico que es invadido a posteriori
por fosfolipidos y que se expande hasta formar una estructura de anillo oligomérico
[39]. EI modelo implica que los estados de transicion previos a la fusion de las
membranas se rigen por las interacciones proteina-lipido tanto hidréfilas como
hidréfobas donde las proteinas guiarian a los lipidos para la fusién de las membranas y

que en su ausencia esta no podria llevarse a cabo [40].

1.1.4.3 Hipotesis del tallo

Es una teoria experimental, actualmente la Unica coherente que describe los
estados de transicion durante la fusién de las membranas. Bajo condiciones
experimentales adecuadas, es posible la fusién de las monocapas proximales conectadas
por un tallo y donde las monocapas distales forman un hoyuelo [41, 42] y el poro de
fusién puede abrirse y cerrarse antes de la dilatacion del poro en funcion del tipo de
lipidos en la zona de contacto que se reorganizarian tras la fusiébn modificando las
propiedades de la bicapa asi como de las proteinas existentes en ese estadio de
transicion [43]. Esta teoria reforzaria y completaria los estados de transicion de la
anteriormente citada teoria proteica de fusion de membranas [40]. EI mecanismo por el
cual el poro se dilata concluiria con la liberacion de los NT. La Unica proteina que se
conoce actualmente que es esencial para la apertura del poro de fusién es
sinaptotagmina [44, 45].

1.2 Sinaptotagminas

Las sinaptotagminas (SYTs) constituyen una familia de proteinas participes en el
trafico en las membranas [46], caracterizadas por un grupo amino (N) terminal, una
region variable central y dos dominios carboxilo (C) terminales, CoA y C.B [47],
destinados a unir Ca?* y fosfolipidos [10], con una gran similitud estructural al dominio
C> de la proteina quinasa C [48]. La familia de las sinaptotagminas participan en el
acoplamiento y la fusion de membranas de vesiculas en células neuronales y no

neuronales como macrofagos [49], células B secretoras de insulina [50], osteoblastos y
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osteoclastos [51], y células caliciformes secretoras de mucina de las vias respiratorias

[52].

1.2.1 La gran familia de las sinaptotag

Al menos 15 isoformas de |

identificadas y clonadas. Se ha descrito

minas

a familia de las sinaptotagminas han sido
a las proteinas STREP14 y B/K como los dos

ultimos miembros de la familia, sinaptotagminas-16 y -17 respectivamente [53, 54];

pese a que presentan similitudes como

SepRma Y los dominios C-terminal C, carecen del
Synaptotagmin-2 e

Oymaplotsgit dominio transmembrana N-terminal y no
Synaptotagmin-8

Synaptotagmin-10 deberian clasificarse como tal. El gran
Synaptotagmin-6 Ly 2 i

Synaptotagmin-5 7790 | 7 | ndmero de paralogos sugiere que la
Synaptotagmin-3 [ cea [ c8 | ] —— L B .

Synaptotagmin-12 familia de genes diversificd antes de la
Synaptotagmin-14 . «gpe -7 H
Synaptotagmin-15 ~* actual diversificacion de  especies
Synaptotagmin-13 | | - e -
Vi L , euterias, por lo que debia haber seis

Synaptotagmin-4

Synaptotagmin-7

Synaptotagmin-71
Synaptotagmin-7s

Synaptotagmin-7¢ [ cea I[ c28 1|

: = .
Figura 5: Estructura y clasificacion de las
isoformas en funcion de su secuencia. Fuente

copias ancestrales en el linaje de los
[55].

similitudes de sus secuencias la familia

metazoos Basandose en las

[21  se ha dividido en cinco grupos [2] como

se indica en la Figura 5, que se corresponde con lo descrito anteriormente y donde el

sexto grupo seria el formado por sinaptotagminas 16 y 17 y corresponderia a una de las

seis copias ancestrales antes de la diverg

1.2.1.1 Aspectos estructurales

Citoplasma

Figura 4: Representacion de los
dominios de las isoformas de las SYTSs.
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encia de las especies.

La estructura de las sinaptotagminas
(Fig.4) estd conservada en vertebrados e
invertebrados [47, 56]. Las sinaptotagminas
tienen un pequefio dominio N-terminal
intraluminal (dominio 1) muy variable entre las
distintas isoformas que puede estar glicosilado
[48],

transmembrana (dominio 2) y a una regién rica

estd conectado a un segmento
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en cisteinas (dominio 3) palmitoilada en algunas isoformas [57, 58]. El gran segmento
citoplasmatico contiene los dos dominios C; [56, 59]. El dominio C,A (dominio 5) esta
conectado a la region rica en cisteinas y transmembrana a traves de un segmento muy
hidrofilico (dominio 4) y al segundo dominio C.B (dominio 7) a traves de una pequefia
region bisagra (dominio 6). La estructura termina con una region altamente conservada
entre isoformas (dominio 8) destinada a interactuar con miembros de la familia de las

neurexinas [60].

1.2.1.2 Distribucion de las distintas sinaptotagminas

Genes paralogos que surgen de la duplicacion de genes a menudo divergen unos
de otros, ya sea porgue una copia es redundante, y por lo tanto se somete a la deriva
neutra, o porque hay seleccion para una funcidn nueva y divergente como es el caso de
la familia de las sinaptotagminas [61]. Las 17 isoformas son comunes para los
vertebrados y que los ortélogos estén altamente conservados entre especies se debe
probablemente a que experimentaron una seleccion positiva para la nueva funcion en un
genoma ancestral y fueron conservados posteriormente a traves de la seleccion [55].

A pesar de que todas las sinaptotagminas estan enriquecidas en el sistema
nervioso, su abundancia y distribucion es especifica estrictamente de la isoforma.
Muchas Syts juegan un papel en la secrecion de neurotransmisores actuando como
sensores de Ca?* durante la exocitosis 0 en la liberacion de hormonas en células
endocrinas [62] o ambos. En la Gltima década se ha visto que no s6lo se expresan en
tejidos neuroendocrinos sino que también en otro tipo de tejidos donde el rol de muchas
de estas isoformas aun esta por determinar. Se han propuesto dos grandes subfamilias
basandose en el patron de expresion. EI primer subgrupo, incluye a las sinaptotagminas
1-5, 10-12, se expresan principalmente en el sistema nervioso y en otros 6rganos
endocrinos [63-67]. Las sinaptotagminas restantes 6-9 muestran una expresion mas
ubicua y no se enriquecen en el sistema nervioso [68-70]. Sinaptotagmina 14 y 16 se
expresan en corazon y testiculos [71], la isoforma 15 en pulmon y testiculos [72] vy las
isoforma 17 aparte de en cerebro se ha descrito en rifion y retina [73, 74].
Sorprendentemente, no todas las sinaptotagminas se encuentran Unicamente en
vesiculas. Tanto Sinaptotagmina 3 como 6 se han encontrado en otros compartimentos
celulares, como la membrana plasmatica [75]. Sinaptotagmina 7 se ha encontrado en los

lisosomas [76], mientras que la Sinaptotagmina 4 no s6lo se ha encontrado en las
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vesiculas sinapticas [77, 78], sino también en el aparato de Golgi [79].

1.2.1.3 Funcion de las sinaptotagminas

1.2.1.3 a) Sensores de calcio

La dilatacion del poro de fusion de dos membranas estd facilitada por la
presencia de sinaptotagmina que actla como sensor de Ca?* durante la exocitosis a
través de una region conservada en los dominios C> [80]. Sinaptotagmina 1 fue la
primera isoforma en la que se detectaron la union de tres iones Ca?* al dominio C.A via

cinco residuos de aspartato y uno de

Predicted .
C2A C2B : serina : D172, D78, D230 D232 g235 y
Ca2* ligands Ca2* ligands stimulate

lsoform 28 4 5 1 2 3 4 5 fuson 2B y dos jones Ca?* al dominio
[ + + o+ o+ o+ + + o+ + o+ + A i . 303
1oF s riroririE G C2B a través de los residuos: D,
n + + + + + + + + o+ +
N + + S+ + + + + EE 4 D%, D3, D¥*° D' [81, 82]. La
v + + + + + + + + + E + . o
Vil + + + + +  + + + + E 4 Figura 5 muestra la sustitucion de
Vi + + + + + + + + (—5 E +
W oSorrKE - EBEAGE T estos residuos en algunas de las
X + + + + o+ + + + + E + . i
Xl + + 8 + + + N + + E — isoformas. No todas las isoformas
Xl E S G + V N + E S + —
Xl + T + 8§ Q + L QC — i i A
% s Tafkd B & o FK Z ligancalcio, de hecho, basandonos en

Figura 5: Conservacion de residuos en los dominios las similitudes de secuencia, solo

Cz destinados a unir Ca? en las distintas ocho sinaptotagminas lo hacen: -1, -
isoformas. Los numeros corresponden al orden de

residuos D', D78, D?*, D* D*% en el dominio 2 -3 -5 -6, -7, -9y -10 [6]. Aunque
C2A y a D38, D309, D363 D35 D371 gn C,B. Las letras

corresponden a los residuos sustituidos en las el dominio C2B de Syt4 y 11 poseen
isoformas, (+) conservacién de Asp, (-) indica ) ) L.

ausencia de ese residuo. La Gltima columna predice 105 Cinco residuos acidos, no unen
cuales Syts estimulan (+) o no estimulan (-) in vitro
la fusion mediada por las proteinas SNARES en

2+ . .
respuesta al Ca*. Fuente [6] espacial de los residuos no es

propicia para la formacion de los sitios de union de los iones [83]. Las ocho isoformas

Ca?* debido a que la orientacion

gue unen calcio se clasifican en tres grupos en funcién de su cinética de desensamblaje.
Syts -1, -2, -9, constituyen el grupo mas rapido y son las responsables de la exocitosis
rapida de vesiculas y fusion de membranas; Syts -3, -5, -6, y -10 pertenecen al grupo
medio y Syt7 exhibe la cinética de desensamblaje mas lenta. Asi pues, las isoformas con
una cinética mas lenta que Sytl podrian funcionar como sensores de calcio para la
liberacion asincronica, la cual tiene lugar pasados de diez a cien milisegundos tras el

colapso de los dominios que unen calcio [61, 84].
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1.2.1.3 b) Funciones de las isoformas que no ligan calcio

Siete isoformas no actuan como sensores de calcio (-4, -8, -11, -12, -13, -14 y -
15) pese a que algunas se expresen en abundancia en tejido neuronal y endocrino [84,
85]. Se cree que estas isoformas podrian inhibir la formacion del complejo SNARE que
media la fusion de membranas tanto en presencia como en ausencia de calcio [6], Syt4
colocaliza con Sytl y compiten por proteinas SNARE lo que disminuye la formacion de
complejos en neuronas durante la exocitosis. Aunque también juega un papel positivo
en la secrecion de células de la glia [86]. Pese a que la distribucion de estas isoformas
en tejidos neuroendocrinos y no neuronales se conoce, poco se sabe acerca de su

funcién en la fusion de membranas y exocitosis.

1.2.1.4 Interacciones moleculares

Varias moléculas pueden actuar como ligandos de las sinaptotagminas en
presencia o ausencia de calcio viéndose involucrados distintos dominios de la proteina.
Los ligandos podrian dividirse a nivel molecular en dos categorias: proteinas y lipidos.

Las interacciones de Syts mas estudiadas son aquellas con liposomas artificiales
que contienen fosfatidilserina (FS). FS se une al dominio C2A y es promovida por iones
calcio [32]. Syts presentan mayor afinidad por este lipido que por otros como el acido
fosfatidico o fosfatidilinositol. Syt 1 se une de forma dependiente de calcio a través de
su dominio C2B a los fosfoinositidos mas fosforilados con gran afinidad y eficiencia
incluso cuando estos no estan en las bicapas lipidicas [87].

Las sinaptotagminas se unen en presencia de calcio durante la fusion de
membranas a las proteinas de los complejos SNARE a través de sus dominio C»
promoviendo la exocitosis rapida [88, 89], aunque tambien lo hacen en ausencia de
calcio para el acoplamiento de las vesiculas a las membranas.

Ademas de estas interacciones, sinaptotagmina también se une a numerosas
proteinas neuronales en ausencia de calcio como a canales de calcio [90], canales de
sodio [91], al complejo de adaptadores de clatrina [92], a proteinas B-SNAP [93],
neurexinas [94], calmodulinas [60], inositol polifosfatos [95], SYNCRIP [96] y
polifosfoinositidos [87].
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1.2.2 Sinaptotagmina 1

1.2.2.1 Localizacion

Sinaptotagmina 1 (SYT1) fue identificada por primera vez usando un anticuerpo
monoclonal para la deteccion de proteinas sinapticas [97]. Es una proteina integral de
membrana de 65 kDa, asociada a balsas lipidicas [98] a través de su dominio
transmembrana palmitoilado [57] en vesiculas sindpticas y granulos secretores, actua
como sensor de calcio durante la exocitosis [99], ademas de estar involucrada en
endocitosis, interactuando con el complejo proteico AP2, a través de su dominio C2B

[92, 100] antes de la internalizacién de las membranas.

1.2.2.2 Funciones en cerebro

SYT1 es la proteina mas ampliamente estudiada en las neuronas por la funcion
que desempefia actuando como el sensor de calcio principal durante la exocitosis de las
vesiculas sinapticas, su importancia radica en que el calcio desencadena la fusién rapida
de las vesiculas [101-104].

"% Sinaptotagmina /" Clatrina
= Complejo SNARE @ Complejo AP-2
—

P

Exocitosis Endocitosis

Figura 6: Durante la exocitosis, sinaptotagmina 1 interactda con las proteinas del complejo
SNARE: snap25, sintaxina y sinaptobrevina, mediando la fusién de la vesicula con la membrana
presinaptica. En la endocitosis, sinaptotagmina 1 se une al complejo AP-2 y recluta clatrina.
Adaptada de [105].
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1.2.2.2 a) Exocitosis

La despolarizacion de la membrana da lugar a la entrada de Ca?* que se une a
SYTL1 a través de sus dominios C,A y C.B provocando la fusion de la vesicula con la
membrana presinéptica y la consecuente liberacion répida de neurotransmisores [106].
SYTL1 requiere el anclaje a la membrana [107, 108] para estimular la fusidn de vesiculas
y la dilatacion del poro de fusion a niveles fisiologicos de Ca?* [109]. En la Figura 7 se
muestra el anclaje a traves de la interaccion de SYT1 con:
* Proteinas del complejo SNARE en las balsas lipidicas de membranas: SYT1 se une
primero a las proteinas Sintaxina y Snap25 [110] promoviendo el acercamiento de las
membranas Yy a continuacion los dominios N-terminal de dichas proteinas se unen al de
Sinaptobrevina/VAMP2 [111, 112].
* Fosfolipidos anidnicos en los microdominios de las membrana [113]; en presencia de
Ca2" las cabezas de los fosfolipidos complementan los sitios de union de Ca?",
incrementando la afinidad de los dominios C,AB por el Ca*. SYT1 también interactia
con fosfolipidos en ausencia de Ca?*, preferiblemente con fosfatidilinositol 4,5-bifosfato
a través de una region polibasica conservada rica en residuos de lisinas en el dominio

C,B provocando un incremento de la atraccion por iones Ca?* [114].

vesicle membrane vesicle membrane vesicle membrane

plasma membrane plasma membrane plasma membrane

Figura 7: Unién de SYT1 (rosa) a la membrana plasmética a través de proteinas SNARE:
sintaxina-1A (rojo), SNAP-25 (verde) y VAMP2 (azul) y los fosfolipidos de la membrana. Adaptada
de [110]

1.2.2.2 b) Endocitosis

El dominio C2B [108] de SYT1 actua ademas como un receptor con gran
afinidad por el complejo adaptador proteico AP-2 [92] promoviendo la endocitosis y
reciclado de las proteinas de las vesiculas sinapticas, de esta forma SYT1 participa a

ambos lados de la membrana durante el ciclo de las vesiculas sinépticas en la sinapsis
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neuronal [105]. La maquinaria endocitica requiere una compleja unién de lipidos y
proteinas implicados en el proceso [115], las fosas recubiertas de clatrina se forman
bajo condiciones especificas que implican el anclaje del complejo AP-2 a la membrana
a traves del dominio C2B de SYT1 [116] el cual actia como un sensor de los cambios
intracelulares en neuronas y células neuroendocrinas y activa una sefial de

internalizacion [100].

Exocitosis y endocitosis son procesos que tienen lugar simultaneamente, sin
embargo, la proporcion con que tiene lugar cada proceso sigue siendo desconocida y
pueden variar debido a cambios en los lipidos, a la disociacion de las proteinas de union

0 a cambios conformacionales en las proteinas [117].

1.2.2.2 c) Otras funciones

LRP1b es miembro de la familia de receptores de lipoproteinas de baja densidad
en cerebro; Se ha visto que SYT1 podria actuar como potencial ligando uniéndose al
dominio extracelular del receptor. Poco se sabe de la funcion de este receptor, pero se
cree que podria estar implicado en procesos postsinapticos [118].

Las apolipoproteinas transportan colesterol y triglicéridos a los tejidos
periféricos por lo que sus receptores son necesarios para la captacion de los lipidos
requeridos para la sintesis y el mantenimiento de las membranas en cerebro. Se ha
encontrado que ciertas apolipoproteinas y el colesterol presentan una funcién
sinaptogénica, puesto que regulan la sintesis de proteinas implicadas en la sinapsis
como SYT1 en cultivos celulares tratados con ApoD, ApoE3 y colesterol respecto a

células no tratadas asi como de ciertos receptores de la familia de los rLDL [119, 120].

1.2.2.3 SYT1 en otros tejidos

En la dltima década se ha visto que SYT1 podria estar jugando un papel

importante en tejidos no neuronales.

1.2.2.3 a) Intestino

SYT1 se expresa en la membrana apical y en la region subapical de las células
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epiteliales intestinales regulando el transportador Na*-H* (NHE3) en la membrana
apical [121]. El papel en intestino de SYT1 fue ademés demostrado en células
Caco2BBE [122] donde la estimulacion del AMPc promueve la union directa de SYT1
con el transportador NHE3 dirigiéndolo al complejo AP-2-clatrina, necesario para la
endocitosis en las células epiteliales intestinales.

Ademas se ha visto que la expresion de Sytl intestinal podria estar modulada por
la suplementacién con acido linoleico conjugado (CLA) el cual podria tener un papel

relevante en la respuesta inmunitaria de las mucosas en edades tempranas [123].

1.2.2.3 b) Rifi6n

Los podocitos poseen estructuras similares a las neuronas. SYT1 participa en la
regulacion homeostatica en células renales [124], donde la expresion de Sytl en los
podocitos glomerulares parece estar asociada con el proceso regulador de la creatinina
en plasma, el biomarcador mas importante para evaluar el correcto funcionamiento del
riidn [125].

1.2.2.3 c¢) Higado

Usando modelos nutricionales y genéticos de esteatosis hepatica en ratones,
donde los niveles y la composicion de lipoproteinas estan alterados, junto con el analisis
de microarray y su confirmacién por técnicas de qPCR se ha encontrado que la

expresion de Sytl esta asociada a esteatosis [126].

1.3 Enfermedad del higado graso no alcohdlica

La enfermedad del higado graso no alcoholica (EHGNA) se define como una
acumulacion excesiva de grasa en el citoplasma de los hepatocitos en forma de
triglicéridos como consecuencia de un desequilibrio entre su sintesis y su secrecion al
torrente sanguineo resultado de una mayor disponibilidad plasmatica de acidos grasos,
de la lipogénesis de novo de acidos grasos provenientes de la oxidacion de
carbohidratos, de la oxidacion de acidos grasos y la menor secrecion de triglicéridos en
lipoproteinas de baja densidad (VLDL) [127]. La EHGNA es una condicion cronica e
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incluye un espectro de patologias desde la esteatosis hepatica simple (acumulacion de
grasa hepética superior al 5,5% medido por resonancia magnética [128] o superior al
5% de la masa total del higado valorado por biopsia [129]) hasta la esteatosis con
inflamacion (esteatohepatitis 0 EHNA o NASH), la cirrosis y, finalmente, el carcinoma

hepatocelular [130].

1.3.1 Prevalencia

La prevalencia de la enfermedad de higado graso no alcohdlica oscila en un
rango entre 9-36,9% de la poblacion en diferentes partes del mundo [131, 132]. La
EHGNA es la forma mas comun de las enfermedades hepéticas en la sociedad
occidental, la prevalencia en la poblacion occidental general se estima en un 20-30%
Ilegando a ser del 90-95% en pacientes obesos [133]. En los Estados Unidos el 20% de
la poblacion sufre de esta patologia y su prevalencia va en aumento [134], llegando a ser
superior a un 25% en la poblacién hispana [135]. La enfermedad es mas comun entre
los hombres que entre las mujeres en todos los grupos de edad hasta los 60 afios, debido
a la naturaleza protectora de los estrdgenos [136]. En nifios, la prevalencia es menor que
en adultos, 10-15% [137], no obstante se incrementa en presencia de obesidad hasta un
30-80% [138]. Alrededor del 15-30% de los casos mas benignos progresa hacia una
esteatohepatitis, en la que la infiltracion grasa se acompafia de intensa actividad necro-
inflamatoria y puede progresar a fibrosis y cirrosis hepéatica [112] y finalmente a
insuficiencia hepética y hepatocarcinoma [139].

1.3.2 Etiologia

En funcidn de las causas que provoquen el inicio de la lesion se diferencian dos

grupos fisiopatoldgicos de EHGNA, primaria y secundaria.

1.3.2.1 EHGNA primaria

La causa exacta de EHGNA sigue sin aclararse aunque se desarrolla por varias
razones [140], esta generalmente asociada con la obesidad, la resistencia a la insulina y
la hiperlipidemia, todos ellos componentes del sindrome metabolico [141]. La EHGNA

primaria se caracteriza por la presencia de al menos 3 factores de los siguientes [142,
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143]:
» Obesidad central con una circunferencia abdominal mayor de 102 cm en
hombres y 88 cm en mujeres.
» Tasa de triglicéridos en sangre igual o mayor a 150 mg/dl.
» HDL-colesterol menor de 40 mg/dl en hombres y menor de 50 mg/dl en
mujeres.
« Tension arterial igual o mayor a 130/85 mmHg.

« Glucemia basal en ayunas igual o superior a 110 mg/dl.

La acumulacion de grasa hepatica es el resultado por una parte de un
desequilibrio entre la sintesis, catabolismo y la secrecion de los triglicéridos en las
lipoproteinas [144] y por otro lado representa al inicio un mecanismo protector frente a
la toxicidad resultante de un aumento del flujo de acidos grasos no esterificados hacia el
higado [145]. La mayor parte de este exceso de lipidos hepaticos deriva de una mayor
lipolisis periférica [146], que es causada por la resistencia a la insulina del tejido
adiposo [147] y es una caracteristica tipica de la obesidad. Otros factores que
contribuyen son una mayor lipogénesis inducida por hiperinsulinemia o directamente
por la dieta. De hecho, el principal factor de riesgo para la EHGNA es la resistencia a la
insulina debido a la obesidad central y al sindrome metabdlico [141, 148]. El higado

graso se considera la manifestacion hepatica del sindrome metabdlico [149-151].
1.3.2.2 EHGNA secundaria.

En este grupo se incluyen lesiones de EHGNA que cursan con causas diversas
como anastomosis, derivacion biliopancreatica, lipodistrofia [152], asi como aquellas
EHGNA originadas por factores tales como tratamientos con antirretrovirales [153],

habitos nutricionales incorrectos, embarazo, ingesta de ciertos farmacos (aspirina,

glucocorticoides, estrogenos sintéticos...), hepatoxinas ambientales, celiaquia [154].

1.4 Dieta

Se denomina dieta al conjunto de alimentos que tomamos y a las cantidades de

nutrientes respectivos que contienen dichos alimentos. La dieta debe cubrir las
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necesidades diarias de todos los nutrientes del organismo. Una dieta equilibrada

contiene segun la FAO (Helsinki, 1988) las siguientes proporciones de los

macronutrientes:

« 10-15% del aporte calorico total proveniente de proteinas.

* 50-55% del aporte caldrico total de carbohidratos, de los cuales menos del 10%
de la energia total de azlcares libres [155, 156]. Se recomienda aumentar el
consumo de frutas, verduras, legumbres, nueces y granos enteros. Por lo menos
400 g (5 porciones) de frutas y verduras al dia [155].

* Menos del 30% de la energia total proveniente de la grasa [155, 157, 158],
proporcion discutible segun la fuente de grasa tras el estudio PREDIMED [159].
» Menos de 5 g de sal por dia [160] y el uso de la sal yodada.

La nutricion estd empezando a destacar como un factor determinante

modificable de las enfermedades crénicas, con evidencias cientificas que apoyan cada

vez mas la opinién de que las alteraciones en la dieta tienen fuertes efectos, tanto

positivos como negativos, en la salud durante toda la vida. Una buena nutricién (una

dieta suficiente y equilibrada combinada con el ejercicio fisico regular) es un elemento

fundamental de la buena salud. Una mala nutricion puede reducir la inmunidad,

aumentar la vulnerabilidad a las enfermedades, alterar el desarrollo fisico y mental, y

reducir la productividad.

1.4.1 Lipidos de la dieta

En base a la prevencion de enfermedades cardiovasculares la FAO recomienda

[158] que:
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« Las grasas monoinsaturadas constituyan un 15-20% del total de las calorias
ingeridas a base de una reduccion a un 5% de las poliinsaturadas. Las grasas no
saturadas se encuentran en los aceites de pescado, aguacate, nueces, girasol y
oliva.

» Las grasas saturadas (carnes grasas, mantequilla, palma y aceite de coco,
crema, queso, manteca y manteca de cerdo) deben constituir menos de un 7-8%
del total.

« El consumo de colesterol se reduzca hasta 300 mg/dia. Un huevo contiene todo

el colesterol necesario para el organismo.
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» Grasas trans industriales (se encuentran en los alimentos procesados, comida
rapida, bocadillos, comida frita, pizza congelada, pasteles, galletas, margarinas y
pastas para untar) no son parte de una dieta saludable y deberian suponer menos
del 1% de la dieta.

Una amplia gama de lipidos polares y apolares conforman las grasas de la dieta
[161]. Los triacilglicéridos son los lipidos predominantes contribuyendo en un 90-95%
de la energia total derivada de la grasa de la dieta. Los lipidos ingeridos también

incluyen fosfolipidos, esteroles como el colesterol, vitaminas liposolubles...

1.4.1.1 Digestion y absorcion de lipidos

La digestion de los lipidos comienza con la hidrdlisis de triglicéridos en la
cavidad oral a través de exposicion a la lipasa lingual, en el estémago acta también la
lipasa gastrica, y es donde comienza la emulsion de las grasas [162]. La bilis y el jugo
pancreatico proporcionan sales biliares y las enzimas: lipasa pancreética, colesterol
esterasa y colipasa, que funcionan en conjunto para garantizar la hidrolisis [163] de los
triglicéridos y ésteres de colesterol a &cidos grasos libres, monoglicéridos y colesterol
libre para su correcta absorcion [164]. El colesterol libre es solubilizado en micelas
mixtas en el lumen intestinal en presencia de concentraciones suficientes de acidos
biliares, fosfolipidos y sustancias anfipaticas como monoglicéridos y acidos grasos. Las
micelas mixtas facilitan el movimiento de lipidos a través de la capa de agua que separa
la gruesa fase acuosa intraluminal de la membrana del borde en cepillo de los

enterocitos [165, 166]. En el interior de estos se empaquetaran como quilomicrones.

1.4.1.2 Metabolismo de lipoproteinas

Lipidos como el colesterol y triglicéridos, son insolubles en el plasma por lo que
son transportados junto a una fraccidn proteica denominada apolipoproteinas (Apo) en
particulas conocidas como lipoproteinas [167]. Estos complejos macromoleculares de
lipidos y proteinas se forman en el intestino y en el higado y transportan los lipidos a
diversos tejidos para:

« La obtencidn de energia

* Almacenaje de lipidos
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 Produccion de hormonas esteroideas
« Sintesis de membranas

» Formacion de acidos biliares

Las lipoproteinas se componen de un nucleo hidrofébico compuesto por
triglicéridos y ésteres de colesterol y una cubierta constituida por colesterol libre cuyo
grupo hidroxilo queda orientado hacia el exterior e interacciona con las cabezas polares
de los fosfolipidos [168] y apolipoproteinas, cuyas cadenas polipeptidicas con residuos
hidréfobos interaccionan con los lipidos apolares del interior de las lipoproteinas, las
proteinas son las responsables del reconocimiento de las particulas por parte de los
receptores de los tejidos. Basadndose en las caracteristicas fisicoquimicas, las
lipoproteinas han sido clasificadas en 5 grupos atendiendo a su densidad y

composicion:

* Quilomicrones (Qm): son particulas de origen intestinal con una densidad
inferior a 0,96 g/ml y de gran tamafio que transportan lipidos provenientes de la
dieta hacia los tejidos y el higado [169]. Estan constituidos principalmente por
triglicéridos, junto a cantidades menores de colesterol libre, fosfolipidos,
colesterol esterificado y proteinas [170], [169, 171]. Durante su recorrido por el
torrente linfatico y sanguineo (ruta exdgena) los Qm interaccionan con las HDL
produciéndose un intercambio de apolipoproteinas (APQO): se enriquecen en
APOC?2, cofactor de la lipoprotein lipasa (LPL), y APOE. Tras ser modificado, el
Qm va a contactar con la LPL anclada en el endotelio vascular, que produce la
hidrolisis de los triglicéridos que componen su nucleo [172]. La hidrdlisis
progresiva conduce a la formacion de unas particulas mas pequefias llamadas
quilomicrones remanentes (Qmr). Los acidos grasos que se liberan pasan al tejido
muscular para su consumo o al adiposo para su almacenamiento. EI Qmr se
elimina en el higado [173, 174].

* Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL): son particulas de origen
fundamentalmente hepatico, con una densidad comprendida entre 0,96 y 1,006
g/ml y de un tamafio inferior al de los Qm. El colesterol y los acidos grasos que
Ilegan al higado, junto con los que éste sintetiza, se utilizan en la formacién de las

VLDL. Su funcién méas importante es la de transporte de lipidos desde el higado a
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los tejidos periféricos (ruta endogena). En el plasma, estas particulas van a sufrir
un proceso de maduracion en el que van a adquirir apolipoproteinas de las HDL,
como APOC1, C2, C3 y E, e interaccionan seguidamente con la LPL de forma
similar a los Qm. La hidrolisis de sus triglicéridos y la transferencia de colesterol
no esterificado y apolipoproteinas desde las VLDL a HDL, y de ésteres de
colesterol desde las HDL a VLDL, da lugar a que las VLDL se transformen
primero en lipoproteinas de densidad intermedia (IDL) [175] y posteriormente en
LDL [176, 177] posiblemente a través de la lipasa hepética [178]. Las VLDL

también pueden ser degradadas directamente por el higado [179].

* Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL): provienen de las VLDL. Tienen
menor contenido en triglicéridos. La LPL transforma las VLDL maduras en
VLDL remanentes (IDL), que son degradadas por la lipasa hepatica para generar
LDL [180].

* Lipoproteinas de baja densidad (LDL): provienen principalmente del
metabolismo de las particulas IDL y tienen una densidad comprendida entre 1,019
y 1,063 g/ml y un didmetro de 20-25 nm [180]. Las LDL consisten en un nucleo
hidrofobo que contiene triglicéridos y ésteres de colesterol y una cubierta hidrofila
formada por fosfolipidos, colesterol libre y proteinas, predominantemente la
apolipoproteina B-100, que actGa de ligando con receptores de la membrana
celular [180]. Su funcion principal es la de hacer llegar el colesterol a los tejidos
periféricos, mediante un proceso de endocitosis mediada por los receptores de
LDL [181].

« Lipoproteinas de alta densidad (HDL): tienen una densidad entre 1,063 y 1,21
g/ml. Son un grupo heterogéneo de particulas discoidales (particulas nacientes,
pequefias y pobres en lipidos) y esféricas (particulas maduras de mayor tamafio)
que difieren en sus propiedades fisicoquimicas, su metabolismo intravascular y su
actividad bioldgica. Las HDL discoidales contienen fosfolipidos, APOA1,
APOA2 y APOE. Se forman en el higado y el intestino e interactian con los
quilomicrones remanentes y la lecitina: colesterol aciltransferasa (LCAT) para
formar las HDLa. Estas a su vez interaccionan con las membranas plasmaéticas

celulares para extraer el colesterol libre, el cual se esterifica mediante la LCAT.
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Con esta reaccion, las HDLs se convierten en HDL2a. Las HDL2a ricas en ésteres
de colesterol se convierten en HDL2y ricas en triglicéridos por transferencia de
ésteres de colesterol desde las HDL a las VLDL, y de los triglicéridos de las
VLDL a HDL [182]. Las particulas HDL tienen mdltiples actividades
antiaterogénicas ya que son las encargadas del transporte reverso de colesterol
[183, 184], llevan el colesterol desde los macréfagos periféricos hasta el higado
desde donde se excretara en forma de &cidos biliares y colesterol. Ademas las
HDL presentan otras acciones ateroprotectoras tales como antioxidativas [167,
185], antiinflamatorias  [186-188], antiapoptoticas, antiinfecciosas vy
vasodilatadoras [183].
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Figura 8: Metabolismo de las lipoproteinas. Adaptada de [189]

1.4.2 Dieta occidental

La colision de nuestro genoma antiguo con las nuevas condiciones de vida, entre
ellas las cualidades nutricionales de los alimentos introducidos recientemente, puede ser
la base de muchas de las enfermedades crdnicas de la civilizacion occidental [190]. Los
nuevos alimentos introducidos como alimentos basicos durante el neolitico (lacteos y
cereales) y la revolucién industrial (cereales refinados, azucares refinados, aceites

vegetales refinados, carnes grasas, sal, y combinaciones de estos alimentos) alteraron
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varias caracteristicas nutricionales clave de las dietas de hominidos ancestrales con
efectos de largo alcance sobre la salud y el bienestar. Estos alimentos desplazaron
gradualmente los alimentos vegetales y animales minimamente procesados en la dieta
de los cazadores-recolectores, que han ido afectando negativamente a los siguientes

indicadores dietéticos:

* Carga glucémica: considera la velocidad de elevacion de la glucemia producto de la
ingesta de un alimento teniendo en cuenta el contenido de hidratos de carbono del
alimento [191]. En los ultimos veinte afios se ha demostrado que el consumo a largo
plazo de los carbohidratos de alta carga glucémica puede afectar negativamente al
metabolismo y la salud [191-193]. La hiperglucemia e hiperinsulinemia cronica
inducida por carbohidratos de alta carga glucémica puede provocar una serie de cambios
hormonales y fisioldgicos que promueven la resistencia a la insulina. Azlcares y
cereales refinados con alta carga glucémica representan un elemento dominante de la
dieta urbana moderna, hasta un 39% de la energia total consumida que hace 200 afios
raramente se consumian y promueve las cuatro causas de la resistencia a insulina: el
aumento en plasma de particulas VLDL [194], &cidos grasos libres [195], glucosa [142]
e insulina [196].

e Composicion de acidos grasos: los acidos grasos se dividen en 1 de las 3 grandes
categorias: acidos grasos saturados (SFA), acidos grasos monoinsaturados (MUFAS), y
acidos grasos poliinsaturados (PUFAs). Las dietas occidentales con frecuencia
contienen excesivos &cidos grasos saturados y trans y menos n-3 PUFAs que n-6
PUFAs [197], esto conlleva un aumento de las concentraciones en plasma del colesterol
LDL [197, 198] y a un aumento del riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares.
En la actual dieta occidental americana las 6 principales fuentes de SFA son las carnes
grasas, productos de panaderia, queso, leche, margarina y mantequilla [199], ademas el
ratio de n-6 respecto a n-3 PUFAs ha aumentado en una proporcion 10:1 [200]. El
proceso de hidrogenacion en 1987 [201] introdujo un nuevo &cido graso trans en la
dieta humana, que eleva las concentraciones de colesterol en sangre y conduce a un
mayor riesgo de enfermedad cardiovascular. Los acidos grasos trans en la dieta
estadounidense constituyen el 7,4% de la ingesta total de &cidos grasos [202]. Para
prevenir el riesgo de enfermedades cronicas, la cantidad absoluta de grasa en la dieta es

menos importante que la calidad de la grasa [197, 203] de la dieta.
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» Composicién de macronutrientes: una dieta tipica occidental americana contiene un
51,8 % de carbohidratos, un 32,8% de grasas y un 15,4% de proteina [204] valores poco
recomendados por la FAO (Helsinki, 1988) para una dieta equilibrada.

e Densidad de micronutrientes: El desplazamiento de los alimentos mas ricos en
nutrientes (frutas, verduras, carnes magras, pescados y mariscos) por alimentos menos
densos (azlcares refinados, cereales, aceites vegetales y productos lacteos) con la
consiguiente disminucion de vitaminas y minerales en la dieta tiene consecuencias de
largo alcance, no sélo el desarrollo de enfermedades por carencia de dichos nutrientes,
sino también desarrollo de enfermedades infecciosas y crdnicas [205].

* Equilibrio &cido-base: los adultos sanos que consumen una dieta occidental presentan
una acidosis metabdlica cronica que empeora con la edad a medida que disminuye la
funcién renal [206]. Una dieta alcalina proporciona beneficios para la salud conocidos
como prevencion de la osteoporosis [207], de pérdida de masa muscular relacionada con
la edad [208], de célculos renales de calcio [209], de la hipertension [210], y el asma
inducida por el ejercicio [211], ademas de retrasar la progresion de la insuficiencia renal
cronica relacionada con la edad y con la enfermedad [212].

* Proporcion de sodio-potasio: El consumo de potasio en las dietas occidentales es
sustancialmente menor al de sodio, esto se debe a que:

= El 90% del sodio ingerido en una dieta occidental viene de sal

manufacturada, el sodio ingerido de productos naturales es muy bajo.

o Azucares refinados y aceites vegetales suponen un 36% de la energia

ingerida total, la inclusién de estos alimentos han desplazado alimentos

naturales ricos en potasio de la dieta.

= Desplazamiento de las verduras y frutas por granos integrales y productos

lacteos reduce aln mas el consumo de potasio. Las concentraciones de potasio

en las verduras son 4 y 12 veces superiores a las de la leche y los granos enteros,

respectivamente, mientras que en la fruta la concentracion de potasio esde 2y 5

veces que en la leche y los granos enteros.

La inversion de las concentraciones de sodio y potasio en la dieta [213] (dietas
bajas en potasio y con alto contenido de sodio) puede subyacer o exacerbar una variedad
de dolencias y enfermedades créonicas, como la hipertension, los accidentes
cerebrovasculares, los calculos renales, osteoporosis, cancer del tracto gastrointestinal,

el asma, el asma inducida por el ejercicio, insomnio y mareo [214-216].
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 Contenido de fibra: El contenido de fibra (~15,1 g / d) en las dietas occidentales es
considerablemente menor que los valores recomendados (25-30 g) [217]. Los granos
refinados, empobrecidos en fibra contienen 400% menos fibra que los granos enteros.
Con respecto a la misma cantidad de energia la fruta fresca contiene dos veces la
cantidad de fibra que los cereales integrales y las verduras sin almidon contienen casi 8
veces mas la cantidad de fibra que los cereales integrales. Las fibras solubles que se
encuentran principalmente en frutas y verduras reducen ligeramente las concentraciones
de colesterol total y LDL mas alla de los logrados por una dieta baja en grasas saturadas
y fibra, ralentizando el vaciado gastrico, reducen el apetito y ayudan a controlar la
ingesta de calorias [218]. Las dietas ricas en fibra dietética previenen el estrefiimiento,
la apendicitis, las hemorroides, la trombosis venosa profunda, venas varicosas, hernia de

hiato y reflujo gastroesofagico [219].

La dieta es uno de los reguladores metabdlicos a largo plazo méas determinante y
modificable en cuanto a su composicion que influye en el metabolismo [220]. Los
patrones alimentarios de la sociedad occidental estdn causando la aparicién y un
aumento de la prevalencia de enfermedades como la EGHNA. Diversos estudios han
planteado la relacion entre el incremento en la incidencia de eventos cardiovasculares en
pacientes con EHGNA comparado con la incidencia en la poblacion general [221-223],
por lo que el grado de esteatosis podria ser considerado como un nuevo factor de riesgo
cardiovascular [224-228], y un fuerte predictor de la aterosclerosis [229, 230]. Sin
embargo, hay poca informacién de la expresion génica hepatica o transcriptémica, que
clarifique los eventos moleculares asociados con la implicacion del higado en el
desarrollo de enfermedades cardiovasculares [231]. Parece ser que las diferencias
cuantitativas en la abundancia de transcritos especificos son en parte responsables de las

diferencias fenotipicas entre los individuos [232].

1.4.2.1 Dietas altas en grasas

Esta ampliamente estudiada la relacion entre la administracion a largo plazo de
las dietas altas en grasas (HFD) y el desarrollo de enfermedad hepatica no alcohdlica
(EHGNA) o la resistencia a la insulina [233], asi como la asociacion entre ambas
enfermedades [234]. Las dietas altas en grasas estimulan mecanismos inflamatorios

[235, 236]. Su administracion ha sido utilizada en animales para generar dichas
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situaciones metabdlicas y estudiar los mecanismos moleculares que generan dichas
patologias, aunque la respuesta a la dieta con frecuencia difiere entre las distintas cepas
de ratones [237] e incluso dentro de una misma cepa genéticamente homogénea se
pueden presentar distintos fenotipos en respuesta a un mismo tratamiento [238], esto se
debe a la flexibilidad del genoma para hacer frente a diferentes circunstancias. Ademas
de la calidad de la grasa [203], la fuente y la cantidad de grasa pueden desempefiar un
papel importante en los resultados [239]. La alimentacion con dietas enriquecidas en
grasa es también el modelo experimental para estudiar la influencia de otros compuestos
mediante su inclusién en dichas dietas y revertir los cambios fenotipicos que las dietas
altas en grasas causan [240] [241].

1.4.2.2 Efecto del colesterol en la dieta

El colesterol es una sustancia grasa que se encuentra en todo el organismo,
necesaria en pequefias cantidades para el buen funcionamiento del cuerpo. El colesterol
desempefia un papel fundamental como elemento clave en el mantenimiento de la
estructura y la funcion de las membranas de las células [242]. El colesterol es precursor
de sales biliares [243], hormonas de la corteza suprarrenal [244], las hormonas sexuales
(testosterona y estrogenos) [245], las hormonas de la placenta, la vitamina D y otras
sustancias implicadas en diversas e importantes funciones del organismo.

El colesterol en el cuerpo es el resultado de la sintesis endégena (producida en el
higado y tejidos periféricos) en un 75% y su absorcion en el intestino proveniente de
fuentes dietéticas en un 25% [246], por lo que el cuerpo es capaz de sintetizar el
colesterol que necesita sin necesidad de adquirirlo en la dieta. EI consumo de colesterol
medio de un adulto en la dieta es de unos 400 mg al dia, y el higado segrega 1 g al dia
[164, 247], ademas aproximadamente el 50% del colesterol en el intestino se absorbe, el
resto se excreta en las heces [248]. Los niveles de colesterol total pueden verse
aumentados por los trastornos del higado y por su ingesta excesiva con los alimentos,
siempre de origen animal; o a causa de otros factores externos como el tabaco, la
obesidad, la diabetes, la vida sedentaria, 0 algunos medicamentos.

Puesto que una parte del colesterol en el organismo proviene de alimentos ricos
en colesterol, un exceso de colesterol en la dieta o la ingesta de grasas saturadas que
estimulan su sintesis enddgena, provocan la acumulacion de lipidos en el higado

provocando esteatosis [249, 250]. La inclusion de colesterol en la dieta en animales de
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experimentacion es una estrategia para inducir la enfermedad del higado graso no
alcoholico y abordar los mecanismos biomoleculares que provocan el desarrollo de la
enfermedad [251-253]. Ademas, los cambios inducidos por el colesterol se han utilizado

para probar la influencia de otras sustancias que reviertan dichos efectos adversos [254].

1.4.3 Dieta mediterranea

Estudios llevados a cabo durante los ultimos treinta afios pusieron de manifiesto
que los paises de la cuenca mediterranea tenian un menor porcentaje de infartos de
miocardio y una menor tasa de mortalidad por cancer. Se lleg6 a la conclusién que la
dieta tenia un papel fundamental como un factor a tener en cuenta en la prevencién de
estas enfermedades. A finales del afio 2010, la UNESCO declaro la dieta mediterranea

como patrimonio inmaterial de la humanidad [255].
Los pilares fundamentales de la dieta mediterranea son los siguientes [256]:

« Abundancia de alimentos vegetales: pan, pasta, arroz, verduras, legumbres,
frutas y frutos secos.

« Aceite de oliva como fuente principal de grasa.

« Consumo moderado de pescado, carnes rojas, productos lacteos y huevos.

« Especias como ajo, orégano, pimienta y buen vino consumido con moderacion.

En el afio 2013 se publico el estudio PREDIMED (Prevencion con Dieta
Mediterranea, realizado en Espafia). Se seleccionaron individuos con alto riesgo de
enfermedad cardiovascular y se dividieron en tres grupos. Durante cinco afios a un
grupo se le dio una dieta baja en grasa, a otro se le suplement6 la alimentacién con
aceite de oliva virgen extra y al tercer grupo con frutos secos. Los grupos a los que se
les habia suplementado la alimentacion con aceite de oliva virgen extra o frutos secos
tuvieron menor incidencia de enfermedades cardiovasculares. Se llegd a la conclusion
de que no sélo es importante identificar los alimentos ricos en grasa saturada, sino
aumentar el consumo de grasas de calidad como la procedente del aceite de oliva virgen

extra o frutos secos [159].

1.4.3.1 Aceite de oliva
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El aceite de oliva constituye la principal fuente de lipidos de la dieta
mediterranea y es una importante fuente de grasa monoinsaturada debido al alto
contenido de &cido oleico, 80% frente al 14% de &cidos grasos saturados [257]. Los
acidos grasos monoinsaturados hacen aumentar la proporcion entre el colesterol HDL y
el LDL [258]. Por ello, y en base a los efectos beneficiosos del aceite de oliva sobre
factores de riesgo cardiovascular, en noviembre de 2004, la “Food and Drug
Administration” estadounidense autorizd el uso de “health claims” o alegaciones
nutricionales en las etiquetas de los aceites de oliva indicando “los beneficios sobre el
riesgo de cardiopatia coronaria de tomar dos cucharadas (23 g) de aceite de oliva a
diario, debido a que es una fuente de grasa monoinsaturada™ [259].

1.4.3.1 a) Categorias del aceite de oliva

Los diferentes tipos de aceite de oliva se clasifican en funcién de su variedad,
calidad, grado de acidez, métodos de extraccion y caracteristicas sensoriales: sabor,
olor, color. Dentro de los aceites de oliva se pueden distinguir varias categorias [260,
261], pero solo existen cuatro categorias comerciales de aceite de oliva reconocidas en

la legislacion de la Unién Europea (Reglamento CE 1019/2002):

« Aceite de Oliva Virgen Extra: sinbnimo de méaxima calidad, es aquel que
conserva intactas todas sus caracteristicas sensoriales y propiedades para la
salud. Se puede considerar zumo de aceitunas sin aditivos ni conservantes, ha de
tener una acidez menor de 0,8% Yy presentar unas caracteristicas sensoriales
agradables e identificables.

« Aceite de Oliva Virgen: presenta una acidez libre aunque debe ser menor al
2%, se sigue considerando un zumo de aceituna sin aditivos ni conservantes.

« Aceite de Oliva: es un aceite de menor calidad al ser resultado de mezcla de
aceites refinados y aceites virgenes. Parte de esta mezcla se obtiene de refinar
aceite de oliva virgen con acidez mayor del 2% por lo que el aceite de oliva no
es zumo de aceituna. Aun asi es apto para el consumo y debe tener un grado de
acidez no superior al 1%.

» Aceite de Orujo de Oliva: es el aceite de consumo apto de menor calidad. Este

aceite no puede ser considerado de Oliva ya que es resultado de la mezcla de
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aceite de orujo refinado con aceite de oliva virgen. Debe tener un grado de
acidez no superior al 1%.

1.4.3.1 b) Composicién quimica del aceite de oliva

En dos grandes grupos pueden dividirse los constituyentes del aceite de oliva:
uno mayoritario, la fraccion saponificable, y otro en menor proporcion, los

componentes minoritarios o fraccion insaponificable [262-264].

Fraccion saponificable

Representa entre el 98,5y 99,5% de los constituyentes del aceite, la mayor parte
de los cuales son triglicéridos y en menor medida, acidos grasos libres junto con otros
componentes minoritarios como monoglicéridos o diglicéridos, fosfolipidos, ceras y
ésteres de esteroles [263-265]. En la Tabla 3 se muestran los distintos acidos grasos que
contiene el aceite de oliva. Esta composicion de acidos grasos asi como la de otros
componentes puede variar de una muestra a otra, dependiendo de la variedad, zona de
produccion, el clima y el grado de madurez de las aceitunas [265, 266].

Tabla 3: Porcentaje de los diferentes &cidos grasos presentes en el aceite de oliva. Adaptada de [1],
[261].

Nombre comun (Simbolo) Porcentaje
Miristico (14:0) 0,0 - 0,05
Palmitico (16:0) 7,5-20,0
Palmitoleico (16:1n7) 0,3-35
Margérico (17:0) 0,0-0,3
Heptadecenoico (17:1) 0,0-0,3
Estearico (18:0) 0,5-5,0
Oleico (18:1n9) 55,0 - 83,0
Linoleico (18:2n6) 35-21,0
a-Linolénico (18:3n3) 0,0-0,9
Araquidico (20:0) 0,0-0,6
Eicosenoico (20:1n9) 0,0-04
Behénico (22:0) 0,0-0,2
Lignocérico (24:0) 0,0-0,2
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Fraccion insaponificable
Son los componentes minoritarios del aceite de oliva y se pueden obtener tras la
saponificacion del aceite [267]. Se encuentran la mayoria de estas sustancias en

o _ _ los aceites de oliva virgenes o,
Tabla 4: Componentes minoritarios del aceite de oliva

virgen extra. Fuente: [1] en concentraciones menores, en
Componentes minoritarios Concentracion (mg/kg) los aceites mezcla de refinados
Hidrocarburos 1500-8000 y virgenes puesto que se pierden
Escualeno 1250-8000 en el proceso de refinado. Sélo
Luteina 3-15
representa el 2% del peso del
Carotenos 0,5-5 .
- aceite [268]. Aportan muchas de
Compuestos terpénicos 1000-3000
Esteroles 800-2600 sus caracteristicas  principales,
Compuestos fenélicos 20-900 tales como su color, su aroma y
Alcoholes aliféticos 100-200 su sabor; aparte de otras
Tocoferoles 50-300 propiedades beneficiosas para la
Clorofilas Ay B 0,2-5 )
N salud como capacidad
Feofitinas Ay B 0,2-20 o N )
antioxidante y antiinflamatoria
[269].

1.4.3.2 Propiedades del aceite de oliva

A pesar de la compleja composicién de nutrientes de la dieta mediterranea, el
aceite de oliva virgen extra (AOVE) ha emergido como su principal componente
beneficioso. Estudios recientes han demostrado que el AOVE podria tener efectos
antiinflamatorios, antiproliferativos y antiapoptéticos [262, 269, 270]. Su consumo
contribuye a mantener una poblacion sana y relativamente libre de enfermedades [271],
debido a su alta calidad nutricional (especialmente el virgen extra) [272], asociandose
con la reduccion de lipidos sanguineos y la proteccion del sistema cardiovascular [273-
278], con la disminucion del estrés metabolico en una manera dependiente de la dosis
[279, 280]. Los beneficios de su consumo se han atribuido a su alto contenido en acidos
grasos monoinsaturados como el oleico y a compuestos minoritarios de la fraccion
insaponificable como tocoferoles, carotenoides, fenoles, escualeno y compuestos

triterpénicos [262].
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1.4.3.2 a) Escualeno

El escualeno es un hidrocarburo poliinsaturado aciclico cuyo nombre se debe a
su aparicion en grandes cantidades en el aceite de higado de tiburén (Squalus spp.), sin
embargo es sintetizado por plantas y animales. Ampliamente extendido en la naturaleza,
se encuentra en cantidades razonables en el aceite de oliva, aceite de palma, aceite de
germen de trigo, aceite de amaranto y el aceite de salvado de arroz. Es un precursor
metabolico del colesterol, de otros esteroides [281] y de mas de 200 triterpenos
diferentes [282]. El escualeno es una molécula esencial y es sintetizado por el
organismo desde el comienzo de nuestra vida, siendo su concentracion elevada en los
recién nacidos jugando un papel importante en el desarrollo del sistema inmunolégico
[283]. A partir de los 25 afios, aproximadamente, comienza a disminuir la proporcién de
escualeno en nuestro cuerpo, por ello, es necesario un aporte extra de esta sustancia que
permita paliar esa pérdida y garantice la proteccion de nuestro organismo. El aporte
medio de una dieta de tipo occidental es de unos 30 mg por cada 2.000 calorias, en los
paises mediterrdneos esta cantidad se sitGa en torno a los 200-400 mg/dia [284],
pudiendo llegar hasta 1 g/dia [285] en las poblaciones que consumen dietas ricas en
aceite de oliva o higado de tiburén [286]. Se ha estimado la ingesta minima apropiada
de escualeno en 400 mg/dia para asegurarnos los beneficios terapéuticos que esta

sustancia aporta [287].

Propiedades del escualeno

» Compuesto bioactivo con propiedades antioxidantes y antitumorales [67] que podrian
contribuir al efecto beneficioso que supone la ingesta de aceite de oliva en la dieta
mediterranea sobre la salud.

« Eliminador de radicales libres de oxigeno en retina y piel [288, 289].

 Agente quimioprotector [290] contra el cancer inducido quimicamente [284, 291].

« Papel anti-tumoral en diversos modelos animales [291-293].

* En los tejidos, el escualeno parece ser un secuestrador del radical oxigeno singlete y
precursor indispensable en la sintesis de dolicol y ubiquinona (coenzima Q1o) [294].

« Efecto antioxidante capaz de proteger la retina del dafio inducido por etanol en pollos
[295].

« Aungue la administracion oral de escualeno parece disminuir los niveles en suero e

higado de esteroles vegetales [296], su impacto sobre el metabolismo del colesterol en
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los seres humanos no esta claro.

« Disminucion de la lesion aterosclerética en ratones macho carentes de Apoe [297] y
reversion de la esteatosis hepatica no alcohdlica. Este trabajo evidencio claramente que
el escualeno era transportado al higado independientemente de la apolipoproteina E

aunque su mecanismo de accion podria ser complejo.

1.4.3.2 b) Acido oleandlico

El &cido oleandlico (AO) es un triterpeno ampliamente distribuido en el reino
vegetal y presente en una concentracion de 420 mg/kg en la piel de la aceituna [298,
299]. Su cantidad en el aceite de oliva depende de la calidad del aceite y la variedad del
fruto, estando en una concentracion de unos 57,2 mg/kg en el aceite de oliva virgen
extra [300] y en concentraciones mas altas en el aceite de orujo de oliva [301]. Debido a
su estabilidad térmica, se ha propuesto como un contribuyente importante en la accién

bioldgica del aceite de oliva virgen [302].

Propiedades del &cido oleandlico

* Se ha demostrado in vivo que la suplementacion con dosis bajas del &cido oleandlico
presenta propiedades hepatoprotectoras, mientras que dosis mas altas o el uso a largo
plazo producen dafio hepatico [303-306].

« Propiedades antiinflamatorias al inhibir la produccion de citoquinas pro inflamatorias
por células mononucleares periféricas de la sangre [307] e induciendo la liberacién de
prostaglandina I>. La inhibicion de reacciones inflamatorias por administracion oral de
oleandlico es menos eficaz que su inyeccién intraperitoneal o subcutanea, ya que la
biodisponibilidad oral absoluta es menor, por su baja absorcion y una elevada excrecion
[308].

* Propiedades antioxidantes, protegiendo contra la peroxidacion lipidica [309, 310],
suprimiendo la generacién de aniones superéxido [311], y reduciendo la muerte por
apoptosis de células de musculo liso vascular inducida por peréxido de hidrégeno [312].
* Presenta un potencial terapéutico interesante como medicamento cardiovascular, ya
que actla como agente vaso relajante en la aorta de rata [313], como antitumoral [314,
315], anti-VIH [316, 317] y anti-hiperlipidémico [318, 319].

« Tratamiento eficaz frente a la diabetes [320].
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1.5 Nutrigendémica y nutrigenética

La revolucion gendmica se basa en las diversas y nuevas tecnologias [321] que
tienen aplicaciones en las ciencias nutricionales [322]. Unidas, la genomica, la
transcriptomica, la protedmica y la metabolémica constituyen lo que conocemos como
“gendmica funcional” o “biologia de sistemas” [323]. La genomica nutricional estudia
las interacciones funcionales de los alimentos y sus componentes con el genoma a nivel
molecular, celular y sistémico, con el objetivo de prevenir o tratar enfermedades a
través de la dieta.

La ingesta alimenticia es el factor ambiental al que todos estamos
permanentemente expuestos. Los habitos dietéticos son un factor ambiental clave para
la modulacién de la expresion génica a través de los diferentes estadios vitales. Hace ya
varias décadas que fue propuesta por primera vez la existencia de un componente
genético responsable de las diferencias en la respuesta dietética [324], pero soélo
recientemente se han empezado a examinar las interacciones gen-nutriente a escala
molecular. La nutricidén puede ejercer su impacto en la salud afectando directamente a la
expresion de genes en rutas metabdlicas criticas y/o indirectamente al afectar a la
incidencia de mutaciones génicas o a nivel cromosomal, causando alteraciones en la
regulacion y la expresion génica [325]. Los efectos de los nutrientes y nutriomas
(combinaciones de nutrientes) sobre la salud dependen de las variantes genéticas
heredadas que alteran la absorcién y metabolismo de los nutrientes. Por ello es
importante tener en cuenta la diferencia entre los términos nutrigenémica y
nutrigenética.

La nutrigenética pretende esclarecer como la composicion genética de un
individuo determina su respuesta a la dieta [326], considerando la identificacién y
caracterizacion de las variantes génicas responsables de las respuestas diferenciales a
los nutrientes [325], y relacionando esta variacion con los estados de enfermedad [327],
por lo que el objetivo de la nutrigenética es generar recomendaciones especificas para la
persona relacionadas con los riesgos y beneficios de las dietas 0 componentes dietéticos.

La nutrigendmica en cambio, se centra en el uso de herramientas de biologia
molecular y celular, bioquimica y genética [328] para estudiar los efectos de la dieta
sobre:

* La estabilidad del genoma (dafios en el DNA a nivel molecular y cromosémico).
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« Las alteraciones en el epigenoma (metilacion del DNA).

* La expresion de RNA y micro-RNAs (transcriptomica).

* La expresion de proteinas (protedmica).

 Cambios en los metabolitos (metabolémica).

Y asi comprender como las moléculas nutricionales afectan a las rutas metabolicas vy al
control homeostatico [329].

Sin embargo, s6lo el dafio en el DNA es un biomarcador claro de patologia, ya
que los cambios en el epigenoma, transcriptoma, proteoma y metaboloma pueden
reflejar simplemente una respuesta homeostatica adaptativa a los cambios en los
patrones dietéticos o factores de estilo de vida asociados (como por ejemplo el ejercicio)
[330], y no son suficientes en si mismos para indicar una patologia irreversible concreta

a nivel del genoma [325].

1.5.1 Interaccién gen-dieta

Las interacciones gen-dieta reflejan el hecho de que las variaciones genéticas
pueden predisponer a los individuos al desarrollo de una enfermedad mientras que la
dieta puede disminuir o exacerbar este riesgo [331]. Los nutrientes de la dieta regulan la
expresion de genes en distintas etapas, incluyendo la transcripcién, procesamiento,
estabilidad del MRNA, y la traduccién y las modificaciones postraduccionales. Las tres
primeras etapas afectan directamente a la cantidad de mRNA de los genes
correspondientes, y en concreto la regulacién a nivel transcripcional es la mas

ampliamente estudiada de las tres [328].

1.6 Sobreexpresidon de genes

El planteamiento en la genética clasica para explorar las rutas biologicas
comenzd mediante la identificacién de mutaciones que causaban un fenotipo de interés.
La sobreexpresion o expresion erronea de un producto génico, sin embargo, también
pueden causar fenotipos mutantes, proporcionando a los genetistas una herramienta
alternativa poderosa para identificar componentes de las rutas indetectables mediante el
analisis tradicional de pérdida de funcién [332].

Los primeros indicios sobre la importancia de un adecuado nivel de expresion de

un gen para el desarrollo normal de la funcion que desempefia, surgieron de un analisis
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de cariotipo donde se mostr6 que las aneuploidias eran las responsables de sindromes
genéticos humanos [333] y de fenotipos mutantes en Drosophila y plantas [334].

1.6.1 Aplicaciones de la sobreexpresion

Las primeras aplicaciones de la sobreexpresion de un gen para detectar
interacciones y nuevas rutas bioldgicas se basan en su simplicidad, en la sobreexpresion
de un gen normal en un fondo genético normal, enfoque que sigue siendo productivo en
la actualidad. Nuevas estrategias surgieron con éxito aplicando técnicas de
sobreexpresion como:

* Supresores. Una estrategia clésica para identificar interacciones génicas, donde la
supresion de un gen mutado se debe a la sobreexpresion de otro gen que acta como
supresor del efecto de la mutacion [335].

* Potenciadores. Al contrario que los supresores, los potenciadores son genes que se
sobreexpresan para potenciar el fenotipo de un gen mutado [336].

* Sobreexpresion de genes mutantes. La creacion de mutaciones puntuales o derivados
de delecion que inactivan la funcién de una proteina todavia conservan la capacidad
para interactuar con otras macromoléculas provocando fenotipos mutantes; la
sobreexpresion de dicho gen para recuperar la funcion perdida puede provocar la
competencia de ambas isoformas generando a su vez otro fenotipo mutante [337]. Para
estudiar estos nuevos fenotipos mutantes y la competencia de isoformas se
sobrexpresaron genes mutantes en organismos que expresaban a su vez el gen normal.
Estas técnicas fueron méas adelante reemplazadas por el uso de RNA de interferencia
que suprime la expresion del gen de interés.

* Sobreexpresion en hospedadores heterologos. Consiste en la sobreexpresion de una
proteina de interés en una especie distinta a la que dicha proteina pertenece y asi
facilitar su purificacion [338]. La sobreexpresion puede proporcionar informacion
valiosa cuando se aplica a través de especies, ya sea proporcionando informacién
complementaria a su funciéon o causando efectos nocivos que pueden ser utilizados
posteriormente.

» Sobreexpresion combinada. Consiste en la sobreexpresion de multiples genes para
obtener informacidn sobre un determinado fenotipo [339].

» Uso de la sobreexpresion para conseguir un fenotipo como punto de partida para

encontrar modificadores genéticos [340].
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* Aplicacion a tests de epistasis. Las mutaciones que causan fenotipos opuestos pueden
ser utilizadas en las pruebas de epistasis para inferir el orden de la accién de los
productos de los genes dentro de una via. Pruebas de epistasis también se pueden

realizar cuando uno de los fenotipos es causado por la sobreexpresion [341].

1.6.2 Mecanismos resultantes de la sobreexpresion de un gen

La sobreexpresion de un gen puede causar la inhibicion o activacion de otra
proteina, de un complejo o de una ruta metabdlica por diferentes mecanismos

moleculares [332].

1.6.2.1 Mecanismos de inhibicion

* La sobreexpresion de un gen puede inhibir a otra proteina provocando simplemente
una reduccion de su sintesis a diferentes niveles incluyendo la transcripcion o la
traduccion, incluso incrementando su velocidad de degradacion [342].

» La sobreexpresion de un gen produce la inhibicién a un nivel funcional, que implica
con frecuencia la competencia con otras macromoléculas. La sobreexpresion de una
subunidad que contacta a su vez con otras para formar un complejo multiproteico
provoca la formacion de subcomplejos no funcionales por competencia interrumpiendo
la formacion del complejo funcional [343].

« La sobreexpresion de una proteina que participa en dos complejos proteicos distintos
provoca la competicion de las otras subunidades por unirse a ella con la consiguiente
inhibicién de la funcién de uno de los complejos por su menor formacién por
competencia [344].

« La sobreexpresion de una proteina mutante que adn puede unirse a macromoléculas o
a su sustrato compite con la proteina normal impidiendo la funcion normal de la misma
e inhibiendo la ruta original por un mecanismo de dominancia negativa [337].

 La sobreexpresion de una proteina puede inhibir la funcién de otras. La proteina
sobreexpresada modifica post traduccionalmente a otra, inactivando una subunidad o

proteina del complejo [345].

1.6.2.2 Mecanismos de activacion
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La sobreexpresién genera fenotipos activando mecanismos en una ruta metabodlica.

« El ejemplo més sencillo es aquel donde la sobreexpresion de una proteina de una etapa
reguladora clave puede desencadenar la activacion de la via [346].

« La sobreexpresion de un gen que se expresa de forma basal bajo unas condiciones pero
de forma limitada puede aumentar su actividad total [347].

« La sobreexpresion de un gen puede contrarrestar la accion de un represor por varios
mecanismos, incluyendo la degradacién del represor, la inactivacion por modificacion
postraduccional o por competencia directa provocando la activacion de una via [348].

« Una proteina sobreexpresada puede modificar post traduccionalmente a otra
provocando un aumento de su actividad total [349].

* La sobreexpresion de una proteina puede originar nuevos fenotipos y activar nuevas

rutas metabolicas [350].

1.6.3 Relevancia de la sobreexpresion

Los estudios de sobreexpresion tienen varias implicaciones para la salud humana
ayudandonos a comprender las causas y tratamientos de las enfermedades. Existen
numerosos ejemplos en los que las enfermedades humanas son causadas directamente
por el aumento de la expresidn génica [351], destacando la importancia de comprender,
al menos, en términos generales, los mecanismos por los que la sobreexpresion puede
causar fenotipos mutantes. Incluso cuando la sobreexpresion no causa enfermedades
manifiestas, los cambios en los patrones de expresion de genes pueden contribuir a la
variacion fenotipica, la diversidad y la evolucion [352]. Ademas la aplicacion exitosa de
la sobreexpresion sisteméatica en organismos como las levaduras, Drosophila y
Arabidopsis de genes humanos analogos servira de valiosa herramienta de investigacién
en sistemas de cultivo celular para revelar aplicaciones terapéuticas adicionales de la
sobreexpresion de genes [339]. La comprension de que la sobreexpresion puede causar
fenotipos, incluyendo enfermedades en los seres humanos, acenta la importancia de

establecer niveles correctos de expresion en estrategias de terapia génica [353].

1.7 Modelos animales

1.7.1 El raton carente de apolipoproteina E
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La ausencia de la APOE impide la eliminacion de las particulas remanentes de
los quilomicrones y las lipoproteinas de muy baja densidad por el higado, por lo que se
acumulan en el plasma y finalmente se depositan en el espacio subendotelial de las
paredes arteriales [354]. Por ello, el raton deficiente en apoE alimentado con una dieta
normal, desarrolla una extensa aterosclerosis fibroproliferativa espontdnea [355] que
presenta la misma secuencia de formacion que la lesion establecida en otros modelos
animales y en humanos. Ademas, este raton es propenso al desarrollo del higado graso
por lo que también es un modelo para verificar diversas intervenciones sobre este
aspecto [356].

1.7.2 El ratén normal

El raton normal esta considerado como un animal HDL, puesto que carece de la
proteina CETP y la mayoria de su colesterol en plasma se transporta en estas
lipoproteinas [357]. Entre las diferentes cepas de raton, el fondo genético C57BL/6J es
un modelo ampliamente utilizado debido a su mayor predisposicion al desarrollo de

aterosclerosis [358].

1.7.3 Influencia del sexo en el transcriptoma hepatico

El higado es el 6rgano que responde principalmente a la dieta y es crucial en el
control de los niveles de carbohidratos, proteinas y lipidos plasmaticos. Ademas, es el
principal responsable de la transformacion de los xenobidticos, cuya biodisponibilidad y
eliminaciéon esta influenciada por la variacion individual en la expresién de las
principales enzimas metabolizadoras de farmacos [359].

La diferenciacion hepética de género comienza temprano en el desarrollo, pero
la mayor divergencia se produce en la pubertad [360]. En machos, la testosterona es
aromatizada dentro del sistema nervioso central para iniciar una cascada endocrina que
resulta en la liberacion periodica de la hormona de crecimiento desde la pituitaria
anterior [361]. Receptores de la hormona de crecimiento en hepatocitos desencadenan
una via de sefalizacion que se traduce en la activacién de STAT5B, la cual migra al
nacleo y junto con cofactores conocidos y no conocidos aumenta la transcripcion de

genes masculinos y la represion de genes femeninos [362]. En hembras, la hormona de
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crecimiento se secreta a niveles mas bajos pero de manera continua en la pituitaria,
STAT5B permanece sin fosforilar en el citoplasma de los hepatocitos, y el programa
predeterminado de la transcripcion femenina se mantiene [360]. Existen rutas distintas
que también contribuyen a la diferenciacion hepatica de género, aunque éstas no estan
bien definidas [363].

El dimorfismo sexual de la expresion génica del higado es bastante extenso y
afecta a mas de 1.000 genes individuales en ratas y ratones [364], incluyendo genes
implicados en el metabolismo de lipoproteinas [172, 365], proteinas de unién a
feromonas [366], reguladores de la homeostasis de acidos grasos [367, 368], receptores
nucleares (como PPARa) [369] y otros factores de transcripciébn como proteinas
reguladoras de elementos de union a esteroles (SREBPs) [370]. La medida en la que se
producen estas diferencias en el higado humano segin el sexo es en gran parte
desconocida. Sin embargo, estas diferencias de expresion en los genes pueden contribuir
a las diferencias sexuales observadas en la fisiopatologia hepética [371], incluidas las
diferencias en la susceptibilidad al desarrollo de carcinoma hepatocelular visto tanto en
modelos animales como en la clinica [372, 373].

La deficiencia de hormona sexual inducida por la castracion se traduce en
obesidad y aumento de los niveles de colesterol y triglicéridos plasmaticos [374],
algunas de las causas tipicas de higado graso no alcohdlico, lo que sugiere que los
animales castrados son modelos adecuados para el estudio de los efectos de las

hormonas sexuales en el desarrollo EHGNA.

1.8 Modelos celulares de estudio

1.8.1 Células HepG2

La linea celular HepG2, derivada de hepatoblastoma humano, es un modelo de
estudio in vitro comunmente empleado [375], ya que en las células persisten una gran
parte de las funciones celulares de los hepatocitos normales [376], como la expresion de
receptores de superficie celular especificos del hepatocito y la sintesis y secrecién de
proteinas plasmaticas [377, 378]. Ademas, se ha demostrado recientemente que el
transcriptoma hepéatico humano tiene una gran correlacion (r= 0,791) con el de las
celulas HepG2 [379].
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OBJETIVOS

Teniendo en cuenta los antecedentes y resultados obtenidos por miembros del
grupo, los objetivos del presente trabajo fueron los siguientes:

1. Caracterizacion de sinaptotagmina 1 hepéatica de ratdon. Obtencion e

identificacion de la secuencia nucleotidica y aminoacidica.

2. Clonaje de la secuencia codificante de la sinaptotagmina 1 de ratén en un vector
de expresion hepatico y transfeccion como herramienta para estudiar los efectos
de la sobreexpresion de sinaptotagmina 1 en ratones macho carentes de APOE y

wild-type y su funcién en la movilizacién de lipidos hepéticos y plasmaticos.
3. Estudio del efecto de componentes de la dieta y del sexo sobre la expresion

hepética de sinaptotagmina 1 en ratones carentes de APOE Yy su relacion con
parametros plasmaticos y hepaticos de esteatosis.
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MATERIAL Y METODOS

3.1 Caracterizacion y clonaje de la secuencia hepatica de Sytl de ratdn

Para la caracterizacion de la secuencia hepética de Syt1 se utilizé una muestra de
higado de raton carente de Apoe conservada a -80 °C.

3.1.1 Extraccion de RNA hepatico

Reactivos

* Agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,05% (v/v), autoclavada durante 1
hora a 1 atmdsfera

* Cloroformo

* Isopropanol

* Solucion de etanol al 75%

* 10xTBE: Tris base 0,9 M, EDTA 0,5 M (pH 8) y &cido borico 0,9 M

* 1XTE (pH 8): Tris/HC1 10 mM, (pH 8) y EDTA 1 mM (pH 8)

» Tampon de carga de RNA: Azul de bromofenol 0,25% (p/v), xileno cianol 0,25%
(p/v), glicerol 50% (p/v) y EDTA 1 mM

* Reactivo de extraccion de RNA: Tri-Reagent (Sigma)

* Bromuro de etidio a una concentracion de 10 mg/ml

» Agarosa en polvo

Procedimiento

La extraccion de RNA se llevé a cabo con material estéril libre de RNasas y
sobre nieve carbdnica, manteniendo el tejido congelado, con el fin de evitar la
degradacion del RNA. El procedimiento de extraccion de RNA a seguir fue el mismo
tanto para los diferentes tipos de tejidos utilizados como para las células en cultivo.

Se tom¢ para cada muestra una alicuota de higado congelado de unos 100 mg y
se introdujo en un tubo de polipropileno estéril que contenia 1 ml del reactivo de
extraccion. Se homogenizé inmediatamente, se transfirio el contenido a un tubo
Eppendorf y se dejé 5 minutos a temperatura ambiente. Se anadieron 200 pl de
cloroformo a cada tubo, se agitaron las muestras por inversion, y se incubaron durante
10 minutos a temperatura ambiente. A continuacion se centrifugaron a 4 °C durante 15

minutos a 10.000 g, y la fase superior acuosa se transfirio a un nuevo tubo, al que se

-51-



MATERIAL Y METODOS

afiadieron 0,5 ml de isopropanol. Se mezcld vigorosamente por inversion, se incubd a
temperatura ambiente durante 10 minutos, pasados los cuales se centrifugd durante 8
minutos a 10.000 g y 4 °C. Se decanto el sobrenadante, y el precipitado obtenido se lavo
con 1 ml de etanol al 75% y se centrifugo a continuacion a 7.000 g durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se decantd de nuevo el sobrenadante y, tras dejar secar el
precipitado brevemente, se disolvié en agua tratada con DEPC.

Seguidamente se midid la concentracion del RNA en el espectrofotometro
Nanodrop ND-1000 UV/Vis por absorbancia a 260 y 280 nm. La concentracion se
calculd en base a que 1 A260 corresponde a una concentracion de 40 pg/ml. Se
comprob6 que la relacion entre las dos longitudes de onda se encontrase entre 1.8 y 2.0.
Un ratio inferior puede indicar presencia de contaminantes, lo que podria disminuir la
eficiencia de la reaccién, mientras que un ratio superior indica la presencia de RNA
degradado o un exceso de nucledtidos libres.

La calidad del RNA extraido se verific por electroforesis de 500 ng de RNA de
cada muestra en un gel de agarosa al 1% en 1XTBE que contenia bromuro de etidio, a
80 V durante 30 minutos. La visualizacion de las dos bandas caracteristicas del RNA
ribosdmico (18S y 28S) se efectud mediante un transiluminador de UV.

Las muestras se mantuvieron en hielo para evitar su degradacion en el procesado

posterior. En caso de que no se fuesen a utilizar en el momento, se congelaron a -80 °C.

3.1.2 Purificacién del RNA

Reactivos

* 1 pl de Turbo Dnase AMBION (2 U/pl)
* 5 ul de Turbo Dnase Buffer 10x

* 5 ul de Dnase Inactivation Reagent

* Agua libre de RNasas

Procedimiento

Para eliminar la potencial contaminacion por DNA genomico que podria
interferir en las determinaciones posteriores, las muestras de RNA extraidas se trataron
con el kit Turbo DNA-Free AM1907 de Ambion.

Para ello se incubaron 5 pg de RNA de cada muestra con 1 pl de la enzima

DNasa y 5 pl de tampon de reaccion en un volumen final de 45 pl que se completd con

-52-



MATERIAL Y METODOS

agua libre de RNasas. Se homogeneiz6 la mezcla y se incub6 en el termociclador
durante 30 minutos a 37 °C. A continuacién se anadieron 5 ul del agente inactivador de
la DNasa, se mezcld y se incubd 2 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se
centrifugo la muestra a 10.000 g durante 90 segundos. Se transfirié el sobrenadante que
contenia el RNA libre de DNA a un tubo estéril, con cuidado de no arrastrar restos del
precipitado, que contiene el DNA precipitado y otros cationes divalentes tales como el
magnesio y el calcio, que podrian interferir en etapas posteriores.

La concentracion del RNA purificado se cuantifico por medida en el Nanodrop,

tal y como se ha indicado en el apartado anterior.

3.1.3 Retrotranscripcion a DNA complementario

La retrotranscripcion es el proceso empleado para generar DNA complementario
0 cDNA a partir del RNA purificado. Este proceso se llevé a cabo con uno de los

siguientes kits comerciales: SuperScript™ II Reverse Transcriptase (Invitrogen), o First

Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas).

Mezcla de reaccion SuperScript™ II Reverse Transcriptase

* 1 ul Random primers 50 ng/ul (Invitrogen)
* 1 ul de la mezcla de desoxirribonucleétidos trifosfato 10 mM (Invitrogen)
* El volumen correspondiente a 500 ng de RNA purificado

* Agua hasta un volumen final de 12 pl

Se incubd la mezcla a 65 °C durante 5 minutos y se enfrio inmediatamente en
hielo. A continuacion se afiadio:
* 4 ul 5X tampén de primera hebra (Tris-HCI 250 mM pH 8,3, KCI 375 mM y MgCl>
15 mM)
*2ul0,1 MDTT

Se agitd suavemente y se incubd a 25 °C durante 2 minutos y se afiadid la
enzima retrotranscriptasa:
* 1 pl SuperScript™ II RT (200 U/ul)

Se incubd a 25 °C durante 10 minutos, a 42 °C durante 50 minutos y finalmente

se inactivd la reaccion por calentamiento a 70 °C durante 15 minutos.
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Mezcla de reaccion First Strand cDNA Synthesis Kit

* 1 ul Random primers cebador 0,5 pg/ul
* El volumen correspondiente a 500 ng de RNA purificado

» Agua hasta un volumen final de 11 pl
La mezcla se incub6 a 65 °C durante 5 minutos. A continuacion se afiadieron:

* 4 ul 5X tampon de reaccion (Tris-HCI 250 mM (pH 8,3), KCI 250 mM, MgCl2 20 mM
y DTT 50 mM)

* 1 ul del inhibidor RiboLock RNase (20 U/ul)

* 2 ul de la mezcla de desoxirribonucleétidos trifosfato 10 mM

* 2 ul de transcriptasa reversa M-MuL V (20 U/ul)

Se mezcld y se incub6 a 37 °C durante 60 minutos. La reaccion se termind al

calentar a 70 °C durante 5 minutos.

3.1.4 Disefio de los cebadores

Debido al desconocimiento de la secuencia hepéatica de Sytl, el disefio de
cebadores se hizo en base al transcrito de cerebro variante 2 (NM_009306.3) recogida
en la base de datos del NCBI (National Center of Biotechnology) y se utilizaron en las
posteriores técnicas desarrolladas (PCR y RACE) para la caracterizacién del gen de
interés.

Los cebadores se disefiaron sobre las secuencias de mRNA de los genes de
interés con el programa “Primer Express” o con la base de datos del NCBI, y se
adquirieron en la casa comercial Invitrogen. Se disefiaron atendiendo a una serie de
criterios: tamafio de los cebadores (18-24 nucledtidos), fragmento amplificado (80-250
pares de bases), temperatura de separacion de 60 °C, éptimo porcentaje de nucledticos
CG, minima complementariedad de la pareja de cebadores y que al menos uno de los
cebadores hibridase en dos exones diferentes, para limitar la amplificacion de una
potencial contaminacion por DNA gendmico.

Para confirmar la especificidad de los cebadores, se realiz6 una blsqueda en la
base de datos BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del NCBI para asegurar
que cada pareja sélo reconocia la secuencia objeto de estudio.

Con cada pareja de cebadores se efectuaron las rectas de calibrado para
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determinar su eficiencia de amplificacion (una eficiencia Optima estaria comprendida
entre el 90-110%) y la dilucidn de trabajo 6ptima en cada caso.
Las secuencias de oligonuclettidos utilizadas se indican en el apartado de

resultados segun las normas MIQUE [380].

3.1.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR a tiempo final)

Para la caracterizacion de Sytl se empled PCR a tiempo final cuyo fundamento
consiste en la propiedad natural de las DNA polimerasas para replicar hebras de DNA,
para lo cual emplean ciclos de altas y bajas temperaturas. Todas las etapas de la PCR
estan automatizadas por un termociclador.

El proceso se llevd a cabo con el Kit de Fermentas TrueStart™ Taq DNA

Polymerase, se utilizd 1 ul de cDNA y 24 ul del siguiente mix:

2,5 ul 1 de 10X TrueStart™ Taq Buaffer

¢0,2 ul dNTP Mix, 25 mM cada uno

+0,8 pl cebador directo 10 uM

+0,8 ul cebador reverso 10 uM

+2 ul de MgCl, 25 mM

+0,125 pl de la enzima TrueStart™ Tag DNA Polymerase
17,5 ul de agua libre de nucleasas

La PCR se realizd en un termociclador PTC-100™ Programable Thermal
Controller cycler, el programa utilizado fue 5 minutos a 95 °C, 40 ciclos de 40 segundos
a 95 °C, 1 minuto de hibridacion a 60 °C y una fase de extension a 72 °C durante 2

minutos, seguido de una extension final de 5 minutos a 72 °C.

3.1.6 Amplificacion rapida de los extremos del cDNA (RACE)

El RACE es una técnica usada para obtener la secuencia completa de un
transcrito de RNA encontrado en una célula. Esta técnica puede proporcionar la
secuencia de un transcrito de RNA a partir de una pequefia secuencia conocida hacia el
extremo 5’ (5 RACE) o hacia el extremo 3’ (3° RACE) del RNA. Se utilizaron 2 Kits,

para la obtencién del extremo 5° se utilizé el Kit de Ambion®, FirstChoice® RLM-
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RACE, mientras que el kit BD SMART™ RACE de Clontech fue el utilizado para la

obtencion del extremo 3°.

5’RACE

El kit FirstChoice® RLM-RACE de Ambion® (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) fue utilizado para amplificar el cDNA del extremo 5 del transcrito hepatico de
Sytl. ElI RNA total del higado fue retrotranscrito a cDNA utilizando la transcriptasa
reversa M-MLV durante 1 hora a 42 °C en presencia de un adaptador comercial
5’RACE (5’-GCUGAUGGCGAUGAAUGAACCUGCGUUUGCUGGCUUUGAUG-
AAA-3’) suministrado en el kit que se une al RNA en posicion 5°. El 5’cDNA se genera
mediante una reaccion de PCR. Esta reaccion utiliza un cebador especifico para el
adaptador 5’RACE, el cebador 5’RACE outer (5’-GCTGATGGCGATGAATGAACA-
CTG-3%) y un cebador especifico de Sytl (5’-TTGGCTTCCAGAATGACAACA-3").
La PCR se llevo a cabo a 94 °C durante 20 segundos, 35 ciclos de 40 segundos a 94 °C,
40 segundos a 60 °C y 1 minuto a 72 °C, finalmente una extension de 3 minutos a 72 °C.
Se llevo a cabo una PCR interna utilizando de molde el producto anterior para obtener
una amplificacion del extremo 5°. Para esta PCR se utilizaron 2 cebadores internos en el
producto previamente amplificado, uno suministrado por el kit el 5’ inner primer (5’-
CGCGGATCCGAACACTGCGTTTGCTGGCTTTGATG-3") y otro especifico de la
secuencia a amplificar (5’-ATTGAGGGTTTTCCGGTGGA-3’).

3’RACE

El kit BD SMART™ RACE de Clontech (BD Biosciences, Madrid, Spain) fue
utilizado para obtener el cDNA en 3’ del transcrito hepatico de Sytl. EI RNA total fue
retrotranscrito usando la transcriptasa reversa BD PowerScript durante 90 minutos a 42
°C en presencia de un oligo(dT) especial 3°-CDS primer (5’-AAGCAGTGGTATCAA-
CGCAGAGTAC(T)30V N-3’; donde N=A,C,G, 0Ty V =A, G, o C) que se une al
extremo 3’. La reaccion emplea un cebador reverso especifico para el oligo(dT), BD
SMART 1II A oligo (una mezcla de 5’-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCA
GTGGTATCAACGCAGAGT-3” y 5’-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3’) y un
cebador directo especifico para amplificar Sytl (5’-TACAACAGCACCGGCGCAGA-
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GCT-3’). La PCR consistio en 35 ciclos de 40 segundos a 95 °C, 40 segundos a 65 °C y
2 minutos a 72 °C. Una PCR interna usando un cebador interno suministrado en el kit y

otro especifico del gen fue necesaria para obtener la secuencia hepatica de Sytl en 3.

3.1.7 Electroforesis

Para verificar que la PCR ha generado el fragmento de DNA previsto, se
emplean técnicas de electroforesis. El término electroforesis se usa para describir la
migracion de una particula cargada bajo la influencia de un campo eléctrico. Los
productos de PCR fueron visualizados con bromuro de etidio en un gel de agarosa al 1%

por electroforesis.

3.1.8 Purificacidon de las muestras de PCR

Los fragmentos obtenidos por PCR, se purifican del resto de componentes del
mix de reaccion, para evitar que enzima y demas componentes interfieran en la
secuenciacion. Se utilizo para ello el kit QIAGEN, MinElute PCR Purification kit. El
sistema combina la tecnologia de las columnas de silice con las propiedades selectivas

de unién del DNA a estas membranas.

3.1.9 Extraccion de las bandas del gel

Recurrimos a la extraccion del fragmento del gel tras la electroforesis, en las
ocasiones en las que la PCR proporciona mas de un fragmento de DNA de distinto
tamafo. Es entonces cuando se utiliza como alternativa a la purificacion del fragmento
de reaccidn la extraccion de la banda de interés cortando con un bisturi directamente del
gel. Se utiliza el kit de QIAGEN, MinElute Gel Extraction, basado en los mismos

principios que rigen el kit anterior de purificacion.

3.1.10 Identificacion de los fragmentos obtenidos por PCR y analisis de las

secuencias

Los fragmentos de PCR obtenidos y purificados son secuenciados en la
UNIDAD DE GENOMICA, PARQUE CIENTIFICO DE MADRID-U.C.M. Las
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secuencias obtenidas fueron verificadas y analizadas usando el programa BLAST del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) para encontrar las similitudes

con la secuencia conocida de Sytl en cerebro.

Herramientas bioinformaticas
Se utilizaron bases de datos online para el andlisis de los ort6logos y paral6gos

del transcrito hepatico de Syt1.

NCBI BLAST: utilizado para alinear el fragmento secuenciado y buscar similitudes con
las distintas variantes descritas hasta la fecha (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

ENSEMBL.: Utilizada para la busca de polimorfismos (www.ensembl.org).

REBASE: Base de datos con todas las enzimas de restriccion descritas. Alojada en la
web de una de las empresas que comercializa enzimas de restriccion y modificacién del
DNA, permite realizar mapas de restriccion y elaborar geles virtuales
(http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html).

UNIPROT (Swiss-Prot and TrEMBL): operado por el Swiss Institute of
Bioinformaticas y el European Bioinformatic Institute, contiene la mayoria de las

secuencias de proteinas conocidas. Base de datos utilizada para el alineamiento de

residuos aminoacidicos de secuencias proteicas (http://www.uniprot.org/blast).

Genome Expressed Omnibus data bank (GEO): es una base de datos publica de

genoémica funcional que compila datos basados en arrays y secuencias, proporciona a
los usuarios informacién de los experimentos y los perfiles de expresion génica

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

3.1.11 Clonaje de la secuencia codificante de Sytl de higado en pCRII

Una vez obtenida la secuencia de la zona codificante se procede al clonaje de
dicha secuencia en un vector. Para clonar el gen de interés en pCR®II se debe generar
primero un producto de PCR, ligar este producto de PCR con el vector y posteriormente
transformar células competentes.

El fundamento de este kit (TA cloning kit de INVITROGEN) se basa en la
adicion de una deoxiadenosina (A) al extremo 3’ de los productos de PCR por una Taq
polimerasa. El vector linealizado del kit presenta residuos 3’ deoxitimidina (T). Esto

permite una ligacion eficiente de los insertos de PCR con el vector.
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Figura 9: Diagrama del concepto en el que se basa el kit TA Cloning

Procedimiento

« Amplificacion del producto de PCR usando Taq polimerasa

La reaccion de PCR se llevd a cabo en condiciones de tiempo y temperaturas
Optimas. Se disefiaron 2 cebadores que amplificaran la secuencia desde el inicio hasta el
coddn de terminacién, ademas como peculiaridad, estos cebadores contienen una
secuencia BamHI en el cebador directo y una secuencia Xhol en el cebador reverso para
introducir un sitio de restriccion en el amplicén.

. En el disefio de cebadores se tuvo en cuenta el inicio del marco de lectura
puesto que no debe modificarse, ni tampoco las secuencias de Kozak, importantes en el
inicio de la traduccion. El producto de PCR se visualizé en gel de agarosa y se purifico
para incrementar la eficiencia del clonaje. Su concentracién se midié mediante medida

espectrofotométrica de la absorbancia a 260 nm en el Nanodrop.

« Ligacidn del producto con el vector
Se utiliz6 un producto de PCR fresco para una ligacién eficiente. Para estimar la
cantidad de producto de PCR a ligar con 50 ng (20 pmoles) del vector pCR®II se

aplicé la siguiente formula:

(Y pb del producto PCR)(50 ng pCR®2.1 vector)

X ng producto PCR=
Tamafio en pb del pCR®II vector: ~3900)

Donde X son los ng del producto de PCR de Y pares de bases necesario para
ligar en la proporcion molar 1:1 (vector: inserto). Se incubo la siguiente reaccion de
ligacion a 14 °C durante toda la noche:

* X ul del producto PCR

* 1 ul 10X Ligation Buffer

* 2 ul pCR®II vector (25 ng/ul)
* Hasta 9 ul de agua estéril
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* 1 ul T4 DNA Ligase (4.0 Weiss units), mantener en hielo

 Transformacion de E.coli competentes con la reaccion de ligacion

El vector ligado con el inserto se transform6 por choque térmico en células
competentes E.coli en un ambiente estéril.

Se descongelé un vial de 50 pl de One Shot® Competent Cells para cada
transformacion. Se pipete6 2 ul de cada reaccion de ligacion directamente en el vial de
células competentes, se mezclé suavemente con la pipeta y se incubaron los viales en
hielo durante 30 minutos.

Se sometieron a las células a un choque de calor durante 30 segundos a 42 °C
sin agitar. Inmediatamente se transfirieron los viales al hielo y se afiadi6 250 ul de
medio S.0.C. atemperado a cada vial. Los viales se incubaron a 37 °C durante 1 hora a
225 rpm en un incubador agitador.

Se extendieron de 10 ul a 200 ul de cada vial de transformacion en placas de LB
agar que contenian 40 ul X-Gal (40 mg/ml) y 50 pg/ml de kanamicina o 100 pg/ml
ampicilina y se incubaron las placas toda la noche a 37 °C. Posteriormente se
almacenaron las placas a 4 °C durante 2-3 horas para permitir el desarrollo adecuado del

color.

« Seleccion de los transformantes

Se seleccionaron al menos 10 colonias blancas para al aislamiento de plasmidos.
En las placas de agar con antibidtico solo crecen aquellas bacterias que tienen el
plasmido que les otorga la resistencia al antibiotico. De entre las bacterias resistentes se
seleccionan aquellas colonias aisladas y blancas, puesto que son las que contienen
inserto en el plasmido, interrumpiendo el fragmento a del gen LacZ y reprimiendo asi la
actividad B galactosidasa.

Se creceran las colonias toda la noche en un volumen de entre 2 a 5 ml de medio

LB liquido que contenga 50 pg/ml de kanamicina.

« Aislamiento de los plasmidos con el gen de interes

Los plasmidos se aislaron de las bacterias con el kit GenElute Plasmid Miniprep
de SIGMA mediante la utilizacion de columnas de silice.

Las bacterias recombinantes estan sujetas a un proceso de lisis alcalina con SDS

seguido por la adsorcion del DNA en la columna de silice en presencia de una alta
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concentracion de sales. Todo aquello que no es DNA plasmidico es eliminado por
centrifugacion con un lavado de la columna. Finalmente es eluido con agua. Una vez
aislados los plasmidos su concentracion se mide mediante medida de absorbancia a 260
nm.

Se llevaron a cabo PCR interna y electroforesis en gel de agarosa para confirmar
que el inserto de interés estaba dentro del pldsmido aislado de las bacterias. Los
plasmidos positivos a la amplificacion se mandaron a secuenciar. Una alicuota de las
bacterias competentes con el inserto se almacend con 15% de glicerol a -80 °C para

posteriores usos.

3.1.12 Clonaje de la secuencia codificante de Sytl hepatica en el vector de

expresion pLIVE

El vector pLIVE (Liver In Vivo Expression) de la casa MIRUS (Mirus Bio
Corporation, Madison, W1, USA), esta disefiado para un alto nivel de expresion de los
transgenes en el higado del raton durante periodos prolongados de tiempo (3-5 dias tras

inyeccion del vector en sangre del raton).

Procedimiento

» Analisis de restriccion del fragmento de interés y del vector pLIVE, digestion y
ligacion

Se hizo un anélisis de restriccion en la base de datos online, ReBase, para
seleccionar las enzimas con las que se cortaria el vector y el fragmento para que la
ligacion pudiera llevarse a cabo. Las enzimas escogidas BamHI y Xhol sélo cortan las

secuencias:
BamHI| G GATC.C
Xhol C TCGA.G

Tanto el vector de expresion pLIVE como el vector pCRII clonado con la
secuencia de Sytl fueron digeridos con las enzimas seleccionadas para crear extremos

cohesivos.
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Mix de reaccion para la e

Mouse AFP Enhancer Il

digestion con las enzimas UG o1

Mouse Minimal Albumin Promoter

seleccionadas:

Infron 1

pLIVE™ Vector / e |
3423 bp - Sl

~— Smal

BamH |

* 1 ug total DNA

MCS

° 2 “’I Bl:lffer B Sehl2417 - Intron 2 g;g}l
Kanamycin Resistance Gene Xho |

0,5 pl de BamHI o

° 0'5 ul de Xhol e WBD‘\ Polyadenylation Region

« Agua hasta 20 pl Figura 10: Esquema del vector de expresion pLIVE

El mix se incub6 a T? dptima durante 4 horas. Para evitar la recircularizacion del
vector se tratd con fosfatasa alcalina que elimina los grupos fosfato en 5°. Como fue
descrito anteriormente se purificaron y analizaron por electroforesis los productos

digeridos antes de llevar a cabo la ligacidn del vector: inserto en una proporcion 2:1.

e Transformacion en células competentes, seleccion de los transformantes y
aislamiento de plasmidos

Una vez ligado el inserto en el vector, se transformd en bacterias E.coli
competentes segun lo descrito anteriormente, se seleccionaron aquellas bacterias
capaces de crecer en placas con kanamicina, s6lo aquellas que han incorporado el
plasmido adquirieron dicha resistencia al antibiotico.

Los plasmidos se aislaron de las bacterias con el kit comercial QIAGEN
Endofree Plasmid Purification, para la eliminacion de endotoxinas E.coli. Una vez
aislados los plasmidos se llevo a cabo un analisis de restriccion y una PCR interna para
verificar que el vector pLIVE contuviese el fragmento de interés y se mand6 a

secuenciar.

3.2 Cultivo celular

3.2.1 Manejo y condiciones de cultivo

Todos los trabajos de cultivo celular se llevaron a cabo en campana de flujo
laminar y en las mas estrictas condiciones de asepsia. Las células se mantuvieron a 37
°C en una atmosfera de 95% de aire y 5% de CO2.
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3.2.2 Mantenimiento de la linea celular HepG2

Reactivos

* Medio esencial Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con glucosa (Gibco
Invitrogen, Paisley, Reino Unido)

* SFB: Suero Fetal Bovino (Lonza). Previo a su utilizaciéon, se sometid a una
temperatura de 56 °C durante 30 minutos en un bafio termostatizado para inactivar las
proteinas del complemento

* Penicilina (10000 U/ml) (Gibco)

* Estreptomicina (10000 ug/ml) (Gibco)

* L-glutamina 4 mM (Gibco)

* Piruvato de sodio 1 mM (Lonza)

» Aminoécidos no esenciales 10 mM (Gibco)

» Material de cultivo celular estéril (Sarstedt)

La linea celular humana HepG2 se mantuvo en crecimiento a 37 °C y atmdsfera
de CO2 al 5% con el medio esencial Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
suplementado con suero fetal bovino al 10%, penicilina al 1%, estreptomicina al 1%, L-
glutamina 4 mM, aminodcidos no esenciales al 1% y piruvato de sodio 1 mM en
botellas de plastico para cultivos de 25 cm?. El medio de cultivo se cambi6 cada dos

dias.

3.2.3 Tripsinizacion de los cultivos

Reactivos
* Medio de cultivo (DMEM)
* PBS (pH 7,4) (NaCl 136 mM, KCI 0,2 g/l, NazHPO4 1,44 g/l y KH2PO4 0,24 g/l).
* Agua destilada
* Tripsina 2,5%, 10X (Gibco)
* EDTA 10 mM
Cada 7 dias aproximadamente, cuando las células ocupaban un 90% de la
superficie de cultivo, se procedio a su individualizacion. Para ello se aspir6 el medio de

cultivo y se incubaron durante 5-10 minutos a 37 °C con 1 ml de una solucién de
tripsina (50 ml de agua destilada; 5,5 ml de PBS 10X; 7,7, ml de tripsina 10X; 7,7 ml de
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EDTA). Pasado este tiempo, las células se homogeneizaron en 5 ml de medio de

cultivo.

3.2.4 Siembra de las células

En una caja de 25 cm? se sembraron las células para el mantenimiento de la linea
celular a una confluencia del 20% (1.000.000 de células aproximadamente), con un
volumen de 5 ml de medio de cultivo. En placas de 60 mm de didmetro se sembraron
las células a una confluencia del 60% por pocillo para los experimentos de extraccion de
RNA celular, que se afiadieron en un volumen de un 3 ml de medio por placa. Tras este
periodo, se aspird el medio y las células se recogieron en la solucion Tri-reagent
(Ambion, Austin, TX, USA), y se procedi6 a aislar el RNA tal y como se indica en el

apartado 3.1.1.

3.2.5 Congelacién de las células

Reactivos
* SFB (Lonza)
« DMSO

Se procedié como en el procedimiento de la tripsinizacion, los 5 ml de células
resuspendidas se centrifugaron a 300 g durante 5 minutos, se aspiré el medio y al
sedimento celular que se le afiadié 0,5 ml de SFB con DMSO al 10% gota a gota muy
frio. La mezcla se guardé en viales y la congelacion se efectué de manera progresiva en
un contenedor con isopropanol y etanol (5100 Cryo 1 °C Freezing Container, Mr.
Frosty) en un congelador de -80 °C durante 24 h. Posteriormente, los tubos se

almacenaron en nitrégeno liquido hasta su utilizacion.

3.2.6 Descongelacion de células

Se sac6 el vial del contenedor del nitrégeno liquido y se atemperd a 37 °C en un
bafio termostatico durante 2 minutos. EI contenido del vial se mezcl6 con 5 ml de medio
de cultivo y se centrifugd a 300 g durante 5 minutos para retirar el DMSO, se aspir6 el
medio y se resuspendio en 5 ml de medio de cultivo, se sembré en una caja de 25 cm? y

se mantuvo en crecimiento a 37 °C en atmoésfera de CO».
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3.2.7 Transfeccion de las células con el vector de expresion hepéatico pLIVE con el
gen de interés Sytl

Reactivos

* FUGENE® HD Transfection Reagent (Promega Corporation, Madison, W1, USA)

* Plasmido de expresion clonado pLIVE-Sytl en agua libre de endotoxinas

Procedimiento

Para el experimento las células HepG2 se sembraron en placas de 60 mm @, a una
confluencia del 60% por placa. Tras unos dias de crecimiento en el que se alcanzo el 80%
de confluencia se cambi6 el medio y se transfect6 cada pocillo con 500 ul del siguiente
mix:
* En 480 ul de medio DMEM afiadir 5 pg del constructo pLIVE-Sytl
« Afiadir 15 pl de FUGENE® HD reagent gota a gota. Ratio reactivo: vector utilizado 3:1
» Mezclar cuidadosamente con pipeta 0 vortex
* Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

« Afadir el mix gota a gota en suave agitacion.

Para cada una de las condiciones de transfeccion se sembré una placa control. Las
células HepG2 fueron recogidas a las 24, 48, 72 y 96 horas tras la transfeccion para probar
el funcionamiento y los niveles de expresion del plasmido. Tras este tiempo se aspir6 el
medio de cultivo, y las células se recogieron con el reactivo Tri-reagent (Ambion, Austin,
TX, USA). Tras 5 minutos a temperatura ambiente se procedid a la extraccion del RNA

celular y la sintesis del DNA complementario, tal y como se indica en el apartado 3.1.1.

3.3 Material biolégico

Los ratones se mantuvieron en el Servicio de Biomedicina y Biomateriales de la
Universidad de Zaragoza. Todos los animales se alojaron en jaulas con tapa de filtro
estériles en habitaciones con un microclima controlado, con una temperatura maxima de
23 °C y minima de 20 °C, humedad maxima del 60% y minima del 50% y con una
relacion de ciclo luz-oscuridad de 12 horas para cada una de las fases y acceso ad
libitum a alimentos y agua. Todas las dietas se prepararon semanalmente y se
mantuvieron en atmdsfera de N2 a —20 °C. Se proporciond comida fresca a diario

durante el tiempo que duro cada experimento. Las dietas fueron bien toleradas.
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Para establecer los grupos de animales de estudio con un nivel similar de
colesterol basal en plasma, se tomaron muestras sanguineas a animales de dos meses de
edad (tras 4 horas de ayuno) de la vena facial en ratones y de la vena de la cola en ratas.
En el plasma obtenido se determiné la concentracion de colesterol.

En todos los estudios realizados los animales se manipularon de acuerdo a las
condiciones sobre proteccion de animales utilizados para la experimentacion y otros
fines cientificos (Real Decreto 53/2013) y los procedimientos fueron aprobados por el

Comité de Etica para la Experimentacion Animal de la Universidad de Zaragoza.

3.4 Estudios experimentales

La composicion de las dietas base usadas en los diferentes estudios quedan
descritas en la Tabla 5.

3.4.1 Influencia de la sobre expresion de Sytl en ratones wild-type alimentados con

una dieta normal

Se emplearon quince
ratones macho wild-type de
tres meses de edad con un
fondo genético C57BL/6J,
obtenidos de Charles River
(Charles River Laboratories,
Barcelona, Espafia) y criados
en el Servicio de

Biomedicina y Biomateriales

de la Universidad de
Figura 11: Inyeccion en cola en raton. La flecha indica el
Zaragoza. Todos l0s  Jugar donde se realiza la inyeccién en la vena caudal.

animales recibieron la misma

dieta normal. Se establecieron dos grupos de estudio: a) un grupo (n = 8) fue inyectado
con 50 ug del plasmido pLIVE-Sytl diluido en un volumen de suero salino (0,9%
NaCl) equivalente al 10% del peso del animal de forma hidrodinamica en la vena caudal
durante 5 segundos como esta descrito [381, 382], y b) otro grupo (n = 7), inyectado

con suero salino.
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3.4.2 Influencia de la sobreexpresion de Sytl en ratones deficientes en APOE
alimentados con una dieta occidental

Se emplearon veintidds ratones macho homocigotos deficientes en APOE de tres
meses de edad con un fondo genético C57BL/6J, obtenidos de Charles River (Charles River
Laboratories, Barcelona, Espafia) y criados en el Servicio de Biomedicina y Biomateriales
de la Universidad de Zaragoza. Se establecieron dos grupos: a) un grupo (n = 11) fue
inyectado en la vena caudal con 15 ug del plasmido pLIVE- Sytl diluido en un volumen
de suero salino (0,9% NaCl) equivalente al 10% del peso del animal [381, 382], b) el
otro grupo (n = 11) fue inyectado solo con suero salino. La inyeccion fue repetida por
segunda vez transcurridos cuatro dias de la primera inyeccién. Los animales fueron
alimentados durante 12 dias con una dieta occidental purificada que contenia un 0,15%
de colesterol y un 20% de aceite de palma refinado.

3.4.3 Influencia de componentes de la dieta y hormonas sobre la expresion de Sytl

en ratones deficientes en APOE

3.4.3.1 Influencia del colesterol

Se emplearon catorce ratones macho homocigotos deficientes en APOE de dos
meses de edad con un fondo genético C57BL/6Jx0lal29, proporcionados generosamente
por la Dra. Nobuyo Maeda de la Universidad de Carolina del Norte y criados en el
Servicio de Biomedicina y Biomateriales de la Universidad de Zaragoza. Los ratones
fueron distribuidos en uno de los siguientes grupos experimentales: a) grupo control (n
= 7) alimentados con una dieta normal (B & K Universal Ltd, Humberside, UK) y b) un
grupo colesterol (n = 7) alimentados con la misma dieta suplementada con 0,1% (p/p)

de colesterol. Los animales recibieron dichas dietas durante 10 semanas [383].
3.4.3.2 Influencia de una dieta occidental

Se emplearon veintidds ratones macho homocigotos deficientes en APOE de tres
meses de edad con un fondo genético C57BL/6J, obtenidos de Charles River (Charles
River Laboratories, Barcelona, Espafia) y criados en el Servicio de Biomedicina y

Biomateriales de la Universidad de Zaragoza. Se establecieron dos grupos: a) un grupo
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(n = 13) recibi6 una dieta normal y b) otro grupo (n = 9) recibi6é una dieta occidental
que contenia un 0,15% de colesterol y un 20% de aceite de palma refinado (Gustav
Heess, S.L., Barcelona, Spain) [384].

3.4.3.3 Influencia del acido oleandlico

Se emplearon diecisiete ratones macho homocigotos deficientes en APOE de dos
meses de edad con un fondo genético C57BL/6J, obtenidos de Charles River (Charles
River Laboratories, Barcelona, Espafia) y criados en el Servicio de Biomedicina y
Biomateriales de la Universidad de Zaragoza. Se establecieron dos grupos de estudio: a)
un grupo (n = 8) recibid una dieta semipurificada tipo occidental (Gustav Heess, S.L.) y
b) el otro grupo (n = 9) recibid la misma dieta pero suplementada con acido oleandlico
al 0,01% (Extrasynthese, Genay, Francia), equivalente a una dosis de 10 mg/kg de raton
asumiendo una ingesta diaria de 3 g por raton [385].

3.4.3.4 Influencia del escualeno

Se emplearon diecinueve ratones macho homocigotos deficientes en APOE de
dos meses de edad con un fondo genético C57BL/6J, obtenidos de Charles River
(Charles River Laboratories, Barcelona, Espafia) y criados en el Servicio de
Biomedicina y Biomateriales de la Universidad de Zaragoza. Se establecieron dos
grupos de estudio: a) un grupo control (n = 9) recibi6 una dieta semipurificada tipo
occidental (Gustav Heess, S.L.) y b) otro grupo tratamiento (n = 10) que recibid la
misma dieta pero suplementada con escualeno al 1% (Sigma-aldrich, Madrid, Espafia),
equivalente a una dosis de 1 g/kg raton asumiendo una ingesta diaria de 3 g por raton
[386].

3.4.3.5 Influencia del sexo
Se emplearon ratones machos y hembras homocigotos deficientes en APOE de
dos meses de edad con un fondo genético C57BL/6J, obtenidos de Charles River

(Charles River Laboratories, Barcelona, Espafia) y criados en el Servicio de

Biomedicina y Biomateriales de la Universidad de Zaragoza.
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Con dieta normal
Se establecieron dos grupos: a) uno de machos (n = 13) y b) un segundo grupo

de hembras (n = 13). Todos recibieron la misma dieta normal durante 11 semanas.

Con dieta occidental
Se establecieron dos grupos de estudio: a) un grupo de machos (n = 9) y b) un
grupo de hembras (n = 10), ambos grupos recibieron una dieta occidental durante 11

Semanas.

Tabla 5: Composicion de las dietas usadas en los diferentes estudios basadas en las recomendaciones
AIN-93 para dietas de roedores en laboratorios [387].

Semipurificada normal ~ Semipurificada occidental

Ingredientes (9%) (9%)
Almidén de maiz 46,57 37,2
Caseina 14,0 11,2
Maltodextrina 15,5 12,4
Sacarosa 10,0 8,0
Aceite soja 4,0 3,2
Celulosa 5,0 4,0
Minerales 3,5 2,8
Vitaminas 1,0 0,8
Colina 0,25 0,2
Cistina 0,18 0,1
Colesterol -- 0,15
Grasa de palma -- 20

3.4.3.6 Influencia de la castracién

Se emplearon ratones machos y hembras homocigotos deficientes en APOE de
dos meses de edad con un fondo genético C57BL/6J, obtenidos de Charles River
(Charles River Laboratories, Barcelona, Espafia) y criados en el Servicio de
Biomedicina y Biomateriales de la Universidad de Zaragoza. Recibieron una dieta

occidental durante 11 semanas.

En machos

Se establecieron dos grupos de machos: a) un grupo control (n = 9) y b) un
grupo orquiectomizados (n=9).
En hembras

Se establecieron dos grupos de hembras: a) un grupo control (n = 9) y b) un

grupo ovariectomizadas (n=29).
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3.5 Sacrificio de los animales

Reactivos:

* PBS (pH 7,4) (NaCl 136 mM, KCI 0,2 g/l, NazHPO4 1,44 g/l y KH2PO4 0,24 g/l).
* EDTA 0,5 M.

* Formaldehido al 10%.

» Paraformaldehido al 4%

Tras ese periodo experimental se mantuvieron en ayuno durante 4 horas, tras lo
cual se anestesiaron con CO>. A continuacion se inmovilizaron en posicion de decubito
supino, se cortd y rebatid la piel abdominal, y se procedio6 a la extraccion de la sangre
por aspiracion intracardiaca. Por centrifugacion de la sangre se obtuvieron el suero y el
plasma (recogido con EDTA), que se emplearon para las determinaciones bioquimicas
correspondientes. A continuacion se perfundié con PBS el sistema circulatorio del
animal. Répidamente, se extrajo el higado, se pes6 y una parte se conservd en
formaldehido y/o paraformaldehido al 4% para el andlisis histolégico. El resto se
congeld en N liquido y posteriormente se almacend a -80 °C hasta el momento de su

analisis.
3.6 Estudio de la expresion génica

Para el estudio de la expresion génica se utiliz6 la técnica cuantitativa de PCR a
tiempo real sobre muestras de los distintos estudios experimentales obtenidas siguiendo
los protocolos anteriores descritos para la extraccion del RNA (3.1.1), limpieza (3.1.2) y
retrotranscripcion (3.1.3). El disefio de cebadores utilizados queda descrito en el
apartado 3.1.4.

PCR cuantitativa a tiempo real

La amplificacion de las secuencias de DNA por qPCR se llevd a cabo con
parejas de secuencias cortas de oligonucleotidos complementarios a una determinada
secuencia de la hebra del cDNA sintetizado. Estos cebadores o primers permiten
amplificar de forma exponencial la secuencia que delimitan mediante una DNA
polimerasa termoestable y repetidos ciclos de apertura de hebras y polimerizacion.

La cuantificacion de la reaccion en tiempo real se efectud por la medida en un

termociclador (ABI Prism 7700 Sequence detector o Step One Real-Time PCR System,
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Applied Biosystems) de la emisién de fluorescencia del fluorocromo Sybr Green, el
cual se une inespecificamente al DNA y permite medir en cada ciclo la generacion
exponencial de DNA.

Para ello empleamos el reactivo Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems)

dentro de un volumen de reaccion de 12,5 pl que contenia los siguientes reactivos:

* 1 pl del cDNA en la dilucién 6ptima en cada caso

* 6,25 ul de la mezcla de Sybr Green Master

¢ 0,25-0,5 pl del primer directo (concentracion final de 100-200 nM)
¢ 0,25-0,5 pl del primer reverso (concentracion final de 100-200 nM)
* Agua hasta un volumen final de 12,5 pl

Se llevaron a cabo 40 ciclos de amplificacion en el termociclador, que constaban
de las siguientes etapas: desnaturalizacion de la doble hebra de DNA a 95 °C durante 15
segundos, hibridacion a 60 °C de los cebadores al extremo 3’ de cada una de las hebras

y extension de la cadena durante 1 minuto mediante la actividad de la DNA polimerasa.

Eleccion del gen 6ptimo de referencia

La cuantificacion final de la qPCR se refirié a un gen de referencia. Este gen
debe tener una expresion invariable en la especie, el tejido y las condiciones que
vayamos a valorar. En el caso del ratdn, se eligié como gen de referencia la ciclofilina
B, ya que es un gen muy estable en higado, como se ha podido comprobar en estudios
precedentes de nuestro grupo de investigacion [12, 388]. La cantidad relativa de todos
los MRNAs se expreso en relacion con la expresion del gen de referencia mediante la

ecuacion 2°44¢t [389].

3.7 Determinaciones analiticas y estudio histolégico en higado

3.7.1 Extraccidn y determinacion de lipidos hepaticos

Reactivos

* PBS (pH 7,4) (NaCl 136 mM, KCI 0,2 g/l, Na;HPO4 1,44 g/l y KH2PO4 0,24 g/l)
* Cloroformo: metanol en proporcién 2:1

* Isopropanol

* Tubos de vidrio

* Reactivos colorimétricos para determinacion de triglicéridos y colesterol
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Se tomo una muestra de higado (10 mg aproximadamente) cuyo peso se registro
para ajustar los resultados posteriormente. A continuacion se afiadio 1 ml de PBS y se
homogeneizd hasta la completa disgregacion del tejido y se transfirié a un tubo de
vidrio. La extraccion de lipidos se inicio con la adicion de 3 ml de cloroformo: metanol
en proporcion 2:1, se mezcld y se centrifugd a 500 g durante 5 minutos siguiendo el
método de Folch [390].

Los lipidos solubilizados en la fase organica se recogieron con pipeta Pasteur y
se transfirieron a otro tubo de vidrio. Se volvio a repetir el proceso de extracciéon con 1,5
ml de la mezcla cloroformo: metanol y se centrifugé en las mismas condiciones. Se
tomd de nuevo la fase organica y se combind con la extraida en la centrifugacion
anterior. Finalmente se evaporé el cloroformo en un bafio a 50 °C bajo corriente de
nitrogeno para evitar la oxidacion de los lipidos y éstos se solubilizaron en 100 ul de
isopropanol. Con los extractos lipidicos disueltos en isopropanol se determinaron los

triglicéridos y el colesterol.

3.7.1.1 Determinacidn del colesterol hepético

El colesterol hepatico se cuantifico por colorimetria con el Kit Infinity™
Cholesterol (Thermo Scientific) por hidrélisis de los ésteres de colesterol mediante la
enzima colesterol esterasa y la posterior oxidacion del colesterol por la colesterol
oxidasa. El perdxido de hidrogeno liberado se utilizd para formar una quinona coloreada

cuya absorbancia maxima corresponde a 550 nm.

Colesterol esterasa
Colesterol esterificado

v

Colesterol + 4cidos grasos libres

Colesterol oxidasa

v

Colesterol + O Colest-4-en-Ona + H20,

Peroxidasa
2H,0; + 4-aminoantipirina + p-hidroxibecenosulfonato —— Quinoneimina coloreada + 4 H,O

Para efectuar la reaccion, se incubaron 2 pl de muestra con 100 pl de reactivo
durante 30 minutos a temperatura ambiente, se incluyeron muestras sin colesterol como
blanco y un calibrador de colesterol cuya concentracion fue 200 mg/dl. La lectura de las
absorbancias se llevo a cabo en un lector Tecan Spectra Fluor Plus para placas equipado

con un filtro de 550 nm.
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3.7.1.2 Determinacion de los triglicéridos hepéticos

Los triglicéridos hepaticos se cuantificaron por colorimetria con el Kit Infinity™
Triglycerides (Thermo Scientific), basado en la hidrdlisis enzimética de los triglicéridos
y la subsiguiente fosforilacion y oxidacion del glicerol liberado, para dar un compuesto
coloreado cuya absorbancia se determina a 550 nm, y es proporcional a la concentracién

de triglicéridos presentes en la muestra.

Lipasa
Triglicéridos + H,0O » Glicerol + &cidos grasos libres

Glicerol quinasa
Glicerol + ATP » Glicerol-3-fosfato + ADP

Glicerol-fosfato oxidasa

Glicerol-3-fosfato + O Dihidroxiacetona-fosfato + H.O»

v

Peroxidasa

H,0; + 4- aminoantipirina + 3,5 DHBS Quinoneimina coloreada + 2 H,O

v

El lector empleado fue el Tecan Spectra Fluor Plus con un filtro de 550 mn. Para
efectuar la determinacion se mezclaron 2 pl de muestra y 100 pl del reactivo y se incubo
durante 30 minutos a temperatura ambiente. En cada placa se incluyeron un blanco y

una recta de calibrado de glicerol, en un rango de concentraciones desde 0,1 a 10 mM.

3.7.2 Estudio histoldgico hepatico

Las muestras de higado tomadas en paraformaldehido al 4% se utilizaron para
realizar su estudio histol6gico en todos los animales incluidos en los estudios. Para ello
se incluyeron en parafina segun la técnica convencional, mediante un proceso de
deshidratacion con alcoholes de graduacion creciente, aclaramiento con xileno y
finalmente inclusion en parafina (punto de fusion de 56 °C), todo ello llevado a cabo en
un inclusor automatico. Se separaron los blogues de parafina y se realizaron cortes
histologicos de 4 um de espesor que fueron desparafinados mediante aplicacion de calor
durante 30 minutos a 60 °C, seguido de dos lavados de 5 minutos en un bafio de xileno.
Se transfirieron los cortes en las siguientes soluciones para proceder a su hidratacion
durante 3 minutos a temperatura ambiente: etanol 100% dos veces; etanol 95%, 90%,
85%, 70%, 50% y 30%; y finalmente 2 lavados en agua destilada. Los cortes se tifieron

con hematoxilina-eosina (H-E) y a continuacion se observaron con un microscopio
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optico Nikon (Eclipse E200) y se fotografiaron con una camara digital Nikon (DS-Fil)
acoplada al microscopio.

Este estudio tenia 2 finalidades. La primera comprobar la idoneidad de los
higados para incluirlos en los agrupamientos de los plasmas procesados por el FPLC; o
en caso contrario no incluirlos si presentaban patologias hepaticas que pudieran
ocasionar datos anomalos asi como la utilizacion de cortes en técnicas
inmunohistoquimicas. En segundo lugar, a partir de las fotografias obtenidas evaluar y
valorar el contenido de grasa en el higado mediante un programa de procesamiento de
imagenes (Adobe PhotoShop CS2) que nos permitié medir la superficie de las gotas
lipidicas. El resultado se expres6 como porcentaje del area de la seccion ocupada por las

gotas lipidicas.

3.7.3 Localizacion de SYT1 mediante técnicas inmunohistoquimicas

El tejido hepatico incluido en parafina fue cortado con un grosor de 4-pum
usando un microtomo, desparafinado e hidratado como se ha descrito anteriormente. Se
procedid a la recuperacion del antigeno mediante la incubacion de los cortes en buffer
citrato (10 mM Tris-citrato de sodio, 1,9 mM &cido citrico, pH 6.0) calentandolos a
media potencia en un microondas durante 15 minutos. A continuacion, la peroxidasa
enddgena fue inactivada incubando las secciones 3 minutos en H202 con metanol al 3%
(suministrado en el kit de DAKO EnVision+System-HRP (DAB)), seguido del bloqueo
de las reacciones inespecificas durante 1 hora a temperatura ambiente en TBS (Trizma
base 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7.6) con BSA al 5%. La inmunohistoquimica se llevé a
cabo usando un anticuerpo policlonal anti-raton SYT1 generado en conejo (1451-1-AP,
Proteintech Group, Inc., Manchester, UK, diluido 1/500 en TBS) incubando durante
toda la noche a 4 °C las secciones. Para la deteccidn de la sefial peroxidada se usé un kit
comercial de DAKO (DAKO Corporation, Carpinteria, CA, USA), EnVision+System-
HRP (DAB) generado para su uso con anticuerpos primarios de conejo. Finalmente las
secciones fueron contrastadas con hematoxilina durante 2 minutos. Para evaluar la
especificidad de la técnica, se llevaron a cabo controles incubando las secciones de
higado en TBS sin anticuerpo primario. Ademas se realizaron controles positivos bajo

las mismas condiciones en tejido neuronal.
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3.8 Deteccion inmunoespecifica de proteinas

3.8.1 Extraccion de proteinas mediante fraccionamiento subcelular
Reactivos

 Buffer de homogenizacion: se utilizd una solucion de sacarosa 0,25 M a la que se
afiadid 1 pastilla de inhibidor de proteasas (Roche) cada 10 ml.
« Soluciones de sacarosa para el gradiente:
* 0,25 M con p=1,05 g/ml. Se pesaron 4,27 g de sacarosa y se disolvieron en 50
ml de agua.
* 1,33 M con p=1,18 g/ml. Se pesaron 4,55 g de sacarosa y se disolvieron en 10
ml de agua.
* 2 M con p=1,26 g/ml. Se pesaron 27,37 g de sacarosa y se disolvieron en 40
ml de agua.
« Soluciones para la obtencion de fracciones lisosomales y mitocondriales
* Buffer de resuspension para obtencion fracciones lisosomales y mitocondriales
Sorbitol 0,32 M
EDTA 0,1 mM
Tampdn fosfato/amonio 5 mM pH 8
* Bifase polietilenglicol-dextrano (7 g). Se prepar0 el dia anterior y se pesoé en el
siguiente orden:
- Dextrano T-500 6.6% (p/p): se pesaron 2,64 g de una solucién stock al 20%.
- Polietilenglicol 4000 6.6% (p/p): se pesaron 1,32 g de una solucién al 40%.
- Manitol 0,32 mol/Kg.: se pesaron 2,24 g de una solucion stock de 1 mol/kg.
- Tampo6n amonio/fosfato 5 mM pH 7.8: se pesaron 0,2 g de una solucion 0,2 M
pH 7.8.
- EDTA disodico 0,1 mM: se pesaron 0,1 g de una solucion stock de EDTA 10
mM.
- Cloruro amonico 1 mM: se afiadieron 40 pl de una solucion stock 1 M.
- Se afiadio agua hasta 7 g y se dejé la bifase toda la noche a 4 °C.
» PBS. Como se ha descrito anteriormente.
» Tampon PBS TritonX100 al 0,2%, glicerol al 10%. Utilizado para romper membranas

una vez obtenidas las distintas fracciones subcelulares. Se afiade previamente a 500 ml
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de PBS, 1 ml de TriténX100 (0,2%). De esta solucién se toman 9 ml y se afiade 1 ml de
glicerol.

Procedimiento

3.8.1.1 Obtencion de la fraccion de membrana plasmética utilizando un gradiente
de sacarosa

Tras la homogenizacion en un potter de cristal de 180 mg de higado con 1 ml de
buffer de homogenizacién se centrifugaron las muestras a 280 g durante 5 minutos. Se
recogio el sobrenadante y se resuspendio el pellet con 500 pl del buffer de
homogenizacién y se volvid a centrifugar en las mismas condiciones. A continuacion se
mezclé el primer y segundo sobrenadante y se centrifug6 a 1.500 g durante 10 minutos
a 4 °C. Tras la centrifugacion, el sobrenadante con mitocondrias, lisosomas, grandes
vesiculas, fraccién microsémica y citosol se guardd para ser utilizado posteriormente
mientras que el pellet se resuspendié en 665 ul de solucion de sacarosa 0,25 M para
separar nucleos de membrana plasmatica mediante un gradiente de sacarosa siguiendo
el método de Hubbard [391]. El pellet resuspendido se volc6 en un tubo de
ultracentrifuga al que a continuacion se le afiadié 2,83 ml de solucién de sacarosa 2 M y
655 pl de la solucion 1,33 M, para crear el gradiente de sacarosa y se centrifugd a
82.000 g durante 60 minutos a 4 °C. Se colect6 la fraccion de membrana plasmatica que
equilibraba entre las densidades 1,05 y 1,18 g/ml de las soluciones 0,25 y 1,33 M de
sacarosa, Yy se lavd con sacarosa 0,25 M centrifugando a 48.000 g durante 20 minutos a
4 °C. La fraccion de membrana plasmatica enriquecida se resuspendio en 200 ul de
buffer PBS con TritdnX100 al 0,2%, glicerol al 10% y se dejoé en hielo durante 30
minutos, tras el cual se sonico con ultrasonidos para conseguir la rotura total de las

membranas.
3.8.1.2 Obtencidn de lisosomas y grandes vesiculas mediante bifase

El sobrenadante guardado anteriormente en la obtencion de la fraccion de
membrana plasmatica fue centrifugado a 20.000 g durante 15 minutos a 4 °C. El

sobrenadante con proteinas microsomales y citosolicas se guardd y el pellet con

mitocondrias, lisosomas y grandes vesiculas se lavé con 1 ml de buffer de resuspension
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(Sorbitol 0,32 M, EDTA 0,1 mM, tampon fosfato/amonio 5 mM pH 8.0) para la
obtencion de la fraccion de lisosomas y grandes vesiculas y se centrifugd a 19.000 g
durante 20 minutos a 4 °C. El sobrenadante se decanto y se volvio a resuspender en 1 ml
de buffer de resuspension y se volco sobre la bifase [392]. Se mezcld 20 veces por
inversion y se centrifugd a 600 g durante 2 minutos a 4 °C en rotor basculante. Se
recogieron separadamente las dos fases, la inferior de dextrano con las mitocondrias y la
superior de polietilenglicol con lisosomas y grandes vesiculas, se rompid el polimero
con sacarosa 0,25 M y se centrifug6 a 19.000 g durante 20 minutos a 4 °C. Se lavo el
pellet con sacarosa 0,25 M y se centrifugé a 19.000 g durante 20 minutos a 4 °C,
finalmente el pellet con lisosomas y grandes vesiculas se resuspendié en 100 pl de
buffer PBS con TritdnX100 al 0,2% y glicerol al 10%, se dejé en hielo durante 30
minutos y se sonicd con ultrasonidos para conseguir extraccion total de las proteinas de

la fraccion.

3.8.1.3 Obtencidn de proteinas microsomales

El sobrenadante guardado durante la obtencion de la fraccion lisosomal fue
centrifugado a 100.000 g durante 1 hora a 4 °C. El sobrenadante obtenido contenia
proteinas citosélicas mientras que el pellet con la fraccion microsémica se resuspendid
en 150 pl de buffer PBS con TritonX100 al 0,2%, glicerol al 10% y se dejo en hielo
durante 30 minutos, tras el cual se sonic6 con ultrasonidos para conseguir la rotura total

de las membranas.

3.8.2 Cuantificacion de proteinas

La determinacion de las concentraciones de proteinas en las fracciones hepéticas
se realizo siguiendo el protocolo de Biorad Protein Assay (Biorad, Munich, Germany),
que se fundamenta en el método Bradford [393], el cual se basa en el cambio de color
del azul brillante de Coomasie al interaccionar con los aminoacidos aromaticos y con
los residuos de arginina.

Para ello se cred una recta patron de albumina de suero bovino (BSA) con
concentraciones comprendidas entre 0 y 1.300 pg/ml. Las diluciones de las muestras se
hicieron de forma que entraran dentro del rango de la recta de calibrado. En cada pocillo

de una placa multipocillo para 96 muestras se depositaron 2 pl de muestra y 100 pl de
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reactivo de Bradford (Biorad) diluido 1/5 de acuerdo con las instrucciones del
fabricante, y se dejo actuar durante 10 minutos a temperatura ambiente para completar
la reaccion. La lectura de la absorbancia se realizd a 595 nm con un aparato Tecan

Spectra Fluor Plus. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado.

3.8.3 Analisis de Western-Blot

Es una técnica analitica usada para detectar proteinas especificas en una muestra
determinada, mediante el uso de anticuerpos marcados conjugados directa 0

indirectamente [394].

3.8.3.1 Electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida- SDS

La electroforesis es la técnica mas utilizada para separar un amplio rango de
moléculas bioldgicas y permite diferenciarlas de acuerdo con sus propiedades fisicas de
tamafio y de carga. Esta técnica se basa en una corriente eléctrica continua que pasa a
través de un material conductor, que en nuestro caso ha sido un gel de poliacrilamida
con SDS, que es el més utilizado y en el que se separan las proteinas de acuerdo a su
peso molecular recorriendo una distancia mayor las moléculas mas ligeras. El tamafio
de poro del gel lo va a determinar la proporcién de acrilamida/bisacrilamida que hace
cruzamientos entre la acrilamida y la bisacrilamida. La distancia recorrida depende del

porcentaje de acrilamida del gel.

Reactivos

» Tampon de electroforesis, Tris/HCI (pH 8,3) 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0,1%

« Solucion de acrilamida al 30%, acrilamida 29,2% y bisacrilamida 0,8%.

» Tampdn del gel Inferior, Tris/HCI (pH 8,8) 1,39 mM, EDTA 8 mM y SDS al 0,4%.

» Tampdn del gel Superior, Tris/HCI (pH 6,8) 0,45 M, EDTA 8 mM y SDS al 0,4%.

* Solucion de persulfato aménico (APS) al 10%.

» Temed.

» Tampon de carga, Tris/HCI (pH 6,8) 45 mM, EDTA 0,8 mM, glicerol al 10% (v/v), B-
mercapto etanol (v/v) al 5%, azul de bromofenol al 0,004% y SDS al 3%.

» Marcador de pesos moleculares (Biorad).

* Isopropanol.
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» Agua destilada desionizada y estéril (ADDE).

Procedimiento

Los geles de poliacrilamida se forman por la polimerizacion de la acrilamida por
accion de un agente entrecruzador (‘cross-linking') la bis-acrilamida en presencia de un
iniciador TEMED (N,N,N,N'-tetrametilnediamina) y un catalizador, el ién persulfato
que se afiade en forma de persulfato amonico. La electroforesis desnaturalizante, la mas
comdn, es la que somete a las proteinas a migracion asegurando su completa
desnaturalizacion (pérdida de la estructura tridimensional). El agente desnaturalizante
mas empleado es el sodiododecilsulfato o SDS, un detergente que provoca la ruptura de
los enlaces que mantienen la estructura de las proteinas proporcionandoles ademas una
carga neta negativa, por lo que éstas se separan en funcién de su peso molecular.

Los geles de poliacrilamida se realizaron con cristales de 10,2 x 8,1 cm de
longitud y espaciadores de 1,5 mm, utilizando el sistema de Biorad Mini-Protean Il y
una fuente de electroforesis de Pharmacia Biotech EPS-200. Los geles utilizados se
hicieron al 8% afiadiéndose en altimo lugar el Temed y el persulfato aménico al 10%,

que son los responsables de la polimerizacion, segun las siguientes cantidades:

Gel inferior 8%
Acrilamida 30% 2ml
Tampon del gel inferior 1,875 mi
Agua 3,625 ml
Temed 6 ul
Persulfato aménico 10% 51 ul

Se afadio isopropanol para evitar la desecacién y se dejo polimerizar el gel
durante media hora, transcurrido el tiempo se afiadi6 el mix con las siguientes

cantidades para la formacion del gel superior:

Gel superior

Acrilamida 30% 666 ul
Tampon del gel superior 1 ml

Agua 2,4 ml
Temed 14 ul
Persulfato amoénico 10% 40 pl

A las muestras se les afiadid tampon de carga en un volumen correspondiente al
20% del volumen final de muestra para aumentar su densidad y facilitar su depdsito en

el gel. Se desnaturalizaron a 95-100 °C durante 5 minutos para romper los puentes
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disulfuro, se incubaron en hielo 2 minutos para evitar que se renaturalizasen y se
centrifugaron brevemente. Cuando finaliz6 la polimerizacion del gel superior se
procedio a cargar entre 10-20 ug por pocillo de las distintas fracciones subcelulares
hepaticas para la deteccion de SYT1 y 40 ug por pocillo de la fraccién de membrana
plasmatica para la deteccion de SCARBLI. La electroforesis se llevo a cabo durante 110
minutos a 90 V. Para visualizar en todo momento el estado de la electroforesis y
comparar el tamafio de las proteinas se utilizé un marcador coloreado de pesos

moleculares (Fermentas).

3.8.3.2 Transferencia y deteccién inmunoespecifica de proteinas

Reactivos

» Tampoén de transferencia 25 mM Tris base, con metanol al 10%.

« Tampo6n PBS (NaCl 136mM, KCI 0,2g/1, Na2HPO4 1,44g/l y KH2PO4 0,24 g/l).

* Solucion de Bloqueo: Tampon PBS (pH 7,4) con BSA al 5%.

*Tampon PBS (pH 7,4) con BSA al 2,5% y Tween 20 al 1% utilizado para la dilucion
de los anticuerpos.

* Tampo6n PBS (pH 7,4) con Tween 20 al 1% utilizado para los lavados.

* Anticuerpo policlonal anti SYT1 de raton generado en conejo (1451-1-AP, Proteintech
Group, Inc., Manchester).

 Anticuerpo policlonal anti SCARB1 de raton generado en conejo (NB 400-101,
Abcam, Cambridge, UK).

+ Anticuerpo policlonal anti HSC70 de ratdn generado en cabra (K-19 SC-1059, Santa
Cruz, Biotechnology).

* Anticuerpo polyclonal anti FLOT2 de raton generado en cabra (A-16 SC-30750, Santa
Cruz, Biotechnology).

* Anticuerpo secundario de cabra anti conejo IgG (H&L) DyLight 800 (SA5-35575,
Thermo-scientific).

 Anticuerpo secundario de mono anti cabra 1gG (H&L) DyLight 680 (SA5-10090,

Thermo-scientific)
Procedimiento

Las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF (Millipore, Madrid)

utilizando un aparato de transferencia (Biorad) durante 30 minutos a 20 V y a 1.5
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mA/cm? de membrana. A continuacion se procedio al bloqueo de los sitios de union
inespecificos, introduciendo la membrana entre 1-3 horas a temperatura ambiente en la
solucion de blogueo y con agitacion moderada. Posteriormente se incubaron las
membranas durante toda la noche a 4 °C y al dia siguiente 2 horas a temperatura
ambiente con el anticuerpo primario. La expresion de SYT1 se evidencio diluyendo los
anticuerpos primarios en PBS con BSA al 2,5% y Tween20 al 1% a una dilucion 1/1000
y se utiliz6 HSC70 como control de carga diluido 1/1000 en el mismo buffer. Se
lavaron 3 veces las membranas con PBS con Tween20 al 0,1% (10 minutos/ lavado) y a
continuaciéon se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario diluido en PBS con BSA al 2,5% y Tween20 al 1%. Para la deteccién de
SYT1y SCARBLI se utilizé un anticuerpo secundario anti conejo DyLight 800 generado
en cabra a una dilucién 1/50.000 y para la deteccion de HCS70 y FLOT2 se incubaron
las membranas a una dilucion de 1/20.000 con un anticuerpo secundario anti cabra
DyL.ight 680 generado en mono. Después de la incubacion se lavo 3 veces con PBS con
Tween20 al 0,1% (10 minutos/ lavado) y tras un cuarto lavado con agua destilada se

procedio a la captura de las imagenes usando el aparato Odyssey® Clx (LI-COR).

3.9 Pardmetros plasmaticos

3.9.1 Determinacion del colesterol total en plasma

Los sueros de los animales deficientes en APOE se diluyeron ¥ para esta
determinacion, factor corregido en los célculos posteriores para determinar la
concentracion final, mientras que los animales wild-type se usaron sin diluir. Se
incubaron 2 pl de la muestra con 100 pl de reactivo, el analisis se hizo por individual
mediante técnicas colorimétricas usando el Kit Infinity™ Cholesterol (Thermo

Scientific), método enzimatico descrito en el punto 3.7.1.1.
3.9.2 Determinacion de los triglicéridos totales en plasma

Los sueros de los animales deficientes en APOE se diluyeron ¥ para esta
determinacion, factor corregido en los calculos posteriores para determinar la
concentracion final, mientras que los animales wild-type se usaron sin diluir. Se

incubaron 2 ul de la muestra con 100 pl de reactivo, el anélisis se hizo por individual
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mediante técnicas colorimétricas usando el Kit Infinity™ Triglycerides (Thermo
Scientific), método enzimatico descrito en el punto 3.7.1.2.

3.9.3 Determinacion de glucosa en plasma

La glucosa presente en la muestra de plasma origina, segun las reacciones
descritas a continuacién, un compuesto coloreado que se cuantifica por

espectrofotometria a 500 nm.

Glucosa oxidasa
Glucosa + %2 O, + H,0; » Gluconico + H,0;

Peroxidasa
2 H,O, + 4-aminoantipirina + fenol » Quinoneimina + 4 H,O

Para ello se incubaron 2 ul de la muestra con 100 pl del reactivo provisto en el
kit Glucose (Biosystems, Spain) durante 5 minutos a 37 °C, y la concentracion de
glucosa se determind a partir de la absorbancia medida a 500 nm en el lector Tecan

Spectra Fluor Plus de un patrén de glucosa con concentracion de 100 mg/dl.

3.9.4 Separacion rapida de lipoproteinas por cromatografia liquida de filtracion
por gel (FPLC)

Reactivos

» Tampon de elucion de la columna PBS pH 7,4 (NaCl 136 mM, KCl 0,2 g/1, NaaHPO4
1,44 g/l y KH2PO4 0,24 g/l)

» Tampdn de almacenamiento PBS pH 7,4 con NaN3 al 0,1%

* Columna cromatografica de Superose 6B (GE Healthcare)

* Equipo de FPLC (GE Healthcare)

* Colector de fracciones (GE Healthcare)

* Tubos Centricon n° 10 (Amicon Inc. Beverly, MA, USA)

Procedimiento
La técnica de FPLC se utilizd para la separacion de las lipoproteinas de las
muestras de plasma segin su tamafio. La matriz de la columna estd formada por

pequefias esferas porosas formadas por un polimero entrecruzado de agarosa, con poros
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de tamafio seleccionado para un rango de separacion dptima de 5x10°-5x10° de peso
molecular. Esto permite la entrada de proteinas de un cierto tamafio las cuales son
retenidas temporalmente, mientras que las moléculas mayores no pueden penetrar y son
eluidas més rapidamente.

La salida de las proteinas de la columna se detecta normalmente por absorcion
de la luz, a una longitud de onda de 280 nm. Debido a la composicion de sus
aminoéacidos, las proteinas absorben dicha radiacion y utilizando un espectrofotometro
se puede detectar las proteinas eluidas. Los datos se registran en lo que se denomina

diagrama de elucién indicando la posicion de las proteinas que se han separado.

Analisis del perfil lipoproteico
Para analizar el perfil lipoproteico del plasma, se cargaron 100 ul de muestra
procedente de un pool de los animales de cada grupo. La filtracion se realizé con un

volumen de flujo de 0,3 ml/miny se recogieron fracciones de 0,5 ml en un colector.

3.9.4.1 Colesterol total y libre en las fracciones separadas por FPLC

El colesterol total y libre de las fracciones obtenidas por FPLC se determind por

fluorimetria con el Kit Amplex Red Reagent.

Reactivos

* Enzimas: Peroxidasa de rabano (HRP) 1 U/ml, colesterol oxidasa 1 U/ml y colesterol
esterasa 0,1 uM

* Amplex Red (ARr) 150 uM (Molecular Probes)

« Buffer de reaccion 1x

» Agua destilada y desionizada (ADDE)

Procedimiento

Se realiz6 una recta patron de colesterol en un rango de 0,3 a 10 uM. En cada
placa se afiadieron 50 pl de los estandares de colesterol y de las muestras diluidas segin
el rango Optimo y 50 pl de la mezcla de reaccion. Se incubaron 30 minutos a 37 °C y se
midié la fluorescencia usando un filtro de excitacion de 550 nm y un filtro de 595 nm
para la emision. Se corrigio la fluorescencia del blanco y el factor de dilucion de la

muestra y se interpol6é en la recta de calibracién para conocer la concentracién del
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colesterol total en cada una de las fracciones lipoproteicas obtenidas. El colesterol libre
se cuantificd con el mismo ensayo fluorimétrico, pero omitiendo la enzima colesterol
esterasa, obteniendo el valor de colesterol esterificado como la diferencia entre el

colesterol total y el colesterol libre.

3.9.4.2 Fosfatidil colina en fracciones separadas por FPLC

La determinacion de fosfatidil colina de las fracciones obtenidas en el FPLC se
realiz6 también con la técnica fluorimétrica y el reactivo Amplex Red Reagent
(Molecular Probes). En este caso, la reaccion previa se baso en la hidrolisis de dos
enzimas, primero la fosfatidil colina-fosfolipasa C convierte la fosfatidil colina en
fosfocolina y diacilglicerol, y después la fosfatasa alcalina hidroliza la fosfocolina a
colina, y ésta a su vez es oxidada por la colina oxidasa a betaina con produccién de
H20, [395, 396]. Finalmente el H20> se detectdé usando 10-acetil-3,7-
dihidroxifenoxazina (Amplex Red Reagent), y se siguid a continuacion el mismo

proceso que para la determinacion del colesterol.

Fosfolipasa D

v

Fosfatidil colina Fosfocolina + diacilglicerol

Fosfatasa alcalina

v

Fosfocolina Colina+P

Colina oxidasa

v

Colina Betaina + H20>

HRP

v

H.0O, + Amplex Red Reagent Fluorescencia de resorufina

3.9.4.3 Esfingomielina en fracciones separadas por FPLC

La determinacion de la esfingomielina de las fracciones obtenidas en el FPLC se
realizd también con la técnica fluorimétrica empleando el reactivo Amplex Red Reagent
(Molecular Probes). En este caso, la reaccion previa se basé en la hidrolisis de dos
enzimas, la esfingomielinasa hidroliza la esfingomielina a ceramida y fosforilcolina,
después la fosfatasa alcalina hidroliza la fosforilcolina a la colina que es oxidada por la
colina oxidasa a betaina con liberacion de H.0.. A continuacion se sigue el

mismo procedimiento descrito en los apartados anteriores para la determinacion del
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colesterol y fosfatidil colina de fracciones separadas por FPLC, con la diferencia de que

no es necesario diluir ninguna fraccion.

Esfingomielinasa
Esfingomielina » ceramida + fosforilcolina

Fosfatasa
Fosforilcolina » colina+ P

_ Colina oxidasa
Colina » betaina + H,0;

HRP
H,0, + Amplex Red Reagent » fluorescencia de resorufina

3.9.4.4 Determinacion de apolipoproteinas mediante ELISA

ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) es una técnica de
inmunoensayo cuantitativa basada en la union de un antigeno inmovilizado, que se une
selectivamente y con gran especificidad a un anticuerpo. Una vez fijado este anticuerpo
especifico al antigeno, se le une otro anticuerpo con un marcador, lo que permite

obtener una sefial proporcional a la cantidad de antigeno presente en la muestra.

Reactivos

» Agua ADDE

* PBS

» Tampon bicarbonato 0,2 M (pH 9.6)

* Tampon de dietanolamina al 10% con MgCl> 0,5 mM (pH 9.8)

« TPBS: PBS con Tween 20 al 0,2% (pH 7.4)

* Solucion de bloqueo: PBS con leche en polvo desnatada al 5% y pH 7.4

* Anticuerpo primario a la concentracién optimizada para la muestra y disuelto en TPBS

* Anticuerpo secundario unido a fosfatasa alcalina, a la concentracion optimizada para
la muestra y disuelto en TPBS

+ Solucidn de revelado: p-nitrofenilfosfato al 0,1% en tampon de dietanolamina

* Placas de 96 pocillos de poliestireno MAXISORB (Nunc)

Procedimiento

Se dispusieron 100 pl por pocillo de la muestra diluida en tampon bicarbonato y

se incubaron toda la noche a 4 °C. Se invirtio la placa para eliminar la muestra no fijada,
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se afnadieron 200 ul por pocillo de la solucién de bloqueo y se dejé a temperatura
ambiente durante 30 min. Posteriormente se elimind la solucion de bloqueo, se lavo tres
veces con 200 ul de TPBS por pocillo durante 5 minutos con agitacion a temperatura
ambiente por cada lavado y a continuacién se afiadieron 100 upl por pocillo del
anticuerpo primario correspondiente diluido en TPBS. Se incub6 durante 1 hora y 30
minutos a 37 °C. Una vez terminada la incubacion se realizé un lavado igual que el
anterior.

Tabla 6: Diluciones del plasma y anticuerpos utilizadas para la determinacion de las distintas
lipoproteinas.

Tipo de muestra Fracciones FPLC
Apolipoproteina ensayada APOA1 APOB
Dilucion de la muestra 1/40.000 1/700
Dilucién del anticuerpo primario 1/2.000 1/2.500
Dilucién del anticuerpo secundario  1/10.000  1/10.000
Origen del anticuerpo primario Conejo Conejo

A continuacion, se incub6 con 100 pl por pocillo de anticuerpo secundario unido
a fosfatasa alcalina diluido en TPBS durante 90 minutos a 37 °C. Una vez realizado el
lavado se afiadieron 200 ul a cada pocillo de la solucién de revelado y se incub6 durante
1 h a 37 °C protegido de la luz para que se desarrollase el color. La lectura de la sefial se
realizd6 a 405 nm con el Tecan Spectra Fluor Plus, y se expresd en unidades de
absorbancia.
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4.1 Cloning and expression of hepatic synaptotagmin 1 in mouse”™

Abstract

Mouse hepatic synaptotagmin 1 (SYT1) cDNA was cloned, characterized and compared
to the brain one. The hepatic transcript was 1807 bp in length, smaller than the brain,
and only encoded by 9 of 11 gene exons. In this regard, 5’-and 3’-untranslated regions
were 66 and 476 bp, respectively; the open reading frame of 1266 bp codified for a
protein of 421 amino acid, identical to the brain, with a predicted molecular mass of
47.4 kDa and highly conserved across different species. Inmunoblotting of protein
showed two isoforms, one with higher molecular mass than the theoretical prediction
based on amino acid sequence suggesting posttranslational modifications. Subcellular
distribution of protein isoforms corresponded to plasma membrane, lysosomes and
microsomes and was identical between brain and liver. Nonetheless, the highest
molecular weight isoform was smaller in liver, irrespective of subcellular location.
Quantitative mRNA tissue distribution showed that it was widely expressed and that the
highest values corresponded to the brain, followed by liver, spleen, abdominal fat,
intestine and skeletal muscle. These findings indicate tissue-specific splicing of the gene
and posttranslational modification and the variation in expression in the different tissues

might suggest a different requirement of SYTL1 for the specific function in each organ.

Keywords: Synaptotagmin 1; Mouse; Hepatic expression; Sytl

&« The nucleotide sequence reported in this paper has been submitted to the Gen
BankTM/ EBI Data Bank with accession number FR827897
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1. Introduction

Synaptotagmins (SYTs) constitute a
family of membrane trafficking proteins
that are characterized by an N-terminal, a
variable linker, and two C-terminal C»-
domains, C2A and C:B [47], designed to
bind Ca?* and phospholipids [10], both
with a considerable structural similarity
with the C, domain of protein kinase C
[48]. SYTs are recognized to participate
in the docking and fusion of membrane
vesicles in neuronal and nonneuronal
cells including macrophages [49], insulin-
secreting B-cells [50], osteoblasts, and
osteoclasts [51], and airway and gastric
mucin-secreting goblet cells [52] and
muscle cells [397].

Synaptotagmin 1 (SYT1), was
identified using a monoclonal antibody
screening for synaptic proteins [97]. It is
a 65 kDa integral membrane protein of
synaptic vesicles and secretory granules
in neuronal cells which serves as a Ca?*
sensor in synaptic exocytosis [99], it is
also involved in the endocytic process,
interacting with the adaptor protein 2
complex via the C2B domain [92, 100]
before membrane internalization. The
mechanism by which SYT1 performs its
function in the brain is known [11], but
recently SYT1

important role in other tissues. In the

seems to have an

intestine, SYT1 appears to be expressed

in the apical membrane and subapical
region of intestinal epithelial cells. The
role of SYT1 in regulating the apical
membrane Na™-H* exchanger (NHES3)
was demonstrated in Caco2BBE cells
[122] and the CcAMP
promotes direct binding of NHE3 with

stimulation

SYT1 directing it to the adaptor protein
2-clathrin complex, which is necessary
for regulated endocytosis in intestinal
epithelial cells [121]. Also intestinal Sytl
was modulated by conjugated linoleic
acid (CLA) supplementation that might
role on mucosal immune
in early life [123]. The

pancreatic and duodenal homebox 1,

have a

responses

stimulates insulin secretion in response
to high glucose through the positive
induction of Sytl expression [398].
SYT1 was found to be localized on the
insulin secretory granules and plays an
essential role in insulin  vesicle
exocytosis through its Ca?* dependent
phospholipid-binding  activity  [399,
400]. In Kkidneys, it also appears to
participate in the regulation of podocyte
[124].

possess structures similar to synaptic

homeostasis Renal podocytes
vesicles, glomerular podocytes express
Sytl gene product and it seems to be
associated with the serum creatinine
regulatory processes, the most important
biomarker for a quick non invasive

assessment of kidney function [125].
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Using nutritional  (Western  diet
enriched in the c9, t11-CLA or t10, c12-
CLA isomers or chow diets containing
10% olive oil) and genetic (Apoe- and
Chbs-deficient

mice, these last

hyperhomocysteinemic) ~ models  of
hepatic steatosis in mice together with
microarray analysis and its confirmation
by qPCR, our group found that Sytl gene
was involved in fatty liver development
[12]. In this regard, Apoe-deficient mice,
fed a Western-type diet enriched with
linoleic acid isomers, showed significant
associations among Syt1 expression levels
and hepatic steatosis. Their involvement
was also analyzed in
hyperhomocysteinemic mice lacking Chs
gene and Syt1 hepatic expression was also
associated with steatosis. Apoe-deficient
mice consuming an olive oil-enriched diet
displayed reduction of the fatty liver, and
Sytl expression was found increased.
Thus, Sytl

associated with hepatic steatosis in a

expression was highly
genetic disease such as Chs deficiency
and in two common situations such as
Western diets containing CLA isomers or
a Mediterranean-type diet. The precise
molecular mechanism by which SYT1
works in liver is not known but seems to
have an important role in fatty liver
disease development, a common disease
in Western society. In addition, the

possibility that the liver may express a
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different MRNA to display an organ-

specific regulation is an interesting
hypothesis to test. Therefore, the aim of
this work was to characterize SYT1 in

mouse liver.

2. Materials and methods

2.1. RNA isolation

Hepatic samples of Apoe-knockout
mice, fed a 10% olive oil-enriched diet
[401] preserved at -80°C, were used for
RNA extraction, using Tri Reagent from
Ambion® (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) following the manufacturer’s
instructions. DNA contamination was
TURBO DNAse

removal kit from

removed  using
treatment and
Ambion® (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA). RNA was quantified by
absorbance at Azeo/2s0 (ratio was greater
than 1.75) with NanoDrop ND-100
Spectrophotometer  (Wilmington, DE,
USA). Integrity of the 28S and 18S
ribosomal RNAs was verified by 1%
agarose gel electrophoresis followed by

ethidium bromide staining.
2.2. Primer design and synthesis
All primers (Table 1 and table 2)

used in this study were designed with

Primer Express Applied Biosystems®
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program (Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA) from highly conserved regions
of brain sequence (NM_009306) and
checked by BLAST analysis (National
Centre for Biotechnology Information) to
verify gene specificity and selective
amplification of cDNA vs. genomic
DNA. All primers were purchased from

Invitrogen (Madrid, Spain).

2.3. Reverse transcriptase and

polymerase chain reaction.

Total RNA (500 ng) was reverse
transcribed using the Super Script™ 1l
RT Kit from Invitrogen (Madrid, Spain).
For PCR amplification of the target, Sytl,
the reaction mixture contained 1 pL of
cDNA, 0.625 U TrueStart™ Tagq DNA
Polymerase (Fermentas, USA), 1 X
reaction buffer, 2 mM MgClz, 0.2 mM of
each dNTPs, and 0.32 puM of each

specific primer in a final volume of 25 pl.

PCR was performed in the PTC-100™
Programable Thermal Controller cycler
(MJ Research, Watertown, MA, USA).
The thermal cycling profile was 95°C for
5 min, 40 cycles of denaturation at 95°C
for 40 sec, annealing at 60°C for 1 min
and extension at 72°C for 2 min followed
by a final extension at 72°C for 5 min.
Non template controls were included.
PCR products were analysed by agarose
gel electrophoresis followed by ethidium
bromide staining, visualized under
ultraviolet (UV) light. Molecular size
was estimated by using Step Ladder
1Kb, (Fermentas, USA). PCR products
were purified using MinElute PCR
Purification kit, Qiagen N.V. (Venlo,
The Netherlands) according to the
manufacturer’s instructions and were
utilized to sequence both strands by the
dideoxy chain termination procedure in
an automatic sequencer (GE Healthcare)
Madrid

at Parque Cientifico de

Table 1: Sequences of polymerase chain reaction (a) and RACE (b) primers used for sequence analysis

Primer Primer Sequence 5°— 3’ Length (bp) Ta (°C) Use
2SytD Fw 2: CAGCAGAACATTCCGCTTGA 636 60 a
2SytR Rv 2: ATTGAGGGTTTTCCGGTGGA
3SytD Fw 3: ATAACCAGCTGCTGGTGGGAAT 838 60 a
3SytR Rv 3: TATGTGGGCAGACGCAGAAA
4SytD Fw 4: CTGCTGCTTCTGTGTCTGTAA 672 60 a
4SytR Rv 4: TTGGCTTCCAGAATGACAACA
2Xho Sytl Rv 5: CTCGAGTATGTGGGCAGACGCAGAAA 1352 60 a
3BamHI Sytl Fw5: GGATCCAACTGTGTGTGCAGTCTGTGT
4SytR Rv outer: TTGGCTTCCAGAATGACAACA 955 60 b
2SytR Rv inner: ATTGAGGGTTTTCCGGTGGA 675 60 b
D3race Fw outer: TACAACAGCACCGGCGCAGAGCT 587 65 b
3aDrace Fw inner: CACACTCTGCAGGTAGAGGA 512 63 b
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(Madrid).

2.4. 5’-RACE

To obtain the total coding sequence,
FirstChoice® RLM-RACE Kit, Ambion®
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
was used to amplify the cDNA containing
the entire 5’end of the Sytl hepatic
transcript according to the manufacturer.
Basically, total liver RNA was reverse
transcribed into cDNA using M-MLV
reverse transcriptase for 1 h at 42°C in
presence of the 5’RACE Adapter (5°-
GCUGAUGGCGAUGAAUGAACCUG-
CGUUUGCUGGCUUUGAUGAAA-3).
By PCR reaction, the 5 cDNA fragment
was generated. This reaction used a
specific oligo for the RNA adapter,
5’RACE outer primer (5’-GCTGAT-
GGCGATGAATGAACACTG-3’) and a
gene-specific primer (5’-TTGGCTTCC-
AGAATGACAACA-3’)
to the Sytl transcript. PCR was performed
at 94°C for 20 sec, then at 94°C for 40 sec
60°C for 40 sec 72°C for 1 min for 35
cycles, and finally 72°C for 3 min. PCR

corresponding

products were visualized with ethidium
bromide agarose gel electrophoresis and a
nested PCR was required to amplify the
discrete previous band seen on the gel.
For the nested PCR a specific 5’ inner
primer (5’-CGCGGATCCGAACACTG-
CGTTTGCTGGCTTTGATG-3’)

-06 -

provided with the kit and a gene-specific
primer (5’-ATTGAGGGTTTTCCGGT-
GGA-3’) both inside the first sequence
obtained were used. PCR products
visualized with  ethidium  bromide
agarose gel electrophoresis were purified
and sequenced. The obtained target
sequences were verified and analyzed for
similarity with other known Sytl
sequences using BLAST programs at the
National Centre for Biotechnology

(NCBI)

(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast).

Information

2.5. 3-RACE

BD SMART™ RACE, Clontech
(BD Biosciences, Madrid, Spain) was
used to obtain the 3° cDNA end of Sytl
hepatic transcript according to the
RNA  was

cDNA

PowerScript reverse transcriptase for 1.5

manufacturer. reverse

transcribed into using BD
h at 42°C in presence of the special
oligo(dT) 3’-CDS primer (5’-AAGCA-
GTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)zV
N-3°; where N=A, C,G,or Tand V =
A, G, or C). This reaction used an
antisense oligo that was specific for the
special oligo (dT), BD SMART Il A
oligo (a mixture of 5’-CTAATACGA-
CTCACTATAGGGCAAGCAGTGGT-
TCAACGCAGAGT-3’ and 5’-CTAAT-
ACGACTCACTATAGGGC-3’) and a


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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forward gene-specific primer (5’-TACA-
ACAGCACCGGCGCAGAGCT-3").

PCR was performed at 95°C for 40 sec
65°C for 40 sec and 72°C for 2 min for 35
cycles. A nested PCR using an inner
primer provided with the kit and gene-
specific primer was required to obtain 3’
Sytl hepatic sequence. PCR products
visualized with ethidium bromide agarose
gel electrophoresis were purified and

sequenced.

2.6. Cloning of hepatic Sytl sequence

The fresh PCR product of the open
reading frame hepatic Sytl transcript was
amplified with primers
3BamH1Syt1/2XhoSytl ~ (Table 1),
ligated into pCR®II vector, transformed in
One Shot® INVaF~ Competent E. coli,
with the TA Cloning Kit Dual Promoter,
Invitrogen (Madrid, Spain) following the
manufacturer’s instructions, and

sequenced to confirm the consensus

sequence.

The DNA sequences were compared
using BLAST program from the NCBI.
The alignment of predicted amino acid
sequences was performed by The
Universal Protein Resource (UniProt)
database, a collaboration between the
European  Bioinformatics Institute
(EMBL-EBI), the SIB Swiss Institute of

Bioinformatics and the

Protein
(PIR). The
phylogenic tree of Sytl gene was

Information  Resource

determined using BLAST pairwise
alignments from the National NCBI.
Exons maps were performed using
Ensembl tools

(http://www.ensembl.orq).

2.8. Sytl expression

RNA was isolated from different
tissues (skeletal muscle, ileum, jejunum,
duodenum, brown fat, abdominal fat,
lung, spleen, kidney, pancreas, liver,
brain and heart) of three male C57BL/6J
wild-type mice and used in quantitative

real-time PCR to analyze Sytl

2.7. Software used expression. First-strand cDNA was
Table 2: Primer sequences used for gPCR according to MIQE guidelines.
Gene . Length . . Efficiency
symbol Accession Sequence (bp) Junction  [Primer] (%)
Fw: GTGGATTTTGGCCACGTCAC
Sytl 95 Exon8-9 100 nM 102
Y NM_009306  p\y: CGGAGGGAGAAGCAGATGTC
. Fw: CGAGTCGTCTTTGGACTCTTTG
Pplb NM_011149.2 W 182 Exon 2-3 100 nM 90

Rw: TAGATGCTCTTTCCTCCTGTGC
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prepared as described above. Real time
PCR reactions were performed using
Power SYBR® Green PCR Master Mix,

Biosystems®  (Life
Carlsbad, CA, USA),

from  Applied
Technologies,
according the manufacturer’s instructions,
in a One Step Real Time PCR System
Biosystems®  (Life
Carlsbad, CA, USA).
in triplicate and

from  Applied
Technologies,

Samples were run
normalized to the selected control gene
Cyclophilin B (Ppib). The relative amount
of all mRNAs was calculated using

comparative 224t method.

2.9. Hepatic homogenate and Western

blot analysis

Tissues (200 mg) were homogenized
in 1 mL of 0.25 M sucrose solution with
inhibitor (Roche,

Germany) at 4°C and

protease cocktail
Mannheim,
centrifuged at 280 g for 5 min. The
supernatant (Si1) was collected and the
pellet was washed with 500 uL of 0.25 M
sucrose and centrifuged under the same
conditions. The resulting pellet (Po) was
discarded and the supernatant was added
to the first one (S1). Supernatant S1 was
centrifuged at 1500 g for 10 min, the
resulting pellet (P1) was resuspended with
0.665 ml of 0.25 M sucrose to obtain
plasma membrane fraction through a

sucrose gradient generated following
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Hubbard’s method [391]. The S»
supernatant was centrifuged at 19000 g
for 20 min to obtain supernatant Sz used
for the isolation and purification of
microsomal fraction and the generated
pellet P> was resuspended to obtain
lysosomes by a single two phase
partition on dextran/polyethylene glycol
[392]. The obtained plasma membrane,
lysosomal and microsomal preparations
were resuspended with PBS (136 mM
NaCl, 0.2 g/L of KCI, 1.44 g/L of
NazHPO4 and 0.24 g/L of KH2PO4, pH
7.4) containing 10% glycerol and 0.2%
Triton X100. Protein concentration was
determined by BioRad dye binding assay
(BioRad, Madrid, Spain).

We loaded 10 ug of protein onto an
8%  SDS-polyacrylamide gel and
electrophoresed them for 110 min at 90
V in a Bio-Rad Miniprotean cell
(Hercules,  CA).

transferred electrophoretically to PVDF

Proteins were

membranes (GE Healthcare, Madrid,
Spain) using a semidry transfer cell
apparatus (Bio-Rad Trans-Blot SD) with
1.5 mA/cm? membrane for 30 min at 20
V. Membranes were blocked with PBS
buffer containing 5% BSA and 2%
Tween 20 for 1 h at room temperature.
The primary antibody, diluted in PBS
buffer containing 2.5% BSA and 1%
added, and the

membranes were incubated overnight at

Tween 20, was
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4°C and then 2 h at room temperature.
SYTL1 protein expression was evidenced
by using a chicken polyclonal antibody
against sequences shared between the
mouse and human gene products (diluted
1/5000, STG1208; Acris Antibodies, San
Diego, CA, USA).
washed with PBS buffer containing 0.1%

Membranes were

Tween 20 and two secondary antibodies
were used. An anti-chicken linked to
horseradish peroxidase (A9046, Sigma,
St. Louis, MO, USA) diluted 1/90000 in
PBS buffer containing 2.5% BSA and 1%
Tween 20 and incubated for 1 h at room
temperature. Detection was carried out
Luminata™  Crescendo  from
(Billerica, MA, USA).

Membranes were exposed for several

using

Millipore

periods to achieve proper signal intensity.
The other membrane was incubated with
IRdye 800CW secondary
antibody (donkey anti-chicken, diluted,
1/15000, 926-32218 LI-COR

Biosciences, Lincoln, NE, USA). Image

conjugated

was captured using an Odyssey® CIx (LI-
COR).

3. Results

3.1. Characterization of hepatic Sytl
cDNA

The hepatic Sytl cDNA restriction

map and sequencing strategy are shown

in Fig. 1A. The analyzed cDNA
sequence (Fig.1B) was 1807 bp in length
and contained an open reading frame of
1266 bp which begins with a methionine
codon at position 66 and ends with TAA
termination codon at position 1331,
flanked by a 5’ untranslated region of 66
bp. The 3’ untranslated region is 476 bp
in length from 1332 to 1807 and
contains a polyA tail of 23 bp. The
purified DNA product of amplified
reading frame Sytl hepatic gene using
3BamHISytl-Fw and 2XhoSytl-Rv
primers was cloned into pCR®II vector.
The recombinant plasmid was
analyzed by restriction enzyme digestion
with BamHI and Xhol (Fig. 2A) and PCR
reaction (Fig. 2B), and as expected, an
of 1338 bp was

Accuracy of cloning was also confirmed

insert observed.
by nucleotide sequencing.

As shown in Fig. 3A, the Sytl brain
transcript variant 2 (NM_009306.3) was
encoded by 11 exons, while the hepatic
(FR827897) was only encoded by 9 (Fig.
3B). Differences between brain and liver
Sytl transcript appear in the 5’-upstream
and 3’-downstream sequences. Sytl liver
5’-UTR was encoded by a single intron
region whereas in brain was encoded by
3 exons. The 3’-end in liver is shorter
than in brain. Comparison of the brain

sequence revealed a 100% homology
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with liver Sytl cDNA sequence (nt 66 to 1331). Sequencing revealed a 1266 bp
conserved open reading frame between the brain and liver sequences coding for a 421

amino acid protein with a predicted molecular mass of 47.4 kDa.

A HindIIl
400 800 1200 1600 1800
1 | 1 1 1 1 1 1 1 1
& N
< rd
& N
< 7
& N
< 7
ya N
< 7
1 gattctcaagcaagetgttaccattcacaactgtgtgtgecagtetgtgttecgettgaaccaaaaaty
M 1
69 gtgagtgccagtegtectgaggeccctggetgecectgtecaccactgttgegacecttgteccacacaac
vV s A S RPEARLASRARPVYVYTTVVATTULVUV P HN 24
138  gccactgagccagccagtcctggggaagggaaggaagatgecttttocaagetgaagcagaagtttaty
A TEPASPGEGEKEDA ATF S KL KQKTFM 47
207 aatgaactgcataaaatcccattgccaccgtgggecttaattgecatagecatagttgeggtecttcta
N E L HK I PULPPWATILTIHATIATITVYVAVYVILTIL 70
276 gtcgtgacctgetgettetgtgtetgtaagaaatgtttgttcaaaaagaaaaacaagaagaagggaaag
vV v TccCcFCVCUEKZ KT CTLT FIZ KU KTEKUDNZE KIEKZKTGIZ K 93
345 gaaaagggagggaagaacgccattaacatgaaagacgtgaaagacttagggaagaccatgaaggatcag
E K G G KN AINMZEKUDVYVIEKDIULGZEKTMEKTDQ 116
414 gcccttaag’gatg’acgatgctgaaactgg’actgactgatggagaagaaaaggag’gagcccaag’gaagag
A L KD DDOAETGULTUD G E E E P K E E 139
483 gagaaac tg’ggaaagcttcaauttactggactatgacttccagaal:aaccag’ctgctggtgggaatc
E K L 6 K 1L ¢ ¥ S LD YDTFQNNOQ L VvV 6 I 162
552 atccaggctgectgaactgeccgececctggacatgggaggcacatectgatecatacgtcaaagtettectg
I QA AEULPALDMGS GTSDUPY V KV F L 185
621 ctgeocecgacaaaaagaagaagtttgagacaaaagtccaccggaaaaccctecaatecagtcttcaatgaa
L PD KKK XKF ETU KV HRIE KTULUNUPUVF NE 208
690 cagtttactttcaaggtgccatacteggaattaggtggcaagacactggtgatggetgtgtatgatttt
Q FTF XKV PY S EILGGE KTILVMAYVY Y DF 23
759 gaccgcttcteccaagecacgacatcattggagagttcaaagttectatgaacacegtggattttggecac
D RF S KHDI I GETFIE KUV PMUNTUVDTF G H 254
828 gtcaccgaggagtggcgcgatcteccagagtgectgagaaagaagagcaagagaaactgggtgacatctge
vV TEEW®RUDILOQS A EZ KETEU GQEZ KTLGDTIC 277
897 ttctececteegetacgteectactgeeggecaagetgactgttgtecattetggaagecaagaacctgaag
F S L RY V PTAGI KULTVV I L EAIEKNTILK 300
966 aagatg'gatgtgggI:ggcttatctg'atcccutgtaaagattcacctgatgcagaacggcaag’agactg
DV 66 L S D P Y V KIHILMSOQONSGI KRL 323
1035 aagaagaaaaagacaacgattaagaagaacacacttaacccctactacaatgagtccttcagctttgaa
K K K K T T I K K N T L N P Y ¥ NE S F S F E 346
1104 gttccgttegagcaaatccagaaagtgcaagtggtggtaactgttttggactatgacaagattggeaag
vV P FE QI Q KV QVVV TV LDJYDZEKTIGK 369
1173 aacgacgccatcggcaaagtctttgtgggectacaacagcaccggegecagagetgegacactggtcagac
N DA I G KV F V G66Y NSTGAETLR®RUH®WS D 392
1242 atgctggccaaccccecggcgacccatecgoccagtggeacactetgeaggtagaggaggaggttgatgee
M L A NPRZRZPTIAOQWHTULOQVYV EZETE YV D A 415
1311 atgctggctgtcaagaagtaaaggggaaaagaagectttetgegtcetgeccacatagtgetetttagee
M L A V K K * 421
1380 agtatctgtaaatacctcagtaatatgggtcctttcagtttecagecatgecattectgatacaatccag
1449 tggtacttcagatcctgttttaatttgcacaaatttaagtgtagaaagcccctatgecccttcatcatac
1518 cactgccctccaaatctactcttcttttaagecaatatgatgtgtagatagagecatgactgaaatgtatt
1587 gtatcacaccgttgtatataccagtatgctaaagatttatttctagtttgtgtatttgtatgttgtaag
1656 cgtttcctaatctgtgtatatctagatgtttttaataagatgttctattttaaactatgtaaattgact
1725 gagatataggagaactgataatatattatatggtaaatatagtatcgtctgcattccagcaaaaaaaaa
1794 aaaaaaaaaaaaaa

Fig. 1: Hepatic Sytl cDNA. 1A): Restriction map and nucleotide sequencing strategy. The arrows
indicate the direction and length for each sequencing reaction. 1B): Nucleotide and deduced amino acid
sequences of hepatic Sytl transcript. The underline lower case letters indicate 5’and 3’-untranslated
regions and upper case letters indicate the coding region. The stop codon is indicated with an asterisk.
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Fig. 2: Agarose gels of A) restriction enzyme
analysis of pCR®ll recombinant plasmid with
BamHI and Xhol enzymes (lane 1), arrow
indicates Sytl insert, B) PCR Sytl amplified using
3BamHISytl-Fw and 2XhoSytl-Rv primers and
pCR®Il recombinant sample (lane 1), arrow
indicates the PCR product. GeneRuler™ 1Kb
DNA ladder, ready-to-use #SM0311/2/3 (lane M),
Fermentas, USA.

3.2. Homology and phylogenetic analysis
of Sytl

There are different SYT1 paralogous
in vertebrates; specifically 17, all
belonging to synaptotagmin family. The
predicted hepatic amino acid SYT1
sequence (Fig. 1B) had a 100% homology
with brain isoform 1 and jejunum [121]
sequences in mouse. As is shown in Fig.
4B there are 3 mMRNA
described in brain mouse. Transcript
variants 1 (NM_001252341.1) and 2
(NM_009306.3) codify SYT1 isoform 1,
a 421-amino acidic
transcript variant 3 (NM_001252342.1)

codifies for the isoform 2 a shorter

transcripts

protein, while

protein of 418 amino acids. Mouse

isoform 1 and 2 are conserved at 99%.
Rat (NM_001033680.2), cow
(NM_174192.3) and
(NM_001133924.1)
encode for the isoform 1 while in

orangutan

transcripts  also

humans there are 4 mRNA transcripts,
(NM_005639.2), 2
(NM_001135805.1) and 3
(NM_001135806.1) encoding the SYT1
isoform 1, and the isoform 2 protein is
codified by

(NM_001291901.1).
BLAST analysis revealed that SYT1
isoform 1 was highly conserved across

variants 1

variant 4

Furthermore,

different species. The 421 predicted
amino acid sequence of the mouse
protein, aligned with orthologous of
human, rat, cow and orangutan are
shown in Fig. 4A. The protein displayed
a 99%, 98%, 97% and 97% identity with
rat, cow, human and orangutan proteins,
variation

respectively. The among

proteins was wused to generate a
phylogenetic tree of Sytl transcripts,
shown in Fig. 4B. These analyses take
into account the conservation of
residues, evolutionary divergence and
the physicochemical properties of the
protein. The diagram shows distances
between nodes that indicate divergence
points of Sytl gene in time and between

species.
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Fig. 3. Differences in Sytl transcription between brain and liver. A) Messenger RNA Sytl exons
map in mouse brain sequence (NM_009306), B) Messenger RNA Sytl exons map in mouse liver
sequence (FR827897). 1266 bp conserved reading frame appears in grey. 5’-upstream sequences and

3’-downstream sequences are shown in black.

3.3. Sytl mRNA tissue expression

Real-time quantitative PCR was used
to investigate Sytl expression in several
mouse tissues. Data are expressed as
signal log> ratio of Sytl expression
changes normalized with Ppib and using
Sytl heart expression as reference, the
tissue which showed the lowest
expression. The mRNA transcript of Sytl
was expressed in all organs investigated.
that MRNA

abundance was found in brain tissue as

Fig. 5 shows highest

-102 -

expected, followed by liver, spleen,
abdominal fat, intestine tissues and
skeletal muscle. All other tissues showed

a lower expression of Syt1.

3.4. SYT1 hepatic protein

Subcellular fractionation and
Western blot were carried out to verify
SYT1 hepatic subcellular distribution.
Accordingly (Fig.6A), two molecular
size isoforms (~47 and < 65 kDa) were
liver

present in plasma membrane,

lysosomal and microsomal fractions
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(lanes 1-3), brain sample (lane 4) was used as a positive control. The hepatic top
isoform of < 65 kDa was slightly smaller in size compared to the control brain protein

(Fig. 6A and 6B) irrespective of subcellular location.
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']

0.01
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Fig. 4: Alignment of the predicted SYT1 isoform 1 amino acid sequences (A), the amino acid
residues are numbered at the top. Amino acid residues of mouse SYT1 isoforml that are identical with
those of other proteins sequences are indicated by a dash. Dots indicate gaps introduced into the
sequences allowing them to be aligned. B) Phylogenetic tree for Sytl transcripts inferred from the
UPGMA  method. Topological relationships are identified based on  similarities.
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Fig. 5. Quantitative real time polymerase chain reaction analysis of Sytl mRNA expression in
several tissues. Data are expressed as signal log, ratio of Sytl expression changes of each tissue
normalized with Ppib and using Sytl heart expression as the reference.

4. Discussion

Synaptotagmins are proteins having a

N-terminal transmembrane region, a
central linker, and two C-terminal Co-
domains that account for the majority of
their sequences and represent their only
homologous sequences [46]. Vertebrates
express at least 17 synaptotagmins
diverged to release Ca?* and membranes
with distinct Kinetics [61]. Based on their
properties and SYT1 is
grouped into class 1. SYT1 CoA and C.B

domains interact with Ca?" and the

sequence,

phospholipid bilayer mediating the rapid
fusion of synaptic vesicles in neuronal
tissues [2, 56], but together with other
cytoplasmic regions, are implicated in a
number of processes involved in vesicle
exocytosis and endocytosis [121, 123,
125, 398]. In the present study we have
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identified and sequenced the mRNA for
the mouse hepatic synaptotagmin 1
isoform 1. The results indicate that
despite the identical ORF compared to
the brain gene, the hepatic Sytl
transcript only uses 9 exons and 8
introns in an alternative splicing.
Differences between brain and liver Sytl
transcripts appear in the 5’-upstream
5’-UTR was

encoded by a single intron genome

sequences. Sytl liver
region whereas in brain was encoded by
3 exons, suggesting transcripts are
spliced in the 5’-UTR region [125].
Hepatic Sytl sequence revealed a 1266
bp conserved reading frame with brain
sequence. The predicted SYT1 isoform 1
amino acid sequence in liver displayed
100% homology with the sequence in
brain and jejunum and 99% with the

brain isoform 2.
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Fig. 6. SYTL protein expression in mouse. A): Western blot showing the molecular size in brain and
liver. Lanes 1, 2 and 3 correspond to hepatic plasma membrane, lysosomal and microsomal fractions
respectively and Lane 4, brain homogenate. B): Molecular size difference between liver and brain
subcellular fractions. Lanes 1, 2 and 3 correspond to hepatic microsomal, lysosomal and plasma
membrane respectively. Lanes 4, 5 and 6, brain microsomal, lysosomal and plasma membrane,
respectively.

Moreover, BLAST analysis revealed a synaptic neurotransmission. The
99%, 98%, 97% and 97% identity with observed ratio of liver and brain
their orthologous in rat, cow, human and expressions were also similar to those
orangutan proteins, respectively. A found by RNA sequencing. This wide
potential explanation for such a high distribution of SYT1 among different

degree of conservation across species tissues may result from an essential role

may be a crucial SYT1 function in in many other biological functions.
neuronal synapses [55]. In M. musculus, The hepatic cDNA encodes a 421
Sytl transcripts were detected in all amino acid polypeptide with an expected

organs that were examined (Fig.5), but molecular weight of 474 kDa
the highest levels were found in liver, corresponding to the immature protein
spleen and intestine apart from brain. The form (Fig. 6A) as described for brain.
latter high level of expression was also The mature protein differs slightly in
found by RNA sequencing from brain, size in liver from the predicted
cerebellum, heart, kidney, liver and testis molecular weight of 65 kDa described
(http://www.ebi.ac.uk/gxa/experiments/E- for brain [402] despite being a highly
GEOD- conserved sequence among species. This
30352?_specific=on&queryFactorType= could be explained by a post-
ORGANISM_PART&queryFactorValues translational glycosylation. Mouse SYT1
=&geneQuery=SYT1&exactMatch=true brain  protein  contains one N-
&serializedFilterFactorss=ORGANISM:M glycosylation site at amino acid position
us%20musculus). Not surprisingly, since 24 (Asn) which it is essential for
it is brain, where SYT1 plays an vesicular targeting of SYT1 in neuronal

important role for vesicle release and cells [403] but not in neuroendocrine and
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nonneuronal cells where SYT1 may be
localized in other organelles playing a
different role. Liver and brain subcellular
fractionation and immunobloting results
shown in Fig. 6B indicate the presence of
the protein in all fractions implicated in
the secretion pathway with the difference
that hepatic SYT1 protein may have a
different glycosylation pattern. SYT1 was
found to be a potential ligand of LRP1b, a
member of the low-density lipoprotein
receptor family in brain, binding to the
[118].
Apolipoproteins transport cholesterol and

receptor extracellular domain
triglycerides in various tissues, so their
receptors are necessary for the neuronal
uptake of cholesterol which is required
for membrane synthesis and maintenance
[119].

receptors in neuronal tissues and hepatic

If SYT1 binds apolipoprotein

expression of Sytl was associated with
steatosis in nutritional and genetic models
of fatty liver disease where lipoproteins
levels and composition were altered [12],
we hypothesize that SYT1 could be
involved in hepatic vesicle exocytosis and
endocytosis interacting with
apolipoprotein receptors.

In conclusion, a complete
characterization of hepatic Sytl transcript
has been carried out, resulting from a
tissue.
mMRNA

indicates that this gene

specific  splicing in  this

Quantitative  analysis  of

expression
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expression is widely distributed. The
protein codified has been proved to be
identical to the brain one. The existence
of a post-translational is highly
suggestive of explaining the discrepancy
between  predicted and observed
SYT1 subcellular

distribution in liver is similar to that in

molecular masses.

brain but the higher molecular weight is
smaller in liver compared to the brain
one. The discovery and characterization
of SYT1 in liver may provide new
insights into liver metabolism; however,
additional studies will be required to

establish its significance.
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4.2 Hepatic Sytl is involved in selective intracellular colesterol

transport

Abstract

The molecular mechanisms by which the liver develops steatotic disease still remain
unclear. Previous studies using nutritional and genetic models of hepatic steatosis in
mice showed that Synaptotagmin 1 (Sytl) expression was associated with lipid droplet
area. To find out its relationship, hepatic mouse Sytl mRNA was cloned into a vector
driving hepatocyte-specific expression and administered by hydrodynamic injection to
wild-type and Apoe-deficient mice, the latter as a model of rapid spontaneous steatosis
development. In both situations, Sytl overexpression was used as a tool to explore its
effect on hepatic lipid metabolism. Lysosomal and plasma membrane fractions were
enriched in SYTL1 protein in livers following gene overexpression. In these conditions,
the presence of esterified cholesterol in plasma lipoproteins increased in high density or
very low density lipoproteins, according to the mouse models. Likewise, the transgene
caused an alteration in hepatic lipid content and a positive correlation between Sytl
expression and hepatic total cholesterol content was found. Despite the fact that
expressions of genes involved in lipid metabolism differed between models, the
transgene overexpression promoted those involved in reverse cholesterol transport.
These results indicate that this protein is involved in hepatic management of cholesterol

esters and their secretion into plasma lipoproteins.

Keywords: Synaptotagmin 1; Mouse; Hepatic expression; Sytl; Reverse cholesterol

transport
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1. Introduction

Synaptotagmin 1 (Sytl) belongs to a
family of membrane trafficking proteins
[46] and is characterized by an N-
terminal, a variable linker, and two C-
terminal C-domains in tandem in the
cytoplasmic membrane side, C>A and
C:B [47], designed to bind Ca* and
phospholipids (PL) [108]. SYTs are
recognized to participate in the docking
and fusion of membrane vesicles in
neuronal and nonneuronal cells including
macrophages [49], insulin-secreting -
cells [50], osteoblasts, and osteoclasts
[51], airway and gastric mucin-secreting
goblet cells [52] and muscle cells [397].
SYTL1 is an integral membrane protein
associated to lipid rafts [98] through its
palmitoylated [57] transmembrane
domain that mediates the fusion of
synaptic vesicles with the plasma
membrane to release the vesicle content
during synaptic transmission. Membrane
depolarization leads to Ca?* influx which
binds SYT1 and triggers the fast release
of neurotransmitters [106], but it is
known that SYTL1 requires the membrane
anchor to stimulate vesicle fusion at
physiological Ca?* levels [109]. This role
is likely to be accomplished through the
interaction of SYT1 with phospholipids
and the SNARE proteins complex [111,

112] in lipid rafts whose performance is

being studied and understood nowadays
[10]. Lipid rafts are dynamic lipid
microdomains able to include or exclude
lipids [23] with high
cholesterol (CHO) content, essential for

proteins and

lipid and protein retention [24] involved
in vesicle biogenesis and membrane
fusion [5, 25]. Cholesterol concentration
in vesicles changes protein structure
modifying membrane properties such as
favorable for

membrane  curvature

fusion, thus cholesterol reduction
impairs exocytosis of synaptic vesicles
[26]. Not only is a 40% mol of
cholesterol necessary for changing the
intrinsic fusion properties of membranes
but phospholipids also contribute
directly since they can recruit and
activate a large number of different
proteins to create optimal conditions for
exocytosis [27]. SYT1 binds anionic
phospholipids in microdomains in Ca?*
anionic

presence; phospholipids

headgroups complement the Ca?
binding sites, increasing the affinity of
C.AB for Ca%*. SYT1 also interact in a
Ca?*  independent  manner  with
phospholipids, overall
phosphatidylinositol  4,5-bisphosphate,

through  their  polybasic  Lys-rich
conserved motif in the C,B domain and
increases Ca?* attraction [114]. SYT1
C2:B domain is also a high affinity

receptor for the adaptor protein complex
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AP-2 [92] which promotes endocytosis
and the recycling of synaptic vesicle
proteins, thus participating in both sides
of the cycle in neuronal cells [105].
Endocytic machinery requires a complex
binding of lipids and proteins implicated
in the process [115], clathrin coat pits are
formed under specific conditions that
implicate the AP-2 complex membrane
anchor through the C,B SYT1 domain
[116] which acts as a sensor of

intracellular changes in neurons or
neuroendocrine cells and activates a novel
internalization signal [100]. Exocytosis
and endocytosis processes take place
simultaneously, however, the rate of each
remains obscure and might vary due to
lipid changes [117],

binding proteins and

dissociation of
conformational
protein changes.

Recently SYT1 seems to have an
important role in non neuronal tissues. In
the intestine, SYT1 appears to be
expressed in the apical membrane and
subapical region of intestinal epithelial
cells. The role of SYT1 in regulating the
apical Na*-H*
(NHE3) was demonstrated in Caco2BBE
cells [122] and the cAMP stimulation

membrane exchanger

promotes direct binding of NHE3 with
SYT1 directing it to the AP-2-clathrin
complex, which is necessary for regulated
endocytosis in intestinal epithelial cells

[121]. Also intestinal Sytl was modulated
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linoleic acid (CLA)
supplementation that might have a role

by conjugated

on mucosal immune responses in early
life [123]. In Kidneys, it also appears to
participate in the regulation of podocyte
homeostasis [124]. Renal podocytes
possess structures similar to synaptic
cells, glomerular podocytes express Sytl
gene product and it seems to be
associated with the serum creatinine
regulatory processes, the most important
biomarker for a quick non-invasive
assessment of kidney function [125].
Previous studies from our group
using nutritional (Western diet enriched
in the c9, t11-CLA or t10, c12-CLA
isomers or chow diets containing 10%
olive oil) and genetic models (Apoe- and
Cbs-deficient

mice, these latter

hyperhomocysteinemic)  of  hepatic
steatosis in  mice together with
microarray analysis and its confirmation
by gPCR showed that Sytl expression
was associated with steatosis [126]. The
aim of this study was to establish the
role of SYT1 in liver where the hepatic
mouse transcript has been characterized
as 1807 bp in length with an open
reading frame codifying for a protein of
421 amino acids, identical to the brain
protein [404]. To this end, wild-type and
Apoe-deficient mice receiving a chow
and high fat diet (HFD), respectively

were used in two experiments in which
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the hepatic Sytl gene was overexpressed
to find out its relationship with lipids

content induced hepatic steatosis.

2. Materials and Methods

2.1. Cloning Hepatic Sytl Sequence into

a Liver In Vivo Expression vector

The open reading frame of mouse
hepatic Sytl transcript (FR827897) was
amplified by PCR using gene specific
primers (Fw: 5’-GGATCCAACTGTGT-
GTGCAGTCTGTGT-3’; Rv: 5’-CTCG-
AGTATGTGGGCAGACGCAGAAA-3%)
to add BamHI and Xhol

restriction sites to the 5’ and 3’ ends,

designed

respectively, purified using MinElute
PCR Purification Kkit, Qiagen N.V.
(Venlo, The Netherlands), ligated into
PCR®II vector, transformed in One Shot®
INVoF" Competent E. coli, with the TA
Cloning Kit Dual Promoter, Invitrogen
(Madrid,

manufacturer’s

Spain) following the
instructions, and
sequenced to confirm the consensus
sequence. To obtain high level expression
of Sytl transgene in mouse liver, the full
Sytl cDNA

length product  was

introduced into pLIVETM (Mirus Bio,
Madison, WI), a vector designed to
achieve hepatocyte specific expression by
mouse albumin

using the minimal

promoter and the mouse alpha fetoprotein

enhancer 1. pCR®II-Syt1 digested with
BamHI and Xhol restriction enzymes

was used as the insert source to clone

into those restriction sites from pLIVETM
vector. Once the correct clone was
identified and verified by DNA
sequencing, the pLIVE-Sytl construct
was grown in competent E. coli bacteria
and purified with the QIAGEN Endofree
Plasmid Purification kit (QIAGEN N.V.
The Netherlands) which is
suitable for in vivo delivery. The purity

Venlo,

and quantity of the plasmid DNA were
analyzed by agarose gel electrophoresis

and by absorbance at 260 and 280 nm.

2.2. Cell Culture

The human hepatocellular carcinoma
cells, HepG2, were cultured at 37°C in a
humidified atmosphere containing 5%
CO:2 in Eagle’s DMEM supplemented
with 100 U/ ml penicillin G, 100 pg/ ml
streptomycin, 200 mM glutamine, 100
mM  sodium pyruvate and heat-
inactivated 10% foetal bovine serum.
HepG2 cells were seeded 24 h before
transfection at a density of 4 x 10° cells
in 60 mm dishes and transfected with 5
ug of pLIVE-Sytl vector with 15 pl of
FUGENE® HD Transfection Reagent
(Promega, Madison, WI, USA)
according to the manufacturer’s to test

the construct before wusing it into
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animals. Cells were harvested 48 h after
transfection and Sytl expression assessed
by gPCR.

2.3. Animals

Fifteen 3-month-old wild-type male
mice and twenty two Apoe-deficient male
C57BL/6J
background obtained from Charles River

mice with a genetic
(Charles River Laboratories, Barcelona,
Spain) and bred in the Servicio de
Biomedicina y Biomateriales, University
of Zaragoza were used as experimental
models. Blood samples obtained from the
facial vein 4h after fasting period were
used to establish experimental groups
with similar baseline plasma cholesterol.
Mice were housed in sterile filter-top
cages (two or three per cage), had ad
libitum access to food and water and were
kept under light cycle conditions of 12 h
light/12 h dark. The study protocols were
approved by the Ethics Committee for
Animal Research of the University of

Zaragoza.

2.4. Experimental Designs

2.4.1 Effect of Sytl Hydrodynamic Tail

Vein Injection in Male Wild-type Mice

Receiving a Commercial Chow Diet

- 114 -

An experiment with wild-type mice

receiving a chow diet (Harlan
Laboratories Models S.L, Barcelona,
Spain) during the experiment was
carried out first. One group (n = 8) was
injected into the tail vein with 50 pg of
the pLIVE-Sytl plasmid diluted in a
volume of saline (0.9% NaCl) equivalent
to 10% of the body weight within 5
seconds as previously described [381,
382]. Control group (n = 7) was only
injected with saline. No mortality was

observed after hydrodynamic injections.

2.4.2 Effect of Sytl Hydrodynamic Tail
Vein Injection in Male Apoe-deficient

Mice Receiving a High Fat Diet

Experimental mice group (n = 11)
was injected into the tail vein with 15 pg
of the pLIVE-Sytl plasmid diluted in a
volume of saline (0.9% NaCl) equivalent
to 10% of the bodyweight [381, 382].
Control group (n = 11) was only injected
with saline. Injection was repeated again
four days after the first injection. No
mortality was observed after
hydrodynamic injections. The animals
were fed for 12 days a purified high fat
diet containing 0.15% cholesterol and
20% refined palm oil (prepared weekly
and stored in a Nz atmosphere at —
20°C).
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2.5. RNA Isolation and Quantification

Four days after the last injection and
four-hour fasting mice were Kkilled by
suffocation with COz. Livers were
immediately removed and frozen in liquid
nitrogen. RNA of each liver was isolated
using Tri Reagent from Ambion® (Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA)
following the manufacturer’s instructions.
DNA contamination was removed using
TURBO DNAse treatment and removal
kit from Ambion® (Life Technologies,
Carlsbhad, CA, USA). RNA was
guantified by absorbance at A260/280
than 1.75) with
NanoDrop ND-100 Spectrophotometer
(Wilmington, DE, USA). Integrity of the
28 S and 18 S ribosomal RNAs was
verified by 1%
electrophoresis followed by ethidium
bromide staining. 500 ng of total RNA of

(ratio was greater

agarose  gel

each animal was reverse transcribed using
the First Strand cDNA Syntesis Kit from

Thermo  Scientific (Thermo  Fisher
Scientific Company, Inc, Middletown,
VA, USA). Differences in Sytl

expression between the two experimental
groups caused by hydrodynamic pLIVE-
Sytl injection were analyzed by gPCR.
PCR real time reactions were performed
using Power SYBR® Green PCR Master
Mix, from Applied Biosystems® (Life

Technologies, Carlsbad, CA, USA),

according the manufacturer’s
instructions, in a One Step Real Time
PCR System from Applied Biosystems®
(Life Technologies). The primers used
(Supplementary Table 1) were designed
Applied
program (Life

with Primer Express
Biosystems®
Technologies) and checked by BLAST
analysis (National Center for
Biotechnology Information) to verify
gene specificity. The relative amount of
all mRNAs was calculated using
comparative 24t method. Cyclophilin
B (Ppib, NM_011149.2) mRNA was

used as the reference gene.

2.6. Histological Analysis in Apoe-
deficient Mice

Liver samples from Apoe-deficient

mice  were stored in  neutral
paraformaldehyde and embedded in
paraffin.  Sections (4 um) were
deparaffinized by heating for 30 minutes
at 60°C, followed by soaking them twice
at room temperature in a xylene bath for
5 minutes. The tissue slices were
hydrated by transferring them through
the following solutions for 3 minutes at
room temperature: 100% ethanol twice;
95%, 90%, 85%, 70%, 50%, and 30%
ethanol; and double-distilled water.
Sections were stained with hematoxylin

and eosin and observed using a Nikon
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microscope. Hepatic fat content was
evaluated by quantifying the extent of fat
droplets in each liver section with Adobe
Photoshop CS2 and

percentage of total liver section [126].

expressed as

2.7. Immunohistochemistry

Paraffin-embedded liver tissues from
Apoe-deficient mice were cut into 4-um
slices using a microtome, deparaffinized,
and hydrated as described above for
histological analysis. The antigenic sites
were retrieved by incubation of the
sections in boiling citrate buffer (10 mM
Tris-sodium citrate, 1.9 mM Citric acid,
pH 6.0) for 15 min. Next, endogenous
peroxidase activity was quenched by
incubating the sections for 10 min in 3%
H202 in methanol, followed by blocking
with 5% BSA in TBS for 1 h at room
temperature  to

reduce  nonspecific

binding.  Immunohistochemistry — was
performed using a rabbit polyclonal anti-
SYT1 antibody (1451-1-AP,
Proteintech Group, Inc.,
UK, diluted 1/500 in TBS) incubated
overnight at 4°C. For peroxidase signal
detection EnVision+System-HRP (DAB)
to use with rabbit primary antibodies
(DAKO Corporation, Carpinteria, CA,

USA) was used

mouse

Manchester,

following  the
manufacturer’s instructions. Finally the

sections were counterstained  with
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hematoxylin. To assess the specificity of
the immunolabeling, control experiments
were performed by incubating the liver
sections with TBS instead of with
primary antibody. Also a positive control
of brain tissue where SYT1 is described
under the

was carried out same

conditions.

2.8. Hepatic Lipid Analysis

Tissues were homogenized in 10
volumes of PBS per gram of tissue
according to Folch’s method [390]. One
volume of homogenate was extracted
with two volumes of chloroform-
methanol (2:1) twice. The separated
organic phases were combined and
evaporated under N2 stream in a 55°C
water bath. Extracts were dissolved in
100 upl of isopropanol and used to
estimate cholesterol and triglyceride
concentrations using Infinity Reagent
from Thermo Scientific (Thermo Fisher
Scientific Company, Inc, Middletown,

VA, USA).

2.9. Plasma Analysis

At the end of the experiments blood
was drawn from hearts via cardiac
puncture and centrifuged at 1000g for 5
minutes at 4°C to obtain plasma. Total

plasma triglycerides and cholesterol



RESULTADOS

concentrations were determined by
microtiter assay using Infinity Reagent
from Thermo Scientific (Thermo Fisher)
and plasma glucose with Biosystem
Glucose Kit (Biosystems S.A., Barcelona,
Spain). Plasma lipoprotein profile was
determined in 100 ul of pooled plasma
samples from each group by fast protein
(FPLC) gel

filtration [405] using a Superose 6B

liqguid chromatography
column (GE Healthcare), and total and
free cholesterol in each fraction were
measured using a fluorometric method
(Amplex Red, Molecular Probes, USA).
Phosphatidylcholine and sphingomyelin
contents in each fraction were measured
using the enzymatic procedure coupled to
[406].
Apolipoproteins APOAL and APOB were
guantified by ELISA using specific

fluorometric detection

polyclonal antibodies (Biodesign) [407].

2.10. Hepatic Homogenate and Western

Blot Analysis

180 mg of pooled hepatic tissue of
each group (4 animals per pool) of the
two experiments was homogenated in 1
ml of sucrose 0.25 M solution with
inhibitor (Roche,

Germany) at 4°C and

protease cocktail
Mannheim,
centrifuged at 280g for 5 min. Plasma
membrane, lysosomal and microsomal

fractions were obtained using different

methods [391, 392] and under specific
conditions [404]. Protein concentration
was determined by BioRad dye binding
assay (BioRad, Madrid, Spain).

20 and 40 ug of protein for SYT1
and SCARB1 detection

were loaded onto a 8%

respectively
SDS-
polyacrylamide gel and electrophoresed
for 110 min at 90V in a Bio-Rad
(Hercules, CA).

transferred

Miniprotean  cell

Proteins were
electrophoretically to PVDF membranes
(GE Healthcare, Madrid, Spain) using
semidry transfer cell Bio-Rad Trans-Blot
SD apparatus with 15 mA/cm?
membrane 27 min at 20 V. Membranes
were blocked with PBS Dbuffer
containing 5% BSA for 3 h at room
temperature.
diluted in PBS buffer containing 2.5%
BSA and 1% Tween 20, was added, and

the membranes were incubated overnight

The primary antibody,

at 4°C and then 2 h at room temperature.
SYT1 protein expression was evidenced
by using a rabbit polyclonal antibody
against sequences shared between the
mouse and human gene products (1451-
1-AP, Group, Inc.,
Manchester, UK, diluted 1/1,000). Equal
loadings were confirmed by using a goat
polyclonal anti-HSC70 (K-19 SC-1059,
Santa Cruz, Biotechnology, Inc, diluted
1/1,000). SCARB1 protein expression
rabbit

Proteintech

was evidenced by wusing a
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polyclonal antibody generated against a
mouse synthetic peptide (NB 400-101,
UK, diluted
1/1,000). Equal loadings were confirmed

Abcam,  Cambridge,

by using a goat polyclonal anti-FLOT?2
(A-16 SC-30750,

Biotechnology, Inc,

Santa
diluted 1/1,000).

Membranes were washed with PBS

Cruz,

buffer containing 0.1% Tween 20 and
incubated for 1 h at room temperature
with conjugated goat anti-rabbit IgG
(H&L) DyLight 800 secondary antibody
(SA5-35575, Thermo-scientific, diluted,
1/50,000) for SYT1 and SCARB1
detection and with a donkey anti-goat 19G
(H&L) DyLight 680 (SA5-10090,
Thermo-scientific, diluted 1/20,000) for
HSC70 and FLOT2 detection in PBS
buffer containing 2.5% BSA and 1%
Tween 20. Image was captured using an
Odyssey® CIx (LI-COR).

2.11. Statistical Analysis

Results are expressed as means + SD.
Unless otherwise stated, non parametric
Mann-Whitney U-test for comparison
between pairs was used for unpaired
observations. Association between
variables was assessed by Spearman
correlation test. All statistical tests were
performed with the package SPSS version

15.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA), and a
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P<0.05 was

statistically significant.

value of considered

3. Results

3.1. Gene Expression and Protein Levels
of Sytl in Liver of Wild type and Apoe-
deficient Mice Injected with the

Expression Vector

pLIVE-Sytl construct was tested
previously in  HepG2 cell line
satisfactorily (data not shown) before
mice injection experiments. To confirm
the overexpression of Sytl in liver after
the hydrodynamic injection of pLIVE
construct, Sytl expression was examined
in the four experimental groups of
animals as shown in Fig. 1A and 1D for
Apoe-deficient and wild-type mice
experiments respectively. As expected,
Sytl mRNA expression was significantly
higher in injected mice than in control
group supporting the effectiveness of
hydrodynamic injection. To investigate
whether the increase in Sytl mRNA
expression correlated with protein levels,
Western blot of the different enriched
fractions involved in secretion pathway
was performed (Fig. 1B and 1E). SYT1
levels were increased in all fractions
involved in the secretion pathway in
Apoe-deficient mice injected with the

expression vector as shown in figure 1C



RESULTADOS

10 5
A D
8 £33 4
5} 6 5 3
3
~ 4] éN 2 *
y N N
ol I .
Control Syt1 injected Control Syt1 injected
B "3kba- HSC70
SYT1
50 kDa »
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
12 - 12
c 10 10 F
=2 pam )
< <

Fig. 1: Hepatic Sytl expression due to hydrodynamic tail vein injection of pLIVE-Sytl in Apoe-
deficient mice fed Western diet, left panels and Wild-type mice fed a chow diet, right panels. A, D:
Hepatic mRNA levels determined by qPCR using the 2-22¢t method for Syt1 in injected mice vs. control
group used as the reference and normalized to Ppib. Data represent means and SD for each group. *P<
0.04, **P< 0.0001 between groups according to Mann-Whitney’s U-test. B, E: Hepatic subcellular SYT1
protein expression of representative animals of each group pooled and analyzed by Western Blot. C, F:
Quantitative results of western blot analysis (B, C, E and F: lanel: lysosomal fraction control group;
lane2: lysosomal fraction injected group; lane 3: plasma membrane control group; lane 4: plasma
membrane injected group; lane 5: microsomal fraction control group and lane 6: microsomal fraction

injected group) expressed as arbitrary unit (AU).

with an enrichment in large vesicles and
lysosomal fraction. On the other hand, no
increases in SYT1 protein levels were

observed in wild-type mice (1F).

3.2. Detection and Tissue Distribution of
SYT1 Antigen

Using immunohistochemical
analyses, we have verified in Apoe-

deficient mice elevated levels of SYT1

protein expression in those mice injected
with pLIVE-Sytl construct. SYT1 basal
levels in control mice are shown in Fig.
2A where the protein was present in the
cytoplasm. Stronger signals,
characterized by brown staining, were
observed when SYT1 was overexpressed
(Fig.

membrane was enriched with SYT1

in liver 2B) where plasma

protein. SYT1 immunostaining appeared

to be concentrated around centrilobular
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veins (Fig. 2A) and was specific for SYT1
protein as demonstrated by the absence of
staining in the negative controls (Fig. 2, C
and D).

3.3. Hepatic Lipids in Wild-type Mice
Injected with pLIVE-Sytl

Hepatic cholesterol amount did not
change between the two experimental
groups due to Sytl overexpression (Fig.
3A) although triglyceride content was
significantly higher (3B) in mice injected
with the pLIVE-Sytl construct. Moreover

g o {%“
i S A N e
e e

correlation analyses, Fig. 3C and D,

evidenced  significant  associations
between Sytl expression and hepatic
cholesterol (rs = 0.44; P<0.05) and
triglyceride (rs = 0.54; P<0.03) contents

in WT mice fed a chow diet.

3.4. Liver Histological Analysis in Apoe-
deficient Mice Injected with pLIVE-Sytl

Figure 4 shows representative

histological images of livers from

animals of the two experimental groups
receiving high fat diet. Fig. 4A shows

T
#Y

Fig.2: Inmunohistochemical localization of SYT1 in liver. Representative liver micrographs at x400

magnification from Apoe-deficient mice fed a western diet.

Positive signals of anti-SYT1

immunolabeling are shown in brown, control group (A) and Syt1 injected Apoe-deficient mice (B) where
black arrow shows a hepatocyte with plasma membrane SYT1 enrichment. C and D: negative controls
without brown staining of a control and Apoe-deficient mouse respectively.
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Fig. 3: Hepatic lipids in Wild-type (WT) mice fed chow diet. Hepatic cholesterol (A) and triglyceride
(B) content in WT mice. Data represent means and SD for each group. *P< 0.003 between groups
according to Mann-Whitney’s U-test. Relationship between Sytl gene expression in liver and hepatic
cholesterol (C) and hepatic triglyceride (D). o, Control mice; A, Sytl injected mice. Correlations were

calculated according to Spearman’s test.

lipid droplets accumulation in the control
group in accordance with the described in
Apoe-deficient mice [408]. Surprisingly,
mice overexpressing Sytl gene (Fig. 4B)
had less accumulation of lipid droplets
than those mice without the transgene.
Quantitative evaluation of the percentage
of hepatic lipid areas of all animals is
shown in Fig. 4C. In contrast, hepatic
cholesterol content was significantly
increased in the injected group while
there was no change in triglyceride levels
compared to control group. Analyses of
association were carried out, Fig. 4D and
4E, between Sytl gene expression and the
hepatic fat (rs = -0.44; P<0.02) and with
hepatic cholesterol (rs = 0.50; P<0.01)
and both were significantly associated

with Syt1 overexpression.

3.5. Plasma Parameters and Lipoprotein

Profile

The effects of Sytl injection on
plasma parameters in Apoe-deficient and
WT mice after the experimental period
are shown in Table 1. There were no
significant differences in triglycerides,
neither in plasma glucose in any mouse
model, nor in total cholesterol when
pLIVE-Sytlvector was injected into WT
mouse model receiving a chow diet.
Sytl
significantly increased total cholesterol

Nevertheless, overexpression
levels in Apoe-deficient mice feeding a
Western diet.

Figure 5 shows the distribution of the
plasma  parameters in  lipoprotein
fractions separated by FPLC from the

different mouse models. As expected,
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Fig. 4: Hepatic lipids in Apoe-deficient mice fed HFD. Representative liver micrographs at x400
magnification from Apoe-deficient mice control group (A) and Sytl injected Apoe-deficient mice (B) on a
western diet. C: Hepatic fat content in Apoe-deficient mice as morphometric analysis (top), cholesterol
content (middle) and as triglyceride content (bottom). Data represent means and SD for each group. *P<
0.04; **P< 0.01 between groups according to Mann-Whitney’s U-test. Relationship between hepatic fat
area and Sytl gene expression in liver (D). Relationship between hepatic cholesterol and Sytl hepatic
expression (E). o, Control mice; A, Sytl injected mice. Correlations were calculated according to
Spearman’s test.

Table 1: Plasma parameters in Apoe-deficient mice feeding a Western diet and WT mice receiving a
chow diet. Data represent means and SD for each group. *P< 0.05 between groups according to Mann-
Whitney’s U-test.

Apoe knockout Wild-type
Control Sytl injected Control Sytl injected
(n=11) (n=11) (n=7) (n=8)
Cholesterol (mg/dl) 760 £ 166 877 £ 92* 157 +24 161+ 12
Triglycerides (mg/dl) 245 + 67 216 + 44 118 £ 23 125+ 12
Glucose (mg/dl) 438 £ 104 453 £ 51 386 £171 468 + 137

-122 -



RESULTADOS

HDL
LOL

YLDL

ug { fraction >
- R ]
8 8 &

=
=

m
P o T o~ 1
8 8 8 2

ug { fraction

=

Y

ug / fraction

HOL
LDOL
VLDL

ug / fraction

D - J 15
c 204 c
s s
5 15 5
=104 £
2 51 E
04
E 20 4 K 4.
5 199 S 2+
g 5
N L
2 54 EXR “
0 0 Y naan
34
15
F .. L
21 1
2 15 2
19 05

13 5 7 9 1M131517 1921 2325 27 29 31 33 35 37 39

Fraction number

|. -- ¢ - - Control —&—Syt1 injected |

A

o ' y
13 5 7 9 MA31517 192123 25 2729 31 33 35 37 39

=]

Fractionnurrber

|__ -o- - - Control —&— Syt injected |

Fig. 5: Fast protein liquid chromatography (FPLC) plasma lipoprotein profiles of the two

experimental models. Two independent pools of

all mice per experimental group were prepared.

Lipoproteins were separated and collected fractions analyzed for total cholesterol (A, G), free cholesterol
(B, H), esterified cholesterol (C, 1), phosphatidylcholine (D, J) and sphingomyelin (E, K). APOB (F) and
APOA1 (L) expressed as arbitrary units (AU). Representative profiles are shown from Apoe-deficient
mice, left panels (n = 11 for control and n = 11 for Syt1 injected plasma pool). WT mice, right panels (n =
7 for control and n = 8 for Sytl injected plasma pool). Fraction numbers 11-19 corresponded to VLDL,

20-28 to low density lipoproteins and 29-38 to HDL.

cholesterol distribution changed
according to the model. In this regard,
cholesterol was mainly carried in HDL in

WT mice (Fig. 5G) whereas in Apoe-

deficient ~mice it was mainly

accumulated in VLDL fraction (Fig. 5A).
Sytl overexpression in Apoe-deficient
increased VLDL

mice, significantly
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cholesterol,
cholesterol (5C), and modified APOB
(5F) distribution,

observed in free cholesterol (5B), neither

mainly due to esterified

no changes were

in phosphatidylcoline nor in
sphingomyelin contents. To a lesser
degree, an increase in HDL cholesterol in
wild-type mice injected with Sytl gene
was also observed (5G, 5H, 5I). These
changes in WT in total (5G) and esterified
cholesterol (51) were accompanied by
increased HDL phosphatidylcholine (5J),
sphingomyelin (5K) and in APOAL (5L),
but not in APOA4 (data not shown).
These evidence that Sytl

influences the presence of esterified

results

cholesterol in plasma lipoproteins and
modifies their composition depending on
APOE.

3.6. Sytl Injection Effect on the Gene
Expression in Livers of Wild-type Mice
Fed a Chow Diet

To determine changes on hepatic gene
induced by Sytl

overexpression and to elucidate the role

expression

of SYT1 in liver, the expression of
several genes involved in lipid transport
and hepatic metabolism were individually
analyzed by qPCR. We observed (Table
2), the

transcripts and the reduced expression of

increased expression of 16

only 1 transcript in samples of WT mice
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injected with pLIVE-Sytl construct
compared with the control group. Of the
encode

16 genes increased, three

proteins involved in fatty acid
biosynthesis (Acac-a, Acac-b and Scdl),
two participate in fatty acid catabolism
(Cptl and Ppargclb), three promote
triglyceride biosynthesis and transport
(Dgatl, Fsp27 and Mttp), two activate
bile acid biosynthesis (Cyp7al and
Cyp27al), one gene provides cholesteryl
esters for transport in lipoproteins
(Acat2), three genes encode proteins
involved in lipid transfer to HDL
(Apoal, Apoa2 and Pltp), one is a
nuclear bile acid receptor that modulates
bile acid metabolism and HDL uptake
[409] (Fxr) and the last one gene
codifies a protein associated to
microsomal vesicles (Vamp2). Moreover
the expression of one gene implicated in
the Dbile acid alternative biosynthesis

pathway was found repressed (Cyp7b1l).

3.7. Sytl Injection Effect on Hepatic
SCARBL level in Wild-type Mice Fed a
Chow Diet

Although Scarbl mRNA expression
levels did not significantly change
because of Sytl overexpression, Fxr a
nuclear bile acid receptor which
modulates HDL uptake via Scarbl did

(Table 2). Western blot (Fig. 6A) was
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Table 2: Effect of Sytl overexpression on hepatic
gene expression in Wild-type mice fed a chow
diet.

Control Sytl injected
n 7 8
Fatty Acid Biosynthesis
Acac-a 1.0+£0.0 1.3+0.3*
Acac-b 1.0+£0.3 1.6 +£0.3*
Scdl 1.0+£0.3 25+0.3f
Fatty Acid Catabolism
Cptl 1.0+0.2 1.8+0.4%
Ppargcla 1.0+£0.2 1.3+£05
Ppargclb 1.0x£0.3 2.3+0.9
TG Transport and Metabolism
Dgatl 1.0+£0.3 1.4+0.3*
Dgat2 1.0+0.2 1.3+0.3
Fsp27 11+03 2.0+0.8*
Mttp 1.0+0.1 1.4+0.2%
Bile Acid Biosynthesis
Bsep 1.0+0.2 1.0+0.1
Cyp27al 1.0+0.3 1.3+0.2*
Cyp7al 1.2+0.38 26+15*
Cyp7bl 1.0+£0.2 0.8+0.3*
Cholesterol Transport and
Metabolism
Abcal 1.0+0.1 11+0.2
Acatl 1.0+£0.2 1.2+0.2
Acat? 1.0+0.1 1.6 +0.4*
Lcat 1.0+£0.2 1.0+£0.3
Scarbl 1.0+£0.2 1.1+£0.3
Lipid transfer
Albp 1.0+£0.3 1.1+£0.1
Apoal 1.0+£0.2 15+£0.3
Apoa? 1.0+0.3 15+0.1%
Pltp 1.1+04 29+0.9f
Membrane trafficking
Sarla 10z0.1 1.1+0.2
Vamp2 1.0+£0.2 14+0.2%
Transcription factors
Fxr 1.0+£0.3 1.6 £0.2¢
Lxr 1.0+0.1 1.0+£0.2

Data represent arbitrary units (mean + S.D.)
normalized to the cyclophilin B expression for
each condition with the qPCR. Statistical analyses
were carried out with the use of the Mann-
Whitney’s U test. *P< 0.05; P<0.01; "P<0.001.

carried out in plasma membrane fraction
of WT mice to quantify changes in
SCARBL1

overexpression because mMRNA and

receptor due to Sytl

protein expression do not always change
in parallel according to our experience

[386]. Figure 6B shows that plasma

membrane  protein  levels  were
significantly increased in WT mice
injected group.

1 2

A
s2kpa- (D W SCARBH

a2vpa- G S FLoT2
B

1.5

1

0,5

0 -

Control  Syt1 injected

Fig. 6: SCARB1 protein expression in WT
mice fed a chow diet. A: Representative
Western blot showing the SCARB1 and FLOT?2
expressions in plasma membrane fraction of WT
control group (lane 1) and WT Sytl injected
group (lane 2). B: quantification of Western
results. Data (means + SD) expressed as arbitrary
units normalized to FLOT2 expression are given.
Western analysis was carried out as described in
MATERIAL AND METHODS. Statistical analysis was
done according to Mann-Whitney U-test. *P <
0.03.

-125 -



RESULTADOS

3.8. Sytl Injection Effect on the Gene
Expression in Livers of Apoe-deficient
Mice Fed a High Fat Diet

Table 3 shows the expression of

hepatic genes analyzed by qPCR
modified by Sytl overexpression in
samples of Apoe-deficient mice injected
with pLIVE-Sytl construct compared
with control group fed all a HFD. We
found modified the expression of 14
transcripts, 9 with an increased
expression and 5 genes repressed. Of the
found

9 transcripts increased, two

participate in fatty acid metabolism
(Acac-a and Cptl), one is involved in TG
transport and VLDL assembly (Mttp), one
activates the alternative bile acid
biosynthesis pathway (Cyp7bl), three are
involved in cholesterol transport and
metabolism (Abcal, Lcat and Scarbl),
one encode a protein component of HDL
(Apoa2) and one gene codified a protein
associated to  microsomal vesicles
(Vamp?2).

transcripts repressed, one regulates fatty

Furthermore, of the 5

acid catabolism (Ppargcla), one mediates
bile acid biosynthesis (Cyp7al), two
esterifies cholesterol (Acatl and Acat?2)
and one encodes a protein which binds
APOAL1 in HDL lipoproteins (Albp).
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Table 3: Effect of Syt1 overexpression on hepatic

gene expression in Apoe-deficient fed a HFD.

Control Sytl injected
n 11 11
Fatty Acid Biosynthesis
Acac-a 1.0+0.1 1.3+0.4*
Acac-b 1.0+£04 0.9+0.2
Scdl 1.1+04 11+03
Fatty Acid Catabolism
Cptl 1.0+0.3 1.3+0.3*
Ppargcla 1.0+£03 0.8+£0.2*
Ppargclb 1.1+£05 0.9+0.3
TG Transport and Metabolism
Dgatl 1.0+0.2 11+0.2
Dgat2 1.0+£0.2 0.9+0.0
Fsp27 1.2+0.6 13+11
Mttp 1.0+£0.2 1.3+£0.3*
Bile Acid Biosynthesis
Bsep 1.0+0.2 11+0.3
Cyp27al 1.0+£0.2 1.2+0.2
Cyp7al 1.2+0.8 0.6 +0.2*
Cyp7bl 1.0+£0.3 1.4 +£0.4*
Cholesterol Transport and
Metabolism
Abcal 1.0+£0.2 1.2+0.3*
Acatl 1.0+0.1 0.8+0.2*
Acat2 1.0+£01 09+0.1*
Lcat 1.0+0.2 1.2+0.2*
Ldlr 1.0+£0.2 1.0+£0.2
Scarbl 1.0+£0.3 1.2+0.3*
Lipid transfer
Albp 1.0+0.2 0.8+0.2*
Apoal 1.0+0.2 09+01
Apoa2 1.1+£0.2 1.2+£0.3*
Pltp 1.1+03 1.3+0.3
Membrane trafficking
Sarla 10+0.1 1.1+0.1
Vamp2 1.0+0.2 1.3+0.2*
Transcription factors
Fxr 1.0+0.2 1.0+0.3
Lxr 1.0+0.1 1.0+0.1

Data represent arbitrary units (mean = S.D.)
normalized to the cyclophilin B expression for
each condition with the gPCR. Statistical
analyses were carried out with the use of the
Mann-Whitney’s U test. *P< 0.05; *P<0.01.
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4. Discussion

The main purpose of this study was to
effect of  Sytl

overexpression in liver as a tool to infer

investigate  the

its role in hepatic steatosis. In the present
study, hydrodynamic tail vein injection of
pLIVE-Sytl construct in WT and Apoe-
deficient mice induced Sytl
overexpression (Fig. 1A, 1D), which
correlated with protein level only in the
latter mice. This result could be explained
by different genetic backgrounds and
diets which may cause different
translation times. Lysosomal and plasma
membrane fractions were found enriched
in SYT1

immunohistochemistry

protein (Fig. 1C) as
techniques
corroborated (Fig 2B). Despite the fact
that no changes in protein levels were
in WT

found injected mice, Sytl

overexpression  clearly caused an
alteration in lipid metabolism in both
experiments.

The hydrodynamic

PLIVE-Sytl construct

injection  of
in WT mice
compared with the control group fed the
same diet triggered significant changes in
liver gene expression. Although there
were no changes in plasma and hepatic
cholesterol, a correlation between Sytl
expression and hepatic  cholesterol
content was found (Fig. 3C). The increase

in Sytl expression may be stimulating

reverse cholesterol transport, briefly
outlined in Figure 7A, by increasing
Apoal, Apoa2 and Pltp expressions
transferring
cholesterol to HDL. APOA1 (Fig. 5L)

and the increase in phosphatidylcholine

phospholipids and

(Fig. 5J) and sphingomyelin (Fig. 5K) in
HDL fractions support these expression
results. Cholesterol is being internalized
by liver SCARB1 receptor (Fig. 6)
where two processes may occur, part of
this cholesterol seems to be transformed
into bile acids as indicate the increase in
liver of Cyp7al and Cyp27al mRNA
expressions to transform cholesterol into
bile acids, modulated by Fxr expression
[409], and some of it is being esterified
as Acat2 expression increased, providing
esters for

cholesteryl transport in

lipoproteins [410]. Furthermore, the
increase of Mttp expression, required for
lipoprotein assembly and secretion [411-
414],

cholesterol esters from their site of

may be helping to remove
synthesis, depositing them into apoB
lipoproteins for bloodstream secretion
[415]. SCARBL receptors also promote
additional exchange of free cholesterol
in a bidirectional process regulating
cholesterol efflux [416], where nascent
APOA1 HDL particles may take it to
form larger particles HDL (Fig. 51), the
subsequent conversion of cholesterol to
CE by LCAT then drives the net
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movement of cholesterol along the RCT
pathway. A significant increase in hepatic
triglyceride content was found in Sytl-
injected group (Fig. 3B) along with a
strong correlation between Sytl mRNA
expression and hepatic triglycerides in
WT mice experiment (Fig. 3D). Sytl
overexpression seems to be stimulating
triglyceride synthesis through Dgatl gene
expression increase [417]. High levels of
Dgat enzymes lead to intracellular TG
accumulation [418, 419] together with an
increase in Acat2 expression may be
responsible for TG accumulation in liver
[420] as well as an increase in Fsp27
expression which promotes triglycerides
storage into lipid droplets [421, 422].
Several genes implicated in fatty acids
biosynthesis (Acac-a, Acac-b and Scdl)
increased its expression. This could be
explained by the fact that Acat2 and
Dgatl require fatty acids to esterify
cholesterol and diacylglycerol
respectively. It is known that SCD1 has a
role in maintaining energy and cholesterol
homeostasis as well as in de novo
biosynthesis of cholesterol esters and
triglycerides through proteins involved in
lipid metabolism (for instance, SREBP,
GAPT, CPT1 or ACAC) [423-425].
PGC1B gene expression
PPAR-y,

proliferator-activated

coactivates
a member of peroxisome
receptor  family

(PPARS), present in adipose tissue which
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regulates genes involved in adipocyte
differentiation, lipid storage and glucose
metabolism and is induced in liver by
fasting to a lesser extent [426]. PGC1B
hepatic gene expression coactivates
nuclear receptors (NR) such as PPAR-y
and PPAR-o and non-NR transcription
factors as genes involved in lipogenesis
via coactivation of SREBP1c [427, 428].
An increased expression of Ppargclb
(Table 2) in liver

adipogenic action not well understood

promotes an

along with the increase of Fsp27 and
Dgatl which promotes TG synthesis and
storage, and the increase of Cptl
expression [429, 430]. Cpt1 catalyses the
conversion of acyl-CoA to acylcarnitine
to transfer acyl-CoA from the cytosol
into the mitochondria where acyl-CoA
could be degraded in -oxidation process
or incorporated at position sn-1 to
synthesize lysophosphatidic acid (LPA),
a TG and PL precursor [431, 432]
catalyzed by the mitochondrial glycerol-
3-phosphate acyltransferase (GPAT1)
isoform enzyme. The latter possibility
would contribute to increase TG content.

The observed cholesterol transport
response found in WT mice in response
to hepatic Sytl-overexpression raised the
question whether these changes would
be particularly striking in Apoe-deficient
mice fed HFD due to their increased

hepatic and plasma TG and CHO levels
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Fig. 7: A model briefly outlining changes in lipid metabolism due to Syt1 overexpression in liver of
WT mice receiving a chow diet (A) and Apoe-deficient mice receiving a HFD (B). This model also
describes the hypothetical reverse cholesterol transport process.

-129 -



RESULTADOS

[433]. Indeed, hepatic (Fig. 4C) and
plasma (Table 1) cholesterol levels were
significantly increased in Apoe-deficient
pLIVE-Sytl.
Furthermore, a correlation between Sytl

mice  injected  with

expression and hepatic cholesterol
content was found (Fig. 4E). In this
mouse model, plasma cholesterol
accumulated in VLDL fractions as shown
in Fig. 5A,

overexpression

suggesting ~ Sytl
VLDL

chiefly due to esterified

increased
cholesterol,
cholesterol (Fig. 5C). LCAT plays a key
role  in  high-density  lipoprotein
metabolism, and is believed to be critical
in the process of reverse cholesterol
transport [434] as well as in increasing
biliary cholesterol excretion [435]. It is
known that Apoe-deficient mice fed a
Western diet display 50% reduction in
LCAT

changes in the mRNA expression [436],

activity  without  significant

nonetheless an increase in Lcat
expression (Table 3) was found in Sytl-
injected mice which could promote a
faster esterification of plasma cholesterol
and a more efficient transport by
SCARB1 a

membrane protein receptor in the liver

lipoproteins. plasma
facilitates all the phases of reverse
cholesterol transport [437], binds a wide
variety of lipoprotein class, more tightly
to a-HDL through APOA1/APOA2 [438]

protein ratio and mediates both
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cholesterol efflux from cells and
selective transfer of cholesteryl esters
into cells [439]. ABCA1 facilitates the
efflux of cellular phospholipids and
cholesterol to apolipoprotein acceptors,
such as APOA1, and results in the
formation of nascent HDL. Although the
principal
cholesterol through SCARBL1 is APOAL,
there is growing evidence that APOA2

ligand for the uptake of

takes a relevant role in situations where
APOAL synthesis is impaired like it
occurs in Apoe-deficient mice [440],
where an APOAZ2 deficiency caused a
decrease in HDL levels [441]. The
decreased expression of Albp that
codifies a protein which binds APOA1
in HDL supports APOAZ2 relevance.
Apoa2 is mainly expressed in liver and
has also been shown to increase ABCA1
mediated cholesterol efflux. These facts
coupled with an increase in Scarbl,
Abcal and Apoa2 expressions (Table 3)
may indicate that Sytl overexpression is
promoting the reverse cholesterol
transport in Apoe-deficient mice. These
results are inconsistent with other
author’s findings, for instance Abcal
overexpression promotes RCT in WT
whereas the opposite effect occurs in
Apoe-deficient mice [442]. Figure 7B
shows a hypothetical outline of Sytl
overexpression effects in Apoe-deficient

mice, on one hand the increase in Lcat,
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Scarbl, Abcal and Apoa2 expressions
along with a decrease in Acat2 expression
[410, 443] may induce liver cholesterol
uptake. In addition a repression of
Ppargcla expression, a coactivator of
PPAR-y and PPAR-0q, results in inhibiting
transcription of Cyp7al the critical
regulatory gene in bile acid synthesis
[428],

alternative bile acid synthesis pathway by

caused an activation of the

increasing Cyp7bl expression to excrete
cholesterol from the liver. On the other
hand, Acatl expression is decreased in
ACAT1
enzyme catalyzed the same reaction as
ACAT?2 but in the liver is localized in
Kupffer affirm  that
knockout mice lacking both ACAT1 and

Sytl overexpressing mice,

cells, studies
APOE showed more severe atherogenic
lesions due to free cholesterol induced
toxicity [444], but is known that partial
inhibition of ACAT1 and ACAT?2
activities would retard atherosclerosis
development while avoiding adverse
tissue effects because of a less severe
perturbation of cholesterol homeostasis in
mice [445],

overexpressing Sytl with a decrease in

Apoe-deficient SO mice
Acatl and Acat2 expressions might not
have such negative atherogenic effects
and would require of decreased activity of
cholesterol esterases to explain the
increased cholesterol esters in VLDL.

Although there were no significant

changes in hepatic and plasma TG, a
trend to decrease hepatic triglyceride
was observed in Sytl overexpressing
group along with a significant decrease
in hepatic fat content compared with the
control mice group (Fig.4C), besides a
negative  correlation between  Sytl
expression and the percentage of hepatic
fat was found (Fig. 4D). The mechanism
by which TG are being removed from
the liver seems complex and still
ambiguous because Sytl overexpression
induces the increase of Acac-a and Cptl
expressions, a balance between malonyl
synthesis and fatty acids activation,
regulatory steps in the synthesis and
degradation of fatty acids respectively,
may be taking place. Previous studies
indicate that the presence of CE in liver
could limit TG

mobilization from this organ while

hydrolysis  and

inhibition of ACAT2 in mouse models
of dietary cholesterol-induced NAFLD
caused lower hepatic CE levels and also
less hepatic TG accumulation [420]. In
our study Sytl overexpression caused an
inhibition of Acat2 gene expression
along with an increase in Mttp which in
turn is making possible the particles
VLDL output loaded with CE, PL and
TG. These results support the decrease
observed in fat liver content associated
with Sytl expression (Fig. 4D). Fig. 5

allows wus to assume that Sytl
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ovexpression in Apoe-deficient and WT
mice is influencing the presence of
cholesterol in

esterified plasma

lipoproteins. In addition, Vamp2, a
vesicle-associate membrane protein, part
of the synaptic vesicle docking and fusion
complex with a central role in
neuroexocytosis, also described in non
neuronal tissues [446], increased its
hepatic expression in both experiments.
Although Sytl expression level is lower
in hepatocytes than in neurons [116], the
positive association between Sytl and
Vamp2 in the liver could suggest that
both proteins play an active role in exo/
endocytosis in this organ, participating in

cholesterol and triglyceride efflux.
Conclusion
Endocytosis and  exocytosis  are
complex processes, still under scrutiny,
which involve multiple proteins with little
differences among tissues. The reported
results may indicate that a vesicle protein
could be involved in the complex lipid
metabolism in the liver participating in
cholesterol efflux or associated with
lipoproteins. This study opens new
insights on SYT1 to fully understand its
regulation and the involvement of this

protein in hepatic metabolism.
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Supplementary Table 1: Primer sequences used for gPCR real time according to MIQE guidelines.

Gene symbol Accession Sequence Length (bp) Junction [Primer] Efficiency (%)
Albp NM_144897.3 ;‘\’I"v:: iii%ﬁ%i%%ﬁ%ﬁig;%& 104 Exon2-3 100 nM 80
et wwosussa W SSTTTGGASATSSTIATACANTAGTIST o0 Lovinie sooms oo
Acac-a NM_133360.2 ;"v‘\’;: 'g(?TATT STGGTXTT CGCAASTGT%@S‘%(?A 87 Exon7-8 100 nM 73
Acac-b NM_133904.2 ;‘\’I"v': ?&%ﬁggﬁgﬁﬁgﬁgﬁ; G 105 Exon 14-15 100 nM 85
watt nwsurass P COAATOCCAGCACACTOAAC 2 eonow wow  m
stz Nwoona T TCTOACCCCAGCOMCS 2 eener womi s
Apoal NM_009692.4 ;‘\’I"V:: igiiggg?gﬁ; ((::TCCCCATGGAGGATAG e 59 Exon3-4 100 nM 95
Apoa2 NM_013474.2 ;‘\’I"V:: (é%‘f\é‘éﬁg ACSAAAAC?GA(SSCC;TAS 89 Exon3-4 100 nM 87

Bsep NM_021022.3 ;"v‘\’;: ?%Li‘é‘;%ﬁggfg chiéc 114 Exon89 100 nM 94
Cptla NM_013495.2 ;"v‘\’;: T;iéf&%?&cfgf AATT gfgc or 80 Exon9-10 200 nM 103
opzrss i Gaizoaq P ACCOAATAAGAGACCACATGOAT W oenzs w7
ot wLooraney  F CATTACAGAGTGCTGGC0AAGA W mees oo
Cyp7bl NM_007825.4 ;"v‘\’;: '_?ggﬁiﬁgﬁg%éiggiffgk e 172 Exon4-5 200 nM 104
Dgatl NM 0100462 W CGACGGCTACTGGGATCTGA 115 Exon1-3 100 nM 89

Rw: CAGGATCAGCATCACCACACA

-133 -



Dgat2
Fsp27
Fxr
Lcat
Ldir
Lxr
Mttp
Ppargcla
Ppargclb
Pltp
Ppib
Sarla
Scarbl
Scdl
Sytl

Vamp?2

NM_026384.3
NM_178373.3
NM_001163504.1
NM_008490.2
NM_010700.3
NM_013839.4
NM_001163457.1
NM_008904.2
NM_133249.2
NM_011125.2
NM_011149.2
NM_009120.2
NM_016741.2
NM_009127.4
FR827897

NM_009497.3

RESULTADOS

Fw: GCCATGGAGCTGATCTGGTT
Rw: CTTCTTCTGGACCCATCGGC

Fw: CATCAGAACAGCGCAAGAAGAG
Rw: TGTCATAGAGGGTTGCCTTCAC

Fw: GGCTGCAAAGGTTTCTTCCG
Rw: CAGCCAACATCCCCATCTCT
Fw: CGTGGGGTGGTTCCATCAAG
Rw: TTATGCGCTGCTCCTCTTTCA
Fw: TTTTGGAGGATGAGAACCGG
Rw: GGCACTGAAAATGGCTTCGT
Fw: TACGTCTCCATCAACCACCC
Rw: TCTGAATGGACGCTGCTCAA
Fw: AGACAGCGTGGGCTACAAAA
Rw: CCTCTCTGTTGACCCGCATT

Fw: GTGTTCCCGATCACCATATTCC
Rw: AGGGTGACCTTGAACGTGATCT

Fw: TTGTGTCAAGGTGGATGGCA

Rw: TTATGCAGTTCCGTACAAGGCC

Fw: AATATGGCCTTCGGGGGAAC
Rw: CTGCTGGTTGAGGAGGAACC

Fw: CGAGTCGTCTTTGGACTCTTTG

Rw:

TAGATGCTCTTTCCTCCTGTGC

Fw: TTCAGCAGTGTGCTCCAGTT

Rw:

TGAAGTGGGATGGAGTGTTGG

Fw: CTCCCAGACATGCTTCCCATAA

Rw:

CCATTTGTCCACCAGATGGATC

Fw: TGTCTCGGTGTGTGTCGGAGT

Rw:

TGTACCACTACCTGCCTGCATG

Fw: GTGGATTTTGGCCACGTCAC

Rw:

CGGAGGGAGAAGCAGATGTC

Fw: GGGACCAGAAGTTGTCGGAG

Rw:

GCGCAGATCACTCCCAAGAT

104

151

148

103

101

95

135

152

81

90

182

150

129

101

95

145

Exon 6-7

Exon 4-5

Exon 3-4

Exon 6

Exon 12-13

Exon 9-10

Exon 4-5

Exon 8-9

Exon 4-5

Exon 5-6

Exon 2-3

Exon 2-4

Exon 4-5

Exon 6

Exon 6-7

Exon 3-4

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

100 nM

93

95

88

94

104

95

93

98

90

90

102

85

91

102

94

-134-









RESULTADOS

4.3 Dietary components and ovarian hormones are important

regulators of hepatic synaptotagmin 1 mRNA expression in mice

Background and Purpose: The mouse hepatic synaptotagmin 1 (SYT1) transcript is
1807 bp length and its expression has been found to be associated with hepatic lipid
droplets under certain circumstances. However, its hepatic expression under different
dietary conditions and both sexes needs to be addressed.

Experimental Approaches: Apoe-deficient mice were subjected to eight different
experimental conditions for 11 weeks to test the influence of cholesterol, Western diet,
squalene, oleanolic acid, sex and surgical castration. After this period, their hepatic Sytl
MRNA expression was analyzed.

Key Results: dietary cholesterol increased hepatic Sytl expression, an effect that was
enhanced when cholesterol was combined with saturated fat as represented by Western-
diet feeding. The latter effect was modified by the administration of 10 mg/kg oleanolic
acid. Females showed higher levels of hepatic Sytl expression than males either when
mice were fed chow- or Western- diets. While surgical castration of males did not
modify the expression, ovariectomized females did show decreased levels compared to
control females.

Conclusions and Implications: hepatic Sytl expression has a complex regulation by
influence of diet and hormonal milieu. In this way, it may generate more versatility of
hepatocytes to adapt, but on the other hand, its study requires careful control of

experimental conditions regarding sex and diets.

Keywords: synaptotagmin 1, cholesterol, apolipoprotein E deficient mice, squalene,
high-fat diet, Syt1, sex.
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Introduction

Synaptotagmins (SYTs) belong to a
family of membrane trafficking proteins
characterized by an N-terminal, a variable
linker and two C-terminal C>-domains,
C2A and C2B, designed to bind Ca?" and
phospholipids [10].SYTs are recognized
to participate in the docking and fusion of
membrane vesicles in different cell types
such as neurons, macrophages [49],
pituitary cells [50], osteoblasts and
osteoclasts [51], airway and gastric
mucin-secreting goblet cells [52] and
muscle cells [397].

Synaptotagmin 1 (SYTL1) is a 65 kDa
integral membrane protein of synaptic
vesicles and secretory granules in
neuronal and neurosecretory tissues [97,
447], where serves as a Ca?" sensor in
synaptic exocytosis [99]. Likewise, a role
in endocytosis has been proposed [92,
100]. In these situations, its Ca®* binding
properties play an important role in the
mechanisms of action [11]. As mentioned
for the whole family of SYTs, SYT1 is
equally expressed in other tissues. For
instance, it binds to the intestinal Na*-H*
exchanger 3 and mediates cAMP- and
Ca?"induced endocytosis in a process
requiring phosphorylation of exchanger 3
in Caco2BBE cell line [121, 122]. In
addition, its intestinal mMRNA expression

was modified by a mixture of conjugated

linoleic acid isomers in rats [123]. SYT1
was found to be localized in the pancreas
in acinar cells [448], and on the insulin
secretory granules of pancreatic beta-cell
lines where it plays an essential role in
insulin vesicle exocytosis through its

phospholipid-binding
400]. In fact, the

pancreatic and duodenal homebox 1

Ca?* dependent
activity  [399,

stimulates insulin secretion in response
to high glucose through the positive
induction of Sytl expression [398]. In
kidneys, it also appears to participate in
the regulation of podocyte homeostasis
[124]. Not surprisingly, a significant
association has been reported between
SYT1 polymorphisms and creatinine
levels, the most important biomarker for
non-invasive assessment
[125].

analysis and confirmation by qPCR, our

of kidney

function Using  microarray
group found differential hepatic Sytl
gene expression in Apoe-deficient mice
fed different conjugated linoleic acid
added to diets.

Sytl expression

isomers Western

Furthermore, levels
showed significant associations with
hepatic steatosis [12]. Recently, we have
characterized the mouse hepatic
synaptotagmin 1 transcript as 1807 bp
codifying for a protein of 421 amino
acids with a predicted molecular mass of
47.4 kDa. However, immunoblotting of

hepatic protein showed two isoforms,
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one with higher molecular mass than the
theoretical prediction based on amino
acid sequence but lower than the brain
distribution

masses. Subcellular

corresponded to plasma membrane,
lysosomes and microsomes. Quantitative
MRNA tissue distribution showed that the
highest values corresponded to the brain,
followed by liver, spleen, abdominal fat,
intestine and skeletal muscle. These
findings were interpreted as a wide role of
this protein in different tissues and with a
specific posttranslational modification for
the liver function [404]. Based on these
facts, it was hypothesized that Sytl
hepatic regulation might be complex. To
this end, the present work was undertaken
to characterize the influence of different
dietary conditions and sex on Sytl gene

expression in mouse liver.

Material and methods
Animals

Apoe-deficient mice on C57BL/6J
genetic background were obtained from
(Charles
Laboratories, Barcelona, Spain). Apoe-
mice on C57BL/6JxOlal29

genetic background were generously

Charles River River

deficient

provided by Dr. Nobuyo Maeda from
University of North Carolina at Chapel
Hill. Two-month old mice were used,
blood samples were taken (after four-hour

fasting) from the facial vein to determine
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plasma cholesterol and accordingly
establish groups with similar initial
values. All animals were housed in
sterile  filter-top

maintained under a 12-h light/12-h dark

cages in  rooms
cycle in the Servicio de Biomedicina y
Biomateriales, University of Zaragoza.
All had ad libitum access to food and
water and study protocols were approved
by the Ethics Committee for Animal

Research of the University of Zaragoza.

Experimental designs
A summarize of all undertaken

experiments is shown in Table 1.

Effect of dietary cholesterol on Sytl
expression in male C57BL/6JxOlal29
Apoe-deficient mice on a commercial
chow diet

Mice were assigned randomly to one
of the following experimental groups: a)
a control group (n= 7) fed a standard
chow diet (B & K Universal Ltd,
Humberside, UK), and b) a cholesterol
group (n=7) fed a diet supplemented
with  0.1%
nutritional intervention lasted 10 weeks
[383].

(w/w) cholesterol. The

Effect of a Western diet on Sytl
expression in male C57BL/6J Apoe-

deficient mice.
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Table 1. Summary of experimental conditions using Apoe-deficient mice

Experiment  Genetic background Diet Sex Influence
1 C57BL/6J X OLA Commercial chow  Males Cholesterol
129 w/wo cholesterol
2 C57BL/6J Purified chow and Males HFD
Western
3 C57BL/6J Purified Western Males Oleanolic acid
w/wo oleanolic
4 C57BL/6J Purified Western Males Squalene
w/wo squalene
5 C57BL/6J Purified chow Both sexes Sex in chow diet
6 C57BL/6J Purified Western Both sexes Sex in Western
diet
7 C57BL/6J Purified Western Castrated and non-  Castration in
castrated males males
8 C57BL/6J Purified Western Castrated and non-  Castration in
castrated females females
HFD, high fat diet; w/wo, with or without
(Extrasynthese, Genay, France),

Two study groups were established:
a) one group (n=13) received a purified
chow diet, and b) the other group (n=9)
received a purified Western diet
containing 0.15% cholesterol and 20%
palm oil (Gustav Heess, S.L., Barcelona,

Spain) (Supplementary Table 1) [384].

Effect of dietary oleanolic acid on Sytl
in male C57BL/6J Apoe-

deficient mice on a Western diet

expression

Two study groups were established:
a) one group (n=8) received the purified
Western diet, and b) the other group
(n=9)
supplemented with 0.01% oleanolic acid

received the same diet but

equivalent to a dose of 10 mg/kg mouse
assuming a daily intake of 3 g per mouse
[385].

Effect of dietary squalene on Sytl
expression in male C57BL/6J Apoe-
deficient mice on a Western diet

Two study groups were established:
a) one control group of mice (n=9) that
received the purified Western diet and b)
a treatment group (n=10) that received
the same diet but containing 1%
Madrid,

equivalent to a dose of 1 g/kg mouse

squalene  (Sigma, Spain),

assuming a daily intake of 3 g per mouse
[297].
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Effect of sex on Sytl expression in
C57BL/6J Apoe-deficient mice on a chow
diet

Two study groups were established:
a) one group of male (n=13) and b) a
second group of female mice (n=13) that
chow diet

received a  purified

(Supplementary Table 1) for 11 weeks.

Effect of sex on Sytl expression in
C57BL/6J Apoe-deficient mice on a
Western diet

Two study groups were established:
a) one group of male (n=9) and b) a
second group of female mice (n=10), both
receiving the purified Western diet for 11

weeks.

Effect of surgical castration on Sytl
in male C57BL/6J Apoe-
deficient mice on a Western diet

expression

Two study groups of males were
established: a) one control group (n=9)
that received a purified Western diet and
b) a group of orchiectomized mice (n=9)

that received the same diet for 11 weeks.

Effect of surgical castration on Sytl
expression in female C57BL/6J Apoe-
deficient mice on a Western diet

Two study groups of females were
established: a) one control group (n=9)

that received a purified Western diet and
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b) a group of ovariectomized mice (n=9)
that received the same diet for 11 weeks.

RNA isolation

At sacrifice, the livers were
immediately removed and frozen in
liquid nitrogen. RNA from each liver
was  isolated  using  Tri-reagent
(AMBION,  TX, USA). DNA
contaminants were removed by TURBO
DNAse using the DNA
removal kit from AMBION. RNA was

quantified by absorbance at A,gg/p50- The

treatment

integrity of the 28 S and 18 S ribosomal
RNAs was verified by agarose gel

electrophoresis.

Quantification of mMRNA

The potential changes in Sytl mRNA
expression  were  determined by
quantitative real-time gPCR analysis of
individual samples using equal amounts
of DNA-free RNA from each sample of
each animal.  First-strand cDNA
synthesis was performed using the First
Strand synthesis kit (Thermo Scientific,
Madrid, Spain). qPCR reactions were
performed using the Sybr Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster
City, CA). The primers were designed
using (Applied

Biosystems) and checked by BLAST

Primer  Express®
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analysis (NCBI) to verify gene specificity
as well as to get amplification of the
cDNA and not of genomic DNA [449].
gPCR reactions were performed in a Step
One Real Time PCR System (Applied
Biosystems) following the standard
procedure. The relative amount of all

calculated
2-AACt

MRNAs was using the

comparative method  and
normalized to the reference Cyclophilin B

MRNA expression.

Liver histology analysis

Aliquots of liver, stored in neutral
formaldehyde, were embedded in
paraffin. Sections (4 um) were stained
with hematoxylin and eosin and observed
with a Nikon microscope. Hepatic fat
content was evaluated by quantifying the
extent of fat droplets in each liver section
with Adobe Photoshop 7.0 and expressed

as percentage of total liver section [297].

Hepatic homogenate preparation

A piece of liver was homogenized in

buffer (Phosphate

buffered solution with protease inhibitor

homogenization

cocktail, Roche) and used to estimate
protein concentration that was determined
by the
(BioRad, Madrid, Spain).

BioRad dye binding assay

Hepatic lipid extraction

The total lipids were extracted from
the tissue homogenates according to
Folch’s [390]
chloroform- methanol (2:1, v/v) solvent

method using a
system, and finally dissolved in 100 pl
of  isopropanol.  Cholesterol  and
triglycerides  were  measured by
colorimetric assay with Infinity Kits

(Thermo Scientific).

Statistical analysis

Data are shown as means + standard
deviation of the values. The data were
analyzed using the Statistical Package
for Social Sciences (SPSS) program
(SPSS, Chicago, IL, USA) or Instat 3.02
software for Windows (GraphPad, S.
CA, USA). For

distributions, a Student’s t test was

Diego, parametric
employed. When the variables did not
show normal distribution (according to
the Shapiro-Wilk’s test), or failed to
show homology of variance, data were
analyzed with the Mann-Whitney’s U
test. Correlations between variables were
sought using the Spearman’s correlation
test. The statistical significance was set
atp <0.05.
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Results

Nutritional regulation of hepatic Sytl

expression in Apoe-deficient mice.

To initially characterize the dietary
regulation of this gene expression in
mice, hepatic RNA samples of males
consuming chow diet with and without
cholesterol from a previous study [383]
were analyzed for Sytl expression. The
raised

cholesterol  supplementation

hepatic surface occupied by lipid
droplets, and hepatic cholesterol and
triglyceride contents (Fig. 1a, b and c).
As shown in Fig. 1d, the presence of
dietary cholesterol induced a modest
increase in the hepatic expression of this

gene. Hepatic cholesterol content was

d

ARBITRARY UNITS

CONTROL CHOLESTEROL

Fig. 1. Effect of dietary cholesterol on hepatic steatosis and Sytl expression in Apoe-deficient mice.
Representative liver micrographs at x400 magnification from Apoe-deficient mice consuming the chow (a)
and cholesterol-enriched (b) diets. Morphometric evaluation of surface of liver section occupied by fat,
cholesterol and triglyceride contents (c). Analysis of hepatic Sytl expression determined by gPCR
normalized to Cyclophilin B (d). Data are means + SD for each group. Statistical analyses were done
according to Mann-Whitney’s U test. , P< 0.05 vs control. Association between hepatic cholesterol content

associated with hepatic Sytl expression
(Fig. 1e).

In a second study, the combination
of cholesterol and high fat diet (HFD)
containing palm oil as source of long
saturated fatty acids, provided as a
purified Western diet to male C57BL/6J
studied (Fig. 2). The
Western  diet

mice, was
consumption of a
significantly increased the hepatic area
occupied by lipid droplets (Fig. 2a, b
and c) as well as hepatic cholesterol and
triglyceride contents. In this

experimental setting, significant
augment of hepatic Sytl expression was
found (Fig. 2d). Hepatic cholesterol
content was associated with hepatic Sytl

expression (Fig. 2e).
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Fig. 2. Effect of Western diet on hepatic steatosis and Sytl expression in Apoe-deficient mice.
Representative liver micrographs at x400 magnification from Apoe-deficient mice consuming the chow (a)
and Western (b) diets. Morphometric evaluation of surface of hepatocyte occupied by fat, cholesterol and
triglyceride contents (c). Analysis of hepatic Sytl expression determined by gPCR normalized to
Cyclophilin B (d). Data are means + SD for each group. Statistical analyses were done according to Mann-
Whitney’s U test. 2, P< 0.01 vs control. Association between hepatic cholesterol content and Syt1 expression

(e). Spearman’s correlation is shown.

Two experiments were set out to
investigate whether the increased Sytl
expression induced by HFD was
modulated by other dietary components.
In the first one, male mice receiving an
oleanolic acid-supplemented Western diet
were compared to those receiving this
bare diet. Oleanolic acid administration

induced a significant reduction of hepatic

Sytl expression (Fig. 3d), without
changes in hepatic cholesterol and
triglyceride  contents. However, the

hepatic area occupied by lipid droplets
was found significantly increased and
negatively associated with hepatic Sytl
expression. In the second one, the effect
of a squalene-enriched Western diet was

equally explored in males. The addition

of this did not modified the hepatic Sytl
expression while liver cholesterol and
triglyceride contents decreased (Fig. 4).
No significant changes were noted for
the percentage of hepatic surface
occupied by lipid droplets and nor was

there any significant association among

hepatic Sytl expression and these
hepatic parameters.
Overall, these nutritional

experiments emphasize that hepatic Sytl

expression  possesses an  exquisite
nutritional regulation at transcriptional
level in Apoe-deficient mice, where
cholesterol and saturated fat increase its
levels, and the latter may be modulated
by minor dietary components such as

oleanolic acid.
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Fig. 3. Effect of dietary oleanolic acid on hepatic steatosis and Sytl expression in Apoe-deficient mice
fed on a Western diet. Representative liver micrographs at x400 magnification from Apoe-deficient mice
consuming the Western (a) and oleanolic acid-enriched (b) diets. Morphometric evaluation of surface of
hepatocyte occupied by fat, cholesterol and triglyceride contents (c). Analysis of hepatic Sytl expression
determined by gPCR normalized to Cyclophilin B (d). Data are means + SD for each group. Statistical
analyses were done according to Mann-Whitney’s U test. 8, P< 0.05 vs control. Relationship between
percentage of hepatic surface occupied by fat and Sytl gene expression (e). Open squares correspond to
control and black squares to oleanolic acid-fed mice. Correlations were calculated according to Spearman’s
test.
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Fig. 4. Effect of dietary squalene on hepatic steatosis and Syt1 expression in Apoe-deficient mice fed on
a Western diet. Representative liver micrographs at x400 magnification from Apoe-deficient mice
consuming the Western (a) and squalene-enriched (b) diets. Morphometric evaluation of surface of
hepatocyte occupied by fat, cholesterol and triglyceride contents (c). Analysis of hepatic Sytl expression
determined by gPCR normalized to Cyclophilin B (d). Data are means + SD for each group. Statistical
analyses were done according to Mann-Whitney’s U test. 2, P< 0.05 vs control.
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Female hormones are involved in hepatic

Sytl expression in Apoe-deficient mice.

To explore the influence of sex, two
different experiments were carried out in
Apoe-deficient mice. In one of them,
males and females were fed a purified
chow diet and then their hepatic Sytl
expression was analyzed. As shown in
Fig. 5, females had higher levels of gene
expression. Significant higher hepatic
cholesterol content in females than in
males and no change in triglyceride
content were observed. A significant
positive association was present between
hepatic Sytl values and those of hepatic

cholesterol. In the second experiment and

[N)

ARBITRARY UNITS

0 —_—
MALE FEMALE

Fig. 5. Effect of sex on hepatic steatosis and Sytl expression in Apoe-deficient mice fed on a chow diet.
Representative liver micrographs at x400 magnification from male (a) and female (b) Apoe-deficient mice
consuming chow diets. Morphometric evaluation of surface of hepatocyte occupied by fat, cholesterol and
triglyceride contents (c). Analysis of hepatic Sytl expression determined by gPCR normalized to
Cyclophilin B (d). Data are means + SD for each group. Statistical analyses were done according to Mann-
Whitney’s U test. & P< 0.05 vs control. Relationship between percentage of hepatic cholesterol content and
Syt1 gene expression (e). Open squares correspond to males and black squares to females. Correlations were

calculated according to Spearman’s test.

Syt1 expression

due to the above described HFD effect,
the influence of sex was also addressed
in mice fed a Western diet. As shown in
Fig. 6, significant differences between
sexes were obtained regarding hepatic
Sytl expression in this experimental
approach. However, no significant
change was observed in the percentage
of liver surface occupied by lipid
and the

droplets, levels of hepatic

cholesterol and triglycerides were
significantly lower in females than in
males. An inverse significant
associations were also found between
hepatic Sytl values and those of hepatic

triglycerides (Fig. 6e) and hepatic
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Fig. 6. Effect of sex on hepatic steatosis and Sytl expression in Apoe-deficient mice fed on a
Western diet. Representative liver micrographs at x400 magnification from male (a) and female (b)
Apoe-deficient mice consuming Western diets. Morphometric evaluation of surface of hepatocyte
occupied by fat, cholesterol and triglyceride contents (c). Analysis of hepatic Sytl expression was
determined by qPCR normalized to Cyclophilin B (d). Data are means + SD for each group. Statistical
analyses were done according to Mann-Whitney’s U test. 8 P< 0.05 vs control. Relationship between
percentage of hepatic triglyceride content and Sytl gene expression (e). Open squares correspond to

males and black squares to females. Correlations were calculated according to Spearman’s test.

colesterol (data not shown). These data
indicate that sex, irrespective of diet, is
playing an important role in hepatic Sytl
expression.

To analyze whether sex-differences
were due to hormonal changes, both sex
mice underwent surgical castration and
were fed a Western diet. As shown in Fig.
7, Sytl

expression in

no significant change in

was observed
orchiectomized males. Neither was there
any significant change in hepatic
cholesterol, nor in hepatic triglycerides.
However, a significant increase was
found in the hepatic surface occupied by
lipid droplets in orchiectomized males.

No significant association was obtained
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among Sytl expression and lipid
parameters (data not shown). In contrast,
ovariectomized females (Fig. 8) showed

a significant decrease in Sytl expression

compared to control females.
Ovariectomy resulted in significant
increases in  hepatic  cholesterol,

triglycerides, and in the surface occupied
by lipid droplets. Inverse significant
associations were also found between
hepatic Sytl values and those of hepatic
triglycerides (Fig. 8e) and colesterol
(data not shown). These results indicate
that the liberation of ovarian hormones is
necessary to induce the increased hepatic

Sytl expression observed in females.
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Fig. 7. Effect of orchiectomy on hepatic steatosis and Sytl expression in male Apoe-deficient mice fed
on a Western diet. Representative liver micrographs at x400 magnification from mock (a) and surgically
castrated (b) male Apoe-deficient mice consuming Western diets. Morphometric evaluation of surface of
hepatocyte occupied by fat, cholesterol and triglyceride contents (c). Analysis of hepatic Sytl expression
determined by gPCR normalized to Cyclophilin B (d). Data are means + SD for each group. Statistical
analyses were done according to Mann-Whitney’s U test. & P< 0.05 vs control.
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Fig. 8. Effect of ovariectomy on hepatic steatosis and Syt1 expression in female Apoe-deficient mice fed
on a Western diet. Representative liver micrographs at x400 magnification from mock (a) and surgically
castrated (b) female Apoe-deficient mice consuming Western diets. Morphometric evaluation of surface of
hepatocyte occupied by fat, cholesterol and triglyceride contents (c). Analysis of hepatic Sytl expression
determined by gPCR normalized to Cyclophilin B (d). Data are means + SD for each group. Statistical
analyses were done according to Mann-Whitney’s U test. 2, P< 0.05 vs control. Relationship between
percentage of hepatic triglyceride content and Sytl gene expression (e). Open squares correspond to males
and black squares to females. Correlations were calculated according to Spearman’s test.
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Discussion

This experimental approach was
aimed to determine putative hepatic Sytl
transcriptional  changes induced by
dietary components and sex. We found
that in Apoe-deficient mouse, dietary
cholesterol had a raising effect that was
potentiated by combination with saturated
fat. The latter was found to be modulated
by dietary minor components such as
oleanolic acid used at pharmacological
doses. Likewise, our endeavor has
allowed us to unveil a sex regulation with
independence of provided diet, being the
female sex a positive regulator. In an
attempt to establish the role of sexual
hormones, a castration experiment in both
sexes has evidenced that ovarian
hormones are crucial for the observed
increase noted in females.

In a previous study using extreme
dietary conditions with conjugated
linoleic acid isomers and mixed genetic
background C57BL/6JxOlal29 Apoe-
deficient mice, we identified hepatic Sytl
as an important gene susceptible to vary
in response to diet or dramatic changes of
hepatic fat [12]. Recently, our group has
characterized in detail the mouse hepatic
Sytl mRNA,

difference in length compared to the brain

finding an important

transcript [404]. The present work has
explored the influence of several dietary
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components on its hepatic expression,
especially cholesterol and saturated fat.
This would be in agreement with the
results found in mice receiving a n-3
polyunsaturated fatty acid depleted diet
and in those deficient in stearoyl-CoA
desaturase 1 (Table 2), where saturated
fatty acids tend to accumulate in liver.
However, the discrepant result observed
between mice overexpressing lipin 1-
beta and those lacking medium-chain
acyl-coenzyme A dehydrogenase (Table
2) may suggest that the nature of fatty
acids is important. In this regard, the
different results noted between mice
receiving different conjugated linoleic

acid isomers [12] reinforce this notion.

Overall, nutritional components are
critical modulators of hepatic Sytl
expression.

In this study, the intake of oleanolic
acid, a pentacyclic triterpene, decreased
Sytl  expression, so did dietary
supplement of Boswellia serrata, an
extract rich in particular derivatives of
boswellic acid, also a pentacyclic
[450].

However, squalene, a lineal triterpene,

triterpene-based  compound
did not show the any effect. These data
indicate that chemical structure of
triterpenes may be crucial in the final
outcome of this gene expression. Due to
the anti-inflammatory properties of the

oleanolic acid and boswellic acid, its
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decreasing action would be in agreement
with absence of the c-Jun N-terminal
kinase 1. This kinase is activated by
including UV light,
interleukin-1, tumor necrosis factor-o
(TNF-a), and CD28 co-stimulation [451],

some of which participating in hepatitis

various stimuli,

too [452]. For this reason, an increased
expression was noted in virus B hepatitis,
so did in Kupffer depletion (Table 2),
whereas, a fulminant hepatitis induced a
decrease. These results also point out to a
regulation of this gene by the influence of
several inflammatory compounds.

A striking result observed in this work
was the increased hepatic Sytl expression
in female mice and its suppression when
ovariectomy was undertaken.
Interestingly, female mice lacking steroid
receptor coactivator-2 also showed
decreased hepatic expression of this gene
(Table 2). Steroid receptor coactivator-2
promotes the transcriptional activation of
estrogen receptor in some tissues [453].
These results are indicating a positive
regulation of the gene by the influence of
estradiol or other female hormones.

In our initial description of hepatic
Sytl gene expression [12], we observed
associations

significant with  hepatic

steatosis in  Apoe-deficient mice fed
different conjugated linoleic acid isomers,
in Chbs-deficient mice and in olive oil-fed
When  this

Apoe-deficient ~ mice.

association has been searched for in the
present study, it has just been observed
in the study of oleanolic acid treatment
(Fig. 3). Interestingly, Sytl expression
was associated with hepatic triglycerides
(Fig. 6 and 8) or cholesterol (Fig. 1, 2, 5,
6 and 8). Two main differences exist
between the former study and the
present: genetic background and diet
composition. The present study has been
conducted using C57BL/6J mice while
the previous one used Olal29xC57BL/6J
hybrids. These strains have been shown
to present important differences in
hepatic fat content [454] what could
have influenced the outcome. The
second important difference is the use of
AIN-93 purified diet [387] in the present
study compared to commercial ones in
the previous one. This choice was forced
by the high variability noted in our lab
mice for

among control years in

atherosclerotic  lesions when using
commercial chows and the failure of
obtaining the same batch throughout
years. Undoubtedly, dietary components
are an important source of variation
[455], and in this sense this study in
well-defined conditions of mouse strain
and purified diets is adding more

evidences.
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Table 2. Changes in hepatic Sytl expression according to Genome Expressed Omnibus data bank.

Experimental condition Type of change Accession number
SIEI.’O.Id receptor cqacnvator—Z— Decreased GDS4785
deficient female mice

SIRT1-deficient mice Decreased GDS3666
c_-Jun N-te'rml.nal kinase 1 depl_eted Decreased GDS3001
livers of diet-induced obese mice

Dietary supplement of Boswellia Decreased GDS1227
serrata

NA_D_PH—cy_tochrome P450 reductase- Decreased GSE2362
deficient mice

Medium-chain acyl_—c_oenzyme A Decreased GDS4546
dehydrogenase-deficient

Concqr)avalm A-induced fulminant Decreased GDS3752
hepatitis model

SIRT4-deficient mice Increased GDS4823
Senescent activated hepatic stellate Increased GDS3492
cells

Mice overexpressing lipin 1-beta Increased GDS1349
n-3 polyun_saturated fatty acid Increased GDSA796
depleted diet

St_earoyI-CoA desaturase 1-deficient Increased GDS1517
mice

K_upf_fer cell depletlc_)n in high-fat- Increased GDS4166
diet-induced steatosis

Hepatl_tls B virus (_H BV)-associated Increased GDS4387
acute liver failure in humans

Glycosylphosphatidylinositol-specific

phospholipase D overexpression No change GDS2049

effect in hepatoma cells

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/. Accessed on 12 October 2014.

In conclusion, the present report
evidences three axes of hepatic Sytl
regulation defined by dietary components,
inflammation and sex. Regarding the first
one, cholesterol and nature of fatty acids
are involved. Anti-inflammatory
modulators such as oleanolic acids seem

to play a role as well. Finally, the female
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increase in hepatic gene expression, not
observed in ovariectomized mice, is a
fact that suggests that female hormones

are involved in hepatic Sytl expression.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE2362
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GDSbrowser?acc=GDS3752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GDSbrowser?acc=GDS3752
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GDSbrowser?acc=GDS3492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/GDSbrowser?acc=GDS3492
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/

RESULTADOS

Acknowledgments

We thank Silvia Garcés and M? Pilar
Lierta for their help in maintaining the
animals. This research was supported by
grants from CICYT-FEDER (SAF2010-
14958 and SAF2013-41651-R) and Redes
FSE-DGA (B-69). CIBER Fisiopatologia
de la Obesidad y Nutricion (CIBEROBN)
is an initiative of ISCIIl. S.S.K. and
M.A.N. were recipients of a Fundacion
Cuenca-Villoro fellowship (BE
203/2009) and a Miguel Servet contract,

respectively.

No competing financial interests exist.

Abbreviations used: PCR, polymerase

chain reaction; RT, reverse transcriptase.

- 153 -



RESULTADOS

Supplementary Table 1: Composition of purified diets used in the different studies,
based on AIN-93 recommended diets for laboratory rodents [387].

Ingredients Chow (g/kg) Western (g/kg)
Corn starch @ 465.7 371.9
Casein 140.0 111.8
Maltodextrin 2 155.0 123.8
Saccharose © 100.0 79.9
Soybean oil 40.0 31.9
Cellulose © 50.0 39.9
Mineral mix 35.0 27.9
Vitamin mix 9 10.0 8.0
Choline bitartrate " 2.5 2.0
L-Cystine " 1.8 1.4
Cholesterol " - 15
Palm oil ' . 200

& Cargill, Barcelona, Spain

b _actalis Ingredients, Bourgbarré, France

¢ Azucarera Ibérica S.L., Madrid, Spain

d Aceites Mufioz, Toledo, Spain

€ Vitacel R200, Rettenmaier Ibérica S.L, Barcelona, Spain

F AIN-93M Mineral Mix (MP Biomedicals, Illkirch, France). The salt mixture contains

the following amounts (g/kg): calcium carbonate, 357; monopotassium phosphate, 250;
potassium citrate monohydrate, 28; sodium chloride, 74; potassium sulphate, 46.6;
magnesium oxide, 24; ferric citrate, 6.06; zinc carbonate, 1.65; manganese carbonate,
0.63; copper carbonate, 0.3; potassium iodate, 0.01; sodium selenate anhydrous,
0.01025; ammonium molybdate.4H,O, 0.00795; sodium metasilicate.9H.0, 1.45;
chromium potassium sulfate.12H>0, 0.275; lithium chloride, 0.0174; boric acid, 0.0815;
sodium fluoride, 0.0635; nickel carbonate, 0.0318; ammonium vanadate, 0.0066 and

powdered sugar, 209.806.
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9 AIN-93-VX Vitamin Mix (MP Biomedicals, lllkirch, France). Vitamin mixture

contains the following amounts (mg/kg): nicotinic acid, 3; D-calcium pantothenate, 1.6;
pyridoxine HCI, 0.7; thiamine HCI, 0.6; riboflavin, 0.6; folic acid, 0.2; D-biotin, 0.02;
vitamin B12 (0.1% triturated in mannitol), 2.5; o-tocopherol powder (250 U/g), 30;
vitamin A palmitate (250,000 U/g), 1.6; vitamin D3 (400,000 U/g), 0.25; phylloquinone,
0.075 and powdered sucrose, 959.655.

" Sigma-Aldrich Quimica, Madrid, Espafia

' Gustav Heess, Barcelona, Spain
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DISCUSION

La enfermedad del higado graso no alcohdlica (EHGNA) es una de las formas
méas comunes de enfermedad hepética, sin embargo, hay poca informaciéon de la
expresion genica hepatica que clarifique los eventos moleculares asociados a la
enfermedad. Miembros del grupo identificaron nuevos genes, entre ellos Sytl, cuyas

expresiones parecian estar asociadas al &rea de gota grasa en el higado [12].

El desarrollo de la presente tesis doctoral se centra en estudiar la implicacion de
una proteina de vesiculas sinapticas que participa en procesos de exocitosis y
endocitosis en la sinapsis quimica neuronal, en el desarrollo del higado graso en
determinadas situaciones y la importancia de que la regulacion de su expresion génica

es necesaria para el desarrollo normal de la funcion que desempefia.

El objetivo de esta investigacion fue identificar y caracterizar la Sinaptotagmina
1 hepética de raton y estudiar su posible funcion en la movilizacion de lipidos hepéticos
y su relacion con el desarrollo de esteatosis. Para ello se clon6 la secuencia hepética
codificante de Sytl de ratdn en un vector de expresion hepatico como herramienta para
abordar la relacion existente entre la sobreexpresion de Sytl, parametros plasmaticos,
lipidos hepaticos y la expresion génica hepética. Se utilizaron dos modelos murinos,

uno de ellos capaz de desarrollar EHGNA en un corto periodo de tiempo.

Los patrones alimentarios de la sociedad occidental estan causando la aparicion
y un aumento de la prevalencia de enfermedades como la EGHNA. Puesto que la dieta
es uno de los reguladores metabdlicos mas determinante y modificable en cuanto a su
composicion que influye en el metabolismo lipidico [220], se estudié el efecto de una
dieta alta en grasas y de suplementos como colesterol, &cido oleandlico y escualeno
sobre la expresion de Sytl. Debido al extenso dimorfismo sexual de la expresion génica
del higado [364], se analizé también la influencia del sexo en la expresion de Sytl,
puesto que estas diferencias de expresion en los genes pueden contribuir a las
diferencias sexuales observadas en la fisiopatologia hepatica [371]. La interpretacion de

los resultados de esta tesis doctoral se discuten a continuacion.
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A) Clonaje y expresion de la sinaptotagmina 1 de raton

La secuencia hepatica de Sytl (Fig.1B manuscrito 1) tiene una longitud de 1807
pares de bases (pb) con una secuencia codificante de 1266 pb la cual comienza con un
codon de metionina en posicién 66 y termina con un codon de terminacion TAA en
posicion 1331, flanqueada por una region en 5° de 66 pb. La region no codificante en 3’
tiene 476 pb de longitud desde la base 1332 hasta la 1807 y contiene una cola poli A de
23 pb.

Como se muestra en la Fig. 3A del manuscrito 1, la variante 2 del transcrito de
cerebro de Sytl (NM_009306.3) esté codificado por 11 exones, mientras que en higado
(FR827897) solo lo esta por 9 (Fig. 3B manuscrito 1). Las diferencias entre los
transcritos de Sytl de cerebro e higado radican en las secuencias en 5’y 3, puesto que
en higado la secuencia de Sytl en 5’ esta codificada Unicamente por una Unica region
intrénica mientras que en cerebro estd codificada por 3 exones. Ademas la secuencia en

3’ del higado es mucho menor que la del cerebro.

Homologia y conservacion

La secuencia aminoacidica predicha para SYT1 isoforma 1 en el higado muestra
una homologia del 100% con la secuencia de cerebro y de yeyuno y guarda un 99% de
similitud con la isoforma 2 de cerebro.

Ademas, el analisis BLAST revelé un 99%, 98%, 97% y 97% de homologia con
su ort6logo, en la rata, vaca, humano y orangutan, respectivamente. Este alto grado de
conservacion entre las especies se debe a la importante funcion que SYT1 desempefia

en las sinapsis neuronales [55].

Localizacién de la proteina en higado

El cDNA hepatico de Sytl codifica un polipéptido de 421 aminoacidos con un
peso molecular de 47.4 kDa correspondiente a la forma inmadura de la proteina (Fig. 6A
del manuscrito 1) como se describe también para cerebro. En el higado la forma madura
de la proteina difiere ligeramente de tamafio respecto al peso molecular descrito para
cerebro de 65 kDa [402] a pesar de ser una secuencia altamente conservada entre las
especies. La diferencia en el tamafio podria ser debida a la ausencia de una glicosilacién
post-traduccional, ya que la glicosilacion de proteinas se ve alterada en enfermedades

hepaticas [456] y la muestra utilizada pertenecia a un raton deficiente en APOE o
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porque el papel que desempefia fuera del higado no requiere la glicosilacion de la
proteina. La proteina SYT1 de cerebro de raton contiene un sitio de N-glicosilacion en
la posicion del aminoacido 24 (Asn), que es esencial para la orientacion de SYT1 en las
vesiculas de células neuronales [403], pero no en las neuroendocrinas y células no
neuronales.

El fraccionamiento subcelular llevado a cabo en higado y cerebro y los
resultados obtenidos por Western-blot muestran en la Fig. 6B (manuscrito 1) la
presencia de la proteina en todas las fracciones implicadas en la ruta de secrecion:
microsomas, fraccion lisosdmica y de grandes vesiculas y membrana plasmatica, con la
diferencia de que la proteina SYT1 hepatica puede tener un patrén de glicosilacion

diferente.

Estudio de la expresion en diferentes tejidos

En M. musculus, el transcrito de Sytl fue detectado en todos los 6rganos
examinados (Fig.5 manuscrito 1), el cerebro fue el 6rgano donde se encontré una mayor
expresion, seguida de higado, bazo e intestino. No es sorprendente, ya que es en
cerebro, donde SYT1 juega un papel importante en la fusion de vesiculas durante la
transmision sindptica. Similares resultados de expresion se han descrito mediante
secuenciacion de RNA de cerebro, cerebelo, corazédn, rifion, higado y testiculos
(http://www.ebi.ac.uk/gxa/experiments/E-GEOD-
30352?_specific=on&queryFactorType=ORGANISM_PART&queryFactorValues=&ge
neQuery=SYT1&exactMatch=true&serializedFilterFactorsFORGANISM:Mus%20mus
culus). La relacion observada entre la expresion de higado y cerebro fue similar a la
encontrada en la secuenciacion de RNA. La amplia distribucion de SYTL1 en los

diferentes tejidos podria indicar un papel esencial en otros procesos bioldgicos.

B) Estudio del efecto de la sobreexpresion hepatica de Sytl

El constructo pLIVE-Sytl fue testado previamente en la linea celular HepG2 de
forma satisfactoria antes de su uso en animales. La inyeccion hidrodindmica en la vena
caudal del constructo pLIVE-Sytl en WT vy en los ratones deficientes en Apoe indujo la
sobreexpresion de Sytl (Fig. 1A, 1D manuscrito 2), la cual correlacion6 con el nivel de
proteina en todas las fracciones involucradas en la ruta de secrecién en los ratones

Apoe-deficientes pero no se aprecio este cambio en los niveles de proteina en los ratones
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WT inyectados. Este resultado podria deberse al fondo genético de los ratones y a la
dieta suministrada en cada experimento que podria originar tiempos de traduccion
diferentes. El enriquecimiento en proteina SYT1 encontrado en las fracciones
lisosomales y de membrana plasmaética en higado de los ratones Apoe-deficientes por
Western-blot fue corroborado mediante técnicas inmunohistoquimicas (Fig 2B

manuscrito 2).

1. En ratones wild-type alimentados con una dieta normal

Pese al hecho de que no fueron encontrados cambios significativos de la
proteina SYTL1 en el higado de los ratones WT inyectados respecto a los controles, la
sobreexpresion de Sytl causO claramente alteraciones en el metabolismo lipidico en

estos animales.

Efecto sobre parametros plasmaticos

No se encontraron diferencias significativas en los niveles de triglicéridos, ni en
la glucosa, ni en el colesterol plasmatico total cuando el vector pLIVE-Sytl se inyectd
en los ratones WT.

Sin embargo, la distribucion de algunos parametros plasmaticos en fracciones
lipoproteicas separadas por FPLC (Figura 5 manuscrito 2) se vio modificada,
observandose un discreto aumento del colesterol HDL en los ratones inyectados con el
transgen de Sytl. Este pequefio cambio en el colesterol total HDL se debi6
fundamentalmente a un incremento en el colesterol esterificado (Fig. 51 manuscrito 2)
de los animales inyectados, acompafiado ademas de un aumento en los niveles de

APOAL y de los fosfolipidos fosfatidilcolina y esfingomielina.

Efecto sobre los lipidos hepaticos

El contenido de triglicéridos hepaticos fue significativamente mayor (Fig. 3B
manuscrito 2) en los ratones inyectados con el constructo pLIVE-Sytl, aunque no se
encontraron cambios en el colesterol hepatico entre los dos grupos experimentales
debido a la sobreexpresion de Sytl, si que se evidenciaron asociaciones significativas en
los analisis de correlacion llevados a cabo, entre la expresion de Sytl y el contenido de
colesterol (rs = 0.44; P<0.05) y triglicéridos (rs = 0.54; P<0.03) hepaticos.
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Efecto sobre la expresion hepatica de genes

La expresion de varios genes involucrados en el metabolismo lipidico hepético
fue analizada por gPCR para clarificar el efecto de la sobreexpresion de Sytl sobre los
cambios lipidicos observados por la expresion del transgen. De los genes analizados, los
ratones WT inyectados con el vector pLIVE-Sytl vieron incrementada la expresion de
16 transcritos y la reduccion de la expresion de 1 respecto al grupo control.

La correlacion positiva encontrada entre la expresion de Sytl y el colesterol
hepético junto con un aumento en colesterol esterificado, APOAL, fosfatidilcolina y
esfingomielina en las fracciones HDL causada por la sobreexpresion del transgen parece
estar estimulando el transporte reverso de colesterol en los ratones WT inyectados. La
Figura 7A del manuscrito 2 trata de resumir el modelo propuesto donde la
sobreexpresion de Sytl estd provocando el incremento de la expresion de Apoal, Apoa2
y Pltp, genes encargados de la transferencia de colesterol en tejidos periféricos y
fosfolipidos a las HDL. El analisis por Western-blot de SCARB1 (Fig. 6 manuscrito 2)
mostré un aumento de la expresion proteica de dicho receptor hepatico en los animales
con mayor expresion de Sytl, ello contribuiria a la internalizacion del colesterol HDL en
el modelo planteado, ademas el aumento de la expresién de Cyp7al y Cyp27al estaria
favoreciendo su eliminacion mediante la transformacion de dicho colesterol en acidos
biliares, modulado por Fxr [409] cuya expresion se ha encontrado también modificada.
El incremento de la expresion de Acat2 y Mttp estaria a su vez regulando la homeostasis
del colesterol facilitando su salida como ésteres de colesterol [410] depositdndolo en
lipoproteinas con apoB [411-414] para ser secretado al torrente sanguineo [415].
Ademas el incremento del receptor SCARB1 que promueve el intercambio bidireccional
de colesterol libre [416] facilitaria a las particulas HDL nacientes ricas en APOAL la
captacion de colesterol libre del higado que junto con el captado en tejidos periféricos, y
la subsecuente esterificacion por la LCAT regularian asi el flujo de colesterol a través
de la ruta reversa de transporte de colesterol.

Por otro lado la sobreexpresion de Sytl en los animales WT parece estar
estimulando la sintesis y almacenaje de TG puesto que un incremento significativo del
contenido de triglicéridos hepaticos y su correlacion con la expresion de Sytl en los
animales que fueron inyectados con el constructo pLIVE-Sytl estuvo acompafiado por
el incremento de la expresion de Dgatl [417], enzima que estimula la sintesis y

acumulacién de TG intracelulares [418, 419], asi como el aumento de Acat2 que
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también favorece su acumulacién [420] y Fsp27 que promueve su almacenamiento en
las gotas lipidicas [421, 422].

Varios genes implicados en la sintesis de &cidos grasos (Acac-a, Acac-b y Scdl)
vieron aumentada su expresion debido a la sobreexpresion de Sytl, esto podria
explicarse por el hecho de que Acat2 y Dgatl requieren &cidos grasos para la
esterificacion del colesterol y triglicéridos respectivamente.

SCD1 tiene un papel en el mantenimiento de la energia y la homeostasis del
colesterol, asi como la biosintesis de novo de ésteres de colesterol y triglicéridos a
través de la regulacion de proteinas implicadas en el metabolismo lipidico (como por
ejemplo, SREBP, GAPT, CPT1 o ACAC) [423-425]. La expresion hepatica de PGC1B
coactiva receptores nucleares como PPAR-y y PPAR-a y factores de transcripcion no
nucleares como genes involucrados en la lipogénesis a través de SREBP1c [427, 428].
El aumento de la expresion de Ppargclb en el higado esta promoviendo una accion
adipogénica no muy bien entendida con el aumento de la expresion de Fsp27 y Dgatl
que favorecen la sintesis y almacenamiento de TG, y el aumento de la expresion Cptl
[429, 430], la cual cataliza la conversion de acil-CoA a acilcarnitina para transferir
acidos grasos del citosol a la mitocondria donde éste puede ser degradado en el proceso
de B-oxidacion o incorporado a la posicion sn-1 del glicerol para sintetizar acido
lisofosfatidico, un precursor de TG y PL [431, 432]. Esta Gltima posibilidad contribuiria

a aumentar el contenido de TG y PL descritos anteriormente.

2. En ratones deficientes de APOE alimentados con una dieta alta en grasas

La respuesta observada en animales wild-type debido a la sobreexpresién
hepética de Sytl planted la cuestion de si estos cambios serian especialmente llamativos
en ratones Apoe-deficientes que desarrollan una rapida esteatosis en poco tiempo debido
a su fondo genético y a una alimentacion alta en grasas [433].

Efecto sobre parametros plasmaticos

Como se observé en el modelo de raton wild-type no se encontraron cambios en
los niveles plasmaticos de glucosa ni de triglicéridos debido a la sobreexpresion de Sytl.
Sin embargo, si se encontrd un aumento significativo en los niveles de colesterol total
en ratones Apoe-deficientes alimentados con una dieta occidental que fueron inyectados
con el vector pLIVE-Syt1.
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En la distribucion del colesterol en fracciones lipoproteicas separadas por FPLC
(Fig. 5 manuscrito 2) se observé un cambio en el perfil del colesterol en los ratones
inyectados con el vector pLIVE-Sytl con un aumento del colesterol total acumulado
principalmente en fracciones VLDL, como es de esperar para este modelo animal. Este
aumento en el colesterol total debido a la sobreexpresion de Sytl se debié mayormente a
un aumento en el colesterol esterificado. La distribucion de APOB se encontro
modificada en menor medida, por otro lado no se encontraron cambios en el contenido

de fosfolipidos.

Efecto sobre la gota lipidica y los lipidos hepéaticos

La figura 4 del manuscrito 2 muestra imagenes histoldgicas representativas de
higados de los animales de los dos grupos experimentales que recibieron la dieta alta en
grasas. De acuerdo con lo descrito para los ratones Apoe-deficientes [408], el grupo
control presenté una acumulacion de gotas lipidicas, mientras que los ratones que
sobreexpresaban Sytl mostraron sorprendentemente una menor acumulacion. Por el
contrario no se observaron cambios en los niveles de triglicéridos aunque si una
tendencia a su descenso. Si se encontré un aumento significativo en el contenido de
colesterol hepético en los animales inyectados con el transgen de Sytl respecto a los
ratones del grupo control.

Los andlisis de asociacion llevados a cabo mostraron una correlacion negativa
-0.44; P<0.02) y una
0.50; P<0.01). Ambas

entre la expresion de Sytl y el porcentaje de gota grasa (rs

correlacion positiva con el contenido de colesterol hepatico (rs

significativamente asociadas con la sobreexpresion de Sytl.

Efecto sobre la expresion hepética de genes

La expresion de varios genes involucrados en el metabolismo lipidico hepético
fue analizada por qPCR para clarificar el efecto de la sobreexpresion de Sytl sobre los
cambios lipidicos observados por la expresion del transgen. La sobreexpresion de Sytl
en los ratones Apoe-deficientes inyectados con el constructo pLIVE-Sytl indujo la
modificacion significativa de la expresion de 14 transcritos, de los cuales 9
incrementaron su expresion y 5 genes se vieron reprimidos respecto al grupo control.

Los ratones Apoe-deficientes con una mayor expresion de Sytl presentaron un
contenido de colesterol hepatico significativamente mayor que los no inyectados, de

igual manera que en animales WT los niveles de colesterol correlacionaron
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positivamente con la expresién de Sytl. El colesterol plasmatico aumentado en las
fracciones VLDL de los animales inyectados con pLIVE-Sytl se debié a un aumento del
colesterol esterificado en dichas fracciones. Los ratones Apoe-deficientes que consumen
dietas altas en grasas presentan una reduccion de la actividad LCAT del 50% [436],
enzima importante en el metabolismo de las HDL, critica en el proceso de RCT [434] y
en la conversion del colesterol a acidos biliares para su excrecion [435]. En nuestro
estudio, la sobreexpresion de Sytl provoco el aumento de la expresion de Lcat la cual
podria estar contribuyendo a una esterificacion mas rapida del colesterol plasmatico y a
un transporte mas eficiente por las lipoproteinas. ABCA1 media el flujo de fosfolipidos
y colesterol de las células a apolipoproteinas aceptoras, como APOAL, que resulta en la
formacion de HDLs nacientes. El receptor SCARBL en el higado facilita todas las fases
del RCT [437], une una amplia variedad de lipoproteinas, méas estrechamente a las a-
HDL a través de un ratio APOAl / APOA2 adecuado [438] y regula el flujo
bidireccional de colesterol [439]. Aunque el principal ligando de SCARB1 para la
captacion de colesterol sea APOAL, existe una creciente evidencia de que APOA2 toma
un papel relevante en situaciones en las que se altera la sintesis de APOAL como ocurre
en los ratones Apoe-deficientes [440], donde una deficiencia en APOA2 causa una
disminucion en los niveles de HDL [441]. La disminucion de la expresion encontrada
en nuestro estudio de Albp que codifica una proteina que se une APOAL en HDL apoya
la relevancia de APOA2 en estas situaciones. Apoa2 se expresa principalmente en el
higado y se ha demostrado que incrementa el flujo de colesterol a través de ABCAL.
Estos hechos, junto con un aumento de la expresion de Scarbl, Abcal y Apoa2 (Tabla 3
manuscrito 2) podrian indicar que la sobreexpresion de Sytl esta promoviendo el
transporte reverso del colesterol en ratones Apoe-deficientes.

La figura 7B del manuscrito 2 resume el hipotético efecto causado por la
sobreexpresion de Sytl en los ratones Apoe-deficientes. Por un lado el incremento de la
expresion de genes como Lcat, Scarbl, Abcal y Apoa2 junto con la reduccion de la
expresion de Acat2 [410, 443] estarian facilitando el flujo de colesterol en el higado.
Ademas la represion de Ppargcla resulta en la inhibicién de Cyp7al, gen regulador de
la sintesis de &cidos biliares [428], causando la activacion de la ruta alternativa de la
sintesis de &cidos biliares a través de un aumento de la expresion de Cyp7bl para la
excrecion de colesterol del higado. Por otro lado, la expresion de Acatl en los ratones
gue sobreexpresan Sytl se encuentra disminuida. Ratones deficientes en ACAT1 y

APOE muestran severas lesiones aterogénicas debido a la toxicidad del colesterol libre
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[444], pero una disminucion parcial de la actividad de ACAT1 y ACAT2 evitaria dichos
efectos por la perturbacién menos severa en la homeostasis del colesterol [445], asi que
los ratones que sobreexpresan Sytl con una disminucion de expresiones de Acatl y
Acat2 podrian no tener tales efectos negativos aterogénicos y requeririan de la
disminucion de la actividad esterasa junto con el incremento encontrado de Mttp para
explicar el aumento de los ésteres de colesterol en VLDL.

Aunque no se encontraron cambios significativos en el contenido de TG
hepaticos ni plasmaticos si se observéd una tendencia a su disminucién en el grupo que
sobreexpresaba Sytl junto a un descenso significativo de la gota lipidica respecto al
grupo control ademas de una correlacion negativa entre la expresion de Sytl y el
porcentaje de gota grasa. EI mecanismo por el cual los TG pudieran estar siendo
eliminados del higado parece complejo y ambiguo puesto que la sobreexpresion de Sytl
indujo el incremento de la expresion de Acac-a y Cptl, un equilibrio entre la sintesis de
malonil y activacion de acidos grasos, etapas reguladoras en la sintesis y degradacion de
los &cidos grasos respectivamente, podria estar ocurriendo. Estudios previos indican que
la presencia de CE en el higado limitaria la movilizacion e hidrdlisis de TG pero que
una inhibicion de ACAT2 en modelos animales con dietas altas en colesterol que
inducen EHGNA causaria menor CE en higado y un menor acimulo de TG en el higado
[420]. Estos resultados apoyarian la disminucion observada en el contenido de grasa del

higado asociada con la expresion de Sytl.

La Figura 5 del manuscrito 2 nos permite suponer que la sobreexpresion de Sytl
en ratones Apoe-deficientes y WT esta influyendo en la presencia de colesterol
esterificado en las lipoproteinas plasmaticas. Ademéas, VAMP2, una proteina de
membrana asociada a vesiculas sinapticas, con un papel central en la neuroexocitosis,
también descrita en tejidos no neuronales [446], vio aumentada su expresion hepatica en
ambos experimentos debido a la sobreexpresion del transgen. Aunque el nivel basal de
expresion de Sytl es menor en los hepatocitos que en las neuronas [116], la asociacién
positiva entre Sytl y Vamp2 en el higado podria sugerir que ambas proteinas juegan un
papel activo en la exo/endocitosis en este drgano, participando en el flujo de colesterol y

lipoproteinas.
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C) Estudio de la dieta y el efecto hormonal en la expresion hepatica de Sytl

Ratones Apoe-deficientes que desarrollan esteatosis en un corto periodo de
tiempo se sometieron a ocho diferentes condiciones experimentales durante 11 semanas
para probar la influencia del colesterol, dieta occidental, escualeno, &cido oleanolico, el
sexo y la castracion quirdrgica. Después de este periodo, se analizd la expresion
hepatica de Sytl.

1. Efecto colesterol y dieta alta en grasas

Para caracterizar inicialmente la regulacion dietética de este gen y teniendo en
cuenta la correlacién positiva de la expresion de Sytl con el colesterol hepatico en los
dos estudios de sobreexpresion anteriormente mencionados, la expresion de Sytl fue
analizada a partir de un estudio previo [383] donde ratones macho consumian una dieta
normal con y sin colesterol. La suplementacion con el colesterol elevo la superficie
ocupada por las gotas lipidicas y el contenido hepatico de colesterol y triglicéridos
(Fig.1 manuscrito 3). La suplementacion de colesterol en la dieta indujo un modesto
incremento significativo de la expresion hepatica de Sytl, aunque aquellos animales con
una mayor expresion de Sytl resultaron tener un mayor contenido de colesterol hepético
hallando una correlacion positiva significativa entre ambas variables.

La suplementacion con colesterol fue combinada con una dieta alta en grasas
que contenia aceite de palma como fuente de 4&cidos grasos saturados largos,
suministrada como una dieta occidental a ratones macho. El consumo de la dieta
occidental provocd un aumento significativo de triglicéridos y colesterol hepaticos asi
como un aumento de la superficie de gota grasa. En este experimento la expresion de
Sytl se vio significativamente aumentada en aquellos animales que consumieron la dieta
occidental y una fuerte correlacion se encontrd entre dicha expresion y el contenido de
colesterol hepatico (Fig. 2e manuscrito 3).

Estos resultados concuerdan con aquellos encontrados en la base de datos GEO
(Tabla 2 manuscrito 3), donde ratones que recibieron una dieta empobrecida en acido
graso poliinsaturado n-3 y aquellos deficientes en estearoil-CoA desaturasa 1
acumulaban &cidos grasos saturados en el higado, sin embargo discrepan con la
expresion de Sytl observada entre los ratones que sobreexpresan lipin 1-beta y los que

carecen de la acil-coenzima A deshidrogenasa que rompe &cidos grasos de cadena
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media, estos datos sugieren que la naturaleza de los &cidos grasos es importante y
concuerda con los diferentes resultados observados entre los ratones que recibieron

diferentes isomeros de acido linoleico conjugado [12].

2. Efecto suplementacion con oleandlico y escualeno

Dos experimentos analizaron la posible modulacion por otros componentes

dietéticos de la expresion de Sytl inducida por la dieta alta en grasas.

Suplementacién con oleandlico

La suplementacién con oleandlico a uno de los grupos de ratones macho que
consumian la dieta alta en grasa indujo la reduccion significativa de la expresion
hepéatica de Sytl, también lo hizo el suplemento dietético de Boswellia serrata, un
extracto indio rico en derivados de &cido boswélico, también un triterpeno pentaciclico.
[450]. El suplemento con oleandlico no indujo cambios en el contenido hepatico de
triglicéridos ni colesterol. A diferencia de los estudios anteriores no se encontrd
correlacion de la expresion del gen con el colesterol hepatico pero si una correlacion
negativa con el area de gota grasa ocupada, donde aquellos animales con una menor
expresion de Sytl presentaban mayor superficie ocupada por la gota grasa. Esta
asociacion fue también encontrada en los primeros estudios llevados a cabo por el grupo

en los que se suplementaba con diferentes isomeros del CLA o con aceite de oliva [12].

Suplementacién con escualeno

La adicion de escualeno a una dieta alta en grasas en ratones macho no modifico
la expresidn hepatica de Sytl, la suplementacion disminuy6 el contenido de colesterol y
triglicéridos hepéticos. No se observaron cambios significativos en el porcentaje de la
superficie hepatica ocupada por las gotas lipidicas ni ninguna asociacién significativa
entre la expresion de Sytl y estos parametros hepaticos. Estos datos indican que la
estructura quimica de los triterpenos puede ser crucial en el resultado final de la
expresion del gen, puesto que el escualeno es un triterpeno lineal y el oleandlico y el
acido bosweélico son pentaciclicos ademas de tener propiedades antiinflamatorias.
Ademas la expresion se Sytl se encontr6 aumentada en situaciones donde el higado

padecia procesos inflamatorios en la base de datos GEO (Tabla 2 manuscrito 3). Estos
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resultados apuntan a una regulacion de este gen por la influencia de varios compuestos

inflamatorios.

En conjunto, estos experimentos nutricionales destacan que la expresion
hepética de Sytl posee una regulacién nutricional exquisita a nivel transcripcional en
ratones Apoe-deficientes. Donde el colesterol y las grasas saturadas aumentan sus
niveles, y la suplementacion con otros componentes minoritarios, como el acido

oleandlico, en dietas occidentales podria también regular su expresion.

3. Efecto sexo y castracién quirudrgica

Para explorar la influencia del sexo, la expresion de Sytl se analizé en dos
experimentos llevados a cabo con ratones Apoe-deficientes.

La expresion de Sytl en hembras que consumian una dieta normal resulto ser
significativamente mayor que el grupo de machos que recibieron la misma dieta.
Ademas el contenido de colesterol hepatico fue significativamente mayor en las
hembras, al igual que en otros estudios se encontré una correlacion positiva entre la
expresion de Sytl y el contenido hepético de colesterol.

En el segundo experimento, y debido al efecto de la dieta alta en grasas descrito
anteriormente, la influencia del sexo también se estudio en los ratones alimentados con
una dieta occidental. Se observaron diferencias significativas entre sexos en cuanto a la
expresion hepatica de Sytl siendo mayor en las hembras que en los machos. No se
observaron cambios significativos en los niveles de colesterol hepatico, sin embargo los
triglicéridos fueron significativamente menores en las hembras que en los machos. La
expresion de Sytl en este estudio correlaciond de forma significativa con los
triglicéridos y colesterol hepaticos, esta asociacion resultd ser inversa, aquellos animales
con menor expresion del gen tenian mayor contenido de TG y COL.

Para analizar si las diferencias sexuales se debian a cambios hormonales, se
Ilevaron a cabo castraciones quirdrgicas en ambos sexos y se alimentaron con una dieta
occidental. No se encontraron cambios significativos en la expresion de Sytl en machos
debido a la castracion, tampoco hubo ningin cambio significativo en el colesterol, ni en
los triglicéridos hepéticos. Sin embargo, un aumento significativo se encontré en la
superficie hepatica ocupada por las gotas de lipidos en los machos orquiectomizados.

No se encontraron asociaciones significativas entre los parametros hepéticos y la
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expresion de Sytl. Por el contrario, las hembras ovariectomizadas mostraron un
descenso significativo en la expresion de Sytl respecto a las hembras controles. La
castracion en hembras resultd en un aumento significativo de colesterol, triglicéridos y
superficie ocupada por la gota grasa en el higado. Ademas la expresion de Sytl
correlaciono significativamente de forma inversa tanto con los triglicéridos como con el
colesterol hepatico. Curiosamente, ratones hembra carentes del coactivador-2 del
receptor de esteroides también mostraron disminucion de la expresion hepatica de Sytl
(Tabla 2 manuscrito 3). El coactivador-2 del receptor de esteroides promueve la

activacion transcripcional de los receptores de estrogeno en algunos tejidos [453].

La deficiencia en APOE predispone a los individuos al desarrollo de enfermedad
hepética, mientras que la dieta puede disminuir o exacerbar este riesgo. De todos los
ensayos analizados, aquellas situaciones experimentales donde la dieta inducia un
aumento significativo de colesterol hepatico (dieta suplementada con colesterol o una
dieta occidental) la expresion de Sytl aumento significativamente ademas de encontrar
un correlacion positiva entre ambas variables. Esta correlacion no se encontré con la
suplementacion de oleandlico y escualeno en las dietas, por lo que la expresion hepética
de Sytl parece tener una regulacion nutricional mas compleja a nivel transcripcional en
ratones Apoe-deficientes. En el ensayo donde machos y hembras eran alimentados con
una dieta normal la mayor expresion de Sytl en las hembras volvia a coincidir con
mayor contenido hepatico de colesterol y una correlacion significativa positiva entre
ambas variables. Cuando el andlisis de expresion se llevd a cabo con machos y hembras
alimentados con la dieta occidental, la expresion de Sytl seguia siendo mayor en
hembras pero no asi el colesterol hepético, encontrando a diferencia de los anteriores
experimentos una correlacion inversa entre ambas variables. Esta correlacion inversa
entre la expresion de Sytl y colesterol hepético volvié a hallarse debido al efecto de la
castracion en las hembras alimentadas con la dieta occidental. La liberacion de
hormonas ovaricas parece ser necesaria para inducir el aumento de la expresion hepatica
de Sytl observada en las hembras, sin embargo es dificil determinar la implicacion de
Sytl en la enfermedad hepética cuando convergen varios factores que aceleran el
desarrollo de la enfermedad hepatica como factores geneticos, la deficiencia en APOE,
factores dietéticos, el sexo o la castracion.

En los dos ensayos de sobreexpresion donde la expresion de Sytl esta forzada, se

encontré el colesterol hepatico aumentado y la correlacion entre ambas variables volvio
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a ser positiva. La comprension de que la sobreexpresion puede causar fenotipos,
incluyendo enfermedades, acentlia la importancia de establecer niveles correctos de
expresion en las estrategias de terapia génica [353], donde el efecto causado por la
misma no puede compararse entre un animal sano y un animal enfermo sin plantear
antes nuevas estrategias génicas que complementen la iniciada en la presente tesis
doctoral para dilucidar qué tipo de mecanismos provoca la sobreexpresion y asi
determinar las interacciones con otros genes y las rutas en las que pudiera estar

involucrado el gen de estudio en el higado.
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CONCLUSIONES

1. La secuencia hepatica del RNAm de Sinaptotagmina 1 isoforma 1 de ratdn ha
sido identificada. Los resultados indican que la secuencia hepatica de Sytl posee
un marco de lectura de 1.266 pb conservado con la secuencia de cerebro. A pesar
de ello, la transcripcion hepatica de Sytl solo utiliza 9 exones y 8 intrones en un
corte y empalme alternativo. Las diferencias entre las transcripciones de Sytl de
cerebro y de higado aparecen en la regiéon no traducida en 5°. La regién no
traducida en 5’ de Sytl hepatica esta codificada por una sola region intrénica en el
genoma mientras que en el cerebro estd codificada por 3 exones, sugiriendo un

empalme alternativo en la region 5'-UTR.

2. Lasecuencia aminoacidica de higado esta altamente conservada con la isoforma 1
de cerebro y yeyuno en el ratén y como ocurre en el cerebro el fraccionamiento
subcelular hepéatico muestra la presencia de SYT1 en todas las fracciones
implicadas en la ruta de secrecion. El andlisis cuantitativo indica que la expresion
del RNAm de Sytl se encuentra ampliamente distribuida en varios tejidos,

pudiendo desempefiar dicha proteina otras funciones bioldgicas.

3. La sobreexpresion de Sytl en ratones wild-type y Apoe-deficientes genero
fenotipos mutantes con un aumento significativo del colesterol hepatico, cuyos
valores correlacionaron significativamente con la expresion del transgen.
Ademas, la modificacion en la expresion de varios genes involucrados en el
metabolismo lipidico por la expresidn del transgen podria estar favoreciendo el
transporte reverso de colesterol. En ambos modelos utilizados, la sobreexpresion
de Sytl incremento la presencia de colesterol esterificado en las lipoproteinas del
plasma y modificd su composicion. Ademas el efecto de la sobreexpresion en los
ratones carentes de Apoe disminuyd el area de gota grasa hepética, la cual

correlacion6 de forma inversa con la expresion de Sytl.

4. La endocitosis y exocitosis son complejos procesos que implican mdaltiples
proteinas con pequefas diferencias entre los tejidos. Como algunas lipoproteinas
son captadas o liberadas por el higado mediante dichos procesos sigue siendo hoy
en dia cuestion de estudio. La proteina vesicular SYT1 implicada en

endo/exocitosis en tejidos neuroendocrinos parece estar involucrada en el flujo de
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colesterol en el higado o asociada al metabolismo de lipoproteinas formando parte
de los complejos proteicos para su captacion y liberacion.

5. Algunos componentes nutricionales son moduladores criticos de la expresion
hepética de Sytl. El colesterol y la dieta occidental en ratones deficientes en Apoe
provocan el aumento del contenido hepatico de colesterol y la expresidn hepética
de Sytl, variables que en ambos ensayos resultaron estar significativamente
asociadas. La suplementacion con acido oleandlico en una dieta occidental no
generé cambios en el contenido de colesterol hepéatico pero provocoé la represion
de la expresion de Sytl y el aumento del area de gota grasa, variables que

correlacionaron de forma inversa.

6. La expresion hepatica de Sytl en ratones deficientes en Apoe parece estar afectada
por el dimorfismo sexual hepatico que afecta entre otros, a genes implicados en el
metabolismo de lipoproteinas y acidos grasos. La liberacion de hormonas
ovaricas parecen ser necesarias para inducir el aumento de la expresion hepatica
de Sytl observada en las hembras. Estas diferencias de expresion pueden
contribuir a las diferencias sexuales observadas en la fisiopatologia hepatica.
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