eman ta zabal zazu ) :.. '.. ....
....tl...'..:;: ZTF_FCT
AN 2%°  Zientzia eta Teknologia Fakultatea
%::..n .:o‘o: Facultad de Ciencia y Tecnologia
T TITLY M
Universidad ~ Euskal Herriko XA

del Pais Vasco Unibertsitatea

Trabajo Fin de Grado

Grado en Bioguimica y Biologia Molecular

Papel de E2F1 y E2F2 en la instauracion de
esteatosis inducida por dieta rica en grasa

Nombre:

Irati Pisébn Rodriguez
Directora:

Patricia Aspichueta Celad

Leioq, 24 de junio de 2014



INDICE

1. INTRODUCCION ...oouiuieieiiieieietetete ettt asases s s s st seses et eses et eseseseseaetessssssasnsasassenaeas 2
O O 1 Tl [ X ol =Y (1] - USRS 2
1.2. Factores de transcripCion E2F ........c.uvieeiiiie ittt e e et eesaaee e 3
1.3. La enfermedad del higado graso no alcoholica ........cooevveiiiiiiiiicciee e, 3
1.4. E2F y €l desarrollo del CANCEN ....ui it saae e s 4

2. OBJETIVOS ..ttt ettt ettt st e et s e s bt e e s te e s bt e e sabe e sabeeesteeeabeeessseesaseesnsneesnseessaean 4

3. MATERIALES Y METODOS .....c.oiuiuieiiieeieteteteeetetese et seseaesesssessssssesesesesssesesesesesesesesesesesesessas 5
3.1. Animales de experimentacion ......cccccuiieeiiieiiiiiiee et ree e e e e sbee e e 5
N 0] ) =Y gToi o T Jo LI UT=T o PSPPI 5
3.3. Extraccion y homogenizacion de higado y corazdn.........cccceeeecieeeeeciiee e 5
3.4. Incorporacion de [PH]colina y [ CIZICEIO . .ottt te et ee e e eeeenene 5
3.5. Determinacion de ProteiNa......c.uccccciiie e e 6
3.6. Determinacion de CIdOS Bras0oS....cccuuiieiciuieeeeiiieeeeetee e eetee e e eree e e e re e e e e ree e e eabae e e eaeeas 6
3.7. Determinacion de trigliCErido......iuiiiiiiiiiiieccie e 6
3.8. Extraccidn, separacién y cuantificacion de [0S lipidos......ccccveeeeeeieiiiiiiiiieeee e, 6
3.9. Tratamiento estadistico de [0S resUtados.......cccevvviiirciriiiiesiee e 7

A, RESULTADOS . ... ettt ettt e e e e e ettt ae s e e e e e et et b e e e e eesaaebaaaaeaaeeeeesssaaseseaeeenssannnnss 8
4.1. Contenido hepatico de HPidOS .......ccoccuiiiiiciiie e e e 9
4.2. Incorporacién de [*H]colina y [**C]glicerol en lipidos hepaticos ..........ccccuvereverervnennee. 9
4.3. Contenido de lipidOS €N COMAZON ....cccvviiiiiiiiie ettt et e e sarae e s s saaaeeeeans 10
4.4. Contenido de triglicéridos y 4cidos grasos SEriCOS ......ueeeviiireieciieeeeiieeeeecteeeeecireee e 12

5. DISCUSION ..ottt 13

6. CONCLUSIONES......ciiiee ittt ettt e st e s e e s bee e sabeesbeesbaeesabeessateesabeesabaeesaseesases 15

7. BIBLIOGRAFTA <.ttt e et et e et et et e et et ea e et eeae e e et et et et eaeeeeeeeeeeeeeeeeanes 15



1. INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Ciclo celular

El ciclo celular es un complejo conjunto de procesos a través de los cuales una célula se divide.
Esta implicado en procesos como el crecimiento y la proliferacién celular o la regulacién de la
reparacion de dafos en el ADN, entre otros. Su regulacién resulta crucial para el organismo, ya
que su alteraciéon puede desencadenar una proliferacion celular descontrolada, origen de

patologias como el cancer o las respuestas autoinmunes.

El crecimiento celular y la proliferaciéon estan rigurosamente controlados por factores de
crecimiento. En presencia de exceso de nutrientes, los factores de crecimiento activan
cascadas de sefializacidon que actuian sobre la absorcidn y el uso de éstos. La mayoria de estas
cascadas iniciadas activan en ultima instancia reguladores del ciclo celular, sobre todo la via de
pRb-E2F de ciclinas dependientes de quinasa (CDK). En numerosas células, la entrada en la fase
S depende de la activacion de las ciclinas G1 y la via pRb-E2F. Las CDKs son serina/treonina
quinasas que trabajan para fosforilar la familia retinoblastoma de proteinas supresoras de
tumores mediando el compromiso de la célula para entrar en el ciclo celular. Los factores de
transcripcién E2F son los efectores en esta via y controlan la expresidon de genes involucrados
en la progresion del ciclo celular, apoptosis y sintesis de ADN, bien activando como
suprimiendo su transcripcién. La funcién de los factores E2F es muy dependiente del sistema
de regulacién de las ciclinas y las CDKs, ya que son éstas la que posibilitan la liberacién de E2F
para que pueda realizar su funcién. En principio, esta via dirige la progresion y divisidn del ciclo
celular, pero la realidad es que también estd implicada en la respuesta metabdlica

desencadenada por factores de crecimiento.

Para llevar a cabo la proliferacidn, el metabolismo celular esta dirigido hacia un incremento en
la produccion de energia para satisfacer las necesidades anabdlicas. El metabolismo de las
células en proliferacién tiene un ratio mayor de glicdlisis, produccion de lactato y biosintesis de
lipidos y otras macromoléculas. Dicha adaptacion metabdlica observada en células
proliferativas estd aumentada en células cancerosas, donde se da un alto descontrol de la

proliferacién [1].

Sin duda, existe una relacién entre el ciclo celular y el control metabdlico. La modulacién de la
actividad de factores que actian sobre vias metabdlicas en respuesta a estimulos proliferativos
abre nuevas perspectivas en el control de enfermedades como la diabetes tipo Il, la obesidad y

el cancer.
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1.2. Factores de transcripcion E2F

Los factores de transcripcién E2F pertenecen a una familia constituida por varias proteinas y
estan implicados en la regulacién de la expresion de genes necesarios para la replicacion del
ADN vy la progresion del ciclo celular. La familia E2F determina si se da la divisidon celular
mediante la regulacidn de la expresidn de genes clave en el proceso, como los reguladores del
ciclo celular, ademas de enzimas implicadas en la biosintesis de nucleétidos y componentes de
la maquinaria de replicacion del ADN. Considerando la estructura y la funcidn de los miembros
de la familia E2F, éstos pueden dividirse en: E2F1, E2F2 y E2F3a como activadores de la
transcripcién y E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6, E2F7 y E2F8 como represores de la transcripcién [2].
Los denominados E2F activadores son necesarios para la activacidon de genes implicados en la
transicion G1/S, pero se sabe que pueden actuar también como represores transcripcionales.
Los mecanismos a través de los cuales es posible que estos factores actien tanto como

activadores como reprimiendo la transcripcion son todavia desconocidos.
1.3. La enfermedad del higado graso no alcohdlica

Las enfermedades inflamatorias crénicas del higado se encuentran entre las patologias de
mayor prevalencia en las sociedades actuales. En esta categoria se incluye una amplia gama de
sindromes entre los que se encuentra la enfermedad del higado graso no alcohdlica (NAFLD),

asociada a enfermedades como la obesidad, la diabetes mellitus tipo 2 y las dislipemias.

Actualmente, el término NAFLD engloba un espectro de enfermedades que abarca desde la
esteatosis hepatica, siendo éste el primer paso en el desarrollo de la enfermedad, hasta la
cirrosis, pasando por esteatosis con inflamacidn y distintos grados de fibrosis [3]. La resistencia
a la insulina, el estrés oxidativo y una respuesta inflamatoria sostenida parecen desempefiar
un papel importante en el desarrollo de NAFLD. En algunos casos se puede desarrollar
hepatocarcinoma sobre el higado cirrético, debido a que los procesos de proliferacion celulary
apoptosis se encuentran alterados, por lo que se sospecha que hay una fuerte relacidon causa-

efecto entre ambas patologias [4].
1.4. E2F y el desarrollo del cancer

El gen de la proteina del retinoblastoma (pRb) fue el primer supresor de tumores identificado y
se encuentra ausente o mutado en un tercio de los tumores humanos [5]. Pertenece a una
familia de proteinas conocidas como “proteinas de bolsillo”, entre cuyas propiedades
bioldgicas se encuentra la capacidad de unirse a E2F, inhibiendo asi su actividad y, por lo tanto,

deteniendo el crecimiento celular [6]. Sin embargo, se ha observado que diversas mutaciones

3
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que causan la activacién de las CDKs provocan la fosforilacién de pRb y, por lo tanto, la

supresion de su actividad y disociacion de los factores E2F [7].

Por otro lado, los E2F activadores promueven la progresidn a través del ciclo celular, por lo que
es facil imaginar que actien como oncogenes. Ademas, se ha visto en diferentes estudios que
el factor de transcripcion E2F1 se encuentra sobreexpresado en un alto porcentaje de casos de

hepatocarcinoma [8].

E2F2 también juega cierto papel como supresor de tumores, ya que los ratones mutantes
carentes de E2F2 son mds propensos a padecer tumores y la mutacién combinada de E2F1 y
E2F2 conlleva un incremento tanto en la incidencia como en el comienzo de la génesis de

tumores [9].

2. OBIJETIVOS

La enfermedad del higado graso no alcohdlica es una de las hepatopatias mas frecuentes en
los paises industrializados. La etiologia y mecanismos que intervienen en la aparicién de la
enfermedad no son bien conocidos; sin embargo, uno de los aspectos mas controvertidos en la
patogénesis es la existencia de alteraciones en el metabolismo de lipidos. La NAFLD se
considera un factor de riesgo para el desarrollo de hepatocarcinoma. Al mismo tiempo, es bien
sabido que una alteracién en los niveles de factores de transcripcién E2F aparece en casos de
hepatocarcinoma pero se desconoce la implicacion de E2F1 o E2F2 en la desregulacion
metabdlica asociada al origen de la enfermedad hepdtica o en la repercusion en el
metabolismo lipidico de drganos periféricos como el corazén. Por ello, el objetivo general de
este trabajo es investigar la implicacion de los factores E2F1 y E2F2 en la modulacién del
metabolismo de lipidos en ratén y su contribucién al desarrollo de la enfermedad del higado

graso no alcohdlica. Los objetivos concretos que se plantearon fueron:

1. Investigar si E2F1 y E2F2 modulan el contenido lipidico hepatico y cardiaco y si estan
implicados en la generacidn de esteatosis por dieta rica en grasa.
2. Investigar si los flujos metabdlicos ligados al metabolismo energético en higado de

ratdn deficiente en E2F1 y E2F2 estdn alterados.
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3.1. Animales de experimentacion

Se emplearon ratones E2F17y E2F27"y sus WT, procedentes del grupo de investigacién de Dra.
Ana Zubiaga, Departamento de genética y antropologia, Facultad de Ciencia y Tecnologia,
UPV/EHU. Los animales de cada genotipo se dividieron en dos grupos y se alimentaron con una
dieta comercial normal (Mouse Diet Control, Bio Serv®) y una dieta rica en grasa (High Fatty
Diet, Bio Serv®). Toda la metodologia empleada en el manejo de los animales estd aprobada

por el comité de ética de la UPV.
3.2. Obtencidn de suero

Se extrajeron 50 ul de sangre por puncién de la vena safena de ratones anestesiados y se dejo
coagular a temperatura ambiente durante 30 minutos. Para obtener el suero, la sangre se
centrifugd a 2000 xg durante 30 minutos y a 4 °C y el sobrenadante se volvid a centrifugar a
10000 xg durante 10 minutos, a la misma temperatura. El suero se utilizé6 para medir los

niveles variables de 4cidos grasos y triglicérido.
3.3. Extracciéon y homogenizacion de higado y corazén

El higado y el corazén se extrajeron de los ratones, se pesaron y se consiguieron alicuotas de
pesos diferentes. Inmediatamente se congelaron en nitrégeno liquido, preservandose en un
ultracongelador a -80 °C hasta su posterior analisis. Para analizar las muestras, se
homogenizaron aproximadamente 30 mg de higado o corazén en 300 ul de tampdn fosfato

salino (PBS) con un homogenizador Potter S, realizando 20 golpes por cada muestra.
3.4. Incorporacion de [*H]colina y [**C]glicerol

Para definir los flujos metabdlicos que regulan la disponibilidad de glicerolipidos, los ratones
recibieron una inyeccién intraperitoneal de 100 pl de suero salino estéril que contenia 5uCi de
[*H]colina y 5uCi de [**C]glicerol con 250 uM de glicerol. Los drganos se extrajeron 2 h después
de la inyeccidén. Los lipidos se extrajeron del higado como se describe mds adelante. Para la
separacion de los lipidos se realizd una cromatografia de capa fina de cuatro pases con las
siguientes disoluciones: cubeta 1 cloroformo:metanol:agua (60:40:10, v/v/v), cubeta 2 acetato
de etilo:etanol:isopropanol:metanol:cloroformo:KCl al 0.25 % en agua (35:20:5:15:22:9,
v/v/v/v/v/v), cubeta 3 n-heptano:eter diisopropilico:acido acético (70:30:2, v/v/v) y cubeta 4 n-

heptano Unicamente. Las bandas correspondientes a fosfolipidos (PL), triglicéridos (TG),
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diglicéridos (DG), monoglicéridos (MG) y acidos grasos (AG) se rascaron y se determind la

radiactividad mediante el contador de centelleo.
3.5. Determinacion de proteina

Para la determinacidn de proteina se utilizd un kit comercial de Pierce basado en el método del
acido bicinconinico (BCA) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracidén de
proteina de la muestra se determind por la interpolacion de los valores de absorbancia en una
curva patrén realizada con seroalbimina bovina que fue lineal para un rango de 0 a 15 pg de

proteina.
3.6. Determinacidn de acidos grasos

Para la determinacion de dacidos grasos se utilizé un kit enzimatico de Wako Chemicals y se
siguieron las instrucciones del fabricante. Se calculd la concentracién de acidos grasos por
interpolacion de los datos a la recta patrén obtenida con la absorbancia del calibrador, cuya
concentracion es de 0.035 mmol/l. Los resultados se expresan en nmol de acidos grasos/mg de

proteina.
3.7. Determinacion de triglicérido

Para determinar el nivel de triglicérido del suero se utilizé un kit enzimatico de A. Menarini
Diagnostics y se siguieron las instrucciones del fabricante. La concentracién de triglicérido se
obtuvo por interpolacién del valor de absorbancia obtenido en la curva de calibrado de un

patrdon aportado por el kit que fue lineal en un rango de 2.58 a 13 nmol.
3.8. Extraccion, separacidn y cuantificacion de los lipidos
Extraccion de lipidos

Los lipidos se extrajeron por el método de Folch y cols. [10]. El extracto se evapord en un
concentrador-evaporador a 45 °C durante 1 hora. Los extractos secos obtenidos se
resuspendieron en 115 ul de tolueno y se procedid a la separacién lipidica por cromatografia

en capa fina (TLC), siguiendo una metodologia especifica [11], para su posterior cuantificacién.

Con este método se cuantificaron diferentes fosfolipidos (PC, PE, PI y PS), cardiolipina,
colesterol, diglicéridos y triglicéridos. Con el fin de eliminar impurezas de las placas,
previamente a la aplicacion de las muestras se lavaron con una mezcla de
cloroformo:metanol:agua (60:40:10, v/v/v) durante 12h. Posteriormente, las placas se

activaron a 100 °C durante 30 minutos. Una vez preparada la placa, se procedio a la aplicacion

6



3. MATERIALES Y METODOS

de la muestra de lipidos. En cada placa se aplicaron concentraciones crecientes de patrones de
lipidos en estudio en los rangos siguientes: oleato de colesterol (0.09-1.45), triglicérido (0.27-
17), colesterol (0.36-3.6), cardiolipina (0.02-0.3), fosfatidiletanolamina (0.33-3.91),
fosfatidilinositol ~ (0.1-1.72), fosfatidilserina  (0.13-2.22), fosfatidilcolina  (0.63-7.63),
esfingomielina (0.04-0.61) y lisofosfatidilcolina (0.1-2.01). Se realizaron aplicaciones de 3 pl de
los patrones y el mismo volumen por duplicado de las muestras, todos disueltos en tolueno, a

1.5 cm del borde inferior de la placa.

Para el desarrollo cromatografico se utilizaron cinco mezclas diferentes de polaridad
decreciente, secando la placa con aire caliente entre cada uno de los pases: cubeta 1,
cloroformo:metanol:agua (60:40:10, v/v/v), cubeta 2 cloroformo:metanol:agua (65:40:5,
v/v/v), cubeta 3 acetato de etilo:etanol:isopropanol:metanol:cloroformo:KCl al 0.25 % en agua
(35:20:5:15:22:9, v/v/v/v/v/v), cubeta 4 tolueno:eter dietilico:etanol (60:40:3, v/v/v) y cubeta
5 n-heptano:eter dietilico (94:48, v/v). La distancia desde el borde inferior que debia alcanzar
cada desarrollo en la placa fue 1.8, 2.5, 6, 9 y 12.5 cm, respectivamente. Tras el pase por todas
las mezclas y secar la placa, se introdujo la placa en una cubeta con n-heptano puro y se eluyd

hasta 12 cm por encima del punto de aplicacién para arrastrar impurezas.

La placa, una vez seca, se sometié a un proceso de quemado por inmersién en acido. Para ello,
se introdujo en posicién vertical durante 15 segundos aproximadamente en una mezcla de
sulfato cuprico al 10 % en acido fosforico al 8 %. Después, se dejé secar hasta que se
empezaban a ver las manchas de lipidos. Una vez seca la placa, se mantuvo a 200 °C durante 3

minutos.

Las manchas correspondientes a cada lipido se cuantificaron mediante densitometria
bidimensional por reflexion empleando el software Quantity One de Bio-Rad. Se determind la
densidad Ooptica integrada (IOD) de cada banda seleccionada, siendo éste el parametro
cuantitativo. La 10D de la banda se corrigié con la IOD del patrén interno y se procedié a la
interpolaciéon en la recta patrén, convirtiendo las densidades dpticas en nmoles de lipido que

se refirieron a los mg de proteina de cada érgano.

3.9. Tratamiento estadistico de los resultados

Los datos numéricos de los diferentes experimentos se procesaron utilizando hojas de calculo
Microsoft Excel. Los valores obtenidos en los ensayos experimentales se expresaron como la

media de 6-8 animales por grupo.
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El analisis estadistico de los resultados se efectué mediante la aplicacion del test de la “t” de
student. Los valores estadisticamente significativos entre los genotipos KO y WT se indican de
la siguiente manera: *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001. De la misma forma, los valores
estadisticamente significativos entre los animales alimentados con dieta control y dieta rica en
grasa se indican: #p<0.05, "p<0.01 y " *p<0.001; y los de estado de alimento frente a estado

de ayunas *p<0.05, #p<0.01, **p<0.001.

4. RESULTADOS

4.1. Contenido hepatico de lipidos

Se determind la concentracidon de numerosas especies lipidicas en el higado de ratones E2F1'/',
E2F27 y sus controles (WT) de 3 meses de edad para averiguar si estos factores de
transcripcién estan implicadas en la regulacion metabdlica de los mismos. Ademas, se utilizé

una dieta rica en grasa para definir la implicacidon de estos factores en la instauracion de la

hepatoesteatosis.
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Figura 1. Concentracion de fosfatidilcolina (A), fosfatidiletanolamina (B), diglicérido (C), triglicérido
(D), acidos grasos (E) y colesterol (F) en los homogenados hepaticos de ratones KO y control (WT)
de 3 meses. Los valores se corresponden a la media + DE. El analisis estadistico de los resultados se
efectué mediante la aplicacion del test de la “t” de student; las diferencias estadisticamente
significativas se sefialan de la siguiente forma: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, grupo KO respecto a
control; Ap<0.01, A"p<0.001, grupo del mismo genotipo alimentado con dieta rica en grasa

respecto a la dieta control. 3
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En la figura 1 se muestran los resultados del andlisis. En A) y B) se observa que las
concentraciones de PC y PE en el higado no varian significativamente segin el genotipo ni la
dieta. Por otro lado, los niveles de diglicérido (C) y triglicérido (D) de las mismas muestras
tienen un descenso significativo de la concentracion en los ratones E2F27". Ademas, la dieta
rica en grasa afecta a la concentracién de TG de los ratones control y E2F1'/', aungue en menor

grado; sin embargo, no provoca ningtin cambio en los ratones E2F27".

Por ultimo, en E) y F) se muestran las concentraciones de AG y CL. No hay diferencias
significativas entre las dietas ni, en la mayoria de los casos, entre los distintos genotipos. El

grupo E2F27 presenta una reduccidn significativa de los niveles de AG frente al control.

Por lo tanto, los factores E2F1 y E2F2 no modulan la cantidad de fosfolipidos, dcidos grasos y
colesterol total, si en cambio las concentraciones de triglicérido y diglicérido. Ademas, una
dieta rica en grasa puede aumentar los niveles de triglicéridos en higado, contribuyendo al

desarrollo de la esteatosis, con disminucién en ausencia de los factores E2F1 o E2F2.
4.2. Incorporacion de [*H]colina y [**C]glicerol en lipidos hepaticos

Para definir si los cambios en el contenido hepatico lipidico estaban asociados a cambios en los
flujos metabdlicos asociados a glicerolipidos, se valoré la incorporacién de [*H]colina en
fosfatidilcolina y de [*Clglicerol en fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, diglicérido y

triglicérido.

La figura 2 muestra la incorporacién de [*H]colina en la PC hepatica de los ratones. Los valores
de radiactividad en los ratones deficientes en estos factores de transcripcion son superiores a
los controles en ambos casos, debido a que tienen el flujo que regula la disponibilidad de PC

modificado.
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Figura 2. Incorporacién de *H-colina en fosfatidilcolina de ratones KO y control (WT) de 3 meses. Los
valores se corresponden a la media + DE. El andlisis estadistico de los resultados se efectué mediante
la aplicacién del test de la “t” de student; las diferencias estadisticamente significativas se sefialan de
la siguiente forma: **p<0.01, ***p<0.001, grupo KO respecto a control.
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La figura 3 representa la incorporacion de [“C]glicerol en las cuatro especies lipidicas
mencionadas. En ratones E2F17 V% E2F27 la incorporacién hepatica de glicerol en PC y PE
estaba incrementada en comparacidn con sus respectivos controles. Ademas, la deficiencia en
E2F1 también resultdé en un aumento en la incorporacién de glicerol en TG y DG. Sin embargo,
estos efectos no se observaron en los animales carentes en E2F2, sugiriendo que en estos
animales el incremento en la incorporacién de sustratos radiactivos en PC podria derivar mas
de PE que de DG. Es decir, los factores E2F si interfieren en los flujos metabdlicos de

fosfolipidos, diglicéridos vy triglicéridos.
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Figura 3. Incorporacién de “*C-glicerol en fosfatidilcolina (A), fosfatidiletanolamina (B), diglicérido (C)
y triglicérido (D) de ratones KO y control (WT) de 3 meses. Los valores se corresponden a la media
DE. El andlisis estadistico de los resultados se efectué mediante la aplicacion del test de la “t” de
student; las diferencias estadisticamente significativas se sefialan de la siguiente forma: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001, grupo KO respecto a control, #p<0.05, Ap<0.01, grupo del mismo genotipo
alimentado con dieta rica en grasa respecto a la dieta control.

4.3. Contenido de lipidos en corazén

El desarrollo de la enfermedad de higado graso no alcohdlica estd asociada a complicaciones
extrahepaticas. El corazdn es un tejido periférico que recibe lipidos en forma de lipoproteinas
del higado. Nuestro objetivo en este punto fue definir si cambios en el contenido hepatico
lipidico estaba asociado a cambios en el contenido lipidico cardiaco. Para ello, se determiné la
concentracién de algunas especies lipidicas en el corazén de ratones E2F17, E2F2”" y WT de 3
meses de edad. La figura 4 muestra la concentracién de los distintos lipidos. En A) y B), los

fosfolipidos PCy PE de corazén. Como ocurria en el contenido hepatico lipidico, no se aprecian
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importantes diferencias entre genotipos. Sin embargo, la administracion de la dieta rica en

grasa (HFD) provoca un aumento en el contenido cardiaco de PC y PE en el grupo control y

E2F17".

Los niveles de DG y TG se muestran en Cy D, respectivamente. Los niveles de ambos aparecen

disminuidos en el grupo de animales deficientes en E2F2. La HFD no provoca cambios en el

contenido de TG y DG en ningun genotipo. Por ultimo, se analizaron los niveles de acidos

grasos y colesterol mostrados en las figuras 4 E y F. La dieta rica en grasa aumenta los niveles

de acidos grasos en los animales control y en los deficientes en E2F1. En lo que respecta al

contenido en colesterol, sdlo mencionar el descenso en su concentracidn asociado al grupo de

animales deficientes en E2F2. Por lo tanto, los factores E2F1 y E2F2 estdn implicados en el

metabolismo lipidico de corazén
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Figura 4. Concentracidn de fosfatidilcolina (A), fosfatidiletanolamina (B), diglicérido (C), triglicérido
(D), acidos grasos (E) y colesterol (F) en los homogenados de corazén de ratones KO y control (WT)
de 3 meses. Los valores se corresponden a la media £ DE. El analisis estadistico de los resultados se

efectué mediante la aplicacién del test de la

“t” de student; las diferencias estadisticamente

significativas se sefialan de la siguiente forma: *<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, grupo KO respecto a
control, *p<0.05, Mp<0.01, MA7p<0.001, grupo del mismo genotipo alimentado con dieta rica en

grasa respecto a la dieta control.
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4.4. Contenido de triglicéridos y acidos grasos séricos

Con animo de establecer una vinculacién entre los cambios lipidicos de higado y corazén con
cambios en niveles séricos de acidos grasos y triglicéridos y para definir si E2F1 y E2F2 podrian
estar implicados en la respuesta metabdlica al ayuno, se realizd un analisis de estos lipidos en

suero. El suero se analizé en ratones en alimento y tras 13 h de ayuno.

La figura 5 representa los niveles de AG y TG en el suero. Tras 13 h de ayuno, los niveles de
acidos grasos en el suero son superiores que en estado alimentado ya que la lipdlisis de tejido
adiposo esta activa. Los resultados muestran que los cambios en el estado de ayuno-alimento

o la alimentacion con HFD no induce cambios en los niveles séricos de acidos grasos.

El TG, sin embargo, estd aumentado en los grupos E2F17"y E2F27" en ratones alimentados con
dieta control, a pesar de que tras el ayuno no indiquen diferencias estadisticamente
significativas. El grupo de animales E2F1” alimentados con dieta rica en grasa tiene también
elevados estos niveles, pero la diferencia revierte tras el ayuno. Por otro lado, los E2F27
alimentados con dieta rica en grasa muestran disminuidos los triglicéridos tanto en alimento

como tras el ayuno, siendo en este Ultimo caso significativa la diferencia entre la CD y la HFD.

En definitiva, la ausencia de los factores E2F1 y E2F2 altera los niveles séricos de triglicéridos,

lo que sugiere la existencia de cambios en el metabolismo de lipoproteinas.
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Figura 5. Concentracion de acidos grasos (A) y triglicérido (B) en suero de ratones KO y control (WT)
de 3 meses en alimento y tras 13 h de ayuno. Los valores se corresponden a la media + DE. El andlisis
estadistico de los resultados se efectué mediante la aplicacion del test de la “t” de student; las
diferencias estadisticamente significativas se sefialan de la siguiente forma: *p<0.05, **p<0.01, grupo
KO respecto a control, #p<0.05, "p<0.01, grupo del mismo genotipo alimentado con dieta rica en
grasa respecto a la dieta control, #p<0.05, #“p<0.01, #“#p<0.001 para estado de alimento contra estado

de ayuno.
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La enfermedad del higado graso no alcohdlica (NAFLD) es una de las patologias crdnicas
hepdticas mas comunes. La composicidon de los lipidos que se acumulan en los sujetos con
NAFLD no estd bien caracterizada; sin embargo, Arun J. Sanyal y sus colaboradores
concluyeron tras un estudio [12] que los niveles de DAG y TAG se encontraban aumentados en
pacientes, mientras que los 4cidos grasos libres no variaban. Ademas, vieron un incremento

hepatico de colesterol y una reduccidn de la cantidad total de PCy PE.

Debido al conocimiento ya existente de la relacidén entre los factores E2F y el metabolismo
lipidico, en el presente estudio se quiso comprobar la implicacion de dichos factores en el
origen y desarrollo de NAFLD, ya que la variacién lipidica es el marcador por excelencia de esta

enfermedad.

Se ha demostrado que los ratones deficientes en E2F1 tienen los niveles ligeramente
disminuidos de triglicérido en el higado. Como ya se ha demostrado en otras ocasiones, la
induccién del factor de transcripcion E2F1 promueve la sintesis de novo de lipidos por lo que la

ausencia de este factor podria provocar un fenotipo oxidativo [13].

Por otro lado, quisimos comprobar el papel de otro factor de la misma familia, el E2F2. Los
ratones con este factor ausente han mostrado niveles de triglicérido y diglicérido reducidos
frente a los controles, por lo que este factor de transcripcidon podria cumplir un papel similar al

E2F1 promoviendo la formacion de triglicéridos.

Los animales alimentados con dieta rica en grasa han mostrado en algunas ocasiones
aumentados los niveles de diferentes lipidos. Sin embargo, los animales KO han demostrado
menor diferencia en tal aumento. Se ha reportado en otras ocasiones, que los ratones E2F17
presentan resistencia a la obesidad por la dieta rica en grasa [14], y queda demostrado en esta
ocasién que los E2F27" adquieren la misma capacidad, sin embargo, la resistencia de los
ratones deficientes en E2F1 a la hepatoesteatosis es solo parcial. Nuestros resultados sugieren
que los factores E2F1 y E2F2 podrian estar de alguna manera regulando genes cuyos productos
puedan estar implicados en la generacién de distintos lipidos y, por lo tanto, estar implicados
en enfermedades asociadas a la obesidad y al acimulo lipidico como es la esteatosis hepatica

propia de la enfermedad del higado graso no alcohdlica.

Otro de los objetivos de la investigacion fue descubrir que los cambios metabdlicos del higado

afectan a drganos periféricos. Los resultados obtenidos a partir del analisis del corazén indican
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que los factores E2F1 y E2F2 modulan el metabolismo lipidico en este drgano, aunque parecen
indicar una menor relevancia. Sin embargo, la dieta rica en grasa no resulta en unos datos
significativos diferentes, ya que, como es ldgico, ningun érgano sufre tanto las variaciones
dietéticas como el higado. Es dificil establecer si los cambios lipidicos en corazén pueden estar
vinculados con cambios lipidicos hepdticos con los resultados obtenidos por el momento. Los
animales deficientes en E2F1 tienen mds dcidos grasos en corazén, lo que podria vincularse de

alguna manera al incremento en TGs séricos.

Lluis Fajas y sus colaboradores [15] vieron en musculo y tejido adiposo que la inactivacion
genética del factor E2F1 liberaba la inhibicidon de la biogénesis requerida para proporcionar a
las células energia en caso de falta de nutrientes. Cuando se ha analizado el suero de ratones
alimentados, se ha observado que los niveles de triglicéridos de los ratones KO son mayores
gue los del control y, al mismo tiempo, la concentracién es mayor en los animales alimentados
con dieta control. Por lo tanto, los factores E2F1 y E2F2 estdn implicados en el suministro
energético a tejidos periféricos a partir del higado. Por lo tanto, ademas del factor E2F1, E2F2
también podria de alguna manera regular el metabolismo oxidativo y glicolitico en diferentes

condiciones metabdlicas.

Todas las células de un organismo generan PC a partir de colina y DG, pero los hepatocitos son
capaces de hacerlo también mediante la ruta PEMT, a partir de PE. Anteriormente se habia
visto que un exceso de PC podia provocar su catabolismo hacia un aumento de sintesis de TG,
por via de generacién de DG, y su consecuente aparicidon de esteatosis [16]. Nuestros datos
muestran que junto con el mayor flujo asociado al aumento en disponibilidad de PC, existe una
mayor disponibilidad de DG en los animales deficientes en E2F1, lo que podria deberse a un
incremento en la via Kennedy (de la CDP-colina). Sin embargo, el aumento en el flujo
metabdlico hacia las PC de los deficientes en E2F2 no estd asociado con cambios en los flujos
que regulan el contenido en DG, lo que apunta a que podria ser la transformacién de PE en PC
la responsable de este incremento. Por lo tanto, ambos factores estan implicados en el

desarrollo de la enfermedad, aunque los deficientes en E2F2 parecen estarlo en mayor grado.

En conclusidon, no cabe duda de la implicacién de los factores E2F1 y E2F2 en la modulacién del
metabolismo de lipidos, pero su papel concreto es aln desconocido. Cabe mencionar que este
estudio se ha realizado en ratones de 3 meses de edad, por lo que cuando se concluyan estos
mismos en edades mads avanzadas el desarrollo de la enfermedad estard también mas

marcado.
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6. CONCLUSIONES

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos y basandome en los objetivos planteados, se

concluye lo siguiente:

1. La ausencia de los factores E2F1 y E2F2 alteran el contenido lipidico de triglicéridos y

diglicéridos en higado, lo que va asociado a cambios en los niveles cardiacos lipidicos.

2. Los factores E2F1 y E2F2 estan implicados en la regulacidn de los flujos metabdlicos
qgue dirigen el contenido hepdtico de glicerolipidos. Una dieta rica en grasa aumenta
los niveles de triglicérido en el higado, pero no en el corazén ni en sangre. La carencia
de factores E2F1 y, sobre todo, E2F2 provoca resistencia al almacén de TGs, reforzando
la hipdtesis de la implicacién de estos factores en el desarrollo de la esteatosis

hepatica.

En definitiva, los factores de transcripcion E2F1 y E2F2 juegan un papel importante en la
modulacién del metabolismo de lipidos y contribuyen, aunque en diferente grado, al

desarrollo de la enfermedad del higado graso no alcohdlica.
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