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El gen de la apolipoproteina A5 se expresa

en el intestino humano
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Introduccion. La apolipoproteina (apo) A-V es
clave en la regulacion de los valores plasmaticos de
los triglicéridos (TG) y se expresa en el higado,
donde se postula que dificulta el proceso de sintesis
y/o ensamblaje de las lipoproteinas de muy baja
densidad. Por esto, si participa en el proceso de
formacion de las lipoproteinas ricas en TG, también
deberia expresarse en el intestino delgado, porque
en humanos es, junto al higado, el otro érgano
encargado de la biosintesis de estas particulas.

Material y métodos. Hemos analizado la
expresion génica mediante rectro-transcripcion de
la reaccién en cadena de la polimerasa (RT-PCR) a
tiempo real de apo A5, apo By MTP (genes clave en
el proceso de sintesis y secrecion de particulas
ricas en TG, tanto en el higado como en el
intestino), y de apo C3 (otro gen importante en el
metabolismo de los TG) en un modelo celular de
intestino humano (células TC-7) y en muestras de
higado e intestino humanos.

Resultados. La apo A5 se expresa en los ambitos
génico y proteico en el modelo de células
intestinales, y al confirmar el resultado en las
muestras de intestino humano hemos visto que se
expresa principalmente en el duodeno y en el
colon, y, por el contrario, la apo B se expresa
principalmente en el duodeno, el yeyuno y el
ileoceco; la proteina MTP principalmente en el
duodeno y en el yeyuno, y la apo C3, en el yeyuno.
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Al analizar su relacién con la expresién hepatica,
hemos visto que todos estos genes se expresan mas
en el higado que en el intestino.

Conclusiones. La apo A5 se expresa a valores
bajos en el intestino delgado humano y estéa
correlacionado inversamente con la expresién de
los genes clave en el proceso de sintesis de
lipoproteinas.
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THE APOLIPOPROTEIN A5 GENE IS
EXPRESSED IN THE HUMAN INTESTINE

Introduction. Apolipoprotein A-V is a key gene
regulating plasmatic levels of TG, that is expressed
in the liver where it has been postulated that affects
the synthesis and/or assembly process of VLDL
particles. Therefore, we hypothesise that if it is
involved in TG rich lipoproteins' formation it should
also be expressed in the small intestine, since in
humans, together with the liver, is the other organ
responsible on the biosynthesis of such particles.

Material and methods. We have analysed the
gene expression, using real time RT-PCR, of apo
A5, apo B and MTP (key genes in the synthesis and
secretion of TG rich lipoproteins in the liver and
intestine), and apo C3 (another key gene regulating
TG metabolism) in a cellular model of human
intestine cells (TC-7) and in human liver and
intestine samples.

Results. We have detected apo A5 gene
expression and protein expression in the intestinal
cellular model, and when confirming this result in
human intestine samples we have found that is
mainly expressed in duodenum and colon, and on
the contrary, apo B is expressed mainly in
duodenum, jejunum and ileocecum, MTP mainly in
duodenum and jejunum, and apo C3 in jejunum.
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When analysing its relation with their hepatic
expression levels, we have found that all these genes
are more expressed in the liver than in the intestine.
Conclusions. Apo A5 is expressed at low levels in
human small intestine and is inversely correlated
with the expression of the key genes in the
lipoproteins' synthesis and secretion process.

Key words:
Apo A5. Small intestine. Synthesis of lipoproteins.

Introduccién

La sintesis y la secrecién de lipoproteinas ricas
en triglicéridos (TG) es un proceso complejo que
tiene lugar principalmente en el intestino delgado y
en el higado, y por ello, son érganos cruciales en el
control de la homeostasis de los lipidos. En ambos
tejidos, la proteina microsomal transferidora de
triglicéridos (MTP) y la apolipoproteina (apo) B
son proteinas esenciales en el proceso de ensam-
blaje y secreciéon de las lipoproteinas'. El higado
expresa s6lo apo B100, mientras que el intestino
puede sintetizar apo B100 y apo B482. El proceso
de sintesis de lipoproteinas se inicia con la traduc-
ci6n de la apo B, que es lipidada por la MTP y que
resulta en una particula lipoproteica. Ademds, am-
bos 6rganos son diana para los principales farma-
cos hipolipemiantes: inhibidores de la enzima 3-
hidroxi-3-metil glutaril coenzima A (HMGCoA) re-
ductasa (higado) e inhibidores de la absorcién de
colesterol (intestino).

Los lipidos y las vitaminas liposolubles de la die-
ta los absorbe el intestino delgado, donde se incor-
poran en las lipoproteinas para su transporte en cir-
culacién y posterior distribucién a los tejidos. Las
células intestinales sintetizan y secretan varios tipos
de lipoproteinas que pueden clasificarse como qui-
lomicrones (Q), lipoproteinas de muy baja densi-
dad (VLDL), lipoproteinas de baja densidad (LDL)
y lipoproteinas de alta densidad (HDL)*, aunque
principalmente secretan Q.

El higado es el principal lugar de movilizacién de
lipidos endGgenos. Secreta VLDL que contienen lipi-
dos provenientes de las particulas remanentes que el
higado capta, o lipidos que se sintetizan de novo.

No obstante, atn no estan totalmente claros los
mecanismos que regulan el ensamblaje y la secre-
ci6n de lipoproteinas en higado e intestino. En los
ultimos afos, ha emergido un nuevo gen como
candidato a participar en este proceso. El gen apo
A5 se descubrié cuando se compararon las secuen-
cias de ADN genémico entre humanos y ratones’, y
también en relacion con el estudio de genes impli-
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cados en el proceso de regeneracion hepética en ra-
tas®. Ambos trabajos describieron que la apo A5 se
expresa exclusivamente en el higado. Los resulta-
dos tanto en modelos animales como en estudios
de asociacion, indican que la apo A5 tiene una gran
influencia en las concentraciones circulantes de
TG®!2, También se ha propuesto que regula la sin-
tesis y/o la secrecién de lipoproteinas requeridas
durante el proceso de regeneracién hepatica®.

Atn no se conoce bien el mecanismo por el que
la apo A5 ejerce esta influencia. Datos in vitro indi-
can que puede participar en la sintesis y/o secre-
cién de particulas VLDL en el higado', y también
que puede estimular la actividad de la lipoproteina
lipasa (LPL)'*¢, e indirectamente facilitar el acla-
ramiento de las lipoproteinas ricas en TG del com-
partimiento plasmatico'™". En circulacién, apo A-
V se encuentra en las lipoproteinas ricas en TG y
en las particulas HDL a concentraciones muy
bajas®, y mientras en modelos animales la expre-
sién de la apo A5 se correlaciona inversamente con
las concentraciones de TG, la mayoria de estudios
en humanos muestran que las concentraciones cir-
culantes de apo A-V se correlacionan positivamen-
te con las concentraciones de TG**.

Ultimamente se debate si puede desempenar un
papel importante en circulacién, teniendo en cuen-
ta las concentraciones bajas. En vista de los resulta-
dos existentes, nuestra hipétesis es que la apo A-V
desempefia un papel en la sintesis de las lipoprotei-
nas. Si ello es asi, puede estar presente no sélo en
el higado, sino también en el intestino. Para de-
mostrarlo, hemos analizado la expresién de la apo
A5 en muestras de intestino delgado humano, y la
de otros genes clave en el proceso de sintesis y en-
samblaje de lipoproteinas ricas en TG (apo B y
MTP) y otro gen clave en la regulacién de los valo-
res circulantes de TG (apo C3).

Material y métodos

Muestras

Cultivo de células TC-7. Las células TC-7 de carcinoma de co-
lon humano (subclones de las células Caco-2) se obtuvieron de
Celltec (Barcelona). Las células se cultivaron en frascos de
plastico de 75 cm?, a una densidad de 1,25 X 10* células/cm?
en medio de Eagle modificado por Dulbecco, suplementado
con 20% (v/v) de suero bovino fetal inactivado por calor, 100
U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina (Invitrogen
[Carlsbad, Estados Unidos]), a 37 °C en una atmdsfera hime-
da de didéxido de carbono al 5%. Después de llegar a un 80% de
confluencia (4-5 dias después de sembrarlas), las células fue-
ron tripsinizadas. Los experimentos de expresion de acido ri-
bonucleico (ARN) mensajero (ARNm) se llevaron a cabo con
células cultivadas en placas de cultivo de 6 pocillos de Nunc
(Wiesbaden, Alemania) y para los experimentos de expresion



GUARDIOLA M ET AL. EL GEN DE LA APOLIPOPROTE{NA A5 SE EXPRESA EN EL INTESTINO HUMANO

de protefnas las células se cultivaron en placas de cultivo de 10
cm?. En todos los experimentos, después de llegar a la con-
fluencia (6-7 dias después de sembrarlas), las células crecieron
21 dias adicionales para alcanzar la diferenciacién. En todos
los casos el medio se cambiaba 3 veces por semana.

Poli A+ ARN. Las muestras de ARN poli A+ humano de higa-
do, intestino delgado, duodeno, yeyuno, ileo, ileoceco y colon
se obtuvieron de BD Biosciences Clontech (Franklin Lakes, Es-
tados Unidos).

Extraccion del ARN vy reaccién en cadena

de la polimerasa a tiempo real semicuantitativa

La extraccion de ARN total de las células cultivadas se llevo a
cabo utilizando el equipo de extraccién ABI PRISM 6100 Nucleic
Acid PrepStation de Applied Biosystems (Foster City, Estados
Unidos) siguiendo las instrucciones del fabricante. La pureza y la
concentracion del ARN se han estimado mediante la relacién de
absorbancia 260 nm/280 nm. Se retrotranscribi6 1 ug de ARN a
ADNCc utilizando random hexamers con la transcriptasa inversa
SuperScript IT siguiendo las instrucciones del fabricante (Invitro-
gen, Carlsbad, Estados Unidos) y utilizando el termociclador PE
Biosystems 2400 (Foster City, Estados Unidos).

La expresion del ARNm de los genes a estudio se cuantific6
mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a tiempo
real utilizando el equipo ABI Prism 5700 Sequence Detector
System (Applied Biosystems, Foster City, Estados Unidos),
combinado con la utilizacién de oligonucleétidos y sondas
Tagman® obtenidos de Applied Biosystems como productos
Assays-on-Demand validados y predisenados. El gen GAPDH
se utiliz6 como control endégeno y los valores de expresion se
calcularon de acuerdo con el método de AAct (ABI Prism 7700
Sequence Detection System. User bulletin n.° 2. Revisién A.
Foster city [CA]: Applied Biosystems, 1997).

Extraccion de proteinas y Western blot de apo A5

Los lisados totales de las células TC-7 se obtuvieron median-
te repetidas congelaciones y descongelaciones en un tampoén de
homogeneizaciéon que contenia PBS a pH 7,4 e inhibidores
de la proteasa Complete-Mini Protease (Roche, Manheim, Ale-
mania). Las muestras se dejaron a -80 °C hasta su posterior
utilizacién. La proteina total se determiné utilizando el método
Bradford?. La electroforesis y el blotting se llevaron a cabo uti-
lizando el sistema de anélisis de proteinas NUPAGE® de Invi-
trogen (Carlsbad, Estados Unidos). La membrana de blotting se
bloque6 con un 4% de reactivo ECL Advance Blocking Reagent
de Amersham Biosciences (Bucks, Reino Unido) y después se
incubé con anticuerpo anti-apo A5 a una dilucién de 1:2.500 de
Novus Biologicals (Littleton, Estados Unidos). Los complejos
antigeno-anticuerpo se detectaron incubando la membrana con
inmunoglobulinas policlonales de cabra antirratén/HRP a una
dilucién de 1:20.000 de Dako (Glostrup, Dinamarca). Las sefia-
les se detectaron con una mezcla de ECL Advanced Reagent y
las bandas se visualizaron con un film de autorradiografia.

Resultados

Expresion génica de apo A5 en células TC-7
y en intestino humano

Utilizando retro-transcripcion de la reaccién en
cadena de la polimerasa (RT-PCR) a tiempo real se-
micuantitativa con el gen GAPDH como control en-

dégeno detectamos la expresion de apo A5 en célu-
las intestinales en cultivo TC-7 en los tltimos ciclos
de amplificacién, lo cual indica que se expresa a
valores bajos.

El resultado positivo obtenido de las células TC-7
se confirmé en muestras de ARN de intestino delga-
do humano obtenidas de BD Biosciences Clontech
(Franklin Lakes, Estados Unidos). Analizamos la ex-
presion génica de apo A5, apo B, MTP y apo C3 en
las muestras de ARN poli A+ humano de duodeno,
yeyuno, ileo, ileoceco y colon. Utilizando RT-PCR a
tiempo real semicuantitativa y cogiendo como valor
de referencia la expresiéon obtenida en el segmento
intestinal con los mayores valores de expresion para
cada gen, confirmamos la presencia de expresion de
apo A5 y encontramos que estd principalmente ex-
presada en duodeno y colon, y por contra, apo By
MTP estan principalmente expresadas en el duode-
no, el yeyuno y el ileoceco y en el duodeno y el yeyu-
no, respectivamente; por su parte, apo C3 se expresa
principalmente en yeyuno. A excepcién del duode-
no, la expresion de apo A5 se correlaciona inversa-
mente con la expresion de apo B (fig. 1).

Comparacion con la expresion en el higado

Analizamos los valores bajos de expresion del
gen apo A5 respecto a una muestra de ARN poli A+
de higado humano también obtenida de BD Bio-
sciences Clontech (Franklin Lakes, Estados Uni-
dos). A su vez, también determinamos la expresién
de los otros genes implicados en la regulacién del
proceso de sintesis y ensamblaje de lipoproteinas ri-
cas en TG y de los valores de TG circulantes (MTP,
apo By apo C3, respectivamente) tanto en muestras
de intestino delgado completo como de higado.

Todos los genes estudiados presentan valores
mayores de expresi6n en higado que en intestino,
donde destaca el gen apo A5 que se expresa 32.000
veces mas en el higado que en el intestino delgado,
y 3,5 veces mas en el caso de MTP; 41 veces mas en
el caso de apo B, y 160 en el caso de apo C3 (fig. 2).

Al comparar la expresién de los genes entre ellos
en los 2 6rganos, vemos que, en el higado, apo C3
se expresa 35 veces mas que apo A5; apo B se ex-
presa casi al mismo nivel que apo A5 (0,7 frente a
1,244 'y apo B se expresa la mitad en relacion con
apo A5. En el intestino delgado, encontramos que
apo C3 se expresa 7.000 veces mas que apo A5, el
gen MTP se expresa 5.000 veces mas, y MTP lo hace
550 veces mas que apo A5 (fig. 2).

Expresion proteica de apo A-V en células TC-7
El Western blot se mejoré para detectar apo A-V
en lisados totales obtenidos de células TC-7, y tam-
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Figura 1. Niveles de expresion de los genes apo A5 (A), apo B (B), MTP (C) y apo C3 (D) determinados mediante retro-transcripcion
de la reaccion en cadena de la polimerasa a tiempo real, utilizando el gen GAPDH como control endégeno de expresion, en muestras
de 4cido ribonucleico poli A+ humano de diferentes secciones de intestino delgado, que se obtuvieron de BD Biosciences Clontech.

Figura 2. Representacion de las relaciones de expresion entre
los genes apo A5, apo B, MTP y apo C3, en el 6rgano (higado
o intestino) y entre érganos (en relaciéon con el valor en el hi-
gado).

bién de células hepaticas HepG2, como control po-
sitivo, y de monocitos THP-1, como control negati-
vo. Esto confirmé los resultados obtenidos con la
expresion génica, es decir, la existencia de apo A-V
en células intestinales TC-7 a menor concentracién
que la encontrada en las células hepaticas (fig. 3).
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Figura 3. Valores de la apolipoproteina A-V determinados me-
diante Western blot en lisados totales de células intestinales
TC-7, y también de células hepaticas HepG2 (utilizadas como
control positivo) y de monocitos THP-1 (utilizados como con-
trol negativo), por duplicado.

Discusion

Siguiendo nuestra hipétesis, que la apo A-V par-
ticipa en el proceso de sintesis y secrecién de parti-
culas ricas en TG (Q y VLDL), ademas de en el hi-
gado, también deberia expresarse en el intestino
delgado (que es el otro tejido en humanos implica-
do en la sintesis de lipoproteinas ricas en TG). Los
resultados presentados en este articulo muestran
que el gen apo A5 se expresa en células intestinales
TC-7 y en intestino delgado humano, aunque sus
valores de expresion son significativamente mas
bajos que en higado.

Estos resultados se han obtenido en células TC-7
(subclones de las células Caco-2), que son uno de
los modelos celulares més utilizados para estudiar
los procesos de absorcion, transporte y metabolis-
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mo de lipidos y lipoproteinas?, y también, en mues-
tras de intestino delgado humano. Aunque hemos
detectado expresion del gen y proteina de apo A5
en las células intestinales, con estos resultados no
podemos afirmar si esta proteina es funcional, ni
cual podria ser su papel en el intestino, pero resul-
tados preliminares (datos no presentados), nos
muestran que la expresién de apo A5 en el modelo
de células intestinales responde a estimulos am-
bientales. La expresion de apo A5 se ve modificada
por la incubacion de las células TC-7 con diferentes
tipos de acidos grasos (de cadena larga y de cadena
corta), y por la incubacién con un compuesto ago-
nista del receptor activado por proliferadores pero-
xisomicos alfa (PPAR«a), que es el receptor nuclear
que se activa durante el tratamiento hipolipemian-
te con fibratos en humanos. Una vez activado, el
PPAR« regula la expresion de genes clave en el me-
tabolismo de los lipidos, como la expresion de apo
A5 en hepatocitos humanos?2,

Atn sin poder afirmar cudl es la funcién de la
apo A-V intestinal, a partir de los resultados publi-
cados'3? podemos plantear 2 posibilidades: la
primera, que en el intestino la proteina se secrete
junto con las HDL, para posteriormente transferir-
se a las particulas ricas en TG, o la segunda, que
participe en el proceso de formacién de particulas
ricas en TG de la dieta, para luego ser secretada
junto con estas particulas, y asi facilitar la hidréli-
sis de los TG que contienen. Nuestros datos indi-
can un vinculo con esta dltima opcién. Por un
lado, la apo A-V, en intestino delgado humano, se
expresa principalmente en el duodeno, donde tiene
lugar la absorcién intestinal de lipidos de la dieta,
que seran empaquetados en las lipoproteinas que
pasaran a la circulacién, para distribuirse por el
organismo, y ademds, la secuencia génica de apo
A5, tanto humana como de roedores, es altamente
homologa a la de la apo A4%¢, que participa en el
proceso de absorcion de lipidos en intestino. Nues-
tros resultados también muestran que, globalmen-
te, hay una correlacion inversa entre la expresion
del gen apo A5, y la de los genes apo B y MTP (im-
plicados en la sintesis y la secrecién de particulas
ricas en TG). Ello indica que una expresion relati-
vamente alta de apo A5 puede estar acompariada
de una baja actividad relativa de la maquinaria de
sintesis de lipoproteinas.

Al detectar que los valores de expresion intesti-
nal eran bajos, los comparamos con la expresién
del gen en higado, hasta la fecha el tinico 6rgano
de expresion de apo A5 en humanos. Hemos visto
que el valor de expresion del gen apo A5 entre am-
bos 6rganos es muy distinto, aunque los anélisis de

Western blot han indicado que, a pesar de las gran-
des diferencias en el grado de expresion, las con-
centraciones finales de proteina en las células
intestinales pueden no ser tan bajas, ya que calcu-
lamos que representan aproximadamente un tercio
en relacion con los valores de proteina en las célu-
las hepaticas. Ademas, creemos que una cierta dife-
rencia entre los valores de apo A5 entre intestino
delgado e higado, a favor del higado, es esperable,
si tenemos en cuenta que el higado es el principal
6rgano de movilizacién de lipidos enddgenos, y
que a su vez controla la homeostasis lipidica del
organismo. El higado secreta las VLDL que contie-
nen lipidos derivados de las particulas remanentes
que ha captado de la circulacién, o que contienen
lipidos sintetizados de novo.

Por tanto, los resultados de este estudio parecen
ampliar el campo de accién de la apo A-V dentro
del metabolismo lipidico. Esta protefna gané mu-
cho interés con su descubrimiento en 2001, debido
a la contundencia y la fuerza de los resultados de
los primeros trabajos en modelos animales y en es-
tudios de asociacién, y se plante6 como el principal
modulador genético de los valores de TG. Ultima-
mente se pone en entredicho su papel. Ello se debe
a que los resultados de los primeros estudios, que
han determinado los valores de proteina circulante,
no muestran la misma fuerte relacion con los valo-
res de TG. Por ello, creemos que serdan necesarios
futuros estudios que profundicen sobre el papel de
la proteina intestinal, para ayudar a esclarecer si el
gen es clave en la regulacién de los valores de TG,
tal como se afirmé en un principio.
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