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Abreviaturas

BCDs: B-ciclodextrinas

BMCDs: B-metilciclodextrinas

7-DHC: 7-deshidrocolesterol

8-DHC: 8-deshidrocolesterol

8-DHD: 8-deshidrodesmosterol

ABCAA1: ATP-binding cassette transporter A1 (transportador A1 dependiente de unién a ATP)
ABS: Antley-Bixler syndrome (sindrome de Antley-Bixler)

AC: Adenilato ciclasa

ADD1: Adipocyte determination and differentiation-dependent factor 1 (factor 1 para la
determinacion y diferenciacion de adipocitos)

Akt: akr/Thymoma viral proto-oncogene protein

AMPc: Adenosin monofosfato ciclico

AP-2: Activating enhancer binding protein 2 (proteina 2 de union al potenciador)

BCIP: 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (5-bromo-4-cloro-3-indol fosfato)

BMP2: Bone morphogenic protein-2 (proteina morfogénica 6sea 2)

BrdU: 5-bromodeoxiuridina

C/EBP: CCAAT-enhancer binding protein (proteinas de union a los activadores CCAAT)
CBF/NF-Y: CCAAT binding factor (factor de unién a CCAAT)

CD: Ciclodextrinas

CDE: Cell cycle-dependent element (elemento dependiente de ciclo celular)

Cdks: Cyclin dependent kinases (quinasas dependientes de ciclinas)

cDNA: complementary DNA (ADNc, ADN copia)

CDPX2: Condrodisplasia punctata dominante asociada al cromosoma X

cpm: cuentas por minuto

CRE: cAMP response element (elemento de respuesta a AMPc)

CREB: CRE binding protein (proteina de unién a elementos CRE)

CtxB: Cholera toxin subunit B (subunidad B de la toxina colérica)

CUP: C/EBP undifferentiated protein (proteina indiferenciada de C/EBP)

CHILD: Congenital hemidysplasia with ichthyosiform erythroderma or nevus and limb defects
(hemidisplasia unilateral congénita)

CHOP-10: C/EBP homologous protein (proteina homéloga a C/EBP)

DE: Desviacion estandar

DIGs: Detergent-insoluble glycosphingolipid-enriched membranas (membranas insolubles en
detergentes enriquecidas en glicoesfingolipidos)

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium (medio Eagle Dulbecco's modificado)
DMSO: Dimetilsulfoxido

DNA: Deoxyribonucleic acid (ADN, acido deoxirribonucleico)

DPPC: Dipalmitoil phosphatiyil cholina (dipalmitoilfosfatidilcolina)



DRMs: Detergent-resistant membranas (membranas resistentes a detergentes)

EBP: Emopamil Binding Protein (proteina de unién a emopamilo)

EE: Error estandar

ERK1/2: Extracellular signal-regulated kinase (quinasa regulada por sefiales extracelulares)
ERU: Elemento de respuesta a USF

FABP4: Fatty acid binding protein 4 (proteina de unién a acidos grasos 4)

FAS: Fatty acid synthase (sintasa de acidos grasos)

FBS: Foetal bovine serum (suero bovino fetal)

FITC: Fluoroisotiocianato

G1: Gap 1 (fase de crecimiento celular y preparacion para la replicacion del DNA)

G2: Gap 2 (fase de preparacion para la mitosis)

GC/MS: Gas chromatograph/mass spectrometry (cromatografia de gases y espectrometria de
masas)

GDP: Guanosin di-phosphate (guanosin difosfato)

Cdt: Cytolethal distending toxin

GLUT-4: Glucose transporter type 4 (transportador de glucosa tipo 4)

GPCRs: G protein coupled receptor (receptor acoplado a proteinas G)

GPI: Glicosilphosphatidilinositol (glicosilfosfatidilinositol)

GSKa3: Glycogen sinthase kinase 3 (glicégeno sintasa quinasa)

GTP: Guanosin tri-phosphate (guanosin trifosfato)

HEM: Hydrops-ectopic calcification-moth-eaten (hidropesia fetal y calcificacion andmala del tejido
condrodseo)

HMG-CoA: Hidroximetilglutaril coenzima A

HPLC: High-performance liquid chromatography (cromatografia liquida de alta definicion)
HRP: Horseradish peroxidase (peroxidasa de rabano picante)

I.S: Internal standar (estandar interno)

IGF-1: Insulin like growth factor 1 (factor de crecimiento semejante a la insulina 1)

IRS-1: Insulin receptor substrate 1 (sustrato 1 del receptor de insulina)

KO: Knock out (noqueado)

LDL: Light density lipoprotein (lipoproteinas de baja densidad)

LPDS: Lipoprotein deficient serum (suero deficiente en lipoproteinas)

LPL: Lipoprotein lipasa

LXR: Liver X receptor (receptor X del higado)

LXRE: LXR response element (elemento de respuesta a LXR)

M: Fase de mitosis

MAPKSs: Mitogen activated protein kinases (proteinas quinasas activadas por mitégenos)
MEFs: Mouse embryonic fibroblasts (fibroblastos embrionarios de ratén)

MKKG6: MAPK kinase kinase 6 (quinasa de la quinasa de la MAPK 6)

NBT: Nitroblue tetrazolium (nitroazul de tetrazolio)



NFATc4: Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-dependent 4 (factor nuclear 4
de células T activadas calcineurina dependiente)

NGS: Normal goat serum (suero normal de cabra)

NIRKO: Neuron insulin receptor KO (KO del receptor de insulina en neuronas)
NMDA: N-metil-D-aspartato

PBS: Phospate buffer saline (Tampon fosfato)

PCR: Polimerase chain reaction (reaccién en cadena de la polimerasa)

pCycB1: Cyclin B1 promoter (promotor de la ciclina B1)

PEPCK: Phospho-enol pyruvate carboxikinase (fosfo-enol piruvato carboxiquinasa)
PI(3,4,5)P3: Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (fosfatidil inositol trifosfato)
PI(4,5)P2: Phosphatidylinositol ,4,5-biphosphate (fosfatidil inositol bifosfato)

PI3K: Phosphatidil inositol triphosphate kinase (quinasa de fostatidil inositol trifosfato)
PKA: Protein kinase A (proteina quinasa A)

PKB: Protein kinasa B (proteina quinasa B)

PPAR: Peroxisome proliferator-activated receptor (receptor activador de la proliferacion de los
peroxisomas)

PPRE: PPAR response element (elemento de respuesta a PPAR)

p-Tyr: phosphotyrosine (tirosina fosforilada)

q-PCR: Quantitative PCR (PCR cuantitativa)

RE: Reticulo endoplasmico

RI: Receptor de Insulina

RIB: Subunidad 3 del receptor de insulina

RNA: Ribonucleic acid (ARN, &cido ribonucleico)

rRNA: ribosomal RNA (ARNr, ARN ribosomal)

RT: Reverse transcription (retrotranscripcion)

RTf: Receptor de transferrina

RXRs: Retinoic X receptor (receptor X del acido retinoico)

S: Fase de sintesis de DNA

S1P: Site-1 protease (proteasa del sitio 1)

S2P: Site-2 Protease (proteasa del sitio 2)

SC5D: Sterol C5-desaturase (esterol As-desaturasa)

SCAP: SREBP cleavage activating protein (proteina activadora del procesamiento de SREBP)
SCD: Stearoyl-CoA desaturase (estearil CoA desaturasa)

siRNA: small interference RNA (RNA pequefio de interferencia)

SLOS: Smith-Lemli-Opitz syndrome (sindrome de Smith-Lemli-Opitz)

SNC: Sistema nervios central

Sp1: Specific protein 1 (proteina especifica 1)

SRE: Sterol response element (elemento de respuesta a esteroles)

SREBP: SRE-binding proteins (proteinas de union a SRE)

SRIF: Somatotropin release-inhibiting factor (factor inhibitorio de la liberacion de somatotropina)



SSD: Sterol sensing domain (dominio sensible a esteroles)

sst: Somatostatin receptor (receptor de somatostatina)

TBS: Tris buffer saline (tampén Tris)

TCA: acido tricloroacético

TEA: Trietanolamina

TESS: Transcription element search system (sistema de busqueda de elementos de transcripcion)
TIFFs: Triton-X-100-insoluble floating fraction (fracciones flotantes insolubles en Triton-X-100)
USF: Upstream stimulatory factor (factor estimulador rio arriba)

UV: Ultravioleta

WB: Western-Blot
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Summary

Cholesterol is an essential component of plasma membranes and is involved in important
processes in mammal cells, such as cell proliferation. Actually, cholesterol deficiency has been
shown to arrest the cell cycle. In promyelocytic HL-60 cells, cholesterol starvation has been shown
to induce differentiation into neutrophyles. In the present work we studied the effects of cholesterol
starvation on hormonally-induced differentiation of 3T3-L1 preadipocytes into mature adypocytes.
We have found that treatment with different cholesterol biosynthesis inhibitors results in the
reduction of lipid droplet formation and the inhibition of the expression of several transcription
factors involved in adipogenesis (PPARy, C/EBPa and LXRa) as well as adipsin and aP2, proteins
that are characteristic of mature adipocytes. In order to elucidate the mechanisms involved, we
firstly explored the clonal expansion, a process that is essential for the correct development of
adipogenesis and precedes the expression of genes that regulate differentiation. We found that,
once stimulated, 3T3-L1 cells underwent one round of cell division, independently they were
treated with cholesterol biosynthesis inhibitors or not. Treatment with these inhibitors, however,
resulted in the inhibition of both ERK1/2, p38 MAPK and Akt. The Inhibition of ERK1/2 apparently
was the most relevant for the cessation of the differentiation process, as it resulted in the inhibition
of the phosphorylation of C/EBP, a factor that governs the expression of several transcription
factors involved in adipogenesis, which were found to be depressed by cholesterol biosynthesis
inhibition. Therefore, the inhibition of C/EBPB phosphorylation appears to be the mechanism by
which cholesterol starvation inhibits experimental adipogenesis.

Lipid rafts are cholesterol-rich membrane microdomains in which many receptors and
acceptor molecules reside. Previous studies by others showed that membrane cholesterol
extraction by means of cyclodextrins results in the destabilization of lipid rafts, and ultimately
affecting both insulin-mediated signaling and 3T3-L1 differentiation. In our approach, inhibition of
cholesterol biosynthesis resulted in a decrease of the cholesterol content in membranes, and the
accumulation of different precholesterol sterols, depending on which enzyme was blocked. These
changes in sterol composition resulted in the disruption of lipid rafts, with the lost of caveolin-1 and
GM1 ganglioside, which ultimately affected the insulin-receptor signaling. This mechanism may be
involved the inhibition of adipogenesis produced by cholesterol starvation.

Haloperidol, a widely used antipsychotic, was reported to inhibit ergosterol synthesis in
yeasts. We herein demonstrate that in mammal cells this drug inhibit different enzymes involved in
cholesterol biosynthesis (A7-reductase > A*"-isomerase > A'"-reductase, in that order), as well as
the egress of LDL-derived free cholesterol from the late endosome/lysosome compartment, thereby
greatly affecting the intracellular cholesterol homeostasis. Based on these findings and considering
that lipid rafts from neuronal cells have been shown to harbour both insulin and somatostatin
receptors, we decided to study the effects of haloperidol in SH-SY5Y neuroblastoma cells in vitro.
Treatment with this drug profoundly modified the sterol composition and disrupted lipid-raft
structure, which was accompanied by the alteration of both insulin and somatostatin signalling.
These effects may help in the understanding of the side effects that prolonged haloperidol
treatment occasionally produces, which affect both motor activity and insulin sensitivity.

Previous studies in our laboratory showed that cholesterol deprivation results in cell cycle
arrest at G2/M phase and that cholesterol provision rapidly induces the expression of cyclin B1 at
both mRNA and protein levels. In the present work we sought to study the mechanism involved in
this action of cholesterol. By using different constructions of the human cyclin-B1 promoter we
found that the region conferring the ability to respond to cholesterol was near the start of
transcription point. We then identified a new possible response element for the USF factor located
77 pb upstream the transcription start site in the cyclin B1 promoter, whose mutation abolished this
response. This is the first time an element on a cyclin promoter is described with the potentiality to
respond to changes in the intracellular cholesterol content.
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Resumen

El colesterol es un componente esencial de las membranas de mamiferos y, ademas, esta
implicado en multitud de procesos,celulares, entre ellos la proliferacion. Su deficiencia impide la
progresién del ciclo celular y, en determinados tipos celulares, como las células promielociticas
HL-60, esto conduce a su diferenciacion hacia granulocitos. En el presente trabajo hemos
estudiado el efecto de la deficiencia experimental de colesterol sobre la diferenciacion de los
preadipocitos 3T3-L1 a adipocitos inducida hormonalmente. Distintos inhibidores de la biosintesis
de colesterol produjeron una fuerte disminucion de la acumulaciéon de gotas lipidicas en esas
células, efecto que estaba acompanado de una reduccién de la expresion de diversos factores de
transcripcion implicados en el proceso de adipogénesis (PPARy, C/EBPa y LXRa) y de proteinas
especificas de adipocitos maduros, como adipsina y aP2. Para establecer las causas, analizamos
en primer lugar la fase de expansién clonal, que es esencial en este proceso y precede la
expresion de genes que dirigen este programa de diferenciacion. Observamos que las células
3T3-L1, una vez estimuladas, procedian a una division celular, proceso que no se vi6 afectado por
la presencia de los inhibidores de la colesterogénesis. Examinamos a continuacién determinadas
vias de sefalizacion implicadas en la diferenciacion, observando que la inhibicion de la biosintesis
de colesterol afectaba la fosforilacion de las quinasas ERK1/2, p38 MAPK y Akt. Sin embargo,
entre ellas, unicamente la via de ERK1/2 parecia ser relevante para la continuidad de la
diferenciacion, en cuanto su inhibicion se tradujo en una menor fosforilacion del factor C/EBPJ,
requisito indispensable para que éste se una al DNA y active la expresion de sus genes diana,
entre ellos algunos de los factores de transcripcion cuya expresion hemos visto disminuida. La
alteracion de la via de ERK1/2 y, en consecuencia, de la fosforilacion de C/EBP, por tanto,
parece ser el mecanismo por el que la falta de colesterol bloquea la diferenciacion de las células
3T3-L1 a adipocitos.

En los “lipid rafts”, regiones de la membrana ricas en colesterol, se concentran multitud de
moléculas de sefalizacion. Otros autores demostraron que la desestructuracion de estos
microdominios por la extraccién del colesterol de la membrana con ciclodextrinas, altera la
sefalizacion mediada por insulina asi como la diferenciacion de las células 3T3-L1. Nosotros
estudiamos los efectos de distintos inhibidores de la colesterogénesis y observamos que todos
ellos producian un descenso en los niveles de colesterol en estos microdominios, asi como una
acumulacion de distintos intermediarios de la colesterogénesis, cambios que provocaban, a su
vez, una deslocalizacion de los componentes caracteristicos de los “lipid rafts”, como la caveolina-
1 y el gangliésido GM1. Esta desestructuracion de los “lipid rafts” se acompafié de la pérdida de
funcionalidad del receptor de insulina, inhibiéndose la sefializacién que desencadena. Puesto que
la insulina es uno de los estimulos adipogénicos, proponemos que la alteracién en la estructura y
funcionalidad de los ‘“lipid rafts” por la inhibiciébn de la colesterogénesis, afecta las vias de
sefializacion implicadas en la adipogénesis impidiendo, en consecuencia, la diferenciacion de las
células 3T3-L1 a adipocitos.

El haloperidol, un antipsicético tipico ampliamente utilizado, es una sustancia anfifilica de
la que se conocia que inhibia la sintesis de ergosterol en levaduras. En el presente trabajo hemos
demostrado que en células de mamifero, el haloperidol inhibe distintas enzimas de la biosintesis
del colesterol (A7-reductasa > A*’-isomerasa > A'-reductasa, en este orden de actividad) y la
salida del colesterol libre derivado de las LDL desde los lisosomas hacia el citoplasma, afectando
gravemente la homeostasis intracelular del colesterol. Ante estos hallazgos y dada la presencia de
receptores de insulina y de somatostatina en los “lipid rafts”, decidimos estudiar sus efectos en
células de neuroblastoma SH-SYSY. El tratamiento con haloperidol alteré la formacién de los “lipid
rafts” y, consecuentemente, la sefializacion mediada por la insulina y por la somatostatina. Estos
efectos pueden ayudar a comprender los efectos secundarios que, en ocasiones, el tratamiento
prolongado con haloperidol produce en la actividad motora y la sensibilidad a la insulina.

Por ultimo, hemos estudiado el efecto del colesterol sobre la expresion de la ciclina B1,
proteina que modula la actividad de la Cdk1 y controla la transicion entre las fases G2 y M en el
ciclo celular. El analisis de la secuencia y de la actividad transcripcional del promotor completo y
de distintas deleciones reveld la presencia de un posible elemento de respuesta a USF, localizado
a -77 pb antes del inicio de la transcripcién en el promotor de la ciclina B1, que parece ser el
responsable de los cambios de actividad del promotor ante variaciones en los niveles celulares de
colesterol, por cuanto su mutacién anula esta respuesta. Esta es la primera vez que se describe
un elemento en el promotor de una ciclina con potencialidad de responder al colesterol.
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Introduccion

“Among de molecules of life, proteins and nucleic acids (DNA, RNA and genes) have by far
received the major attention among scientist as well as the public during the second half of de
20th century. Owing to the tremendous focus on genomics and protein-based biological
functioning, lipids and fatty acids have remained outside the mainstream of most areas of the
life science. In many respects, lipids were becoming an overlooked class of molecules. The
status of lipids is, however, in the process of changing. It is becoming clear that not all the
answers to biological function can be derived from the genome. For example, it is not written in
the genome how the molecular building blocks are assembled into macromolecular assemblies,
organelles, and whole cells. Nor can one read in the genome how biological activity is requlated

or how cells are molecularly organized” (Mouritsen and Zuckermann, 2004).

El colesterol se concibe popularmente como una sustancia perjudicial que obstruye las
arterias y causa enfermedades vasculares. Si bien es cierto que alteraciones de su
homeostasis que aumentan la concentracién de colesterol LDL (Light Density Lipoproteins;
lipoproteinas de baja densidad) en plasma son la causa de dolencias que afectan a un elevado
sector de la poblacion; la molécula de colesterol (5-colesten-3p-ol) es también fundamental
para el buen funcionamiento de muchos procesos celulares. Es componente esencial de las
membranas de las células de mamiferos por ser el Unico lipido capaz de aportarles
propiedades sin las cuales muchos procesos verian afectada su funcionalidad. Por si mismo es
precursor de moléculas tan importantes como las hormonas esteroidicas, reguladoras de
multitud de procesos fisioldgicos, y acidos biliares, esenciales para la absorcion y excrecion de
colesterol. Especialmente importante es su papel en el desarrollo y la diferenciacion celular
durante la embriogénesis como modulador de la sefalizacién mediada por proteinas Hedgehog
(Farese and Herz, 1998; Ingham, 2001). En el sistema nervioso es necesario para la
diferenciacion neuronal y la correcta transmisiéon en las sinapsis (Mauch et al., 2001; Pfrieger,
2003). Otra de sus implicaciones en la fisiologia celular es su papel en proliferaciéon (Brown and
Goldstein, 1974; Chen et al., 1974). En este sentido es importante no sélo para generar nuevas
membranas, sino como regulador del ciclo celular. A este respecto, nuestro grupo ha
desmostrado que el colesterol controla la progresién de la fase G2 a la fase de mitosis
(Fernandez et al., 2005; Martinez-Botas et al., 1999).

Las células adquieren el colesterol necesario para el buen funcionamiento de todos
estos procesos celulares de dos fuentes alternativas: la sintesis interna y la captacion del

colesterol circulante mediante el receptor de LDL.
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1. Ruta de biosintesis de colesterol-colesterogénesis

La colesterogénesis o sintesis de colesterol implica sucesivas reacciones enzimaticas
por las que una molécula de 2 atomos de carbono (acetil CoA) pasa a escualeno, una molécula
de 30 carbonos aciclica y apolar (Fig 1A). La produccion del primer esterol de la ruta, el
lanosterol (30C), es catalizada por la escualeno ciclasa (Fig 1A). Este se convierte en colesterol
(27C) en el transcurso de 18 reacciones enzimaticas de reduccion, desmetilacion y cambios de
posicion de dobles enlaces (Fig 1B) (Yamauchi et al., 2007). Las enzimas que las catalizan se
localizan en el reticulo endoplasmico (RE), envuelta nuclear o gotas lipidicas, siendo la HMG-
CoA (hidroximetilglutaril coenzima A) reductasa, que cataliza la produccion de mevalonato, la
enzima limitante de la colesterogénesis (Fig 1A). Esta enzima esta sujeta a una regulacion por
esteroles, aunque también responde a muchos otros estimulos (lkonen, 2006). Las reacciones
que se suceden a partir del lanosterol pueden tener lugar a través de dos vias diferentes, la via
saturada (via de Kandustch-Russell), en la que el precursor inmediato del colesterol es el 7-
deshidrocolesterol (7-DHC) y la insaturada (via de Bloch), cuyo ultimo compuesto, el
desmosterol, se transforma en colesterol gracias a la accion de la A*-reductasa (Fig 1B)
(Clayton, 1998). Esta enzima puede actuar sobre distintos intermediarios que contengan un
doble enlace en el carbono 24 de la cadena lateral, conectando asi ambas vias en distintos
puntos a partir del lanosterol (Fig 1B). Ademas, presenta distinta afinidad por los sustratos,
actuando preferentemente sobre el 5,7,24-colestratrien-3p-ol, seguido del zimosterol,
desmosterol y lanosterol (Fernandez et al., 2002).

Aparte de colesterol, a lo largo de la ruta se sintetizan intermediarios importantes en la
biologia celular, como los isoprenoides no esteroidicos, generados en reacciones anteriores a
la produccién de escualeno, de ellos derivan moléculas necesarias para la transcripcion
(isopentenil tRNAs), para la N-glicosilacion (dolicol) y prenilacion (farnesil y geranilgeraniol) de
proteinas, y para el transporte electrénico mitocondrial (ubiquinona y hemo A) (Clayton, 1998;
Ikonen, 2006) (Fig 1A). Cabe destacar también, la importancia del 7-DHC como precursor de la
vitamina D (Fig 1B) (Herman, 2003).

1.1. Regulacion de la homeostasis de colesterol. SREBPs

La homeostasis lipidica a través de los SREs (Sterol Response Elements) esta
controlada por una familia de factores de transcripcién conocidos como SREBPs (SRE-Binding
Proteins). Se han identificado tres miembros de la familia de los SREBPs: SREBP-1a, SREBP-
1c y SREBP-2 (Hua et al., 1995; Yokoyama et al., 1993) que se sintetizan como precursores
inactivos localizados en las membranas del RE. Aqui se encuentran formando un complejo con
la proteina SCAP (SREBP Cleavage Activating Protein) (Sakai et al., 1997), que actia como un
sensor de colesterol a través de su SSD (Sterol Sensing Domain). El SSD de SCAP cambia su
conformacién cuando se une a colesterol u otros esteroles (Radhakrishnan et al., 2004). Este
cambio conformacional le permite interaccionar con proteinas Insig integrales del RE que
retienen el complejo SCAP-SREBP en dicha localizacion (Yabe et al., 2002; Yang et al,
2002a). Cuando el contenido de colesterol disminuye, la interaccion SCAP-Insig se debilita y el
complejo SCAP-SREBP se libera y se dirige al Golgi (Espenshade et al., 2002). En este nuevo
emplazamiento, SREBP sufre una proteolisis secuencial efectuada por dos proteinas del Golgi,
S1P y S2P (Site-1 protease y Site-2 protease). Se libera, asi, el extremo aminoterminal de
SREBP, que es su forma activa. Este fragmento viaja al nicleo donde se unira a elementos
SRE (Horton et al., 2002) o E-box (Zeng et al., 2004) de las regiones promotoras y regulara la
expresion de distintos genes. Entre estos genes se encuentran el receptor de LDL, enzimas de
la sintesis de colesterol como la HMG-CoA sintasa, la HMG-CoA reductasa, mevalonato
quinasa, escualeno sintasa, lanosterol 14a-desmetilasa, etc. (Levine, 2004). También es capaz
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de regular la expresion del transportador de colesterol ABCA1 (ATP-binding cassette
transporter A1), aunque esta vez lo hace de manera negativa (Zeng et al., 2004). La retencién
de SREBP en el RE se consigue, de nuevo, una vez alcanzada una concentracion suficiente de
colesterol en la célula, y los niveles necesarios de Insig, cuyo gen también es diana de SREBP
(Horton et al., 2003).

1.2. Desordenes genéticos asociados a deficiencias en la sintesis de colesterol

Desde 1998 se han identificado varios desérdenes asociados a la deficiencia de
enzimas que participan en la biosintesis de colesterol después de la generacion de escualeno:
desmosterolosis, condrodisplasia punctata dominante asociada al cromosoma X (CDPX2), el
sindrome CHILD (Congenital Hemidysplasia with Ichthyosiform erythroderma or nevus and
Limb Defects), y la displasia esquelética HEM (Hydrops-Ectopic calcification-Moth-eaten) o de
Greenberg. Todos ellos forman, junto con el sindrome de Smith-Lemli-Opitz (SLOS), un grupo
de desodrdenes que cursan con malformaciones inusuales en otros trastornos metabdlicos.
Tales anomalias son microcefalia, anormalidades en el esqueleto y retraso mental y del
crecimiento. Ademas, en algunos de estos sindromes existe una probabilidad elevadisima de
que los individuos no lleguen a nacer (Herman, 2003). Aunque su patogenia no esta bien
entendida, de la gravedad de sus sintomas se desprende la importancia del colesterol y sus
derivados en el desarrollo embrionario.

Dentro de estos desordenes, el primero en describirse fue el SLOS. Este sindrome es,
con diferencia, el mas comun, con una incidencia aproximada de 1/40.000-1/50.000 en los
Estados Unidos (Porter, 2000). Se describié en 1964 pero no fue hasta 1993 cuando Irons y
colaboradores (Irons et al., 1993; Tint et al., 1994) detectaron en el plasma de varios pacientes
una disminucioén en los niveles de colesterol y elevados niveles de 7DHC, lo que sugeria una
deficiencia enzimatica de la A’-reductasa (Fig 1B). Los pacientes con SLOS presentan unos
rasgos faciales caracteristicos, retraso mental y del crecimiento, problemas en el desarrollo
genital y alteraciones esqueléticas. Los individuos mas gravemente afectados por este
sindrome, con multiples anormalidades congénitas y niveles de colesterol menores de 10
mg/dl, mueren en el periodo perinatal (Curry et al., 1987).

La descripcion y estudio de otro de estos desdrdenes, la desmosterolosis, es
tremendamente complicado puesto que sélo se han identificado dos casos. Ambos pacientes
presentaban rasgos faciales semejantes a los de pacientes con SLOS y elevados niveles de
desmosterol en sus tejidos (Andersson et al., 2002; FitzPatrick et al., 1998). Ademas, en los
dos casos, se detectaron unos niveles de desmosterol ligeramente aumentados en el plasma
de los progenitores, sugiriendo que la desmosterolosis seria, entonces, una enfermedad
hereditaria autosémica recesiva, provocada por una deficiencia en la A**-reductasa (Fig 1B)
(Andersson et al., 2002).

La CDPX2 también conocida como sindrome de Happle o Conradi-Hunermann es una
enfermedad rara ligada al cromosoma X que cursa con manifestaciones esqueléticas, oculares
y dérmatoldgicas y, presumiblemente, es letal en varones. En nifas, se define por la aparicion
de un eritema escamoso en el nacimiento que continua durante toda la vida (Happle, 1993). La
causa genética se identifico en 1999. Se observd una acumulacion de 8-DHC (8-
deshidrocolesterol) y 8-DHD (8-deshidrodesmosterol) en el plasma de estos individuos (Derry
et al., 1999), lo que indica un defecto a nivel de la A®,-isomerasa (Fig 1B) (Kelley et al., 1999).

El sindrome CHILD es también una enfermedad ligada al cromosoma X, letal en
varones. Los individuos afectados exhiben un fenotipo semejante al de la CDPX2 pero con una
marcada distribucion unilateral de las anomalias (Herman, 2000). Las lesiones escamosas
unilaterales de la piel se presentan normalmente en el nacimiento, persisten durante toda la
vida, y a menudo, afectan a grandes regiones de uno de los lados del cuerpo con una
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delimitacién muy marcada. Las malformaciones internas, entre las que se incluyen alteraciones
renales, cardiacas y del sistema nervioso central sélo aparecen en el lado del cuerpo afectado
por las lesiones dermatoldgicas. Algunos de estos pacientes, con diagndstico dudoso,
presentaban mutaciones en el gen de la A% -isomerasa (Grange et al., 2000). Mientras que
otros pacientes correctamente diagnosticados lo hacian en el gen que codifica para una esterol
deshidrogenasa o descarboxilasa que forma parte del complejo proteico de la C4-desmetilasa
(Fig 1B). Estos pacientes acumulaban esteroles intermediarios con grupos metilos en el
carbono 4 del anillo, siendo tales acumulaciones mucho menores que en los pacientes de
SLOS y CDPX2 (Liu et al., 1999).

Como en el caso de la desmosterolosis, son escasos los individuos diagnosticados con
latosterolosis. En 2002, se identificaron dos nifios aquejados por esta enfermedad. Ambos,
con fenotipo semejante al de los pacientes con SLOS, presentaban acumulacion de latosterol
en plasma o en fibroblastos en cultivo. En los fibroblastos procedentes de uno de los
individuos, la actividad enzimatica de la A’-desaturasa (Fig 1B) fue aproximadamente un 10%
de la actividad normal (Herman, 2003).

La displasia esquelética HEM o displasia de Greenberg fue descrita en 1988 en un
feto nacido muerto (Greenberg et al., 1988). Este desorden parece causar muerte prenatal de
manera generalizada y, hasta el momento, se ha identificado en un total de 10 fetos
aproximadamente, todos ellos caracterizados por edema fetal no inmune y un severo
acortamiento de los miembros con una marcada desorganizacién 6sea y cartilaginosa. En
cartilagos de cuatro de estos fetos se detectaron elevados niveles de 8,14-colestadien-33-ol y
8,14,24-colestatrien-3p-ol, sugiriendo un bloqueo de la sintesis de colesterol a nivel de la AM™-
reductasa (Fig 1B) (Kelley, 2000).

Otro de estos desdrdenes todavia no bien caracterizado parece ser el sindrome de
Antley-Bixler (ABS). En algunos de estos pacientes con la esterogénesis alterada, se
observa un escaso desarrollo genital y un fenotipo similar al de nifios expuestos a fluconazol
durante el desarrollo uterino. El fluconazol es un antimicético inhibidor de la lanosterol 14a-
desmetilasa. Por tanto, se ha propuesto la posibilidad de que algunos casos de ABS estén
provocados por mutaciones en el gen que codifica para esta enzima (Aleck and Bartley, 1997).
Finalmente, Kelley y colaboradores (Kelley et al., 2002) encontraron elevados niveles de
lanosterol y dihidrolanosterol en linfoblastos de dos de estos pacientes con ambiguedad genital,
hecho que confirmaria un defecto en la expresion o funcionalidad de la lanosterol 14a-
desmetilasa (Fig 1B). Sin embargo, en el gen de esta enzima no se encontraron mutaciones;
hecho que apunta a posibles defectos en otras proteinas reguladoras de la reaccién de
desmetilacién del carbono 14 todavia sin identificar.

1.3. Inhibidores de la colesterogénesis

1.3.1. Inhibidores de la HMG-CoA reductasa: Los mas conocidos son las estatinas. La
inhibicién especifica de la HMG-CoA reductasa (Fig 1A) mediante el uso de estatinas reduce la
concentracion de colesterol LDL en plasma. Este efecto ha establecido a estas sustancias
como los farmacos por excelencia utilizados en tratamientos hipolipemiantes (Maron et al.,
2000). Entre las utilizadas en clinica existen estatinas de primera generaciéon procedentes de
hongos (lovastatina y pravastatina); de segunda generacion o semisintéticas (simvastatina) y
de tercera generacion o sintéticas (fluvastatina y atorvastatina). Las mas potentes a la hora de
reducir los niveles de colesterol son la atorvastatina y la simvastatina (Dujovne, 1997). También
son efectivas para la reduccion del colesterol celular en estudios in vitro (Martinez-Botas et al.,
2001).
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1.3.2. Inhibidores de la escualeno sintasa: En el afio 1993 se aislaron tres metabolitos de
cultivos de hongos (Sporormiella intermedia y Leptodontium elatius) que presentaban una
potente accion inhibitoria de la escualeno sintasa (Bergstrom et al.,, 1993). Estos
microorganismos se obtuvieron originalmente, de muestras procedentes del rio Jalén
(Zaragoza), por lo que adoptaron el nombre de acidos zaragozicos A, B y C. Su estructura
quimica es muy semejante y se caracteriza por tener un nucleo comun formado por el acido
2,8-dioxobiciclo [3.2.1] octano-4,6,7-trihidroxi-3,4,5-tricarboxilico.

1.3.3. Inhibidores de la lanosterol 14a-desmetilasa: El SKF 104976 [(3B)-3-hidroxilanosta-
8,15-dieno-30-acido carboxilico], es un acido carboxilico de 32 carbonos derivado del
lanosterol. Dentro de los inhibidores de la lanosterol 14a-desmetilasa (Fig 1B), por su similitud
estructural con el lanosterol, el SKF 104976 es uno de los mas potentes y especificos (Mayer et
al.,, 1991). Como otros derivados aminados de esteroides, el SKF 104976 presenta una alta
toxicidad y no ha sido utilizado en humanos para combatir la hipercolesterolemina (Fernandez
et al., 2005). En estudios in vitro se ha observado que provoca un bloqueo de la sintesis de
colesterol y una acumulaciéon de lanosterol y dihidrolanosterol (Fernandez et al.,, 2005;
Martinez-Botas et al., 1999; Suarez et al., 2005).

1.3.4. Inhibidores de la esterol A’-reductasa: El AY 9944, &cido trans-1,4-bis (2-
diclorobenzilaminoetil) ciclohexano dihidrocloridro, mimetiza el defecto bioquimico que produce
el SLOS (Keller et al., 2004), caracterizado por el déficit de la A’-reductasa. En ratas produce
malformaciones teratdgenas y alteraciones en los niveles de esteroles, disminuyendo el
contenido de colesterol y aumentando el de 7-DHC (Tulenko et al., 2006). No es un inhibidor
especifico de esta enzima, puesto que segun el tipo celular y la dosis utilizada es capaz de
inhibir otras enzimas como la esterol A%’-isomerasa y la esterol A'-reductasa (Fig 1B),
produciendo acumulaciones de otros intermediarios (Fernandez et al., 2005; Tuck et al., 1991).
Otro inhibidor de la A’-reductasa es el BM 17566 (Fig 1B). Al igual que el AY 9944 actiia como
inhibidor competitivo de la enzima, pero, sin embargo, es un inhibidor especifico (Aufenanger et
al., 1986; Kraml et al., 1964)

1.3.5. Inibidores de la esterol A**-reductasa: El triparanol es el nombre por el que se
conoce al compuesto 1-[p-(8-dietilaminoetoxi) fenil]-1-(p-tolil)-2-(p-clorofenil)  etanol.
Administrado en animales, reduce los niveles de colesterol tanto en plasma como en tejidos y
aumenta los niveles de desmosterol, sin alterar el contenido total de esteroles (Avigan et al.,
1960) sugiriendo una inhibicidn de la A*-reductasa (Fig 1B).

El 5,22-colestadien-3p-ol es un isémero inusual del desmosterol que presenta un doble
enlace en el carbono 22 de la cadena lateral. Su fuerte efecto inhibitorio sobre la A*-reductasa
(Fig 1B) fue descrito por Fernandez y colaboradores en nuestro laboratorio. Este compuesto es
capaz de reducir la sintesis de colesterol hasta un 80% en dosis elevadas (3 pg/ml) y aumenta
la relacion desmosterol/colesterol en células Caco-2 y HL-60 (Fernandez et al., 2002).

1.3.6. Otros inhibidores. El haloperidol: Este compuesto fue introducido en clinica para el
tratamiento de las psicosis crénicas hace aproximadamente 40 afios y su uso se ha extendido
hasta nuestros dias. Parece que ejerce su actividad antipsicética, al menos en parte, a través
de sus propiedades antagonistas sobre el receptor D2 dopaminérgico, (Miyamoto et al., 2005),
sobre receptores o1 y 62 (Hashimoto and Ishiwata, 2006) y actia con menor actividad, sobre
receptores dopaninérgicos D1, D3 y D4, serotoninérgicos 2a y a1 adrenérgicos (Miyamoto et
al., 2005). Ademas, es un antipsicotico tipico con capacidad de union a la A% -isomerasa de
levaduras (ERG2) (Moebius et al., 1996) y a receptores 1 (Moebius et al., 1997). La estructura
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de la A*’-isomerasa de mamiferos y de levaduras es completamente distinta (Silve et al.,
1996). Diferentes ligandos de receptores o, pero no el haloperidol, son capaces de inhibirla
(Paul et al., 1998; Silve et al., 1996). También los ligandos de receptores ¢ se unen a la A'-
reductasa, y en este caso el haloperidol y otras butirofenonas si ejercen un efecto inhibitorio
sobre la enzima (Fig 1B) (Kelley and Hennekam, 2000; Simpson et al., 1967).
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2. Microdominios de membrana. “Lipid rafts” y caveolas

La membrana plasmatica es un componente celular generado por interacciones
moleculares espontaneas de gran complejidad cuya estructura y funcién no viene determinada
por el genoma celular (Mouritsen and Zuckermann, 2004). Esta interaccién espontanea entre
moléculas lipidicas determina la estructura basica de las membranas biol6gicas (Barenholz,
2002). Los componentes principales de las membranas celulares son los glicerofosfolipidos vy,
aunque son suficientes para formar bicapas, las membranas de células eucariotas contienen
ademas esfingolipidos y esteroles (Fig 2) (Barenholz, 2002; Mouritsen and Zuckermann, 2004).

Los esfingolipidos, a diferencia de los glicerofosfolipidos presentan, normalmente,
cadenas laterales saturadas y segun su grupo hidrofilico son fosfoesfingolipidos (siendo la
esfingomielina el mas abundante en células de mamiferos) o glicoesfingolipidos (Fig 2), dentro
de los cuales se encuentran los cerebrésidos y los ganglidésidos. La esfingomielina representa
el 10-12% de todos los lipidos de membrana, y aunque los glicoesfingolipidos encarnan un bajo
porcentaje (Degroote et al., 2004), en membranas especiales como la mielina alcanzan el 30%
de los lipidos de la membrana (Stoffel and Bosio, 1997).

Los esteroles poseen una estructura rigida compuesta por 4 anillos y es el colesterol el
mayoritario en vertebrados (Munro, 2003). Aunque sus niveles varian mucho segun el tipo
celular, normalmente constituye el 30-40% de los moles de los lipidos de la membrana
plasmatica (Lange et al., 1989; van Meer, 1989).

Dentro de la bicapa, los esfingolipidos suelen encontrarse en la cara externa mientras
que la presencia de glicerofosfolipidos se limita a la cara interna. El colesterol se localiza en
ambos lados interaccionando preferentemente con esfingolipidos con cadenas laterales
saturadas (Fig 2) (Munro, 2003; Ramstedt and Slotte, 2002).

En bicapas formadas exclusivamente por glicerofosfolipidos, las cadenas laterales
presentan un alto grado de desorden que aporta gran fluidez a la membrana y movilidad lateral
a sus componentes. Estas regiones reciben el nombre de “liquid-disordered phase” o fase
fluida (Fig 2) (Mouritsen and Zuckermann, 2004; Silvius, 2003). Desde 1972, segun el “Modelo
de mosaico fluido” (Singer and Nicolson, 1972) las membranas biolégicas se concebian como
bicapas lipidicas en las que proteinas, colesterol, y otras moléculas permanecian inmersas
entre los glicerofosfolipidos (Pike, 2003). A este respecto, en 1988 Kai Simons y Gerrit van
Meer sugirieron una idea novedosa; como fue la presencia dentro de la membrana fluida, de
microdominios enriquecidos en colesterol, glico- y fosfoesfingolipidos, presentes en todas las
membranas plasmaticas (Fig 2) (Simons and van Meer, 1988).

El colesterol altera profundamente la estructura de la fase fluida (Ohvo-Rekila et al.,
2002; Yeagle, 1985). En zonas de la membrana con alto contenido en colesterol y
esfingolipidos, el colesterol se dispone entre las cabezas hidrofilicas de los esfingolipidos con
cadenas laterales saturadas, permitiendo un mayor empaquetamiento de estas cadenas y
engrosando la membrana (Fig 2). Estas zonas forman una fase ordenada entre las regiones de
la fase fluida (Fig 2) (Ipsen et al., 1987; Ipsen et al., 1989).

En la cara interna de la membrana el colesterol también funciona como espaciador
disponiéndose entre las cadenas laterales de los esfingolipidos de estas regiones (Fig 2), que
probablemente también contengan escasas insaturaciones en sus cadenas de acidos grasos
para favorecer el empaquetamiento (Simons and Ikonen, 1997; van Meer, 1989).

A pesar de aumentar el orden y reducir la permeabilidad de las membranas, en estos
dominios se permite un alto grado de movilidad lateral de los componentes en el plano de la
bicapa (Owicki and McConnell, 1980; Smith et al., 1980). Los esteroles sin grupos metilos
orientados hacia la cara a de la molécula, son los responsables de aportar a estas zonas tales
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particularidades. En mamiferos, el esterol seleccionado para esta labor es el colesterol
(Barenholz, 2002; Mouritsen and Zuckermann, 2004).

Estas regiones, ricas en colesterol y esfingolipidos que aportan orden a

ciertas regiones de membrana se denominan “lipid rafts” o balsas lipidicas (Pike,
2003).

En el “Keystone Symposium 2006 on Lipid Rafts and Cell Function” se llegé a un
consenso en cuanto a la definicion de “lipid rafts” o balsas lipidicas: Los “rafts” de membrana
son pequefios dominios heterogéneos (de entre 10 y 200 nm) altamente dinamicos, ricos en
colesterol y esfingolipidos que compartimentalizan procesos celulares” (Hancock, 2006; Pike,
2006; Schmitz and Grandl, 2008).

Inicialmente fueron definidos por las propiedades que permiten su aislamiento como
dominios de membrana resistentes a la extraccion en Tritén X-100 frio al 1% que, debido a su
baja densidad, flotan en la mitad superior de un gradiente de densidad de sacarosa del 5 al
30% (Pike, 2004). Segun este criterio se les conoce como DRMs (Detergent-Resistant
Membrane), DIGs (Detergent-Insoluble, Glycosphingolipid-enriched membranes) o TIFFs
(Triton-X-100-Insoluble Floating Fraction) (Pike, 2003; Pike, 2004).

MEMBRANA PLASRATICA QRO OO OO OO OO OO

M “LIGQUID ORDERED PHASE
"LIPID RAFT

“LIQUID bISORDERED PHASE"
0 FASE FLVIDA s " s
N]§ 8licerofosfolipidos IEﬂﬂﬂs{ﬂI’Pldﬁ ’” 'ig ” r “ |l I‘
I || Elicoesfingelpides ; Colesteral “ |‘ ||£ﬂ l§
P £

Figura 2. Esquema de las distintas fases que pueden encontrarse en las membranas plasmaticas. “Liquid
disordered phase” o fase fluida y “Liquid ordered phase” correspondiente a las regiones de “lipid rafts”.
Las representaciones de los distintos componentes se indican en el recuadro.
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2.1. Caveolas

Son pequeias invaginaciones de la membrana con un diametro aproximado de 25-150
nm, que pueden existir como unidades independientes o formando grupos (Fig 3) (Pike, 2004;
Thorn et al., 2003). Estan presentes en mayor o menor medida en todos los tipos celulares
pero son particularmente abundantes en células endoteliales, adipocitos, fibroblastos, células
musculares lisas y pneumocitos tipo | (Bickel et al., 1997). Al igual que los “rafts” conservan
altas cantidades de colesterol y esfingolipidos y presentan la peculiaridad de contener
caveolina (Murata et al., 1995; Pike, 2003).

Tanto “lipid rafts” como caveolas son DRMs, se aislan en las mismas fracciones de
membrana y son practicamente indistinguibles experimentalmente (Pike, 2004). Por ello, de
ahora en adelante, se hara referencia a ambos indistintamente con el nombre de “lipid rafts”.

2.2. Composicion lipidica

En los ‘lipid rafts” existe una mayor concentraciéon de colesterol, glico- y
fosfoesfingolipidos que en el resto de la membrana plasmatica (Fig 3) pero sus proporciones en
“rafts” respecto del total de la membrana plasmatica varia segun el tipo celular y el método
utilizado en su aislamiento.

El contenido de colesterol de estos dominios (estimado como el 30-50% de todo el
colesterol presente en membrana) (Pike, 2003) es 5 veces mayor que en el resto de la
membrana plasmatica (Gustavsson et al.,, 1999). Los fosfoesfingolipidos (concretamente, la
esfingomielina) estan un 15-30% mas concentrados en “lipid rafts” y la concentracion de
glicoesfingolipidos (gangliosidos y sulfatidas) es 5 veces mayor que la que existe considerando
la membrana completa (Pike, 2003; Prinetti et al., 2000). Un tipo especial de glicoesfingolipidos
son los gangliésidos; presentan grandes cabezas polares y se disponen en la cara externa de
la membrana (Fig 3) funcionando, a veces, como dianas de patégenos. Concretamente, el
gangliosido GM1, localizado en “lipid rafts”, atrae a la subunidad B de la toxina colérica a la
membrana, y la escolta hasta el reticulo (Chinnapen et al., 2007; Degroote et al., 2004).

Igual que otras regiones de membrana, tienen estructura de bicapa con glico- y
fosfoesfingolipidos en su cara externa, glicerofosfolipidos en la cara interna y colesterol en
ambas (Fig 3) (Pike, 2004).

2.3. Composicion proteica

2.3.1. Caveolinas: Familia de proteinas integrales de membrana de 20-24 kDa cuya presencia
en “lipid rafts” produce invaginaciones de la membrana conocidas con el nombre de caveolas
(Stan, 2005). Existen 3 isoformas, de las cuales caveolina-1y 2 se expresan en la mayoria de
tipos celulares, siendo la caveolina-1 mas abundante en adipocitos, neumocitos, fibroblastos y
células endoteliales. La caveolina-3 se presenta principalmente en células musculares
(Schwencke et al., 2006). Estas proteinas presentan un dominio de unién a colesterol y un
dominio de membrana en forma de horquilla, con el extremo carboxi y amino terminal
orientados hacia el citoplasma (Fig 3) (Bickel, 2002). Se disponen en las caveolas formando
filamentos concéntricos con otras proteinas y estabilizan la estructura de dichas invaginaciones
(Stan, 2005). La caveolina-1 es esencial para la formacién de caveolas y se caracterizé6 como
el primer marcador molecular de estos dominios (Rothberg et al., 1992).

2.3.2. Flotilinas: Familia de proteinas de “lipid rafts” cuya localizacién especifica en caveolas

ha sido motivo de discusion. Aunque suelen presentarse en compania de la caveolina, en los
“lipid rafts” de cerebro soélo se detecta la presencia de flotilina, que representa un nuevo
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marcador en los microdominios de estas regiones (Bickel et al., 1997). A pesar de que en otros
estudios, esta proteina es indetectable en caveolas (Souto et al., 2003), todo parece indicar
que las flotilinas se encuentran tanto en caveolas como en “lipid rafts” sin caveolina (Fig 3)
(Bickel, 2002; Bickel et al., 1997). A diferencia de la caveolina, no tiene capacidad de union a
colesterol, sino que se dirigen y asocian a la membrana mediante palmitoilacion y a través de
su region N-terminal (Bickel et al., 1997; Browman et al., 2007).

2.3.3. Proteinas G: Reciben su nombre por la union a nucledtidos de guanosina. Estas
proteinas se presentan como trimeros con sus 3 subunidades (a, B y y) localizadas en la cara
interna de la membrana plasmatica (Fig 3). Parecen estar presentes en “lipid rafts” por su
interaccion con la caveolina (Chun et al., 1994).

2.3.4. Familia Src: Son proteinas tirosina quinasa, como Fyn y Lyn, que funcionan como
proteinas acopladoras en la transduccion de sefiales. Se encuentran miristoiladas vy
palmitoiladas, hecho que determina su localizacién en “lipid rafts” (Fig 3) (Casey, 1995; Simons
and lkonen, 1997)

2.3.5. Proteinas transmembrana: Algunas proteinas con dominios transmembrana grandes
so6lo se localizan en “lipid rafts” por la imposibilidad de localizarse en otras zonas incapaces de
aportar el grosor suficiente para albergar a estas proteinas (Degroote et al., 2004). Entre ellas,
se encuentran gran numero de receptores (Fig 3) como el receptor de insulina (RI) (Gustavsson
et al., 1999) y receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) (Chini and Parenti, 2004).

2.3.6. Proteinas ancladas a GPI: Son proteinas unidas a glicosilfosfatidilinositol (GPI-
anchored proteins) que se anclan a los “rafts” gracias a las dos cadenas de acidos grasos,
normalmente saturados, del fosfatidilinositol (Fig 3). Dentro de este grupo se engloban
proteinas con funciones muy diferentes, involucradas en multitud de procesos celulares.
Algunos ejemplos de proteinas ancladas a GPl son enzimas asociadas a la membrana
plasmatica como la fosfatasa alcalina, moléculas de adhesion, y proteinas implicadas en la
presentacion de antigenos (Brown and Rose, 1992).
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Figura 3. Esquema de “lipid rafts” y caveolas donde se indica de manera sencilla la composicion lipidica y
proteica de estos microdominios de membrana.

2.4. Métodos de aislamiento

Segun el método de aislamiento utilizado se pueden obtener dominios de membrana
que varian en su composicion lipidica, pero comparten propiedades fisicas. Juntos forman el
heterogéneo conjunto de los “lipid rafts” (Pike, 2004)

2.4.1. Métodos con detergentes: Son los métodos aplicados tradicionalmente para el
aislamiento de estos microdominios (Pike, 2003; Pike, 2004). De manera general, se emplea
Tritén X-100 frio al 1% para homogeneizar las células. Los “rafts” se aislan, por flotacion, de las
primeras fracciones de un gradiente continuo de densidad de sacarosa del 5 al 30% (Pike,
2003). Ademas de Triton X-100 se ha empleado gran variedad de detergentes a distintas
concentraciones y, de este modo, se han conseguido aislar dominios de membrana que varian
en su composicion lipidica (Schuck et al., 2003).

Existen problemas asociados al uso de detergentes para la extraccion de “lipid rafts”,
ya que es posible que algunos de estos compuestos extraigan selectivamente poblaciones de
proteinas o lipidos, proporcionando “rafts” cuya composicién no se corresponde con la de los
dominios presentes en la membrana original.

2.4.2. Métodos sin detergentes: Teniendo en cuenta los incovenientes anteriores, se
pretende un uso mas generalizado de métodos sin detergentes para la obtencion de los “lipid
rafts” (Persaud-Sawin et al., 2008). Del mismo modo que en los métodos detergentes, el
aislamiento de los “rafts” se consigue por flotaciéon en un gradiente continuo de densidad de
sacarosa del 5 al 30%, pero evitando el uso de tampones con compuestos detergentes
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(Persaud-Sawin et al., 2008). Se basan en la fragmentacién mecanica de las membranas como
paso previo a su separacion en gradiente de densidad. A tal efecto, se pueden aplicar métodos
mecanicos, haciendo pasar el lisado varias veces a través de una aguja de un determinado
grosor (Persaud-Sawin et al., 2008). Sin embargo, los métodos mas conocidos y aplicados son
los desarrollados por Song (Song et al.,, 1996) y Smart (Smart et al., 1995), que aplican la
sonicacion para fragmentar las membranas. El método de Smart se ha sugerido como el mas
adecuado para obtener unos ‘lipid rafts” altamente purificados, cuya composicion es
probablemente la mas aproximada a la de los “rafts” presentes en células vivas (Pike, 2003;
Pike, 2004).

2.5. Funciones

En un principio, la funcién atribuida a los lipidos de membrana fue la de servir como
solventes para algunas proteinas (Singer and Nicolson, 1972). Sin embargo, las interacciones
moleculares que ocurren en los “lipid rafts” son de gran relevancia para el buen funcionamiento
celular.

Los “lipid rafts” se han implicado en multitud de procesos celulares. De este modo, se
ha descrito su participacion en el control de la adhesion y migracion celular, en el
establecimiento de las sinapsis, en la organizacién del citoesqueleto, y en la distribucién y
trafico de proteinas en procesos de exo y endocitosis (Brown and London, 1998; Simons and
Toomre, 2000). También intervienen en procesos patolégicos, al ser las regiones de membrana
por donde virus (Suomalainen, 2002), bacterias (Munro, 2003) y toxinas (Kovbasnjuk et al.,
2001) atacan a las células. Ademas, son las zonas de membrana donde se localizan las placas
de proteina amiloide en enfermedades pridnicas (Naslavsky et al., 1997) y en la enfermedad de
Alzheimer (Ehehalt et al., 2003)

Por otra parte, los “lipid rafts” funcionan como plataformas de sefalizaciéon, donde se
concentran gran parte de proteinas implicadas en dicho proceso. De hecho, estos
microdominios propician una sefializacion rapida y eficaz al facilitar la interaccion entre
moléculas de una misma ruta de sefializacion (Incardona and Eaton, 2000; Simons and Ikonen,
1997). Esta eficacia se traduce en un aumento de la especificidad en la sefializacion, puesto
que si la localizacion de un determinado receptor se restringe a una clase determinada de “lipid
raft” se crea una compartimentalizacién de las rutas que impide respuestas inespecificas
(Simons and Ikonen, 1997). Parece que un “lipid raft" aislado contiene proteinas concretas,
pero varios de estos microdominios pueden agruparse, facilitando interacciones entre
moléculas que inician o amplifican la sefializacion (Janes et al., 1999). También se les ha
atribuido un papel como moduladores de la actividad de determinadas proteinas; es el caso de
algunos receptores tirosina quinasa, cuya actividad depende de su localizaciéon en “lipid rafts”
(Pike, 2003).

3. Alteracion del contenido de colesterol en membrana

La importancia fisiolégica del colesterol en la membrana ha suscitado un gran interés
durante los ultimos afios. Sus niveles se mantienen dentro de los valores que garantizan la
integridad estructural de la membrana por el equilibrio establecido entre la captacién de
colesterol del exterior celular y la sintesis de novo. Muchas de las implicaciones de los “lipid
rafts” en los procesos celulares se han descubierto alterando, de forma dirigida, estos niveles.
Dichas variaciones conducen a cambios en su estructura y funciones. Especialmente
importante es el hecho de que estas anomalias se hayan relacionado con el desarrollo de
diversas patologias humanas, tales como cancer, arterioesclerosis, enfermedad de Alzheimer e
insulinorresistencia y diabetes (Schwencke et al., 2006). Los estudios sobre el efecto del
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contenido de colesterol en la funcionalidad de los “lipid rafts” pueden desentrafiar las causas y
mecanismos de muchas de estas patologias y servir para emprender la busqueda de nuevas
dianas terapeuticas (Zidovetzki and Levitan, 2007).

La mayoria de estudios dirigidos a la alteracion en los niveles de colesterol en
membrana se centran en la disminucion del contenido de colesterol en “lipid rafts”. Este
descenso se consigue mediante el uso de inhibidores de su sintesis aportados en un medio
carente de colesterol o extrayendo el colesterol directamente de la membrana plasmatica con
el uso de ciclodextrinas (CDs) (Munro, 2003).

Las CDs son oligosacaridos ciclicos productos primarios de la degradacion del almidén.
A pesar de ser solubles en agua, contienen una cavidad capaz de albergar moléculas
hidrofébicas (Davis and Brewster, 2004). Las BCDs son las que presentan mayor afinidad por el
colesterol y eficiencia en su extraccion de las membranas (Ohtani et al., 1989). La metilacién
de estas moléculas aumenta significativamente su solubilidad en agua; asi las metil-pCDs
(BMCD) son las mas utilizadas para disminuir el contenido de colesterol en la membrana
plasmatica (Zidovetzki and Levitan, 2007). Ademas de extraer colesterol, estas moléculas
inducen cambios en las propiedades fisicas de estos dominios (Zidovetzki and Levitan, 2007),
provocan la desaparicién de caveolas (Zidovetzki and Levitan, 2007) y deslocalizan varias
proteinas de los “lipid rafts” (Kabouridis et al., 2000). Sin embargo, esto no significa que
extraigan el colesterol exclusivamente de los “lipid rafts” y no de otras regiones de membrana.
En este sentido, varios estudios apuntan a que las BMCDs extraen colesterol de ambas
regiones, aunque lo hacen mas eficazmente de los “lipid rafts” (Larbi et al., 2004).

A pesar de mostrar una mayor afinidad por el colesterol, las BMCDs también son
capaces de extraer fosfolipidos de la membrana (Irie et al., 1992), y de interaccionar con los
dominios hidrofébicos de algunas proteinas como la insulina (Aachmann et al., 2003).

La manera en que las CDs reducen el contenido de colesterol de la membrana
plasmatica no reproduce ningin mecanismo fisiolégico por el que la célula sea capaz de
conseguirlo por si misma, sino que se utiliza como mera herramienta experimental. Por ello, y
porque puede tener efectos sobre otros compartimentos de la membrana celular que no son
especificos de “lipid rafts” (Bickel, 2002), es mas adecuado reducir los niveles de colesterol
modulando las enzimas de su ruta de sintesis, por ejemplo, con el uso inhibidores especificos
de estas enzimas (Fig 1Ay B).

4. Efectos de la reduccion del contenido de colesterol sobre la estructura,
propiedades y funcionalidad de los “lipid rafts”

Se conoce que la acumulacion de distintos intermediarios de la colesterogénesis, como
la que ocurre en las deficiencias congénitas de diversas enzimas de la ruta de sintesis de
colesterol, conduce a su incorporacion a los “lipid rafts” alterando la estabilidad y propiedades
de estos dominios (Megha et al., 2006).

Gran parte de los intermediarios esteroles que se forman en la biosintesis de colesterol
se transportan a la membrana plasmatica y de ahi vuelven al RE para transformarse finalmente
en colesterol (Yamauchi et al., 2007). Sin embargo, su capacidad para formar “lipid rafts”
permanece en estudio.

4.1. Efectos sobre la estructura y propiedades. Modelos de membrana
Las propiedades de los los distintos intermediarios de la ruta de sintesis del colesterol
sobre la estabilizacion de los “lipid rafts” se han determinado mediante el uso de diversos

modelos de membrana. En membranas artificiales, tanto intermediarios proximales de la
sintesis de colesterol con un doble enlace en el carbono 8 (lanosterol, dihidrolanosterol,
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zimosterol y zimostenol) (Fig 1B) (Megha et al.,, 2006) como su precursor inmediato, el
desmosterol (Fig 1B y Fig 4) (que so6lo se diferencia de él en el doble enlace del carbono 24)
(Vainio et al., 2006) estabilizan débilmente la estructura de las balsas lipidicas. El desmosterol
se localiza en las mismas regiones que el colesterol, pero su presencia en “lipid rafts” es tres
veces menor (Vainio et al., 2006). A pesar de ser tan mal estabilizador de los “rafts” como los
precursores proximales es posible que por su parecido estructural con el colesterol sea capaz
de sustituirlo parcialmente en estos microdominios para compensar cambios en la composicion
de la membrana (Megha et al., 2006), pero no en la funcionalidad y actividad de algunas
proteinas (Vainio et al., 2006)

Intermediarios como el latosterol y el 7-DHC con un doble enlace en el carbono 7 (Fig
1B) son mas eficientes que el propio colesterol a la hora de formar estos dominios
incorporandose a la membrana de manera mas rapida que el colesterol (Megha et al., 2006).
Sin embargo, a la hora de imprimir orden en determinadas zonas de membrana, es el
colesterol el mas eficaz de todos los esteroles de la ruta (Megha et al., 2006). Esto es debido a
que consigue un mayor empaquetamiento de las cadenas saturadas de los esfingolipidos,
seguido del 7-DHC. En este sentido, el desmosterol tiene menor capacidad para promover
orden en la membrana (Vainio et al., 2006). De hecho, la sustitucion del colesterol por cualquier
otro intermediario perturba la presion lateral de la membrana, su grosor y, en consecuencia, el
entorno donde residen los complejos de proteinas, que pueden desestabilizarse y ver afectada
su actividad y funcionalidad (Samuli Ollila et al., 2007).

4.2. Efectos sobre la funcionalidad. Alteraciones de la senalizacion celular

La desestructuracion de los “lipid rafts” por la reducciéon del contenido de colesterol
afecta a la funcionalidad de diversas rutas de sefalizaciéon (Bickel, 2002; Simons and Toomre,
2000) como se ha observado en modelos celulares tan dispares como linfocitos, que presentan
“lipid rafts” sin caveolina (Kabouridis et al., 2000), o células endoteliales y adipocitos, con gran
presencia de caveolas en sus membranas (Parpal et al., 2001; Ushio-Fukai et al., 2001).

El uso de estatinas provoca numerosos efectos pleiotropicos que han sido atribuidos de
manera generalizada a la alteracion en la produccién de grupos prenilos. Sin embargo, se sabe
que la disminucién que provocan en los niveles de colesterol en plasma ocurre en paralelo a la
disminucién en los niveles de colesterol en las membrana celulares (Hillyard et al., 2007). Por
ello, una idea alternativa seria atribuir la desestabilizacién de los microdominios de membrana
a la reduccion en los niveles de colesterol, lo cual causaria secundariamente la alteracion de la
sefalizacion celular (Hillyard et al., 2007).

Uno de los efectos pleiotropicos de las estatinas es la disminucion de la respuesta
inflamatoria mediada por células mononucleares, hecho que contribuye a la mejora de los
procesos inflamatorios del endotelio vascular en situaciones de hipercolesterolemia. A este
respecto, las estatinas (fluvastatina y simvastatina) provocan una desorganizacion de los “lipid
rafts”, un bloqueo de la activacién de ERK1/2 (Extracellular signal-Regulated Kinase) y p38
(p38 MAPK) (Hillyard et al., 2004), y una disminucion de proteinas acopladoras, como Lyn
(Hillyard et al., 2007). Puesto que inhibidores especificos de la producciéon de prenilos no
reproducen tales alteraciones, estos efectos se atribuyen a una disminucion en los niveles de
colesterol en membrana, mas que a un descenso en la prenilacion de determinadas proteinas
(Hillyard et al., 2004; Hillyard et al., 2007). Ademas, la simvastatina también disminuye la
actividad de la proteina Akt (akr/Thymoma viral proto-oncogene protein) localizada en “lipid
rafts” (Zhuang et al., 2005).

El uso de inhibidores distales de la colesterogénesis que permiten la sintesis de
prenilos permite obviar la incertidumbre en la atribucion del mecanismo de los efectos de las
estatinas (Fig 1B). En este sentido, el AY 9944 (Fig 1B) provoca la deslocalizacion de
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receptores NMDA (N-Metil-D-Aspartato) de “lipid rafts” en células neuronales disminuyendo
significativamente la neurotoxicidad y muerte celular ante una sobreestimulacion por glutamato
(Ponce et al., 2008).

De la misma manera, el acido zaragdézico A, inhibidor de la escualeno sintasa (Fig 1A),
que bloquea la sintesis de esteroles sin afectar a la generacion de prenilos, disminuye el
contenido de colesterol en “lipid rafts” en un 60% sin afectar apenas el contenido de colesterol
en otras regiones de membrana y afecta procesos celulares, como el crecimiento en células
LNCaP (Brusselmans et al., 2007).

También existen estudios in vivo en los que se observan alteraciones en la
funcionalidad de los “lipid rafts” por efecto de los intermediarios de la colesterogénesis. En
ratas tratadas con AY 9944 (Fig 1B), el 7-DHC se incorpora a los “lipid rafts” mas facilmente
que el colesterol, como ocurre en membranas artificiales, pero altera el contenido proteico de
estos microdominios (Keller et al., 2004). En esta misma linea, en ratones knockout (KO) para
la A’-reductasa, se observa una desorganizacion de los “lipid rafts” a pesar de la correcta
incorporacion del 7-DHC a la membrana y un desplazamiento de la proteina acopladora Lyn de
“lipid rafts” a otras regiones de membrana (Kovarova et al., 2006).

Por su parte, el desmosterol también es capaz de sustituir al colesterol en la fomacion
de membranas lipidicas (Huster et al., 2005). Sin embargo, en membranas celulares de
mamiferos esta sustitucion conduce a una alteracién de la sefializacion localizada en los “rafts”
de membrana (Jansen et al., 2008; Vainio et al., 2006). Del mismo modo, fibroblastos
deficientes en la A*-reductasa (Fig 1B), que acumulan desmosterol en membranas en vez de
colesterol, ven desestabilizadas sus caveolas y alterada la sefializacién insulina-Akt-Bad
implicada en apoptosis (Lu et al., 2006).

5. Senalizacion a través del receptor de insulina en “lipid rafts”.
Importancia del colesterol

El receptor de insulina es un receptor transmembrana del tipo tirosina quinasa, formado
por un heterotetramero. Se compone de dos subunidades a y dos subunidades f. Las
subunidades a son extracelulares y contienen los dominios de union a insulina. Las
subunidades f incluyen los dominios transmembrana e intracelulares y los dominios tirosina
quinasa. La sefalizacién por insulina esta mediada por una red de proteinas bastante compleja
que controla diversos procesos celulares (Jensen et al., 2008) (Fig 4). La union de la insulina al
receptor provoca un cambio conformacional del mismo que permite la autofosforilacion en
varios residuos de tirosina de la subunidad B y, en consecuencia, su activacion (White and
Kahn, 1994). A partir de este momento, ocurren una serie de fosforilaciones de proteinas con
dominios SH2 (Pawson, 2004) o de union a fosfotirosina (Katz et al., 2007). Entre estas
proteinas se encuentra IRS (/nsulin Receptor Substrate), que una vez fosforilada, transmite
sefales metabdlicas a través de la fosforilacion de PKB/ Akt (Protein Kinase B/Akt), que
termina con la traslocacién del transportador de glucosa GLUT4 (Glucosa Transporter type 4) a
membrana, para la captacién de glucosa; o mitogénicas a través de la fosforilacion de las
MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinases), implicadas en procesos de crecimiento,
supervivencia y diferenciacion celular (Karlsson et al., 2004). Dentro de las MAPKSs, la insulina
puede activar p38 (Zarubin and Han, 2005), necesaria para la translocacion de GLUT4 (Furtado
et al.,, 2002), y ERK1/2, implicada en la regulacion negativa de IRS-1 por fosforilacién en
residuos de serina (Taniguchi et al., 2006).

De manera generalizada, se acepta la localizacion del Rl en “lipid rafts” (Fig 4), aunque
existe controversia respecto a si se encuentra unido a caveolina-1 (Nystrom et al., 1999), o sélo
se localiza en estas regiones de membrana ante la presencia de insulina (Karlsson et al.,
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2004). Incluso se propone la fosforilacion de la caveolina-1 por parte del Rl (Kimura et al.,,
2002).

En cuanto a la alteracidon de esta sefalizacion por la reducciéon de los niveles de
colesterol en membrana, se sabe que el uso de MCDs reduce la produccion de PI(3,4,5)P3
(fosfatidilinositol trifosfato) y PI(4,5)P2 (fosfatidilinositol bifosfato) (Fig 4) y la fosforilacion de
PKB/Akt pero no de ERK1/2 (Peres et al., 2003). En fibroblastos embrionarios de ratones KO
para la A*-reductasa, la deficiencia de colesterol desestructura las caveolas conduciendo a un
desacoplamiento del Rl de estas zonas y una menor fosforilacién de sus sustratos, como Akt,
induciendo apoptosis (Lu et al., 20086).

insulina

“ (P)

ERK1/2
N / Sefiales metabélicas

Senales
mitogénicas -

Transcripcién de genes

Figura 4. Esquema de la sefalizacion mediada por insulina, donde se representan algunas de las
proteinas implicadas y las interacciones entre ellas.
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5.1. El receptor de insulina en adipocitos maduros

En adipocitos ya diferenciados se sabe que el RI presenta un dominio de unién a
caveolina (Gustavsson et al., 1999). Segun el grupo de Stralfors tanto en adipocitos 3T3-L1
como en adipocitos humanos primarios, el Rl se une a la caveolina y se localiza en caveolas en
ausencia de estimulacion por insulina. Este grupo defiende la idea de que la sefializacién por
insulina depende de la interaccion de su receptor con la caveolina (Gustavsson et al., 1999;
Karlsson et al., 2004; Parpal et al., 2001).

De hecho, en adipocitos, el uso de fMCD produce una casi completa desestructuracion
de las caveolas sin disminuir los niveles de caveolina (Parpal et al., 2001) y una inhibicién de la
activacion de proteinas de la ruta como IRS-1 y PKB/Akt. Sin embargo, no afecta al nimero de
receptores, ni a su actividad ni afinidad por la insulina. En cuanto a la actividad de ERK1/2 se
han obtenido distintos resultados segun el tipo celular. El descenso del contenido de colesterol
en la membrana altera la sefalizacion a través de esta proteina en adipocitos primarios
humanos (Karlsson et al., 2004), pero no en adipocitos 3T3-L1 (Parpal et al., 2001). La
reduccion de los niveles de colesterol en membrana también disminuye la captacion de glucosa
por parte de estas células haciéndolas resistentes a la insulina (Gustavsson et al., 1999;
Karlsson et al., 2004; Parpal et al., 2001). Por tanto, la funcionalidad de los Rls depende de su
localizacion en caveolas Tras el aporte de colesterol, se restaura tanto la estructura de las
caveolas como la actividad de la via, sugiriendo un papel clave del colesterol en este proceso
(Gustavsson et al., 1999).

5.2. El receptor de insulina en cerebro

En el sistema nervioso central se detecta la presencia tanto de insulina como de su
receptor (Havrankova et al., 1983). Ambos participan en la supervivencia neuronal inhibiendo la
apoptosis, y en los procesos sinapticos implicados en el aprendizaje y la memoria (van der
Heide et al., 2006). En muchas regiones cerebrales se detectan concentraciones elevadas del
Rl (Wozniak et al., 1993), que se expresa tanto en células gliales como en neuronas
(Havrankova et al., 1983; Plum et al., 2005). En cerebro, el RIl, una vez activado, es capaz de
estimular la via de PI3K/Akt (Phosphatidil Inositol Triphosphate Kinase, fostatidilinositol
trifosfato quinasa) (Fig 4), a través de la cual inhibe apoptosis y aumenta la supervivencia
neuronal; y la via de las MAPKSs, relacionada con muerte celular (van der Heide et al., 2006).

En la membrana plasmatica de células nerviosas es dificil detectar caveolina-1 (Ohira
et al., 2000; Wu et al., 1997), pero si existen unos dominios semejantes a las caveolas, en los
que se localizan gran cantidad de proteinas tirosina quinasa y otras moléculas de sefalizacion
como proteinas G, PI3K, receptores tirosina quinasa como el Rl y proteinas acopladoras como
Fyn (Ohira et al., 2000; Wu et al., 1997). Muchas de estas proteinas tirosina quinasa una vez
activadas, asi como sus sustratos, se localizan en estos microdominios de membrana (Wu et
al., 1997). Pero se sabe que su actividad quinasa no depende de esta localizacién, ya que
pueden activarse también en otras regiones de la membrana plasmatica (Ohira et al., 2000).

Existen ratones KO para el Rl en cerebro (ratones NIRKO) muy utiles para el estudio
de su papel en este drgano. En estos animales se observa una disminucién en la fosforilacién
en tirosina de IRS-1, asi como de la actividad de Akt, mientras que aumenta la actividad de
GSK3 (Glycogen Sinthase Kinase 3). Dicho aumento conduce a una mayor fosforilacion de Tau
(componente mayoritario de las lesiones neurofibrilares en Alzheimer) (Plum et al., 2005;
Schubert et al., 2004). Sorprendentemente, estos ratones no sufren alteraciones en la memoria
a largo plazo ni en el metabolismo de la glucosa en cerebro (Plum et al., 2005).
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Existen evidencias de la alteracién de esta via en células nerviosas por reduccion en
los niveles de colesterol en membrana. Asi, las CDs, disminuyen la actividad de IRS-1 y Akt en
células PC12 (células de feocromocitoma de rata empleadas para el estudio de la
diferenciacion neuronal) y reducen la cantidad de caveolina en los “lipid rafts” de sus
membranas (Lu et al., 2008). Esto sugiere la importancia de las caveolas y su contenido de
colesterol para la funcionalidad de la sefializacién mediada por insulina en el cerebro.

Ciertos farmacos utilizados para el tratamiento de desoérdenes nerviosos también
provocan alteraciones de la sefializacion por insulina. Especialmente importante es el caso de
los antipsicéticos. Estas sustancias, particularmente compuestos lipofilicos como el haloperidol
(Fig 1B), estan entre 20-100 veces mas concentrados en cerebro que en plasma (Dai et al.,
2007; Kornhuber et al., 2006). En tratamientos cronicos, el haloperidol puede llegar a producir
dafo cerebral y molecularmente reduce la fosforilacién de Akt en cultivos de células neuronales
(Dai et al., 2007; Ukai et al., 2004). Ademas, el tratamiento agudo de células neuronales PC12
con haloperidol inhibe la captacién de glucosa (Dwyer et al., 1999).

6. Senalizacion a través del receptor de somatostatina. Importancia del
colesterol

La somatostatina (SRIF, Somatotropin Release-Inhibiting Factor) (Moller et al., 2003) es
un neuropéptido que regula la transmision nerviosa en cerebro y la secrecion hormonal en la
pituitaria, pancreas, y células endocrinas del tracto intestinal. Existen dos formas
fisiolégicamente activas, la SRIF-14 y la SRIF-28. Estas moléculas median sus acciones por
interaccion con la familia de receptores de SRIF (Fig 5), constituida por seis subtipos (sst1,
sst2A, sst2B, sst3, sst4 y sst5) codificados por 5 genes (Tulipano and Schulz, 2007). Estos
receptores pertenecen a la superfamilia de los GPCRs (Tulipano and Schulz, 2007).

La interaccion de los GPCRs con sus ligandos, provoca un intercambio de GDP
(Guanosin Di-Phosphate) por GTP (Guanosin Tri-Phosphate) en la subunidad Ga (Fig 5). Este
hecho conduce a la disociacion del complejo formado por las otras 2 subunidades, GBy. A partir
de este momento, la subunidad Ga unida a GTP y el complejo GBy pueden ejercer su accion
sobre distintos efectores (Fig 5). La hidrdlisis del GTP a GDP desactiva la subunidad Ga,
permitiendo, nuevamente, la reagrupacién de las 3 subunidades (Mentlein et al., 2001).

Entre los efectores del sst se encuentra la adenilato ciclasa (AC) (Fig 5) (Tulipano and
Schulz, 2007). La unién de SRIF a su receptor provoca la activacién de proteinas Gai, que
inhiben la actividad de la AC, disminuyendo la produccion de AMPc (Watts and Neve, 2005)
(Fig 5). Sin embargo, ante una prolongada estimulacion de las proteinas Gai por somatostatina,
se produce una sensibilizacion de la AC que ahora sera capaz de activarse por forskolina (FK)
(Fig 5) o receptores acoplados a proteinas Gas (Watts and Neve, 2005).
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Figura 5. Esquema de la sefializacion mediada por SRIF donde se representan la funcionalidad de las
proteinas G implicadas, asi como el efecto de estimulos (forskolina) de la proteina efectora de la via, la
adenilato ciclasa.

Gran numero de GPCRs se localiza en los “lipid rafts” (Chini and Parenti, 2004). Entre
ellos se encuentra uno de los subtipos mas abundantes del sst, el sst2 (Krisch et al., 1998),
expresado en células de neuroblastoma SH-SY5Y (Hashemi et al.,, 2003). Aunque el
mecanismo de unién de estos receptores a estos microdominios no se ha esclarecido todavia,
se postula que el colesterol puede ser determinante para su localizacion (Chini and Parenti,
2004). También existe la posibilidad de que se dirijan a estas regiones por modificaciones
lipidicas (Chini and Parenti, 2004; Moffett et al., 2000) o por interacciones con proteinas
residentes en los “lipid rafts” como la caveolina-1 (Chini and Parenti, 2004).

Ademas de los GPCRs, también se localizan en “lipid rafts” algunas isoformas de la AC
y proteinas Ga que modulan su actividad (Benarroch, 2007; Insel et al., 2005), como Gas y Gai
unidas a la subunidad GBy (Donati and Rasenick, 2005). Existen autores que atribuyen un
papel importante a la caveolina en la mediaciéon de la sefializacion a través de proteinas G
(Okamoto et al., 1998; Toki et al., 1999). De hecho, se propone que la caveolina interacciona
con proteinas Gai2 (Song et al., 1996).

Existen evidencias de la alteracion de la sefalizacion mediada por AMPc ante una
disminucién del colesterol en membrana. La ruptura de los “lipid rafts” con BMCD deslocaliza
muchas proteinas implicadas en dicha sefalizacion (Donati and Rasenick, 2005), disminuyendo
la actividad de la ruta de la AC tanto en cultivos de células PC12 (Cabrera-Poch et al., 2004)
como en tejidos de cerebro y cerebelo (Yu et al., 2004). Asimismo, una desestructuacion del
citoesqueleto produce una disminucion de la sefializaciéon por AC por deslocalizaciéon de la
caveolina-1, proteinas Gas y de la AC de los “lipid rafts” (Head et al., 2006).

Estudios previos han relacionado el mecanismo de accién de los antipsicoticos con la
senalizacion mediada por la adenilato ciclasa. Tratamientos crénicos con haloperidol provocan
un gran aumento en los niveles de AMPc por aumento de la actividad de la AC (Dwivedi et al.,
2002; Kaplan et al., 1999) pero también una disminucion en la expresion de proteinas Gai y
Gas en el estriatum de rata (Dwivedi et al., 2002; Gupta and Mishra, 1992; Shin et al., 1995).
Otro efecto de antagonistas de receptores D2 dopaminérgicos, entre los que se encuentra el
haloperidol, es el aumento de la actividad adenilato ciclasa estimulada por FK, aumentando
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también los niveles de AMPc. En este caso, este efecto parece estar mediado por proteinas
Gai y no por la estimulacion de la adenilato ciclasa por Gas (Hall and Strange, 1997).

7. Adipogénesis

El tejido adiposo blanco se compone principalmente de adipocitos y constituye la mayor
reserva energética en eucariotas superiores. Los adipocitos almacenan energia en forma de
triglicéridos cuando el aporte nutricional excede el gasto de energia y liberan acidos grasos en
periodos de déficit energético (Fajas et al., 1998; Gregoire et al., 1998). Alteraciones de este
equilibrio derivan en aumentos y reducciones del tejido adiposo, como ocurre en obesidad y
lipodistrofias, respectivamente. El estilo de vida sedentario de los ultimos tiempos y la difusion
de dietas ricas en grasas han contribuido a un aumento significativo en la incidencia de la
obesidad. De hecho, se calcula que entre el 25-30% de la poblacién de paises industrializados
se encuentra aquejada por esta enfermedad (Bjorntorp, 1997; Rosenbaum et al., 1997) y en
Estados Unidos se estima que un 65% de la poblacion sufre sobrepeso, mientras que un 30%
son obesos (Mokdad et al., 2001). El tejido adiposo, ademas de regular el flujo energético,
altera los niveles de lipidos en plasma y las tasas de captacion de glucosa (Otto and Lane,
2005). Por ello, la obesidad supone un factor de riesgo para el desarrollo de patologias como
insulinorresistencia, diabetes mellitus no insulino dependiente, hipertension y arteriosclerosis
(Fajas et al., 1998; Gregoire et al., 1998).

Los adipocitos o células grasas proceden de células embrionarias con capacidad para
diferenciarse hacia células de origen mesodérmico como adipocitos y miocitos (Fig 6)
(Spiegelman et al., 1993). En la mayoria de las especies, los adipocitos del tejido adiposo
blanco se forman en la vida embrionaria, pero su expansion ocurre inmediatamente después
del nacimiento como resultado de un aumento del volumen celular (hipertrofia) (Fig 6) y el
numero de adipocitos (hiperplasia) (Gregoire et al., 1998). Esta hipertrofia e hiperplasia también
ocurre en situaciones de obesidad severa en adultos (Belmonte et al., 2001), en las que los
nuevos adipocitos formados en la etapa adulta proceden de la diferenciacién de los
preadipocitos existentes en el tejido adiposo (Hauner et al., 1989). Esta capacidad de
formacién de nuevos adipocitos, aun siendo mas intensa en las primeras etapas, se mantiene
durante toda la vida del individuo (Gregoire et al., 1998). A este respecto, la caracterizacién de
los procesos moleculares que regulan esta diferenciacion ha sido motivo de numerosas
investigaciones durante los ultimos 20 afios.

Para el estudio de este proceso se cuenta con modelos celulares de lineas
inmortalizadas de preadipocitos de raton (Fajas et al., 1998). Las mas utilizadas son las células
3T3-L1 y 3T3-F442A, ambas aisladas a partir de fibroblastos Swiss 3T3 procedentes de
embriones de raton de 17-19 dias (Green and Kehinde, 1975; Green and Meuth, 1974).
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Figura 6. Representacion esquematica de la formacion de los adipocitos y de los procesos de hipertrofia
e hiperplasia. Imagenes tomadas de www.gcarlson.com.

7.1. Factores de transcripcion implicados en adipogénesis

Durante la diferenciacion gran cantidad de moléculas transmiten al nicleo sefiales
inhibitorias o inductoras procedentes del exterior celular. Aunque la mayoria de estas
moléculas no se ha identificado todavia, existen factores de transcripcion bien conocidos que
establecen las directrices del proceso. Son factores de la familia de los C/EBPs (CCAAT-
Enhancer Binding Protein) (C/EBPa, B y &) y el PPARy (Peroxisome Proliferator-Activated
Receptor y) los de mayor peso en dirigir la adipogénesis, aunque también se cuenta con la
participacion del SREBP-1c y el LXRa (Liver X Receptor a) (Gregoire et al., 1998) (Fig 8).

7.1.1. C/EBPs: Esta familia de proteinas tiene la habilidad de formar homo y heterodimeros
con otro miembro de la misma familia y unirse al DNA en la secuencia CCAAT contenida en las
regiones promotoras de multitud de genes (Otto and Lane, 2005). De todos los miembros de
esta familia de proteinas, sélo C/EBPaq, B, & y CHOP-10 (C/EBP HOmologous Protein) estan
implicadas en la adipogénesis. La expresion de genes en este proceso esta finamente regulada
por esta familia de proteinas, entre otras (Gregoire et al., 1998).

7.1.1.1. C/EBPp y 8&: Son reguladores tempranos de la diferenciacion de preadipocitos ya que
su expresion maxima se detecta durante las primeras 4 horas desde el inicio del proceso (Otto
and Lane, 2005; Tang and Lane, 1999). En fases méas avanzadas de la adipogénesis, los
niveles de C/EBPp disminuyen a la mitad y los de C/EBP& son practicamente indetectables
(Cao et al., 1991). Estas proteinas se han propuesto como factores de vital importancia en la
adipogénesis ya que la expresion ectopica de C/EBPJ puede estimular la diferenciacion en
ausencia de otros estimulos externos (Yeh et al., 1995b), e inducir la expresion de PPARy2 en
presencia de sus ligandos. También son capaces de estimular la diferenciacion de células NIH-
3T3 (fibroblastos no preadipocitos) a adipocitos (Wu et al., 1996; Wu et al., 1995). Ademas, la
expresion ectépica conjunta de C/EBPB y & en células 3T3-L1 induce la expresiéon de C/EBPa y
activa el programa adipogénico sin necesidad de estimulacion hormonal (Farmer, 2006).

Tanto el AMPc (Gonzalez and Montminy, 1989) como la insulina (Klemm et al., 1998)
provocan la fosforilacion de CREB (CRE Binding Protein), que se une a los elementos de
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respuesta a AMPc (cCAMP Response Elements, CRE) del promotor de C/EBPJ en los primeros
minutos de la diferenciacion de células 3T3-L1. Por su parte, la activacion transcripcional de
C/EBPS se ve facilitada por la presencia de glucocorticoides y por el propio C/EBPB (Cao et al.,
1991) (Fig 7).

A pesar de que su expresion alcanza los maximos niveles en estadios tempranos del
programa, estos factores no adquieren la capacidad de unirse al DNA hasta las 16-18 horas de
haber comenzado el proceso, coincidiendo con la entrada en la fase de expansion clonal (Tang
et al., 2005). A tal efecto, existen varias quinasas que regulan la actividad de C/EBPJ mediante
fosforilaciones secuenciales. La primera, en la Thr188 por accion de una MAPK, ocurre en las
primeras 4 horas de diferenciacion y es necesaria para que tenga lugar la expansion clonal,
para la unién de C/EBPB al DNA y para que se produzca la diferenciacion terminal. Esta
primera fosforilacion no es suficiente pero si necesaria para que C/EBP pueda unirse al DNA
(Piwien-Pilipuk et al., 2001; Tang et al., 2005). La segunda fosforilacion, en Thr179 y Ser184
por accién de GSK-3p ocurre después a las 12-16 horas de haber comenzado la diferenciacion.
Al igual que la fosforilacion en Thr188, la segunda fosforilacién es necesaria para que el
C/EBPp adquiera, finalmente, la capacidad de unién al DNA. Ademas, coincide con el momento
en que comienza la fase de expansién clonal y se activa la transcripciéon de C/EBPa y PPARy
(Tang et al., 2005).

El papel esencial de estos factores de transcripcion se deduce del estudio de la
adipogénesis en ratones KO (Belmonte et al., 2001). MEFs (Mouse Embryonic Fibroblast) de
ratones deficientes para C/EBPB son incapaces de consumar la expansion clonal y la
diferenciacion aun en presencia de estimulos adipogénicos. Esta situacion se revierte tras
inducir la expresion de C/EBPp en estas células (Tang et al., 2003). Parece pues, que C/EBPj
es imprescindible para que la adipogénesis tenga lugar y es especialmente importante para el
correcto desarrollo de la expansion clonal.

7.1.1.2. C/EBPa: Este factor es activado transcripcionalmente por C/EBPp y & a través del
elemento de respuesta a C/EBP de su promotor. Su expresion se mantiene a lo largo de todo el
proceso mediante autoactivacion (Timchenko et al., 1995). Niveles elevados de este factor
durante las primeras etapas de la diferenciacion impedirian la entrada de los preadipocitos en
la fase de expansién clonal (Tang and Lane, 1999), pero existen mecanismos de represion que
retrasan su expresion al momento adecuado del proceso, como la unién del factor nuclear CUP
(C/EBP Undifferentiated Protein) a elementos de su promotor que reprimen la transcripcion de
C/EBPaq, silenciando este gen hasta estadios mas avanzados en el programa de diferenciacion
(Jiang and Lane, 2000).

La expresion ectopica de este factor en células 3T3-L1 induce su diferenciaciéon a
adipocitos en ausencia de cualquier otro estimulo (Lin and Lane, 1994). Por otra parte, una
disminucion de su expresion por el uso de siRNA (small interference RNA, RNA pequeio de
interferencia) provoca el bloqueo de la adipogénesis (Lin and Lane, 1992). También se sabe
que ratones KO para C/EBPa mueren prematuramente poco después del nacimiento debido a
su incapacidad para producir glucosa (Farmer, 2006), lo que muestra su implicaciéon en otros
procesos.

Durante la diferenciacién, C/EBPa estimula la transcripcion de genes como aP2
(Tontonoz et al., 1994a; Tontonoz et al.,, 1994b), GLUT-4 (Kaestner et al., 1990), PEPCK
(Phospho-Enol Pyruvate Carboxikinase) (Tontonoz et al., 1994b), leptina (Hwang et al., 1996) y
Rl (McKeon and Pham, 1991). Ademas, esta implicado en la terminacion de la fase de
expansion clonal (Tao and Umek, 2000) y en el mantenimiento del fenotipo de adipocitos
gracias a su autoactivacion (Christy et al., 1991). De manera general se puede afirmar que
C/EBPa es necesario y suficiente para inducir la adipogénesis.

33



Introduccion

7.1.1.3. CHOP-10: De entre los C/EBPs implicados en la adipogénesis, CHOP-10 es el Unico
que presenta un dominio de unién a DNA no funcional, sin alteracion de su capacidad para
formar heterodimeros (Otto and Lane, 2005). Actua como una isoforma negativa en el proceso
de adipogénesis, puesto que los dimeros que forma con otros C/EBPs son dominantes
negativos (Ron and Habener, 1992). De hecho, su expresion ectépica bloquea la diferenciacion
en células 3T3-L1 (Batchvarova et al., 1995). Se expresa en preadipocitos y en el momento
oportuno de la diferenciacion heterodimeriza con C/EBP impidiendo su union a DNA (Tang
and Lane, 2000), hasta que las células han entrado en la fase de expansion clonal.

7.1.2. PPARYy: Es un factor perteneciente a la superfamilia de receptores nucleares. El primer
PPAR que se descubrié, PPARa, se cloné como un receptor activado por clofibrato, farmaco
con efecto hipolipemiante que inducia la proliferacion de los peroxisomas en roedores
(Issemann and Green, 1990). A pesar de recibir este nhombre, otros miembros de la familia de
los PPARs: PPARy y PPAR®S no inducen proliferacion de peroxisomas (Francis et al., 2003). De
manera general, tras su activacién a través de ligando y dimerizacién con otro de estos
receptores nucleares, los RXRs (Retinoic X Receptor) controlan la expresion de genes con
elementos de respuesta PPREs (PPAR Response Elements) en su promotor (Tontonoz et al.,
1995b).

Uno de estos PPARs, PPARYy, fue descrito por Tontonoz y colaboradores como el
factor clave para la adipogénesis (Tontonoz et al., 1994b; Tontonoz et al., 1994c). Esta proteina
se expresa como dos isoformas, PPARy1 y PPARy2, generadas por el uso alternativo del
promotor de un mismo gen, que da lugar a 4 mRNAs: los mRNAs pparg1, pparg3 y pparg4
codifican para la proteina PPARy1, mientras que el mRNA pparg2 codifica para la proteina
PPARy2 (Fajas et al., 1997; Tontonoz et al., 1994b). PPARy1 se expresa en casi todos los
tejidos, mientras PPARYy2 es la isoforma especifica de adipocitos (Otto and Lane, 2005). Su
expresion es suficiente para inducir el bloqueo de la proliferacién (Altiok et al., 1997) e iniciar la
adipogénesis y es esencial para el mantenimiento del fenotipo de adipocito completamente
diferenciado (Hu et al., 1995; Tontonoz et al., 1995b).

La actividad transcripcional de esta proteina se modula por la unién de ligandos,
modificaciones postranscripcionales o por interaccién con otros receptores nucleares y
cofactores. Los ligandos naturales de PPARY incluyen &cidos grasos y sus derivados, como la
prostaglandina 15-deoxi-delta 12, 14-prostaglandina J, (Kliewer et al., 1995). Las
tiazolidindionas, utilizadas como agentes antidiabéticos, son ligandos sintéticos de PPARYy y
como sus ligandos naturales, facilitan el proceso de adipogénesis (Lehmann et al., 1995). Esto
junto con el hecho de que ratones deficientes para PPARy2 sean resistentes a la insulina
sugiere la implicacion de este factor en la sensibilidad a dicha hormona y el metabolismo de la
glucosa (Farmer, 2006).

Su actividad también puede ser modulada posttranscripcionalmente mediante la
fosforilaciéon por MAPKs que conduce a su inactivacion (Hu et al., 1996) o bien por su
capacidad de unién al DNA, que viene determinada por la presencia de RXR (Fajas et al.,
1998).

PPARYy controla la expresion de varios genes necesarios en la fisiologia del adipocito,
como aP2/FABP4 (Fatty Acid Binding Protein 4) (Tontonoz et al., 1994a; Tontonoz et al.,
1994b), LPL (Lipoproteina lipasa) (Schoonjans et al., 1995), acetil coenzima A sintasa
(Schoonjans et al., 1995), sintasa de &cidos grasos (FAS; Fatty Acid Synthase) (Tontonoz et
al., 1995b) y PEPCK (Tontonoz et al., 1994b). Todas ellas implicadas en la coordinacién de la
captacion y almacenamiento de &cidos grasos.

7.1.3. SREBP-1c: El SREBP-1c/ADD1 se identificd como el factor 1 para la determinacién y
diferenciacion de adipocitos (Adipocyte Determination and Differentiation-dependent factor 1)
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en ratas (Tontonoz et al., 1993) y como SREBP-1c en humanos (Yokoyama et al., 1993) de
manera independiente. Ambas proteinas fueron caracterizadas como factores de transcripcion
implicados, respectivamente, en la diferenciacion a adipocitos (Tontonoz et al., 1993) y en el
control de la transcripcion génica por colesterol (Otto and Lane, 2005). La insulina activa la
produccion de mRNA de SREBP-1c, cuyos niveles aumentan en las primeras 24 horas de
diferenciacion (Kim and Spiegelman, 1996). Es el responsable de activar la transcripcion de
genes implicados en el metabolismo del colesterol y en la captacién y sintesis de acidos grasos
y triglicéridos (Kim and Spiegelman, 1996). Algunos de estos genes son la LPL (Kim and
Spiegelman, 1996), la acetil CoA carboxilasa (Lopez et al., 1996) y FAS (Bennett et al., 1995).
También activa la transcripcion de PPARy (Kim et al., 1998) por interaccién directa con
elementos de respuesta en su promotor o por la produccion de sus ligandos naturales (Fajas et
al., 1999) mediante la activacion de las enzimas encargadas de generarlos (Fajas et al., 1998).

7.1.4. LXRa: Factor perteneciente a la superfamilia de receptores nucleares y regulador del
metabolismo del colesterol y los acidos grasos. La familia de los LXR se compone de LXRa y
LXRp (Seo et al., 2004). LXRa predomina en el tejido hepatico, adiposo, renal y en el bazo
mientras que la expresion de LXRP es ubicua (Lu et al., 2001). Los LXRs se activan por
oxisteroles derivados del metabolismo del colesterol (Janowski et al., 1996; Schultz et al., 2000)
y forman heterodimeros con el RXR. De esta forma se unen a elementos de respuesta
conocidos como LXRE (LXR Response Elements) (Willy and Mangelsdorf, 1997). Funcionan
como sensores de colesterol (Peet et al., 1998b) regulando la transcripciéon de genes
implicados en la absorcion, transporte y catabolismo del mismo (Lu et al., 2001; Peet et al.,
1998a). En adipogénesis, la expresion de LXRa aumenta significativamente a partir del dia 4 de
diferenciacion, mientras que la expresion de LXRp se detecta tanto en células en diferenciacion
como no diferenciadas (Juvet et al.,, 2003). Por tanto, es LXRa la isoforma implicada en
adipogénesis (Fig 7). El bloqueo de su expresiéon mediante el uso de siRNA inhibe la
adipogénesis y la expresion de PPARy y aP2 (Seo et al., 2004).

Tanto la insulina como aumentos en los niveles de AMPc provocan la activacion de
LXRa, que puede actuar directamente sobre las regiones promotoras de genes que codifican
para proteinas implicadas en adipogénesis, como es el caso de PPARy y genes implicados en
la lipogénesis (Narce and Poisson, 2004) o modulando la expresion de ADD1/SREBP-1c
(Steffensen and Gustafsson, 2004) (Fig 7). De hecho, su activacion a través del ligando
sintético T0901317 aumenta, preferentemente, la expresion de genes lipogénicos como
SREBP-1c (Repa et al., 2000), FAS, SCD (Steatoril CoA Desaturase) y acetil-CoA carboxilasa
(Li and Glass, 2004) y de genes adipogénicos, como PPARy y aP2 tanto in vivo como in vitro
(Narce and Poisson, 2004). Puesto que se ha descrito que tanto SREBP-1c, como PPARYy y
genes de la lipogénesis son diana de LXRa (Fig 7), puede considerarse que este factor
participa en la diferenciacién de adipocitos estimulando muchos y muy diversos procesos como
la lipogénesis, la expresion de genes especificos de adipocitos a través de PPARYy, y la
formacioén de gotas lipidicas, a través de SREBP-1c (Seo et al., 2004).

7.1.5. Interaccién entre distintos factores: Se propone que los dos primeros factores
activados en la adipogénesis por accién de la insulina, el AMPc y los glucocorticoides son
C/EBPB y & (Fig 7). Ambos controlan simultdneamente la expresion de PPARy y C/EBPa (Fig
7). Como alternativa, es posible que el C/EBPB induzca la expresion de C/EBPa y juntos
regulen la expresion de PPARy. Por otro lado, existen estudios que demuestran que la
expresion ectopica de C/EBPB y & induce la expresion de PPARy pero no de C/EBPa en
ausencia de ligandos de PPARy (Farmer, 2006). De hecho, C/EBPp es incapaz de inducir la
expresion de C/EBPa en MEFs deficientes de PPARYy (Zuo et al., 2006). En resumen, es la
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actividad conjunta de C/EBPJ y & la que facilita la expresion de PPARYy (Fig 7) y éste junto con
los dos C/EBPs anteriores, activa la expresion de C/EBPa (Farmer, 2006).

En ratones neonatos KO para C/EBPB y & existen deficiencias en la generacion de
tejido adiposo, aunque expresan PPARy y C/EBPa. Esto indica que C/EBPJ y & intervienen en
la adipogénesis en acontecimientos posteriores al aumento en la expresion de C/EBPa y
PPARYy. Tales eventos pueden incluir la produccién de ligandos de PPARy (Hamm et al., 2001).
Otro factor activado independientemente de los C/EBPs que también estaria actuando en este
sentido es SREBP-1c, ya que estimula la produccion de ligandos naturales de PPARYy (Fig 7)
(Kim et al., 1998).

Ademas de activar la produccion de ligandos de PPARy, C/EBPJ y C/EBPd son
capaces de activar su expresion (Wu et al., 1995). Una vez expresados, PPARy y C/EBPa se
activan mutuamente para mantener definitivamente el fenotipo de adipocito diferenciado (Shao
and Lazar, 1997) (Fig 7). MEFs de ratones KO para C/EBPa expresan niveles bajos de PPARy
y ven reducida su capacidad para diferenciarse a adipocitos (Wu et al., 1999). La expresion
ectépica de PPARy en estas células induce adipogénesis pero no las hace sensibles a la
insulina (Wu et al., 1999). Sin embargo, la sobreexpresion de C/EBPa en fibroblastos PPARYy (-
/-) es incapaz de estimular la adipogenésis (Rosen et al., 2002). Por ello, parece que PPARYy es
el regulador central del proceso, siendo C/EBPa el Unico capaz de activar genes implicados en
el desarrollo de la sensibilidad a insulina y en la induccion y mantenimiento de PPARYy.

En cuanto a la interaccién de LXRa con otros factores se sabe que no s6lo PPARy
estimula su expresion a través del PPRE localizado en su promotor (Chawla et al., 2001) sino
que ademas, el gen de PPARY se ha establecido como una nueva diana de LXRa (Fig 7) (Seo
et al., 2004) de manera que se establece un mecanismo de retroalimentacion positiva que
conserva la expresion de ambos para la ejecucion del programa de adipogénesis. De hecho,
parece que el aumento en la expresion de aP2 por LXRa ocurre a través de PPARYy, ya que
aP2 es diana de este ultimo factor (Seo et al.,, 2004). A este respecto, la activacién de la
diferenciacion por LXRa no ocurre en ausencia de PPARYy, por tanto ambos factores estarian
actuando a través de la misma via de sefalizacion con PPARy como efector final en el proceso
(Fig 7) (Seo et al., 2004). Como hemos visto antes, LXRa también aumenta la expresion de
SREBP-1c (Repa et al., 2000), que a su vez puede activar PPARYy por interaccion directa con
su promotor o mediante la produccién de sus ligandos naturales (Fajas et al., 1999).

-LIPOGENESIS

-Expresién de genes
especificos de adipocitos

Figura 7. Esquema de las interacciones entre los distintos factores de transcripcién implicados en la
adipogénesis y los estimulos encargados de inducir su expresion.
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7.2. Fases del proceso de diferenciacion

Durante la adipogénesis, la adquisicion del fenotipo de adipocitos ocurre en paralelo a
cambios cronoldgicos en la expresion de numerosos genes (Gregoire et al., 1998). Mediante el
empleo de la técnica de microarrays se estima que son unos 2.000 genes los que ven alterada
su expresioén a lo largo de todo el proceso (Guo and Liao, 2000). Estos genes se expresan de
manera secuencial en fases tempranas, intermedias y tardias de la diferenciacion (Gregoire et
al., 1998).

7.2.1. Parada del crecimiento celular o inhibicién por contacto: Este paso previo en el
programa de la adipogénesis ocurre cuando los preadipocitos alcanzan la confluencia.
Comunmente, la parada del crecimiento celular y la inhibicidon por contacto se asumen como
sinbnimos pero que la inhibicidn por contacto sea el prerrequisito para que ocurra la
diferenciacion ha sido motivo de discusion. Coller y colaboradores demostraron que los
cambios en la expresién génica provocados por la inhibicion por contacto eran muy diferentes a
los producidos por el bloqueo de la proliferacion (Coller et al., 2006). En este sentido, un
estudio reciente confirma que es el proceso de la inhibicién por contacto por si mismo y no la
detencién del crecimiento, el prerrequisito para que suceda la adipogénesis en células 3T3-L1
(Guo et al., 2009). Sin embargo, en otros modelos celulares este acontecimiento no parece ser
crucial para que ocurra la diferenciacion. De hecho, preadipocitos primarios de rata sembrados
a baja densidad son capaces de diferenciarse a adipocitos sin haber alcanzado la confluencia
(Gregoire et al., 1998).

Dos de los factores de transcripcion anteriormente descritos, C/EBPa y PPARYy, estan
implicados en el correcto desarrollo de esta etapa de la adipogénesis. Por un lado, el C/EBPa
aumenta los niveles del inhibidor de Cdks (Cyclin dependent kinases) p21 (Gregoire et al.,
1998) y PPARYy disminuye la unidon a DNA vy la actividad del factor de transcripcion E2F (Altiok
et al.,, 1997). Aunque ambos factores no ven aumentada su expresion hasta etapas mas
avanzadas del proceso, sus niveles de expresion en preadipocitos son suficientes para mediar
la parada del crecimiento celular que precede a la diferenciacion (Gregoire et al., 1998).

7.2.2. Expansion clonal: Después de la detencion del crecimiento celular, y ante estimulos
adecuados, los preadipocitos progresan hacia la siguiente etapa del proceso que consiste en
sufrir al menos dos rondas de mitosis. En esta etapa, conocida como expansion clonal, parece
que el DNA es mas accesible para la activacion transcripcional de genes necesaria para que
prosiga la diferenciacion. De hecho, el programa de expresién génica que conduce a la
diferenciacion terminal ocurre durante y al final de la expansién clonal (MacDougald and Lane,
1995). Aun esta por determinar si este proceso es critico para que las células puedan terminar
la adipogénesis. Por una lado, varios estudios apuntan que la inhibiciéon de la proliferacién
(Reichert and Eick, 1999; Yeh et al., 1995a) y de la sintesis de DNA (Kuri-Harcuch and Marsch-
Moreno, 1983) en células 3T3-L1 impide su diferenciacion a adipocitos. Sin embargo,
preadipocitos primarios procedentes de tejido adiposo humano no necesitan experimentar
estas rondas de mitosis para que prosiga la diferenciacion (Aouadi et al., 2007).

7.2.3. Cambios en la expresion de genes tempranos: La expresion de C/EBPB y & ocurre
a las pocas horas de haberse inducido la diferenciacién y sus niveles empiezan a disminuir en
los primeros dias de la adipogénesis (Cao et al., 1991; Tang and Lane, 1999) coincidiendo con
un aumento en la expresion de C/EBPa poco antes de que se expresen los genes especificos
de adipocitos (Gregoire et al., 1998; Mandrup and Lane, 1997).
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Otro factor de transcripcion inducido de manera temprana es el SREBP-1c. PPARYy, a
pesar de expresar sus maximos niveles en etapas mas tardias de la diferenciacion, es
facilmente detectable a partir del segundo dia del proceso (Gregoire et al., 1998).

Es en esta etapa de la diferenciacion donde ocurriria la interaccion entre los diversos
factores de transcripcion descrita anteriormente.

7.2.4. Diferenciaciéon terminal: Durante esta fase, la expresion y actividad de enzimas
implicadas en el metabolismo de triglicéridos aumenta entre 10 y 100 veces (Gregoire et al.,
1998). A su vez, la expresion de transportadores de glucosa y RI (Garcia de Herreros and
Birnbaum, 1989) aumenta durante las ultimas fases de la diferenciacion. Como resultado de
tales aumentos en la expresion de estos genes, en esta ultima etapa aumenta la tasa de
lipogénesis y la sensibilidad a la insulina de los nuevos adipocitos. Los niveles de PPARYy y
C/EBPa, que se mantienen elevados durante la diferenciaciéon terminal, son los responsables
de inducir la activacion de genes implicados en el metabolismo de acidos grasos, como SCD1
(Miller and Ntambi, 1996), PEPCK (Tontonoz et al., 1995a), aP2 (Tontonoz et al., 1994a;
Tontonoz et al., 1994b) y en el metabolismo energético, como GLUT4 (Kaestner et al., 1990) y
leptina (Hwang et al., 1996).

7.3. Vias de seializaciéon implicadas en adipogénesis

El hecho de que los estimulos adipogénicos activen de forma caracteristica distintas
vias de sefalizacion plantea su posible implicacion en el proceso. Tal es el caso de las vias de
Akt y de las MAPKs.

7.3.1. Via de PKB/Akt: La PKB/Akt es una serin/treonin quinasa activada por insulina que se
expresa como 3 isoformas distintas: PKBa (Akt1), PKBB (Akt2) y PKBy (Akt3) (Datta et al.,
1999). Puesto que la diferenciacion de preadipocitos 3T3-L1 es dependiente de insulina, se
postula que Akt interviene en la transduccion de su sefal a proteinas efectoras (Kato et al.,
2007; Xu and Liao, 2004). La inhibicion de PI3K, activador de Akt, con wortmanina (Tomiyama
et al.,, 1995) y el uso de siRNA para Akt1 (Xu and Liao, 2004) impiden la diferenciacion de las
células 3T3-L1 a adipocitos. En el mismo sentido, formas de Akt constitutivamente activas
provocan la diferenciacion espontanea a adipocitos en las células 3T3-L1 (Magun et al., 1996).
En MEFs deficientes para Akt1, incapaces de convertirse en adipocitos, la expresion ectdpica
de esta isoforma conduce a la acumulacion de gotas lipidas en estas células y a la expresién
de genes especificos como pparg y aP2. Curiosamente, la capacidad adipogénica de MEFs
deficientes para PKBB/Akt2 no difiere de la células normales (Peng et al., 2003). Todo esto
sugiere que PKBa/Akt1 es la isoforma con mayor implicacion en la diferenciacion de las células
a adipocitos (Baudry et al., 2006).

7.3.2. Via de ERK MAPK: El papel de estas proteinas ha sido motivo de investigacion en el
proceso de adipogénesis por su posible implicacién en la fase de expansion clonal ademas de
por el hecho de que un estimulo adipogénico como la insulina, active la sefializacién que
median (Bost et al.,, 2005a). La maxima actividad de esta quinasa se observa durante los
primeros minutos de diferenciacion (Huo et al., 2003), después decrece y vuelve a aumentar a
las 12 horas. Esta segunda activacion precede al momento en que los niveles de C/EBPa y
PPARYy alcanzan sus maximos niveles de expresion (Prusty et al., 2002).

Existen resultados contradictorios respecto al papel de ERK1/2 en adipogénesis. Por
una parte, Sale y colaboradores, mediante el uso de oligonucleétidos antisentido contra ERK1 y
ERK2, bloquearon la diferenciacén de células 3T3-L1 en respuesta a insulina (Sale et al.,
1995). Del mismo modo, inhibidores especificos de la via de ERK como U0126 y PD98059,
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redujeron significativamente la expresion de C/EBPa y PPARY sin afectar la de C/EBPp (Prusty
et al., 2002). Por el contrario, se sabe que ERK1/2 tiene la capacidad de inhibir la adipogénesis
mediante la fosforilacion de PPARYy inhibiendo su actividad (Camp and Tafuri, 1997; Hu et al.,
1996). Estas observaciones aparentemente contradictorias tienen cabida en el mismo proceso
si consideramos los cambios en la actividad de ERK en el tiempo. Su activacion es tan
necesaria en las primeras horas de la adipogénesis como su inactivacion en el momento en
que es imprescindible una actividad mantenida de PPARy para conservar el fenotipo de
adipocito maduro. Segun este modelo, estimulos como la insulina, activarian la via de ERK
durante las primeras etapas y, en consecuencia, la expansion clonal. De hecho, la inhibicién de
ERK durante esta fase bloquea eficazmente la adipogénesis (Tang et al., 2003).

Experimentos con inhibidores u oligonucleé6tidos antisentido no permiten discriminar
entre los efectos de ERK1 o ERK2. Esto se hace posible en modelos celulares deficientes para
cada una de las isoformas. En células deficientes de ERK1 no se afecta la proliferacion,
mientras que la inhibicion de ERK2 en estas células si bloqued este proceso aunque no agravo
los efectos de la ausencia de ERK1 en la adipogénesis. Por tanto, parece que es ERK1 la
isoforma implicada en adipogénesis y ERK2 la necesaria para la proliferacién celular (Bost et
al., 2005b).

Teniendo en cuenta los resultados de estudios in vitro sobre el papel de ERK en
adipogénesis, en ratones KO para estas proteinas cabe esperar alteraciones en el proceso de
diferenciacion. Mientras que los embriones de ratones KO para ERK2 son letales (Saba-El-Leil
et al., 2003), los ratones ERK1(-/-) son viables y fértiles (Pages et al., 1999). Estos animales
presentan adiposidad reducida y estan protegidos frente a la resistencia a insulina y a la
obesidad inducida por una dieta rica en grasa (Aouadi et al., 2006a; Bost et al., 2005b).
Ademas, la inhibicién de la via de ERK1/2 en células ERK1(-/-) no produce cambios en la
adipogénesis, sugiriendo que ERK2 no participa en la diferenciaciéon a adipocito (Bost et al.,
2005b).

Se ha propuesto que el mecanismo molecular por el que ERK activa la adipogénesis y
la expresion de C/EBPa es la fosforilacién y activacion de C/EBPB que le capacita para la
activacion transcripcional de sus genes diana (Hu et al., 2001; Trautwein et al., 1993). A este
respecto, esta funcion ha sido atribuida tipicamente a ERK1, aunque en algunos trabajos
parece ser ERK2 la responsable de la fosforilacion de C/EBP (Hanlon et al., 2001).

7.3.3. Via de p38 MAPK: La insulina estimula la actividad de esta quinasa en adipocitos
(Sweeney et al., 1999) y, aunque existen contradicciones al respecto, parece ser necesaria en
la adipogénesis. p38 regula la actividad de factores de transcripcion implicados en
adipogénesis como CHOP y C/EBPS, bien a través de otras quinasas o mediante fosforilacion
directa (Zarubin and Han, 2005). Se sabe que su activacién provoca la diferenciacion
espontanea de preadipocitos (Engelman et al., 1999) y el uso de inhibidores selectivos de su
actividad, como el SB203580, durante las fases mas tempranas del proceso de diferenciacion
es suficiente para impedir la conversion de células 3T3-L1 a adipocitos (Engelman et al., 1998).
Engelman y colaboradores atribuyen esta inhibicién a la disminucion en la fosforilacion de
C/EBPB. Ademas, demostraron que la sobreexpresion de una forma constitutivamente activa
de MKKG6 (quinasa que fosforila p38) es suficiente para inducir la diferenciacién de células 3T3-
L1 a adipocitos. Sin embargo, exposiciones prolongadas a esta construccién provocan la
muerte de los adipocitos, demostrando que, igual que ERK, p38 puede tener diferentes efectos
dependiendo del estadio de diferenciacion en que se active (Engelman et al., 1999). En esta
misma linea, su activaciéon mediante BMP2 (Bone Morphogenic Protein-2) determina que las
células mesenquimales pluripotentes C3H10T1/2 se diferencien hacia el linaje de células
grasas. El uso de inhibidores de p38 en estas células, aun en presencia de BMP-2, reduce la
formacién de adipocitos asi como la actividad de PPARy (Hata et al., 2003).
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A p38 MAPK también se le han atribuido papeles negativos en la diferenciacion. Tal es
el caso de su implicacién en la fosforilacidon y activacion de CHOP, regulador negativo de la
actividad de otros factores C/EBPs, que inhibe la adipogénesis (Batchvarova et al., 1995).
Ademas, ejerce una actividad represora mediante la fosforilacién de NFATc4 (Nuclear Factor of
Activated T-cells, cytoplasmic, Calcineurin-dependent 4), que inhibe la diferenciacién a
adipocitos de células NIH3T3 (Yang et al., 2002b). Por otra parte, tanto con el uso de
inhibidores de p38 (PD169316) como en células p38 (-/-) se observa un aumento de la
diferenciacion, que va acompafnado de un aumento en la expresién de marcadores especificos
de adipocitos y de factores de transcripcion como C/EBPa y PPARy. Este efecto ha sido
atribuido al aumento de los niveles de C/EBPJ fosforilado (Aouadi et al., 2006b). Curiosamente,
en trabajos posteriores, este mismo grupo observa un papel negativo del PD169316 sobre la
adipogénesis en preadipocitos humanos de tejido adiposo subcutaneo y visceral. En este caso,
el inhibidor produjo un descenso en los niveles de fosforilacion de C/EBPJ y en la expresion de
PPARy (Aouadi et al., 2007). Segun los autores, una posible explicacion es que tanto en
preadipocitos humanos, como en preadipocitos 3T3-L1, C/EBPp sea fosforilado directamente
por p38; y el hecho de que en preadipocitos de raton la inhibicion de p38 aumente la
fosforilacién de C/EBPJ sugiere la implicacién de otras quinasas responsables de dicho efecto
(Aouadi et al., 2007).

7.3.4. Via de JNK MAPK: Existen tres isoformas conocidas de JNK: JNK1, 2 y 3. A pesar de
que todas ellas son ubicuas, JNK3 se expresa preferentemente en cerebro. A estas quinasas
se les han atribuido papeles negativos en la regulacion de la adipogénesis. De hecho la
activacion de JNK fosforila PPARYy impidiendo su activacion (Camp et al., 1999). El fenotipo de
ratones KO para JNK permite desvelar parte de su papel en el proceso de diferenciacion que
parece no ser tan negativo como se deduce de estudios en lineas celulares (Camp et al.,
1999). De hecho ratones JNK1 (-/-) presentan una adiposidad reducida y son resistentes a la
obesidad inducida por una dieta rica en grasa, asi como una mayor sensibilidad a la insulina
atribuida a la reduccion de la fosforilacion de IRS-1 en Ser307, que conduce a su inactivacion
(Hirosumi et al., 2002; Zick, 2001). Sin embargo, ratones KO para JNK2 (-/-) desarrollan
obesidad ante una dieta rica en grasa (Aouadi et al., 2006a). De estas observaciones se
desprende la idea de que ambas isoformas desempenan papeles distintos en adipogénesis.

7.4. El receptor de insulina en preadipocitos y adipogénesis

Yang y colaboradores encontraron una relacion entre la resistencia a la insulina y una
alteracién en la adipogénesis. En el tejido adiposo de individuos resistentes a la insulina
observaron una reduccion en la expresion de genes expresados durante la diferenciacion
terminal, como adiponectina y aP2 (Yang et al., 2004).

En preadipocitos, el Rl se localiza tanto en caveolas como en regiones vecinas de
membrana en ausencia del estimulo; pero parece que, en presencia de insulina, pasa a
localizarse en caveolas de manera preferente (Huo et al., 2003). En estas células, el papel de
la caveolina-1 en la activacion del Rl no esté bien establecido. Se sabe que ratones KO para la
caveolina sufren alteraciones en el proceso de adipogénesis, pero sdélo en la etapa adulta (Huo
et al., 2003). Se desconoce, por tanto, si la caveolina juega un papel vital en la activacion de
algunas proteinas de la via o, simplemente, algunas de estas proteinas deben localizarse en
los “lipid rafts” para que la sefalizacion se produzca normalmente (Hong et al., 2004). Por otra
parte, preadipocitos 3T3-L1 sin caveolina-1 ni caveolas pero si con “lipid rafts” son capaces de
diferenciarse a adipocitos ante estimulacion hormonal. Ademas, la actividad de PKB/Akt y
ERK1/2 se ve afectada tanto en preadipocitos normales como carentes de caveolina-1 (Hong et
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al., 2004). Por tanto, es la presencia de “lipid rafts”, y no de caveolas, en la membrana de estas
células el requisito imprescindible para una correcta sefializacion por insulina.

Existen datos de la alteracion en la funcionalidad de esta via durante la adipogénesis
ante una disminucién de los niveles de colesterol en membrana. El uso de agentes
secuestrantes como las CDs, provoca una desestructuracién de los “lipid rafts”/caveolas, inhibe
la sefalizacién a través del receptor IGF-1 sin afectar su activacion y bloquea la diferenciacién
de células 3T3-L1 a adipocitos (Huo et al., 2003). En cuanto a la alteracién de las vias de
transduccion de sefales, la extraccion del colesterol de membrana con el uso de BMCD inhibe
la sefalizacion a través de ERK1/2 y PKB/Akt en células 3T3-L1 aun indiferenciadas y su
diferenciacion a adipocitos por bloqueo de la fase de expansion clonal (Huo et al., 2003).

7.5. Inhibicién de la biosintesis de colesterol y adipogénesis

La mayoria de trabajos dirigidos al estudio de los efectos de la inhibicion de la sintesis
de colesterol sobre el proceso de adipogénesis se han realizado con estatinas. La exposicién a
atorvastatina de preadipocitos en diferenciacion reduce dramaticamente la acumulaciéon de
lipidos, la expresion de CEBPp, inhibe la actividad de Akt y disminuye en gran medida la
captacion de glucosa en respuesta a insulina en adipocitos ya completamente diferenciados
(Mauser et al.,, 2007). Estudios en células estromales de médula 6sea muestran que la
simvastatina induce su diferenciacion hacia osteoblastos e inhibe la diferenciacion a adipocitos
aun ante la estimulacion de la adipogénesis (Song et al., 2003). Por otra parte, existen estudios
en los que los efectos de las estatinas inducen la formaciéon de adipocitos mas sensibles a
insulina y leptina por activacién de SREBP-1c (Erol, 2005) y aumentan la expresién de LPL en
células 3T3-L1 (Bey et al.,, 2002). El uso de inhibidores de pasos tempranos de la
colesterogénesis puede complicar la atribucidon de los efectos que provocan solamente a la
ausencia de colesterol, ya que, a ello se suma la ausencia de muchos otros intermediarios
necesarios para diversos procesos. En uno de sus trabajos, Nishio y colaboradores
concluyeron que la inhibiciéon de la diferenciacion de células 3T3-L1 por estatinas se debe mas
a un déficit de isoprenoides derivados del mevalonato, que a la ausencia de colesterol (Nishio
et al.,, 1996). Sin embargo, estudios mas recientes apuntan que las estatinas inhiben la
diferenciacion a adipocitos por inhibicion de la expresién de PPARYy (Li et al., 2003; Nakata et
al., 2006; Nicholson et al., 2007). De hecho, la administracién de estatinas en estadios finales
de la adipogénesis también inhibe la diferenciacién a adipocitos de las células 3T3-L1, por
tanto, el colesterol no soélo seria imprescindible para la induccion, sino también para el
mantenimiento y culminacién del proceso (Tomiyama et al., 1999).

8. El ciclo celular

La progresion del ciclo celular esta rigurosamente controlada por complejos formados
por dos tipos de proteinas: las Cdks, que constituyen la unidad catalitica del complejo, y las
ciclinas (Fig 8), determinantes de la actividad de las anteriores y cuya expresion esta sujeta a
una fuerte regulacion (Grana and Reddy, 1995; Trembley et al., 1994). La activacién del
complejo caracteristico de cada fase del ciclo celular determina el paso a través de ella (Fig 8)
(Cheung et al., 1999; Pines, 1995).

El transcurso de G2 a mitosis esta regulado por la Cdk1 (p34 o Cdc2) (lto, 2000; Lew
and Kornbluth, 1996), cuya activacion catalitica depende de la presencia de suficiente ciclina
B1 (Pines and Hunter, 1990; Solomon et al., 1990). La expresion de la ciclina B1 comienza a
aumentar durante la fase de sintesis de DNA (fase S) y alcanza los niveles maximos de
expresion en G2/M; estos niveles descienden hasta desaparecer en el paso de metafase a
anafase durante la mitosis (Fig 8) (Bai et al., 1994; Piaggio et al., 1995). La correcta expresion
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de ciclina B1 en G2 es critica para determinar la entrada en mitosis, asi alteraciones de la
misma conducen a una desregulacion del ciclo celular y un crecimiento descontrolado de la
célula (Buckley et al., 1993; Gong et al., 1994; Ito, 2000).

Cdk1
Ciclina D
Ciclina A Cdk4,5
Cdk2

Ciclina E
Cdk2

Figura 8. Esquema del ciclo celular en el que se indican las distintas fases del mismo, asi como los
complejos Cdk-Ciclina encargados de dirigir el paso de unas a otras. M, mitosis; G1, Gap1; S, sintesis;
G2, Gap2; Cdk, cyclin dependent kinases, quinasa dependiente de ciclinas. Tomado de www-rcf.usc.edu.

8.1. Importancia del colesterol en el ciclo celular

El colesterol es necesario tanto para el crecimiento como para la proliferaciéon celular
(Brown and Goldstein, 1974Chen, 1975 #51), pero si su importancia en estos procesos se debe
al requerimiento para formar membranas celulares o a que ejerce un posible papel regulador
esta aun por determinar.

En situaciones en las que disminuyen los niveles de colesterol en la célula, se altera el
ciclo celular. La lovastatina utilizada a concentraciones relativamente bajas, que no
menoscaban la prenilacién de proteinas, bloquea principalmente el ciclo celular en G2/M.
Ademas, este efecto es revertido afadiendo colesterol al medio. A concentraciones mas
elevadas, que inhiben la prenilacion de proteinas, las células se acumulan en G1, efecto que es
revertido por mevalonato, (Martinez-Botas et al., 2001). Otros inhibidores distales de la
colesterogénesis que bloquean la ruta después de que se generen los isoprenoides (acido
zaragozico A, SKF 104976, SR 31747, BM 15766, y AY 9944) bloquean, igualmente, el ciclo
celular en G2/M (Fernandez et al., 2005). Estos resultados demuestran que el bloqueo del ciclo
celular en el paso entre G2 y mitosis se debe a la inhibicion de la sintesis de colesterol y no a la
ausencia de grupos prenilos. Uno de estos inhibidores distales, el SKF 104976 (inhibidor de la
lanosterol 14a-desmetilasa), ademas de producir un bloqueo del ciclo celular en G2/M, provoca
un descenso en la actividad de de la Cdk1, cuya actividad esta regulada por la ciclina B1
(Martinez-Botas et al., 1999; Suarez et al., 2005). Puesto que el colesterol evita y revierte los
efectos del SKF 104976, la parada en G2 se debe a un descenso en los niveles de colesterol,
molécula que debe jugar algun papel como regulador del ciclo celular. Ademas, se propone que
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el mecanismo por el cual el colesterol ejerce esta regulacion sobre la actividad de la Cdk1 esta
relacionado con cambios en los niveles de proteina de la ciclina B1, ya que en presencia de
SKF 104976, el colesterol es capaz de aumentar los niveles de esta proteina (Suarez et al.,
2002).

Estos efectos del colesterol sobre la progresién del ciclo celular y sobre la expresion de
la cilcina B1 son especificos. Asi, salvo el desmosterol y el 7-deshidrocolesterol, ningun otro
intermediario de la biosintesis de colesterol ni otros analogos del colesterol son capaces de
sustituir al colesterol a este respecto (Fernandez et al., 2005; Suarez et al., 2005). Los
fitosteroles, que son los analogos del colesterol en plantas, tampoco permiten la progresién del
ciclo celular en células de mamiferos tratadas con SKF 104976 (Suarez et al., 2002). Estos
compuestos, sin embargo, son capaces de incorporarse a las membranas celulares de
organismos eucariotas sin alterar sus propiedades (Suarez et al., 2002; Xu et al., 2001). Por
tanto, la parada en G2 por deficiencia de colesterol parece deberse a algun tipo de respuesta
de tipo regulador mas que a la imposibilidad de formar nuevas membranas. Hay que sefalar
que los fitosteroles y otros analogos del colesterol son capaces de reprimir el procesamiento de
los SREBPs y, con ello, la actividad transcripcional dependiente de elementos SRE, de forma
similar a como lo hace el colesterol (Suarez et al., 2002; Suarez et al., 2005). Todo ello sugiere
que las acciones del colesterol en el ciclo celular y en la regulacién de los SREBPs se ejercen
a través de distintos mecanismos. Abundando en las diferencias entre el colesterol y sus
analogos, en nuestro laboratorio se demostré que el ergosterol (Suarez et al., 2002) y otros
fitosteroles (Ledo Trujillo, 2005) son incapaces de estimular la expresion de la cilclina B1 y la
actividad de la Cdk1 en células tratadas con SKF 104976, a diferencia del colesterol. Por lo
tanto, esta accion sobre el complejo Cdk1-ciclina B1, que gobierna la transicion de G2 a
mitosis, debe contribuir a explicar los efectos de la deficiencia de colesterol sobre la progresion
del ciclo celular comentados.

8.2. Promotor de la ciclina B1 (pCyc-B1): Regulacion y elementos de respuesta
implicados

Algunos genes de proteinas reguladoras del ciclo presentan expresién basal o inducible
dependiendo del periodo del ciclo en que se encuentre la célula (Trembley et al., 2000). Tal es
el caso de la ciclina B1, en cuyo promotor se han encontrado secuencias que confieren a este
gen la capacidad de variar su expresion en distintas fases del ciclo (Farina et al., 1996; Farina
et al., 1999; Hwang et al., 1995; Katula et al., 1997).

Los mecanismos moleculares necesarios para la activacién del promotor de la ciclina
B1 en G2/M son complejos y son muchos los factores de transcripcion que regulan su
expresion. En esta region, se han identificado elementos E-box (CACGTG) importantes para la
expresion constitutiva de la ciclina B1 y CCAAT-box necesarios para su activacion en ciclo
(Cogswell et al., 1995,lto, 2000 #38) (Fig 9). Sin embargo, parece que ninguno de ellos es
capaz de inducirla por si solo, sino que son multiples elementos y factores de transcripcion los
que colaboran para conseguir el efecto (Ito, 2000).

Varios factores de transcripcion implicados en la regulacién de la actividad del promotor
de la ciclina B1 como AP-2 (Activating enhancer binding Protein 2), Sp1 (Specific protein 1),
CBF/NF-Y (CCAAT Binding Factor) y USF (Upstream Stimulatory Factor), intervienen, ademas,
en la activacién de genes del metabolismo lipidico, lo que sugiere la posibilidad de que estos
factores estén sujetos a una regulacion mediada por esteroles (Yang et al., 2002c).

En regiones del pCycB1 cercanas al inicio de la transcripcion, se localizan secuencias
consenso que funcionan como sitios de respuesta para multiples factores de transcripcion (Fig
9): Existe un elemento de respuesta para NF-Y, uno para AP-2, dos para Sp1, y cuatro
regiones E-box; de las cuales, dos son regiones consenso para la union del factor MyoD, otra
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es semejante a la secuencia consenso de union a los factores E12/E47 y la ultima es una
secuencia consenso para la unién del factor USF (Fig 9) (Cogswell et al., 1995; Faisst and
Meyer, 1992). Ademas, la busqueda de otros posibles sitios de union a factores de
transcripcion en el pCycB1 mediante el TESS (Transcription Element Search System) revela la
existencia de secuencias SRE/E-box y de secuencias que, con elevada probabilidad, pueden
actuar como elementos de respuesta para USF (Fig 9).

iyo D Myo D
277 TAACCTTTCCAGGTGGGCGGCGCACTEGGCTTCACTGCTCTCCAGGTGGCC

E12/E47 sP1e USF AP.-2
-27 GCTGCAGCTGCCCGAGAGCGCAGGCGCAGAGGCAGACCACGTGAGAGCCT
Pesible SRE
AP-2 SP1
177 GGCCAGGCCTTCCGGCCTAGCCTCACTEGTGGCCCCGCCCCTCTCGAACGT

CCAAT
-12¢ CTTCGCGCGATCGCCCTGGAAACGCATTCTCTGCGACCGGCAGCCGCCAAT

Posible USF CCAAT CDE
-9 GGGAAGGGAGTGAGTGCCACGAACAGGCCAATAACGAGGGAGCAGTGCGEG
NF-Y
THA +1

28 GGTTTAAATCTGAGGCTAGGCTGGCTCTTCTCGGCGTGCTGCOGGCOGAA
Inicio de la transeripcian

23 CGGCTGTTGRTTTCTEGCTGGGTGTAGGTCC

Figura 9. Parte de la region promotora del gen de la ciclina B1 humana donde aparecen los sitios de
respuesta y factores de transcripcion capaces de regular su expresion. Se muestran elementos de
respuesta descritos en la literatura (en color verde) y candidatos a participar en el control de la expresién
de la ciclina B1 (en color morado).

8.2.1. AP-2: Este factor es necesario en las fases tempranas del desarrollo embrionario
(Auman et al., 2002) y esta implicado en procesos de proliferacion (Li et al., 2006) y
diferenciacion (Nottoli et al., 1998). Su interaccion con el supresor de tumores p53 provoca una
parada en las fases G1 del ciclo celular y aumenta la expresion del inhibidor de Cdks p21,
contribuyendo a dicha parada (Li et al., 2006).

El promotor de la ciclina B1 contiene un sitio de unién a AP-2/Sp1 (Fig 9) importante en
la regulacién de su actividad tanto constitutiva como regulada por ciclo (Cogswell et al., 1995;
Piaggio et al., 1995). La activacion de su expresion mediante este elemento de respuesta esta
sujeta a distintos mecanismos de regulacion. Los ésteres de forbol y concentraciones elevadas
de AMPc inducen su actividad, aunque no su expresion (Ries et al., 1998). No se conoce si AP-
2 puede ser activado por esteroles, aunque si interacciona con otros factores como Sp1 en la
regulacion de la expresion de genes implicados en la homeostasis lipidica, como el que codifica
para la lipasa acida lisosomal (Ries et al., 1998).

8.2.2. NF-Y: El factor de transcripcion CBF/NF-Y es necesario para la progresion del ciclo
celular a través de G2/M. Este factor regula la actividad de determinados promotores humanos,
como es el caso de la ciclina B1, a través de su union a CCAAT-box (Fig 9) (Hu et al., 2006;
Manni et al., 2001). La unién de este factor de transcripcion a dos elementos de respuesta
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CCAAT-box presentes en el promotor de la ciclina B1 (Fig 9) regula los cambios de expresion
de esta proteina durante el ciclo celular (Katula et al., 1997). Esta union es especialmente
importante en la fase S, y es esencial para la activacién de la ciclina B1 a través de complejos
Cdk-ciclina. A este respecto, la actividad de NF-Y puede modularse mediante fosforilacién por
la actividad quinasa de los complejos Cdk-ciclina que actuan a través de otras proteinas.
(Katula et al., 1997). Se propone que tales proteinas pueden ser factores de uniéon a elementos
como el CDE (Cell cycle-Dependent Element) y CHR (Cell cycle Homology Region), todavia no
identificados en el promotor de la ciclina B1 (Hu et al., 2006). Estos elementos CDE se han
implicado en la regulacién de la expresion de algunos genes en la fase S, e incluso se les ha
atribuido un papel represor sobre el promotor de la ciclina B1 (Katula et al., 1997). A pesar de
esto, no parecen ser necesarios para la correcta expresion de la ciclina B1 en el ciclo celular, ni
en la induccion de la fase de sintesis (Katula et al., 1997)

8.2.3. Sp1: Es un factor implicado en la transcripcion de muchos genes en respuesta a
esteroles, como resultado de la interaccién con otros factores. En el caso del receptor de LDL,
los SREs presentes en su promotor no son capaces de activar la transcripcion por si solos
cuando los niveles de esteroles en la célula son bajos (Sanchez et al., 1995; Yieh et al., 1995),
sino que se requiere la presencia de dos sitios de unidon a Sp1 para la correcta regulacién de la
transcripcion por esteroles (Sudhof et al., 1987; Yieh et al., 1995). Existen genes, como el de la
sintasa de acidos grasos, para los que esta interaccién aun no es suficiente. En este caso se
hace necesaria la presencia de un elemento de respuesta a NF-Y, otro para Sp1 y dos
elementos SRE en tandem para que se active la transcripcion génica en respuesta a colesterol
(Xiong et al., 2000).

En el caso del promotor de la ciclina B1 se han observado interacciones de Sp1 con

NF-Y (Wright et al., 1994), pero parecen no ser necesarias para su activacion en la fase S
(Katula et al., 1997). En cambio, este factor si estd implicado en la represion de la ciclina B1
por p73 y lo hace de manera independiente de NF-Y (Innocente and Lee, 2005).

8.2.4. USF: Factor de transcripcion ubicuo implicado en la transcripcion de muchos genes
mediante su unidon como heterodimero a un elemento E-box (Cheung et al., 1999; Luo and
Sawadogo, 1996). Entre los genes regulados por USF se encuentra el de la ciclina B1 (Cheung
et al., 1999; Cogswell et al., 1995). También es capaz de activar la transcripcion de genes a
través de su union a elementos CCAAT-box, pero no durante la fase S (Katula et al., 1997).
Durante la fase de G2 su unioén a un elemento E-box se encuentra aumentada (Cogswell et al.,
1995; Hwang et al., 1995). Sin embargo, en esta fase del ciclo, su unién a dicha secuencia
puede considerarse accesoria para la regulacion de la expresion de la ciclina B1, ya que
regiones del promotor carentes de este E-box mantienen la capacidad de aumentar la
expresion de ciclina B1 por accion del USF (Hwang et al., 1995).

El USF es uno de los factores mas importantes para el control de la transicién entre las
fases de S y G2/M pero se le atribuyen funciones contrarias dependiendo del tipo celular. En
células Hela, por ejemplo, delecciones de su elemento de respuesta resultan en una
disminucion del 40% en la actividad del promotor de la ciclina B1 (Cogswell et al., 1995). En
contradiccion con ello, en células FRTL-5, la sobreexpresion de USF provoca un descenso en
los niveles de mensajero de ciclina B1, conduciendo a un retraso en el paso a través de G2/M
en ciclo celular acompafado de un descenso en la expresién de Cdk1 (Jung et al., 2007). Estas
observaciones contradictorias podrian explicarse teniendo en cuenta la participacién de otros
elementos de respuesta en el control de la transicion entre G2 y mitosis, ya que, al deleccionar
también la secuencia consenso para AP-2, la actividad del promotor disminuye todavia mas
(Cogswell et al., 1995).

45



Introduccion

Este factor también esta implicado en la regulacion de genes del metabolismo del
colesterol, como el gen para ABCA1. En este caso ejerce un efecto inhibitorio sobre la
expresion de ABCA1 mediante la unién a un E-box de su region promotora (Yang et al., 2002c).

8.2.5. SREBP: La presencia de sitios de respuesta a SREBP en el pCycB1 no se ha descrito
por el momento, pero en dicho promotor existen secuencias con analogia con el sitio consenso,
que podrian funcionar como sitios de union para estos factores de transcripcion (Fig 9).

De manera general, la forma madura de los SREBPs entra en el nucleo donde tiene la
capacidad de unirse a elementos SRE (Horton et al., 2002) o E-box (Zeng et al., 2004). Sin
embargo, los SREBPs en solitario no son capaces de activar la transcripcion, sino que actuan
en coordinacién con otros factores para conseguirlo. Algunos de estos factores que se unen a
elementos SREs en comparia de SREBP son Sp1 (Sanchez et al., 1995), NF-Y (Dooley et al.,
1998), y CREB (Dooley et al., 1999). Recientemente, Griffin y colaboradores demostraron por
primera vez que SREBP-1 interacciona con USF tanto in vitro como in vivo (Griffin et al., 2007).

Los genes activados por SREBP pertenecen en su mayoria a genes del metabolismo
lipidico. Son genes que codifican para proteinas implicadas en la colesterogénesis, sintesis de
acidos grasos, lipogénesis y sintesis de ftriglicéridos y fosfolipidos y también genes del
metabolismo de la glucosa (Sakakura et al., 2001). Los tres miembros de esta familia no
activan de manera indistinta todo este conjunto de genes. SREBP-2 induce la expresion de las
enzimas de las colesterogénesis (Sakakura et al., 2001), y especialmente de HMG-CoA
reductasa (Horton et al., 1998). Por su parte, SREBP-1a activa, principalmente, la expresion de
genes implicados en la sintesis de acidos grasos. También induce la sintesis de enzimas
implicadas en la elongacion y desaturacién de los acidos grasos (Horton et al., 1998). Por
ultimo, SREBP-1c esta implicado, esencialmente, en la regulacion de la adipogénesis y en el
control de la expresion de genes de respuesta a la insulina que dirigen la lipogénesis y el
metabolismo de la glucosa (Flier and Hollenberg, 1999; Foretz et al., 1999).

Ademas de activar la transcripcion de genes mediante su unién a elementos SREs, los
SREBPs, son capaces de unirse a otros elementos de respuesta como los E-box (Amemiya-
Kudo et al.,, 2002; Brown and Goldstein, 1999). En este sentido, Zeng y colaboradores
describieron la regulacién por SREBP-2 sobre la expresion de ABCA1 a través de un E-box
localizado en su promotor. SREBP-2 ejercié en este caso, un efecto inhibitorio sobre la
expresion de ABCA1 (Zeng et al., 2004).

Su expresién puede inducirse mediante glucagén, insulina y LXR vy, de hecho, se han
identificado elementos de respuesta a dichas hormonas, asi como para LXR en la regién
promotora de SREBP (Janowski et al., 1996).

8.3. Regulacién del promotor de la ciclina B1 por colesterol

Ante la posibilidad de una regulacién de la actividad del promotor de la ciclina B1 por
colesterol, es légico pensar que dicha regulaciéon ocurra a través de un SRE. Sin embargo,
trabajos previos de nuestro laboratorio, anteriormente mencionados, sugieren que esta
regulacién es independiente de SREBP (Suarez et al., 2002). Asi, en situaciones de inhibicion
de la colesterogénesis, otros esteroles, como el ergosterol, capaces de activar la maquinaria
transcripcional regulada por esteroles (SREBPs), no consiguen aumentar los niveles de ciclina
B1, ni la actividad de Cdk1 (Suarez et al., 2002). Por tanto, en la regulacion de la actividad del
promotor de la ciclina B1, podrian estar actuando otros factores de transcripcion, solos o tal vez
en colaboracion con los SREBPs-SRE.

De su implicacion en el ciclo celular se sabe que la actividad transcripcional de SREBP-
1 se encuentra aumentada en células detenidas en G2/M por acciéon del nocodazol
(Bengoechea-Alonso et al., 2005). Esto es debido a su fosforilacion en Ser439 por accion del
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complejo Cdk1-ciclina B, modificacion que retrasa su degradacion por el proteasoma
(Bengoechea-Alonso and Ericsson, 2006). Aunque esto no ocurre con SREBP-2 - factor de
transcripcion que regula principalmente la expresién de los genes relacionados con la
biosintesis del colesterol y el receptor de LDL - la estabilizacion de SREBP-1 podria estar
relacionada con el incremento en la bosintesis de colesterol que ocurre durante esta etapa final
del ciclo celular (Bengoechea-Alonso et al., 2005). Por otra parte, la inactivacion de SREBP-1
mediante siRNA se ha observado que conduce a la parada del ciclo celular en G1
(Bengoechea-Alonso and Ericsson, 2006), lo que indica que el propio SREBP-1, o alguno de
los genes que regula, también es necesario para la transicion a S.

El USF es uno de los factores de transcripcion mas activos en la regulaciéon de la
expresion de la ciclina B1, ademas es capaz de interaccionar con SREBP-1 (Griffin et al.,
2007). Por tanto, cabe la posibilidad de que existan interacciones entre ambos que regulen la
expresion de la ciclina B1 en situaciones de cambios en los niveles de colesterol en la célula.
En otros promotores, como es el caso del gen de la lipasa hepatica, la interaccién entre estos
dos factores regula su expresion en respuesta a cambios en los niveles celulares de colesterol.
En este caso, el USF aumenta la actividad del promotor entre 4 y 6 veces respecto de su
actividad basal, mientras que la atorvastatina, inhibidor de la HMG-CoA reductasa y que
aumenta los niveles de SREBP, o un vector de expresion de SREBP-2, impiden este aumento
de actividad. Por tanto, el SREBP interfiere en la estimulacion del promotor por parte del USF y
ademas parece que esta interaccion entre estos dos factores es independiente de sitios SRE o
E-box. (Botma et al., 2005). En el caso del promotor de la sintasa de acidos grasos se ha
observado que sin la unién del USF a su promotor, la activacién mediada por SREBP-1¢c
disminuye considerablemente (=70%), ademas, su actividad maxima en respuesta a insulina,
so6lo se consigue por la interaccién entre USF y SREBP-1c (Griffin et al., 2007).
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Objetivos

La finalidad del presente trabajo ha sido profundizar en el conocimiento del
papel biolégico del colesterol. En la Introduccion se han expuesto distintas acciones del
colesterol y los efectos de su deficiencia en diversos procesos celulares. El conocimiento
de la implicacion del colesterol en la funcién del adipocito y de la repercusion de la
extraccion del colesterol de membrana sobre la capacidad de los preadipocitos 3T3-L1
para diferenciarse nos llevé a plantear el estudio de los efectos de la inhibicién de la
biosintesis de colesterol sobre este proceso, que ocupa los tres primeros objetivos.

Posteriormente, quisimos ahondar en el estudio de la funcionalidad de los “lipid rafts”
en situaciones de inhibicién de la colesterogénesis. Para ello, iniciamos el estudio de la
estructura y funcionalidad de los “lipid rafts” en células SH-SYS5Y utilizando como inhibidor
de la colesterogénesis, el haloperidol, con objeto de esclarecer las causas de algunos de
los efectos adversos que este farmaco provoca. Esta idea se concreta en el objetivo cuatro
de esta tesis.

Finalmente, en nuestro laboratorio estd ampliamente descrita la detencion del ciclo
celular por efecto de la inhibicion de la colesterogénesis, que se acompafia de una
disminucioén de la expresion de la ciclina B1. A este respecto, nos propusimos emprender la
busqueda de los elementos de respuesta presentes en el promotor de este gen que
participaran en la regulacion de la expresién de la ciclina B1 por esteroles. Con estos
antecedentes planteamos el quinto y ultimo objetivo.

En resumen, los objetivos concretos fueron:

1. Estudiar los efectos de la deficiencia de colesterol sobre la adipogénesis en células
3T3-L1.

2. Determinar las vias de transduccion de sefiales afectadas por la inhibicién de la
sintesis de colesterol en la adipogénesis.

3. Estudiar los efectos de la inhibicién de la colesterogénesis sobre la estructura y
funcionalidad de los “lipid rafts” en los preadipocitos 3T3-L1.

4. Analizar los efectos del haloperidol en los “lipid rafts”, estudiando la sefalizacion
mediada por somatostatina e insulina en células SH-SY5Y de neuroblastoma.

5. Determinar los elementos implicados en la regulacion por colesterol del promotor de la
ciclina B1.
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Material y Métodos

1. Inhibidores de la biosintesis de colesterol y esteroles

Algunos de los inhibidores de la sintesis de colesterol fueron donados amablemente
por distintos laboratorios. EI SKF 104976 lo proporcionaron los laboratorios GlaxoSmithKline
pcl., el AY 9944 los laboratorios Wyeth-Ayerst Research, y la atorvastatina los laboratorios
Pfizer. El triparanol y el haloperidol se compraron a Sigma. Estos cinco inhibidores fueron
disueltos en DMSO, de manera que la concentracion final de este solvente en el cultivo fuera
0,044%. Los esteroles (colesterol y el 5,22-colestadien-33-ol) fueron de Steraloids Inc., y se
disolvieron en etanol, cuya concentracion final en el medio de cultivo fuera 0,44%.

El resto de reactivos empleados fueron de calidad para analisis.

2. Lineas y cultivos celulares

2.1. Células 3T3-L1

La linea celular 3T3-L1 son preadipocitos de raton (ATCC CL-173). Estas células se
mantuvieron en Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) con alta concentracién en
glucosa (Gibco) suplementado con 10% de FBS (Foetal Bovine Serum) (Gibco), 100 U/ml de
penicilina (Gibco), 100 ug/ml de estreptomicina (Gibco), 10 ug/ml de gentamicina (Gibco) y 0,1
mM de aminoéacidos no esenciales (Gibco), en atmésfera de CO, al 5%.

2.2. Células SH-SY5Y

La linea celular humana de neuroblastoma SH-SY5Y (ATCC CRL-2266) se incubd en
medio RPMI 1640 (RPMI) (Lab-Clinics), suplementado con 10% de FBS, 100 U/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 10 pyg/ml de gentamicina y 2 mM de L-Glutamina
(Gibco), en atmosfera de CO, al 5%.

2.3. Células MOLT-4

La linea celular de linfoblastoma humano MOLT-4 (ATCC CRL-1582) se incubd en
medio RPMI suplementado con 10% FBS, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina,
10 pg/ml de gentamicina y 2 mM de L-Glutamina, en atmdsfera de CO, al 5%.

3. Obtencion de lipoproteinas (LDL y Dil-LDL) y suero deficiente en lipoproteinas

Las LDL (densidad 1,019-1,063 kg/l) se aislaron mediante ultracentrifugacién durante
4h segun el método descrito por Brown y colaboradores (Brown and Goldstein, 1974) a partir
de dializados humanos de pacientes con hipercolesterolemia sometidos a aféresis de LDL en el
Hospital Ramén y Cajal

Las Dil-LDL se elaboraron a partir de LDL humanas aisladas marcéandose con la sonda
fluorescente Dil (1,1 -dioctadecil-3,3,3,3 -tetrametil-in-docarbocianinaperclorato) (Molecular
Probes, Invitrogen) segun el método descrito por Calvo y colaboradores (Calvo et al., 1998).

El suero deficiente en lipoproteinas (LPDS, LipoProtein Deficient Serum) se obtuvo
mediante ultracentrifugacién de FBS a densidad 1,24 kg/I durante 40h. Antes de su utilizacién,
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las LDL y el LPDS se dializaron exhaustivamente frente a NaCl 0,15M, pH 7,4 y se esterilizaron
con filtros de 0,22 pm.

4. Diferenciacion de células 3T3-L1 a adipocitos

La linea de preadipocitos de raton 3T3-L1 se mantuvo en cultivo en medio DMEM
suplementado con FBS y antibidticos a 37°C en una atmodsfera con CO; al 5% (Fig 10). Tras
dos dias de haber alcanzado la confluencia, se indujo la diferenciacion de estas células a
adipocitos mediante la administracion de un “cocktail” adipogénico estandar compuesto de
isobutilmetilxantina o IBMX (inhbibidor de la fosfodiesterasa de cAMP) (Sigma) a una
concentracion de 500 nM, dexametasona (un glucocorticoide sintético) (Sigma) a una
concentracion de 0,25 uM e insulina (Actrapid) a la concentracion suprafisiolégica de 600 nM
(Fig 10). Las células se mantuvieron en estas condiciones durante otros dos dias. (Fig 10).
Transcurrido este tiempo (dia 2 de diferenciacion), las células se incubaron en DMEM, esta vez
suplementado sélo con insulina 600 nM y se mantuvieron en este medio hasta el final de la
diferenciacion realizando cambios de medio cada dos dias (Fig 10).

Medio de diferenciacion LPDS
C_r'edmre:n’rn 1 48 h

Confluencia
0d 2d 4d Dios de diferenciocidn
D-MEM die de | MD MD
10%FBS m$erencia¢ion (MDD} Tnsuling 600 nkt  Tnsuling 600 nM
Antibisticos | Dex 0,25 p
IBMX de S00 nkd
Insuling 600 nf4

Figura 10. Protocolo de diferenciacion de las células 3T3-L1 a adipocitos. Se explica esquematicamente
la estrategia de diferenciacion y se indica la composicion del medio utilizado y el momento del programa
en que es administrado a las células.

5. Tincién con Oil Red-O y determinacion de su absorbancia a 510 nm

Esta tincion fue utilizada para monitorizar la acumulacion de lipidos neutros durante la
diferenciacion de las células 3T3-L1 a adipocitos. Las células 3T3-L1 diferenciadas durante 5
dias se lavaron dos veces en PBS, se fijaron con formaldehido al 3,7% durante 30 min a
temperatura ambiente y posteriormente se tifieron con una solucién de Oil Red-O a 3 mg/ml en
isopropanol al 60% durante 1 h. Las acumulaciones lipidicas se observaron en un microscopio
optico Olympus BX51. Para la determinacion de su absorbancia a 510 nm, el Oil Red-O
incorporado a los lipidos neutros se extrajo con isopropanol y se midié su absorbancia a 510
nm en un espectrofotometro Beckman DU 640.

6. Analisis del contenido de colesterol y triglicéridos

Se determinaron los niveles de colesterol y triglicéridos mediante el uso de métodos
enzimaticos de Menarini Diagnostics siguiendo el protocolo de utilizacion.
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7. Determinacion del contenido y la sintesis de esteroles por HPLC (High-
Performance Liquid Chromatography)

Para el andlisis de la sintesis de esteroles se siguié el método de Fernandez y
colaboradores (Fernandez et al., 2002). Se incubaron 10° de células 3T3-L1 en medio con 10%
de LPDS y con distintos inhibidores de la colesterogénesis; después de 2h de preincubacion en
esas condiciones, se afnadieron al medio 40 uCi de [2-14C]-acetato (58 mCi/mmol) (Amersham-
GE Healthcare) prolongandose la incubacion durante 8h mas.

Para la determinacién del contenido de esteroles (Fernandez et al., 2002), las células
3T3-L1, se incubaron en medio con 10% de LPDS vy los distintos tratamientos.

En ambos casos, una vez transcurrido el tiempo adecuado, las células se recogieron y
se sedimentaron por centrifugacion, se lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron
finalmente en 500 yl de KOH (10%), para lisar las células. Luego se extrajeron los lipidos con
cloroformo/metanol (2:1) y, a partir de este extracto, se separaron los lipidos no saponificables
tras saponificacion con potasa etandlica y extraccion con hexano (Folch et al., 1957). Esta
ultima fraccidon se inyectd en el equipo de HPLC. El porcentaje de recuperacion total del
proceso se determiné en cada caso con un estandar interno y fue siempre superior al 60%.

La separacion cromatografica se realizdé con una columna de fase reversa Luna 5um
C18 (250x4,60 mm, Phenomenex, Torrance, CA). Los lipidos se eluyeron con acetonitrilo-agua
(95:5, v/v) durante los primeros 37 minutos y a continuacion se prosiguio la elusiéon con metanol
absoluto a un flujo de 1,2 ml/min. El efluente fue monitorizado simultaneamente por ultravioleta
(UV) (Beckman 168 detector de onda variable; Beckman Instruments) y radioactividad (LB-506
C-1, Berthold). La identificacion de los esteroles se realizé por comparacion con los tiempos de
retencion de estdndares puros y por analisis del espectro UV.

8. Anidlisis de esteroles mediante cromatografia de gases y espectrometria de
masas (GC/MS)

Las células 3T3-L1 o SH-SY5Y se incubaron en LPDS al 10% con triparanol 3 yM o
haloperidol 10 6 50 uM, respectivamente y se extrajeron los esteroles segun lo descrito en el
apartado anterior. Para el analisis de los esteroles mediante GC/MS se siguid la técnica
descrita por Giera y colaboradores (Giera et al., 2007). Los esteroles extraidos fueron disueltos
en tert-butiimetileter (TBME) y convertidos en sus éteres trimetilsilil por accion del N-metil-N-
trimetilsilil-trifluoroacetamida:trimetilsililimidazol (9:1). Las distintas muestras se analizaron por
cromatografia de gases y espectrometria de masas (GC/MS). El equipo utilizado fue un GC
Varian GC 3800 acoplado a un espectrometro de masas Varian Saturn 2000. Las condiciones
de operacion fueron: ionizacién por impacto de electrones (IE) a 40 pamp con un primer
escaneo de los 9 a los13 min de 50 a 450 m/z cada 0,4 segs y un segundo de los 13 a los 17
min de 100 a 550 m/z cada 0,4 seg. La fuente de iones (Varian 1177) y la linea de transferencia
se mantuvieron a 250 y 270°C, respectivamente. En este equipo la columna empleada fue una
Varian EZ Guard Factor Four 5MS de 30 m, 0,25 mm de diametro interno y 0,25 ym de fase
estacionaria (+10 m adicionales de columna desactivada “methyl guard”). El programa de
temperaturas empleado fue: 50°C (1 min) / 260°C (50°C/min) / 310°C (4°C/min).

9. Aislamiento de extractos celulares para el analisis de proteinas

9.1. Extractos citoplasmicos y nucleares

Los extractos celulares citopldsmicos y nucleares se obtuvieron mediante la utilizacién
del kit NE-PER (Pierce) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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9.2. Extractos totales para proteinas fosforiladas

Dichos extractos se obtuvieron mediante lisis celular a 4°C durante 1h en un tampdn 50
mM Tris-HCI pH 7,5, 125 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 5 mM NaF, 1,4 mM NaP pyro, 1 mM
NazVO,, suplementado con inhibidores de proteasas (Calbiochem o Pierce).

9.3. Valoracién de proteinas

En ambos casos, la concentracion de proteinas se determind mediante acido
bicinconinico con el kit BCA Protein Assay (Pierce).

10. Métodos de concentracidon de extractos proteicos

10.1. Precipitacién con acido tricloroacético (TCA)

Volumenes con la misma cantidad de proteinas se mezclaron con TCA de manera que
éste quedara al 10% y se mantuvieron en hielo durante al menos 20 min. Se centrifugaron a
16.000 g durante 10 min y se lavd el sedimento dos veces con etanol:etilacetato (1:1). Los
precipitados se disolvieron directamente en tampoén de carga para electroforesis.

10.2. Concentracién por centrifugacion en filtros Centricon®

Volumenes con la misma cantidad de proteinas se concentraron mediante el sistema
de centrifugacion en filtros Centricon con membranas Ultracel YM de 30.000 NMWL (Millipore)
segun las indicaciones del fabricante.

11. Aislamiento de membranas

Las células SH-SY5Y se incubaron en frascos de cultivo de 175 cm?, se recogieron, se
sedimentaron por centrifugacién y se resuspendieron en tampéon HEPES 10 mM, pH 7,6
suplementado con inhibidores de proteasas. Las células se lisaron mediante sonicacion
durante 15 seg y se centrifugaron a 600 g durante 10 min para eliminar los nucleos y restos
celulares. El sobrenadante se centrifugd a 48.000 g durante 30 min en un rotor TLA 100.2
(Beckman) y una ultracentrifuga Beckman TL-100 (Beckman Instruments). Se descarto el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en tampon HEPES 10 mM, pH 7,6 y se centrifugd
de nuevo a 48.000 g durante otros 30 min. El sedimento final se resuspendi6 en Tris-HCI 50
mM, pH 7,5 y se midio la concentracion de proteinas.

12. Fraccionamiento de membranas plasmaticas en gradiente de densidad en
sacarosa

Para separar las distintas fracciones de la membrana plasmatica desarrollamos un
procedimiento basado en el método de aislamiento de “lipid rafts” sin detergentes ideado por
Song y colaboradores (Song et al., 1996). En nuestro caso, sembramos células 3T3-L1 en
frascos de cultivo de 175 cm? y después de los distintos tratamientos las lavamos dos veces en
PBS frio. Tras eliminar cualquier resto de PBS, las células se rasparon en 2 ml de tampodn
Na,CO3z; 500 mM, pH 11 y se sonicaron mediante dos pulsos de 30 segundos cada uno para
lisarlas. Después, se centrifugaron a 14.000 g durante 30 min para obtener un extracto de
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membranas sin restos de membranas de organulos celulares como el Golgi. Estos extractos de
membrana se sonicaron con 2 pulsos de 30 seg en posicion 3 y otros 2 en posicion 2 de output
en un sonicador Vibracell (Sonics&Materilas, Inc) con objeto de fraccionar las membranas
contenidas en dicho extracto. A continuaciéon se valord la cantidad de proteinas de estos
lisados enriquecidos en membranas plasmaticas mediante BCA. Volumenes de estos extractos
de los distintos tratamientos con la misma cantidad de proteina que resultaban ser muy
semejantes y aproximadamente de 2 ml, se mezclaron en un tubo de centrifuga con un
volumen igual de sacarosa al 85% en tampon MBS (25 mM Mes, 0,15 M NaCl, pH 6,5) de
manera que quedaban a una concentracién final de sacarosa de 42,5%, constituyendo la
fraccion inferior del gradiente de sacarosa. Sobre ella, se establecié un gradiente discontinuo
de densidad de sacarosa del 35% al 5% en MBS de la siguiente manera: 1 ml de sacarosa al
35%, 5 ml de sacarosa al 30% y por ultimo, 2 ml de sacarosa al 5%. Este gradiente discontinuo
de sacarosa se centrifugé durante a 39.000 rpm durante 18-20 h a 4°C en un rotor SW41 y una
ultracentrifuga Beckman L70 (Beckman Instruments). Gracias a esta centrifugacion se
establece un gradiente continuo de densidad de sacarosa en el que estan distribuidas las
distintas fracciones de membrana segun su densidad. Desde la parte superior del tubo se
recogieron 12 fracciones de 1 ml cada una, se valoré su concentracion proteica mediante BCA
y se procesaron para los ensayos de western-blot y determinaciones lipidicas.

13. Estimulacion con insulina

Las células 3T3-L1 o SH-SYS5Y se incubaron en medio con LPDS al 10%, con los
distintos tratamientos. Entre 2 y 4 horas antes de la estimulacién con insulina las células se
incubaron en medio sin LPDS ni FBS para privarlas de cualquier estimulo. Transcurrido este
tiempo, las células 3T3-L1 se estimularon con insulina (Sigma) 20 nM y las SH-SY5Y con
insulina 100 nM (Sigma) durante 10 min, para el analisis de la via de sefalizacion del Rl en las
distintas fracciones del gradiente. Para el analisis de la fosforilacion de Akt, las células se
estimularon con insulina 1 yM y los lisados celulares se analizaron mediante western-blot.

14. Inmunodetecciéon o Western-blot

Para la inmunodeteccion de las distintas proteinas, se analizaron 50-100 pg de
proteina total o 50 yg de proteina nuclear de las distintas condiciones. Las proteinas se
separaron en geles de poliacrilamida al 8, 10 6 12% segun las proteinas objeto de estudio.
Posteriormente, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) a 100 V durante 1h o
a 15v durante toda la noche a 4°C. La unién de los anticuerpos primarios a proteinas
inespecificas se bloqued con el uso de leche al 5% o caseina al 0,1% en TBS (Tris Buffer
Saline) con Tween 20 al 0,1% (Sigma). Las membranas se incubaron con los anticuerpos
primarios especificos de cada proteina (Tabla 1), disueltos en TBS-Tween 0,1% o en leche al
1% en TBS-Tween 20 0,1% durante 2h a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C segun
los requerimientos de cada proteina. La deteccién de los anticuerpos primarios unidos a las
proteinas se realizé6 mediante el uso de anticuerpos secundarios acoplados a peroxidasa (HRP,
HorseRadish Peroxidase) (Santa Cruz Biotechnology, Inc) o a fosfatasa alcalina (Jackson
ImmunoResearch). En el caso de anticuerpos acoplados a HRP, las bandas se visualizaron
mediante deteccién de quimioluminiscencia en el VersaDoc Imaging System (Bio-Rad) con el
uso de Immuno-Star HRP (Bio-Rad) siguiendo su protocolo de utilizacion; o mediante métodos
colorimétricos utilizando el tampdén FA (Tris-Base 100 mM, NaCl 100 mM y MgCl, 5 mM) con
NBT (NitroBlue Tetrazolium) (30 mg/ml). BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphate); 1:1
(Bio-Rad) en el caso de secundarios acoplados a fosfatasa. Las membranas se tifieron con rojo
Ponceau S (Merck) al 0,1% en &cido acético al 5% para confirmar igualdad de carga de
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proteina en todos los tratamientos y su correcta transferencia a las membranas de
nitrocelulosa.

Nombre del anticuerpo (Anti-) Casa comercial

GAPDH Santa Cruz Biotechnology (sc-25778)
C/EBPB Santa Cruz Biotechnology (sc-150)
fosfo-C/EBP (p-C/EBP) Cell signaling (#3084S)

PPARy Abcam (ab19481)

LXRa Santa Cruz Biotechnology (sc-1206)
C/EBPa Santa Cruz Biotechnology (sc-9314)
Adipsina Santa Cruz Biotechnology (sc-12402)
aP2/FABP4 R&DSystems (AF1443)

fosfo-p38 (p-p38) Cell signaling (#9216)

p38 total Cell signaling (#9212)

fosfo-ERK1/2 (p-ERK1/2) Cell signaling (#9106)

ERK total Sigma (M5670)

fosfo-Akt (p-Akt) Cell signaling (#9271)

Akt total Cell signaling (#9272)

fosfo-JNK (p-JNK) BD Biosciences (612540)

JNK total BD Biosciences (554285)
Caveolina-1 Santa Cruz Biotechnology (sc-894)
Receptor de transferrina (RTf) Zymed (13-6800)

Flotilina-1 BDTransduction (610820)
fosfo-Tirosina (p-Tyr) Santa Cruz Biotechnology (sc-508)

Receptor de insulina subunidad 8 (RI B) Santa Cruz Biotechnology (sc-711)
Fyn Santa Cruz Biotechnology (sc-16)

LAMP2 Abcam (ab25631)

Tabla 1. En esta tabla se muestran los anticuerpos primarios utilizados para western-blot e
inmunocitoquimica indicando las casas comerciales correspondientes de donde fueron adquiridos.
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15. Inmunoprecipitacion del Rl

Volumenes de las fracciones 2 y 3 de un gradiente en densidad de sacarosa con la
misma cantidad de proteinas se concentraron mediante el sistema de centrifugacién en filtros
Centricon y se afadid, a los volumenes resultantes, 2 ug de anticuerpo anti-RI subunidad 8, 1,8
pMg de BSA, asi como inhibidores de proteasas y de fosfatasas (NaF 5,3 mM y Na,P,0O; 0,07
mM). Esta mezcla se mantuvo girando durante 2 h a 4°C. Posteriormente se les afiadio 25 pl de
proteina A sepharosa (GE-Healthcare) equilibrada y se mantuvieron girando durante otra hora
a 4°C. Finalmente, se centrifugaron, se lavaron con tampon de inmunoprecipitacion (Tris-Base
50 mM, NaCl 125 mM, NaF 5,3 mM, Na,P,0; 0,07 mM, EDTA N, 1 mM y NP-40 al 1%, pH 7,5)
y se resuspendieron en tampdn de carga para electroforesis.

16. Marcaje de Tyr''-Somatostatina-14 con Na'*’|

El marcaje de la Tyr''-SRIF-14 (Universal Biological Ltd.) se realizé segun el método
descrito por Greenwood y colaboradores (Greenwood et al., 1963). La reaccidon de marcaje se
llevé a cabo a temperatura ambiente. Para ello, la Tyr”—SRIF—14 se disolvié en tampon fosfato
potasico 0,3 M, pH 7,5, al que se le afiadio 1 mCi de Na'®l (100 mCi/ml) (Perkin-Elmer) y una
disolucion de Cloramina T (C;H;CINaO,.S.H,0) al 0,2% en tampdn fosfato potasico y se agitéd
la mezcla durante 30 seg. Finalmente, se agregd metabisulfito sédico (Na,S,05) al 0,4% en
tampon fosfato potasico para detener la reaccion. Esta mezcla de reaccién se purificé en una
columna Sephadex G-25 fino equilibrada con acido acético 0,1 M con BSA 0,1% por adicion de
tampon de elucién a razén de 30 ml cada hora y se recogieron alicuotas de 1 ml para medir su
radioactividad y realizar el perfil de marcaje, del que se conoce el pico correspondiente al
péptido marcado '?°I-Tyr''-SRIF. Por ultimo, se mezclaron los tubos correspondientes al
péptido marcado y se alicuotaron.

Para determinar el porcentaje de incorporacion de "% al péptido (Tyr''-SRIF) se realizo
el test de adsorcion en talco, que consiste en afiadir a 1 ml de suspension de talco 5% en
tampon fosfato sédico 0,1 M (pH 7,4), 1 ml de una dilucién 1:1.000 de la mezcla de reaccién sin
purificar en tampon fosfato sodico 0,1 M, pH 7,4. La mezcla se centrifugé a 750g durante 10
min, se descartd el sobrenadante y se midid la radioactividad emitida por el sedimento.
Conociendo las cpm de la muestra anterior al test y la radioactividad del sedimento, se calcula
el porcentaje de incorporacion (1% = cpm sedimento /cpm total) x 100.

17. Unién de la somatostatina a sus receptores especificos en membranas de
células SH-SY5Y (Ensayos de “Binding”)

Estos ensayos asi como la determinacion de la actividad de la adenilato ciclasa que se
comenta en el apartado siguiente, se realizaron con la colaboracion de los Dres. Eduardo Arilla,
Alberto Hernandez y Lilian Puebla, de la Universidad de Alcala. La unién especifica de la SRIF
se determin6 mediante un método modificado de Czernik y Petrack (Czernik and Petrack,
1983). Se realizaron incubaciones de los extractos de membrana obtenidos como se describe
en el apartado 11 de Material y Métodos con distintas concentraciones crecientes de SRIF fria
(10™'-107) y una concentracion fija (250 pM) de "*°I-Tyr11-SRIF en tampon de incubacion (Tris-
HCI 50 mM pH 7,5, MgCl,-6H,O 5 mM, BSA 0,2% y bacitracina 0,1 mg/ml). En los tubos con
concentraciéon 0 de SRIF fria se alcanzé el volumen final de la mezcla con tampdn de
incubacion. Las distintas reacciones se incubaron en un bafio a 30°C durante 1 h y después se
centrifugaron a 11.000 g durante 2 min. Se descart6 el sobrenadante y se lavé el precipitado
con Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) y sacarosa al 9%, determinandose las cpm en un contador y
Wallac Pharmacia 1282 Compugamma CS (Perkin-Elmer).
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La unién no especifica se determind a partir de la cantidad de radioactividad unida en
presencia de SRIF 10 M. Los datos obtenidos de los ensayos se corrigieron mediante este
valor para obtener los datos de uniéon especifica. Estos ultimos datos se representaron y
analizaron segun el método de Scatchard (Scatchard, 1949) para obtener los parametros de la
constante de disociacion (Kd) y capacidad maxima de unién (Bmax).

18. Determinacion de la actividad de la adenilato ciclasa

El método aplicado para el estudio de la actividad de la AC fue una modificacion del
método de Houslay y colaboradores (Houslay et al., 1976a; Houslay et al., 1976b). La medida
de la actividad de la AC se realiz6 cuantificando el AMPc producido mediante el método de la
proteina enlazante, que consiste en establecer una competicion entre el AMPc producido y el
[3H]—A|V|PC afadido al medio, que compiten por unirse a la PKA (Protein Kinase A). Los
diferentes extractos de membrana a una concentracion de 0,4 mg proteina/ml se incubaron en
presencia de 1,5 mM ATP, 5 mM MgSQO,, 10 uM GTP y de un sistema regenerador de ATP (7,5
mg/ml creatina fosfato y 1 mg/ml creatina quinasa), 1 mM IBMX, 0,1 mM fenilmetilsulfonilico, 1
mg/ml bacitracin, 1 mM EDTA, y la sustancia a testar (10_4 M SRIF 0 107 M forskolina (FK)) en
0,1 ml de 0,025 M TEA (Trietanolamina) (pH 7,4). Esta mezcla se incub6 a 30°C durante 15 min
en un bafo con agitacion; la reaccion se detuvo por desnaturalizacion al calentar en un bafio
durante 3 min. Una vez frio, se procesaron junto con una curva estandar de AMPc entre 5-300
pmol/ml; se afadié una suspensién de alumina (0,75 mg/ml de alimina en TEA), siempre en
agitacion, y se centrifugd a 3.200 g a 4°C durante 10 min.

A todos los tubos se les afiadié una solucién de la PKA en tapén fosfato 0,2 M (pH 6,5),
con teofilina 8 mM, B-mercaptoetanol 6 mM, EDTA 5 mM y BSA 2%, se incubaron durante 90
min a 4°C para que el AMPc se uniera a la PKA. Posteriormente se afiadié 6,25 mM de [°H]-
AMPc en tampon fosfato 0,05 M (pH 6,5) y se incubaron durante 2 h a 4°C. A continuacion, se
afiadié carboén activo 2,6%, BSA 2% en tampon fosfato excepto a los tubos de actividad total y
se mantuvieron a 4°C durante 15 min, se centrifugaron las muestras a 3.200 g durante 10 min a
4°C y se midio la radioactividad presente en los sobrenadantes con liquido de centelleo en un
contador B Wallac Pharmacia 1410 (Perkin-EIlmer)

En todos los casos se determinaron distintas actividades de la AC: la actividad basal, la
inhibicion de la actividad basal (en presencia de SRIF 10 M), la actividad estimulada (en
presencia de FK 10° M) y la inhibicién de la actividad estimulada (en presencia de SRIF 10" M
y FK 10° M). Las concentraciones de SRIF y FK utilizadas fueron aquellas capaces de
estimular e inhibir, respectivamente la actividad de la AC en cerebro de rata (Schettini et al.,
1989).

19. Analisis del ciclo celular por citometria de flujo

19.1. Distribucion del ciclo celular

Las células 3T3-L1 se diferenciaron durante distintos tiempos. Después, se recogieron
y sedimentaron por centrifugaciéon y se lavaron con PBS. A continuacion, se fijaron con etanol
al 70% durante 30 min a -20°C. Una vez fijadas, se lavaron 2 veces mas con PBS y se
incubaron en PBS con 100 ug/ml de ribonucleasa A (Sigma) y 50 ug/ml de yoduro de propidio
(Sigma) en oscuridad durante 1h a 37°C. Finalmente, las células se analizaron en el citobmetro
de flujo (FACScalibur, Becton-Dickinson), adquiriéndose 10.000 células por condicion.
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19.2. Incorporacion de bromodeoxiuridina (BrdU)

Durante 20h de diferenciacion, las células se incubaron con los diferentes tratamientos
y con BrdU (Sigma) a una concentracién final de 10 uM. A continuacion, las células se
tripsinizaron, sedimentaron por centrifugacion y se lavaron 2 veces con PBS. Se fijaron con
etanol al 70% a -20°C durante al menos 30 min. Seguidamente, se lavaron 2 veces con PBS se
incubaron durante 20 min en HCI 2N a temperatura ambiente para desnaturalizar el DNA, se
resuspendieron en 1 ml de tampén borato (Na,B,O;) 0,1 M, pH 8,4, y se centrifugaron.
Posteriormente, se lavaron con PBS y se resuspendieron en 500 pl de la solucién de bloqueo,
compuesta por Tween 20 al 0,5% y NGS (Normal Goat Serum, suero normal de cabra) al 1%
en PBS, durante 15 min a temperatura ambiente. A continuacion, las células se centrifugaron,
se resuspendieron en la solucion de bloqueo con el anticuerpo primario contra la BrdU
conjugado con FITC (Becton-Dickinson) y se incubaron durante dos horas en oscuridad y a
temperatura ambiente. Finalmente, las células se lavaron dos veces con Tween 20 al 0,5% en
PBS, se tifieron con yoduro de propidio (descrito en el apartado anterior) y se analizaron
mediante citometria de flujo. En todos los casos se analizaron al menos 15.000 células por
condicion.

20. Inmunocitoquimica

20.1. Marcaje del gangliésido GM1

Para una mayor eficiencia de este marcaje se hace necesario que las células no estén
previamente fijadas. De esta manera, las células 3T3-L1 o SH-SY5Y se sembraron a una
concentracién de 30.000-40.000 células/ml en cubreobjetos de 20mm de didmetro y después
del tratamiento se eliminé el medio de cultivo y se lavaron dos veces con PBS. Posteriormente
se incubaron con la CtxB-FITC (Sigma) en PBS durante media hora a temperatura ambiente.
Por ultimo, las células se lavaron dos veces con PBS y se prosiguié con el protocolo normal de
tincién de filipina o inmunocitoquimica descritos a continuacion.

20.2. Tincién con filipina

Las células 3T3-L1 o SH-SY5Y se sembraron en las condiciones descritas en el
marcaje de GM1 y después del tratamiento se fijaron con formaldehido al 4% durante 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se tifieron durante 45 minutos a temperatura
ambiente en oscuridad con filipina (Sigma) (35 pg/ml) en PBS preparada a partir de una
solucioén de stock de filipina al 2,5 mg/ml disuelta en etanol. Finalmente, las células se lavaron 3
veces en PBS y se procesaron para inmunocitoquimica.

20.3. Inmunocitoquimica y microscopia de fluorescencia y confocal

Las células 3T3-L1 o SH-SY5Y se sembraron y fijaron como se ha indicado en los dos
apartados anteriores. Posteriormente, las células se permeabilizaron con Tritén X-100 al 1% en
PBS durante 5 min a temperatura ambiente y se bloquearon con BSA al 2% en PBS durante al
menos 45 min. A continuacién, se incubaron durante 2h a temperatura ambiente con
anticuerpos primarios especificos (Tabla 1) para las distintas proteinas disueltos en BSA al 2%.
Los anticuerpos primarios se lavaron 3 veces con PBS y las células se incubaron con los
anticuerpos secundarios adecuados a cada caso conjugados con Alexa 488 6 568 (Molecular
Probes, Invitrogen) durante 40-45 min y se lavaron 3 veces con PBS. Finalmente, los nucleos
se tifieron con TO-PRO 3 (Molecular Probes, Invitrogen) 1 uyM durante 10-15 minutos, se
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lavaron 3 veces con PBS y se montaron en los portaobjetos en medio de montaje “non-fade”
con fenilendiamina (Sigma) 1 mg/ml en dlicerol. Las células marcadas con filipina se
observaron en un microcopio de fluorescencia Olympus BX51 (Olympus Espafa, S.A.,
Barcelona, Espafia) mientras que los marcajes sin filipina se observaron mediante microscopia
confocal empleando el Imaging Center Bio-Rad MRC-1024 confocal laser scanning imaging
system (BioRad).

21. Captacion de glucosa

Las dos horas previas al ensayo, las células 3T3-L1 se mantuvieron en medio de ayuno
compuesto por medio DMEM suplementado con antibidticos y aminoacidos no esenciales (ver
lineas y cultivos celulares) con BSA al 2%. Posteriormente, las células se incubaron en
ausencia o presencia de insulina 100 nM durante 30 min a 37°C. Durante los ultimos 10 min se
realiz6 ensayo de captacion de glucosa mediante la adicion de 2-deoxi-D-glucosa (a la
concentracion final de 1mM), con 0,5 mCi de 2-deoxi-D-[3H] glucosa (18,3 Ci/mmol)
(Amersham-GE Healthcare) en tampdn Krebs-Ringer-Hepes pH 7,4 (20 mM Hepes; 136 mM
NaCl; 4,7 mM KCI; 1,18 mM MgSOQOy; 2,5 mM CaCly; 1,18 mM KH,PO4 y 2 mM de piruvato
sédico). Transcurridos esos 30 min y para bloquear la captacién de glucosa radioactiva, las
células se lavaron 3 veces con D-glucosa 50 mM en PBS frio. Posteriormente, las células se
lisaron con NaOH 0,1 N con SDS al 1% en frio y se recogieron alicuotas para determinar la
radiactividad [SH] incorporada en el detector Liquid Scintillation Analyzer Tri-Carb 2800 TR
(Perkin-Elmer precisely). El valor de dpm obtenido de las mediciones se corrigid por el
contenido de proteina de cada condicion determinado mediante BCA. El fondo de
radioactividad se determiné midiendo la captacién de glucosa radioactiva en una solucién de D-
glucosa 50 mM.

22. Extraccion del RNA total y reaccién de transcripcion inversa (RT)

El RNA total de las células 3T3-L1 se extrajo con TriReagent (Sigma) siguiendo el
protocolo recomendado por la casa comercial. Una vez aislado el RNA, se cuantifico utilizando
el espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific). Para llevar a cabo la
retrotranscripcion se utilizaron 1,5 ug de RNA de cada tratamiento y 100 U de la enzima
transcriptasa reversa (M-MVL-RT, Promega) en presencia de 30 U de inhibidor de
ribonucleasas (RNasin, Promega), dNTPs 0,5 mM y primers oligo(dT) 20 pg/ml (Promega)
como cebadores. El volumen total de la reaccién fue de 20ul y se realizé a 37°C siguiendo el
protocolo recomendado por Promega y se inactivo a 85°C durante 5 min.

23. RT-PCR cuantitativa a tiempo real (q-PCR)

La g-PCR se realizé utilizando el kit SYBR Green Master Mix en un termociclador
LightCycler v.3.5 (Roche), siguiendo las instrucciones del fabricante. Mediante el uso de
cebadores especificos para cada mRNA (Tabla 2) se amplificaron 2 ul de una dilucion 1/100 del
cDNA resultante de las reacciones de RT en un volumen final de reaccién de 10 pl. Cada
muestra se amplificé por duplicado y se utilizd rRNA 18S como control. La cuantificacion se
realizé con el programa LigthCycler Relative Quantification Software (RelQant) de Roche.

64



Material y Métodos

Nombre Cebador/Primer Secuencia 5— 3’
CEBPR-sentido GCAAGAGCCGCGACAAG
C/EBPB
CEBPg-antisentido GGCTCGGGCAGCTGCTT
PPARYy-sentido GCCCACCAACTTCGGAATCAG
PPARY
PPARy-antisentido CACAGACTCGGCACTCAATGGC
LXRa-sentido TCTGGAGACGTCACGAGGTAC
LXRa
LXRa-antisentido TGCAGAGAAGATGCTGATGGC
18S-sentido GGGAGCCTGAGAAACGGC
18S
18S-antisentido GGGTCGGGAGTGGGTAATTT

Tabla 2. Secuencia de los cebadores/primers utilizados en las reacciones de g-PCR.

24. Obtencion de clones del pCycB1

El clonaje de la secuencia promotora completa del gen de la ciclina B1 se realizd
previamente en nuestro laboratorio mediante amplificacion por PCR utilizando unos
cebadores/primers disefiados a tal efecto, clonaje en el vector PCRII (Invitrogen) y subclonaje
en el vector pGL3-Basic acoplado al gen de la luciferasa (Promega).

La obtencion de clones de distintas longitudes del pCycB1 se consiguid mediante
delecciones parciales del pCycB1-pGL3-Basic por digestion con enzimas de restriccion y el Kit
Exolll/S1 Deletion (Fermentas).

25. Mutagénesis dirigida mediante PCR

Seleccionamos el clon 5 del pCycB1 (de 237 pb) para mutar un posible elemento de
respuesta para el factor de transcripcion USF. Dentro de esta secuencia reducida del pCycB1
identificamos, mediante el TESS (http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess), una secuencia
que con elevada probabilidad funcionaria como un elemento de respuesta para USF. Dicha
secuencia, fue GAAGGGAGTG (Fig 12) y nos propusimos mutarla de manera que se generara
una secuencia diana (AGGCCT) para la enzima de restriccion Stul que nos permitiera
identidicar los clones 5 mutados (5-MUT), quedando finalmente GAAGGCCTTG. Para ello
realizamos una mutagenesis dirigida mediante PCR. Este método consiste en realizar una
primera PCR con cada uno de los cebadores que introducen la mutacién y los cebadores del
vector donde se encuentra clonada la secuencia a mutar (Fig 11). Asi, se realizaron dos PCRs,
una (PCR A) (Fig 11) con el cebador sentido del 5-MUT vy el antisentido del vector pGL3-Basic
cuya secuencia se muestra en la Tabla 3 y otra (PCR B) (Fig 11) con el cebador sentido del
vector y el antisentido del 5-MUT (Tabla 3), y se obtuvieron dos fragmentos ya mutados de la
secuencia (Fig 11). A continuacion, la segunda PCR se realizé con los productos de las PCRs
anteriores y los cebadores del vector pGL-Basic para obtener asi la secuencia mutada
completa (Fig 11).

Una vez amplificada esta secuencia comprobamos que, en realidad, estuviera mutada
por digestiéon con la enzima de restriccion Stul (Fermentas). Por ultimo se clond en el vector
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pGEM-T de Promega y se subclond en el vector pGL3-Basic acoplado al gen de la luciferasa
utilizando el kit de ligacion Fast-Link DNA Ligation Kit de Epicentre. Este plasmido con la
secuencia mutada se secuencié para confirmar definitivamente que la mutagénesis habia

funcionado.

Nombre Cebador/primer sentido Cebador/primer antisentido
5 MUT CGCCAATGGGAAGGCCTTGAGTG CACTCAAGGCCTTCCCATTGGCG
CTAGCAAAATAGGCTGTCCC CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA

V L3-Basi
ector pGL3-Basic (RV3primer) (GL2primer)

Tabla 3. Secuencia de los cebadores/primers utilizados para mutagénesis dirigida mediante PCR.
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Figura 11. Mutacion dirigida por PCR. Se muestran de manera esquematica las distintas reacciones de
PCR que se llevan a cabo en la realizacion de esta técnica, las sondas utilizadas, los primers y los
productos de PCR obtenidos.

26. Ensayos de actividad de promotor

Estos ensayos se realizaron en células MOLT-4 previamente transfectadas con el
pCycB1, los distintos clones, y el clon 5 mutado. Para ello, se electroporaron 5x10° células en
presencia de 10 ug de cada uno de los plasmidos objeto de estudio y 0,2 ug de Renilla a 250 V
durante 10 mseg en el electroporador Electro Square Porator ECM 830 (BTX; A Division of
Genetronics, INC.). Las 24 h posteriores a la electroporacion las células se mantuvieron en
medio RPMI sin antibidticos con LPDS al 10%. A las 24 h siguientes se sembraron a razén de
200.000 células por condicibn en medio RPMI con 10% de LPDS suplementado con
antibiodticos. Transcurrido este tiempo, las células se trataron durante 24 h se recogieron por
centrifugacion, se resuspendieron en el tampén de lisis del Dual Luciferasa Kit Assay de
Promega y se congelaron a -80°C para conseguir su lisis completa.

Posteriormente se midié de manera indirecta la expresion de luciferasa (indicativo de la
actividad del promotor) y de renilla, utilizando un luminémetro Sirius (Berthold detection system)
y el kit Dual Luciferasa Kit Assay de Promega siguiendo las instrucciones del frabicante. Los
valores obtenidos de la expresion de renilla se emplearon para corregir los valores de
luciferasa y poder establecer comparaciones entre los distintos tratamientos y clones.
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En estudios previos en nuestro laboratorio se ha observado la influencia del colesterol
sobre la diferenciacion celular en la linea promielocitica humana HL-60, en la que la inhibicion
de la sintesis de colesterol induce su diferenciacion a neutréfilos (Sanchez-Martin et al., 2007).
Durante la adipogénesis ocurre una redistribucion del colesterol de membrana a las gotas
lipidicas que se forman en los adipocitos, y esta alteracion en la distribucion del colesterol
celular altera, a su vez, su sensibilidad a la insulina modificando su comportamiento metabdlico
(Le Lay et al.,, 2001). Parece que el colesterol, lejos de ser considerado como un mero
componente estructural de la membrana plasmatica, participa en la regulacion de la fisiologia
celular y por ello nos planteamos estudiar el efecto de la inhibicion de su sintesis en la
diferenciacion de células 3T3-L1 a adipocitos.

1. Efecto de la inhibicion de la sintesis de colesterol sobre la
diferenciacion a adipocitos de células 3T3-L1

1.1. Efecto de distintos inhibidores sobre la sintesis de colesterol en células 3T3-
L1

Para analizar el efecto de distintos inhibidores de la sintesis de colesterol sobre la
adipogénesis analizamos, primero, el efecto que ejercian sobre la sintesis de colesterol en
preadipocitos 3T3-L1. La inhibicién de distintas enzimas de la colesterogénesis por parte de los
inhibidores utilizados se ha comprobado previamente en otros tipos celulares como las HL-60
(Fernandez Hernando, 2003), pero debiamos constatar que en las células 3T3-L1 actuaban de
la misma manera. Células 3T3-L1 en fase de crecimiento se incubaron en flask de 75 cm”
durante 10 horas en medio con LPDS en ausencia (células control) y en presencia de distintos
inhibidores de la colesterogénesis a las siguientes concentraciones: SKF 104976 3 pM, AY
9944 5 uM, 5,22-colestadien-3p-ol 1ug/ml y triparanol 3 yM. A las dos horas de iniciar el
tratamiento, se afadid al medio [14C]-acetato y se incubaron durante 8 horas mas. La
radioactividad incorporada a las distintas especies de esteroles sintetizados, asi como la
naturaleza de los mismos se analizé6 mediante HPLC en fase reversa.

Las células control sintetizaron exclusivamente colesterol a partir del acetato
radioactivo (Fig 12A). La adicion al medio de los inhibidores a esas concentraciones anulé
completamente la incorporacién de radioactividad al colesterol de nueva sintesis (Fig 12). En
estos casos, el [14C]-acetato, a partir del cual se inicia la colesterogénesis, no se transforma en
colesterol sino en intermediarios de la ruta debido al bloqueo que los distintos inhibidores
ejercen sobre distintas enzimas. Asi pues, el SKF 104976 a la concentracion de 3 uM produjo
la acumulacion de lanosterol y dihidrolanosterol (Fig 12A) al inhibir la lanosterol 14a-
desmetilasa. El AY 9944 5 uM, produjo la acumulacién de 7-deshidrodesmosterol (7-DHD) y 7-
DHC (Fig 12A) como resultado de la inhibicion de la A’-reductasa. Las células tratadas con
5,22-colestadien-3p-ol 1ug/ml acumularon 7-DHD y desmosterol (Fig 12A) por la inhibicion de
la A**-reductasa. Por ultimo, los preadipocitos tratados con triparanol 3 uM acumularon 7-DHD
y zimosterol segun se confirmd mediante el analisis mas detallado de los esteroles acumulados
por GC/MS (Fig 12B). Esto sugiere una fuerte inhibicion de la A*-reductasa, asi como de la A’-
reductasa y la A%-isomerasa en este orden de afinidad.
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Figura 12. Efecto de distintos inhibidores de la colesterogénesis sobre la biosintesis de colesterol
en células 3T3-L1. A. Se analiz6 mediante HPLC la radioactividad incorporada a los distintos
intermediarios de la sintesis de colesterol en preadipocitos 3T3-L1 tratados con SKF 104976 3 uM, AY
9944 5 uM y 5,22-colestadien-3B-ol 1 pg/ml. Picos identificados: (1) colesterol, (2) lanosterol, (3)
dihidrolanosterol, (4) 7-DHD, (5) 7-DHC, (6) Desmosterol, (7) Zimosterol.B. El efecto del Triparanol 3 yM
sobre la colesterogénesis se analizé mediante HPLC y GC/MS para una mejor identificacion de los
esteroles acumulados en este caso. Se muestran cromatogramas de intercambio i6nico. (1.S), estandar
interno: colestano.
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1.2. Efectos del SKF 104976 sobre la acumulacion de gotas lipidicas en células
3T3-L1

Durante la diferenciaciéon terminal aumenta la tasa de lipogénesis y comienza la
acumulacion de gotas lipidicas en el citoplasma de los preadipocitos, donde se acumulan
grandes cantidades de lipidos neutros como triglicéridos y ésteres de colesterol (Gregoire et al.,
1998). Para estudiar el efecto del SKF 104976 sobre la diferenciacién a adipocitos de las
células 3T3-L1 analizamos primero su capacidad para acumular gotas lipidicas tras 5 dias de
haber inducido su diferenciacion. Asi, las células se diferenciaron en medio con FBS al 10%, o
con LPDS al 10% solo (células control), con SKF 104976 3 pM, colesterol libre o LDL-
colesterol, ambos a 30 ug/ml, o con el inhibidor tanto con colesterol libre como con LDL-
colesterol a las concentraciones indicadas. El proceso de diferenciacion se indujo siguiendo el
protocolo descrito en Material y Métodos (apartado 4) durante 5 dias. Las células
indiferenciadas fueron células mantenidas en FBS hasta el momento de alcanzar Ia
confluencia.

Tras este tiempo, se analizé la cantidad de acumulaciones lipidicas en cada caso por
tincién con Oil Red-O. Aparentemente, la acumulacion de gotas lipidicas en células 3T3-L1
diferenciadas en FBS, LPDS solo o con colesterol libre o en forma de LDL fue
aproximadamente igual en todos los casos (Fig 13A), mientras que el SKF 104976 provocé un
descenso en tales acumulaciones, imprimiendo a las células un fenotipo semejante al de
células indiferenciadas (Fig 13A). Por su parte, el colesterol tanto libre como en forma de LDL
evitd los efectos del SKF 104976 devolviéndole a las células el aspecto de adipocitos
diferenciados (Fig 13A). Al cuantificar el contenido de las gotas lipidicas mediante la
determinacion de la absorbancia del Oil Red-O a 510 nm observamos mas detalladamente los
efectos del SKF 104976 sobre tales acumulaciones. En estos experimentos, advertimos que la
absorbancia en células 3T3-L1 diferenciadas en LPDS fue menor que en las diferenciadas en
medio con FBS (Fig 13B), pero muy semejante a la de células diferenciadas en LPDS con
colesterol libre o en forma de LDL (Fig 13B). Esto indica que es posible que no solo el
colesterol, sino algun otro componente del FBS que no se encuentra en el LPDS participe en la
generacion de las gotas lipidicas. El tratamiento con el inhibidor provocé un notable descenso
en la absorbancia del Oil Red-O respecto a células control (Fig 13B) que aumentd, en parte,
ante el aporte externo de colesterol, tanto en forma de colesterol libre como en forma de LDL-
colesterol (Fig 13B). Estos resultados indican la importancia del colesterol en el proceso de
adipogénesis, ya que células 3T3-L1 privadas completamente de colesterol (tratadas con SKF
104976) fueron incapaces de diferenciarse a adipocitos tras estimulacién hormonal; pero en
presencia de éste, se evito el efecto del inhibidor sobre la acumulacion de gotas lipidicas.

1.3. Efecto del SKF 104976 sobre el contenido de colesterol y triglicéridos en
células 3T3-L1 diferenciadas

Los componentes principales de las gotas lipidicas son los triglicéridos y los ésteres de
colesterol y asi nos propusimos estudiar el efecto del SKF 104976 sobre el contenido de ambos
en células 3T3-L1 diferenciadas. Para ello, diferenciamos células 3T3-L1 durante 5 dias en
medio con LPDS al 10% solo (control), con colesterol libre o en forma de LDL a la
concentracion de 30 pg/ml o con el inhibidor solo o en combinacién con colesterol libre o LDL-
colesterol a las concentraciones indicadas. Los niveles de colesterol y triglicéridos se midieron
mediante métodos enzimaticos y observamos que el SKF 104976 produjo una disminucién
significativa de ambos y que el tratamiento conjunto del inhibidor tanto con colesterol libre como
en forma de LDL evit6 el efecto del inhibidor sobre los niveles de los componentes de las gotas
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lipidicas en la adipogénesis de células 3T3-L1, siendo mas efectivo el colesterol libre que las
LDL (Tabla 4).
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Figura 13. Efecto del SKF 104976 sobre la acumulacién de gotas lipidicas durante la adipogénesis
de preadipocitos 3T3-L1. A. La acumulaciéon de lipidos neutros en las gotas lipidicas se monitorizd
mediante tincidon con Oil Red-O de las células 3T3-L1en las condiciones que se indican. 1. Imagenes de
microscopia de contraste de fases. 2. Imagenes de microscopia de las gotas lipidicas. B. Se muestran los
valores de absorbancia a 510 nm del Oil Red-O incorporado a los lipidos neutros en cada tratamiento. Los
datos se expresan como % de las células indiferenciadas y como media + EE (n=3). La comparacién
estadistica se establecié respecto a las células indiferenciadas (++ p<0,002, +++ p<0,0005), respecto a
las células control (** p<0,002, *** p<0,0005) y respecto a las células diferenciadas en presencia de SKF
solo (~ p<0,01).
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Colesterol Triglicéridos
Control 22,1+0,2 344+04
Colesterol 40,1 +1,0 34,1+0,2
LDL 223+0,5 32,0+0,1
SKF 104976 144 +04* 245+0,3 **
SKF 104976 + Colesterol 29,3+0,8" 30,502
SKF 104976 + LDL 17,3+0,8" 279+0,1"

Tabla 4. Efecto del SKF 104976 sobre el contenido de las gotas lipidicas en células 3T3-L1
diferenciadas. El contenido de colesterol y triglicéridos se determind mediante métodos enzimaticos en
células 3T3-L1 diferenciadas durante 5 dias en las condiciones que se indican. Las células control fueron
células diferenciadas en 10% de LPDS. Los datos de la tabla se expresan como pg de colesterol o
triglicéridos por mg de proteina (media + EE, n=3). La comparacién estadistica se expresa respecto a la
condicién control (** p<0,001) o respecto al tratamiento solo con el inhibidor (SKF 104976) (* p<0,05; **
p<0,001).

Ante estas observaciones de que la inhibicion de la colesterogénesis impide la
diferenciacion de los preadipocitos 3T3-L1 a adipocitos en presencia de los estimulos
adecuados, quisimos observar qué estaba ocurriendo molecularmente y para ello,
comenzamos analizando la expresion de algunos de los factores de transcripcion encargados
de dirigir el proceso de diferenciacién, asi como proteinas especificas de adipocitos maduros.

1.4. Estudio del efecto de la inhibicion de la sintesis de colesterol sobre la
expresion de algunos factores de transcripcion implicados en la adipogénesis

Analizamos los niveles de mRNA y/o proteina del primer factor expresado en el
programa de diferenciacién, C/EBPB, y de factores activos en etapas mas avanzadas del
proceso, como PPARYy, LXRa y C/EBPa.

1.4.1. Efecto del SKF 104976 sobre la expresion de C/EBPB durante la adipogénesis
de células 3T3-L1

El factor de transcripcion C/EBPf3 es el responsable de inducir algunos de los factores
de transcripcidn que se expresan en etapas mas avanzadas y que permiten la progresion del
proceso, ademas de ser el primero en expresarse ante la estimulacion de la diferenciacién de
células 3T3-L1 a adipocitos (Otto and Lane, 2005). Los maximos niveles de esta proteina se
detectan ya a las 4 horas de haber comenzado el proceso y se mantienen durante los dos
primeros dias de diferenciacion descendiendo luego a la mitad en etapas mas avanzadas (Cao
et al., 1991; Otto and Lane, 2005; Tang and Lane, 1999). Por esto, el estudio de su expresion
de mensajero y proteina se realizé en el dia 1 de diferenciacion en células 3T3-L1. Su
expresion aumento al inducir la adipogénesis (Fig 14A) pero la inhibicion de la sintesis de
colesterol por SKF 104976 3 uM no provoco descenso alguno en la expresion de mRNA (Fig
14A) ni proteina (Fig 14B) de C/EBPS.
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Figura 14. Efecto del SKF 104976 sobre la expresion del factor de transcripcion C/EBPB. A. Las
células 3T3-L1 se diferenciaron durante 1 dia en las condiciones indicadas y se analizaron, mediante g-
PCR, los niveles de mRNA de C/EBPB. Los datos se expresan como media + EE (n=3). Las
comparaciones estadisticas se realizaron frente las células control (* p<0,005, ** p<0,001). B. Las células
3T3-L1 se diferenciaron durante 1 dia en las condiciones que se indican y se analizaron por western-blot
los niveles de proteina de C/EBP@ en 50 pg de extractos proteicos nucleares. Se muestra un western-blot
representativo de tres experimentos independientes.

1.4.2. Efecto del SKF 104976 sobre la expresion de PPARy, LXRa y C/EBPa en la
adipogénesis de células 3T3-L1

La disminucién en la acumulacion de gotas lipidicas por el tratamiento con SKF 104976
de preadipocitos en diferenciacion podria deberse a alteraciones en la expresion de algunos de
los factores de transcripcion encargados de dirigir el proceso. Para determinar la influencia del
descenso en los niveles de colesterol por inhibicion de su sintesis con SKF 104976 3 uM a este
respecto; las células 3T3-L1 se diferenciaron en FBS o LPDS al 10% solo (células control), con
colesterol libre o LDL-colesterol ambos a la concentracion de 30 pg/ml o SKF 104976 3 uM solo
0 en combinacidon con colesterol libre o LDL-colesterol. Después de cinco dias de
diferenciacion se determinaron los niveles de mRNA y proteina de PPARYy y LXRa, asi como
los niveles de proteina de C/EBPa. Para ello se analizd la expresién génica de los factores
indicados mediante g-PCR, normalizandose los niveles de mRNA segun el contenido de rRNA
18S.

La induccion de la adipogénesis en células 3T3-L1 incubadas en FBS condujo a
aumentos de dos y quince veces en los niveles de mRNA de PPARy y LXRa, respectivamente,
respecto a los de células indiferenciadas (Fig 15A y 15B). En células control, la expresion de
mensajero de estos dos genes también experimenté un aumento significativo respecto a su
expresion en células indiferenciadas aunque, en este caso, tal aumento no fue tan acusado
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como en células diferenciadas en FBS (Fig 15A y B). El tratamiento con SKF 104976 redujo
estos niveles en un 56% en el caso de PPARYy (Fig 15A) y en un 44% en el caso de LXRa (Fig
15B) en comparacion con células control, siendo estos niveles semejantes a los encontrados
en células indiferenciadas. El aporte de colesterol libre o en forma de LDL contrarrestd
parcialmente el efecto inhibitorio del SKF 104976 sobre la expresion en mensajero de estos
factores de transcripcion (Fig 15A y B). Ademas, incluso en células diferenciadas en presencia
de FBS, el SKF 104976 fue capaz de disminuir significativamente el contenido de mRNA tanto
de PPARy como de LXRa (Fig 15A y B), aunque esta disminucién no fue tan acusada como al
inhibir la sintesis de colesterol en presencia de LPDS (Fig 15A y B).

Posteriormente, quisimos determinar si el efecto observado también era provocado por
otros inhibidores de la colesterogénesis (AY 9944 y atorvastatina). Los niveles de mRNA de
PPARy en células diferenciadas en presencia de AY 9944 5 uM o atorvastatina 5 uM
disminuyeron en un 70% y un 40%, respectivamente en comparacion con células control (Fig
15C). En el caso de LXRa, el AY 9944 y la atorvastatina provocaron un descenso en la
cantidad de mRNA del 68% y el 32%, respectivamente (Fig 15D). La coincubacién de cada uno
de los inhibidores con LDL-colesterol 30 ug/ml evité sustancialmente el efecto inhibitorio del AY
9944 y la atorvastatina sobre la expresién de mensajero de PPARy y LXRa (Fig 15C y D).

Tras estos 5 dias de diferenciacion también se analizaron, mediante western-blot, los
niveles de proteina de PPARy, LXRa y C/EBPa. Observamos que el patréon de expresion de
proteina de PPARYy y LXRa para cada uno de los tratamientos va en paralelo a los resultados
relativos a la expresion de mRNA. En células indiferenciadas (células mantenidas en FBS sin
estimulacion hormonal durante el tiempo del tratamiento no se detecté expresion de ninguno de
los factores (Fig 15E). La incubacion con el inhibidor provocd una disminucion respecto de
células control en la expresion PPARy, LXRa y C/EBPa (Fig 15E), y la coincubacion del SKF
104976 con colesterol libre o LDL impidi6 el efecto del inhibidor (Fig 15E).

1.5. Efecto del SKF 104976 sobre la expresion de proteinas especificas de
adipocitos en células 3T3-L1 en diferenciaciéon

Una vez comprobado que el SKF 104976 y otros inhibidores de la biosintesis de
colesterol impiden la expresion de algunos factores de transcripcion implicados en la
adipogénesis, decidimos analizar la expresidon de proteinas especificas de adipocitos. Las
proteinas elegidas fueron la adipsina (proteina de secrecion de adipocitos completamente
diferenciados) y aP2/FABP4.

Se analizaron, mediante western-blot, los niveles de estas proteinas en células 3T3-L1
sometidas a 5 dias de diferenciacion y observamos un paralelismo entre los cambios de
expresion de ambas proteinas en las distintas condiciones. Como se observa en la figura 16,
tanto los niveles de adipsina como de aP2 en células indiferenciadas fueron indetectables.
Estos niveles aumentaron al diferenciar las células en presencia de FBS al 10% o LPDS al 10%
solo (células control) o en presencia de colesterol libre 30ug/ml (Fig 16). El tratamiento con
SKF 104976 3 yM disminuy6 considerablemente los niveles de proteina tanto de aP2 como de
adipsina, mientras que la adicidon conjunta de colesterol evité el efecto del SKF 104976 y
mantuvo los niveles de expresién tan aumentados como en las células control (Fig 16).

Una vez mas, se deduce que es la falta de colesterol la responsable del bloqueo de la

adipogénesis por inhibicidon de la expresion de proteinas especificas de adipocitos maduros.
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Figura 15. Efecto de los inhibidores de la colesterogénesis sobre la expresion de factores de
transcripcion de la adipogénesis. A, B, C y D. Las células 3T3-L1 se diferenciaron a adipocitos durante
5 dias en las condiciones indicadas y se analizaron mediante g-PCR los niveles de mRNA de PPARYy y
LXRa. Los datos se expresan como media + EE (n=3) y las comparaciones estadisticas se realizaron
respecto de las células control (* p<0,005; ** p<0,001; *** p<0,0005), respecto de los inhibidores solos (~
p<0,05; ~~ p<0,005) y respecto de las células diferenciadas en FBS (# p<0,05). E. Las células se
diferenciaron durante 5 dias con los tratamientos que se indican y se analizaron los niveles de proteina de
PPARy, LXRa y C/EBPa mediante western-blot en 50 ug de extractos proteicos nucleares de cada
tratamiento. Las imagenes de western-blot son representativas de al menos tres experimentos
independientes.
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Figura 16. Efecto del SKF 104976 sobre la expresion de adipsina y aP2/FABP4. Las células 3T3-L1
se diferenciaron durante 5 dias con los tratamientos indicados y se analizaron, mediante western-blot, los
niveles de adipsina y aP2. Para ello se utilizaron 50 pug de proteina total de cada tratamiento y se
detectaron los niveles de adipsina, aP2 y GAPDH (control de carga). Las imagenes mostradas son
representativas de tres experimentos realizados de forma independiente.

1.6. Efectos de la inhibicion de la colesterogénesis sobre el ciclo celular en
adipogénesis

La adipogénesis es un proceso en el que tanto cambios en la expresién génica como
morfolégicos y funcionales estan fuertemente ligados a cambios en el ciclo celular (Fajas et al.,
1998). En algunos modelos de adipogénesis, como en las células 3T3-L1, se ha observado que
la inhibicion de la fase de expansidon clonal provoca una inhibicion de la diferenciacion,
proponiendo esta etapa como clave para que se desarrolle el proceso (Kuri-Harcuch and
Marsch-Moreno, 1983). Por otra parte, en nuestro laboratorio se ha observado el bloqueo del
ciclo celular por inhibicion de la sintesis de colesterol en varios tipos celulares (Martinez-Botas
et al.,, 2001; Martinez-Botas et al., 1999). Ante estos resultados, nos propusimos estudiar
posibles alteraciones en la sintesis de DNA y en la progresion del ciclo celular durante la fase
de expansion clonal como causa de la inhibicion de la adipogénesis por inhibicion de la
colesterogénesis en células 3T3-L1.

1.6.1. Determinaciéon del momento de la diferenciacion en que tiene lugar la fase de
expansion clonal en células 3T3-L1

Para concretar el momento de la diferenciacién en que ocurre la fase de expansion
clonal en nuestro modelo, las células 3T3-L1 se diferenciaron durante distintos tiempos, se
fijaron y se marcaron con yoduro de propidio para el estudio del ciclo celular. Puesto que la
fase de expansién clonal tiene lugar en torno a las 16-20 h después de haber inducido la
diferenciacion, los tiempos elegidos fueron 18, 24 y 40 h. El tiempo O lo representan células
procesadas en el momento en que se indujo la diferenciacion.

Del analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo observamos que a las 18 h, la
mayoria de las células se encontraban en fase S, con un contenido intermedio de DNA,
mientras que a las 24 h estaban en G2 (contenido de DNA 4n) y a la 40 h ya habian concluido
un ciclo de division hallandose, por tanto, en fase G1 (contenido de DNA 2n) (Fig 17). Por
tanto, fijamos las 18-20 h de diferenciacién como el momento en que la mayoria de las células
en cultivo esta en fase S, es decir, de expansion clonal.
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Figura 17. Determinacion del momento de la diferenciacion en que tiene lugar la fase de expansion
clonal en células 3T3-L1. Las células 3T3-L1 se diferenciaron durante 18, 24 y 40 h y se analiz6 el ciclo
celular mediante citometria de flujo. El diagrama es representativo de tres experimentos independientes.

1.6.2. Efecto de distintos inhibidores de la colesterogénesis sobre la sintesis de DNA
durante la fase de expansion clonal en células 3T3-L1 en diferenciacion

Una vez fijado el momento en que tiene lugar la fase de expansién estudiamos el
efecto de distintos inhibidores de la colesterogénesis sobre el ciclo celular y la sintesis de DNA
a las 20 horas de diferenciacion mediante andlisis bivariante en el citometro de flujo. Las
células 3T3-L1 fueron diferenciadas en presencia de BrdU 10 uM en LPDS solo (control) o con
distintos inhibidores de la colesterogénesis (SKF 104976 3 uM, AY 9944 5 yM y Triparanol 3
MM) en ausencia o presencia de colesterol libre 30 ug/ml. Transcurrido este tiempo, las células
se marcaron con yoduro de propidio para analizar su distribucion en las distintas fases del ciclo
celular y con anti-BrdU-FITC para la deteccién de la BrdU incorporada al DNA de nueva
sintesis. En la figura 18 observamos que ninguno de los inhibidores afecté la fase de sintesis ni
bloqued el ciclo celular en preadipocitos 3T3-L1 en diferenciacion. Las células indiferenciadas
fueron células mantenidas en medio con FBS sin estimulacion hormonal durante las 20 h de
tratamiento (Fig 18).
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Figura 18. Efecto de la inhibicion de la colesterogénesis sobre la sintesis de DNA en células 3T3-L1
en diferenciacion. Las células 3T3-L1 se diferenciaron durante 20 h en presencia de BrdU en las
condiciones indicadas y se analizé mediante citometria de flujo la sintesis de DNA y la fase del ciclo
celular en que se encuentran las células. A la izquierda de cada tratamiento se muestra la distribucion de
las células en las distintas fases del ciclo celular y a la derecha aparecen las células con distinto
contenido de DNA vy la cantidad de BrdU incorporada por cada célula. Los diagramas son representativos
de tres experimentos independientes.
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1.6.3. Efectos del AY 9944 sobre la progresiéon del ciclo celular durante la
diferenciacion de células 3T3-L1 a adipocitos

Una vez comprobado que la inhibicion de la colesterogénesis no inhibe la sintesis de
DNA durante la fase de expansion clonal ni provoca un bloqueo del ciclo celular en este
momento de la adipogénesis, quisimos analizar el transcurso del ciclo celular en periodos mas
largos de la diferenciacién y si la expansion clonal concluye con éxito ante una inhibicién de la
colesterogénesis.

Para ello analizamos el ciclo celular mediante citometria de flujo a distintos tiempos
después de haber inducido la diferenciacion: 10, 24, 30, 36, 48 y 56 horas. Las células 3T3-L1
se diferenciaron en LPDS en ausencia (control) o en presencia de AY 9944 5 uM durante los
tiempos indicados y se procesaron para el analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo.
A ninguno de los tiempos analizados se observaron cambios en el ciclo celular entre las células
diferenciadas en presencia del inhibidor respecto a las células control (Fig 19). Ademas,
observamos que las células 3T3-L1 s6lo realizaban una ronda de divisién durante la fase de
expansion clonal, puesto que después de la primera division, transcurridas aproximadamente
20 h (desde las 36 a las 56 h), las células en G1 no inician una nueva fase de sintesis (Fig 19).
Las células indiferenciadas fueron células mantenidas en FBS y analizadas 72 h después de
haber alcanzado la confluencia, momento que se corresponde con las 24 h de diferenciacion
de las células tratadas (Fig 19).

Control
AY 9944

No de Cé‘lU‘laS

Figura 19. Efecto del AY 9944 sobre la progresion del ciclo celular durante la adipogénesis de
células 3T3-L1. Las células 3T3-L1 se diferenciaron durante los tiempos indicados en LPDS solo (control)
0 en presencia de AY 9944 y se analizé su distribucion en las distintas fases del ciclo celular mediante
citometria de flujo. Las células indiferenciadas fueron células mantenidas en LPDS durante las 72 h
posteriores al momento en que alcanzan la confluencia. Los perfiles de ciclo que se muestran son
representativos de tres experimentos independientes.
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A difererencia de lo observado en las lineas celulares HL-60 y MOLT-4 (Martinez-Botas
et al., 1999; Sanchez-Martin et al., 2007), la reduccién de los niveles de colesterol por efecto de
distintos inhibidores no produjo alteraciones importantes en la progresién del ciclo celular en las
células 3T3-L1 en diferenciaciéon. Esto puede deberse a que el contenido de colesterol de las
células 3T3-L1 es superior que en esas otras células, y puede ser suficiente como para permitir
que se produzcan 1 6 2 ciclos celulares aun cuando la biosintesis de colesterol esté inhibida.
En cualquier caso, estos resultados invalidan la hipétesis de que la causa del bloqueo de la
adipogénesis por inhibicion de sintesis de colesterol sea la inhibicion del ciclo celular, es decir,
la alteracién de la expansion clonal.

Ante estas observaciones, nos planteamos que la inhibicion de la colesterogénesis
podria estar afectando a las vias de sefalizacion celular e, indirectamente, a la activacion de
los factores de transcripciéon cuya expresion se ve disminuida al inhibir la sintesis de colesterol.
El hecho de que estimulos adipogénicos activen tipicamente distintas vias de sefalizacion
plantea su posible implicacion en el proceso. Tal es el caso de las vias de Akt (Xu and Liao,
2004), y de las MAPKs (Engelman et al., 1998; Huo et al., 2003), cuya actividad en presencia
de inhibidores de la colesterogénesis nos propusimos estudiar a continuacion.

1.7. Efecto de la inhibicion de la colesterogénesis mediada por SKF 104976 y AY
9944 sobre la funcionalidad de la via de ERK y p38 MAPKSs en la induccion de la
adipogénesis de células 3T3-L1

Las MAPKs se activan en los primeros minutos después de inducir la diferenciacion,
pero para establecer concretamente el momento en que deberiamos estudiar su actividad
diferenciamos las células 3T3-L1 durante 10 y 30 min o 1 h en LPDS solo (control) o con SKF
104976 3 uM y analizamos, mediante western-blot, los niveles de proteina fosforilada y total de
ERK1/2 y p38 (Fig 20A). Result6 que la fosforilacion de ERK1/2 (p-ERK) se detectd
exclusivamente a los 10 min tanto en células control como en células tratadas con SKF 104976
(Fig 20A), mientras que la de p38 se detectd ya a los 10 min y se mantuvo hasta 1 h después
de inducir la diferenciacién (Fig 20A). Por tanto, para facilitar el procesamiento de las muestras
realizamos el analisis de ambas proteinas a los 10 min de inducir la diferenciacion.

Posteriormente, nos preguntamos qué estimulos del medio de diferenciacién
provocaban la fosforilacion de cada una de las MAPKs objeto de estudio o si era la accién
conjunta de los tres la responsable de tal fosforilacion. Como se muestra en la Fig 20B, todos
ellos por separado indujeron la fosforilacion de ERK1/2 y de p38, pero mas intensamente
cuando se anadieron conjuntamente al medio. Por tanto, en estudios posteriores estimulamos
ambas vias con los tres agentes adipogénicos en combinacion.

Para el estudio del efecto de los inhibidores de la colesterogénesis, SKF 104976 y AY
9944, sobre la funcionalidad de las vias de estas MAPKs se indujo la diferenciacion de células
3T3-L1 en 10% de LPDS solo (células control), con colesterol libre 30 pg/ml, o con SKF 104976
3 uM, o AY 9944 5 uM solos 0 en compaiiia de colesterol a las concentraciones indicadas. A
los diez minutos se analizaron los niveles de fosforilacion de ERK1/2 y p38, representativos de
los niveles de activacion y funcionalidad de ambas rutas de sefalizacién (Fig 20C).

En células indiferenciadas (células mantenidas en LPDS 10% el tiempo que duré el
experimento) los niveles de proteina fosforilada fueron indetectables o muy bajos (Fig 20C).
Tanto en el caso de ERK1/2 como de p38 MAPK, los niveles de proteina fosforilada
disminuyeron respecto a los de células control al inducir la diferenciacién en presencia de los
inhibidores (Fig 20C) y en ambos casos, el tratamiento conjunto de cada inhibidor con
colesterol libre impidié la disminucién en los niveles de fosforilacion de ERK1/2 y p38 MAPK
observada en presencia de los inhibidores (Fig 20C). Los niveles totales de ERK1/2 y p38
MAPK y GAPDH (control de carga) no se vieron afectados en ninguno de los casos (Fig 20C).
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De estos resultados deducimos que la inhibicion de la sintesis de colesterol altera la activacion
de la via de ERK1/2 y de p38 MAPK en el momento en que se induce la adipogénesis en
células 3T3-L1.
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Fig 20. Efecto de los inhibidores de la sintesis de colesterol, SKF 104976 y AY 9944, sobre la
actividad de las vias de las MAPKs durante la diferenciacion de células 3T3-L1. A. Las células 3T3-
L1 se diferenciaron durante 10, 30 minutos o 1 h en LPDS solo (control) o con SKF 104976. B. Las células
3T3-L1 se trataron durante 10 min con los tres estimulos adipogénicos juntos o por separado. C. Las
células 3T3-L1 se diferenciaron durante 10 min en LPDS solo (células control), con colesterol 30 pg/ml, o
con SKF 104976 3 uM o AY 9944 5 uM solos o con colesterol. En todos los casos, los niveles de p-
ERK1/2, p-p38, ERK1/2 total, p38 total y GAPDH (control de carga) se analizaron mediante western-blot
en 100 ug de proteina total para cada uno de los tratamientos. Indif, células indiferenciadas; Col,
colesterol; Med Dif, medio de diferenciacién; Dex, dexametasona; Ins, insulina; IBMX, isobutilmetilxantina.
Las imagenes de western-blot que se muestran son representativas de al menos tres experimentos
realizados de manera independiente.
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1.8. Implicacion de la via de JNK MAPK en la diferenciaciéon de las células 3T3-L1
a adipocitos

Los intentos por detectar la quinasa JNK1/2 fosforilada en células 3T3-L1 sometidas a
las condiciones del apartado anterior (1.7) fueron infructuosos. Ante datos que apuntan a los
efectos negativos de esta proteina sobre el correcto desarrollo de la adipogénesis (Camp et al.,
1999), comprobamos su fosforilacion en distintos momentos de la diferenciacion. Por ello,
diferenciamos las células 3T3-L1 en LPDS durante 15 h, 1, 2 y 6 dias o durante 10 minutos con
anisomicina 50 ng/ml como control positivo y analizamos, mediante western-blot, los niveles de
JNK1/2 total y fosforilada. Las células indiferenciadas fueron células 3T3-L1 procesadas al
alcanzar la confluencia. En ninguno de los tiempos analizados detectamos fosforilacién de JNK
(Fig 21), determinando que esta proteina no participa en la induccién de la adipogénesis en
células 3T3-L1.
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Figura 21. Papel de la JNK MAPK en adipogénesis. Western-blot de p-JNK 1/2 y JNK total en células
3T3-L1 diferenciadas en LPDS durante los tiempos indicados y con anisomicina 50 ng/ml durante 10
minutos para estimular fosforilacion de JNK1/2. Las células indiferenciadas fueron células 3T3-L1
procesadas al alcanzar la confluencia. Las imagenes que se muestran son representativas de tres
experimentos independientes. Anis, anisomicina; Indif, indiferenciadas.

1.9. Efecto de los inhibidores de la colesterogénesis, SKF 104976 y AY 9944,
sobre la funcionalidad de la via de PKB/Akt en la induccion de la adipogénesis
en células 3T3-L1

En cuanto a la fosforilacion y, por tanto, activacién de la kinasa PKB/Akt durante la
adipogénesis de células 3T3-L1 sabemos que se detecta ya a los 20 minutos de inducir la
diferenciacion y que el estimulo responsable de tal fosforilacion es exclusivamente la insulina
administrada a la concentracion de 1 yM (Xu and Liao, 2004). Por ello, para el estudio de su
actividad y funcionalidad estimulamos la via con insulina 1 yM (Xu and Liao, 2004) durante 20
minutos en células 3T3-L1 incubadas en FBS o LPDS al 10% solo (células control), con
colesterol 30 pg/ml, o con los inhibidores SKF 104976 3 uM o AY 9944 5 uM solos o en
combinacion con colesterol. Los niveles de fosforilacion de Akt disminuyeron con ambos
inhibidores respecto de las células control (Fig 22). El tratamiento conjunto de cada uno de los
inhibidores con el colesterol evitd tales efectos (Fig 22). El tratamiento con SKF 104976 o AY
9944 redujo los niveles de p-Akt y, por tanto, la estimulacién de la via de PKB/Akt por parte de
la insulina, uno de los estimulos inductores de la adipogénesis y responsable de la activacion
de las vias de sefializacién implicadas en desencadenar el proceso.
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Figura 22. Efecto de los inhibidores de la colesterogénesis, SKF 104976 y AY 9944, sobre la
activacion de la via de PKB/Akt en células 3T3-L1 estimuladas con insulina. La via de PKB/Akt se
estimulé con insulina 1 yM durante 30 minutos en preadipocitos 3T3-L1 en las condiciones que se indican
y se analizaron mediante western-blot los niveles de p-Akt y Akt total en 100 pg de proteina celular total.
Col, colesterol; SKF, SKF 104976 3 uM; AY, AY 9944 5 uM. Las células control son células estimuladas
con insulina en LPDS al 10%. Las imagenes de western-blot que se muestran son representativas de al
menos tres experimentos independientes.

1.10. Efecto de la inhibicion de la colesterogénesis sobre la fosforilacion de
C/EBPB

Algunas de las vias de sefalizacion alteradas por la inhibicion de la colesterogénesis
se han implicado en la fosforilacion de C/EBPS, factor que so6lo adquiere la capacidad de unién
a DNA cuando se encuentra fosforilado (Otto and Lane, 2005; Tang et al., 2005). Dichas
fosforilaciones son secuenciales; la primera, en Thr188, por accién de una MAPK, ocurre en las
primeras 4 horas de diferenciacion y parece ser necesaria para la expansion clonal y, aunque
no suficiente, también para la union de C/EBP al DNA y la expresion de factores implicados en
la diferenciacion terminal (Piwien-Pilipuk et al., 2001; Tang et al., 2005).

En primer lugar, nos propusimos el estudio de la fosforilacion en Thr188 del C/EBPf en
situaciones de inhibicion de la colesterogénesis, en las que ya observamos ausencia de
cambios en su expresién; y después la posible implicacion de las vias de sefializacién cuya
actividad se ve disminuida con los inhibidores de la sintesis de colesterol al inducir la
adipogénesis en células 3T3-L1.

1.10.1. Efecto de la inhibicion de la sintesis de colesterol sobre la fosforilacion en
Thr188 de C/EBPp durante la adipogénesis de células 3T3-L1

Segun lo descrito en la literatura, la primera de las fosforilaciones que experimenta
C/EBPS durante la adipogénesis ocurre durante las primeras 4h de diferenciacion en células
3T3-L1 (Tang et al., 2005). Para poder estudiar el efecto de la inhibicidon de la colesterogénesis
sobre esta fosforilaciéon al inducir la adipogénesis, quisimos determinar exactamente el
momento en que ocurria dicha fosforilacién en nuestro modelo celular. Para ello, diferenciamos
los preadipocitos 3T3-L1 durante 2, 4 y 6 h, y se analizaron los niveles de p-C/EBPJ (C/EBPf
fosforilado en Thr188). La fosforilacion de C/EBPB en Thr188 se observd ya a las 4 h de
diferenciacion, mientras que los niveles de C/EBPf total no variaron entre ninguno de los
tiempos analizados (Fig 23A).

Puesto que no observamos alteraciones en la expresion de C/EBPJ por accion del SKF
104976 nos planteamos que la inhibicion de la sintesis de colesterol, lejos de afectar la
expresion de C/EBPB, estuviera afectando su capacidad de union al DNA vy, por tanto, su
funcionalidad, por inhibicion de la fosforilacién en Thr188 a través de la alteracién de las vias
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de sefalizacion implicadas en dicho proceso. Para ello diferenciamos células 3T3-L1 en LPDS
al 10% en ausencia (células control) y presencia de tres inhibidores de la colesterogénesis:
SKF 104976 3 pM, AY 9944 5 uM y Triparanol 3 pM durante 4 h. Todos los inhibidores, en
mayor o menor medida, provocaron una disminuciéon en los niveles de p-C/EBP( (Thr188)
respecto a los observados en la situacion control, sin observarse cambios en los niveles de
expresion de proteina total (Fig. 23B).

Para proseguir en este estudio nos centramos en los efectos del AY 9944, pues fue el
inhibidor de la colesterogénesis mas eficaz a la hora de disminuir los niveles de fosforilacion de
C/EBPS durante la adipogénesis. Para demostrar que en realidad era la inhibicién de colesterol
la responsable de tal efecto, diferenciamos las 3T3-L1 en 10% de LPDS solo (células control) o
con AY 9944 5 uM solo o en combinacién con colesterol libre 30 ug/ml durante 4 h y entonces,
analizamos los niveles de p-C/EBP (Thr188) y C/EBPf total. Como ya habiamos visto, el
tratamiento con AY 9944 5 pM disminuyo los niveles de fosforilacion de C/EBP respecto a
células control sin afectar los de proteina total (Fig 23C), pero en presencia de colesterol fue
incapaz de ejercer tales efectos inhibitorios sobre la fosforilacién de C/EBPp (Fig 23C). Esto
indica que la reduccion en los niveles de colesterol es el factor responsable de la disminucion
en la fosforilacién de C/EBPJ.
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Figura 23. Efecto de la inhibicion de la sintesis de colesterol sobre la fosforilacion de C/EBPj
durante las primeras etapas de la adipogénesis de células 3T3-L1. Western-blot de p-C/EBPf y
C/EBPp total. A. Las células 3T3-L1 se diferenciaron durante 2, 4 y 6 horas. B. Las células 3T3-L1 se
diferenciaron durante 4 horas en presencia de distintos inhibidores de la colesterogénesis (SKF 104976 3
UM, AY 9944 5 uM vy triparanol 3 uM). C. Las células 3T3-L1 se diferenciaron durante 4 horas en LPDS
solo (control) o con AY 9944 5 uM solo o en combinacion con colesterol. En todos los casos, se analizo,
mediante western-blot, la fosforilacion en Thr188 C/EBPJ y los niveles de C/EBPJ total en 50 ug de
extracto proteico nuclear. Trip, triparanol; Col, colesterol; Indif, células indiferenciadas. Los western-blots
son representativos de al menos tres experimentos independientes.
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1.10.2. Efecto del AY 9944 sobre la fosforilacion de C/EBPS ante la estimulacién de
distintas vias de sefializacion

Para estudiar la implicacion de las vias de sefalizacion afectadas durante la induccion
de la adipogénesis por inhibicion de la sintesis de colesterol, diferenciamos células 3T3-L1
durante 4 h en LPDS al 10% solo (células control), o con activadores de la via de p38 MAPK
(anisomicina 50 ng/ml), de la via de ERK1/2 (PMA 50 ng/ml) y de la via de PKB/Akt (PIP3 50
ng/ml) solos o en combinaciéon con AY 9944 5 uM y se analizaron mediante western-blot los
niveles de p-C/EBPf y proteina total. De los tres activadores utilizados, sélo el PMA aumento
los niveles de fosforilacién de C/EBPJ respecto a las células control (Fig 24A) mientras que en
presencia del inhibidor AY 9944 no fue capaz de mantener este aumento de fosforilacién (Fig
24A).

Para comprobar que, efectivamente, los activadores estimulaban las vias de
sefalizacion correspondientes y que el AY 9944 afectaba dicha activacion pretratamos las
células 3T3-L1 con AY 9944 5 uM durante 24 h tras un dia de haber alcanzado la confluencia y
posteriormente indujimos su diferenciacion en LPDS al 10% solo (células control) y con cada
uno de los activadores en ausencia o en presencia de AY 9944 5 uM durante 10 minutos para
el analisis de la via de las MAPKs (ERK1/2 y p38), y durante 30 minutos para el analisis de la
via de PKB/Akt. Se obtuvieron resultados diferentes para las distintas proteinas de sefalizacion
estudiadas: en todos los casos los activadores correspondientes aumentaron los niveles de
fosforilacién de ERK1/2, p38 y PKB/Akt sin afectar los niveles de proteina total. En el caso de
ERK1/2 y PKB/Akt, el PMA y el PIP3, respectivamente, fueron incapaces de mantener dicha
activacion, que incluso disminuy6 respecto a la observada en células control si los activadores
se encontraban en presencia de AY 9944 (Fig 24B). En presencia de anisomicina, el AY 9944
no fue capaz de disminuir los niveles de p-p38 (Fig 24B). Todos estos resultados nos permiten
afirmar que la via afectada por la inhibicion de la sintesis de colesterol provocada por el AY
9944 5 uM y responsable de la inhibicion de la fosforilacion de C/EBPS en Thr188 es la via de
ERK1/2 MAPK, puesto que es la unica en la que el AY9944 provoca una disminuciéon de su
actividad y de los niveles de p-C/EBPf aun ante estimulacion de la misma (Fig 24B).

Una vez conocida la causa por la que la inhibicién de la sintesis de colesterol altera la
adipogénesis, que no es otfra que la inhibicién de la fosforilacion de C/EBPp por inhibicion de la
via de ERK; nos planteamos la busqueda del mecanismo que relacionara una disminucion en
el contenido del colesterol celular provocado por la inhibicién de su sintesis y la alteracién de la
via de ERK.

Se sabe que en los “lipid rafts” se concentran gran parte de moléculas de sefializacion
como el receptor de insulina (Karlsson et al., 2004; Nystrom et al., 1999). Puesto que la insulina
es uno de los estimulos adipogénicos capaz de activar la via de ERK, pensamos en la
posibilidad de que la inhibicidon de la sintesis de colesterol estuviera alterando la estructura de
estos microdominios de membrana denominados “lipid rafts”, asi como la sefializacion que
media el receptor de insulina localizado en estas regiones.
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Figura 24. Efecto del AY 9944 sobre la posible seinalizacion implicada en la fosforilacion de p-
C/EBPB. A. Las células 3T3-L1 se diferenciaron en LPDS durante 4 h con los tratamientos que se indican
y se analizaron mediante western-blot los niveles de p-C/EBPf y C/EBPJ total en 50 pg de extracto
proteico nuclear. B. Las células 3T3-L1 en las que se indica, se trataron con AY 9944 durante las 24 h
previas a la diferenciacion. La diferenciacion se indujo durante 10 min con los tratamientos indicados para
el analisis de la via de ERK1/2 y p38 o durante 30 minutos para el analisis de la via de PKB/Akt. En los
tres casos se analizaron mediante western-blot los niveles de proteina fosforilada y proteina total en 50 ug

de extractos de proteina total. Anis, anisomicina. Se muestran western-blots representativos de al menos
3 experimentos independientes.
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2. Aislamiento de distintas fracciones de membrana e identificacion de
fracciones correspondientes a “lipid rafts”

Para poder emprender un estudio detallado del efecto provocado por la disminucién en
el contenido de colesterol celular sobre la estructura y funcionalidad de los “lipid rafts” en
preadipocitos 3T3-L1, lo primero fue desarrollar un método que permitiera el aislamiento e
identificaciéon de tales regiones de membrana. Con este objetivo, las células 3T3-L1 se
sometieron al fraccionamiento de membrana descrito en el apartado 12 de Material y Métodos
y se analizaron, mediante western-blot, los niveles de caveolina-1 (proteina caracteristica de
estos dominios), y receptor de transferrina (RTf) (proteina caracteristica de otras regiones de
membrana), para identificar las fracciones correspondientes a los “lipid rafts”; y a las fracciones
de membrana no-‘“raft’, respectivamente (Fig 25A). Los resultados nos permitieron identificar
las zonas de “lipid rafts” como las fracciones 2 y 3 (fracciones donde se detectan mayores
niveles de caveolina-1) y las zonas correspondientes a membrana no-“raft” como las fracciones
de la 8 a la 12 (fracciones donde se detecta el RTf) de nuestro gradiente de densidad (Fig
25A).

Por otro lado, los “lipid rafts” se definen como microdominios de membrana de baja
densidad ricos en colesterol y triglicéridos y con un bajo contenido en proteinas si se les
compara con ofras regiones de membrana (Pike, 2003). Es por ello por lo que quisimos
confirmar que en las fracciones del gradiente consideradas “lipid rafts” existian, en efecto,
elevados niveles de colesterol y bajos niveles de proteinas. Asi, incubamos células 3T3-L1 en
LPDS, fraccionamos sus membranas y analizamos el contenido de colesterol mediante HPLC y
el contenido de proteinas mediante BCA en las distintas fracciones. Segun lo esperado, en las
fracciones de membrana 2 y 3 se detectaron elevados niveles de colesterol y bajos niveles en
el contenido de proteinas, mientras que en las fracciones no-“raft” los resultados van en sentido
contrario (Fig 25B).
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Fig 25. Identificacion de las fracciones del gradiente correspondientes a “lipid rafts”. A. Western-
blot de caveolina-1 (Cav-1) (proteina especifica de ‘“lipid rafts”) y de receptor de transferrina (RTf)
(proteina especifica de regiones de membrana no-‘raft”’) en las distintas fracciones del gradiente de
células 3T3-L1 incubadas en LPDS. B. Determinacion del contenido de colesterol y proteinas (expresados
en pg) en las distintas fracciones del gradiente de células 3T3-L1 incubadas en LPDS. Las imagenes de
western-blot son representativas de al menos tres experimentos independientes.
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3. Efecto de la inhibicion de la sintesis de colesterol sobre la estructura
de los “lipid rafts”

A continuacién nos interes6 analizar la composicion en esteroles de los “lipid rafts” en
situaciones de inhibiciéon de la colesterogénesis y la localizacién de componentes especificos
de estos microdominios.

3.1. Efecto del SKF 104976 sobre la incorporacion de esteroles de nueva sintesis
a las distintas regiones de membrana

Los inhibidores de la sintesis de colesterol provocan, como hemos visto anteriormente,
una acumulaciéon de distintos intermediarios segun el punto de la ruta en que bloqueen la
colesterogénesis (Fig 12A y B). Para observar el efecto de la inhibicion de la colesterogénesis
sobre la composicion lipidica de los “lipid rafts” quisimos comprobar, en primer lugar, la
capacidad de los intermediarios de incorporarse a la membrana plasmatica y afectar su
composicién. Para ello, utilizamos el inhibidor mas proximal de la ruta de sintesis de colesterol
a partir de lanosterol, el SKF 104976. Tal inhibidor provoca la acumulacion de los primeros
esteroles que se sintetizan en la ruta de sintesis, y por tanto, mas alejados al colesterol
estructuralmente hablando. Supusimos que si estas especies eran capaces de incorporarse a
la membrana, otros intermediarios con estructura mas cercana a la del colesterol serian mas
eficientes a la hora de hacerlo. Incubamos células 3T3-L1 durante 10 h en LPDS solo (células
control) o con SKF 104976 3 uM solo o en compafiia de colesterol 30 ug/ml. Después de 2 h de
preincubaciéon en estas condiciones, se afadid [14C]-acetato al medio y se prolongé la
incubacion durante 8 h mas. Una vez transcurrido este tiempo, se separaron las distintas
fracciones de membrana mediante ultracentrifugacion en gradiente de densidad y se analizo
mediante HPLC la radioactividad correspondiente a los esteroles de nueva sintesis presente en
las distintas fracciones de membrana. En las células control, el 50% del colesterol sintetizado
se detectd en la membrana, localizandose preferentemente en las fracciones correspondientes
a los “lipid rafts” y, en menor medida (5 veces menos), también en las fracciones de membrana
no-‘raft” (Fig 26). El tratamiento con SKF 104976 bloqued la sintesis de colesterol v,
consiguientemente, apenas aparecio colesterol radiactivo en las membranas (Fig 26). En estas
condiciones, sin embargo, tanto el lanosterol como el dihidrolanosterol se detectaron en los
“lipid raft” y en los no-“raft” (Fig 26). La adicion de colesterol al medio de incubacion de las
células conjuntamente con SKF 104976 produjo un descenso de la incorporacion de lanosterol
y dihidrolanosterol radioactivos en ambas regiones de membrana (Fig 26). Estos resultados
demuestran que los esteroles intermediarios de la biosintesis de colesterol son capaces de
incorporarse y formar parte tanto de los “lipid raft” como de los dominios no-“raft”.
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Fig 26. Efecto del SKF 104976 sobre la incorporacion de los esteroles de nueva sintesis a las
distintas fracciones de membrana en células 3T3-L1. Las células 3T3-L1 se incubaron durante 24 h en
LPDS solo (control) o con SKF 104976 3 uM solo o en combinacion con colesterol 30 pug/ml, se aislaron
las distintas fracciones de membrana y se analizé mediante HPLC la incorporacién de colesterol de nueva
sintesis, asi como de los dos intermediarios acumulados (lanosterol y dihidrolanosterol) por efecto del
SKF 104976, en cada una de ellas. Los datos de cada fraccion se expresan como % de las cpm (cuentas
por minuto) de todas las fracciones de membrana (media + DE; n=3).
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3.2. Efecto de distintos inhibidores de la colesterogénesis en la composicién en
esteroles de las distintas fracciones de membrana en células 3T3-L1

Las células 3T3-L1 se incubaron durante 24 h en LPDS solo (células control), con
colesterol 30 ug/ml y con distintos inhibidores de la colesterogénesis (SKF 104976 3 uM, AY
9944 5 uM, 5,22-colestadien-3B-ol 1 ug/ml o triparanol 3 uM) en ausencia o en presencia de
colesterol 30 ug/ml. Una vez transcurrido el tiempo de tratamiento, se aislaron las distintas
fracciones de membrana por ultracentrifugaciéon en gradiente de densidad. Posteriormente se
determind su contenido en proteinas y se analizé mediante HPLC el contenido de los distintos
esteroles en las fracciones recogidas. Por motivos exclusivamente descriptivos, los resultados
de los diferentes experimentos se resumen en la Tabla 5 de la siguiente manera: los datos de
las fracciones 2 y 3 que representan a los “lipid rafts” y por otro lado, los datos de las fracciones
8, 9y 10, representativos de las regiones de membrana no-‘raft”. Los datos se expresan en ug
de esterol por mg de proteina. En células control el contenido de colesterol en los “lipid rafts”
fue aproximadamente 12 veces mayor que el de fracciones correspondientes a no-“raft” (Tabla
5), siendo el porcentaje de colesterol presente en las fracciones 2 y 3, el 40,7 £ 7,7%, vy el
presente en las fracciones de la 8 a la 10, el 29,7 + 6,6% del total de colesterol contenido en
todas las fracciones de membrana. La incubacién de las células con colesterol libre produjo un
aumento en el contenido de colesterol en ambas regiones de membrana de manera
proporcional (Tabla 5). El tratamiento con los distintos inhibidores provocd una disminucion en
el contenido de colesterol tanto en regiones de “lipid raft” como no-“raft” acompafiado de una
acumulacion de distintos intermediarios de la ruta de colesterogénesis (Tabla 5). Asi, las
células tratadas con SKF 104976 acumularon lanosterol y dihidrolanosterol (Tabla 5), las
tratadas con AY 9944, acumularon 7-DHC y 7-DHD, las incubadas en presencia de 5,22-
colestadien-33-ol acumularon 7-DHD y desmosterol y, por ultimo, las células tratadas con
triparanol 3 yM acumularon 7-DHD y zimosterol. Los intermediarios se detectaron tanto en “lipid
rafts” como en regiones de membrana no-‘raft” (Tabla 5). Por otra parte, en células tratadas
con SKF 104976 o AY 9944, la presencia de colesterol evitd la disminucién en el contenido de
colesterol en las regiones de membrana pero sélo en parte, la incorporacion de los
intermediarios (Tabla 5).

Una vez analizados los efectos en la composicion lipidica de los “lipid rafts” por efecto
de la inhibicion de la sintesis de colesterol nos propusimos abordar las consecuencias que
tendria el tratamiento de las células 3T3-L1 con distintos inhibidores de la colesterogénesis
sobre la localizacién de algunos de los componentes especificos de los “lipid rafts” como la
caveolina-1y el gangliésido GM1.

Tabla 5. Efecto de distintos inhibidores de la colesterogénesis en la composicion de distintas
regiones de membrana en células 3T3L1. Las células 3T3-L1 se incubaron durante 24 horas en LPDS
solo (control), con colesterol 30 ug/ml, o con distintos inhibidores (SKF 104976 3 uM, AY 9944 5 uM, 5,22-
colestadien-33-ol 1 yg/ml y triparanol 3 uM) solos o con colesterol. Transcurrido el tiempo de tratamiento
se aislaron las distintas fracciones de membrana, y se analizé por HPLC la composicidn en esteroles de
las fracciones correspondientes a “lipid rafts” (fracciones 2 y 3) y a regiones de membrana no-‘raft’
(fracciones 8, 9 y 10). Los datos se expresan como ug de esterol por mg de proteina (media + DE; n=3).
Las comparaciones estadisticas se realizaron frente a las células control (* p<0,05) o frente al tratamiento
con el AY9944 (1 p<0,05). (7-DHC) 7-deshidrocolesterol, (7-DHD) 7-deshidrodesmosterol, ( —) no
detectable.
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3.3. Efecto de la inhibiciéon de la colesterogénesis sobre la presencia en “lipid
rafts” de distintos componentes especificos de estos microdominios

La distribucién de componentes de “lipid rafts” como la caveolina-1 y el gangliésido
GM1 es un valioso indicador de la estructura de estos microdominios de membrana. Para
analizar el efecto de la inhibicidon de la colesterogénesis sobre ello, incubamos las células 3T3-
L1 en medio con LPDS al 10% en ausencia (control) y presencia de distintos inhibidores de la
colesterogénesis (SKF 104976 3 pM, AY 9944 5 uM, 5,22-colestadien-33-ol 1 ug/ml o triparanol
3 M) durante 20 h y realizamos dos comarcajes (Fig 27). En el primero (Fig 27A), incubamos
las células con la subunidad B de la toxina colérica conjugada con FITC (CixB-FITC) para
detectar el gangliosido GM1 y posteriormente las tefiimos con filipina (utilizada para marcar
colesterol) segun lo descrito en el apartado 20.2 de Material y Métodos. En el segundo
comarcaje, las células se incubaron también con la CtxB-FITC y a continuacién se realizé
inmunocitoquimica para detectar caveolina-1 (Fig 27B).

El estudio de la colocalizacion de GM1 y colesterol confirma que el GM1 se ubica en
regiones de la membrana ricas en colesterol, como indicé la aparicion de zonas de
colocalizacién que se muestran de color amarillo al solapar ambos marcajes (Merge) en células
control (Fig 27A). Estas zonas de colocalizacion corresponden a las regiones de “lipid rafts”.
Sin embargo, el tratamiento con los inhibidores provocé una disminucién en la intensidad de los
marcajes de filipina y GM1, asi como una pérdida de colocalizacion entre ambos (Fig 27A).

En cuanto a la colocalizacion de GM1 y caveolina-1, los resultados obtenidos fueron
similares a los anteriores (Fig 27B). En este caso las imagenes se captaron mediante
microscopia confocal. En las células control se observaron zonas de colocalizacion de GM1 y
caveolina-1 (Fig 27B), pero al tratar las células con cualquiera de los inhibidores, encontramos
una disminucién en la intensidad de ambos marcajes, asi como una pérdida total de
colocalizacién entre GM1 y caveolina-1 (Fig 27B). En conjunto, estos resultados sefalan que la
inhibicién de la colesterogénesis provoca una deslocalizacion de dos componentes de
membrana tipicamente localizados en “lipid rafts”, el GM1 y la caveolina-1, apoyando la idea de
que un descenso en los niveles de colesterol en “lipid rafts” conduce a una desestructuracion
de estos dominios.

3.4. Efecto de la inhibicion de la sintesis de colesterol sobre la distribucion de
caveolina-1 en las distintas fracciones de membrana

Teniendo en cuenta los resultados anteriores en los que la reduccion en los niveles de
colesterol provoca una deslocalizacion de componentes especificos de “lipid rafts”, nos
propusimos ahondar mas en el efecto de la inhibicion de la colesterogénesis a este respecto.
Para ello elegimos una proteina especifica de “lipid rafts”, la caveolina-1, presente en estos
microdominios en células 3T3-L1 (Huo et al., 2003). Nos planteamos detectar la localizacion de
esta proteina en las distintas fracciones de membrana en estas células tratadas con distintos
inhibidores de la sintesis de colesterol. Asi, durante 24 h incubamos células 3T3-L1 en medio
con LPDS al 10% solo (células control) o suplementado con colesterol 30 ug/ml o con distintos
inhibidores (SKF 104976 3 pM, AY 9944 5 uM, 5,22-colestadien-33-ol 1 yg/ml o triparanol 3
MM) solos o en compania de colesterol. En todos los casos, el tratamiento con los inhibidores
provocod una disminucién en el contenido de caveolina-1 en las fracciones de “lipid rafts”
respecto a células control y un aumento en las fracciones de membrana no-“raft” (Fig 28). Este
efecto de los inhibidores fue evitado, en parte, al incubar las células conjuntamente con
colesterol (Fig 28).
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Filigirea GM1-CoE blerge

Control

SKF 104976

AY Q044

8,22-colesiadien-2B-ol

Triparanol

Fig 27A. Efecto de distintos inhibidores de la colesterogénesis sobre componentes de “lipid rafts”.
Imagenes de microscopia de fluorescencia de células 3T3-L1 incubadas en LPDS solo (control) o con
distintos inhibidores de la colesterogénesis (SKF 104976 3 uM, AY 9944 5 uM, 5,22-colestadien-33-ol 1
pg/ml o triparanol 3 uM) donde se observa marcaje de colesterol (filipina) y de GM1 (GM1-CtxB), asi como
las zonas de colocalizacién al solapar ambos marcajes (Merge), indicados por las flechas blancas.
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Fig 27B. Efecto de distintos inhibidores de la colesterogénesis sobre componentes de “lipid rafts”.
Imagenes de microscopia confocal de células 3T3-L1 tratadas como en el caso anterior en las que se
detecta la presencia de caveolina-1 y GM1 asi como las zonas de colocalizacion de ambos en las
imagenes de Merge. En todos los casos, las células que se muestran son representativas de la
preparacion en todos los casos Todas las fotografias se tomaron a 60 aumentos. El color del marcaje con
filipina ha sido manipulado para una mejor percepcion de los resultados. Las flechas blancas indican las
zonas de colocalizacién de ambos marcajes.
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Fig 28. Efecto de la inhibicion de la colesterogénesis sobre la distribucién de la caveolina-1 en las
distintas fracciones de membrana en células 3T3-L1. A. Western-blot de caveolina-1 en las distintas
fracciones de membrana de células 3T3-L1 incubadas en LPDS solo (control), con colesterol 30 pg/ml,
SKF 104976 3 uM o SKF 104976 con colesterol. Los western-blots son representativos de al menos tres
experimentos independientes. B. Graficas en las que se representa la cuantificacion mediante
desintometria de los niveles de caveolina-1 en cada una de las fracciones del gradiente. Los datos se
expresan como % de caveolina-1 en cada fraccion respecto a la suma del contenido de caveolina-1 en
todas las fracciones (media + DE; n=3). La comparacion estadistica se realiz6 frente a las células contol (*
p<0,05).
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4. Efectos de la inhibiciéon de la colesterogénesis sobre la funcionalidad
de la sehalizacion por insulina en células 3T3-L1

Una vez conocida la alteracion de la estructura de los “lipid rafts”, derivada de cambios
en su composicion lipidica y proteica, quisimos avanzar en nuestro estudio analizando el efecto
de la disminucién del contenido de colesterol en los “lipid rafts” sobre la funcionalidad del
receptor de insulina (RI) y la sefalizaciéon que éste media. En primer lugar, debimos confirmar
la localizacién del Rl en estos microdominios de membrana y a continuaciéon, estudiar
alteraciones en el contenido y actividad del mismo, asi como de otras proteinas implicadas en
la transduccion de sefales a partir de dicho receptor.

4.1. Localizacion del Rl y otras proteinas de la ruta en los “lipid rafts” de células
3T3-L1

Para poder establecer la presencia del Rl y Fyn (proteina acopladora implicada en la
transduccion de sefales mediada por el RIl) en los “lipid rafts” incubamos células 3T3-L1 en
LPDS al 10% durante 24 h y fraccionamos las membranas plasmaticas en un gradiente de
densidad de sacarosa. Medimos la concentracion de proteinas en todas las fracciones,
precipitamos mediante TCA al 10% cantidades iguales de proteina de dichas fracciones y
analizamos, mediante western-blot, los niveles de la subunidad 8 del RI (RIB) y de Fyn (Fig 29).
Tanto la subunidad 8 del Rl como Fyn se detectaron casi exclusivamente en las fracciones 2 y
3 del gradiente, correspondientes a los “lipid rafts” (Fig 29).

Anti-RI [ < 90kDa

Anti-Fyn - - < 59kDa

1 2 3 4 5 6 7 8 910 11 12
Fracciones del gradiente

Figura 29. Localizacién del Rl y Fyn en los “lipid rafts” de células 3T3-L1. Western-blot de RI y Fyn
en las fracciones de membrana del gradiente de células 3T3-L1 mantenidas en LPDS. Los western-blot
que se muestran son representativos de al menos tres experimentos independientes.

4.2. Efecto de la inhibicién de la colesterogénesis sobre la activaciéon del Rl y la
localizaciéon de la proteina acopladora Fyn en los“lipid rafts”

Otros autores han demostrado que la disminucion del contenido de colesterol en las
membranas de preadipocitos 3T3-L1 bloquea la adipogénesis de estas células, desestructura
los microdominios de membrana y afecta a la sefalizacion por insulina (Hong et al., 2004; Huo
et al., 2003). Estas observaciones junto con las nuestras que demuestran que la inhibicion de la
colesterogénesis bloquea la adipogénesis en células 3T3-L1 y altera la estructura de los “lipid
rafts” nos impulsé a comenzar el estudio de la funcionalidad de la sefalizacion del RI. Por otra
parte, como se acaba de mostrar, la subunidad 3 del RI, asi como la proteina acopladora Fyn,
se encuentran localizadas en los microdominios “lipid rafts” (Fig 29). Para determinar el efecto
de la disminucion del contenido de colesterol sobre la actividad del RI, incubamos los
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preadipocitos 3T3-L1 en medio con LPDS al 10% solo (células control) o en presencia de
distintos inhibidores de la colesterogénesis (SKF 104976 3 uM, AY 9944 5 uM o triparanol 3
MM) solos o en combinaciéon con colesterol 30 pg/ml durante 24 h y posteriormente,
estimulamos el Rl y su cascada de sefalizacién con insulina 20 nM durante 10 minutos.
Inmediatamente después, las células se lavaron y se procesaron para el aislamiento de las
distintas fracciones de membrana. Células 3T3-L1 mantenidas en LPDS sin estimulacion con
insulina durante el tiempo de tratamiento fueron procesadas de la misma manera para
utilizarlas como control negativo de la estimulacion por insulina. El control positivo de esta
estimulacién son células 3T3-L1 tratadas con insulina en presencia de LPDS al 10%. Una vez
aisladas las fracciones de membrana, analizamos los niveles de fosforilacién en tirosina de la
subunidad B del RI (p-Tyr), asi como sus niveles de proteina total y la expresiéon de Fyn en las
fracciones de menor densidad del gradiente (fracciones 2, 3 y 4), y en las fracciones de
membrana no-“raft” (fracciones 8, 9 y 10). Como se observa en la Figura 30, la estimulacion de
las células con insulina aumenté los niveles de p-Tyr del RI, mientras que el tratamiento con los
inhibidores produjo un descenso significativo de estos niveles y, en consecuencia, un descenso
en su actividad en las fracciones 2 y 3 del gradiente (“lipid rafts”). De la misma manera, los
niveles de Fyn en dichas fracciones también dismuyeron al inhibir la sintesis de colesterol (Fig
30). El tratamiento conjunto con colesterol evité el efecto de los inhibidores sobre la actividad
del Rl y la deslocalizacion de Fyn en los “lipid rafts” (Fig 30). A pesar de que la insulina produjo
un aumento significativo en los niveles de RIB total en estos microdominios, no se observaron
cambios significativos en el contenido de RIB total entre los distintos tratamientos en células
estimuladas con insulina (Fig 30).

4.3. Efecto de la inhibiciéon de la colesterogénesis sobre la activacion de la via de
PKB/Akt

Una de las vias de sefializacion mas implicadas en la transduccion de sefiales al
nucleo a partir de la insulina y su receptor es la via de la PKB/Akt (Datta et al., 1999). Una vez
conocida la alteracién en la actividad del RI por disminucién del contenido de colesterol (Fig 30)
quisimos confirmar alteraciones en la via de Akt. Con este objetivo, incubamos células 3T3-L1
durante 24 h en LPDS al 10% solo (células control) o en presencia de distintos inhibidores de la
colesterogénesis (SKF 104976 3 uM, AY 9944 5 uM o triparanol 3 uM) solos o en compania de
colesterol 30 pg/ml, estimuladas o no con insulina 1 yM. A continuaciéon analizamos, mediante
western-blot los niveles de Akt fosforilada en serina 473 (p-Akt) y de proteina total en lisados
celulares totales. Como se observa en la figura 31, la estimulaciéon con insulina en las células
3T3-L1 se acompafioé de un incremento de la fosforilacion de Akt. Por otra parte, la inhibicion de
la sintesis de colesterol con distintos inhibidores redujo la capacidad de la insulina para activar
la via de Akt (Fig 31). Por ultimo, el tratamiento conjunto con colesterol evit6 los efectos de los
inhibidores de la biosintesis de colesterol. Debe también sefialarse que no se observaron
cambios en la cantidad de Akt total entre ninguno de los tratamientos (Fig 31).

De todos estos experimentos podemos afirmar que la inhibicidon de la sintesis de
colesterol altera la sefializacién mediada por insulina en preadipocitos 3T3-L1.
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Figura 30. Efecto de la inhibicion de la sintesis de colesterol sobre la activacion del Rl y la
localizacion de Fyn en “lipid rafts”. A. Western-blot donde se detectan los niveles de p-Tyr en el RI, asi
como sus niveles de proteina total y la cantidad de Fyn en fracciones de “lipid raft” y no-“raft’” de células
3T3-L1. a, células 3T3-L1 mantenidas en LPDS (control negativo de la estimulacion con insulina); b,
células 3T3-L1 en LPDS estimuladas con insulina (control+ins, control positivo de la estimulaciéon con
insulina); ¢, células 3T3-L1 tratadas con SKF 104976 3 uM y estimuladas con insulina y d, células 3T3-L1
tratadas con SKF 104976 y colesterol 30 ug/ml y estimuladas con insulina. Los western-blots mostrados
son representativos de al menos tres experimentos independientes. B. Cuantificacion densitométrica de
los niveles de p-Tyr, asi como la forma total de RIB de western-blots realizados con los distintos
inhibidores y tratamientos que se indican. Los datos se expresan como % del control de estimulacién
(media + DE, n=3-4). Las comparaciones estadisticas se realizaron frente al control + insulina (* p<0,05).
AY, AY 9944 5 uM; Trip, triparanol 3 uM; Col, colesterol 30 ug/ml.
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Fig 31. Efecto de la inhibicidon de la colesterogénesis sobre la actividad de la via de Akt. Western-
blot de p-Akt y Akt total en células 3T3-L1 tratadas durante 24 h en LPDS solo (control) y con distintos
inhibidores (SKF 104976 3 uM (SKF), AY 9944 5 uM (AY) o triparanol 3 uM (Trip) solos o con colesterol
30 pg/ml (Col) y estimuladas (+) o no (-) con insulina 1 yM durante 20 minutos. Se utilizdé GAPDH como
control de carga. Los western-blots que se muestran son representativos de al menos tres experimentos
independientes.

4.4. Efecto de la inhibicion de la colesterogénesis sobre la captaciéon de glucosa
en células 3T3-L1

Nos parecié interesante comprobar si alteraciones en la funcionalidad la via de
sefalizacion del Rl se traducian en cambios fisioldgicos a nivel celular afectando la funcion
principal de la insulina, que es la estimulacion de la captacion de glucosa desde el medio
(Sharma et al., 2008). Para ello, incubamos preadipocitos 3T3-L1 durante 24 h en medio con
LPDS al 10% solo (células control), con distintos inhibidores de la colesterogénesis (SKF
104976 3 uM, AY 9944 5 uM o triparanol 3 uM) solos o en compafiia de colesterol 30 ug/ml o
con BMCD (10 mM) durante 50 min. Estas ultimas células se mantuvieron en LPDS al 10% y
los ultimos 50 min de incubacion se trataron con 10 mM de BMCD. Posteriormente, se realizé
un ensayo de captacion de glucosa segun se ha descrito en el apartado 21 de Material y
Métodos y se midié, mediante contaje radioactivo, la cantidad de glucosa que las células
incorporaron en cada caso. El control negativo del ensayo, que indica la captacion basal de
glucosa, fueron células 3T3-L1 mantenidas en LPDS donde se realizé el ensayo en ausencia
de estimulaciéon con insulina. Los resultados fueron que la capacidad de las células para
adquirir glucosa del medio disminuyd por efecto de todos los inhibidores utilizados (Fig 32) vy,
ademas, la adicidon de colesterol al medio evito tales efectos. Por ultimo, la extraccion masiva
del colesterol de la membrana celular por accién de la BMCD también provocé una disminucion
en la captacion de glucosa por parte de estas células, que fue mas acusada que en el caso del
tratamiento con los inhibidores (Fig 32).

4.5. Localizacion de la proteina acopladora Fyn en los mismos microdominios
que el RI

Como acabamos de mostrar, tanto la subunidad B del Rl como la proteina acopladora
Fyn se localizan en “lipid rafts” de células 3T3-L1, pero quisimos comprobar que existia una
interaccion directa entre ellas, facilitada por la presencia de ambas proteinas en los mismos
microdominios de membrana. Para ello, cantidades iguales de proteina de las fracciones 2y 3
de un gradiente de densidad de células 3T3-L1 estimuladas con insulina 20 nM durante 10 min,
se concentraron utilizando el sistema de centrifugacion en filtros Centricon. A continuacién, en
este concentrado se inmunoprecipité el RIB y se analizaron mediante western-blot los niveles
de IR total y fosforilado en tirosina, asi como los niveles de Fyn y de caveolina-1. Quisimos
detectar estos niveles tanto en la fraccion de “lipid rafts” que precipita con el RIf (2), como en el
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sobrenadante de la inmunoprecipitacién (1), que se corresponde con los “lipid rafts” que no
contienen RI. En la figura 33, observamos que el RI activado (fosforilado en tirosina)
inmunoprecipita junto con Fyn y caveolina-1. Sin embargo, no toda la caveolina-1 presente en
los “lipid rafts” se encuentra asociada al RI. Este si es el caso de Fyn, que en su mayoria se
localiza en las mismas regiones que el Rl una vez activado de manera que puede funcionar
como su efector (Fig 33).

Estos resultados ponen de manifiesto la interaccion entre la activacion del Rl y la
transduccion de sefales en los mismos “lipid rafts”.
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Figura 32. Efecto de la inhibicion de la colesterogénesis sobre la captacion de glucosa en células
3T3-L1. Las células 3T3-L1 se incubaron en LPDS solo (control), con f-MCD 10 mM durante 50 min o con
distintos inhibidores de la colesterogénesis (SKF 104976 3 uM (SKF), AY 9944 5 uM (AY) o triparanol 3
UM (Trip)) solos o con colesterol 30 ug/ml (Col). En cada caso, se determiné la capacidad de las células
para captar glucosa del medio. El control negativo del ensayo fueron células 3T3-L1 procesadas como las
demas pero en ausencia de estimulacién con insulina. Los datos (media + DE; n=4) se expresan como %
del control sin estimular con insulina y la comparacion estadistica se realiz6 frente al control (* p<0,02; **
p<0,005; *** p<0,002) y frente a los inhibidores correspondientes (~ p<0,05; ~~ p<0,01).
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Figura 33. Colocalizacion de Fyn y Rl en los mismos microdominios. Inmunoprecipitacion del RIB y
western-blot (WB) de las distintas proteinas que se indican en las fracciones 2 y 3 del gradiente en células
3T3-L1 mantenidas en LPDS. 1. Sobrenadante de la inmunoprecipitacion de la fraccion de “lipid rafts” con
el RIB. 2. Fraccion de “lipid rafts” que inmunoprecipita con el RIB. F2 y F3, fracciones 2 y 3 de membrana
del gradiente de densidad de células 3T3-L1. Los western-blots son representativos de al menos tres
experimentos independientes.
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De todos estos resultados cabe concluir que la desestructuracién de los “lipid rafts” de
membrana provocada por la inhibicidon de la colesterogénesis conduce a un desajuste en la
senalizacion mediada por la insulina que se traduce en la imposibilidad de esta hormona para
desencadenar procesos fisiolégicos, como es la captacion de glucosa. Con ello, proponemos
que el bloqueo de la adipogénesis observado anteriormente por inhibicién de la sintesis de
colesterol esta, al menos en parte, provocado por la inhibicién de la sefializacion del estimulo
adipogénico que es la insulina. Una alteracién en esta senalizacion afectaria la activacion de
ERK1/2 impidiendo la fosforilacién en Thr188 del C/EBP y la activacion de sus genes diana
entre los que se encuentran algunos factores de transcripcién implicados en dirigir la
adipogénesis.
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El haloperidol, es un antipsicético que actia como antagonista de los receptores de
dopamina. Pero, ademas, ejerce una serie de efectos a nivel molecular que pueden explicar
sus amplios efectos secundarios. Entre estos efectos cabe mencionar la inhibicién de la A'-
reductasa (Kelley and Hennekam, 2000; Simpson et al., 1967), la reduccién de la fosforilacién
de Akt en cultivos de células neuronales (Dai et al., 2007; Ukai et al., 2004) y de la captacion de
glucosa (Dwyer et al., 1999). En “lipid rafts”, se localizan tanto receptores tirosina quinasa,
como el RI, como GPCRs (Pike, 2003). Se sabe que el haloperidol es capaz de disminuir el
numero de receptores de somatostatina (un tipo de GPCRSs) en el cerebro de animales tratados
con este farmaco (Perez-Oso et al., 1989; Perez-Oso et al., 1990). Por tanto, una vez estudiado
el efecto de distintos inhibidores de la colesterogénesis sobre la funcionalidad de un receptor
tirosina quinasa, el RIl, quisimos emprender el estudio del efecto del haloperidol sobre la
inhibicion de la colesterogénesis, la composicion y estructura de los “lipid rafts” y la
funcionalidad de la sefializacion mediada por insulina y somatostatina en células de
neuroblastoma humano SH-SY5Y.

5. Efecto del haloperidol sobre la sintesis de colesterol en células SH-
SY5Y

Elegimos para el estudio una linea celular de neuroblastoma, las células SH-SY5Y,
puesto que los efectos mas destacados del haloperidol como antipsicético ocurren a nivel del
sistema nervioso central. Lo primero que quisimos analizar fueron los posibles efectos del
haloperidol sobre la colesterogénesis. Para ello, incubamos células SH-SY5Y en medio con
LPDS al 10% solo (células control) o con distintas dosis de haloperidol: 10 uM y 50 yM durante
10 h. A las 2 h de haber comenzado la incubacién, tratamos las células con [14C]-acetato y
analizamos mediante HPLC los esteroles sintetizados durante el proceso. En las células
control, la radioactividad procedente del acetato se detectd, principalmente, en el pico
correspondiente al colesterol (pico 1) y al 7-DHC (pico 2) (Fig 34A). Por su parte, el tratamiento
con haloperidol produjo una disminucién en la sintesis de colesterol y 7-DHC vy, en
contraposiciéon, un aumento en la incorporacién de la radioactividad al 8,14-colestadien-33-ol
(pico 3) que fue dosis dependiente (Fig 34A). Segun estos resultados, el haloperidol estaria
inhibiendo la A'-reductasa y posiblemente también la A-reductasa en células SH-SY5Y. Cabia
la posibilidad de que el pico 1 obtenido de la valoracion por HPLC contuviera ademas de
colesterol, zimosterol, porque nuestro método de HPLC no resuelve perfectamente ambos
compuestos; por este motivo realizamos un analisis mas detallado de los esteroles sintetizados
en presencia de haloperidol mediante GC/MS. En este analisis, detectamos la presencia de 7-
DHC, zimosterol y 8,14-colestadien-3[3-ol en células tratadas con haloperidol 10 uM (Fig 34B).
A dosis mas elevadas de haloperidol, 50 uM, detectamos niveles mas elevados de 8,14-
colestadien-33-ol, asi como menor cantidad de zimosterol y, especialmente, de 7-DHC que en
células tratadas con haloperidol 10 uM (Fig 34). Considerando todos estos resultados,
deducimos que el haloperidol inhibe la actividad de las enzimas N-reductasa > A*’-isomerasa
> A"-reductasa. El tratamiento con haloperidol conduce a la acumulacién de distintos esteroles
segun la dosis utilizada del antipsicético, alterando, en consecuencia, la composicion en
esteroles de las células SH-SY5Y.
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Figura 34. Efecto del haloperidol sobre la colesterogénesis. A. Las células SH-SY5Y se trataron con
haloperidol 10 y 50 yM y se analizaron, mediante HPLC los esteroles sintetizados a partir de acetato
radioactivo. Se muestran los espectros de absorcion y el tiempo de retencidon de los esteroles presentes
en las células en cada tratamiento y los cromatogramas donde se indican los picos correspondientes a
cada esterol, el tiempo de retenciéon y la radioactividad incorporada a cada uno de ellos. Picos
identificados: (1) colesterol, (2) 7-DHC y (3) 8,14-colestadien-3B-ol. B. Las células SH-SY5Y se trataron
durante 24 como se indica y se analizaron mediante GC/MS los esteroles presentes en las células. Se
muestran cromatogramas de intercambio idnico. I.S (estandar interno), colestano.
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6. Efecto del haloperidol sobre la estructura de los “lipid rafts”

Puesto que otros inhibidores de la colesterogénesis alteran la composicion lipidica de
las distintas fracciones de membrana y dado que el haloperidol también bloquea dicha ruta de
sintesis, emprendimos el estudio de la composicion en esteroles de las distintas fracciones de
membrana de células SH-SY5Y.

6.1. Efecto del haloperidol sobre la composicion en esteroles en las distintas
fracciones de membrana de células SH-SY5Y

Una vez conocidos los efectos del haloperidol sobre la colesterogénesis, analizamos el
contenido de distintos esteroles en las distintas fracciones de membrana de células de
neuroblastoma SH-SY5Y tratadas con haloperidol. Para ello, estas células se incubaron en
LPDS al 10% solo (células control), y con haloperidol 10 6 50 uM en ausencia o en presencia
de colesterol libre o en forma de LDL, ambos a la concentracion de 30 ug/ml. Estas células se
procesaron para el aislamiento de las distintas fracciones de membrana y se analiz6 mediante
HPLC su composicion en esteroles. Por motivos exclusivamente descriptivos, los resultados de
los diferentes experimentos se resumen en la Tabla 6 de la siguiente manera: los datos de las
fracciones 2 y 3 que representan a los “lipid rafts” y por otro lado, los datos de las fracciones 8,
9y 10, representativos de regiones de membrana no-“raft’. Los datos se expresan como ug de
esterol por mg de proteina. En células control, el contenido de colesterol en “lipid rafts” fue
aproximadamente 8 veces mayor que en las fracciones de membrana no-“raft” (Tabla 6). El
tratamiento con haloperidol a cualquiera de las concentraciones utilizadas redujo
considerablemente el contenido de colesterol en los “lipid rafts”, pero no provocdé cambios
resefables en otras fracciones de membrana (Tabla 6). Cabe aclarar que en las células
tratadas con haloperidol los esteroles cuantificados como colesterol podrian no corresponderse
exclusivamente con éste, sino que no se puede descartar la presencia de zimosterol en estos
datos, puesto que no es posible resolver correctamente estos dos esteroles mediante HPLC. El
inhibidor también causé la acumulacién de 8,14-colestadien-33-ol en ambas regiones de
membrana, siendo tales acumulaciones mas acusadas cuanto mayor es la dosis de haloperidol
utilizada (Tabla 6). En presencia de haloperidol también se detecté 7-DHC en ambas regiones
de membrana, pero a concentraciones mucho mas bajas que los otros esteroles (Tabla 6). En
“lipid rafts”, el 7-DHC vy el 8,14-colestadien-3f3-ol son incapaces de mantener la concentracion
de esteroles en estos microdominios de membrana.

Finalmente, el tratamiento conjunto del haloperidol con colesterol libre evité la
disminucién en los niveles de colesterol en los “lipid rafts” y previno, considerable aunque no
totalmente, la acumulacién de 8,14-colestadien-3B-ol en ambas regiones en relacién a las
células incubadas en presencia exclusiva de haloperidol (Tabla 6). En el caso de la
coincubaciéon del haloperidol con LDL, transportador fisiolégico de colesterol a las células,
obtuvimos resultados inesperados. A pesar de que las LDL son capaces de evitar la reduccién
en el contenido de colesterol en los “lipid raft” por accion del haloperidol, no lo hacen tan
eficazmente como el colesterol libre (sobre todo en el caso del haloperidol 50 uM), y tampoco
impiden la incorporacion de 8,14-colestadien-3f3-ol a estas fracciones (Tabla 6). Por tanto, el
colesterol libre seria mas eficaz que el LDL-colesterol a la hora de evitar los efectos del
haloperidol.
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Colesterol® 8,14-colestadien-3f3-ol 7-DHC
Raft No-raft Raft No-raft Raft No-Raft

Control 334+ 55,0 44,5+ 6,0 - - . .
Haloperidol 10 uM 236 + 18,8* 39,5+6,0 12616 3,0+46 0,076 £0,056 0,011 £ 0,006
Haloperidol 10 uM + .

397 + 27,0t 485+99 3,8+1,0 0304 0,065+0,046 0,017 0,012
Colesterol
Haloperidol 10 uM +

354 40,7t 60,5+ 10,8 8,6 +4,2 1,820 0,049£0,035 0,017 £0,013
LDL
Haloperidol 50 uM 204+£49,6*  39,6% 14,1 43,1£12,0 8,1£36 0,082+0,081 0,004 + 0,005
Haloperidol 50 uM +

407+70,3f  53,0£17,3 8,0 + 0,6% 3115 0,099 £ 0,021 0,006 + 0,006
Colesterol
Haloperidol 50 uM +
™ 319+59,9 46,5+ 14,3 32,2+ 14,2 52108 0,048 +0,045 0,004 + 0,006

Tabla 6. Efecto del haloperidol sobre la composicion en esteroles de las distintas fracciones de
membrana. En la tabla se muestra el contenido de cada uno de los esteroles indicados en las fracciones
de los “lipid-rafts” (fracciones 2 y 3) y no-“raft” (fracciones 8, 9 y 10) de la membrana plasmatica de células
SH-SY5Y tratadas durante 24 h en las condiciones descritas. Los datos se expresan en pg de esterol por
mg de proteina en media + DE (n=3). Las comparaciones estadisticas se realizaron frente a las células
control (incubadas en LPDS) (* p<0.05; ** p<0.02); frente a haloperidol 10 uM (f p<0.05); o frente a
haloperidol 50 uM (1 p<0.05); —, no detectable. ® Es posible que en los tratamientos con haloperidol,
parte del contenido de colesterol sea, en realidad, zimosterol.

6.2. Efecto del haloperidol sobre la acumulacién de colesterol en el interior
celular

Segun los resultados anteriores, las LDL son menos eficaces que el colesterol libre a la
hora de evitar los efectos del haloperidol sobre la composicion en esteroles en los “lipid rafts”.
Estas lipoproteinas no donan el colesterol que contienen directamente a la membrana
plasmatica, sino que previamente se internalizan en la célula por endocitosis mediada por
receptor. Por este motivo, nos planteamos el estudio del transporte intracelular de colesterol
cuando las células se incuban con haloperidol en presencia de LDL-colesterol. Para ello
incubamos células SH-SY5Y y 3T3-L1 en LPDS solo (control) y con haloperidol 10 6 50 uM
s6lo o con LDL-colesterol 30 ug/ml marcadas con Dil (Dil-LDL). Ademas, se tifié el contenido
de colesterol libre con filipina y se detecté mediante inmunocitoquimica la presencia de LAMP-2
(proteina especifica de lisosomas tardios). En las imagenes de microscopia de fluorescencia
observamos que el tratamiento con haloperidol provoca una acumulacion del colesterol libre en
el interior celular en lisosomas, dada la colocalizacion que existe entre la fluorescencia
correspondiente a la filipina y a LAMP-2 (Fig 35A). Por su parte, la fluorescencia de las Dil-LDL
también se detecta en este emplazamiento celular. Estos resultados apuntan a que el
haloperidol, ademas de inhibir la sintesis de colesterol, estaria bloqueando el transporte
intracelular del mismo evitando que llegue y se incorpore a la membrana plasmética.

Quisimos observar si concentraciones mayores de LDL eran capaces de evitar los
efectos del haloperidol. Para ello, incubamos células 3T3-L1 en LPDS solo (control), y con
haloperidol 10 uM solo o con distintas concentraciones de Dil-LDL superiores a las
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anteriormente utilizadas (60 y 120 yg/ml). La eleccion de las células 3T3-L1 para observar el
comportamiento celular en estas circunstancias se hizo en base a que los efectos del
haloperidol en estas células fueron los mismos que en células SH-SY5Y y ademas, las 3T3-L1
presentaron la ventaja de ser mas resistentes al procesamiento al que se someten las células
en las técnicas de marcaje utilizadas. Observamos que tanto mayor la concentracion de Dil-
LDL utilizada, mayor era la acumulacién intracelular de colesterol libre y de Dil (Fig 35B). Estos
resultados confirman, en otra linea celular, que el haloperidol interfiere en el transporte
intracelular de colesterol, lo cual explica que las LDL incluso a elevadas concentraciones no
puedan evitar, completamente, los efectos del haloperidol. Esto se debe a que para que el
colesterol de las LDL llegue a la membrana, estas lipoproteinas deben internalizarse primero y
viajar a la membrana después.

Por ultimo, y para confirmar nuestras observaciones de que el haloperidol inhibia el
trafico intracelular, tratamos las células con otro inhibidor exclusivo de la sintesis de colesterol,
como es la lovastatina. Para ello, incubamos células 3T3-L1 en LPDS solo (control), con
lovastatina 10 uM en presencia de mevalonato (para obviar los efectos de la ausencia de
grupos prenilo) y Dil-LDL 30 pug/ml o con lovastatina, Dil-LDL y haloperidol 10 uM durante 20 h.
Después, tefiimos las células con filipina para marcar el colesterol libre y detectamos mediante
fluorescencia la proteina LAMP-2 (Fig 35C). El tratamiento con lovastatina y Dil-LDL no produjo
acumulaciones intracelulares importantes, mientras que si a este tratamiento se le suma la
presencia de haloperidol 10 uM, aparecen las acumulaciones lisosomales observadas
anteriormente (Fig 35).

6.3. Efecto del haloperidol sobre la presencia y distribucion del gangliésido GM1
en “lipid rafts”

Como ya habiamos observado, los inhibidores de la colesterogénesis, alteran la
presencia y distribucion de componentes especificos de los “lipid rafts” como el GM1 (Fig 27).
Por este motivo, quisimos comprobar si el haloperidol era capaz de causar un efecto
semejante. Para ello, las células 3T3-L1 se incubaron en LPDS solo (control), o con haloperidol
10 y 50 pM, y se marcaron con filipina y Chtx-FITC, para la deteccion de colesterol libre y el
gangliéosido GM1, respectivamente. En las células control se observaron zonas de
colocalizacion entre el colesterol y el GM1 (Merge) consideradas zonas de “lipid rafts” (Fig 36).
Mientras, el tratamiento con haloperidol a ambas dosis provocé una disminucion tanto en la
presencia en membrana de colesterol como de GM1 y una pérdida de colocalizacién entre
ambos, y por tanto, una deslocalizacion del GM1 de las regiones de “lipid rafts” (Fig 36). Estos
resultados ponen de manifiesto que, al igual que otros inhibidores (Fig 27), el haloperidol
conduce a una desestructuracion de los ‘“lipid rafts” provocando la deslocalizaciéon de
componentes caracteristicos de estas regiones.
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Figura 35. Efecto del haloperidol sobre el transporte intracelular de colesterol. A. Imagenes de
microscopia de fluorescencia de células 3T3-L1 y SH-SY5Y incubadas en LPDS solo (control) o con
haloperidol 10 uM con Dil-LDL en las que se observa el contenido y distribucién del colesterol libre
(filipina), y las LDL (Dil-LDL) y la proteina lisosomal LAMP-2. B. Imagenes de microscopia de
fluorescencia de células 3T3-L1 incubadas con haloperidol 10 uM y concentraciones de Dil-LDL mayores
de 30 pg/ml en las que se observa el contenido y distribucién de colesterol libre y LDL y la proteina LAMP-
2. C. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células 3T3-L1 incubadas con lovastina y Dil-LDL en
ausencia y presencia de haloperidol 10 uM en las que se observa el contenido y distribucion de colesterol
libre y LDL y la proteina LAMP-2. En todos los casos, las células que se muestran son representativas de
la preparacion en todos los casos. Las imagenes se tomaron a 60 aumentos. Hal, haloperidol; Lov,
lovastatina.
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Figura 36. Efecto del haloperidol sobre la presencia y distribuciéon del gangliésido GM1. Imagenes
de microscopia de fluorescencia de células 3T3-L1 incubadas en LPDS solo (control) o con haloperidol 10
y 50 uM donde se observan los niveles y distribucion del colesterol libre (filipina) y el GM1 (Chtx-FITC) por
separado o solapadas (Merge). Las células que se muestran fueron representativas del total de la
preparacion en todos los casos. Las imagenes se tomaron a 60 aumentos. El color de la filipina ha sido
manipulado para una mejor percepcion de los resultados.

6.4. Efecto del haloperidol sobre la distribucion de flotilina-1 en las distintas
fracciones del gradiente

Acabamos de mostrar que el haloperidol es capaz de alterar la composicion lipidica de
la membrana plasmatica y, en especial, de zonas de ‘lipid rafts” (Tabla 6), asi como la
localizacion de componentes de estos microdominios como el GM1 (Fig 36). Anteriormente
hemos mostrado las alteraciones en la composicion proteica de los “lipid rafts” por modificacion
del contenido y distribucidon de proteinas especificas de estos dominios, como la caveolina-1,
con el uso de inhibidores de la colesterogénesis (Fig 28). En cerebro, la presencia de
caveolina-1 es indetectable, pero si se detecta flotilina-1, proteina considerada como marcador
de “lipid rafts” en tejido y células cerebrales (Bickel et al., 1997). Pues bien, en las células SH-
SY5Y detectamos la flotilina-1 en las fracciones 2 y 3, que corresponden a los “lipid rafts” (Fig
37B), mientras que la presencia del RTf soélo se detecté en fracciones de membrana no-“raft”
de nuestro gradiente de densidad (Fig 37A). Para determinar el efecto del haloperidol sobre el
contenido y distribucion de la flotilina-1 en los “lipid rafts” incubamos las células SH-SY5Y en
medio con LPDS solo (células control) o con haloperidol 10 y 50 uM solo o con colesterol libre o
en forma de LDL, ambos a la concentracién de 30 ug/ml durante 24 h. Posteriormente, las
células se procesaron para el aislamiento de las distintas fracciones de membrana plasmatica y
se analizaron, mediante western-blot, los niveles de flotilina-1 en las distintas fracciones del
gradiente (Fig 37B y C ). El tratamiento con haloperidol 10 y 50 yM provocé un descenso en el
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contenido de flotilina-1 en las fracciones de “lipid rafts”; mientras que el tratamiento conjunto
con colesterol (libre o en forma de LDL) evit6 tales efectos (Fig 37B y C).

7. Efectos del haloperidol sobre la funcionalidad de la sehalizacion por
insulina en células SH-SY5Y

Existen evidencias de que el haloperidol reduce la fosforilacion de Akt en cultivos de
células neuronales (Dai et al., 2007; Ukai et al., 2004) y que afecta la captaciéon de glucosa
(Dwyer et al., 1999). Nosotros hemos descrito la alteracién de la sefalizacién por insulina como
consecuencia de la inhibicion de la colesterogénesis por parte de varios inhibidores, y llegado
el momento, nos propusimos el estudio del efecto del haloperidol en este sentido dada la
importancia del Rl en el cerebro, por su participacion en procesos de supervivencia neuronal y
en los procesos sinapticos implicados en el aprendizaje y la memoria (van der Heide et al.,
2006).

7.1. Efecto del haloperidol sobre la actividad del receptor de insulina

En primer lugar, determinamos los efectos del haloperidol sobre la actividad y
funcionalidad del RI en células SH-SYSY. Para ello, incubamos estas células en LPDS solo
(células control), o con haloperidol 10 6 50 uM en ausencia y presencia de colesterol libre o en
forma de LDL 30 pg/ml durante 24 h. A continuacion, estimulamos la via del RI con insulina 100
nM durante 10 min, aislamos las distintas fracciones de membrana, precipitamos cantidades
iguales de proteina con TCA 10% y analizamos, mediante western-blot, los niveles de p-Tyr y
de la subunidad B del Rl en las fracciones 2 y 3 del gradiente, correspondientes a fracciones de
“lipid rafts”. El tratamiento con haloperidol 10 uM no redujo los niveles de RIB en “lipid rafts”,
aunque si lo hizo a la dosis de 50 uM (Fig 38B). A 50 uM, el efecto del haloperidol es evitado
por el colesterol libre. Sin embargo, las LDL no fueron capaces de impedir el descenso en los
niveles de RI provocado por el tratamiento con haloperidol 50 uM (Fig 38B).

En cuanto a la fosforilacion del Rl en tirosina (p-Tyr) observamos que, efectivamente, la
estimulacion con insulina provocd una fosforilacion del Rl en las células control, y que esta
fosforilacién disminuyé a cualquiera de las dosis de haloperidol empleadas (Fig 38B). Al
coincubar las células con haloperidol a cualquier dosis con colesterol libre, éste fue capaz de
evitar el efecto inhibitorio del haloperidol sobre la fosforilacion y activacion del Rl (Fig 38). En el
caso de las LDL, también evitaron el efecto del haloperidol 10 uM. Sin embargo, a las LDL no
impidieron el efecto del haloperidol la dosis de 50 uM (Fig 38).
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Figura 37. Efecto del haloperidol sobre el contenido de flotilina-1 en “lipid rafts”. A. Western-blot del
receptor de transferrina (RTf) en las distintas fracciones del gradiente de células SH-SY5Y. B. Western-
blot de la flotilina-1 en las distintas fracciones del gradiente de células SH-SY5Y incubadas en LPDS solo
(células control), o con haloperidol 10 uM solo o con colesterol libre o LDL, ambos a la concentracion de
30 ug/ml. Los western-blots son representativos de tres experimentos independientes. C. Cuantificacion
por densitometria del contenido en flotilina-1 en “lipid rafts” en las condiciones que se indican. Los datos
se expresan como media + DE y % del control (n=3). Las comparaciones estadisticas se establecen frente
a las células control (* p<0,05). Hal 10, haloperidol 10 uM; Hal 50, haloperidol 50 uM; Col, colesterol.
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Figura38. Efecto del haloperidol sobre la actividad del Rl en células SH-SY5Y. A. Western-blot de los
niveles de tirosina fosforiladas (p-Tyr) del Rl y de su subunidad B (RI B) en las fracciones 2 y 3 del
gradiente (“lipid rafts”) de células SH-SY5Y incubadas en LPDS solo (control) o con haloperidol 10 uM en
ausencia o presencia de colesterol libre o en forma de LDL, ambos a la concentracion de 30 pg/ml,
estimuladas con insulina. Se muestran western-blots representativos de al menos tres experimentos
independientes. B. Cuantificacion por densitometria de los niveles de RI total y fosforilado en tirosina.
Los datos se expresan como % del control y como media + DE (n=3). Las comparaciones estadisticas se
establecen frente al control (* p<0,05). Hal 10, haloperidol 10 puM; Hal 50, haloperidol 50 puM; Col,
colesterol.
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7.2. Efecto del haloperidol sobre el contenido de Fyn en los “lipid rafts”

Con el uso de otros inhibidores de la colesterogénesis hemos mostrado anteriormente
alteraciones en el contenido de la proteina acopladora Fyn en los “lipid rafts”, asociada a una
inhibicion de la sefalizacion por insulina (Fig 30). Puesto que el haloperidol disminuye la
actividad del RI en células SH-SY5Y (Fig 38), quisimos analizar si afectaba la expresion de Fyn
en los ‘“lipid rafts”. Para ello, tratamos y procesamos las células como se describe en el
apartado anterior (7.1) y analizamos los niveles de Fyn en cada una de las fracciones del
gradiente. El haloperidol, a ambas dosis (10 y 50 uyM) redujo considerablemente los niveles de
Fyn en los “lipid rafts” (Fig 39). Tanto el colesterol libre como en forma de LDL evité los efectos
del haloperidol desplazando Fyn a las fracciones no “raft” (Fig 39).
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Figura 39. Efecto del haloperidol sobre la proteina acopladora Fyn en “lipid rafts”. A. Western-blot
de Fyn en las distintas fracciones del gradiente de células SH-SY5Y incubadas en LPDS solo (control) o
con haloperidol 10 pM en ausencia o presencia de colesterol libre o en forma de LDL (30 pg/ml) y
estimuladas con insulina. Los western-blots de la figura son representativos de al menos 3 experimentos
independientes. B. Cuantificacion por densitometria de los niveles de Fyn en las fracciones 2 y 3 del
gradiente (“lipid rafts”). Los datos se expresan como % del control estimulado con insulina (LPDS) y como
media + DE (n=3). Las comparaciones estadisticas se establecen frente a las células control (* p<0,05).
Hal 10, haloperidol 10 uM; Hal 50, haloperidol 50 uM; Col, colesterol.
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7.3. Efecto del haloperidol sobre la actividad de la via de PKB/Akt

La insulina activa la via de Akt, critica para la supervivencia neuronal, la plasticidad
sinaptica y el aprendizaje (van der Heide et al., 2006). Al ser Akt una de las proteinas efectoras
de la sefializacién del Rl nos propusimos comprobar ahora su funcionalidad en presencia de
este antipsicoético. Para ello, las células SH-SY5Y se incubaron en LPDS solo (células control)
o con haloperidol 10 uM en ausencia y presencia de colesterol libre o en forma de LDL 30
pg/ml durante 24 h y después se estimuld la via de Akt con insulina 1 pM (Fig 40A).
Transcurrido el tiempo de tratamiento se analizaron los niveles de Akt fosforilada en la serina
473 (p-Akt), asi como los niveles de proteina total. En células control, la insulina provocé un
aumento en la fosforilaciéon y, por tanto, en la actividad de Akt (Fig 40A), mientras que esta
fosforilacién disminuyé de manera notable en presencia de haloperidol 10 uM (Fig 40A). La
coincubacién de las células con haloperidol y colesterol libre, pero no con LDL, evit6 los efectos
del haloperidol (Fig 40A). Ademas, en coincubaciones de las células con haloperidol y
concentraciones mas elevadas de LDL (Fig 40B), estas lipoproteinas tampoco fueron capaces
de contrarrestar completamente los efectos del haloperidol sobre la fosforilacion de Akt en
células SH-SY5Y estimuladas con insulina.
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Fig 40. Efecto del haloperidol sobre la actividad de la via de insulina/Akt en células SH-SY5Y. A.
Western-blot de p-Akt y Akt total en células SH-SY5Y incubadas en LPDS solo (control) o con haloperidol
10 uM en ausencia o presencia de colesterol libre o en forma de LDL 30 pg/ml y estimuladas (+) o no (-)
con insulina. Utilizamos GAPDH como control de carga. B. Western-blot de p-Akt y Akt de células SH-
SYSY incubadas en LPDS solo (control) o con haloperidol 10 pM solo o en compafia de distintas
concentraciones de LDL (30, 60 o 120 ug/ml) y estimuladas con insulina. El control negativo de la
estimulacion de la via fueron células incubadas en LPDS no tratadas con insulina. En ambos casos, los
western-blots son representativos de al menos tres experimentos realizados de manera independiente.
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Todos los resultados anteriores apuntan a que el haloperidol altera la senalizacion
mediada por el receptor de insulina en las células SH-SY5Y como resultado de la inhibicién de
la biosintesis de colesterol. Esto conduce a la disminucién de los niveles de colesterol en “lipid
rafts”, y a la acumulacién del intermediario 8,14-colestadien-3 B-ol, que no es capaz de sustituir
al colesterol en sus funciones en estas regiones. Ademas afecta a la presencia en estos
microdominios de componentes caracteristicos de los “lipid rafts”, como son la flotilina-1 y el
gangliésido GM1. Esta conclusion viene reforzada por el hecho de que el aporte de colesterol
libre a las células tratadas con haloperidol neutraliza los efectos del antipsicético sobre la
sefializacion a partir del RI. Sin embargo, el colesterol suministrado en forma de LDL, que es
captado por endocitosis mediada por receptor, fue mucho menos efectivo que el colesterol libre
a la hora de evitar los efectos del haloperidol, sobre todo a la dosis de 50 uM. Este fenémeno
se atribuye al hecho de que el haloperidol, ademas de inhibir la sintesis de colesterol, interfiere
en el transporte intracelular del mismo, de manera que una vez captado por las células, el
colesterol procedente de las LDL ve dificultado su transporte a la membrana y su incorporacién
a los “lipid rafts” cuando la célula esta sometida al tratamiento con haloperidol.

Ademas de la sefalizacion mediada por receptores tirosina quinasa, existen otros
sistemas de transduccion de sefales asociados a los “lipid rafts”; tal es el caso de la
sefializacion mediada por GPCRs (Pike, 2003). En este sentido, el haloperidol, que como ya
hemos visto, altera la estructura de los “lipid rafts” y la funcionalidad de la sefializacion mediada
por el RI, se ha relacionado también con la alteracion de la funcionalidad de proteinas G (Kelley
and Hennekam, 2000).

8. Efectos del haloperidol sobre la senalizacion mediada por
somatostatina en células SH-SY5Y

Estudios previos con haloperidol administrado en ratas revelan una disminucién en la
expresion de receptores de somatostatina en el cerebro de estos animales (Perez-Oso et al.,
1989; Perez-Oso et al., 1990). Nosotros nos planteamos profundizar en el estudio del efecto del
haloperidol sobre esta sefalizaciéon en relaciéon a su capacidad para inhibir la colesterogénesis
y, en consecuencia, conducir a una desestructuraciéon de microdominios de membrana donde
residen muchos GPCRs, entre los que se encuentran los receptores de somatostatina (Chini
and Parenti, 2004).

8.1. Efecto del haloperidol sobre la union de la somatostatina a su receptor

En primer lugar quisimos determinar si la capacidad de la somatostatina para unirse a
su receptor permanecia intacta en células tratadas con haloperidol. Para ello realizamos
ensayos de union del agonista a su receptor (“binding”) en membranas de células SH-SY5Y
incubadas durante 24 h en LPDS solo (células control) o con haloperidol 50 uM. Tanto células
control como tratadas con haloperidol mostraron el mismo patrén de unién especifica de SRIF-
Tyr11-l125, tanto en ausencia como en presencia de concentraciones crecientes de SRIF sin
marcar (SRIF fria) (Fig 41). Estos resultados apuntan a que la unién de la somatostatina a su
receptor no se encuentra alterada por efecto del haloperidol. Ademas, el haloperidol no
modificd el nimero de receptores de somatostatina (Bmax), ni la afinidad del ligando a su
repeptor (Kd) respecto a las células control (Tabla 7).
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Figura 41. Efecto del haloperidol sobre la unién
= Control % de la somatostatina a su receptor. La grafica
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Tabla 7. Efecto del haloperidol sobre el nimero y la afinidad de los receptores de somatostatina.
Se indican los parametros Kd y Bmax calculados a partir de las curvas de “binding” mediante analisis de
Scatchard en células SH-SY5Y incubadas durante 24 h en LPDS solo (control) o con haloperidol 50 pM.
Los datos se expresan como media £ DE de tres experimentos independientes realizados por duplicado.
Kd, constante de disociacion (expresada en nM); Bmax, capacidad maxima de unién (expresada en
fentomoles de SRIF unida por mg de proteina).

8.2. Efecto del haloperidol sobre la actividad de la adenilato ciclasa

A pesar de que el haloperidol no provoco ningun efecto sobre la capacidad de unién de
la SRIF a su receptor, quisimos determinar si el haloperidol alteraba la sefializacion mediada
por SRIF. Se sabe que los sst son GPCRs que regulan negativamente la actividad de la
adenilato ciclasa (ver Fig 5). Es por esto que analizamos la actividad basal y estimulada con
forskolina de la adenilato ciclasa, asi como la inhibicién de la enzima mediada por SRIF en
membranas de células SH-SY5Y mantenidas en LPDS solo (células control) o con haloperidol
50 uM en ausencia o presencia de colesterol libre 30 ug/ml. Como se indica en la Tabla 8, el
tratamiento con haloperidol provocdé un descenso tanto de la actividad basal como de la
inhibicién por SRIF de la AC, mientras que no se observaron diferencias significativas en la
inhibicion por SRIF de la AC cuando ésta se encuentra estimulada con FK (Tabla 8). Sin
embargo, hubo un aumento en la actividad de la AC ante la estimulacién con FK. Por ultimo, el
tratamiento conjunto de haloperidol con colesterol libre evité el descenso de la actividad de la
AC, asi como la disminucién en la inhibiciéon de la AC por SRIF, pero fue incapaz de evitar el
efecto del haloperidol sobre el aumento en la actividad de la AC ante la estimulacion con FK
(Tabla 8).
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Actividad de AC Control Haloperidol Haloperidol +
Colesterol
Actividad basal 82,2+0,8 645+49* 86,9+81t
+10* M SRIF 57,3+2,0 50,6 + 8,9 53,5 + 11,4
% Inhibicion de la actividad 30,3+3,2 21,9+6,7* 388+741
basal por SRIF
+10° M FK 449 + 167 598 + 91,4 694 + 450
+10° M FK + 10* M SRIF 328 + 85,0 378 + 34,3 441 £ 15,9
% Inhibicion por SRIF de la 254 + 8,8 36,6 +3,9 36,4+1,8

actividad estimulada por FK

Veces de estimulacion por 5.5+ 21 93+07* 80+02*
FK sobre la actividad basal

Tabla 8. Efecto del haloperidol sobre la actividad adenilato ciclasa. En la tabla se indica la actividad
de la adenilato ciclasa (AC) como pmol AMPc por min y por mg proteina en ausencia (actividad basal) o
presencia de FK (10'5 M) sola o con SRIF (10'4 M) en membranas de células SH-SY5Y incubadas durante
24 h en LPDS solo (células control) o con haloperidol 50 uM en ausencia o presencia de colesterol libre
30 pg/ml. Los datos se expresan como media + DE de tres experimentos independientes realizados por
duplicado. Las comparaciones estadisticas se realizaron frente al control (* p<0,05) o frente al tratamiento
con haloperidol (1 p<0.05). SRIF, somatostatina; FK, forskolina.

9. Efecto del SKF 104976 sobre la expresion de la ciclina B1 en células
MOLT-4

Estudios previos en nuestro laboratorio han observado el bloqueo del ciclo celular en la
fase de G2/M por efecto de la inhibicion de la biosintesis de colesterol, tanto en células de
linfoblastoma humano MOLT-4 como en células promielociticas HL-60 (Fernandez et al., 2005;
Martinez-Botas et al., 1999; Sanchez-Martin et al., 2007; Suarez et al., 2005). Este efecto,
ademas, induce la diferenciacion de las células HL-60 hacia neutréfilos (Sanchez-Martin et al.,
2007). A pesar de que en nuestro modelo celular de la diferenciacion a adipocitos en las
células 3T3-L1 no observamos bloqueo alguno del ciclo celular ante la inhibicién de la
colesterogénesis durante la fase de expansion clonal, nos planteamos el estudio del
mecanismo molecular por el cual la inhibicién de la biosintesis de colesterol impide a las
células MOLT-4 y HL-60 progresar a través de la fase G2/M.

Dado que la ciclina B1 es quien determina la actividad de la Cdk1, quinasa que controla
la transicion de G2 a M, y que se ha observado previamente que la adicion de colesterol
estimulaba rapidamente la expresion de la ciclina B en células sometidas al tratamiento con
SKF 104976 (Suarez et al., 2002), decidimos estudiar el promotor de esta ciclina. En primer
lugar se cloné la secuencia promotora completa del gen de la ciclina B1 humana mediante
amplificacion por PCR utilizando unos cebadores especificos, y clonaje en el vector pGL3-
Basic acoplado al gen de la luciferasa (apartado 25 de Material y Métodos). Después, con
objeto de estudiar la actividad del pCycB1 en situaciones de inhibicion de la colesterogénesis e
identificar los elementos de respuesta implicados, construimos clones de distinta longitud, y por
tanto, diferentes en cuanto a los elementos de respuesta que contienen, mediante delecciones
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parciales del pCycB1 por digestibn con enzimas de restriccion con actividad exonucleasa
(apartado 24 de Material y Metddos).

Para comenzar con el estudio de la actividad del pCycB1, transfectamos las células
MOLT-4 con las diferentes construcciones del promotor de la ciclina B1 (pCycB) de distinta
longitud en el vector pGL3-Basic acopladas al gen de la luciferasa (Fig 42A) y con plasmidos
con un promotor constitutivo acoplado al gen de la renilla para normalizar los datos de actividad
de luciferasa. Posteriormente, tratamos a las células con LPDS solo (control), con LDL-
colesterol 60 yg/ml o con SKF 104976 3 uM solo o con LDL-colesterol 60 pg/ml durante 24 h.
De manera indirecta, medimos, en un luminémetro, la expresion de luciferasa como indicativo
de la actividad del pCycB1 en las distintas condiciones y los resultados obtenidos se corrigieron
por la actividad renilla. El tratamiento con el SKF 104976 produjo un descenso de la actividad
luciferasalrenilla que se evitdé al incubar las células en presencia de LDL (Fig 42B). Cabe
destacar que tanto las células transfectadas con el promotor completo como con los clones de
mayor longitud (clon 4 y 5) (Fig 42A) y, por tanto, con mayor numero de elementos de
respuesta, presentaron una mayor actividad luciferasa/renilla que los clones 10, 8 y 14 (Fig
42B). Sin embargo, la respuesta al tratamiento siguié un mismo patréon de comportamiento en
todos los casos exceptuando el de las células transfectadas con el clon 14 (Fig 42B), de menor
longitud, que probablemente haya perdido la secuencia que responde a la inhibicion de la
sintesis de colesterol.

De los resultados obtenidos observamos que existe una regulacion de la expresion de
la ciclina B1 en respuesta al contenido de colesterol celular, donde la falta de colesterol por
efecto de la inhibicién de la lanosterol 14a-desmetilasa, provoca un descenso en la actividad
del promotor mientras que las LDL evitan dicho efecto.

9.1. Busqueda de posibles elementos de respuesta implicados en la regulacién
de la expresion de la ciclina B1 por esteroles

Una vez conocida la capacidad de respuesta del pCycB1 a cambios en el contenido de
colesterol nos planteamos la busqueda del elemento de respuesta implicado en tal regulacion.
Hemos visto que todos los clones, exceptuando el 14, responden a la falta de colesterol y a su
reposicion de un modo similar, disminuyendo y aumentando, respectivamente. Por tanto,
supusimos que el elemento de respuesta en cuestion estaria localizado entre la secuencia del
pCycB1 que se encuentra entre el clon 14 y el anterior, el clon 8. Realizamos una busqueda
exhaustiva en el TESS de los elementos presentes en dicha secuencia que presentaban una
elevada probabilidad de unién a factores de transcripcion. Asi, encontramos que en torno a los
-77 pb antes del inicio de la transcripcion existia una secuencia (GAAGGGAGTG) con alta
probabilidad de funcionar como elemento de respuesta para el factor de transcripcion USF
(Tabla 9), del que se conoce su implicacion en la regulacion de la expresion de la ciclina B1 en
el ciclo celular (Cogswell et al., 1995).

Sitio de . i La (indice de
Factor comienzo Longitud (pb) Secuencia probabilidad)
TFII-I; USF1 11 12 GAAGGGAGTG 22

Tabla 9. Secuencia encontrada como candidata de elemento de uniéon a USF en el pCyc B1. En la
tabla se muestran los datos del TESS de la busqueda de posibles elementos de respuesta en la
secuencia comprendida entre el clon 8 y 14 del pCycB1 pertenecientes a una posible secuencia de union
para el factor de transcripcion USF. De todos las 54 secuencias candidatas, la que se muestra es la que
mas probabilidad presentd para funcionar como un elemento de respuesta.
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A Clon 4 (298 pb)

277 TAACCTTTCcagotaggcggCGCACTGGCTTCACTGCTCTCecagatgGCC
Clon § (237 pb)

227 GCTgeagetgCCCGAGAGCGCAGGCGCAGAGGCAgaccacgtgagAgect

-177 9gccAGGCCTTCCGGCCTAGCCTCACTGTGGC CeecgeccCTCTCGAACGC
Clen 10 (167 pb) Clon 8 (137 ph)

129 CTTCGCGCCGATCGCCCTGGAAACGCATTCTCTGCGACCGGCAGCCGecaat
Clon 14 (102 ph)

79 GGgaagguagigAGTGCCACGAACAGGecaataagGAGGGAGCAgtgcgy

Foeirle clemevia de respiesa a S

— Inicio de la transcripeién
.28 GGittaaatCTGAGGCTAGGCTGGCTCTTCTCGGCGTGCTGCGGCGGAA

ZBCGGCTGTTGGTTTCTGCTGGGTGTAGGTCC

B

clon 5

+++

clon 10

clon 8

* 1 Control

= L DL
clon 14 I SKF
BN SKF+LDL
0 5 10 15 20 25 30

Expresion relativa de luciferasa
(actividad luciferasa/renilla)

Fig 42. Efecto del SKF 104976 sobre la actividad del promotor de la ciclina B1. A. Parte de la
secuencia del pCycB1 donde se indica la secuencia y longitud de los clones utilizados en el estudio. Las
regiones que aparecen en minuscula se corresponden con elementos de respuesta. En negrita se
muestran los elementos descritos y en cursiva y en gris, el posible elemento de respuesta a USF. B. En
la grafica se indica la actividad luciferasa/renilla como medida indirecta de la actividad del promotor de la
ciclina B1 (pCycB1) en células MOLT-4 transfectadas con clones de distinta longitud del pCycB1 e
incubadas durante 24 h en medio con LPDS solo (células control), con LDL 60 ug/ml, o con SKF 104976 3
UM en ausencia o presencia de LCL. Los datcs se expresan como niedia + EE de tres experimentos
independientes realizados por duplcado. Las comparaciones estadisicas de establecen frente a las
células control (* p<0,05, ** p<0,005, *** p<0,001) o frente a las células tratadas con SKF (+ p<0,05, ++

p<0,005, +++ p<0,0005).
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9.2. Efecto del SKF 104976 sobre la expresion de la ciclina B1 con el elemento de
respuesta a USF mutado

Para determinar la importancia del elemento de respuesta a USF (ERU) en la actividad
del pCycB1 en respuesta a esteroles, primero procedimos a mutar dicha secuencia de manera
que con la mutacion introdujéramos, ademas, una diana para la enzima de restriccion Stul
(AGGCCT) que nos permitiera identificar los clones mutados. Para ello, se disefaron unos
cebadores que contuvieran la secuencia deseada y mediante PCR obtuvimos la secuencia del
clon con el elemento mutado (GAAGGCCTTG). Posteriormente, se cloné en el vector pGL3-
Basic para poder medir la actividad luciferasa determinada por este promotor. Una vez
identificados dichos clones por digestién con Stul, confirmamos, mediante secuenciacion, que
contenian efectivamente la mutacién en el elemento de respuesta objeto de estudio (Fig 43A).

A continuacion, transfectamos las células MOLT-4 con un plasmido con el ERU intacto
o mutado y las incubamos durante 24 h en medio con LPDS solo (células control), con LDL 60
pg/ml, o con SKF 104976 3 uM en ausencia o presencia de LDL. Finalmente analizamos la
actividad de ambos promotores por medida en un luminédmetro, de la actividad luciferasa/renilla
en las distintas condiciones. En cuanto a la actividad del promotor cuando las células se
transfectan con el clon 5, obtuvimos los mismos resultados que en la figura 42. Sin embargo,
las células transfectadas con el clon 5 con el ERU mutado (5-MUT) no respondieron al SKF
104976 disminuyendo la actividad del promotor de la ciclina B1 (Fig 43B). Estos resultados
apuntan a que existe un nuevo elemento de respuesta en el pCycB1 situado unas -77 pb del
inicio de la transcripcion, que se describe ahora por vez primera y que es capaz de responder a
una regulacion por esteroles. Si es el USF el factor de unidn a este elemento y el responsable
de dicha regulacién esta aun por determinar.
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Resultados

Figura 43. Secuencia del clon con el sitio de respuesta a USF mutado. A. Se indica el alineamiento
obtenido con el programa BLAST entre el promotor de la ciclina B1 (secuencia superior) y la secuencia
del clon con el elemento de unién a USF mutado (secuencia inferior). B. En la grafica se indica la
actividad luciferasa/renilla como medida indirecta de la actividad del promotor de la ciclina B1 (pCycB1) en
células MOLT-4 transfectadas con el clon 5 del pCycB1 con el ERU mutado o intacto e incubadas durante
24 h en medio con LPDS solo (células control), con LDL 60 pg/ml, o con SKF 104976 3 uM en ausencia o
presencia de LDL. Los datos se expresan como media + DE de 4 experimentos independientes realizados
por duplicado. Las comparaciones estadisticas se establecen frente a las células control (** p<0,005)
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El colesterol es una molécula de vital importancia en muchos procesos celulares.
Generalmente esta importancia se le ha atribuido por su papel como componente estructural de
membranas o por ser el precursor de las hormonas esteroidicas y de los acidos biliares. En la
ruta de sintesis del colesterol se generan, ademas, compuestos intermediarios (esteroles o no)
de los que derivan moléculas insustituibles para el buen funcionamiento de la célula. Este es el
caso de los isoprenoides no esteroidicos, producidos en las etapas previas a la generacion del
escualeno, que son precursores de moléculas implicadas en muchos y muy distintos procesos
celulares como la transcripcion (isopentenil tRNAs), la N-glicosilacion (dolicol) y prenilacion
(farnesil y geranilgeraniol) de proteinas, y el transporte electronico mitocondrial (ubiquinona)
(Clayton, 1998; Ikonen, 2006) (Fig 1A). Cabe destacar también, la importancia del 7-DHC como
precursor de la vitamina D (Fig 1B) (Herman, 2003).

El colesterol también actua como regulador de procesos celulares y de la actividad de
determinadas proteinas. Tal es el caso de las proteinas SREBP, implicadas en la homeostasis
del colesterol y la adipogénesis (Brown and Goldstein, 1999), cuyo procesamiento se inhibe en
presencia de colesterol en el RE, o el de las proteinas Sonic Hedgehog (Shh) de vertebrados,
que dirigen el desarrollo animal, las cuales deben forman aductos con el colesterol para
desempefar correctamente su funcion bioldgica (Peters et al., 2004). La importancia de esta
accion se manifiesta al comprobar la gravedad de la sintomatologia de enfermedades debidas
a deficiencias de enzimas implicadas en la biosintesis del colesterol.

El colesterol es imprescindible para la proliferacion celular y ejerce acciones
especificas, alguna de caracter regulador, en el ciclo celular. Nuestro grupo, concretamente, ha
demostrado que la inhibicidn de la colesterogénesis afecta la progresion del ciclo celular,
acumulandose las células en G2/M e impidiéndose finalmente la citocinesis (Fernandez et al.,
2005; Fernandez et al., 2002; Martinez-Botas et al., 2001; Martinez-Botas et al., 1999; Suarez
et al., 2002; Suarez et al., 2005).

En cuanto a su papel en la membrana celular, el colesterol se ha venido considerando
como un mero componente estructural encargado de empaquetar los fosfolipidos y aportar
rigidez a las bicapas. Pero lo cierto es que, ademas, es un componente estabilizador esencial
de los dominios denominados “lipid rafts”, regiones de la membrana donde se inician multitud
de procesos de sefializacién celular (Pike, 2003), como lo ponen en evidencia los estudios
sobre las propiedades biofisicas de las membranas cuando el colesterol es sustituido por otros
intermediarios de la colesterogénesis (Megha et al., 2006; Samuli Ollila et al., 2007; Vainio et
al., 2006), los estudios con ratones KO (Keller et al., 2004; Kovarova et al., 2006), o los efectos
de inhibidores de las enzimas de la sintesis de colesterol (Hillyard et al., 2004; Hillyard et al.,
2007).

En el presente trabajo nos planteamos como objetivos estudiar los efectos de la
inhibicién de la biosintesis de colesterol en la adipogénesis y su relacion con el mantenimiento
de la funcionalidad de los “lipid rafts” en este proceso asi como en otros. También decidimos
ahondar en el estudio de su papel regulador de la expresion génica en el ciclo celular.

1. Colesterol y adipogénesis
La obesidad es una enfermedad metabdlica caracterizada por un aumento en la
cantidad de tejido adiposo debido al incremento tanto en el tamano (hipertrofia) como en el

numero de adipocitos (hiperplasia) (Couillard et al., 2000). Este aumento en el niumero de
adipocitos es resultado directo de una mayor tasa de adipogénesis, por la que se generan
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nuevas células grasas a partir de los preadipocitos presentes en el tejido adiposo de individuos
adultos (Hauner et al., 1989).

El colesterol es importante para la fisiologia del adipocito. Durante la adipogénesis
tiene lugar una redistribucion del colesterol de la membrana a las gotas lipidicas, mientras que
los adipocitos hipertréficos muestran una disminucion en los niveles de colesterol en sus
membranas en comparacion con los adipocitos normales (Le Lay et al., 2001). En este sentido,
en adipocitos maduros normales, la extraccién del colesterol de membrana con BMCD induce
resistencia a la insulina (Le Lay et al., 2001). En esta linea, parece loégico pensar que el
colesterol, lejos de ser considerado simplemente como un componente estructural de la
membrana plasmatica, participa en la regulacion de la fisiologia del adipocito. Por otro lado,
existen datos en la literatura que sugieren una correlacion entre los niveles de colesterol celular
y la capacidad de los preadipocitos en diferenciacion de almacenar triglicéridos en sus gotas
lipidicas (Dugail et al., 2003; Pohl et al., 2004). Este paralelismo entre el contenido de
colesterol y el tamario celular viene apoyado por el hecho, observado hace mas de 20 afos, de
que al reducir el contenido de triglicéridos, se reducia el tamafo celular y el contenido de
colesterol en los adipocitos (Krause and Hartman, 1984). Observacion que coincide con
estudios mas recientes en los que el desplazamiento del colesterol de la membrana a las gotas
lipidicas estaria contribuyendo al aumento de la gota lipidica y, por tanto, al aumento del
tamanio celular (Le Lay et al., 2001).

Nosotros decidimos estudiar los efectos de la inhibicién de la biosintesis de colesterol
sobre la adipogénesis, eligiendo como modelo las células 3T3-L1 que se diferencian a
adipocitos tras su estimulacion con insulina, dexametasona e IBMX. Para este estudio
empleamos inhibidores de distintas enzimas de la colesterogénesis cuya accién habia sido
descrita en distintos tipos celulares (Fernandez Hernando, 2003). Sin embargo, quisimos
comprobar su accioén en las células 3T3-L1 antes de emprender el estudio de sus efectos sobre
la diferenciacion. Como cabria esperar, el SKF 104976 bloqued la lanosterol 14a-desmetilasa
provocando la acumulacidon de lanosterol y dihidrolanosterol (Fig 12A); el AY 9944, la N'-
reductasa como lo indica la acumulacion de 7-DHD y 7-DHC (Fig 12A); el 5,22-colestadien-33-
ol provocé la acumulacion de desmosterol y 7-DHD (Fig 12A), mostrando la inhibicion de la A*-
reductasa, accion descrita por vez primera en nuestro laboratorio (Fernandez et al., 2002).
Sobre el triparanol, encontramos que a la concentraciéon de 3 uM provocaba la acumulacion de
7-DHC y zimosterol, revelada por el analisis por GC/MS en las células 3T3-L1 (Fig 12B), lo que
indica que el triparanol estaba inhibiendo la A’-reductasa yla A%-isomerasa, ademas de la A?*-
reductasa inicialmente descrita (Avigan et al., 1960).

La inhibicién de la biosintesis de colesterol, en células incubadas en un medio libre del
mismo, afecté fuertemente la diferenciacion, observandose una clara disminucién de la
formacion de gotas lipidicas en las células 3T3-L1 a los 5 dias después de inducir su
diferenciacion (Fig 13A). Esto fue corroborado por el descenso en el contenido de triglicéridos
(Tabla 4). La adicion de colesterol al medio, evit6 los efectos del SKF 104976, lo que indicaba
que la disponibilidad de colesterol afecta la capacidad de las células 3T3-L1 de transformarse
en adipocitos maduros y acumular gotas lipidicas. Esto concuerda con observaciones previas
de otros grupos que mostraban que la sobrecarga de colesterol a las células provocaba una
mayor captacion de acidos grasos, mientras que la privacion de colesterol conducia al efecto
contrario (Pohl et al., 2004). En conjunto, los resultados apoyan la hipétesis de que la
disponibilidad de colesterol incide sobre la acumulacion lipidica en el adipocito (Dugail et al.,
2003; Le Lay et al., 2001).

Durante la adipogénesis, después de experimentar una parada del crecimiento al
llegar al estado de quiescencia, y ante un estimulo hormonal adecuado, las células 3T3-L1
sufren varias rondas de division. Este momento de la diferenciacion se denomina fase de
expansion clonal y precede la expresion de factores de transcripcion que disparan el programa
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adipogénico (MacDougald and Lane, 1995). Para algunos autores, la fase de expansién clonal
es determinante para que se desarrolle la adipogénesis, puesto que es légico pensar que
durante esta etapa el DNA sea mas accesible a la uniéon de factores de transcripcién. De
hecho, en células 3T3-L1, se ha observado que la inhibiciéon de la proliferacion durante la
diferenciacién impide su transformaciéon a adipocitos maduros, habiéndose propuesto que la
fase de expansion clonal es indispensable para que culmine la adipogénesis en este tipo
celular (Yeh et al., 1995a). Teniendo en cuenta las observaciones previas de nuestro grupo en
las que el bloqueo de la sintesis de colesterol por parte de inhibidores distales, acarrea una
parada del ciclo celular en G2/M (Fernandez et al., 2005; Suarez et al., 2005), pensamos que la
inhibicién de la colesterogénesis en los preadipocitos 3T3-L1 en diferenciacion podria bloquear
la fase de expansiéon clonal y, en consecuencia, su capacidad de diferenciacion. Los
resultados, sin embargo, mostraron que ése no era el caso. A las 20 horas tras la induccién de
la diferenciacion en las células 3T3-L1 (momento en que observamos sintesis de DNA después
de inducir el proceso) (Fig 17), el tratamiento con distintos inhibidores no provoco, en ningun
caso, disminuciones destacables en la sintesis de DNA (Fig 18). Ademas, el ciclo celular
progres6é normalmente en presencia de AY 9944, y sorprendentemente, observamos que tanto
las células tratadas como las controles sélo realizaban un ciclo de division durante la expansion
clonal (Fig 19). Esto contrasta con la opinibn mas generalizada de que estas células
experimentan al menos dos ciclos de division (Tang and Lane, 1999) pero coincide con las
observaciones de Aouadi y colaboradores que indican que los preadipocitos humanos sélo
experimentan una o ninguna ronda de division y aun asi, son capaces de diferenciarse a
adipocitos (Aouadi et al., 2007). Independientemente de ello, nuestros resultados muestran que
a pesar de la completa inhibicion de la sintesis de colesterol, las células consiguen completar
un ciclo de divisién. La interpretacion no puede ser otra mas que estas células contienen de
partida suficiente colesterol como para mantener una ronda de divisién. De hecho, en nuestro
laboratorio se habia demostrado en células HL-60 (que normalmente presentan un bajo
contenido de colesterol) expuestas a los inhibiciones de la biosintesis de colesterol consiguen
dividirse una vez, lo cual se traduce en que el contenido de colesterol disminuya a la mitad
aproximadamente, y es a partir de este momento cuando las células son incapaces de dividirse
de nuevo (Fernandez et al., 2005). Por lo tanto, el contenido de colesterol en las células 3T3-L1
parece ser suficiente como para permitir que se desarrolle la fase de expansién clonal. No
obstante, ese colesterol seria insuficiente para mantener los procesos celulares que conducen
a la adipogénesis, como se comenta a continuacion.

Otros autores han estudiado el efecto de las estatinas sobre la adipogénesis. Estos
trabajos demuestran que las estatinas inhiben la diferenciacion de fibroblastos a adipocitos
(Nishio et al., 1996; Tomiyama et al., 1999) y que bloquean la expresion de PPARYy (Li et al.,
2003; Nakata et al., 2006; Nicholson et al., 2007) y reducen la de C/EBPa (Nakata et al., 2006).
Las dosis de estatinas empleadas han sido tales que no permiten descartar que su unico efecto
fuera inhibir la sintesis de colesterol. Al contrario, dado que actian inhibiendo la HMG-CoA
reductasa, es probable que ademas inhibieran sustancialmente la formacién de isoprenoides
no esteroidicos necesarios para la prenilacion de proteinas, comprometiendo la funcion de las
proteinas preniladas. En nuestro abordaje experimental hemos obviado dicho problema, puesto
que los inhibidores utilizados bloquean la biosintesis de colesterol en pasos posteriores a la
produccién de lanosterol, permitiendo la disponibilidad de isoprenoides no esteroidicos (Fig
1B). Nuestros resultados coinciden, no obstante, en confirmar que la inhibicién de la biosintesis
de colesterol conduce a un descenso en la expresion de PPARy y C/EBPa por efecto de la falta
de colesterol (Fig 15A y E). Otro de los factores cuya expresién analizamos fue el LXRa; el
papel de este factor activado por oxiesteroles en la adipogénesis fue propuesto por Seo y
colaboradores (Seo et al., 2004). Nosotros encontramos que igual que PPARy y C/EBPaq, su
expresion disminuye con el uso de los inhibidores (Fig 15B y E). También comprobamos que
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una estatina, la atorvastatina, provocé los mismos efectos sobre la expresion de mRNA de
PPARYy (Fig 15C) y de LXRa (Fig 15D) que otros inhibidores mas distales de la ruta (Fig 15A y
B). En todos los casos, el efecto de los inhibidores sobre la expresion de estos factores de
transcripcion se evité al afadir colesterol al medio de incubacion, tanto libre como en forma de
LDL. La disminucion en los niveles de colesterol seria, por tanto, el mecanismo
desencadenante de los cambios moleculares a nivel de expresion de mensajero y proteina de
los factores de transcripcidon mostrados.

Estos efectos, cabe la posibilidad de que estén mediados por una alteracién en las vias
de sefializacion. Parece ser que son las vias de las MAPKs ERK y p38 y la via de PKB/Akt las
mas implicadas en la adipogénesis (Aouadi et al., 2006a; Baudry et al., 2006; Bost et al.,
2005a; Gagnon et al.,, 1999; Magun et al., 1996), aunque hay datos discordantes. Esta
controversia se debe principalmente a que estas quinasas deben activarse y desactivarse en
distintos momentos del proceso (Bost et al., 2005a). Inhibidores de p38 bloquean
completamente la diferenciaciéon de células 3T3-L1 a adipocitos si se administran durante los
primeros estadios de la diferenciacion (Engelman et al., 1998); sin embargo si p38 se mantiene
activa de manera prolongada durante el proceso provoca la muerte celular de los adipocitos en
diferenciacion (Engelman et al., 1999). Por otro lado, el uso de oligonucledtidos antisentido
contra ERK1/2 bloquea la diferenciacion de las células 3T3-L1 estimuladas con insulina (Sale
et al., 1995), mientras que otros estudios sefalan que ERK1/2 puede inhibir la adipogénesis
mediante la fosforilacion de PPARYy, que inhibe su actividad (Camp and Tafuri, 1997; Hu et al.,
1996). Por eso en las primeras etapas de la diferenciacion, en las que se le ha atribuido un
papel en la expansién clonal, se hace necesaria la activacion de ERK1/2, en tanto que debe
desactivarse mas adelante para mantener activo PPARy. La via de PI3K/Akt estimulada por la
insulina tiene una gran implicacion en la adipogénesis. De hecho, la expresiéon de una forma
constitutivamente activa de Akt provoca la diferenciacién espontédnea de las células 3T3-L1 a
adipocitos (Magun et al., 1996). Por otra parte, un descenso de su actividad inhibe la expresion
de PPARYy (Baudry et al., 2006; Peng et al., 2003). Sin embargo, un estudio reciente consigue
la estimulacion de la adipogénesis reprimiendo Akt (Kim et al., 2007). Nuestros datos a este
respecto senalan que la inhibiciéon de la colesterogénesis con SKF 104976 o con AY 9944,
provoca un fuerte descenso en la fosforilacion de ERK1/2, p38 MAPK y de Akt (Fig 20C y 22).
La adicién de colesterol al medio evitd el descenso del estado de fosforilacion de estas
quinasas asi como la inhibicion de la adipogénesis, lo que sugiere que estas vias de
sefalizacion estan mediando los efectos del colesterol sobre este proceso de diferenciacion.

Respecto a la implicaciéon de la JNK MAPK, nosotros no detectamos su fosforilacion
tras inducir la diferenciacion de las células 3T3-L1 en condiciones controles (Fig 21), lo que en
principio permite descartar su participacion en este proceso. Este resultado es compatible con
las observaciones de otros autores que indican que la activacion de JNK se relaciona
negativamente con la induccién de la adipogénesis, de hecho, su activacion conduce a la
fosforilacién de PPARYy, inactivandola, y disminuye la expresion de aP2 (Bost et al., 2005a;
Camp et al., 1999; Hong et al., 2007).

Una de las funciones atribuidas tanto a la via de ERK1/2 como a la de p38 MAPK es la
fosforilacion del factor de transcripciéon C/EBPB (Engelman et al., 1998; Piwien-Pilipuk et al.,
2001; Tang et al., 2005). Esta proteina es el primer factor de transcripcidon que se activa en la
adipogénesis. Durante el primer dia de diferenciacion nosotros no encontramos alteraciones en
su expresion ante la inhibicion de la colesterogénesis (Fig 14); sin embargo, se conoce que
para ser funcional, C/EBPB necesita sufrir modificaciones postranscripcionales que consisten
en una serie de fosforilaciones sucesivas (Tang et al., 2005). La primera de estas
fosforilaciones ocurre en el residuo Thr188 y es necesaria, aunque no suficiente, para que
C/EBPB adquiera la capacidad de unirse al DNA en regiones promotoras y activar la
transcripcion de sus genes diana (Tang et al., 2005). Puesto que la inhibicion de la
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colesterogénesis afecta vias de sefializacién capaces de fosforilar a C/EBPf3, estudiamos esta
fosforilacién en presencia de distintos inhibidores de la colesterogénesis. Observamos que,
efectivamente, la inhibicidon de la colesterogénesis reducia extraordinariamente la fosforilacion
de C/EBPB en Thr188 (Fig 23B). A continuacion determinamos la via responsable de la
inhibicién de tal fosforilacién, que resulté ser la via de ERK1/2. Este hecho viene apoyado por
datos bibliograficos que sefialan que, aunque p38 también es capaz de fosforilar C/EBP en
determinadas circunstancias (Engelman et al., 1999; Engelman et al.,, 1998), la quinasa
responsable de la fosforilacion de este factor es ERK1/2 (Bost et al., 2005b; Prusty et al., 2002;
Tang et al., 2005; Tang et al., 2003). C/EBP, una vez fosforilado, activa la expresién tanto de
PPARy como de C/EBPa (Farmer, 2006; Zuo et al., 2006). Por lo tanto, considerando todos
estos resultados, proponemos que el bloqueo de la adipogénesis por efecto de la inhibicién de
la sintesis de colesterol estda mediado por la inhibicion de la fosforilacion de C/EBPJB via
ERK1/2, que, a su vez, conduciria a un descenso en la expresion de PPARy y C/EBPa vy, en
definitiva, a una alteracion en la adipogénesis.

Se sabe que PPARy y C/EBPa activan su expresion mutuamente (Shao and Lazar,
1997), hecho que contribuye al mantenimiento de sus niveles. En cuanto a LXRa, el grupo de
Peter Tontonoz considera que este factor no esta implicado en el control de la adipogénesis
aunque si en la regulacién de ciertos genes en los adipocitos (Hummasti et al., 2004). De
cualquier manera, PPARYy y LXRa también activan mutuamente su expresion (Seo et al., 2004).
Ademas, LXR tiene como agonistas a los oxiesteroles, que derivan del metabolismo del
colesterol (Janowski et al., 1996; Schultz et al., 2000). Por tanto, el descenso en la expresion
de LXRa por efecto de la inhibicion de la biosintesis de colesterol podria ser el resultado tanto
del descenso en la expresion de PPARy como, posiblemente también, por una menor
presencia de sus ligandos naturales, los oxiesteroles.

En situaciones normales, a lo largo de la diferenciacion se establece una red de
interacciones entre estos tres factores y el SREBP-1c (Fig 7) que conduce al aumento de la
lipogénesis y a la expresion de proteinas especificas de adipocitos como la adipsina o la aP2.
La expresion de estas dos ultimas proteinas también se encontré notablemente disminuida en
las células sometidas a diferenciacion en presencia de inhibidores de la biosintesis de
colesterol (Fig 16). Como en el caso de los factores de transcripcion, la adicién de colesterol al
medio junto con los distintos inhibidores, evitd los efectos de estos ultimos. Esto apoya, una
vez mas, que es imprescindible que las células 3T3-L1 dispongan de suficiente colesterol para
poder alcanzar el estadio de adipocitos tras someterse a un estimulo de diferenciacion.

Cabe aclarar que en algunos de los procesos estudiados hasta el momento, como la
acumulacion de gotas lipidicas o la expresion de determinados factores de transcripcion, el
LPDS no es capaz de reproducir los resultados obtenidos al diferenciar las células en presencia
de FBS. Ademas, el aporte de colesterol al medio tampoco permite que las células
diferenciadas en LPDS alcancen los niveles de expresion y acumulaciones lipidicas que se
logran si se diferencian con FBS. Una explicacién plausible es que para el correcto desarrollo
del proceso sea necesario, aparte del colesterol, un componente del suero que esta ausente o
inactivo en el LPDS.

En definitiva, todos estos resultados indican que el descenso en la disponibilidad de
colesterol conduce a la inhibicién de la adipogénesis probablemente por inhibicion de la via de
ERK1/2 y, en consecuencia, de la fosforilacion de C/EBP, hecho que incapacita a este factor
para unirse al DNA y activar la expresion de sus genes diana, entre los que se encuentran

factores de transcripciéon como PPARy y C/EBPaq, claves para el control del proceso.
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2. Implicacion de los “lipid rafts” en el proceso de adipogénesis

Los “lipid rafts” son microdominios de membrana ricos en colesterol y esfingolipidos
donde se concentran gran cantidad de proteinas implicadas en procesos de sefializacion
celular. En las células 3T3-L1 la reduccion de los niveles de colesterol en estos microdominios
por el uso de BMCD, desestructura los “lipid rafts” e impide la diferenciacion de estas células a
adipocitos, alterando la sefializacion mediada por la insulina y la actividad de ERK1/2 y Akt
(Hong et al., 2004; Huo et al., 2003). En el mismo sentido, la deplecion de colesterol por el uso
de CDs provoca una disminucion en la expresion del transportador de glucosa GLUT4 en las
membranas de adipocitos 3T3-L1 haciéndoles resistentes a la insulina, que se ha atribuido a la
alteracion de las caveolas (Le Lay et al., 2001).

En nuestro abordaje experimental, para reducir el contenido celular de colesterol
empleamos inhibidores de la colesterogénesis, no CDs, por su mayor proximidad a un
hipotético uso terapéutico. En este caso, al tiempo que se reduce el contenido de colesterol en
la membrana, se incrementa la presencia de otros esteroles, intermediarios de la
colesterogénesis, dependiendo de las enzimas que hayan resultado inhibidas (Tabla 5). Estos
cambios en la composicion de esteroles pueden afectar las propiedades biofisicas y bioldgicas
de las membranas y de los “lipid rafts” concretamente.

Existen multitud de estudios realizados en membranas artificiales, en los que se
establece la repercusion de estos esteroles intermediarios en las propiedades de las bicapas.
Los intermediarios en la sintesis de colesterol que contienen un doble enlace en el carbono 8
(lanosterol, dihidrolanosterol, zimosterol y zimostenol) (Fig 1B) estabilizan débilmente las
estructuras equivalentes a los “lipid rafts” (Megha et al.,, 2006; Miao et al., 2002). Podria
pensarse que esteroles con estructura mas parecida al colesterol, generados en etapas mas
avanzadas de la colesterogénesis, podrian sustituirle en la formacion de estos microdominios.
Lo cierto es que compuestos de este tipo, como el latosterol y el 7-DHC se incorporan a la
membrana de manera mas eficaz que el propio colesterol pero alteran una caracteristica
importante, como es la presién lateral (Samuli Ollila et al., 2007). Esta propiedad de las
membranas es determinante para que las proteinas experimenten los cambios
conformacionales precisos para su activacién (Samuli Ollila et al., 2007).

La observacion de que el 7-DHC es mas eficiente que el colesterol a la hora de formar
estos dominios (Megha et al.,, 2006), concuerda con nuestros resultados, donde Ila
incorporacion de 7-DHC a zonas de “lipid rafts” fue muy superior (27 veces) que a las zonas
no-‘raft” (Tabla 5). Estas diferencias en la concentraciéon entre las distintas regiones de
membrana son mucho mas marcadas en el caso del 7-DHC que en el de otros esteroles, entre
ellos el propio colesterol (Tabla 5). A pesar de ello, Keller y colaboradores demostraron que la
sustitucion del colesterol por 7-DHC en “lipid rafts” de células de rata tratadas con AY 9944,
alteraba propiedades biofisicas de la membrana, como el perfil de presion lateral, y la
composicion proteica de estos microdominios (Keller et al., 2004).

Otros autores han hecho uso también de inhibidores de la biosintesis de colesterol para
desentrafar el papel del colesterol en la funcionalidad de los “lipid rafts”. Ya hemos comentado
las dificultades que presentan las estatinas a la hora de la interpretacion de los resultados
obtenidos con su uso, por su doble accion inhibiendo la sintesis de colesterol y también la de
isoprenoides necesarios para la prenilacion de proteinas. Aun asi, las estatinas se ha
demostrado que alteran la composicion de los “lipid rafts”, desestructurandolos, y alterando su
funcionalidad, concretamente, la actividad de proteinas implicadas en la sefalizacion por
insulina (Hillyard et al., 2004; Hillyard et al., 2007; Zhuang et al., 2005). Otros autores han
observado en células neuronales que el tratamiento con AY 9944 provoca la deslocalizacion de
receptores NMDA de los “lipid rafts”, disminuyendo su respuesta al glutamato (Ponce et al.,
2008). El acido zaragoézico A, que inhibe la escualeno sintasa, se ha demostrado que también
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reduce el contenido de colesterol en los “lipid rafts” (Brusselmans et al.,, 2007). Estos
resultados, junto con los nuestros, muestran que la inhibicidn de la biosintesis de colesterol
puede llevar a una alteracion de la composicién de los “lipid rafts” y, con ello, de su
funcionalidad.

Dada la relevancia del receptor de la insulina en la fisiologia, nos planteamos analizar
en qué medida la inhibicion de la biosintesis de colesterol con inhibidores distales de la ruta
podia afectar su funcionalidad. En primer lugar, confirmamos la presencia de dicho receptor en
las fracciones correspondientes a “lipid rafts” en las membranas de los preadipocitos 3T3-L1
(Fig 29), en coherencia con los resultados de otros autores (Gustavsson et al., 1999). Ademas,
demostramos la presencia en dichos dominios de la proteina acopladora Fyn, implicada en la
transmision de la sefial (Fig 29). Fue interesante también, observar que ambas proteinas se
presentan juntas en microdominios concretos de la membrana (Fig 33), lo que refuerza el
concepto del papel de los “lipid rafts” como integradores de la sefializacion al
compartimentalizar los elementos de las rutas de sefalizacion. Se deduce, pues, la posibilidad
de que una disminucién en los niveles de colesterol en la membrana afecte la estructura de los
“lipid rafts” y, en consecuencia, la funcionalidad del receptor de insulina situado en estas
regiones, asi como la sefalizaciéon mediada por él. En esta linea de pensamiento, nuestro
trabajo aporta nuevos datos, como es el hecho de que la sustitucion del colesterol por otros
intermediarios, provocada por el uso de distintos inhibidores de la colesterogénesis, va unida a
una pérdida de funcionalidad en la via de sefalizacién de la insulina, evidenciada por una
menor fosforilacion en tirosina de su receptor (Fig 30), una deslocalizaciéon de Fyn de los “lipid
rafts” (Fig 30), asi como una disminucion en la actividad de Akt (Fig 31). Ademas, hemos
demostrado que estas alteraciones en la sefalizacion se traducen en cambios metabolicos,
como es la menor capacidad para responder a la insulina y captar glucosa del medio, mostrada
por las células 3T3-L1 tratadas con inhibidores de la biosintesis de colesterol (Fig 32). Estos
ultimos resultados concuerdan con datos del grupo de Stralfors, que indican que la extraccién
del colesterol de la membrana con el uso de CDs bloquea la estimulaciéon de la captacion de
glucosa por parte de la insulina, haciendo a los adipocitos 3T3-L1 resistentes a dicha hormona
(Gustavsson et al., 1999; Karlsson et al., 2004; Parpal et al., 2001). Por otra parte, en
adipocitos normales, la extraccién del colesterol celular con CDs conduce a una menor
expresion de GLUT-4 en las membranas y a un estado de insulinorresistencia (Le Lay et al.,
2001). A todo esto hay que unir la observacion de la disminucion de los niveles de colesterol en
las membranas de adipocitos procedentes de ratones obesos, que vendria a apoyar la
hipétesis de la desestructuracion de los “lipid rafts” en los adipocitos en la obesidad (Le Lay et
al., 2001). En suma, nuestros resultados, junto con los de otros autores, permiten contemplar
que la insulinorresistencia en la obesidad, entre otras causas puede tener su origen en una
disminucién en el contenido de colesterol en los “lipid rafts” de la membrana de los adipocitos,
provocado por un aumento en el transito de colesterol de la membrana a la gota lipidica.

Estos resultados llevan a preguntarse sobre la sensibilidad a la insulina en los
sindromes causados por las deficiencias congénitas de la biosintesis de colesterol.
Desgraciadamente, se carecen de datos al respecto. Las graves alteraciones a nivel del
desarrollo y del comportamiento que se presentan en estos sindromes probablemente han
enmascarado otras alteraciones metabolicas. Se dispone de ratones KO para algunas de las
enzimas de la biosintesis de colesterol que permitirian realizar estos estudios pero, hasta
donde hemos podido alcanzar, no se han publicado datos a este respecto todavia. Una
circunstancia que debe tenerse en cuenta es que dichos animales son alimentados con dietas
que contienen colesterol, por lo que los posibles efectos de la deficiencia de colesterol se
verian anulados. Estos modelos se han utilizado, no obstante, para estudiar la funcionalidad de
los “lipid rafts”. Asi, en células de ratones KO para la A’-reductasa se ha observado una
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desestabilizacién de los “lipid rafts” por acumulacion de 7-DHC (Kovarova et al., 2006), lo que
concuerda con nuestros resultados obtenidos en células tratadas con AY 9944.

En conclusién, nuestro estudio evidencia la superioridad del colesterol con respecto a
los intermediarios de su biosintesis, para estabilizar la estructura y mantener la funcionalidad
de los “lipid rafts”. Los esteroles precursores del colesterol no son capaces de conservar la
cascada de sefalizacion de la insulina en los preadipocitos, afectando en ultimo término a la
sefalizacion que dirige la adipogénesis.

Un comentario especial merece el desmosterol, el inmediato precursor del colesterol a
través de la via de Bloch. Este esterol posee un doble enlace adicional en el carbono 24 de la
cadena lateral con respecto al colesterol. A pesar de esta elevada similitud estructural, en
estudios biofisicos se observa que el desmosterol estabiliza mas débilmente las membranas
que el colesterol (Rog et al., 2008; Vainio et al., 2006); y en células suplementadas con
desmosterol, aunque se detecta en los “lipid rafts”, su incorporacién a los mismos es tres veces
menor que la de colesterol (Vainio et al., 2006). Todo ello ha llevado a proponer que el
colesterol es superior al desmosterol en cuanto a la promocién de orden en las bicapas
lipidicas (Vainio et al., 2006). Aun con todo, el desmosterol puede sustituir al colesterol en las
propiedades basicas de las membranas, siempre y cuando se produzcan ciertos reajustes en el
tipo de acidos grasos de los fosfolipidos (Megha et al.,, 2006; Rog et al., 2008). En
determinados tipos celulares, como espermatozoides (Lin et al., 1993) y astrocitos (Mutka et
al., 2004), el desmosterol es un componente muy abundante en sus membranas. Es mas,
ciertos tipos celulares con deficiencia en la esterol A**-reductasa, que sintetizan desmosterol en
vez de colesterol, pueden sobrevivir sin aporte exdgeno de colesterol (Rodriguez-Acebes S,
2009; Rothblat et al., 1970). Por ultimo, se han creado ratones KO para la A*-reductasa, lo que
en principio indicaria que este esterol puede sustituir al colesterol en todas sus funciones
(Wechsler et al., 2003), aunque existen ciertas dudas a este respecto, por cuanto las dietas con
que se alimentan estos animales parecen contener cierta cantidad de colesterol. Aun con todo,
estos animales son estériles, o que ya indica que al menos en el aparato reproductor el
colesterol es insustituible.

Estos resultados contrastan con los relativos a la composicién de los “lipid rafts” y su
funcionalidad en células donde se sustituye el colesterol por desmosterol. Como hemos
mostrado en Resultados, el tratamiento de las células 3T3-L1 con de inhibidores de la A*-
reductasa, como el triparanol y el 5,22-colestadien-33-ol, alter6 la composicién de los “lipid
rafts”, con un descenso del contenido de colesterol en las membranas y el aumento del
desmosterol (Tabla 5). Esto produjo la desestructuracion de los “lipid rafts” en tanto y en cuanto
se deslocalizaron componentes caracteristicos de dichos dominios, como la caveolina y el GM1
(Fig 27 y 28); y finalmente, disminuyé la respuesta a la insulina (Fig 30 y 31). Por tanto, la
inhibicion de la A**-reductasa conlleva una alteracién de la funcionalidad del RI. Por su parte, el
grupo de Elina Ikonen encontré que la sustitucidon del colesterol por desmosterol provocaba un
descenso en la localizacion de la caveolina-1 y alteraba la morfologia de las caveolas (Jansen
et al., 2008; Vainio et al., 2006). Esto venia acompafiado de una menor localizacion del Rl en
los “lipid rafts” y alteracion de su activacion (Vainio et al., 2006). En MEFs de ratones KO para
la A*-reductasa, se ha observado que el contenido de caveolina-1 en los “lipid rafts” esta
disminuido, asi como la presencia del RI, estando ambas proteinas deslocalizadas; todo lo cual
indica la desestructuracion de estos microdominios como resultado de la incapacidad de estas
células para sintetizar colesterol y de la acumulacion de desmosterol que se produce en sus
membranas (Lu et al., 2006). Estos cambios se acomparian de un descenso en la capacidad de
la insulina para fosforilar IRS-1 y Akt (Lu et al., 2006).

En conjunto, estos resultados indican que el desmosterol puede sustituir al colesterol
en funciones tales como la proliferacion celular y la integridad de las membranas pero ciertas
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funciones relacionadas con la sefalizacion pueden verse alteradas como resultado del cambio
de las proporciones de colesterol y desmosterol en los “lipid rafts”.

3. Efectos del haloperidol sobre la estructura y funcionalidad de los “lipid rafts”

El haloperidol es una butirofenona ampliamente utilizada en el tratamiento de
comportamientos psicoticos agudos o cronicos, que ejerce su efecto terapéutico principalmente
a través de la inhibicion de los receptores cerebrales de dopamina D2. Como otros
antipsicéticos, el haloperidol también provoca efectos secundarios extrapiramidales, asi como
alteraciones metabdlicas, como aumento de peso, desregulacién de la glucemia, resistencia a
la insulina y empeoramiento del perfil lipidico (Allison et al., 1999; Kato and Goodnick, 2001;
Meyer and Koro, 2004; Perez-Iglesias et al., 2007). El interés por el estudio de los efectos
metabdlicos del haloperidol se fundamenta en resultados previos de otros autores que
apuntaban a que este compuesto era capaz de inhibir la biosintesis de colesterol. Ya en 1965,
Summerly y Yardley describieron la disminucién de la sintesis de colesterol a partir de acetato
radioactivo en la piel de ratas tratadas con haloperidol (Summerly, 1965). Esto concuerda con
la activacion del procesamiento de SREBP-2 y la consiguiente estimulacion de la expresion de
genes de la sintesis de colesterol que se han observado recientemente en células de tipo
neuronal tratadas con haloperidol (Ferno et al., 2005; Ferno et al., 2006; Raeder et al., 2006).

En el transcurso de nuestros estudios, primeramente nos centramos en sus efectos
sobre la biosintesis de colesterol, donde comprobamos que efectivamente, el haloperidol
bloquea la sintesis de colesterol como resultado de la inhibicion de diferentes enzimas segun la
dosis. A 10 yM, las células SH-SY5Y acumularon 8,14-colestadien-38-ol, zimosterol y 7-DHC
(Fig 34), mientras que a dosis mas elevadas (50 uM), aumenta la acumulacién de 8,14-
colestadien-33-ol y disminuye la de 7-DHC (Fig 34). Esto se interpreta como resultado de la
diferente sensibilidad de las distintas enzimas de la ruta, siendo las enzimas afectadas la A'-
reductasa, la A*’-isomerasa y la A'-reductasa en este orden. Este efecto diferencial del
haloperidol sobre la actividad de distintas enzimas de la biosintesis del colesterol se observa
también con otras aminas lipofilicas (Tuck et al., 1991). Asi, en nuestro laboratorio se demostré
que el AY 9944 inhibe esas mismas enzimas y con el mismo gradiente de afinidad que el
haloperidol (Fernandez et al., 2005). La causa de la relativa inespecificidad de estos inhibidores
parece deberse a que mimetizan al intermediario carbocatiénico que se forma durante las
reacciones de reduccion e isomerizacion que catalizan dichas enzimas (Taton et al., 1989).

En Saccharomyces cerevisiae, otros autores observaron que el haloperidol provocaba
la acumulacion de 8,14-ergostadien-3[3-ol, lo que sugeria la inhibicién de la A"-reductasa (Silve
et al,, 1996); hecho que coincide con nuestros resultados en células de mamiferos. En
levaduras, el haloperidol tiene capacidad de unirse a la A¥-isomerasa de estos organismos
(ERG2) y de inhibir su accién (Moebius et al., 1996). El caso es que dicha proteina ERG2 es
estructuralmente distinta que la A®’-isomerasa de mamiferos (Emopamil Binding Protein; EBP)
y, de hecho, no parece que el haloperidol se una a ésta con alta afinidad (Silve et al., 1996). En
cualquier caso, nuestros resultados indican claramente una inhibiciéon de la actividad de dicha
enzima en células de mamifero, por lo que el mecanismo a través del cual el haloperidol ejerce
esta accion se desconoce. Este antipsicético también tiene afinidad por los receptores o1
(Moebius et al., 1997). Se sabe que ligandos de estos receptores también se unen a la N'-
reductasa y, coincide con que diversas butirofenonas puedan inhibir la actividad de dicha
enzima (Simpson et al., 1967). Ademas, los pacientes tratados con haloperidol muestran un
incremento en la concentracion de 7-DHC en el plasma (Kelley and Hennekam, 2000), lo que
sefiala como causa la inhibicion de la A’-reductasa. Por lo tanto, todo apunta a que el
haloperidol es capaz de inhibir eficazmente la biosintesis de colesterol a través de la inhibicién
de varias de sus enzimas. Es interesante mencionar que otros antipsicéticos tipicos, como la
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clozapina, estimulan, igual que el haloperidol, la expresién de genes relacionados con el
metabolismo lipidico (Ferno et al., 2006; Lange and Steck, 1994), lo cual sugiere que todos
ellos pueden inhibir la biosintesis de colesterol y, consecuentemente activar el procesamiento
de los SREBPs.

Los “lipid rafts” se han identificado en todos los tipos celulares del SNC, tanto neuronas
como células gliales, y se admite por diversos autores que estos microdominios de membrana
son criticos para mantener un buen funcionamiento del cerebro, (Gielen et al., 2006; Suzuki et
al., 2007; Tsui-Pierchala et al., 2002). En las células neuronales, sin embargo, no se detecta
caveolina-1, en su lugar, los microdominios de membrana ricos en colesterol y esfingolipidos
contienen flotilina (Bickel et al., 1997). Por eso hemos utilizado esta proteina como marcador
de ‘lipid rafts” en las células SH-SY5Y (Fig 37B). El tratamiento de estas células con
haloperidol provocé una alteracion de la composicion en esteroles de la membrana (Tabla 6),
asi como una deslocalizacion de la flotilina-1 de los “lipid rafts” (Fig 37B y C). Otros autores han
encontrado también una reduccion en el contenido de colesterol y en la expresion de flotilina en
membranas de células neuronales de ratones tratados con estatinas (Kirsch et al., 2003). En
estos mismos tipos celulares, la extraccién del colesterol de la membrana mediante el uso de
MCDs también produce la deslocalizaciéon de moléculas de sefializacion de los “lipid rafts”,
afectando la funcionalidad de diversas rutas (Cabrera-Poch et al., 2004; Yu et al., 2004).

Estudios sobre las propiedades biofisicas de las membranas realizados por otros
autores demuestran que el haloperidol reduce el grosor de las regiones ordenadas de la fase
fluida en modelos de membranas artificiales, al parecer por desplazamiento del colesterol
(Tessier et al., 2008). De hecho, tanto el haloperidol (Eisensamer et al., 2005) como sus
metabolitos (Murata et al., 2007) se acumulan en las membranas celulares, lo cual se asocia a
la pérdida de la integridad de las membranas en el cerebro de ratas tratadas con haloperidol
(Murata et al., 2007). En humanos, la concentracion de haloperidol en el SNC es entre 10 y 30
veces mas elevada que en suero, variando su concentracién entre 25-600 nM (Kornhuber et
al.,, 1999) y un maximo de 10 uyM (Korpi E.R., 1984). Ademas, el haloperidol se concentra
preferentemente en los “lipid rafts”, unas 2-4 veces mas que en otras regiones de la membrana
celular (Eisensamer et al., 2005). Todo ello sugiere que, ademas de los efectos derivados de la
inhibicién de la biosintesis del colesterol, el haloperidol puede afectar directamente Ila
funcionalidad de los “lipid rafts” al intercalarse en los mismos en competicion con el colesterol.

Las células gliales y las neuronas expresan receptores para la insulina (Havrankova et
al., 1983). En cerebro, la sefalizacion mediada por la insulina participa en procesos
importantes como la plasticidad sinaptica y la supervivencia neuronal (van der Heide et al.,
2006). De hecho, esta sefalizacion puede tener grandes implicaciones en la patogenia,
patofisiologia y tratamiento de desérdenes del desarrollo cerebral tales como la esquizofrenia
(Girgis et al., 2008), enfermedad que se ha asociado con alteraciones en el metabolismo de la
glucosa, como intolerancia a la glucosa y resistencia a la insulina (Girgis et al., 2008; Ryan et
al., 2003). Por otro lado, se conoce que los pacientes medicados con haloperidol durante
meses pueden llegar a desarrollar diabetes (Lin et al., 2006) o insulinorresistencia (Perez-
Iglesias et al., 2007), estableciéndose una correlacién positiva entre el aumento de peso que
experimentan estos individuos con los cambios en los niveles de insulina, triglicéridos y el
indice de resistencia a insulina. (Perez-lglesias R, 2009). Finalmente, se ha constatado un
descenso en la funcionalidad de la sefalizacion mediada por el Rl en el cortex prefontal
dorsolateral procedente de material postmortem de sujetos esquizofrénicos medicados con
haloperidol en comparacién con sujetos sanos (Zhao et al., 2006). En ratas, su administracion
no se ha detectado que provoque ningun efecto sobre el peso, el apetito, la adiposidad, el perfil
lipidico, la glucemia o la tolerancia a la glucosa, pero si produce un aumento en los niveles de
insulina circulante indicativos de una resistencia a esta hormona (Lin et al., 2006).
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Todos esos resultados motivaron nuestro interés por analizar los efectos del haloperidol
sobre la funcionalidad del RI en células SH-SY5Y de neuroblastoma. En primer lugar
detectamos la presencia del Rl en los “lipid rafts” de dichas células (Fig 38). El tratamiento con
haloperidol, ademas de alterar la composicidén en esteroles y la estructura de los “lipid rafts”,
produjo una alteracién de la via de sefalizacién de la insulina, como lo demuestran la
disminucion de la fosforilacién del receptor (Fig 38), la deslocalizaciéon de Fyn de estos
microdominios (Fig 39) y la disminucién en la fosforilacion y, por tanto, en la actividad de Akt
(Fig 40). La causa de estos efectos probablemente es la desestructuracion de los “lipid rafts”,
por cuanto que el aporte de colesterol junto con el haloperidol evité los efectos del farmaco. En
cuanto a la participacion de Akt en los efectos de este antipsicético, otros autores observaron
también que el haloperidol inhibia la actividad de Akt, en este caso en cultivos de células
neuronales PC12 (Dai et al., 2007; Ukai et al., 2004). En este mismo sentido, se ha descrito
una disminucién en la funcionalidad de Akt en pacientes esquizofrénicos tratados con
antipsicéticos tipicos (Vestri et al., 2007; Zhao et al., 2006). En modelos animales, no obstante,
el tratamiento cronico con haloperidol aumento la fosforilacion de Akt1, y en consecuencia, la
de GSK3, mientras que el tratamiento agudo no provocd ningun efecto (Alimohamad et al.,
2005; Emamian et al., 2004). Por lo tanto, se requieren mas estudios in vivo para establecer el
efecto del tratamiento con haloperidol sobre la via insulina-Akt.

Un resultado llamativo de nuestro trabajo fue que la adicién de LDL al medio de cultivo,
como fuente de colesterol para las células, no conseguia evitar todos los efectos del
haloperidol, a diferencia del colesterol libre. Esta incapacidad no se debe a la no internalizacién
de estas lipoproteinas en el interior celular, como demostramos directamente siguiendo el
trayecto de las LDL marcadas con Dil mediante estudios inmucitoquimicos (Fig 35). Estos
ensayos, ademas, revelaron que las células tratadas con haloperidol acumulaban LDL en el
compartimento endosémico-lisosomal terminal, y se retenia el colesterol libre procedente de las
LDL en este emplazamiento celular. Ademas, el aumento de la concentracién de las LDL en el
medio, lejos de revertir el efecto del haloperidol, provocé mayores acumulaciones lisosomales
(Fig 35). Por lo tanto, estos resultados demuestran por primera vez que el haloperidol interfiere
en el trafico intracelular del colesterol. Otras sustancias anfifilicas de caracter cationico, como el
U18666A y el tamoxifeno, que también inhiben enzimas de la sintesis de colesterol, inhiben
asimismo el trafico endocitico del colesterol-LDL (Suarez et al., 2004). Este resultado puede
tener especial relevancia pues puede significar que en condiciones fisiolégicas, los efectos del
haloperidol consecuencia de la inhibicion de la biosintesis de colesterol no serian anulados por
las LDL circulantes en plasma.

En los “lipid rafts” se localizan gran cantidad de receptores acoplados a las proteinas G
(Chini and Parenti, 2004). Entre ellos se encuentran los receptores de la somatostatina o SRIF
(ssts) (Krisch et al., 1998). SRIF y el sst2, concretamente, son especialmente abundantes en el
estriatum o cuerpo estriado de rata (Dournaud et al., 1996), donde se han asociado al control
de la actividad motora (Rezek et al., 1977; Viollet et al., 2000). En ratas tratadas con
haloperidol se ha observado un descenso en los niveles de SRIF en esta region cerebral,
sugiriendo una implicacion de la dopamina en la regulacién de neuronas secretoras de
somatostatina (Salin et al., 1990), puesto que el haloperidol ejerce sus funciones a través de
receptores dopaminérgicos. En este sentido, Andreassen y colaboradores encontraron una
correlacién entre la diskinesia oral inducida por el haloperidol y la disminucién en el nimero de
neuronas somatostatinérgicas en el cuerpo estriado de ratas (Andreassen et al., 2000).

Con estos antecedentes y una vez observada la alteracion de los “lipid rafts” en células
SH-SYS5Y tratadas con haloperidol, analizamos el efecto del haloperidol sobre la sefalizacion
mediada por SRIF. En estudios previos de otros autores se ha demostrado que el tratamiento
croénico con haloperidol provoca un descenso en el nimero de receptores de SRIF en la
corteza cerebral e hipocampo de ratas, sin afectar la capacidad de union del ligando con el
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receptor (Perez-Oso et al., 1989). En células SH-SY5Y, nosotros no hemos observado cambios
en el numero de receptores ni en la uniéon de SRIF a su receptor por efecto del tratamiento con
haloperidol 50 uM (Fig 41 y Tabla 7), pero si hemos detectado una disminucién de la actividad
basal de la AC y de la inhibicién de la AC por efecto de SRIF (Tabla 8). Estos efectos los
atribuimos a la modificaciéon de los “lipid rafts” por el efecto inhibitorio del haloperidol sobre la
colesterogénesis, puesto que el tratamiento conjunto con colesterol libre evité los efectos del
haloperidol en este aspecto (Tabla 8). En otros estudios, se ha observado que la disminucién
en los niveles de colesterol también afecta la actividad AC acoplada a otros GPCRs, como el
receptor 5-HT7 (hidroxitriptamina o serotonina), en diversos sistemas celulares (Whetton et al.,
1983). Recientemente, el tratamiento subcrénico con haloperidol se ha descrito que reduce la
estimulaciéon maxima de la actividad de proteinas G acopladas al receptor de cannabinoides 1
en ratas (Wiley et al., 2008). Teniendo en cuenta estas observaciones y las nuestras, parece
claro que el haloperidol puede alterar la sefializacion mediada por proteinas G como
consecuencia de la desestructuracion de los “lipid rafts” que produce.

La inhibicién de la actividad de la AC mediada por SRIF puede deberse a una menor
disponibilidad de proteinas G capaces de interaccionar con su receptor. Tanto receptores de
dopamina D2, como ssts estan acoplados a proteinas G. Dado que el tratamiento con
antipsicéticos aumenta los niveles de receptores D2 (Kabbani and Levenson, 2006), esto
puede suponer una disminucién en la cantidad de proteinas G disponibles para los ssts,
disminuyendo asi la actividad mediada por estos ultimos receptores. El caso es que la posible
disminucién de los niveles de proteinas G en los “lipid rafts” por efecto del haloperidol, no se ha
podido confirmar (Kaplan et al., 1999; Meller and Bohmaker, 1996; Shin et al., 1995).

En cuanto a la AC, proteina efectora de la sefalizacion mediada por SRIF, el
tratamiento de animales de experimentacion con haloperidol produce un aumento en la
actividad de esta proteina por accion de proteinas Ga o nucleétidos de guanina (Kaneko et al.,
1992; Kaplan et al., 1999; Treisman et al., 1986), asi como aumentos en la unién del AMPc a la
PKA y en la actividad catalitica de esta proteina y en la expresion de sus subunidades Rlla y
RIIB (Dwivedi et al., 2002). En este mismo sentido, nuestros resultados indican un aumento de
la actividad de la AC por estimulacion con FK en las células SH-SY5Y tratadas con haloperidol
(Tabla 8).

Generalmente se ha asumido que el haloperidol es un antagonista puro de los
receptores dopaminérgicos. Sin embargo, se ha demostrado que, en humanos, el haloperidol,
como otros antipsicéticos, es en realidad un agonista inverso de los receptores D2, ya que
aumenta la acumulacion de AMPc ante estimulaciéon con FK (Hall and Strange, 1997).
Confirmando estos datos, nosotros demostramos que el aumento de la actividad de la AC por
estimulacion con FK provocado por el haloperidol no se evita con el tratamiento conjunto con
colesterol, lo cual indica que es un efecto directo del haloperidol independiente de los cambios
en la composicion en esteroles de la membrana. La posibilidad de que la accién del haloperidol
se asocie con la activacion de la via AMPc/PKA viene apoyada por el hecho de que el
haloperidol no produce catalepsia y activacion de la expresion génica en ratones deficientes de
PKA en comparacion con ratones “wildtype” (Adams et al., 1997).

Igual que otros antipsicoéticos, el haloperidol provoca diversos efectos secundarios,
como sintomas extrapiramidales y alteraciones metabdlicas. La desestabilizacion de los “lipid
rafts” y la consecuente disfuncién de la sefalizaciéon por insulina y SRIF, provocada por la
inhibicién de la biosintesis de colesterol, podria ser la responsable de los efectos desfavorables
producidos por la administracion del haloperidol durante largos periodos de tiempo.
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4. El colesterol como modulador del ciclo celular

Aunque en el presente estudio nosotros no hemos encontrado que la inhibicién de la
biosintesis de colesterol afecte la division mitdtica de las células 3T3-L1 tras la induccién de su
diferenciacion, en otros tipos celulares (MOLT-4 y HL-60) se ha observado repetidamente que
la deficiencia de colesterol provoca la parada del ciclo celular en G2/M (Fernandez et al., 2005;
Martinez-Botas et al., 1999; Sanchez-Martin et al., 2007; Suarez et al., 2005). Paralelamente a
esta parada del ciclo celular, se observé una disminucion en la actividad de la Cdk1, quinasa
responsable de controlar el transito entre G2/M y que depende de la ciclina B1 para ser activa
(Martinez-Botas et al., 1999; Suarez et al.,, 2002). De forma interesante, la provision de
colesterol a las células tratadas con el inhibidor SKF 104976, se acompafnaba de un rapido
incremento de la expresién de ciclina B1, tanto a nivel de mRNA como de proteina, y del
aumento de la actividad del complejo Cdk1-ciclina B (Fernandez Hernando, 2003; Ledo Truijillo,
2005; Suarez et al., 2002). Estos efectos del colesterol no se encontraban cuando, en vez de
colesterol, el medio se suplementaba con otros esteroles, lo cual indica que la respuesta al
colesterol era especifica (Fernandez Hernando, 2003; Ledo Trujillo, 2005; Suarez et al., 2002).
Con estos antecedentes decidimos profundizar en la regulacion de la expresion del gen de la
ciclina B1 por accion del colesterol.

Utilizando construcciones del promotor de la ciclina B1 humana, transfectadas en
células MOLT-4, hemos observado que la inhibicién de la sintesis de colesterol por accion del
SKF 104976 provoca una disminucién en su actividad transcripcional (Fig 42B). Este efecto se
evita anadiendo colesterol-LDL al medio. Tal comportamiento se mantuvo en clones con
deleciones secuenciales del promotor, pero se perdid cuando se eliminaba la secuencia
localizada entre las -87 y -52 pb (regién entre el clon 8 y 14) (Fig 42A). En esta regién
encontramos un elemento que con elevada probabilidad responderia al factor de transcripcion
USF (Tabla 9). EI USF es uno de los factores mas importantes para el control de la transicion
entre las fases de S y G2/M (Cogswell et al., 1995), aunque se le atribuyen funciones dispares
dependiendo del tipo celular. En células Hela, deleciones del elemento de respuesta a USF
resultan en una disminucion del 40% en la actividad del promotor de la ciclina B1 (Cogswell et
al., 1995), pero en células FRTL-5, su sobreexpresién provoca un descenso en los niveles de
mensajero de ciclina B1, conduciendo a un retraso en el paso a través de G2/M en el ciclo
celular, acomparfiado de un descenso en la expresion de Cdk1 (Jung et al.,, 2007). Estas
observaciones contradictorias podrian explicarse teniendo en cuenta la participacion de otros
elementos de respuesta en el control de la expresién de la ciclina B1, ya que al delecionar
también la secuencia consenso para AP-2, la actividad del promotor disminuye todavia mas
(Cogswell et al., 1995).

El factor USF también esta implicado en la regulacion de genes del metabolismo del
colesterol, como el gen de ABCA1 (Yang et al.,, 2002c). En este caso, ejerce un efecto
inhibitorio sobre la expresion de ABCA1 mediante la unién a un E-box de su regién promotora
(Yang et al., 2002c). Por tanto, existe la posibilidad de que participe en la regulacion de la
transcripcion mediada por esteroles a través de su union a este elemento E-box (Yang et al.,
2002c). De hecho la region candidata objeto de nuestro estudio, como posible elemento de
respuesta a USF regulado por esteroles, presenta cierta similitud con la regién consenso de E-
box (CACGTG).

Para determinar la relevancia de este elemento de respuesta a USF en los efectos del
colesterol procedimos a su mutacién. Observamos que el clon con este elemento de respuesta
mutado no respondia al tratamiento con SKF 104976 disminuyendo la actividad transcipcional
del promotor de la ciclina B1 y tampoco se activaba al afiadir colesterol al medio (Fig 43B). Por
lo tanto, los resultados indican que efectivamente este elemento de respuesta media la
respuesta a los cambios de concentracion de colesterol en la célula. Se conoce que este factor
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de transcripcion, en muchas ocasiones es incapaz de activar por si solo la transcripcién de
algunos genes (Cogswell et al., 1995). En otros promotores, como es el caso del gen de la
lipasa hepatica, el USF aumenta la actividad del promotor entre 4 y 6 veces respecto de su
actividad basal, mientras que la atorvastatina, que aumenta los niveles de SREBP, evita dicho
aumento. Por tanto, el SREBP interfiere en la estimulacién del promotor por parte del USF y
ademas parece que esta interaccion entre estos dos factores es independiente de sitios SRE o
E-box. (Botma et al., 2005). En el caso del promotor de la sintasa de &cidos grasos se ha
observado que sin la unién del USF a su promotor, la activaciéon mediada por SREBP-1¢c
disminuye considerablemente (Griffin et al., 2007). Ademas, su actividad maxima en respuesta
a la insulina sdlo se consigue por la interaccién entre USF y SREBP-1c (Griffin et al., 2007).

El presente estudio permite describir, por vez primera, un elemento de respuesta en el
promotor del gen de la ciclina B1 a través del cual el colesterol puede participar en la
regulacioén del ciclo celular. Si es el USF el factor de transcripcion que se une a esta secuencia
0 si interacciona con otros factores para inhibir la transcripcién del gen de la ciclina B1 ante la
inhibicién de la colesterogénesis, esta aun por determinar. A pesar de que en otros promotores
interacciona con SREBP para regular la transcripcion de los genes anteriormente
mencionados, observaciones previas de Suarez y colaboradores (Suarez et al., 2002) en las
que el ergosterol, capaz de activar la maquinaria de los SREBPs, no aumenta la expresion de
ciclina B1, sugieren que la regulacion de la expresion de este gen por esteroles tiene lugar a
través de mecanismos independientes de SREBP. Apoyando esta linea de pensamiento,
parece que el papel de SREBP en el ciclo esta mas presente en mitosis que en la transicion
entre G2 y M, que es donde deberia expresarse maximamente la ciclina B1. La estabilizacién
en mitosis de las formas maduras de SREBP-1, por fosforilacion mediada por el complejo
Cdk1/Ciclina B, seria importante para asegurar a las células una cantidad suficiente de factores
activos que se encarguen de mantener la sintesis lipidica necesaria durante esta fase final del
ciclo (Bengoechea-Alonso and Ericsson, 2006).

Los resultados sugieren que USF puede estar mediando el efecto del colesterol sobre
el ciclo celular, sin embargo, desconocemos el mecanismo a través del cual se produce, es
decir, como se detectan los niveles de colesterol para este fin y como se transmite la sefial. Los
oxisteroles, derivados oxigenados del colesterol, afectan la progresién del ciclo celular
impidiendo el paso a través de G2/M y disminuyen los niveles de ciclina B1 (Lim et al., 2003).
No obstante, los oxiesteroles son conocidos inhibidores de la biosintesis de colesterol y se
insertan en la bicapas lipidicas alterando su estructura. Es interesante el hecho de que agentes
que afectan la composicion de las membranas pueden alterar el ciclo celular (Lim et al., 2003).
Asimismo, el descenso del contenido de colesterol en las membranas, provocado por la BMCD,
confiere a las células resistencia ante la detenciéon en G2 provocada por la holotoxina Cdt
(Cytolethal distending toxin), ya que imposibilita la union de dos de sus tres subunidades a los
“lipid rafts”, afectando su funcionalidad (Boesze-Battaglia et al., 2006). Por tanto, cambios en la
estructura de estos microdominios de membrana pueden provocar cambios en la regulacién del
ciclo celular. En el presente trabajo, hemos descrito la disfuncidon de varios procesos celulares
por la alteracién en la estructura y funcionalidad de los “lipid rafts”. Se sabe que en presencia
de SKF 104976, el ergosterol es capaz de incorporarse a las membranas celulares y, sin
embargo, la expresién de la ciclina B1 permanece disminuida y las células son retenidas en
G2/M (Suarez et al., 2002). Existe, por tanto, la posibilidad de que el ergosterol, aun
sustituyendo al colesterol en las membranas, no sea capaz de reemplazarlo en el
mantenimiento de la funcionalidad de los “lipid rafts”, afectando alguna sefial celular que le
indique a la célula la imposibilidad de progresar a lo largo del ciclo celular ante unos niveles
insuficientes de colesterol en la membrana para formar las membranas de las dos células hijas.
Esta podria ser una manera de transmitir a la célula la imposibilidad de mantener la integridad
de la membrana ante un descenso de la concentracion de colesterol en los ‘“lipid rafts”,
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microdominios necesarios para el correcto funcionamiento de la fisiologia celular. Ante esta
situacion la célula disminuiria la expresion de la ciclina B y detendria su proliferacién, en espera
de poder proveerse de suficiente colesterol y proseguir con el ciclo celular. La posibilidad de
que el colesterol, como apuntan estos resultados, pueda regular la transcripciéon de genes
claves en la progresion del ciclo celular, subraya la importancia de este lipido en este proceso
central en biologia celular.
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1. La inhibiciéon de la biosintesis de colesterol bloquea la adipogénesis de los preadipocitos
3T3-L1, como lo demuestra la disminucion de la expresion de factores necesarios para la
diferenciacion como son PPARy, C/EBPa y LXRa y de proteinas especificas de los adipocitos
maduros como aP2 y adipsina y, en ultimo término, la falta de acumulacién de gotas lipidicas
en el citoplasma celular. Estos efectos se evitan afiadiendo colesterol al medio de incubacion lo
que demuestra su especificidad.

2. Este efecto de la deficiencia experimental de colesterol sobre la adipogénesis no parece
deberse a una alteracién en la fase inicial de expansién clonal del proceso sino a la inhibicién
de la fosforilacion de C/EBPB en Thr188, consecuencia de la falta de activacion de ERK1/2.

3. El tratamiento de los preadipocitos 3T3-L1 con distintos inhibidores de la colesterogénesis
provoca un descenso del contenido de colesterol en la membrana celular, tanto en los dominios
denominados ‘lipid rafts” como en los no “raft’, que viene compensado en parte por la
incorporacion de los distintos esteroles intermediarios de la ruta de sintesis segun sean las
enzimas afectadas en cada caso.

4. La alteracion de la composicion en esteroles de los “lipid rafts” se acompana de importantes
cambios en la distribucion de componentes caracteristicos de estos dominios, como la
caveolina-1y el gangliésido GM1.

5. La desestructuracion de los “lipid rafts” asi establecida, afecta la activacion del receptor de la
insulina, la deslocalizaciéon de la proteina acopladora Fyn, la fosforilacién de Akt y, en ultimo
caso, la captacién de glucosa estimulada por insulina.

6. El haloperidol, a dosis terapéuticamente relevantes, inhibe la biosintesis de colesterol
afectando las actividades enzimaticas de la A’-reductasa, la A* -isomerasa y la A"-reductasa
en orden decreciente. Asi, el tratamiento de las células de neuroblastoma SH-SH5Y con este
antipsicético reduce la presencia de colesterol en los “lipid rafts” y aumenta la de 8,14-
colestadien-33-ol y otros esteroles intermediarios, segun la dosis de haloperidol que se emplee.
La adicién de colesterol al medio evita el descenso del contenido de colesterol en esos
dominios pero no consigue desplazar completamente los intermediarios acumulados.

7. La inhibicidon de la sintesis de colesterol causada por el haloperidol en las células SH-SY5Y
provoca la disociacion de la flotilina y el GM1 de los “lipid rafts”, hecho que conduce a una
alteracién de su funcionalidad afectando la sefializacién mediada tanto por la insulina como por
la somatostatina

8. Estos efectos del haloperidol se evitan anadiendo al medio colesterol libre, disuelto en
etanol, lo que demuestra que la causa de dichas alteraciones es la carencia de colesterol. Las
LDL, vehiculos fisiolégicos del colesterol en plasma, fueron menos eficaces previniendo los
efectos del haloperidol, debido a que este farmaco interfiere en el transporte intracelular de
colesterol, impidiendo que el colesterol de las LDL salga de los lisosomas y pueda alcanzar la
membrana plasmatica.
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9. La deficiencia de colesterol disminuye la expresion de la ciclina B1. Este efecto esta mediado
por el elemento de respuesta a USF situado a -77 pb del inicio de la transcripcion en el
promotor de este gen, el cual permite la modulacién de la expresion maxima de esta ciclina
segun la disponibilidad de colesterol en la fase G2 del ciclo celular.
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