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SUMMARY

Antipsychotics are cationic amphiphilic drugs that are commonly used in the treatment
of some psychiatric disorders, due to their ability to bind to D2 receptors.
Unfortunately, some of the most common antipsychotics, especially the second
generation antipsychotics (SGAs), produce metabolic side effects such as
hypertriglyceridemia, hyperglycemia and increased cardiovascular risk. To explore the
potential mechanisms that underlie these side effects, in the present work, we studied
certain aspects of intracellular lipid homeostasis and secretion in various cell lines
(HepG2, HL-60 and SH-SYS5Y).

Risperidone and ziprasidone, two of the SGAs studied, and haloperidol, a first
generation antipsychotic, were shown to inhibit cholesterol biosynthesis and affect the
enzymatic activity of A’-reductase > A*’-isomerase = A’-desaturase > A'*-reductase,
with different relative activities: ziprasidone > haloperidol > risperidone. In contrast,
clozapine, another SGA, decreased A**-reductase activity, and to a minor extent, it also
affected A®'-isomerase. The effect of the antipsychotics on cholesterol biosynthesis
resulted in a decrease in cholesterol cell content and an increase in intermediate sterols.
We also showed an increase in the expression of SREBF?2 and its target genes, HMGCR
and LDLR, a homeostatic response that it is activated when the cholesterol amount
decreases in the endoplasmic reticulum (ER). Shortly after the removal of
antipsychotics, the '*C-acetate incorporation into cholesterol was recovered, even
though it was higher than in the control condition. This effect is attributed to the
overexpression of cholesterogenesis enzymes and the relief of the antipsychotic-induced
enzyme inhibition.

Moreover, in HepG2 cells we observed an increase in the expression of SREBF'1
and one of its targets, FASN. This increase is associated with an increase in fatty acids
and complex lipid (phospolipids and triglycerides) synthesis, as well as apoB synthesis
and secretion. The highest effect in apoB was during the washout period. These results
can explain why patients who take antipsychotics often have hypertriglyceridemia.

On the other hand, all tested antipsychotics affected the LDL endocytic pathway,
triggering free cholesterol accumulation in the endo-lysosomes because of the inhibition
of the egress into the ER. The drugs did not seem to affect earlier steps in the endocytic

pathway or lysosome hydrolytic enzyme activities. These effects, plus the stimulation of
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the LDL rceptor, promote the intracellular accumulation of some lipids and perinuclear
vesicle profusion in cells treated with antipsychotics.

The cellular phenotype is similar, but not identical, to that observed in NPCl1
deficient cells or in cells treated with other cationic amphiphilic drugs, like UI8666A.
Thus, we studied whether it was possible to correct this phenotype using curcumin, a
polyphenol which increases cytosolic calcium. When we exposed antipsychotic-treated
cells to curcumin, the intracellular vesicles moved to the cell periphery and the exosome
release increased. This phenomenon resulted in the release of free cholesterol to the
extracellular media and the normalization of the expression of lipid metabolism-related
genes. The improvement in the cell phenotype induced by curcumin offers the

possibility to relieve the antipsychotic metabolic side effects with dietary polyphenols.
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RESUMEN

Los antipsicOticos son aminas anfipaticas que se utilizan ampliamente para el
tratamiento de ciertos trastornos psiquiatricos por su capacidad de inhibir los receptores
D2. Desafortunadamente, algunos de los mas utilizados, particularmente los de segunda
generacion (SGA), producen efectos metabolicos indeseados como ganancia de peso,
hipertrigliceridemia e hiperglucemia, con incremento del riesgo cardiovascular. Para
explorar los mecanismos potencialmente implicados en estos efectos secundarios, en el
presente trabajo hemos estudiado ciertos aspectos de la homeostasis intracelular de
lipidos y de su secrecion en diversas lineas celulares (HepG2, HL-60 y SH-SYS5Y). La
risperidona y la ziprasidona, dos antipsicoticos de SGA, y el haloperidol, de primera
generacion, hemos observado que inhiben la biosintesis de colesterol, afectando la
actividad de las siguientes enzimas de la ruta: A’-reductasa > A®'-isomerasa = A’-
desaturasa > A'*-reductasa, siendo su potencia relativa: ziprasidona > haloperidol >
risperidona. Por otro lado, la clozapina, otro antipsicotico de SGA, redujo la actividad
A24—reductasa, y, en menor medida, también la A¥-isomerasa. Estas acciones
condujeron al descenso del contenido celular de colesterol, asi como al incremento de
los esteroles intermediarios, sustratos de dichas enzimas. Observamos también un
incremento de la expresion de SREBF2 y de sus genes diana HMGR y LDLR, una
respuesta homeostatica que se dispara cuando se detecta un descenso del contenido de
colesterol en el reticulo endoplasmatico (RE). Poco después de retirar los antipsicoticos
del medio, la tasa de incorporacion de '“C-acetato a colesterol se recupera llegando
incluso a superar la observada en la situacién control, lo cual se atribuye a la
sobreexpresion de las enzimas de la colesterogénesis junto a la desaparicion de la
inhibicion directa de las enzimas por accion de los antipsicoticos. En las células HepG2,
ademas se observa un incremento en la expresion de SREBFI y de su gen diana FASN
que se asocia con un aumento de la sintesis de acidos grasos y lipidos saponificables
(fosfolipidos y triglicéridos), asi como de la sintesis y secrecion de apoB que se detecta
principalmente en el periodo de lavado de los antipsicoticos. Este efecto puede explicar
la hipertrigliceridemia que con frecuencia se presenta en los pacientes tratados con estos
farmacos. Por otra parte, todos los antipsicoticos utilizados afectan la via endocitica de
utilizacion de las LDL, provocando la acumulacion de colesterol libre en los endo-
lisosomas, probablemente por inhibicion de su salida hacia el RE, sin afectar etapas

anteriores de esta via ni la actividad de enzimas hidroliticas lisosomales. Este efecto,
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junto con la estimulacion del receptor de LDL, contribuye al depdsito intracelular de
ciertos lipidos y a la profusion de vesiculas perinucleares que se detectan en las células
expuestas a los antipsicoticos. Este fenotipo celular es similar, aunque no idéntico al que
se detecta en la enfermedad de Niemann-Pick tipo C y al producido por otras aminas
anfipaticas, como el Ul8666A. Para explorar si este fenotipo puede corregirse,
utilizamos curcumina, un polifenol que incrementa el calcio citoplasmatico. En las
células previamente tratadas con los antipsicoticos, observamos que la exposicion a la
curcumina desplazaba las vesiculas intracelulares hacia la periferia y estimulaba la
secrecion de exosomas, descargando el colesterol acumulado al exterior y normalizando
la expresion de los genes implicados en el metabolismo lipidico. Esta mejoria en el
fenotipo celular abre la posibilidad de aliviar los efectos metabdlicos de los

antipsicoticos con polifenoles presentes en los alimentos.
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INTRODUCCION

1. HOMEOSTASIS DEL COLESTEROL
El colesterol es una molécula esencial para la biologia de las células de los mamiferos.

Por un lado, es un componente fundamental de las membranas celulares, donde coopera
con otras moléculas para establecer las caracteristicas de permeabilidad y fluidez tnicas
de esas estructuras. Pero en las membranas el colesterol no se limita a desempefiar ese
papel, sino que también es capaz de modular la actividad de las proteinas alli presentes,
mediante la interaccion directa o por la agrupacion de las mismas en los microdominios
de membrana denominados balsas lipidicas (/ipid rafts) (Maxfield and Tabas, 2005).
Por otro lado, el colesterol juega un importante papel en el metabolismo, ya que es el
precursor de moléculas como las hormonas esteroideas, los acidos biliares y los
oxiesteroles bioactivos (Chang et al., 2006; van der Velde, 2010). Ademas, este esterol
es fundamental para el patron de desarrollo y diferenciacion celular durante la
embriogénesis debido a la formacion de aductos con las proteinas de la familia
Hedgehog (Farese and Herz, 1998; Ingham, 2001). Por otra parte, el colesterol es
necesario para la diferenciacion neuronal y el desarrollo de las sinapsis (Mauch et al.,
2001; Pfrieger, 2003). Finalmente, cabe destacar el requerimiento de colesterol para la
division celular (Brown and Goldstein, 1974; Chen et al., 1974; Martinez-Botas et al.,
1999; Martinez-Botas et al., 2001; Fernandez et al., 2004) y su accion reguladora de la

progresion del ciclo celular (Martinez-Botas et al., 1999; Fernandez et al., 2004).

Debido a la importancia del colesterol a nivel estructural, metabdlico y
regulador, las células mantienen la homeostasis del colesterol por dos vias alternativas:
la biosintesis de colesterol a partir de acetil-coenzima A (acetil-CoA) y la captacion del
colesterol de las lipoproteinas plasmaticas, fundamentalmente mediante endocitosis de
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) a través de su receptor especifico (LDLR)
(Brown and Goldstein, 1983).

1.1.  Biosintesis del colesterol
La colesterogénesis es una ruta multienzimatica que discurre entre el citoplasma, el

reticulo endoplasmatico (RE) y los peroxisomas (Kovacs et al., 2004). A lo largo de esta

ruta se sintetizan diversos metabolitos, tanto de caracter esteroidico como no
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esteroidico, algunos de los cuales son fundamentales para la célula (Goldstein and

Brown, 1990).

El proceso comienza con la condensacion de dos moléculas de acetil-CoA dando
lugar a acetoacetil-CoA, que se une a una nueva molécula de acetil-CoA generando
HMG-CoA (3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A) por accion de la enzima HMG-CoA
sintasa (Figura 1A). Este compuesto es reducido a mevalonato por la enzima HMG-
CoA reductasa, enzima limitante de la ruta que se encuentra regulada a multiples
niveles. Después de dos fosforilaciones consecutivas, por accion de la enzima
mevalonato difosfato descarboxilasa que se localiza en el citosol (Hogenboom et al.,
2004) el mevalonato se transforma en isopentenil difosfato (IPP), el cual se isomeriza a
3,3-dimetilalil difosfato. Hasta aqui, esta primera parte de la biosintesis de colesterol se

ha denominado “ruta del mevalonato” (Figura 1A).

A continuaciéon ambos isdmeros se condensan dando lugar a geranil difosfato
(GPP). La molécula de GPP se condensa con otra molécula de IPP para dar farnesil
difosfato (FPP), a partir de la cual se originan productos no esteroidicos con gran
relevancia en diversos procesos celulares. La condensacion de dos moléculas de FPP da
lugar al escualeno, que se cicla formando lanosterol, primer esterol de la ruta (Figura
1A). La ciclacion del escualeno viene precedida por la formacion de un epdxido (2,3-
epoxiescualeno) a cargo de la escualeno epoxidasa (Chugh et al., 2003; Belter et al.,
2011). Esta reaccion de oxigenacion tiene interés evolutivo pues marca la aparicion del
oxigeno en la atmodsfera. A continuacion tiene lugar la ciclacion propiamente dicha

catalizada por la 2,3-oxidoescualeno ciclasa para formar lanosterol (Figura 1A).

La transformacion del lanosterol en colesterol (Figura 1B) se realiza a través de
18 reacciones enzimaticas de reduccion, desmetilacion y cambio de posicion de dobles
enlaces (Schroepfer, 1982). Este proceso puede discurrir por dos vias: la via de Bloch,
también conocida como “insaturada” por la presencia en todos los componentes de un
doble enlace entre C24 y C25 o la via de Kandutsch-Russell o “saturada”, que se
inicia al convertirse el lanosterol en dihidrolanosterol (DHL) por accién de la esterol
A**-reductasa (DHCR24) (Schroepfer, 1982). Esta enzima tiene mayor afinidad por el
colesta-7,24-dien-3f-ol, seguido por el zimosterol, el desmosterol y el lanosterol (Bae
and Paik, 1997). Esto implicaria que la via preferente seria la insaturada hasta el colesta-
7,24-dien-3B-ol, éste se reduce a latosterol, sustrato de la A’-desaturasa que lo

transforma en 7-deshidrocolesterol (7DHC), y seguiria la ruta por la via saturada hasta

14



Introduccion

colesterol (Figura 1B). No obstante, el paso en el que actua dicha enzima puede variar
de un tipo celular a otro. Por ejemplo, se conoce que las células nerviosas, las células de
la retina o los espermatozoides tienen una gran cantidad de desmosterol, lo que implica
una preferencia por la via insaturada hasta el final (Pratt et al., 1980; Cenedella, 1983;

Hitzemann and Johnson, 1983; Cross, 2003).

Ciertos intermediarios de la ruta de biosintesis del colesterol estan implicados en
otras funciones celulares. Asi, por ejemplo, el FPP se utiliza para la biosintesis de
productos no esteroidicos como el grupo hemo, los dolicoles que se requieren para la
glicosilacion de proteinas y las ubiquinonas implicadas en la respiraciéon mitocondrial
(Edwards and Ericsson, 1999). El FPP y el geranilgeraniol difosfato son necesarios para
la prenilacién de proteinas (Edwards and Ericsson, 1999). Algunos intermediarios
esteroidicos también juegan papeles importantes en la fisiologia celular. Asi, el FF-
MAS y el T-MAS (follicular fluid meiosis activating sterol y testicule meiosis
activating sterol, respectivamente) estimulan la meiosis en goénadas. FF-MAS,
concretamente, promueve la transicion de metafase I a metafase II en oocitos in vitro,
facilitando la maduracion de los mismos (Marin Bivens et al., 2004). En consonancia
con ello, la actividad de la lanosterol 14o-desmetilasa, que permite la sintesis de estos
compuestos, varia a lo largo de la gametogénesis (Rozman et al., 2005). Por otra parte,
el esterol intermediario inmediatamente anterior al colesterol, el 7DHC, es también
precursor de vitamina Ds. El lanosterol y DHL promueven la ubiquitinacion de la
HMG-CoA reductasa (Song et al., 2005). El desmosterol y los 4,4-dimetilesteroles son
ligandos de los receptores LXR (liver X receptor) (Janowski et al., 1996; Yang et al.,
20006), que regulan la transcripcion de genes implicados en el metabolismo de lipidos y

otros procesos (Tontonoz, 2011).
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Figura 1A. Ruta de biosintesis del colesterol desde acetil-CoA hasta lanosterol. En el
esquema se indican los compuestos sintetizados en las distintas reacciones, asi como las
enzimas que las catalizan. Abreviaturas: CoA, Coenzima A; HMG-CoA, 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A.
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Figura 1B. Ruta de biosintesis de colesterol desde el lanosterol hasta el colesterol donde se
indica la bifurcacién de la ruta en la via de Bloch y Kandustch-Russell, los intermediarios
sintetizados en las reacciones que tienen lugar, asi como las enzimas encargadas de catalizarlas.
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1.2.  Captacion del colesterol de las lipoproteinas
Otra via de abastecimiento de colesterol para las células es la utilizacion de las

lipoproteinas plasmaticas (Goldstein and Brown, 1982). El colesterol que proviene de la
dieta es absorbido en el intestino delgado y transportado al higado, desde donde es
repartido al resto del organismo a través de las lipoproteinas. Los enterocitos captan los
lipidos presentes en la luz del intestino, los reesterifican y los empaquetan junto con la
apolipoprotina B-48 (apoB-48) y otras apolipoproteinas formando los quilomicrones.
Estas lipoproteinas contienen principalmente triglicéridos, asi como colesterol libre y
esterificado, fosfolipidos en menor proporcion (Grundy, 1983). Los quilomicrones son
vertidos al sistema linfatico y de ahi al torrente sanguineo, donde van a ser modificados
por la accion de la lipoproteina lipasa (LPL), una enzima presente en la superficie de las
células endoteliales que hidroliza los triglicéridos transportados en las lipoproteinas,
liberando 4cidos grasos que seran utilizados por las células de los tejidos subyacentes.
Tras el catabolismo de los quilomicrones se generan los remanentes de quilomicrones
(Grundy, 1983), que son retirados rapidamente de la circulaciéon mediante su captacion
por el higado a través de distintos receptores. Los remanentes de quilomicrones son una
fuente adicional de colesterol (principalmente esterificado) para el higado, cuyas células
lo utilizan para distintos fines: formacién de membranas, biosintesis de 4cidos biliares,
formacion de lipoproteinas o almacenamiento en el citoplasma en forma de gotas
lipidicas (Grundy, 1983). Las principales lipoproteinas que segregan los hepatocitos son
las de muy baja densidad (VLDL) (Groszek and Grundy, 1978), que son ricas en
triglicéridos y contienen apoB-100 — proteina que confiere estabilidad a la particula
(Pan et al., 2002). Al igual que los quilomicrones, las VLDL sufren un intenso
metabolismo en el plasma: los triglicéridos son hidrolizados por accién de la LPL,
intercambian triglicéridos por ésteres de colesterol con las lipoproteinas de alta densidad
(HDL) por accién de la CETP (cholesteryl-ester transfer protein) y ceden fosfolipidos y
distintas apolipoproteinas (apoC y apoE) a otras lipoproteinas (Glomset and Norum,
1973; Glomset et al., 1974), transformandose en lipoproteinas de densidad intermedia
(IDL). Parte de estas lipoproteinas son eliminadas del plasma por el higado a través del
LDLR. El resto sigue su metabolismo en el plasma y se transforman finalmente en
LDL. Estas lipoproteinas contienen ésteres de colesterol como lipido mayoritario y
apoB-100 como unica apolipoproteina. Las LDL se constituyen en una reserva

circulante de colesterol y son utilizadas por las células cuando estas lo requieren

(Grundy, 1983).
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La principal via de captacion de las LDL por las células es la mediada por el
LDLR, que reconoce la apoB-100 (Brown and Goldstein, 1976). El LDLR esté presente
en las fosas de clatrina en la superficie celular (Figura 2). La invaginacion de esas fosas
inicia la endocitosis, formandose vesiculas que se dirigen hacia el compartimiento acido
intracelular (Brown and Goldstein, 1986). Las vesiculas pierden su cubierta de clatrina y
se fusionan con los endosomas tempranos (EE) (Huotari and Helenius, 2011). La LDL
se disocia del receptor en el EE, debido a un cambio de pH propiciado por el propio
LDLR. El receptor y otras proteinas se localizan en extensiones tubulares de los EE que
se escinden formando unas nuevas vesiculas que se reciclan directamente a la
membrana plasmatica o se fusionan con los endosomas de reciclaje (Figura 2) (Soccio
and Breslow, 2004). Los endosomas de reciclaje transportan de nuevo al LDLR a la
membrana plasmatica, mediante un mecanismo en el que participan las Rab GTPasas
como Rab8 y Rabl1 (Holtta-Vuori et al., 2002; Linder et al., 2007). La particula de
LDL prosigue la via endocitica y se procesa en los endosomas tardios/lisosomas (endo-
lisosomas) (Figura 2). En la transicion de los endosomas tempranos a endosomas
tardios, se produce una acidificacion del lumen del endosoma y se forman vesiculas
intraluminales enriquecidas en colesterol y acido lisobifosfatidico (LBPA) (Kobayashi
et al., 1998; Mobius et al., 2003), hasta dar lugar al endosoma tardio o cuerpo
multivesiculado (MVB) (Huotari and Helenius, 2011). Por altimo los endosomas tardios
se fusionan con los lisosomas procedentes del Golgi, que contienen enzimas
hidroliticas, que degradan el contenido del endosoma tardio (Soccio and Breslow,
2004). La fusion de los lisosomas con otras organelas esta controlado por una proteina
presente en su membrana, denominada LAMP2 (Ruivo et al., 2009), habiéndose
demostrado que los fibroblastos knockout (KO) para esta proteina sufren una
acumulacion de colesterol libre en los endo-lisosomas (Eskelinen et al., 2004). El
colesterol esterificado presente en las LDL es hidrolizado por la lipasa 4cida lisosomal
dando lugar a colesterol libre (Brown and Goldstein, 1986); el resto de componentes de
la LDL son hidrolizados por otras enzimas lisosomales. La salida del colesterol libre del
endo-lisosoma hacia los distintos organulos subcelulares tiene lugar por la accion de dos
proteinas: NPC1 y NPC2 (Niemann-Pick disease tipo C1 y tipo C2) (Figura 2) (Ory,
2004). El mecanismo no se conoce exactamente pero se ha propuesto que NPC2, una
proteina soluble presente en el lumen del endo-lisosoma, toma el colesterol y lo trasfiere
a NPC1, que es una proteina transmembrana, la cual transporta finalmente el colesterol

al exterior del endo-lisosoma (Wang et al., 2010). La deficiencia de cualquiera de estas
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proteinas desencadena la enfermedad de Niemann-Pick tipo C, que se caracteriza por la

acumulacion de colesterol libre en el endo-lisosoma (Ory, 2004).

El colesterol libre debe dirigirse a los distintos compartimientos donde vaya a
ser utilizado. Para ello, el colesterol puede viajar por la célula formando parte de las
membranas de vesiculas transportadoras (Maxfield and Wustner, 2002), pero el
transporte mayoritario no es vesicular sino que estd mediado por distintas proteinas,
como caveolina, SCP-2 (sterol carrier protein 2), ORP (oxysterol-binding protein-
related protein) y proteinas con dominios START [StAR (steroidogenic acute
regulatory protein)-related lipid transport] (Soccio and Breslow, 2004; Maxfield and
Mondal, 2006). El colesterol también puede ser almacenado en forma de colesterol
esterificado junto con triglicéridos y otros lipidos en el citosol, formando gotas lipidicas
(Figura 2). La reesterificacion del colesterol ocurre en el RE, gracias a la accion de la
SOAT (sterol O-acyltransferase, anteriormente denominada ACAT - acyl-CoA acyl
transferase) (Chang et al., 1997). Los ésteres de colesterol de las gotas lipidicas pueden
ser hidrolizados por la CEH (cholesteryl ester hydrolase), dando lugar a colesterol libre

y un 4cido graso.

Otro método de captar colesterol de las lipoproteinas es a través de la familia de
los receptores scavenger (SR). Atendiendo a la estructura hay ocho clases diferentes de
SR (A-H) (van Berkel et al., 2005). Los SR-A son receptores capaces de unirse a LDL
modificadas, se ha demostrado que macrofagos deficientes en SR-A tienen una
reduccion del 80% en la captacion de LDL acetiladas y un 50% en la captacion de LDL
oxidadas (Suzuki et al., 1997). La familia de los SR-B incluye diferentes proteinas
multifuncionales, que son capaces de unirse a LDL nativas, modificadas y a las HDL
(Calvo et al., 1997). Cabe destacar el papel critico del SR-BI (receptor scavenger clase
B tipo I) en el metabolismo de las HDL (Acton et al., 1996; Rigotti et al., 2003; Rhainds
and Brissette, 2004). Las células pueden abastecerse de colesterol a través del SR-BI, ya
que media la captacion selectiva de los ésteres de colesterol y otros lipidos a partir de
las particulas de HDL (Rigotti et al., 2003). Por todo ello los SR-BI se expresan en
tejidos con una gran demanda de colesterol como el higado o tejidos esteroidogénicos

(Acton et al., 1996; Landschulz et al., 1996; Rigotti et al., 1996).
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Figura 2. Homeostasis intracelular del colesterol. Las células de los mamiferos sintetizan

colesterol a partir de acetil-CoA en el reticulo endoplasmatico. El colesterol sintetizado
puede ser transportado a otras membranas subcelulares o puede ser esterificado por la SOAT
(sterol O-acyltransferase) y asi ser acumulado en el citoplasma en gotas lipidicas. Ademas las
células son capaces de captar el colesterol transportado por las lipoproteinas, especialmente las
lipoproteinas de baja densidad (LDL). Las LDL son internalizadas a través del receptor de LDL
(LDLR) y son transportadas hasta los endosomas tempranos, desde alli el LDLR se recicla a la
membrana y el resto de componentes contintian la via endocitica hasta los endosomas tardios o
cuerpos multivesiculados (MVB) que se fusionan con los lisosomas formando los endo-
lisosomas. Los ésteres de colesterol se hidrolizan en los endo-lisosomas debido por la acciéon de
la lipasa acida lisosomal (LAL). La salida del colesterol del endo-lisosoma se realiza
principalmente por la accion de las proteinas NPC1 y NPC2 (Niemann-Pick disease). El exceso
de colesterol se exporta desde el interior celular hacia aceptores extracelulares como las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) o la apolipoproteina A-I (apoA-I) gracias a la accion de
los transportadores de membrana ABCA1 y ABCG1 (ATP-binding cassette transporter Al y
G1I). La biosintesis de colesterol y su captacion a través del LDLR, esté regulada principalmente
por la proteina de unidon a elementos de respuesta a esteroles (SREBP)-2. Asi en ausencia de
colesterol el complejo SREBP-2-SCAP (SREBP-cleavage activating protein) se libera de su
union a INSIG y se transporta al Golgi, alli SREBP-2 sufre una doble hidrolisis por parte de
S1P y S2P lo que genera una forma madura que se transloca al nicleo favoreciendo la expresion
de genes como los que codifican para LDLR, HMGCR (HMG-CoA reductasa) o la propia
SREBP-2. En presencia de colesterol INSIG retiene el complejo SREBP-2-SCAP en el reticulo
endoplasmatico.
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1.3.  Salida del colesterol celular
La salida (también denominada eflujo) de colesterol es fundamental para la homeostasis

intracelular del colesterol, ya que previene la acumulacion excesiva de colesterol en la
célula. Las células de mamifero no pueden degradar el anillo de colestano. El colesterol
del organismo es excretado a las heces directamente como tal o tras su conversion a
sales biliares. Una pequefia parte es transformado en hormonas esteroides y se eliminan
por la orina. Asi pues, el exceso de colesterol en las células de los tejidos periféricos
debe ser transportado al higado para su eliminacion final. Este proceso se denomina
clasicamente transporte reverso de colesterol (TRC) (Goedeke and Fernandez-

Hernando, 2012).

La célula se deshace del exceso de colesterol mediante difusion pasiva o por
difusion facilitada y es recogido por las apolipoproteinas (Oram and Yokoyama, 1996;
Yokoyama, 1998; Yokoyama, 2000). La difusidon pasiva consiste en el intercambio de
colesterol entre la membrana celular y las HDL. Las HDL son pequenas lipoproteinas
que contienen fosfolipidos, ésteres de colesterol y apolipoproteinas apoA-I y apoA-II
mayoritariamente (Grundy, 1983). Muchos factores parecen estar involucrados en el
proceso de difusiébn pasiva, como la estructura de las HDL o los distintos

compartimentos de la membrana plasmatica.

El mecanismo mejor conocido es el mediado por la proteina celular ABCA1
(ATP-binding cassette transporter A), que cede colesterol a la apoA-I, apolipoproteina
mayoritaria de las HDL (Figura 2). ABCAI pertenece a la familia de las ATP-binding
cassette proteins, una familia de proteinas que juegan un papel fundamental en el
transporte de sustancias hidrofobicas. El primer miembro identificado de la familia fue
MDR1 (multi-drug transporter 1) ahora denominado ABCB1 (Chen et al., 1986; Ueda,
1997), cuya sobrexpresion confiere resistencia a multiples drogas (Gros et al., 1986;
Ueda et al., 1987). Las proteinas de la familia ABC han sido clasificadas clasicamente
como bombas para la eliminacion de xenobidticos del interior de la célula, pero
actualmente se conoce que esa es soOlo una de sus multiples funciones (Ueda, 2011).
Aparte de la clasificacion por el dominio funcional, los miembros de esta familia
presentan una gran heterogeneidad de funciones, por ello las proteinas de la familia
ABC se clasifican en tres grupos atendiendo a su funcidn: transportadores, reguladores
y canales (Ueda, 2011). Muchos de los miembros de esta familia participan en el

transporte de lipidos (Ueda, 2011) como es el caso de ABCAL.
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Se han propuesto varios mecanismos para explicar la transferencia de colesterol
facilitada por ABCA1 a las apoA-I. Uno de ellos sugiere que la apoA-I forma complejos
con los fosfolipidos y el colesterol en la superficie celular, posteriormente es
internalizada y llevada a distintos compartimentos celulares donde se produce su
lipidacion (Takahashi and Smith, 1999; Neufeld et al., 2001). Vedhachalam y
colaboradores proponen que varias moléculas de apoA-I se unen a ABCAI, la cual
facilita la transferencia de fosfolipidos a las apoA-I provocando una tension en la
membrana plasmatica. Para aliviar esta tension, se forman exovesiculas que son
finalmente solubilizadas por la apoA-I formédndose HDL nacientes. De esta manera, la
apoA-I extraeria fragmentos de membrana celular que contienen fosfolipidos y

colesterol (Vedhachalam et al., 2007; Nandi et al., 2009).

Las HDL nacientes siguen recogiendo el colesterol sobrante de las células y se
van transformando progresivamente. Se ha demostrado que otros transportadores de la
familia de las ABC pueden mediar la transferencia de colesterol desde el interior de las
células hacia las HDL, como las proteinas ABCG1 (ATP-binding cassette transporter
G1), ABCG4 y heterodimeros de ABCG1/ABCG4 (Gelissen et al., 2006; Vaughan and
Oram, 2006). El colesterol recién recogido y ubicado en la superficie de la HDL es
esterificado por accion de la lecitina-colesterol aciltransferasa (LCAT), una enzima que
circula asociada a las HDL. El éster de colesterol resultante, mucho mas apolar que el
colesterol libre, se ubica en el nicleo de la HDL y progresivamente la particula va
engrosando (Jonas, 2000; Yokoyama, 2000). La LCAT es necesaria para la
esterificacion del colesterol pero no modula la salida de colesterol desde las células, por
cuanto cambios en su actividad no afectan el TRC (Calabresi et al., 2009, Tanigawa et

al., 2009).

En el metabolismo posterior de las HDL en el plasma estan implicadas otras
proteinas, como lipasas hepdticas y endoteliales, CEPT, proteinas transferidoras de

fosfolipidos, paraoxonasa, etc. (Fisher et al., 2012).

Las HDL son captadas por el higado a través del receptor SR-BI principalmente.
Una vez en el hepatocito, la mayor parte del colesterol es vertido directamente a la bilis
(Botham and Bravo, 1995), por accion de un heterodimero formado por ABCGS5/G8
(Berge et al., 2000; (Graf et al., 2002; Graf et al., 2003). La activacion de LXR en el
higado favorece este mecanismo de eliminacion de colesterol al estimular la

transcripcion de los transportadores ABCG5/GS8 (Repa et al., 2002).
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2. REGULACION DE LA HOMEOSTASIS DEL COLESTEROL
El regulador principal de la homeostasis intracelular del colesterol es el propio

colesterol. Ante unos niveles bajos de colesterol, la célula incrementa la biosintesis de
colesterol y la captacion de LDL, mediante el incremento de la expresion de enzimas de
la ruta de biosintesis y del LDLR. Cuando los niveles de colesterol intracelular son
elevados, la célula reduce la biosintesis y la captacion de LDL, y favorece la salida de
colesterol incrementando la expresion de ABCA1 y ABCGI (Steck and Lange, 2010).
El colesterol, sin embargo, no es el inico metabolito con acciones reguladoras en este
contexto. Por ejemplo, el farnesol y algunos esteroles intermediarios en la ruta de
biosintesis del colesterol y sus derivados oxidados, como el 25-hidroxicolesterol, son

capaces de modular la homeostasis del colesterol (Xu et al., 2010).

El mecanismo de regulacion del metabolismo del colesterol (y del metabolismo
lipidico en general) mejor conocido es el mediado por los factores de transcripcion
SREBP (sterol response element binding protein) (Reynolds et al., 1984; Sudhof et al.,
1985; Gil et al., 1986). Algunos receptores nucleares, como LXR, PPAR (peroxisome
proliferator-activated receptor) y FXR (farnesoid X receptor) tienen un papel mas
indirecto, pero también afectan la homeostasis del colesterol. Finalmente, algunos
microARN (miARN), integran y coordinan el metabolismo lipidico con otros procesos

fisiologicos.

2.1. Regulacion mediada por el complejo srebp-scap-insig
Se conocen tres miembros de la familia de SREBP: SREBP-1a, -1c, que derivan del

mismo gen por transcripcion desde distintos sitios de iniciacion, y SREBP-2. SREBP-
lc, al que también se denomina ADDI (adipocyte determination and differentiation-
dependent factor 1), es el factor que predomina en la mayoria de los tejidos animales
incluido el higado (Brown and Goldstein, 1997) y su expresion esta estimulada por la
insulina (Kim et al., 1998, Shimomura et al., 1999). En células en cultivo, sin embargo,
la expresion de SREBP-1c es relativamente baja. Todas ellas participan en la regulacion
del metabolismo lipidico pero tienen papeles diferenciados. SREBP-1c estimula la
transcripcion de los genes implicados en la biosintesis de 4cidos grasos y la
esterificacion de los mismos (Horton et al., 1998b), mientras que SREBP-2 gobierna la

expresion de los genes implicados en la biosintesis de colesterol y el LDLR (Kim and
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Spiegelman, 1996). SREBP-1a, que es minoritario, parece activar ambas vias (horton

2003 Pai 1998)

Los SREBP se sintetizan como formas precursoras transcripcionalmente
inactivas, que se localizan en el RE formando un complejo con la proteina SCAP
(SREBP-cleavage activating protein) (Hua 1996). SCAP consta de dos dominios: uno
hidrofilico implicado en procesos de interaccion entre proteinas, por el cual se une a
SREBP, y otro hidrofobico en el extremo N-terminal. Este Gltimo consta de ocho
segmentos transmembrana y se denomina “dominio sensible a esteroles” (SSD), ya que
mutaciones en el mismo determinan una pérdida de la regulacién por esteroles. Este
dominio aparece también en otras proteinas implicadas en el metabolismo, transporte y
sefializacion del colesterol, como la HMG-CoA reductasa o la proteina NPCl1
anteriormente comentada. El complejo SREBP-SCAP es retenido en la membrana del
RE por accion de las proteinas INSIG (insulin-induced gene)-1 e INSIG-2 (Mohn
1991). Estas proteinas tienen la capacidad de unirse al dominio SSD de SCAP, uniéon
que esta modulada por el colesterol (Yabe et al., 2002; Yang et al., 2002). La afinidad
de INSIG-1 por SCAP es muy alta, mientras que la de INSIG-2 es menor y muestra una
estricta dependencia sobre la presencia de esteroles. En cuanto a su expresion, INSIG-1
es ubicua y esté activada por SREBP-1c, y ésta a su vez por insulina y LXR (Horton et
al., 2002; Janowski, 2002). INSIG-2 puede dar lugar a dos isoformas: INSIG-2a, cuya
expresion es exclusivamente hepatica y esta inhibida por la insulina, e INSIG-2b, de
expresion ubicua y constitutiva (Yabe et al., 2002; Yabe et al., 2003). Estas diferencias
determinan que en el higado, en estado de alimentacion, la expresion de INSIG-1 sea
elevada y baja la de INSIG-2, todo ello gobernado por la insulina; mientras que en
ayunas ocurre lo contrario (Engelking et al., 2005; Goldstein et al., 2006). La
degradacion de INSIG-1 es mas rdpida que la de INSIG-2 y se produce cuando
disminuye la concentracion de colesterol en el RE, que deja libre a INSIG-1,

permitiendo su ubiquitinizacion y degradacion por el proteasoma (Gong et al., 2006).

Los SREBP requieren sufrir una hidrolisis parcial para ser activos (Figura 3)
(Brown and Goldstein, 1997). En ausencia de colesterol, SCAP expone una secuencia
de 6 aminoacidos (MELADL); este cambio conformacional provoca que el complejo
SREBP-SCAP se libere de INSIG, facilitando su incorporacion a las vesiculas COPII vy,
consecuentemente, su traslado al Golgi. Ahi se encuentran las proteasas encargadas del

procesamiento de SREBP (DeBose-Boyd et al., 1999). La primera de ellas es S1P
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(proteasa del sitio 1) que reconoce la secuencia RSVLS entre los segmentos
transmembrana del SREBP y la hidroliza entre una Leu y una Ser. A continuacion acta
la proteasa S2P (proteasa del sitio 2) que libera el fragmento N-terminal del SREBP al
citosol. Este fragmento serd el que finalmente alcance el nticleo donde interactuard con
los elementos SRE (elementos de respuesta a esteroles) para estimular la transcripcion
de los genes diana (Figura 3). Finalmente SREBP es degradada por el proteasoma
(Sundqvist et al., 2005). Cuando la concentracion de colesterol en RE se incrementa,
SCAP adopta una configuracion que le hace unirse fuertemente a INSIG, con lo cual
SREBP queda retenida en el RE y no puede activarse en el Golgi. En esta condicion, la

expresion de los genes diana de SREBP estaran reprimidos (Brown et al., 2002).

NUCLEO

ACTIVACION TRANSLOCACION

SREBP

MADURO O

S2P

Figura 3. Control de la biosintesis de lipidos por la activacion proteolitica de SREBP. Los
factores de transcripcion SREBP (proteina de union a elementos de respuesta a esteroles) son
sintetizados como una forma precursora inactiva en el reticulo endoplasmatico (RE). Alli
forman un complejo con SCAP (SREBP-cleavage activating protein) ¢ INSIG (insulin-induced
gen). En el estado inactivo la interaccion de INSIG con SCAP retiene el complejo SCAP-
SREBP en el RE. Durante la activacion, cuando los niveles de esteroles son bajos, SCAP sufre
un cambio en su conformacién que lo libera de su unién con INSIG que se ubiquitiniza para su
posterior degradaciéon. SCAP promueve el transporte de SREBP desde el RE al Golgi, a
continuacion SREBP sufre una proteolisis en dos pasos por la accion la accion de las proteasa
especificas del Golgi S1P y S2P, dando lugar a una forma madura de SREBP que sale del Golgi
y se transloca al ntcleo. En el ntcleo activa la expresion de genes que participan en el
metabolismo de los lipidos mediante su union a los SRE (sterol regulatory element).
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Sefialemos, por ultimo, que mientras SCAP reconoce colesterol y otros esteroles,
INSIG tiene un sitio de reconocimiento para oxiesteroles y, en su presencia, se
promueve la unién de INSIG a SCAP. De hecho, los oxiesteroles son potentes
inhibidores de la activacion de SREBP (Sato, 2010). Toda esta complejidad confiere
una enorme plasticidad al sistema, conducente a mantener la homeostasis intracelular

del colesterol en las distintas situaciones fisioldgicas posibles.

2.2. Regulacion mediada por receptores nucleares
Los receptores LXR actiian como sensores de colesterol produciendo el efecto contrario

al que producen los SREBP: disminuyen los niveles de colesterol en la célula mediante
la activacion de genes para el TRC e incrementan la conversion de colesterol en acidos
biliares (Calkin and Tontonoz, 2010). Su activacion se da fundamentalmente por
oxiesteroles formados durante la biosintesis de colesterol. Los receptores LXR van a
proteger a la célula frente a la sobrecarga de colesterol, activando las vias de salida de
este esterol, mediante el incremento de la expresion de los transportadores ABCAI,
ABCGI1 y ABCG4 (Zelcer and Tontonoz, 2006). También son dianas de LXR, ABCG5
y ABCG8 que median la excrecion de colesterol hacia la bilis en el higado (Calpe-

Berdiel et al., 2008).

Los PPAR son una familia de receptores nucleares (PPARa, PPARB/6 y PPARY)
con un relevante papel en la regulacion del metabolismo de los acidos grasos
(Majdalawieh and Ro, 2010). PPARa, que se expresa fundamentalmente en el higado,
es un regulador clave en el catabolismo de los &cidos grasos, pues estimula la captacion
de acidos grasos por las células y la B-oxidacion mitocondrial y peroxisomal (Ferre,
2004; Pyper et al., 2010). PPARYy acelera el metabolismo de los acidos grasos e induce
el almacenamiento de reservas grasas en el tejido adiposo, mediante la activacion de la
LPL y de transportadores de acidos grasos (Huang et al., 2012). PPARB/S promueve la
oxidacién y la termogénesis en tejido adiposo, mientras que en el musculo esquelético
favorece el catabolismo de acidos grasos para el consumo energético local, jugando un
papel crucial en la respuesta metabdlica al ejercicio fisico (Coll et al., 2009). Los PPAR
participan en la homeostasis del colesterol al activar la expresion de ABCA1 mediante
la estimulacion de la expresion de LXRa (Chawla et al., 2001; Chinetti et al., 2001,
Oliver et al., 2001).
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2.3. Regulacion post-transcripcional
El metabolismo del colesterol estd también regulado a nivel post-transcripcional, por

varios mecanismos entre los que se encuentran la degradacion y fosforilacion de la
HMG-CoA reductasa, la degradacion del LDLR y la represion post-transcripcional por
microARNs (miARN).

Productos intermediarios de la ruta de biosintesis del colesterol controlan la
estabilidad y actividad de la enzima limitante de la ruta, la HMG-CoA reductasa. Se ha
observado que el lanosterol y el DHL, primeros esteroles en ser sintetizados, estimulan
la degradacion de la HMG-CoA reductasa, incluso mas que el propio colesterol (Song et
al., 2005). La acumulacion de lanosterol favorece la union de la HMG-CoA reductasa a
INSIG promoviéndose asi la ubiquitinizacion y degradacion de la enzima (Song et al.,
2005). Ademas del lanosterol, los oxiesteroles también promueven la ubiquitinizacion y
degradacion de la HMG-CoA reductasa (Song and DeBose-Boyd, 2004). La actividad
de la HMG-CoA reductasa puede ser inhibida por fosforilacion de la Ser871, accion que
es realizada por la quinasa activada por AMP (AMPK) (Clarke and Hardie, 1990;
Hardie and Pan, 2002).

El LDLR también est4 sujeto a regulacion post-transcripcional. PCSK9 (protein
convertase subtilisin/kexin type 9) se une a LDLR y favorece su degradacion en el
lisosoma (Goedeke and Fernandez-Hernando, 2012). Se ha observado que los ratones
deficientes de PCSK9 poseen un 50% mas de actividad LDLR que los ratones control
(Rashid et al., 2005). Otra proteina que modula LDLR es IDOL (inducible degrader of
the LDL receptor), una E3 ubiquitin-ligasa descubierta en el transcurso de una
investigacion sobre el papel de LXR en la regulacion de la actividad del LDLR (Zelcer
et al,, 2009). Los agonistas del LXR activan la transcripcion de IDOL, la cual
desencadena la ubiquitinizacion del dominio citoplasmatico del LDLR, favoreciendo su
degradacion (Zelcer et al., 2009). Los hepatocitos que carecen de IDOL presentan unos
mayores niveles proteicos del LDLR, y ademas captan mas LDL que los hepatocitos

controles (Zelcer et al., 2009).
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2.4. Regulacion mediada por microARN
Ademas de los reguladores transcripcionales cldsicos, se han identificado miembros de

la familia de los ARN no codificantes, denominados microARN (miARN o miR), como
importantes reguladores post-transcripcionales de la homeostasis del colesterol
(Goedeke and Fernandez-Hernando, 2012). Los miARNs son dobles cadenas de ARN
endogenas, de unos 22 nucledtidos que llevan a cabo su funciéon uniéndose por
complementariedad de bases a la region 3'UTR de los ARNm diana produciendo la
inestabilidad de los mismos o secuestrandolos, inhibiendo su traducciéon (Bartel, 2009).
Cada miARN puede tener multiples dianas lo que supone que puede regular
simultdineamente diferentes genes implicados en una misma ruta metabolica o en

diferentes procesos fisiologicos (Pillai et al., 2007; Liu, 2008).

Actualmente se conocen varios miARN implicados en la regulaciéon de la
homeostasis del colesterol. Cabe destacar la familia del microARN-33 (miR-33a y b),
que estan codificados por regiones intronicas de los genes de SREBF?2 (sterol regulatory
element binding transcription factor 2) y SREBFI respectivamente, de modo que se
sintetizan al tiempo que SREBP2 y SREBP1. Se conocen diferentes dianas de miR-33.
Por un lado, inhibe la expresion de ABCAl y ABCGI, lo que implica un papel
regulador del TRC y la biogénesis de HDL (Rayner et al., 2010). También inhibe la
expresion de la proteina NPC1 encargada de transportar colesterol desde el lisosoma a
otros compartimientos celulares (Rayner et al., 2010), asi como la expresion de IRS2
(insulin receptor substrate 2) y de diversas enzimas implicadas en la oxidacion de los
acidos grasos (Davalos et al., 2011). También se ha demostrado un papel de miR-33 en
la progresion del ciclo celular (Cirera-Salinas et al., 2012). Aparte de miR-33, otros
varios miARN han sido descritos como reguladores post-transcripcionales de ABCALI,
como miR-758 (Ramirez et al., 2011) y miR-106b (Kim et al., 2012). Finalmente, otro
miARN importante en la homeostasis del colesterol es miR-122, un ejemplo de miARN
tejido especifico que se expresa Unicamente en el higado y supone mas del 70% de
miARN en este tejido (Lagos-Quintana et al., 2002). Se ha demostrado que la inhibicion
de su expresion reduce la biosintesis de colesterol y disminuye la concentracion

plasmatica de colesterol un 25-30% (Esau et al., 2006).
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3. PAPEL DEL COLESTEROL EN LA HOMEOSTASIS DE OTROS
METABOLISMOS

Como hemos comentado anteriormente, la cantidad de colesterol en la célula es el
principal factor regulador de la homeostasis del colesterol, pero ademds los niveles
intracelulares de colesterol tienen una repercusion en otros metabolismos. Estas otras
acciones reguladoras del colesterol estdn mediadas por los factores de transcripcion

SREBP y LXR, asi como por ciertos miARNS.

3.1. Metabolismo de los acidos grasos
SREBP-1c tiene un importante papel en la regulacion del metabolismo de los acidos

grasos en los diversos tejidos (Shimomura et al., 1997). SREBP-Ic controla la
transcripcion de genes implicados en la sintesis de acidos grasos (ATP-citrato liasa -
ACL; acetil-CoA carboxilasa - ACC; acido graso sintasa - FASN), la modificacion de
los &cidos grasos (estearoil-CoA desaturasa - SCD; acido graso elongasas - ELOVL) y
la formaciéon de triglicéridos (gliceraldehido-3-fosfato aciltransferasa - GPAT;
diacilglicerol- aciltransferasa — DGAT), entre otros; (Horton et al., 1998b; Shimomura

et al., 1998; Horton et al., 2002).

Como hemos indicado anteriormente, la maduracion de SREBP-1c¢ a partir de su
precursor inactivo se produce mediante un proceso que estd modulado, entre otros
factores, por los niveles de colesterol en la membrana del RE. Por su parte, la expresion
de SREBP-I1c a nivel de ARNm, esta regulada por LXR, que puede ser activado por los
oxiesteroles que se forman durante la biosintesis de colesterol. Repa y colaboradores
demostraron que en animales que carecian de LXR, se producia una menor expresion de
SREBP-1c (Repa et al., 2000). A su vez, la insulina estimula el efecto de LXR sobre la
expresion de SREBP-1c¢ (Horton et al., 1998a; Shimomura et al., 2000; Chen et al.,
2004; Sampath et al., 2007), de modo que las ratas tratadas con estreptozotozina, un
compuesto que destruye especificamente las células B del pancreas, tienen reducido los
niveles de ARNm de SREBP-1c y los niveles de proteina, tanto de la forma precursora

como la activa (Shimomura et al., 1999).

Un mecanismo adicional de regulacion e integracion entre distintos
metabolismos son los miARN. Se ha descrito recientemente el control de la B-oxidacion
de los acidos grasos por parte del miR-33b (Davalos et al., 2011). Dado que este

miARN estd codificado por una region intronica en el gen de SREBFI y, por tanto, se
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sintetiza al tiempo que se expresa SREBP-1, puede anticiparse que en las situaciones
donde se estimula la biosintesis de acidos grasos (por mediacion de SREBP-Ic) se

inhibe su oxidacion (por mediacion de miR-33b).

4. ANTIPSICOTICOS
Desde la introduccion de los antipsicoticos de primera generacion (FGA;

Clorpromacina y Haloperidol) en 1950, los antipsicoticos se han convertido en farmacos
indispensables para el tratamiento de la esquizofrenia y otras enfermedades
psiquiatricas. Desafortunadamente, algunos de los antipsicoticos mas usados,
particularmente los antipsicoticos de segunda generacion (SGA), producen efectos
metabolicos indeseables como obesidad, hipertrigliceridemia, desajustes en el
metabolismo de la glucosa y en ciertos casos, incremento de los niveles de colesterol en
el suero (Meyer and Koro, 2004; Newcomer et al., 2008). Estos efectos adversos
suponen el mayor desafio en el tratamiento de los trastornos psiquiétricos, ya que
reducen la conformidad de los pacientes al tratamiento y contribuyen al incremento del
riesgo cardiovascular (Newcomer and Hennekens, 2007). A pesar de estos
inconvenientes, mas frecuentes con los SGA, estos antipsicoticos son mas utilizados que

los FGA por su mayor eficacia terapéutica (Buchanan et al., 2010).

4.1.  Accion terapéutica de los antipsicoticos
La hiperactividad de los receptores de dopamina en el sistema mesolimbico produce los

sintomas de la psicosis (Serretti et al., 2004; Abi-Dargham and Laruelle, 2005). En
coherencia con ello, el bloqueo de los receptores en esta via supone la mejoria de los
sintomas (Serretti et al., 2004). Los antipsicéticos tienen distintas estructuras quimicas,
que van a condicionar su potencia clinica (Figura 4), dependiendo de su afinidad por los

receptores dopaminérgicos subtipo 2 (D2) ademds de por otros receptores (Tabla 1).

Los denominados FGA, también denominados antipsicéticos tipicos, bloquean
los receptores D2 con gran afinidad (Abi-Dargham and Laruelle, 2005) (Tabla 1), lo
cual es terapéuticamente ventajoso. Sin embargo, el bloqueo de estos receptores en las
regiones mesocorticales y nigroestriatal, produce efectos motores indeseados que
reducen el interés terapéutico de estos farmacos (Oakley et al., 1991; Tandon and

Jibson, 2002; Conley and Kelly, 2005).

31



Introduccion

Cl

ZIPRASIDONA

(’_\NME O__lllN
Gl M
L0 L0

CLOZAPINA RISPERIDONA

TAMOXIFENO U18666A

ol
H H
e el

AY9944

Figura 4. Estructura quimica de algunas aminas anfipaticas como los antipsicoticos

(haloperidol, clozapina, risperidona y ziprasidona), el tamoxifeno, el UI8666A y el AY9944.

Desde un punto de vista farmacologico, los SGA o antipsicoticos atipicos, no

solo son capaces de atenuar los sintomas de la psicosis, sino que ademads, tienen

menores efectos motores indeseados (Conley and Kelly, 2005). Esto se debe a que los

SGA, ademas de bloquear los receptores D2, también bloquean los receptores de

serotonina 2A (5HT;4) entre otros receptores (Meltzer et al., 1989) (Tabla 1). Se piensa

que el bloqueo de los receptores SHT,4 en las regiones mesocorticales y nigroestriatal,

compensa la deficiencia en la actividad de los receptores de dopamina, lo que produce

una mejoria de los sintomas no deseados (Meltzer et al., 1989; Stahl, 1998; Meltzer,

1999; Bubser et al., 2001).
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Tabla 1. Afinidad relativa de los antipsicoticos por los receptores de neurotransmisores, a dosis terapéuticas. (Adaptada y modificada de

FGA SGA
Receptor Haloperidol Clozapina Olanzapina Quetiapina Risperidona Ziprasidona
D, + + ++ — + +
D, ++++ + ++ + +++ +++
D; +++ + + — ++ ++
Dy +++ ++ ++ — — + +
5-HTa - - - - +++
5-HTp - — — — + ++ +
5-HT>a + +++ +++ ++ ++++ ++++
5-HT;c — ++ ++ - ++ ++++
5-HT, — ++ ++ — — +
S-HT - ++ — —~ +++ ++
o +++ +++ ++ +++ +++ ++
(' — + + — ++ —
H, — +++ +++ ++ — —
m; — + 4+ + + +++ + + — —
transportador DA ++ ++
transportador NA + ++ ++
transportador S-HT ++

- minima o nada; + = baja; + + = moderada; + + + = alta; + + + + = muy alta

Miyamoto y colaboradores (Miyamoto et al., 2005).
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4.2. Efectos metabolicos de los antipsicoticos
El tratamiento con la mayoria de los SGA se asocia con ganancia de peso,

hipertrigliceridemia, hiperglucemia, diabetes tipo II, resistencia a la insulina,
enfermedad cardiovascular, hiperprolactinemia e hipertension (Allison et al., 1999;
Jones et al., 2001; Wetterling, 2001; Gardner et al., 2005; Holt and Peveler, 2006;
Mathews and Muzina, 2007; Han et al., 2008; Parsons et al., 2009). Los FGA también
estan asociados con desordenes metabdlicos pero su efecto es mas moderado (Gardner

et al., 2005; Holt and Peveler, 2006; Mathews and Muzina, 2007; Bobo et al., 2010).

En cuanto al peso corporal, en un estudio realizado para evaluar el tratamiento a
corto plazo (10 semanas) con antipsicoticos a dosis estandar, se observd un incremento
en el peso medio con clozapina > olanzapina > risperidona > haloperidol en este orden
(Allison et al., 1999). En la fase I del estudio CATIE (Clinical Antipsychotic Trials of
Interventions Effectiveness) en pacientes tratados a largo plazo con SGA se observo los
siguientes incrementos del peso corporal: 30% con olanzapina, 16% con quetiapina,
14% con risperidona y 7% con ziprasidona (Lieberman et al., 2005). En pacientes que
nunca habian sido tratados con antipsicoticos, a las diez semanas de comenzar el
tratamiento con clorpromacina o risperidona, presentaban un incremento del 8% en el
peso corporal (Zhang et al., 2004). Un incremento mas significativo del peso corporal se
observd en pacientes tratados por primera vez con risperidona u olanzapina tras tres y
nueve meses, del 10% y del 18% respectivamente (Templeman et al., 2005). Resultados
similares se han obtenido en estudios a largo plazo, con pacientes tratados en el primer
brote psicotico con olanzapina o haloperidol, observandose un incremento del peso
corporal medio de 13.9 y 6.3 kg respectivamente (Kahn et al., 2008). Usando modelos
animales, se ha demostrado que tras dos semanas de tratamiento con olanzapina y
haloperidol en ratas macho, también se producia un incremento del peso corporal con
respecto a las no tratadas (controles) (Minet-Ringuet et al., 2006). Se ha propuesto que
la ganancia de peso se debe a un incremento del apetito, debido al efecto agonista de los
antipsicoticos sobre los receptores de Histamina H; (Teff and Kim, 2011). Los estudios
de Ferno y colaboradores en ratas hembra van en este sentido y proponen que la
ganancia de peso observada tras el tratamiento con olanzapina se debe a la alteracion en
el control de la saciedad, produciéndose un incremento en la ingesta de comida en los

animales tratados (Ferno et al., 2011).
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Otro de los efectos no deseados producidos por los antipsicéticos es la alteracion
en la homeostasis de la glucosa. La prevalencia de diabetes en pacientes con
esquizofrenia es dos veces mayor que en la poblacion en general (Mathews and Muzina,
2007), y el riesgo de sufrir diabetes se incrementa después del tratamiento con SGA
(Holt and Peveler, 2006) y también con FGA pero menos (10%) (Sernyak et al., 2002).
En otros estudios se ha demostrado que la olanzapina y la risperidona también
incrementan el riesgo de padecer diabetes en 6 y 2 veces respectivamente, con respecto
a personas no tratadas (Koro et al., 2002). En estudios retrospectivos se ha encontrado
que los individuos tratados con olanzapina o con clozapina tienen el mayor riesgo de
diabetes, sobre todo en pacientes jovenes (Sernyak et al., 2002). Lindenmayer y
colaboradores observaron en un estudio con 157 pacientes que los tratados con
clozapina, olanzapina y haloperidol tenian un incremento de los niveles de glucosa en
plasma (Lindenmayer et al., 2003). Estos cambios en la homeostasis de la glucosa
también han sido observados en ratas tras la administracion aguda de clozapina y de
olanzapina. Las ratas tratadas también mostraron una activacion de los genes implicados
en la gluconeogénesis en el higado y cambios en los niveles de glucagon, en

comparacion con ratas controles (Jassim et al., 2012).

También se han encontrado cambios en la sensibilidad a la insulina en los
pacientes tratados con antipsicoticos. Se ha demostrado que el haloperidol produce
resistencia a la insulina en base a los indices habituales (Baptista et al., 2001). Girault y
colaboradores observaron que la olanzapina produce resistencia a la insulina en higado
y en tejidos periféricos de la rata (Girault et al., 2012). En cambio, algunos
antipsicoticos parecen no tener efectos sobre la homeostasis de la glucosa, como sucede

con el aripripazol y la ziprasidona (Yogaratnam et al., 2013).

En los pacientes tratados con antipsicOticos también se encuentran
perturbaciones en el metabolismo lipidico (Mclntyre et al., 2001). La concentracion de
triglicéridos en plasma es la variable més afectado (Holt and Peveler, 2006) aunque hay
diferencias importantes segun el antipsicotico de que se trate (Meyer et al., 2008;
Newcomer, 2008; Correll et al., 2009). Los SGA parecen ser los mas potentes en el
desarrollo de hiperlipidemia (Gardner et al., 2005; Holt and Peveler, 2006). En
pacientes adultos con esquizofrenia tratados con clozapina u olanzapina, se ha
observado un incremento del colesterol total, en contraposiciéon a los tratados con

haloperidol o risperidona (Lindenmayer et al., 2003). En pacientes jovenes tratados por
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primera vez con olanzapina se ha visto un incremento del colesterol total y de
colesterol-LDL, pero no en los tratados con aripiprazol, quetiapina o risperidona
(Correll et al., 2009). Por otro lado, en sujetos tratados con olanzapina se encontré un
gran incremento en los niveles de colesterol y triglicéridos en las VLDL, en
comparacion con los tratados con risperidona (Smith et al., 2010). Por ultimo, un
estudio dirigido a examinar la expresion de genes en sangre total, demostrd que los
pacientes tratados con olanzapina presentan un incremento en la expresion de FASN y
SCD frente a los no medicados (Vik-Mo et al., 2008). Estos cambios en las
concentraciones de lipidos en sangre también se han observado en modelos animales.
Asi, la administracion cronica de olanzapina en ratones produce un incremento de los
niveles de triglicéridos en suero (Coccurello et al., 2006). Este efecto se atribuye a
cambios en la sintesis hepatica de lipidos inducidos por los antipsicoticos
(Lauressergues et al., 2011). En la rata, el tratamiento agudo con clozapina produce un

incremento del colesterol, triglicéridos y fosfolipidos en el higado (Ferno et al., 2009).

Un aspecto que ha suscitado interés es determinar si los efectos metabolicos
inducidos por los antipsicéticos son una consecuencia de la ganancia de peso o bien, si
se trata de efectos independientes. En respuesta a esta pregunta, se ha observado que la
administracion subcronica de olanzapina en la rata produce la elevacion de la
concentracion plasmatica de triglicéridos e incrementa la expresion de los genes
lipogénicos controlados por SREBP-1 de forma independiente de la ganancia de peso

producida (Skrede et al., 2013).

4.3. Efectos in vitro de los antipsicoticos
En la literatura cientifica existen pocos datos sobre el efecto de los antipsicoticos en la

biosintesis de lipidos. Summerly y Yardley fueron los primeros en demostrar, en 1965,
que el haloperidol inhibia la biosintesis de colesterol en fibroblastos de piel de rata
(Summerly and Yardley, 1965). Nuestro grupo demostrd que tanto en la linea celular
humana de neuroblastoma SH-SY5Y como en la linea celular de promielocitos
humanos HL-60, el haloperidol inhibe la biosintesis de colesterol, provocando una
disminucion del contenido intracelular de colesterol y la acumulacion de diferentes
esteroles intermediarios (7DHC, zimostenol y colesta-8,14-dien-3-ol), sugiriendo que
este antipsicotico inhibia la actividad de las enzimas A’-reductasa, A*'-isomerasa y A'-

reductasa, en orden decreciente (Sanchez-Wandelmer et al.,, 2009a; Sanchez-

36



Introduccion

Wandelmer et al., 2010). Kristiana y colaboradores, mediante la medicion de la
incorporaciéon de acetato radiactivo al colesterol sintetizado de novo, confirmaron este
efecto del haloperidol sobre la biosintesis de colesterol; ademas, demostraron que los
SGA, clozapina, olanzapina, quetiapina, risperidona y ziprasidona, también tienen la
capacidad de inhibir la biosintesis de colesterol, aunque sin determinar las posibles
reacciones afectadas (Kristiana et al., 2010). Por contra, Lauressergues y colaboradores
mostraron que la clozapina y la olanzapina (Lauressergues et al., 2010) y la risperidona
(Lauressergues et al., 2011) incrementaban, en vez de inhibir, la biosintesis de colesterol
en cultivos de hepatocitos primarios de rata, mientras otros antipsicoticos, como el
haloperidol, quetiapina y aripiprazol no afectaban esta via (Lauressergues et al., 2010).
Estos resultados contradictorios podrian deberse a las diferencias metodoldgicas

existentes entre los distintos estudios.

Nuestro grupo también demostrd por primera vez, en células en cultivo, que el
haloperidol afecta el trafico intracelular de las LDL, impidiendo la salida del colesterol
libre desde el compartimiento endocitico al RE, produciéndose una acumulacion de
colesterol libre en los endosomas tardios/lisosomas (Sanchez-Wandelmer et al., 2010).
Otros autores confirmaron este efecto del haloperidol y ampliaron el estudio a otros
antipsicéticos, como la pimozida y la clozapina, demostrando que también estos
provocan la acumulacion intracelular del colesterol libre derivado de las LDL (Kristiana
et al., 2010). La mayoria de los antipsicoticos son aminas anfipaticas, potencialmente
protonables debido a los grupos aminos, presentando tanto propiedades hidrofilicas
como hidrofobicas (Figura 4) (Goldman et al., 2009). Es interesante que otras aminas
anfipaticas, como el tamoxifeno (Kedjouar et al., 2004; Suérez et al., 2004) o el
U18666A (Figura 4) (Lange et al., 1998), son inhibidores de ciertas enzimas que actuan
en la parte final de la biosintesis de colesterol (conversion de esteroles) y también

afectan el trafico intracelular de las LDL.

Varios grupos han demostrado que los antipsicoticos modifican la expresion de
los SREBPs y de sus genes diana en lineas celulares humanas (Ferno et al., 2005; Ferno
et al., 2006; Polymeropoulos et al., 2009). Asi, la clozapina y el haloperidol
incrementan la expresion de los genes que codifican para la HMG-CoA reductasa,
HMG-CoA sintasa, FASN y SCD (Ferno et al., 2005). Sin embargo, no todos los
antipsicoticos tienen el mismo efecto sobre la activacion de los SREBP y de sus genes

diana, existiendo grandes diferencias entre los distintos antipsicéticos (Ferno et al.,
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2006; Polymeropoulos et al., 2009). La inhibicion de la biosintesis de colesterol y del
trafico de LDL suponen la alteracion de la homeostasis intracelular de colesterol. Por lo
tanto, los cambios en la expresion y activacion de los SREBP y en sus genes diana
probablemente no sean mas que la respuesta celular dirigida a recuperar la homeostasis

lipidica.

5. EXOSOMAS
En los organismos pluricelulares, las células se comunican a través de moléculas

extracelulares como nucledtidos, lipidos o proteinas. Estas moléculas son liberadas por
las células al medio extracelular, se unen a receptores de otras células, induciendo una
sefalizacion intracelular y modificando el estado fisiologico de la célula receptora.
Ademas de estas moléculas, las células eucariotas son capaces de liberar vesiculas
rodeadas de membrana al medio extracelular. Las vesiculas contienen numerosas
proteinas y lipidos e incluso acidos nucleicos, que pueden afectar a las células
receptoras de una manera muy compleja. Los exosomas representan un tipo especifico

de vesiculas rodeadas de membrana (Cocucci et al., 2009; Thery et al., 2009).

Los exosomas tienen un tamafio comprendido entre los 40 y los 100 nm de
diametro y una densidad de 1.13 — 1.19 g/ml en sacarosa (Thery et al., 2006). Estan
enriquecidos en proteinas derivadas de la membrana plasmatica, de la via endocitica y
del citosol, aunque también pueden contener pequefias cantidades de proteinas del
Golgi, RE y el ntcleo. Aun asi, son claramente distintos a las vesiculas liberadas por las
células apoptoéticas, en cuanto que estas Ultimas presentan un patrén de expresion de
proteinas donde predominan las proteinas nucleares de union al ADN como las histonas,

y tienen una densidad mayor que los exosomas (Thery et al., 2001).

5.1. Biogénesis de los exosomas
Los exosomas se originan a partir de vesiculas intraluminales presentes en los MVB

(Thery, 2011), sin embargo, los mecanismos implicados en la biogénesis de exosomas
pueden variar dependiendo del tipo celular y de las condiciones en las que se encuentre
la célula. En células dendriticas se ha demostrado la participacion de los miembros de la
maquinaria del complejo de clasificacion endosomal requerida para el transporte

(Endosomal Sorting Complex Required for Transport, ESCRT) (Thery et al., 2001,
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Tamai et al., 2010). En los oligodendrocitos, sin embargo, no parece participar ECSRT
pero si las ceramidas (Trajkovic et al., 2008). Otro lipido que parece estar implicado en
la formacion de vesiculas intraluminales en los MVB es el acido lisobisfosfatidico
(LBPA) (Matsuo et al., 2004). Estudios recientes indican que CD63, una proteina de la
familia de las tetrapsainas presente de manera abundante en los MVB, es necesaria para

la formacion de las vesiculas intraluminales (Thery, 2011).

5.2.  Secrecion de los exosomas
Una vez formados los MVB, estos deben fusionarse con la membrana plasméatica para

liberar su contenido y secretar los exosomas. Clasicamente, en el transporte intracelular
y la fusién de vesiculas participan proteinas de la familia Rab. Al igual que ocurria con
la biogénesis, en la secrecion también se han descrito diferentes moléculas que
participan en el proceso, dependiendo del tipo celular. En la linea celular de
eritroleucemia K562 se ha demostrado que Rabll es necesaria para la salida de
exosomas inducida por calcio (Savina et al., 2005). En oligodendrocitos, Rab35 juega
un papel importante en la secrecion de exosomas (Hsu et al., 2010). Rab27a y Rab27b
controlan de forma complementaria diversos pasos de la via de secrecion de exosomas
en cé¢lulas HeLa (Ostrowski et al., 2010). El paso final de la fusiéon entre los MVB y la
membrana plasmatica probablemente esta mediado por proteinas SNARE (Soluble NSF
Attachment Receptor), aunque todavia no se conoce la maquinaria celular implicada. La
produccion y secrecion de exosomas es una funcion celular rutinaria, y puede verse
incrementada por distintos factores como, el estrés por radicales libres, la radiaciéon UV,
el descenso de la cantidad de colesterol en las membranas o el incremento del calcio

citosolico (Pant et al., 2012).

5.3. Funcion de los exosomas
La primera funcion que se le atribuy6 a los exosomas derivados de células cultivadas en

monocapa, fue la de transportar las ecto-enzimas de la membrana de las que la célula
queria desprenderse (Trams et al., 1981). Mas tarde esta funcion de los exosomas fue
ampliada y se propuso que los exosomas son sumideros de proteinas obsoletas y de
membrana sobrante (Pant et al., 2012). Hoy en dia, a parte de ser considerados como

vehiculos de distintos tipos de moléculas, se conoce que los exosomas pueden ser
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captados por células receptoras a través de un mecanismo especifico y no al azar (Rana
and Zoller, 2011), y que el vertido del contenido de los exosomas produce una respuesta
en la célula hospedadora comparable a la desencadenada por los sistemas cldsicos de
sefalizacion celular (Pant et al., 2012) por lo que se les puede considerar reguladores de

la comunicacidén célula-célula.

Los exosomas estan presentes en la mayoria de los fluidos corporales como el
plasma, la orina, la saliva, el lavado bronqueoalveolar y el fluido cerebroespinal (Caby
et al., 2005; Simpson et al., 2009) y estan implicados en numerosos procesos, tanto
fisiolégicos como fisiopatologicos (Corrado et al., 2013). Asi, tienen actividad
inmunomoduladora, con efectos inmunosupresores e inmunoactivadores (Pant et al.,
2012). Participan en la supervivencia y metéstasis de tumores mediante la modificacion
del microambiente (Pant et al., 2012). Se ha descrito el papel de los exosomas en la
comunicacion entre neuronas en enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer,
Parkinson y neurodegeneracion inducida por Priones (Fevrier et al., 2004; Aguzzi and
Rajendran, 2009). También se han referido varios procesos de enfermedad
cardiovascular, como la arterioesclerosis (Hergenreider et al., 2012), hiperplasia del
corazén o disfunciéon de los miocardiocitos (Azevedo et al., 2007) en los que los

exosomas juegan un papel importante en su desarrollo.

Las células hepaticas se ha comprobado que actiian como células secretoras y
como receptoras de exosomas. A pesar de los limitados estudios realizados en el higado,
los datos parecen indicar que estas vesiculas son importantes en la fisiologia y
fisiopatologia del higado (Masyuk et al., 2013). Asi, se han relacionado con la
patogénesis del carcinoma hepatocelular (Kogure et al., 2011), la hepatitis virica (Tamai
et al., 2012) y la inflamacion hepdtica (Deng et al., 2009). Por otra parte, los exosomas
aislados de hepatocitos de raton contienen enzimas de la familia del citocromo P450 por
lo que podrian estar implicados en la detoxificacion de farmacos (Conde-Vancells et al.,

2008).
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OBJETIVOS

La finalidad del presente trabajo ha sido estudiar en modelos celulares los efectos de

los antipsicoticos sobre la homeostasis intracelular del colesterol, como exponente

de los efectos secundarios que producen dichos farmacos. Para ello se plantearon los

siguientes objetivos concretos:

Analizar los efectos de los antipsicéticos de segunda generacion sobre la

biosintesis de colesterol y la composicion en esteroles, en lineas celulares.

Estudiar los efectos de los antipsicoticos de segunda generacion sobre la via

endocitica de utilizacién de LDL.

Determinar los cambios en la expresion génica promovidos por la inhibicion de
la biosintesis y del trafico intracelular del colesterol por efecto de los

antipsicoticos de segunda generacion.

Analizar los efectos de los antipsicOticos de segunda generacidon sobre la

biosintesis de lipidos saponificables y la secrecion de apoB en hepatocitos.

Estudiar la posibilidad de aliviar el depdsito lipidico inducido por los
antipsicoticos, mediante el tratamiento con curcumina, un polifenol con

capacidad de estimular la secrecion de colesterol al medio extracelular.
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MATERIALES Y METODOS

Los reactivos empleados fueron de calidad para analisis o HPLC (cromatografia liquida

de alta eficacia) segtn el caso.

1. ANTIPSICOTICOS
Los antipsicoticos usados en este estudio fueron clozapina, haloperidol, risperidona y
ziprasidona, todos ellos de Sigma-Aldrich. También usamos un clasico inhibidor de
trafico intracelular, el U18666A (Tocris). Los compuestos fueron disueltos en DMSO
(dimetilsulfoxido), de manera que la concentracion final del solvente en el medio de

cultivo fuera del 0.044%.

2. LINEAS Y CULTIVOS CELULARES

2.1. Células HepG2
La linea celular de hepatoma HepG2 (ATCC HB-8065) fue elegida debido a su intenso
metabolismo lipidico, ademas de la participacion activa del higado en el metabolismo
de los antipsicoticos en el organismo. Estas células se mantuvieron en Dulbecco’s
modified Eagle’s Medium (DMEM) con alta concentraciéon en glucosa (Lab-Clinics)
suplementado con 10% de FBS (suero fetal bovino) (Gibco), 100 U/ml de penicilina
(Gibco), 100 pg/ml de estreptomicina (Gibco), 10 pg/ml de gentamicina (Gibco) y 0.1

mM de aminoacidos no esenciales (Gibco), en atmdsfera de CO; al 5%.

2.2. Células SH-SYSY
La linea celular humana de neuroblastoma SH-SYS5Y (ATCC CRL-2266) fue
seleccionada al ser las neuronas son la principal diana de los antipsicéticos desde el
punto de vista terapéutico. Las células se incubaron en medio RPMI 1640 (RPMI) (Lab-
Clinics), suplementado con 10% de FBS, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de
estreptomicina, 10 pg/ml de gentamicina y 2 mM de L-Glutamina (Gibco), en atmdsfera

de CO, al 5%.
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2.3. Células HL-60
La linea celular de promielocitos humanos HL-60 (ECACC 98070106) es muy util para
el estudio de la biosintesis de colesterol dado que normalmente es muy activa, debido al
alto requerimiento de este lipido para mantener la proliferacion celular. Fueron
cultivadas en medio libre de colesterol ITS+, con la siguiente composicion: RPMI,
suplementado con 625 pg/ml de transferrina (Roche), 625 pg/ml de insulina, 535 pg/ml
de 4cido linoléico acomplejado con albiimina de suero bovino (BSA), 625 ng/ml de
selenito de sodio, 125 pg/ml de albiimina de suero humano (Grifols), 100 U/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, y 10 ug/ml de gentamicina. Las células se

cultivaron en atmosfera de CO; al 5%.

24. Células THP-1
La linea de monocitos humanos THP-1 (ATCC TIB-202) se utilizé por la relevancia y
peculiaridades de la homeostasis del colesterol de los monocitos/macrofagos. Las
células se incubaron en medio RPMI, suplementado con 10% de FBS, 100 U/ml de
penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 10 pg/ml de gentamicina y 2 mM de L-

Glutamina, en atmosfera de CO; al 5%.

Para diferenciar las THP-1 a macréfagos, se sembraron a una densidad de 5x10°
cel/ml en su medio de cultivo y se trataron con 1.6x10’M PMA (phorbol myristate
acetate) durante 72 h, entonces el medio es reemplazado por un medio nuevo durante
48-72 h, tras lo cual las células adoptan el fenotipo de macréfagos (Daigneault et al.,

2010).

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 en
gradiente de densidad (Brown and Goldstein, 1974) a partir de dializados de pacientes
con hipercolesterolemia sometidos a aféresis de LDL en el Hospital Universitario

Ramén y Cajal.

Las Dil-LDL se elaboraron a partir de LDL humanas mediante marcaje con la sonda

fluorescente Dil (1,1 -dioctadecil-3,3,3,3 -tetrametil-in-docarbocianinaperclorato) (Life
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Technologies Corporation) segun el método descrito por Calvo y colaboradores (Calvo

et al., 1998).

El suero deficiente en lipoproteinas (LPDS) se obtuvo mediante ultracentrifugacion
de FBS a densidad 1.24 kg/l durante 40 h. Antes de su utilizacion, 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. DETERMINACION DE LA SINTESIS DE ESTEROLES
Para el andlisis de la sintesis y del contenido de esteroles se siguid el método de
Fernandez y colaboradores (Fernandez et al., 2002). Se incubaron 10° células HepG2 o
HL-60 en medio con 10% de LPDS o en medio libre de colesterol ITS+,
respectivamente, y con los distintos antipsicoticos a distintas concentraciones. Después
de 2 h de preincubacion en esas condiciones, se afiadieron al medio 40 pCi de ['*C]-
acetato (58 mCi/mmol) (Amersham-GE Healthcare) prolongédndose la incubacion

durante 8 h mas.

En los experimentos dirigidos a analizar la respuesta de las células tras la
retirada de los antipsicoticos, del medio (periodo de lavado), las células HepG2 se
incubaban en medio con 10% de LPDS en ausencia (control) o en presencia de los
distintos antipsicoticos durante 16 h, entonces se retird el medio de cultivo y se lavaron
las células con PBS. Se anadid medio fresco sin los antipsicéticos, suplementado con
40 uCi de "C-acetato y se incuban las células 8 h mas y se procesaron para su analisis
por HPLC. Para ello, las células se lavaron dos veces con PBS y se resuspendieron
finalmente en 500 pul de KOH (10%) para lisarlas. 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 etanolica y extraccion con hexano (Folch
et al., 1957). Esta ultima fraccion se inyectd en el equipo de HPLC. El porcentaje de
recuperacion total del proceso se determind en cada caso con un estdndar interno y fue

siempre superior al 60%.

La separacion cromatografica se realizé con una columna de fase reversa Luna Spm
C18 (250 x 4,60 mm, Phenomenex) para las muestras de HepG2 y una columna
Mediterranea SEA 18.5 pm C18 (250 x 4.60 mm, Teknokroma) para las HL-60. Los

lipidos se eluyeron con acetonitrilo-agua (95:5, v/v) para las HepG2 y con acetonitrilo-
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agua (95:3.5, v/v) para las HL-60 durante los primeros 37 min y a continuacién se
prosiguid la elucion con metanol absoluto a un flujo de 1.2 ml/min. El efluente fue
monitorizado simultdneamente por ultravioleta (UV) (detector de diodos Beckman 168;
Beckman Instruments) y radioactividad (LB-506 C-1, Berthold). La identificacién de
los esteroles se realizd por comparacion con los tiempos de retencion de estandares
puros y por analisis del espectro UV. El método de HPLC no puede resolver entre

zimostenol y colesterol ni entre zimosterol y desmosterol.

5. ANALISIS DE ESTEROLES POR CROMATOGRAFIA DE GASES
ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASAS (CG/EM)

Los esteroles se extrajeron como hemos explicado en el apartado anterior y se
disolvieron en tert-butilmetileter; posteriormente se derivatizaron utilizando N-metil-N-
trimetilsilil-trifluoroacetamida/trimetilsililimidazol (9:1). A continuacion se separaron y
analizaron utilizando el equipo Agilent 6890N GC acoplado al detector Agilent 5975
MS (Agilent Technologies) y una columna DB-5ms, 30 m x 0.25 mm, con un grosor de
0.1 um (Aligent Technologies). Como fase movil se utilizd helio, a un flujo de 1
ml/min. El portal de inyeccion se mantuvo a 260°C. La temperatura del horno al
principio se fij6 a 55°C, durante dos min, y se fue incrementando hasta 260°C con un
ratio de 55°C/min. A esa temperatura se mantuvo 10 min y se volvid a elevar hasta
310°C con un ratio de 7°C/min. Para la cuantificacion se utilizd un detector que
monitorizaba tanto en modo de barrido completo como en modo SIM (Selective lon
Monitoring) analizando los iones caracteristicos de cada esterol. Como estandar interno
se utilizd Sa-colestano. La cuantificacion directa se realizd por comparacion directa

frente a patrones segun correspondiera.

6. SINTESIS DE LiPIDOS
Las células HepG2 se incubaron en ausencia (control) o presencia de los distintos
antipsicoticos a una concentraciéon de 10 uM durante 20 h. Trascurrido ese tiempo, se
afiadi6 al medio 2 pCi de [2-"*C]-acetato (58 mCi/mmol) (Amersham-GE Healthcare)
por cada ml, prolongdndose la incubacion durante 4 h. En otros experimentos, las

células fueron incubadas en presencia de los antipsicoticos o en condiciones control,
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durante 20 h, luego las células se lavaron dos veces con PBS, y se incubaron otras 4 h

con [2-"*CJ-acetato en ausencia de los antipsicoticos.

En todos los casos, al final de la incubacion se lavaron las células dos veces con
PBS, se recogieron y se extrajeron directamente mediante el método de Folch (Folch et
al., 1957). Los grupos mayoritarios de lipidos se separaron mediante cromatografia en
capa fina (TLC), usando placas de Silica Gel F254 (Merck, EMD Millipore
Corporation) y una fase movil compuesta de hexano:dietil éter:acido acético glacial
(90:30:1, v:v:v). Los lipidos se visualizaron mediante tinciéon con vapores de yodo,
comparandolos con patrones. Las bandas correspondientes a fosfolipidos, acidos grasos
libres, triglicéridos y ésteres de colesterol, fueron recortadas y puestas en tubos con
liquido de centelleo para el contaje de su radiactividad (Tri-Carb 2800TR,
PerkinElmer).

7. SALIDA DE COLESTEROL AL MEDIO EXTRACELULAR
En primer lugar procedimos al marcaje de las LDL con [*H]-colesterol (Perkin-Elmer)
para lo cual seguimos lo previamente descrito con pequefias modificaciones (Xu et al.,
1992). A 2 ml de LDL a una concentracion de 5 mg de colesterol/ml en CINa 0.9% se le
afiade 200 uCi de [*H]-colesterol previamente secado bajo corriente de N y la mezcla

se incuba a 4°C durante 5-7 h con agitacion muy suave ocasional.

Para los experimentos, se sembraron HepG2 (5x10° células por condicion) en medio
con FBS 10% y se incubaron durante 24 h en esas condiciones. Pasado ese tiempo, se
cambi6 el medio por otro con LPDS al 10%, y se trataron con los distintos
antipsicoticos (10 uM) y 60 pg de colesterol/ml de LDL marcadas con [*H]-colesterol,
durante 22 h. Tras el tratamiento, se lavaron las células con PBS dos veces, se afiadio
medio sin suero asi como los correspondientes antipsicoticos y se incubaron otras 2 h en
ausencia (control) o en presencia de curcumina 30 pM. Transcurrido ese tiempo, se
recogio el medio y se midié la radiactividad presente. Por otro lado, las células se
lavaron dos veces con PBS y se lisaron con NaOH 0.1 M. El lisado se neutralizo con
HCI1 0.1 M y se midi¢ la radiactividad con ayuda del contador de centelleo liquido. La
salida de [*H]-colesterol se calculd como el tanto por ciento de [*H]-colesterol en el

medio respecto al total (células + medio).
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8. CUANTIFICACI(')N DE LA CAPTACION DE DII-LDL POR
CITOMETRIA DE FLUJO

Este anélisis se realizd segun lo descrito (Suarez et al., 2004). Se sembraron 5x10’
células HepG2 por cada condicion; tras 24 h en medio con FBS al 10%, se puso medio
con LPDS al 10% mas 30 pg colesterol/ml de Dil-LDL, y se trataron o no (control) las
células con los distintos antipsicoticos a 10 uM durante 22 h. Para determinar la
captacion inespecifica preparamos una réplica del experimento al cual se le traté igual
pero se le anadié 50 veces mas de LDL sin marcar. Las células fueron analizadas
usando un citometro de flujo (FACSscan, BD Bioescience). Los resultados se
expresaron como mediana de la intensidad de fluorescencia (MIF) especifica, que se
obtuvo al restar la florescencia inespecifica de la autoflorescencia a la total. Para

determinar la autoflorescencia se analizaron células no tratadas con Dil-LDL.

9. VALORACION DE PROTEINAS
La concentraciéon de proteinas se determind mediante acido bicinconinico con el kit

BCA Protein Assay (Pierce).

10. DETECCION DE APOB EN EL MEDIO EXTRACELULAR Y EN
LISADOS CELULARES

Se siguid el método publicado por Meex y colaboradores (Meex et al., 2011). Las
HepG2 se sembraron a razon 1x10° células por condicion. Las células se trataron con
los antipsicoticos (10 pM) durante 20 h o se dejaron sin tratar (control), luego se retird
el medio y se reemplazo por uno libre de metionina y cisteina (Invitrogen, Cat #21013-
024) con 5% FBS y 1% de glutamina, durante 1 h. A continuacién se anadié ~50 pCi
>S-metionina (Hartmann Analytic) a cada condicién durante 15 min, como trazador de
la sintesis de proteinas (Meex et al., 2011). Tras este pulso, se retird el medio, se
lavaron dos veces las células con PBS y se afiadi6 medio fresco con metionina fria (1.5
mg/ml) (Sigma) y 5% FBS y se dejoé incubando durante 3 h. Transcurrido ese tiempo se
recogi6 por un lado el medio de cultivo y por otro las células, que se lisaron segin se

describe mas adelante.

El mediéo se recogi6 en tubos que contenian 1 mM PMSF (fluoruro de

fenilmetilsulfonilo). Por su parte, las células se lavaron dos veces con PBS y se les
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afiadié tampon de lisis (10 mM PBS [pH 7.4], 125 mM NacCl, 36 mM dodecil sulfato de
litio, 24 mM desoxicolato y 1% Triton X-100) suplementado con inhibidores de
proteasas (Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-free, Thermo Scientific) y 1 mM
PMSF. Se pusieron las muestras en agitacion durante 30 min para favorecer la lisis,
después se recogieron los lisados en tubos y se calentaron a 95° C durante 30 min. Tras
lo cual, se dejaron en hielo 5 min, se agitaron bien las muestras y se centrifugaron a
10000 rpm durante 5 min queddndonos con el sobrenadante. Para la
inmunoprecipitacion de *>S-apoB-100, el medio de cultivo y el lisado celular se
mezclaron, por separado, con tampon NET (50 mM Tris-HCI [pH 7.4], 150 mM NacCl,
5 mM EDTA, 1% Triton X-100 y 0.1% SDS), inhibidor de proteasas, 5 pl del
anticuerpo primario (anti-apoB o anti-albumina) (Tabla 2) y proteina A Sefarosa
(Sigma) preparada al 10% en PBS. Los tubos se dejaron toda la noche a 4°C en una
noria. A la mafiana siguiente se centrifugaron los tubos a 7500 rpm durante 2 min, se
retird el sobrenadante y se anadido 1 ml de tampon NET, esto se repitio dos veces mas.
Tras el ultimo lavado se retird todo el sobrenadante y se afiadieron 30 pl de tampdn de
carga, se calentaron las muestras a 95°C 6 min y se dejaron en hielo 5 min, para separar
el complejo antigeno-anticuerpo de la Proteina A. Tras centrifugar, el sobrenadante se
utilizé para realizar una electroforesis SDS-PAGE usando geles Mini protean TGX 4-
15% (Bio-Rad, ref 4561083). Tras la electroforesis, los geles se fijan 1 h en metanol al
40% en acético al 10%, se lavan con etanol al 30% y se secan. A continuacioén se
expusieron a una placa Kodak Storage Phospho Screen (Amersham Biosciences), que
fue finalmente leida con el equipo Typhoon 9400 Phosphorlmager para cuantificar la

radioactividad.

Para calcular la cantidad total de proteina sintetizada y poder igualar las muestras, se
disponen por triplicado 20 pl de muestra (medio o lisado) en pequefios cuadrados de
papel Whatman. Se incuban en TCA (4cido tricloracético) al 10% durante 15 min a 4°C.
Después se lavan dos veces con TCA al 5% y se calientan en TCA 5% hasta casi
hervir. Después se lavan dos veces con etanol al 95% y se dejan secar. Por ultimo, se

cuantifica la radioactividad mediante un contador de centelleo liquido.

Los anticuerpos utilizados para la inmunoprecipitacion de las proteinas en el medio
extracelular y en el lisado celular fueron el anticuerpo frente a apoB (Calbiochem,
178467) y un anticuerpo frente a la albimina (Aviva Systems Biology, OAMA02965)

(Tabla 2). Para favorecer la degradacion intracelular de la apoB usamos CP-346086
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(Sigma) a una concentracion de 10 uM, como inhibidor de la MTP (microsomal
triglyceride transfer protein), que favore la degradacion de la apoB al impedir que se

cargue de lipidos.

11. AISLAMIENTO Y ANALISIS DE EXOSOMAS
Las células se sembraron a una densidad de 5x10° en medio de cultivo, al dia siguiente
se pusieron en medio con LPDS y LDL (60 pg de colesterol/ml), en ausencia (control) o
presencia de los distintos antipsicoticos a una concentracion de 10 uM durante 22 h.
Transcurrido ese tiempo, se lavaron las células dos veces con PBS, se les puso medio
sin suero, y se trataron nuevamente con los antipsicoticos a 10 uM, y a determinados
pocillos se les afiadi6 curcumina 30 uM, dejandose incubar durante 2 h. Una vez
terminada la incubacidn, se recogid el medio y se centrifugd a 800xg 10 min para
sedimentar las células, el sobrenadante se volvio a centrifugar dos veces a 12,000xg 30
min para eliminar residuos, por ultimo los exosomas fueron sedimentados a 100,000xg

durante 2 h (Thery et al., 2006) y se resuspendieron en PBS.

Por otro lado, las células se recolectaron por centrifugacion a 1500 rpm durante
5 min. Para lisarlas, se anadio 100 pl de tampén de lisis (Tris-HCI 50 mM [pH 7.5],
NaCl 125 mM, NaF 5 mM, NaP pyro 1.4 mM, Na;VO4 ImM, EDTA 1 mM, Nonidet
P40 1% e inhibidores de proteasas) durante 30 min. Tras lo cual, se centrifugaron a

10,000xg 10 min, recogiéndose el lisado celular en el sobrenadante.

11.1. Analisis de la actividad de la f-N-acetilglucosaminidasa
La cantidad de exosomas liberados por las células al medio, se cuantificé midiendo la
actividad de la B-N-acetilglucosaminidasa (B-hexosaminidasa), una enzima lisosomal.
Para ello se utiliz6 el kit comercial (Sigma-Aldrich, CS0780-1KT), que se basa en la
hidrolisis del sustrato 4-nitrofenil N-acetil-B-D-glucosaminidasa, liberando p-nitrofenol
que tras su ionizacion a pH basico puede medirse a 405 nm. También se midio la
actividad enzimadtica en el lisado celular, para calcular la actividad enzimatica total. La

cantidad de enzima liberada al medio se expres6 como porcentaje del total.
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11.2. Analisis de exosomas mediante citometria de flujo
Las células HepG2 se incubaron con los distintos antipsicoticos en presencia de Dil-
LDL (60 pg de colesterol/ml), posteriormente se trataron o no con curcumina segun lo
descrito anteriormente. Los exosomas se aislaron como se comenta en el Apartado 11,
tras lo cual, se adsorbieron a microesferas de latex de sulfato de aldehido de 4 pum
(aldehyde-sulfate latex vedas; Life Technologies Corporation) y se analizaron por
citometria de flujo. Para ello se toman 1.5x10° microesferas de latex por condicién y se
lavan dos veces con MES 0.025M (pH 6), para la cual se centrifugan a 12,000xg 10
min. A continuacion se incuban los exosomas y las microesferas de latex durante 1 h a
temperatura ambiente y después toda la noche a 4 °C con agitacion suave. Entonces se
centrifugan a 12,000xg 10 min, se retira el sobrenadante, y se resuspende la muestra en
glicina 100 mM en PBS, incubandose a temperatura ambiente 45-60 min para bloquear
las uniones de las microesferas de latex no ocupadas por los exosomas. Las muestras se
centrifugan a 12,000xg 10 min y se resuspenden en 1% de suero normal de cabra (NGS)
en PBS, incubidndose 15 min a temperatura ambiente; se centrifuga y se afiade el
anticuerpo primario CD63 (Tabla 2) a una dilucién 1/200 en 1% NGS en PBS
incubandose 2 h a temperatura ambiente. Se lavan las muestras y por ultimo se afiade el
anticuerpo secundario acoplado a FITC (fluoresceina isotiocianato) (BD Bioscience)
diluido 1/500 en 1% NGS en PBS, incubandose 30 min a 37°C y en oscuridad.
Transcurrido ese tiempo se analizan mediante el citometro de flujo (FACScan, BD

Bioescience).

11.3. Analisis de exosomas por microscopia electronica
Este analisis se realiz6 en colaboracion con la Unidad de Microscopia Electrénica de la
Universidad Autéonoma de Madrid. Los exosomas aislados se fijaron en
paraformaldehido (PFA) al 2% y se montaron en rejillas de carbon recubiertas del
polimero formvar. Después se realizd una post-fijacion en glutaraldehido al 1%. Tras
los lavados, las rejillas se contrastaron con acetato de uranilo al 2% y se embebieron en
una mezcla de acetato de uranilo al 0.8% y metilcelulosa al 2%. Las rejillas fueron

examinadas usando un microscopio electrénico JEOL JEM1010 (JEOL lItd.).
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Nombre del Anticuerpo (Anti-) Casa Comercial (referencia) Aplicacion
Actina Santa Cruz (sc-1616) WB
Albémin Aviva Systems Biology P
(OAMAO02965)
ApoB Calbiochem (178467) IP
CD63 Santa Cruz (sc-15363) WB
CD63 BD Biosciences (556019) ICC, FC
BCOP Affinity Bioreagents (PA1-061) ICC
EEAI BD Biosciences (610456) ICC
Flotilina-2 BD Biosciences (610383) WB
LAMP2 Abcam (ab25631) ICC
LBPA Echelon Biosciences (Z-SLBPA) 1CC
LISENINA PeptaNova ICC

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para western-blot (WB), inmunoprecipitacion (IP),
inmunocitoquimica (ICC) y citometria de flujo (FC).

12. INMUNODETECCION POR WESTERN-BLOT
Para la inmunodeteccion de las proteinas de interés se utilizaron 20-50 pg de proteina
celular o los exosomas aislados. Las muestras se solubilizaron en tampén de carga 5X
(Tris-HCI 321.5 mM [pH 6.8], glicerol 50%, SDS 10% y B-mercaptoetanol 25%), y se
calentaron a 100°C durante 5 min. Las proteinas se sometieron a electroforesis SDS-
PAGE en geles de 8-10% de poliacrilamida. Después, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Bio-Rad) mediante transferencia himeda, a 100V durante una hora o a
15V durante toda la noche, en ambos casos a 4°C. La unién de los anticuerpos primarios
a proteinas inespecificas se bloqued con caseina al 0.1% en TBS (Tris-HCI 10 mM,
NaCl 0.15 M, pH 7.4). A continuacion, las membranas se incubaron con los anticuerpos
primarios especificos segiin la proteina de interés (Tabla 2), disueltos en TBS-Tween

20 0.1 % toda la noche a 4°C, o 2 h a temperatura ambiente. Tras lo cual, las membranas
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se lavaron con TBS-Tween 20 0.1% y se incubaron con los anticuerpos secundarios
correspondientes, conjugados con IRDye 800CW o IRDye 680LT (LI-COR), en
dilucion 1:4,000-1:6,000, durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, se lavaron
con TBS-Tween 20 0.1%, y para la visualizacion se utilizo el equipo Odyssey Infrared

Imaging System (LI-COR).

13. INMUNOCITOQUIMICA

13.1. Inmunocitoquimica y microscopia confocal
Las células HepG2 y THP-1 diferenciadas se sembraron a 3x10* células por condicion
en cubres de cristal tratados con poli-D-lisina y se incubaron 24 h en medio completo,
tras lo cual se pasaron a un medio con 10% LPDS y se trataron con los distintos
antipsicoticos durante 20-24 h, o bien sin ellos (control). Al final de la incubacién, se
fijaron las células con PFA al 4% durante 5 min a temperatura ambiente, se lavaron dos
veces con PBS, y se tifieron durante 45 min a temperatura ambiente y en oscuridad, con
filipina (Sigma) (50 pg/ml) en PBS. Finalmente, las células se lavaron 3 veces con PBS,
se permeabilizaron con Triton 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
continuacion, se incubaron durante 2 h a temperatura ambiente con anticuerpos
primarios especificos para las distintas proteinas (Tabla 2), disueltos en BSA al 2%.
Los anticuerpos primarios se lavaron 3 veces con PBS y las células se incubaron con los
anticuerpos secundarios adecuados en cada caso (1/500), acoplados a Alexa 488 6 568
(Life Technology Corporation) durante 40-45 min y se lavaron 3 veces con PBS.
Finalmente, se montaron en los portaobjetos en medio de montaje ProLong Gold
antifade reagent (Life Technology Corporation). Las células se observaron y se

tomaron fotos de ellas, usando un microscopio confocal Nikon D Eclipse C1.

13.2. Tincion de esfingomielina
Las células se fijaron, permeabilizaron y bloquearon como se indica en el Apartado
13.1. A continuacidn, se incubaron con Lisenina 1 pg/ml (PeptaNova) en 2% BSA en
PBS durante 2 h, después se lavaron 3 veces con PBS. Entonces se incubaron con el

anticuerpo contra lisenina (1/200) en 2% BSA en PBS durante 1 h y se lavaron 3 veces
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con PBS. Por ultimo, se incubaron con el anticuerpo secundario para conejo conjugado
con Alexa 568 (1/500) 45 min y se montaron como se ha descrito anteriormente para su

observacion al microscopio.

13.3. Tinciéon con DQ-BSA
Utilizamos THP-1 diferenciadas que sembramos y tratamos como se explica en el
Apartado 13.1, durante las ultimas 4 h se suplemnt6 el medio de cultivo con DQ-BSA
(Life Technology, D12050) a una concentracion final de 1 pg/ml. El1 DQ-BSA es un
sustrato para las proteasas, el cual es captado por la célula a través de los receptores Fc,
y produce fluorescencia al ser hidrolizado. Una vez terminado el tratamiento las células
se fijaron, permeabilizaron y bloquearon como se indica en el Apartado 13.1.
Posteriormente se tifieron con filipina y se montaron como se indica en los apartados

anteriores, para su analisis mediante microscopia confocal.

14. EXTRACCION DE ARN, RETROTRANSCRIPCION Y PCR EN
TIEMPO REAL

14.1. Extraccion de ARN
Las células HepG2 se trataron con los antipsicéticos a distintas dosis y tiempos y se
homogeneizaron con TRI REAGENT™ (Sigma) en una proporcion de 1 ml por cada
10° células. Para la extraccién de ARN, se afiadié cloroformo en la proporcion de 200
uL por cada 1 mL de TRI REAGENT™. Se mezclaron bien utilizando el agitatubos y
se dejaron reposar durante 15 min a temperatura ambiente. A continuacion, las muestras
se centrifugaron a 12,000xg durante 10 min a 4°C y se extrajo la fase superior acuosa a
la que se le afiadi6 isopropanol 0,5 mL por cada 1 mL de TRI REAGENT™, se agitaron
con el agitatubos y se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 10 min. Se
centrifugaron a 12,000xg durante 10 min a 4°C y se descartd el sobrenadante. El
precipitado se resuspendi6 en etanol al 75% y se centrifugd durante 5 min en las mismas
condiciones anteriores; se descartd el sobrenadante con cuidado de no arrastrar el
precipitado y las muestras se dejaron secar para posteriormente ser resuspendidas en
agua DEPC precalentada a 65°C. Finalmente, las muestras se incubaron a 65°C durante

15 min para disolver el precipitado y se mididé su absorbancia a 260/280 nm en un
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espectrofotometro NanoDrop para conocer la concentracion de ARN, y se comprob6 su

integridad mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8%.

14.2. Retrotranscripcion (RT)
Para la RT se utilizo el kit de Takara Bio Inc. a partir de 500 ng de ARN en un volumen

final de 10 pL y las siguientes concentraciones de reactivos:

Reactivo Cantidad (unL)  Concentracion Final
5X Primerscript™ Buffer 2 1X
PrimerScript™RT Enzyme MixI 0.5
Oligo dT Primer (50 uM) 0.5 25 pmol
Random 6 mers (100 uM) 0.5 50 pmol
ARN total (500 ng)

Agua libre de RNAsas Hasta 10

La mezcla de reaccion se incub6 bajo las siguientes condiciones: 37°C, 15 min
(transcripcidn reversa); 85°C, 5 segundos (inactivacion de la transcriptasa inversa) vy,

finalmente, se mantuvieron a 4°C.

14.3. PCR en tiempo real
A continuacion, se llevo a cabo la PCR en tiempo real utilizando el kit LightCycler®
480 SYBER Green I Master (Roche) y el termociclador LightCycler® 2.0 (Roche). Para
ello se utilizé una dilucion 1/10 del ADNCc retrotranscrito. El protocolo de amplificacion

fue el siguiente:
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Temperatura (°C) Tiempo Tasa de rampa (°C/s)

PRE-INCUBACION 95 5 min 4.4
************************************************ 5 10s 44
INCUBACION 60 15 2.2

72 15s 4.4
************************************************ 5  ss a4
CURVA DE MELTING 65 1 min 2.2
(curvas de disociacion) 97 -—- 0.11

(adquisicion S por “C)

CENFRIAMIENTO 0 s s

Se valoraron las curvas de melting (temperatura de fusion) de cada uno de los
genes y los productos de la reaccion de PCR se separaron en un gel de agarosa 2% para
confirmar la presencia de un solo producto. La eficiencia de la reaccion fue evaluada
mediante la amplificacion de diluciones seriadas de ADNc (1:10, 1:100, 1:1,000 y
1:10,000). Nos aseguramos de que la relacion entre las Ct (cycle treshold, o punto de
cruce) y el log [ARN] era lineal (-3.6 < pendiente < 3.2). Las muestras se analizaron por
triplicado, y la cantidad relativa de los genes diana se normaliz6 con la expresion de un
gen de referencia o housekeeping: RPLPO que codifica para una proteina acida de la
subunidad 60S del ribosoma. Los resultados se analizaron con la plataforma informatica

del termociclador (LightCycler® 480 software, version 1.5).
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Los primers (cebadores) utilizados fueron los siguientes:

Gen Gene Bank ID Primer Secuencia §" > 3’
ABCAl  NM_005502.3 ABCAl Fw  GCACTGAGGAAGATGCTGAAA
ABCA1 Rev AGTTCCTGGAAGGTCTTGTTCA
FASN NM_004104.4 FASN Fw TACGTACTGGCCTACACCCAGA
FASN rev TGAACTGCTGCACGAAGAAGCATAT
HMGR BC033692 HMGR Fw GGACCCCTTTGCTTAGATGAAA
HMGR Rev  CCACCAAGACCTATTGCTCTG
LDLR NG_009060 LDLR Fw GCGAAGATGCGAAGATATCGATG
LDLR Rev CCGGTTGGTGAAGAAGAGGTAG
RPLPO  BCO000087 RPLPO Fw CCTCATATCCGGGGGAATGTG
RPLPORev =~ GCAGCAGCTGGCACCTTATTG
SREBFI NM _004176.4 SREBF1 Fw GCAAGGCCATCGACTACATTC
SREBF1 Rev. GACAGCAGTGCGCAGACTTA
SREBF2 NM_004599 SREBF2 Fw  CTCACCTTCCTGTGCCTCTC
SREBF2 Rev.  AGGCATCATCCAGTCAAACC

Tabla 3. Secuencia de los primers utilizados en las reacciones de q-PCR.

15. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos se muestran como la media =+ EE. Los analisis estadisticos se realizaron

usando test ANOVA de una via o de dos vias, segiin lo necesario y posterior analisis

para comparar los diferentes grupos o condiciones entre si. La diferencia entre dos

valores se consider6 significativa cuando el p-valor fue <0.05.
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RESULTADOS

1. EFECTO DE LOS ANTIPSICOTICOS SOBRE LA BIOSINTESIS DE
COLESTEROL

1.1. Estudio del efecto de los antipsicéticos sobre la sintesis de colesterol
en células HepG2

Nuestro grupo ya habia descrito la inhibicion de la colesterogénesis por parte del
haloperidol (un antipsicotico tipico o de FGA) en las lineas humanas HL-60
(promielocitos) y SH-SYSY (neuroblastoma). En ambos tipos celulares, el haloperidol
inhibe las reacciones catalizadas por la A’-reductasa, la A*’-isomerasa y la A'-
reductasa (Sanchez-Wandelmer et al., 2009b; Sanchez-Wandelmer et al., 2010). En el
presente trabajo quisimos determinar si los antipsicéticos de segunda generacion (SGA)

también inhibian la colesterogénesis.

Para llevar a cabo este estudio, primeramente utilizamos las células de hepatoma
humano HepG2 debido a que poseen un intenso metabolismo lipidico y porque el
higado tiene una participacion activa en el metabolismo de estos farmacos en el
organismo. Se utilizaron células en fase exponencial de crecimiento, que se incubaron
durante 10 horas en medio con LPDS en ausencia (células control) o en presencia de los
distintos antipsicoticos (clozapina, risperidona y ziprasidona, y haloperidol para
comparacion) a las concentraciones de 5, 10 y 25 uM. A las 2 horas de iniciar el
tratamiento, se afiadi6 al medio ['*C]-acetato y se incubaron las células durante 8 horas
mas. La radioactividad incorporada a las distintas especies de esteroles sintetizados, asi

como la naturaleza de los mismos se analizo mediante HPLC en fase reversa.

En las células incubadas en la condicion control, la radioactividad aparecio
principalmente en forma de colesterol (pico 1) y también desmosterol (pico 2) (Figura
5). Como esperabamos, el tratamiento con haloperidol, redujo la incorporacion de
radioactividad al colesterol (a menos del 10% del control, ya con la menor dosis
utilizada) e incrementd la incorporacion de radioactividad a distintos precursores del
colesterol como el 7DHC (pico 3), zimosterol (pico 8), colesta-8,14-dien-3p-ol (pico
11) y colesta-8,14,24-trien-3B-0l (pico 12). La magnitud de estos efectos era

dependiente de la dosis (Figura 5). Estos resultados confirman que, también en las
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células HepG2 el haloperidol inhibe las reacciones de la biosintesis de colesterol
catalizadas por la A’-reductasa, la A*’-isomerasa y la A'*-reductasa, en orden
decreciente de actividad (Sanchez-Wandelmer et al., 2009b; Sanchez-Wandelmer et al.,

2010).

El tratamiento con clozapina resultd en un pequeiio descenso en la incorporacion
de radioactividad al colesterol (un 15% menos que la del control con cualquiera de las
dosis) y un incremento en la incorporacion de radioactividad en desmosterol/zimosterol
(pico 2/8), lo que indica una inhibicién de la A**-reductasa y/o de la A*’-isomerasa
(Figura 5). Por su parte, el tratamiento con la risperidona supuso una reduccion de la
incorporacion de radioactividad al colesterol (65-95% con respecto al control, segiin la
dosis) y el incremento en 7DHC (pico 3) de manera dependiente de la dosis. A la mayor
concentracion de risperidona, también se incrementd la radioactividad en lanosterol
(pico 14) y colesta-8,14-dien-3B-ol (pico 12). Estos resultados sugieren una inhibicion
de las reacciones catalizadas por la A’-reductasa, A'*-reductasa y la 14a-desmetilasa por
efecto de la risperidona. Por ultimo, el tratamiento con ziprasidona, incluso con la
menor dosis (5 pM), bloqued completamente la sintesis de colesterol (Figura 5),
mientras que la radioactividad aparecia en los siguientes esteroles intermediarios: 7DHC
(pico 3), colesta-8,14-dien-33-o0l (pico 11) y colesta-8,14,24-trien-33-o0l (pico 12). Esto
puede atribuirse a una inhibicién de las enzimas A’-reductasa y A'*-reductasa, por

efecto de la ziprasidona.

1.2. Estudio del efecto de los antipsicéticos sobre la sintesis de colesterol

en células HL-60

Para esclarecer si estos efectos de los SGA tienen caracter general se repitio el
experimento, esta vez utilizando la linea celular de promielocitos humanos HL-60, la
cual resulta muy tutil para este estudio debido a la alta tasa de sintesis de colesterol que

presentan para mantener la intensa proliferacion celular.
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Figura 5. A: Efecto de los antipsicéticos en la incorporacion de acetato radioactivo a
esteroles en células HepG2. Las células se trataron con haloperidol, clozapina, risperidona y
ziprasidona a las concentraciones indicadas o con vehiculo (control) y se afiadio ['*C]-acetato
durante 8 h. Panel superior. La incorporacion de radioactividad a los esteroles se determiné por
HPLC acoplado a un detector de radioactividad. Panel inferior: Espectro UV de los esteroles
de células no tratadas (control) y tratadas con haloperidol, clozapina, risperidona y ziprasidona
(25 uM). Se muestran los resultados de un experimento representativo. Los nlimeros
corresponden a: 1, colesterol; 2, desmosterol; 3, 7DHC; 4, 7-deshidrodesmosterol (7DHD); 8,
zimosterol; 11, colesta-8,14-dien-3B-ol; 12, colesta-8,14,24-trien-3B-ol y 14, lanosterol. El
método de HPLC no resuelve entre colesterol y zimostenol y entre desmosterol y zimosterol. El
7DHC (pico 3) se distinguio de colesta-8,14-dien-3B-ol (pico 11) y el 7DHD (pico 4) de colesta-
8,14,24-trien-3B-ol (pico 12) por su distinto espectro de absorcion en UV.
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Figura 6. Efecto de los antipsicoticos en la incorporacion de acetato radioactivo a esteroles

en células HL-60. Las células se trataron con haloperidol, clozapina, risperidona y ziprasidona

a las concentraciones indicadas o con vehiculo (control) y se afiadio [14C]—acetat0 durante 8 h.

La incorporacion de radioactividad a los esteroles se determind por HPLC acoplado a un

detector de radioactividad. Se muestran los resultados de un experimento representativo. Los

numeros corresponden a: 1, colesterol; 2, desmosterol; 3, 7DHC; 4, 7DHD; 8, zimosterol; 11,
colesta-8,14-dien-3f-ol; 12, colesta-8,14,24-trien-3B-ol y 14, lanosterol. El método de HPLC no
resuelve entre colesterol y zimostenol y entre desmosterol y zimosterol. El 7DHC (pico 3) se
distinguid de colesta-8,14-dien-3p-ol (pico 11) y el 7DHD (pico 4) de colesta-8,14,24-trien-3p3-
ol (pico 12) por su distinto espectro de absorcion en UV (ver Figura 5).

En condiciones control, estas células acumularon ['*C]-acetato principalmente

en colesterol (pico 1) (Figura 6). El tratamiento de las células con haloperidol supuso

una profunda reduccién de la incorporacién de radioactividad al colesterol (pico 1),

mientras que se increment6 la radiactividad en 7DHC (pico 3), 7-deshidrodesmosterol

(7DHD) (pico 4) y colesta-8,14-dien-3B-ol (pico 11) (Figura 6). El tratamiento con

clozapina fue menos potente en cuanto a la inhibicion de la biosintesis de colesterol,

aunque con la dosis mas alta utilizada se observé un incremento en la incorporacion de
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['*CJ-acetato a 7DHC (pico 3), 7DHD (pico 4) y latosterol (pico 5). El tratamiento con
risperidona redujo la incorporacion de radioactividad al colesterol e incrementd su
presencia en 7DHC (pico 3), todo ello de manera dependiente de la dosis, lo que
muestra la inhibicion de la A’-reductasa (Figura 6). Por ultimo, la ziprasidona redujo la
radioactividad en colesterol y aument6 la de 7DHC (pico 3), colesta-8,14-dien-33-ol
(pico 11), colesta-8,14,24-trien-3B-ol (pico 12) y lanosterol (pico 14), lo que indica la

inhibicién de las actividades A’-reductasa, A'*-reductasa y 14a-desmetilasa.

1.3.  Analisis de la composicion de esteroles en células HepG2 por CG/EM
Para cuantificar los diferentes esteroles, la técnica de HPLC tiene ciertas limitaciones,

principalmente la falta de resolucion entre colesterol y zimostenol y entre desmosterol y
zimosterol respectivamente. Por ello, para confirmar y profundizar en el estudio de los
efectos de los antipsicoticos, analizamos la composicion de esteroles mediante CG/EM.
En primer lugar utilizamos células HepG2, las cuales fueron incubadas en ausencia
(control) o presencia de los distintos antipsicéticos y a distintas concentraciones durante
24 horas. En primer lugar, en la condicion control, estas células contienen unos 36 pg
de colesterol/mg proteina (Tabla 4). Ademdés presentan pequefias cantidades de
zimostenol, latosterol y desmosterol. Tras el tratamiento con los distintos antipsicoticos
ensayados, el contenido celular de colesterol disminuyd de manera dependiente de la
dosis mientras se incrementaron ciertos esteroles precursores. En las células tratadas con
haloperidol, se incrementaron notablemente 7DHC, zimostenol, colesta-8,14-dien-3-ol
y colesta-8,14,24-trien-3p-ol, y también FF-MAS (A%'***-dimetilcolestatrienol) y
zimosterol con la dosis de haloperidol més alta utilizada (Tabla 4). El tratamiento con
clozapina incremento6 el contenido en zimostenol, 8-deshidrocolesterol (8DHC) y
desmosterol. Las células tratadas con risperidona presentaban un incremento en la
cantidad de 7DHC, zimosterol, 8DHC, latosterol y desmosterol. Finalmente, en las
células tratadas con ziprasidona se observo un incremento en su contenido de 7DHC, y

especialmente de colesta-8,14-dien-33-ol y colesta-8,14,24-trien-3B-ol (Tabla 4).

En resumen, y asumiendo que la inhibicion de una enzima resulta en la
acumulacién de su sustrato, los resultados indican que en las células HepG2, el
tratamiento con haloperidol produce la inhibicion de las actividades A’-reductasa, la

A*'-isomerasa y A'*-reductasa. La clozapina inhibe la A**-reductasa y la A*'-isomerasa.
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La risperidona inhibe las actividades de A'-reductasa, A>’-isomerasa, A°’-desaturasa y

A**-reductasa. Y la ziprasidona inhibe la A'*-reductasa y la A’-reductasa.

1.4. Analisis de la composicion de esteroles en otros tipos celulares por
CG/EM

Quisimos extender el estudio de la composicion de esteroles a otros tipos celulares, para

confirmar los resultados observados en las células HepG2 (Tabla 4).

La composicion de esteroles en las células HL-60 fue algo distinta a la que
observada en las células HepG2 (Tabla 5). Asi, en condiciones controles, las células
HL-60 presentan un contenido de colesterol de unos 10 pg de colesterol/mg de proteina
celular, unas tres veces inferior que en las células HepG2. Por otro lado, las HL-60
apenas contienen esteroles precursores en la condicion control, salvo un poco de 7DHC
(Tabla 5), a diferencia de las HepG2, que contienen desmosterol (Tabla 4). Esto
sugiere que en la ultima parte de la biosintesis de colesterol (interconversion de
esteroles), la enzima limitante en las HL-60 es la A’-reductasa, mientras que en las

HepG2 es la A**-reductasa.

A continuacién pasamos a analizar el efecto de los antipsicOticos sobre la
composicion en esteroles. Observamos que a excepcion de la clozapina, todos los
antipsicoticos redujeron la concentracion de colesterol en las células HL-60 (Tabla 5).
Con haloperidol, incluso a la dosis mas baja, el contenido de 7DHC se increment6 tanto
que lleg6 a niveles comparables a los del colesterol en la condicidén control, y segiin se
aumentaba la dosis fueron aumentando las concentraciones de latosterol, 8DHC y
zimosterol, asi como de colesta-8,14-dien-3B-ol y colesta-8,14,24-trien-33-0l. Los
mismos intermediarios se vieron incrementados en las células tratadas con risperidona y
con ziprasidona, pero la intensidad del efecto fue distinta. La risperidona aumento
mucho el contenido de 7DHC, de manera dependiente de la dosis, y, con la mayor dosis,
se detectaron también zimostenol y colesta-8,14-dien-3B-ol, sustratos de la AY-
isomerasa y la A'"*-reductasa respectivamente (Tabla 5). El tratamiento con ziprasidona
produjo un marcado incremento en las concentraciones de colesta-8,14-dien-3[3-ol,
colesta-8,14,24-trien-3f-ol, sustratos de la A14—reductasa, y de 7DHC, sustrato de la A'-
reductasa; también aumenté el contenido de zimostenol. Por ultimo, el tratamiento con

haloperidol, clozapina y risperidona, en todos los casos también produjo un pequefio
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incremento de la concentracion de latosterol, lo que indica la inhibicion de la actividad

A>-desaturasa.

También estudiamos el efecto de los antipsicoticos sobre la composicion de
esteroles en la linea celular de neuroblastoma, SH-SY5Y, que se seleccion6 porque las
neuronas son la principal diana de los antipsicéticos desde el punto de vista terapéutico.
En la condicion control, el contenido de colesterol fue de unos 36 pg de colesterol/mg
proteina, similar al observado en las HepG2. En esa condicion, ademas se detectd
7DHC vy latosterol, lo que sugiere que las actividades A’-reductasa y A°-desaturasa son
limitantes en esta linea celular (Tabla 6). En cuanto al efecto de los antipsicoticos,
todos ellos disminuyeron el contenido celular de colesterol, incluso con la dosis mas
baja utilizada. En cuanto a los intermediarios acumulados, el tratamiento con
haloperidol 5 uM produjo una intensa elevacion de 7DHC (3 veces con respecto al
control), y también de colesta-8,14-dien-33-ol, zimostenol y latosterol aunque en menor
medida. Al incrementar la dosis de haloperidol, la concentracion de 7DHC decrecio
progresivamente, mientras que aumentaron las de los intermediarios mas distales,
especialmente colesta-8,14-dien-33-ol (Tabla 6). Estos resultados pueden atribuirse a la
inhibicién de las enzimas A’-reductasa > A'*-reductasa > A®’-isomerasa, en ese orden
de actividad. Cambios similares, salvo en zimostenol, se observaron tras el tratamiento
con risperidona y con ziprasidona, aunque en distinto grado, lo que revela la inhibicion
de las enzimas A’-reductasa y A'*-reductasa por accion de estos dos farmacos. Por
ultimo, la clozapina produjo un ligero incremento de la concentracion de zimostenol,
indicativo de la inhibicion de la A*’-isomerasa (Tabla 6). Esto contrasta con el fuerte
descenso en el contenido de colesterol por efecto de la clozapina, dependiente de la
dosis, lo que sugiere que este firmaco inhibe la biosintesis de colesterol antes del

lanosterol.
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CONTROL HALOPERIDOL CLOZAPINA RISPERIDONA ZIPRASIDONA
5pM 10pM  25pM (5SpM 10pM 25pM | 5pM 10pM 25pM | SpM 10pM 25pM
lanosterol 23 22 27 59 14 25 22 - — - — - —
dihidrolanosterol - - — — - - - - — - — - —
FF-MAS - - 39 134 - - - - - - - - -
MAS-412 - - - - - — - - - - - - -
colesta-8,14,24-trienol - (0.33) (0.60) (1.60) |- - - - - - (1.10) (1.08) (1.02)
colesta-8,14-dienol - 97 263 2010 |- - - - - - 3381 3172 2802
T-MAS - - - - - - - - - - - - -
MAS-414 - - - - - — - - — - - - -
zimosterol - - - 0.11) |- - - (0.05) (0.07) (0.05) |- - -
zimostenol 205 159 271 732 257 249 246 |206 218 172 — - —
8-deshidrocolesterol 29 - - - 32 86 - 54 41 31 - - -
AT*_colestadienol - - - — - - - - — - — - —
latosterol 142 40 — — 105 177 53 - - 277 - - -
7-deshidrodesmosterol - - — — - — - - — - - - -
7-deshidrocolesterol - 1149 1565 1935 |- - - 566 883 1316 | 631 - -
desmosterol 59 - - - 69 238 70 115 124 - - - -
colesterol 36476 28156 24475 22919 |28158 27893 25382 30606 29364 24710 |22263 21640 21720
ESTEROLES TOTALES | 36934 29623% 26640* 27789% | 28635 28668 25773 |31547° 306307 26506" | 26275" 24812% 24522°

Tabla 4. Efecto de los antipsicoticos sobre el contenido en esteroles en la linea celular HepG2. Las células se trataron durante 24 h con los antipsicoticos
(haloperidol, clozapina, risperidona y ziprasidona) a las dosis de 5, 10 y 25 uM, o bien con vehiculo (control). Los lipidos se extrajeron y se analizaron por
CG/EM. Los datos se expresan en ng de cada esterol por mg de proteina, a excepcion de los esteroles que no pudieron cuantificarse por carecer de patron, en
cuyo caso se expresan como % considerando el area del colesterol como 100% (se muestran entre paréntesis). “Esteroles Totales” se han calculado sin
considerar los esteroles que no pueden ser cuantificados . Media de dos experimentos. —, no detectado. FF-MAS (A*'***-dimetilcolestatrienol); MAS-412
(A*"-dimetilcolestadienol); T-MAS (A***-dimetilcolestadienol); MAS-414 (A®-dimetilcolestanol).
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CONTROL HALOPERIDOL CLOZAPINA RISPERIDONA ZIPRASIDONA
5p M 10pM 25puM | 5SpM 10pM 25pM | SpM 10pM 25puM | 5pM 10pM 25uM

lanosterol 55 53 72 84 71 47 53 72 83 72 84 123 173
dihidrolanosterol 37 19 - 23 29 16 14 22 - - 23 20 33
FF-MAS - - - 52 - - - - - - 60 86 90
MAS-412 - - - - - - - - - - - - 125
colesta-8,14,24-trienol - - - 0.87) |- - - - - - (1.37)  (2.29) (2.02)
colesta-8,14-dienol - 74 206 1122 - - - - - 206 4177 4407 3764
T-MAS 12 9 10 10 13 - 17 8 26 10 - - -
MAS-414 - - — - - 18 - - - - - - -
zimosterol - — — - - — (1.54) |- - — - - —
zimostenol 27 200 371 1051 49 55 70 - - 371 142 82 43
8-deshidrocolesterol 31 111 106 105 40 38 41 78 153 106 - — —
A7*_colestadienol - — — - - (0.07) (1.56) |- - — - - —
latosterol 143 276 271 291 171 142 127 172 106 271 159 82 65
7-deshidrodesmosterol - - - - - - - - - - - - -
7-deshidrocolesterol 204 12044 11800 7352 347 253 317 1318 4253 11800 |3434 1977 1239
desmosterol - - - - 22 24 77 - - — - - -
colesterol 10747 5038 4964 5587 11869 10606 9903 10796 7854 4964 |5628 5813 6189
ESTEROLES TOTALES 11256 17824 17800 15677* | 12611 11199* 10619* | 12466 12475 17800 |13707* 12590* 11721°

Tabla 5. Efecto de los antipsicoticos sobre el contenido en esteroles en la linea celular HL-60. Las células se trataron durante 24 h con los antipsicéticos
(haloperidol, clozapina, risperidona y ziprasidona) a las dosis de 5, 10 y 25 uM, o bien con vehiculo (control). Los lipidos se extrajeron y se analizaron por
CG/EM. Los datos se expresan en ng de cada esterol por mg de proteina, a excepcion de los esteroles que no pudieron cuantificarse por carecer de patron, en
cuyo caso se expresan como % considerando el area del colesterol como 100% (se muestran entre paréntesis). “Esteroles Totales” se han calculado sin
considerar los esteroles que no pueden ser cuantificados . Media de dos experimentos. —, no detectado. FF-MAS (A*'***-dimetilcolestatrienol); MAS-412
(A*"-dimetilcolestadienol); T-MAS (A***-dimetilcolestadienol); MAS-414 (A®-dimetilcolestanol).
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CONTROL HALOPERIDOL CLOZAPINA RISPERIDONA ZIPRASIDONA
5pM 10pM 25pM | 5pM 10pM 25pM | SpM 10pM 25puM S5uM 10pM  25pM
lanosterol 32 32 - 50 32 - 31 60 44 - 53 68 93
dihidrolanosterol - - - - - - — - - - — — —
FF-MAS - 143 227 199 - - - 45 30 30 576 593 651
MAS-412 - 111 - 216 - - - - - - 398 411 465
colesta-8,14,24-trienol - (1.34) ((3.07) (3.39) - - - - - - (3.48) (6.49) (5.73)
colesta-8,14-dienol 271 4184 8999 13893 - - - 437 118 104 9325 13943 12361
T-MAS 43 - - - 35 35 69 - - - - - -
MAS-414 155 64 57 - 97 89 77 - - - - - -
zimosterol - - - - - - - - - - - - -
zimostenol - 1002 1322 1160 259 302 261 - - - - — —
8-deshidrocolesterol 135 — — — - - - - - - - - -
A"*_colestadienol - - - - - - - (1.59) (1.8%) - - - -
latosterol 1938 2227 1251 663 | 1569 1650 860 904 916 626 357 205 186
7-deshidrodesmosterol - — — — — — — — — - — - -
7-deshidrocolesterol 5702 | 14286 6952  4642| 5692 4789 3626 | 10066 8092 7339 4123 2807 3141
desmosterol - - - - - - - — — - - - -
colesterol 36821 | 27569 26372 23243 | 29981 27725 17240| 26793 26432 25552 24421 23368 23792
ESTEROLES TOTALES 45097 | 49618" 45180° 44066"| 37665 34590 22164 | 38305* 35632% 33651 39253* 41395 40689*

Tabla 6. Efecto de los antipsicoticos sobre el contenido en esteroles en la linea celular SH-SYSY. Las células se trataron durante 24 h con los
antipsicoticos (haloperidol, clozapina, risperidona y ziprasidona) a las dosis de 5, 10 y 25 uM, o bien con vehiculo (control). Los lipidos se extrajeron y se
analizaron por CG/EM. Los datos se expresan en ng de cada esterol por mg de proteina, a excepcion de los esteroles que no pudieron cuantificarse por carecer
de patron, en cuyo caso se expresan como % considerando el area del colesterol como 100% (se muestran entre paréntesis). “Esteroles Totales” se han
calculado sin considerar los esteroles que no pueden ser cuantificados . Media de dos experimentos. —, no detectado. FF-MAS (A*'***-dimetilcolestatrienol);
MAS-412 (A*"*-dimetilcolestadienol); T-MAS (A***-dimetilcolestadienol); MAS-414 (A*-dimetilcolestanol).
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2. CAMBIOS EN LA BIOSINTESIS DE COLESTEROL TRAS RETIRAR
LOS ANTIPSICOTICOS DEL MEDIO DE CULTIVO (PERIODO DE
LAVADO)

Los resultados anteriormente expuestos muestran que el tratamiento con los distintos
antipsicoticos produce la inhibicion de diversas enzimas de la biosintesis de colesterol,
que conduce a la disminucion del contenido de colesterol y la acumulacion de
determinados esteroles precursores en la célula. En contraposicion a nuestros resultados,
otros autores habian mostrado que el pretratamiento de hepatocitos de rata con
clozapina (Lauressergues et al., 2010) y con risperidona (Lauressergues et al., 2011)
incrementaba la incorporacion de ['*C]-acetato a colesterol, mientras que el haloperidol
no la afectaba (Lauressergues et al., 2010). Estos resultados se obtuvieron determinando
la biosintesis de colesterol 4 horas después de retirar los antipsicoticos del medio de

cultivo.

A la vista de esta discrepancia, nos parecid oportuno estudiar en nuestras
condiciones, la biosintesis de colesterol tras retirar los antipsicoticos del medio de
cultivo (periodo de lavado). Para ello, las células HepG2 se trataron con haloperidol,
risperidona y ziprasidona, separadamente, durante 16 horas. Transcurrido ese tiempo, un
grupo de células se expusieron a los antipsicéticos durante 8 horas mas y a otro grupo se
les retir6 el medio, se lavaron y se afiadié medio nuevo sin los antipsicoticos. En las
ultimas 8 horas de incubacion se estudid la incorporacion de [“C]-acetato a los
esteroles. Como se muestra en la figura 7, en todos los casos, la eliminacion de los
antipsicoticos del medio de cultivo, se acompafiaba de un incremento de la
incorporacién de radioactividad a los esteroles, incluido el colesterol, alcanzdndose unos
niveles que en algunos casos superaban los observados en las células controles, no
expuestas a los antipsicéticos en el periodo precedente. Esos resultados demuestran, por
un lado que la inhibicién que ejercen los antipsicoticos mientras estan presentes, es
reversible. Por otro lado, sugieren que la exposicion a estos farmacos desencadena una
respuesta homeostatica, con aumento de la transcripciéon de las enzimas de la
colesterogénesis, que se manifiesta en una activacion de la biosintesis de colesterol una

vez se retiran los antipsicoticos del medio.
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Figura 7. Efecto de la retirada de los antipsicéticos del medio de cultivo, en la
incorporacion de acetato radioactivo a esteroles. Las células HepG2 fueron tratadas con
haloperidol, risperidona o ziprasidona a una concentracion de 10 uM o con vehiculo (control)
durante 16 h, después se afiadid '*C-acetato durante 8 h en ausencia (lavado) o presencia de los
antipsicoticos. Los nimeros corresponden a: 1, colesterol; 2, desmosterol; 3, 7DHC; 4, 7DHD;
11, colesta-8,14-dien-3f3-0l; 12, colesta-8,14,24-trien-3f3-ol.

3. EFECTO DE LOS ANTIPSICOTICOS SOBRE EL TRAFICO
INTRACELULAR DE COLESTEROL DE LAS LDL

Los antipsicoticos son aminas anfipaticas con la capacidad de interferir en la via
endocitica, como ya habia sido demostrado para el haloperidol en nuestro laboratorio
(Sanchez-Wandelmer et al., 2010), asi como para la clozapina (Kristiana et al., 2010).
En este trabajo quisimos profundizar en este estudio y extenderlo a otros antipsicoticos.
Como control positivo empleamos U18666A, que es un inhibidor del trafico intracelular
de colesterol a nivel del endo-lisosoma ampliamente utilizado a tal efecto (Liscum and
Faust, 1989). Las células HepG2 fueron incubadas con LDL marcadas con Dil (Dil-
LDL) a una concentraciéon de 30 pg de colesterol/ml de medio de cultivo y se
expusieron o no (control) a los antipsicdticos a una concentracion de 10 uM o al
U18666A (5 uM) durante 24 horas. Tras el tratamiento las células se tifieron con filipina
para detectar el colesterol libre y con anti-LAMP2 o anti-CD63 para marcar los

lisosomas, y fueron analizadas por microscopia confocal. Como se puede observar en la
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figura 8, el tratamiento con los antipsicoticos produjo una acumulacion de granulos
perinucleares brillantemente marcados con filipina, que a la vez eran positivos para
LAMP2 y CD63, indicando que el depodsito de colesterol libre se producia en el
compartimento endo-lisosomal (Figura 8). Lo mismo ocurria cuando tratamos las
células con U18666A. Es ilustrativo que el marcaje de filipina co-localizaba con el de
Dil, lo que indica que el colesterol acumulado proviene de las LDL. Estos resultados
sugieren que los SGA interfieren en la salida de colesterol desde los endo-lisosomas

hacia otros compartimentos subcelulares

A Filipina Dil-LDL LAMP2 Fusién

Control
haloperidol ..
clozapina
risperidona

ziprasidona

U18666A
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Figura 8. Efecto de los antipsicéticos sobre la acumulacion de LDL en los endo-lisosomas.
Las células HepG2 sin tratar (control) o tratadas con haloperidol, clozapina, risperidona y
ziprasidona 10 pM o U18666A 5 uM fueron incubadas en presencia de Dil-LDL (30 pg/ml de
colesterol). A: Al final de la incubacion las células se fijaron y se tifieron para colesterol con
filipina y para LAMP2, posteriormente se fotografiaron usando un microscopio confocal. B: Al
final de la incubacion las células se fijaron y se tifieron para colesterol con filipina y para CD63,
posteriormente se fotografiaron usando un microscopio confocal. Los resultados que se
muestran son representativos de tres experimento independientes.
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Para confirmar qué tipo de vesiculas se acumulaban por efecto de los
antipsicoticos, las células se tifieron con un anticuerpo frente a acido lisobisfosfatidico
(LBPA), un fosfolipido presente en la membrana luminal de los endosomas/lisosomas
(Piccoli et al.,, 2011). Como se observa en la figura 9, el tratamiento con los
antipsicéoticos o U18666A produce la acumulacion de granulos intensamente tefiidos
con filipina, que son positivos para LBPA y ademas colocalizan con Dil. Estos datos
reafirman que los antipsicéticos producen un bloqueo del trafico intracelular de las LDL
a nivel del compartimento endo-lisosomal, provocando la acumulacion de colesterol

libre y LBPA.

A continuacidon quisimos averiguar qué ocurria en etapas anteriores de la via
endocitica. Para ello utilizamos un anticuerpo frente a un antigeno presente en los
endosomas tempranos: EEA. Como puede observarse en la figura 10, en las células
tratadas con antipsicoticos no se apreciaron cambios en la distribucion e intensidad de la
sefal, en comparacion con el control. Este resultado permite concluir que el bloqueo del
trafico del colesterol-LDL que provocan los antipsicéticos (FGA y SGA) solo ocurre en

el compartimento endosoma tardio/lisosomal y no en los endosomas tempranos (Figura

10).

Otra pregunta que nos parecia interesante resolver era si aparte del colesterol,
los antipsicéticos producian la acumulacion de otros lipidos que también son
transportados por las LDL, tomando como referencia la deficiencia de NPCI, en la que
hay un defecto en el transporte de las LDL que conduce a la acumulacion de colesterol
libre, esfingosina y esfingolipidos en el endo-lisosoma (Lloyd-Evans et al., 2008). Para
ello, las células fueron expuestas a lisenina, una proteina con alta afinidad por la
esfingomielina, que después fue detectada con un anticuerpo anti-lisenina. Como se
muestra en la figura 11, las células tratadas con los antipsicoticos no acumularon mas
esfingolipidos en el compartimento endo-lisosomal comparadas con las células control.
Sin embargo, una mayor tincion para lisenina se observo en las células tratadas con
U18666A. Con estas imagenes podemos concluir que los antipsicoticos no interfieren
en el trafico de esfingolipidos desde los endo-lisosomas hacia otros compartimentos

celulares, a diferencia de lo que ocurre en la enfermedad de Niemann-Pick C.
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Figura 9. Efecto de los antipsicéticos sobre la acumulaciéon de LBPA en los endo-lisosomas.
Las células HepG2 sin tratar (control) o tratadas con haloperidol, clozapina, risperidona y
ziprasidona 10 pM o U18666A 5 uM fueron incubadas en presencia de Dil-LDL (30 pg/ml de
colesterol). Al final de la incubacion las células se fijaron y se tifieron para colesterol con
filipina y para LBPA, posteriormente se fotografiaron usando un microscopio confocal.
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Figura 10. Efecto de los antipsicéticos sobre la acumulacién de LDL en los endosomas
tempranos. Las células HepG2 sin tratar (control) o tratadas con haloperidol, clozapina,
risperidona y ziprasidona 10 puM fueron incubadas en presencia de Dil-LDL (30 pg/ml de
colesterol). Al final de la incubacion las células se fijaron y se tifieron para colesterol con
filipina y para EEA1, posteriormente se fotografiaron usando un microscopio confocal.
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Figura 11. Efecto de los antipsicéticos sobre la acumulacion de esfingomielina. Las células
HepG?2 sin tratar (control) o tratadas con haloperidol, clozapina, risperidona y ziprasidona 10
uM o U18666A 5 uM fueron incubadas en presencia de LDL (30 pg/ml de colesterol). Al final
de la incubacion las células se fijaron y se tifieron para colesterol con filipina y para lisenina,
posteriormente se fotografiaron usando un microscopio confocal.
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Al centrarse el efecto de los antipsicdticos en el compartimento endo-
lisosomal, quisimos averiguar si los antipsicoticos afectaban de algin modo la
funcionalidad de las proteasas presentes en este compartimento. Para llevar a cabo este
estudio utilizamos DQ™ BSA (DQ-BSA), un derivado de albimina marcado con
BODIPY® FL que inicialmente no emite fluorescencia. Después de su union a los
receptores Fc, el complejo es internalizado y tras la hidrélisis de la proteina, emite
fluorescencia. Ya que el complejo es internalizado mediante receptores Fc, se necesita
otro modelo celular, distinto de las HepG2, donde se exprese dicho receptor. Para ello
utilizamos células THP-1 diferenciadas a macréfagos. Estas células fueron tratadas con
los distintos antipsicoticos o U18666A e incubadas con Dil-LDL, asi como con DQ-
BSA. En todos estos casos comprobamos la presencia de sefial fluorescente del DQ-
BSA procesado, incluso con mayor intensidad que en el control, lo que indica que los
antipsicoticos no afectan la actividad de, al menos, las proteasas acidas lisosomales

(Figura 12).

Por ultimo, analizamos otro compartimento celular clave en el trafico
intracelular de lipidos, como es el aparato de Golgi. Para ello, las células HepG2 fueron
incubadas con Dil-LDL y tratadas con los antipsicoticos o UI8666A como
anteriormente. Una vez finalizado el tratamiento, las células se tifieron con filipina y
con un anticuerpo frente a la proteina BCOP del Golgi y se analizaron por microscopia
confocal. La figura 13 muestra claramente que no se produce ninguna acumulacioén de

Dil o de colesterol libre en el aparato de Golgi, ni se altera su disposicion en la célula.
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Figura 12. Efecto de los antipsicoticos sobre la actividad de las proteasas lisosomales. Los
macrofagos THP-1 sin tratar (control) o tratados con haloperidol, clozapina, risperidona y
ziprasidona 10 uM o U18666A 5 uM fueron incubados en presencia de Dil-LDL (30 pg/ml de
colesterol). Cuatro h antes de la fijacion se afiadio DQ-BSA 1 pg/ml. Al final de la incubacion
las células se fijaron y se tifieron para colesterol con filipina, posteriormente se fotografiaron
usando un microscopio confocal.
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Figura 13. Efecto de los antipsicéticos sobre la acumulacion de LDL en el aparato de
Golgi. Las células HepG2 sin tratar (control) o tratadas con haloperidol, clozapina, risperidona y
ziprasidona 10 uM o U18666A 5 uM fueron incubadas en presencia de Dil-LDL (30 pg/ml de
colesterol). Al final de la incubacion las células se fijaron y se tifieron para colesterol con
filipina y para B-COP, posteriormente se fotografiaron usando un microscopio confocal.
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4. EFECTO DE LOS ANTIPSICOTICOS SOBRE LA EXPRESION
GENICA

Nos planteamos la hipotesis de que la inhibicién de la biosintesis de colesterol y el
bloqueo del trafico del colesterol procedente de LDL por efecto de los antipsicéticos,
podria resultar en la activacion de los factores de transcripcion SREBP y, con ello, la
expresion de sus genes diana, lo que produciria una estimulacion transitoria de la
biosintesis de lipidos tras la eliminacion de los antipsicoticos del medio de cultivo. Para
analizar esta hipdtesis, primero determinamos los niveles de expresion de SREBF2,
HMGR y LDLR que estan regulados por la forma activa de SREBP-2. Las células
HepG2 fueron incubadas en medio LPDS suplementado con LDL (30 pg de
colesterol/ml), en presencia de los antipsicoticos (haloperidol, clozapina, risperidona y
ziprasidona) a 10 uM durante 2, 4, 16 horas o bien 16 horas en presencia de los mismos
mas 8 horas después de haberlos retirado del medio y poner medio sin antipsicoticos
(16h+8h). En la condicion control (sin antipsicéticos), tras la adicion de las LDL las
células sufrieron un descenso en la expresion de estos genes, atribuible a la acrecion de
colesterol (Tabla 7). En las células tratadas con los antipsicoticos, se observa un
incremento en la expresion de los genes SREBF2, HMGR y LDLR con respecto a la
condicién control, sobre todo a tiempos cortos, persistiendo a las 16 horas el efecto para

algunos antipsicoticos (Tabla 7).

Durante el periodo de lavado (16h+8h), debido a la retirada de las LDL del
medio de cultivo, la expresion de SREBF2 y LDLR tendié a aumentar en todos los
tratamientos, incluso en el control con respecto al tiempo 16 horas (Tabla 7). En
general, este efecto rebote fue mas pronunciado en las células pretratadas con los
antipsicéticos, sobre todo en el caso del LDLR, en el que el test ANOVA para los
factores antipsicotico y lavado, muestra que existe una interaccion entre ambos (p <
0.0001). No obstante, al final del tiempo de lavado, los niveles d¢ ARNm para SREBF2,
LDLR y HMGR en las células tratadas previamente con clozapina, estaban
significativamente aumentados con respecto al control. Con risperidona y ziprasidona
también se detectd un fuerte efecto rebote, pero solo para LDLR y HMGR, aunque los
niveles de ARNm no superaron los niveles observados en el control en el caso de la
ziprasidona (Tabla 7). Hay que destacar que, a diferencia de los otros genes, los niveles
de ARNm de HMGR, en la mayoria de los casos no se incrementaron tras la eliminacion
de las LDL del medio de cultivo; de hecho, en las células previamente tratadas con

haloperidol y ziprasidona, la expresion de HMGR disminuy6 significativamente con
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respecto al tiempo 16 horas; aun asi, en la mayoria de los casos (haloperidol, clozapina
y risperidona), los niveles de ARNm de HMGR permanecieron elevados con respecto al

control (Tabla 7).

Aunque la actividad del factor de transcripcion SREBP-1 estd regulada por
diversos factores, la disminucion del colesterol libre en la membrana del RE se conoce
que fomenta su activacion (Figura 3), por ello quisimos analizar la expresion de dos de
sus genes diana: SREBF1 y FASN. En las células incubadas en la condicion control, la
expresion de ambos genes descendio en respuesta a la presencia de LDL en el medio de
cultivo, y no hubo cambios significativos tras la retirada de las LDL (16h+8h) (Tabla
8). En las células tratadas con los antipsicoticos, los niveles de ARNm de SREBF1 y

FASN estaban aumentados con respecto al control, especialmente a tiempos cortos.

Tras la retirada de las LDL, con respecto al control observamos un ligero
descenso en los niveles de ARNm de SREBF'I en las células previamente tratadas con
los antipsicoticos haloperidol, risperidona y ziprasidona, no observandose cambios con
la clozapina (Tabla 8). En el caso de la expresion de FASN, la clozapina produjo un
aumento significativo y la ziprasidona una disminucién con respecto al control, no

habiendo cambios significativos en las células tratadas con haloperidol y risperidona.

En el periodo de lavado, en comparacion con el tiempo 16 horas, no se
observaron cambios significativos en la expresion de SREBFI en las células tratadas
con haloperidol, clozapina o risperidona mientras que descendié claramente en las
células tratadas con ziprasidona (Tabla 8). Con respecto a FASN, el lavado en las
células tratadas previamente con los antipsicoticos, excepto risperidona, se acompaii6 de
un fuerte descenso de los niveles de ARNm.

También medimos la expresion de ABCAI, que estd gobernada principalmente
por LXR (Tall, 2008). En la condicion control no se detectaron cambios en respuesta a
las LDL ni tras el lavado (Tabla 8). En las células tratadas con los antipsicoticos no se
observaron grandes cambios en comparacion con el control, a excepcion de una ligera
disminucion a las 4 horas en las células tratadas con ziprasidona y un ligero incremento

a las 2 horas en células tratadas con haloperidol.
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Control Haloperidol Clozapina Risperidona Ziprasidona
SREBF20h | 1.000+0.038
2h 0.823+0.069 1.12440.074%%% | 1.25440.062%*** 1.045+0.038%* 1.19240.070%%*
4h 0.911+0.061 1.460+0.101%*** | 1,081+0.041 1.041+0.108 1.186+0.065%*
16 h 0.517+0.055" | 0.854+0.059%** | 0.743+0.099* 0.545+0.071 0.588+0.065
16 h+8 h 0.734+0.040 0.95840.084%* 0.869+0.024* 0.695+0.029 0.82840.051
HMGR Oh | 1.000+0.052
2h 0.806+0.061 1.086+0.082%%% | 1.209+0.029%*** 1.048+0.054%* 1.075+0.057%%%*
4h 0.659+0.050™ | 1.294+0.101%*** | 1.206£0.05]%**** 0.814+0.020%* 0.832+0.040%*
16 h 0.26340.014™ | 0.525+0.038%*** | (.746£0,037%*** 0.245+0.011 0.447+0.03 5% %%
16 h+8 h 0.300+0.020 0.35440.019%*" | 0.659+0.014%*** 0.3694+0.012%*"" | 0.235+0.01 1 **
LDLR Oh | 1.000+0.026
2h 0.748+0.035"" | 0.978+0.046%** 1.35540.078%%%* 1.022+0.046%%% | 1.185+0.040%***
4h 0.548+0.022" | 1.104+0.081**** | 1.313+0.035%*** 0.708+0.012%* 0.770+0.018%**
16 h 0.448+0.020"" | 0.474+0.044 0.685+0.032%*** 0.33740.021%* 0.297+0.012%%**
16 h+8 h 0.600+0.059""" | 0.552+0.020" 0.869+0.024%*** 1. 715+0.051%" | 0.400+£0.015%**+

Tabla 7. Efecto de los antipsicoticos sobre la expresion de genes del metabolismo lipidico. Las células HepG2 se cultivaron en medio con LPDS. Al
tiempo 0, se les afiadié LDL (30 pg/ml de colesterol) y los diferentes antipsicéticos a 10 uM o no (control) y las células se dejaron incubar durante 2, 4, 16 h o
16 h mas 8 h adicionales (16 h + 8 h) tras retirar el medio y ser sustituido por uno sin LDL. A los tiempos indicados, se extrajo el ARN y las especies se
cuantificaron mediante RT-PCR. Los niveles de expresion se normalizaron frente a la expresion del ARNm de Rplp0. La expresion se expresa como la media
+ EE de tres experimentos independientes realizados por triplicado. Para el estudio estadistico se realizd un ANOVA para ver el efecto de los distintos
antipsicoticos sobre la expresion de genes y otro para comprobar el efecto de las LDL a lo largo del tiempo sobre la expresion génica en el control. Ademas,
para el estudiar el efecto del lavado sobre los niveles de ARNm, realizamos una ANOVA para los factores lavado y antipsicotico. En todos los casos,
posteriormente se realizo el test de Bonferroni. Las comparaciones estadisticas son frente al control (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001) o los
distintos tiempos en el control frente al tiempo 0 h (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001) o tiempo 16 h + 8 h frente a tiempo 16 h (" p<0.05, * *
p<0.01, """ p<0.001, """ p<0.0001).
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Tabla 8. Efecto de los antipsicdticos sobre la expresion de genes del metabolismo lipidico. Las células HepG2 se cultivaron en medio con LPDS. Al
tiempo 0, se les afiadio LDL (30 pg/ml de colesterol) y los diferentes antipsicéticos a 10 uM o no (control) y las células se dejaron incubar durante 2, 4, 16 h o
16 h mas 8 h adicionales (16 h + 8 h) tras retirar el medio y ser sustituido por uno sin LDL. A los tiempos indicados, se extrajo el ARN y las especies se
cuantificaron mediante RT-PCR. Los niveles de expresion se normalizaron frente a la expresion del ARNm de Rplp0. La expresion se expresa como la media
+ EE de tres experimentos independientes realizados por triplicado. Para el estudio estadistico se realiz6 un ANOVA para ver el efecto de los distintos
antipsicoticos sobre la expresion de genes y otro para comprobar el efecto de las LDL a lo largo del tiempo sobre la expresion génica en el control. Ademas
para el estudiar el efecto del lavado sobre los niveles de ARNm, realizamos una ANOVA para los factores lavado y antipsicotico. En todos los casos
posteriormente se realizo el test de Bonferroni. Las comparaciones estadisticas son frente al control (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001) o los
distintos tiempos en el control frente al tiempo 0 h (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001) o tiempo 16 h + 8 h frente a tiempo 16 h (" p<0.05, * *

Control Haloperidol Clozapina Risperidona Ziprasidona
SREBFI0h | 1.000+£0.015
2h 1.021+0.017 1.228+0.044**** | 0.964+0.032 0.962+0.011 0.967+0.032
4h 0.7374+0.027"" | 0.930£0.029%** | 1.474+0.075%*** | 1.150+£0.028%*** | (0.976+0.021%**
16 h 0.840+0.034™ | 0.741+0.021%* 0.92840.028* 0.876+0.014 0.955+0.037%**
16 h+8 h 0.882+0.023 0.715+0.015%%%% | 0.914+0.013 0.7760.028%*% | (0.689+(.0] 9%k
FASN 0h | 1.000+0.018
2h 0.933+0.023 1.200+0.044**** | 1.035+0.012%* 0.918+0.033 1.018+0.018*
4h 0.70440.0227 | 1.357+0.135%**%* | 1.026+0.057*** | 0.909+0.018* 0.877+0.013*
16 h 0.476+0.0217% | 0.867+0.046**** | (0.744+0.035%*** | 0.462+0.016 0.59540.013%*
16 h+8 h 0.45140.020 0.457+0.016™" | 0.580+0.024*** ™ | 0.468+0.019 0.35240.028%*
ABCAIOh | 1.000+0.050
2h 1.026+0.054 1.200+0.031%* 1.013+0.048 1.048+0.053 1.046+0.011
4h 1.130+0.039 0.986+0.040 1.11140.065 1.017+0.107 0.885+0.035%*
16 h 0.938+0.061 0.955+0.030 0.914+0.060 0.888+0.052 0.907+0.025
16 h+8 h 1.007+0.043 1.051+0.049 1.042+0.055 0.931+0.035 1.107+0.058"

p<0.01, """ p<0.001, """ p<0.0001).
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5. EFECTO DE LOS ANTIPSICQTICOS SOBRE LA INCORPOR{&CI()N
DE ["C]-ACETATO A LOS ACIDOS GRASOS LIBRES Y LIiPIDOS
SAPONIFICABLES

Conocido el efecto de los antipsicoticos sobre la biosintesis de colesterol y sobre los
genes implicados en la sintesis de lipidos, quisimos investigar el posible efecto de los
antipsicoticos sobre la sintesis de novo de otros lipidos celulares. Para ello,
determinamos la incorporacion de [*C]-acetato a los 4cidos grasos libres, fosfolipidos,
triglicéridos y ésteres de colesterol, en las células HepG2. Realizamos dos tipos de
experimentos. En el primero, el ['*C]-acetato fue afiadido estando presentes los
antipsicéticos (10 uM) en el medio. En el segundo experimento, las células fueron
tratadas previamente con los antipsicoticos (10 uM) durante 20 horas, después se retird
el medio, se afiadi6 uno fresco sin los antipsicoticos pero con el trazador y se incubaron

las células durante 4 horas mas.

Cuando la sintesis de lipidos fue analizada estando los antipsicoticos presentes
en el medio de cultivo, la ziprasidona incrementé la incorporacion de ['*C]-acetato a
fosfolipidos y triglicéridos, los lipidos mayoritarios en las células, y también a acidos
grasos libres, mientras que la risperidona increment6 significativamente la sintesis de
triglicéridos (Figura 14).. En esta condicion, el haloperidol y la clozapina no ejercieron

efectos apreciables, si acaso inhibieron la sintesis de ésteres de colesterol (Figura 14).

Al analizar la sintesis de lipidos en el periodo de lavado, pudimos observar un
incremento significativo en la sintesis de fosfolipidos y triglicéridos al usar cualquiera
de los cuatro antipsicoticos (haloperidol, clozapina risperidona y ziprasidona) en
comparacion con el control (Figura 14). La clozapina increment6 también la sintesis de
acidos grasos libres y ésteres de colesterol, mientras que la risperidona y la ziprasidona
disminuyeron entre un 10 y un 20% la sintesis de estos lipidos, con respecto al control
(Figura 14). En términos generales, el antipsicotico mas activo en la estimulacion de la
sintesis de lipidos fue la ziprasidona, cuando ésta estaba presente en el medio, y en el

periodo de lavado el antipsicdtico mas activo fue la clozapina.
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Figura 14. Efecto de los antipsicéticos sobre la incorporacion de acetato radioactivo a
fosfolipidos, triacilglicéridos, acidos grasos libres y ésteres de colesterol en células HepG2.
Las células se trataron con los antipsicdticos (10 uM) o con vehiculo (control) durante 24 h, y 4
h antes de terminar el experimento se afiadio '*C-acetato. En un segundo disefio experimental
(lavado), 4 h antes de terminar el experimento se lavaron las células para eliminar el
antipsicotico del medio y se afiadid el acetato radioactivo. Al finalizar el experimento, las
células se recogieron para analizar la incorporacion de radioactividad a los grupos de lipidos
mayoritarios, mediante TLC. Los datos se expresan como la media + EE de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. La media del grupo control se tom6 como el 100% y el
resto de datos se normalizaron frente al control. El andlisis estadistico se realizdo mediante test
ANOVA de dos vias para los factores antipsicético y lavado, posteriormente se realizd un test
de Bonferroni. Se muestran las comparaciones estadisticas frente al control (* p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001) y de la condicion de lavado frente a sin lavado (" p<0.05,
T p<0.01, 7 p<0.001, T p<0.0001).
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6. EFECTO DE LOS ANTIPSICOTICOS SOBRE LA SECRECION DE
APOB

Una vez demostrado que la sintesis de lipidos saponificables estaba incrementada por
efecto de los antipsicoticos, especialmente tras el lavado de los mismos, quisimos
estudiar la sintesis y secrecion de apoB. Para ello utilizamos la linea celular HepG2, que

ha sido descrita como un buen modelo para este estudio (Meex et al., 2011).

Las células se expusieron a [*°S]-metionina durante 15 minutos, como marcador
metabolico, después se dejaron 3 horas en medio libre de [*°S]-metionina y
posteriormente se inmunoprecipitd la apoB para cuantificar la radiactividad
incorporada. Para demostrar que la secrecion e inmunoprecipitacion de la apoB eran
especificas, en un primer experimento tratamos las células con el inhibidor de la enzima
MTP, CP-346086, observando que se anulaba totalmente la secrecion de apoB al medio
(Figura 15). Este resultado estd de acuerdo con el papel de la MTP en la incorporacion
de los lipidos a las lipoproteinas en formacion y con el hecho de que si la apoB no se

carga de lipidos, se degrada via proteasoma (Meex et al., 2011).

- apoB100 medio
(180 min)

s e | Albumina medio
(180 min)

CNT MTPinh

Figura 15. Efecto del inhibidor de MTP sobre la secrecion de apoB100 en células HepG2.
Las células se trataron con el inhibidor de MTP, CP-346086 a 10 uM durante 20 h o se dejaron
sin tratar (control). Tras ese periodo las células se cambiaron de medio y se les puso durante 1 h
en medio sin metionina y en presencia del inhibidor. Después se afiadié al medio [*S]-
metionina y al cabo de 15 minutos se retird el medio y se puso medio con metionina fria en
presencia del inhibidor. Al final se recogié el medio y se utilizO6 para realizar una
inmunoprecipitacion con anti-apoB y con anti-albiimina como proteina control. Se resolvid el
inmunoprecipitado mediante SDS-PAGE y se detect6 la radioactividad usando un Typhoon
9400 Phosphorlmager. Se muestra el resultado de un experimento representativo.
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Para analizar que el efecto de los antipsicoticos sobre la sintesis y secrecion de
apoB, a continuacion realizamos un experimento para determinar el efecto de la
presencia continuada de antipsicoticos en comparacion con el lavado. Para ello elegimos
la clozapina, debido a su potente efecto en la sintesis de lipidos. Las células se trataron
con diferentes dosis del farmaco (5, 10 y 25 uM) durante 20 horas. Un grupo de células
se mantuvo en presencia del fairmaco y otro se pasé a un medio sin clozapina para
analizar el efecto durante el periodo de lavado. En ambos casos, se marcaron
metabolicamente con [°S]-metionina. En las células expuestas continuamente a la
clozapina, no se encontraron diferencias significativas en la secrecion de apoB, con
respecto al control (Figura 16A). En cambio, cuando se midi6 la secrecion de apoB en
el periodo de lavado observamos un incremento significativo con las dosis mas altas de
clozapina utilizadas. Por el contrario, la secrecion de albumina, elegida como control,

no se vio afectada en ningtn caso (Figura 16A).

Una vez demostrado que sélo durante el periodo de lavado, la clozapina
incrementaba la secrecion de apoB, decidimos comprobar qué ocurria durante este
periodo con los otros antipsicdticos. Como se puede apreciar en la figura 16B, el
haloperidol y la ziprasidona aumentaron significativamente la secrecion de apoB al
medio cualquier dosis (5, 10 y 25 uM), mientras que la risperidona s6lo produjo un

incremento significativo con las dos dosis mas altas (Figura 16B).
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Figura 16. Efecto de los antipsicoticos en la secrecion de apoB-100 en células HepG2. Las
células se trataron con los antipsicoticos (haloperidol, clozapina, risperidona y ziprasidona)
durante 20 h o se dejaron sin tratar (control). Tras ese periodo las células se cambiaron de medio
y se les puso durante 1 h en medio sin metionina y en presencia o ausencia de antipsicoticos.
Después se afiadio al medio [*>S]-metionina y al cabo de 15 minutos se retiré el medio y se puso
medio con metionina fria en exceso y en presencia o ausencia de los antipsicoticos. Al final se
recogid el medio y se utilizé para realizar una inmunoprecipitacion con anti-apoB y con anti-
albumina como proteina control. Se resolvié el inmunoprecipitado mediante SDS-PAGE y se
detect6 la radioactividad usando un Typhoon 9400 Phosphorlmager. A: Efecto de la clozapina
(5, 10 y 25 uM) sobre la secrecion de apoB100 al medio en presencia del antipsicotico o en
ausencia (lavado). B: Efecto de la ziprasidona, haloperidol y risperidona (5, 10 y 25 uM) sobre
la secrecion de apoB-100 después de retirar las drogas del medio (lavado). Se muestra el
resultado de un experimento representativo. El diagrama de barras muestra el analisis de las
bandas por densitometria (U.A., unidades arbitrarias) expresado en tanto por ciento con respecto
al control (media = EE, n = 3). El analisis estadistico se realizé6 mediante test ANOVA de una
via, posteriormente se realizd un test de Bonferroni. Las diferencias estadisticas se muestran
frente al control (*p<0.05, ** p<0.01). CLO, clozapina; HAL, haloperidol; RIS, risperidona; ZIP,
ziprasidona.
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7. EFECTOS DE LA CURCUMINA SOBRE LA INHIBICION DEL
TRAFICO DEL COLESTEROL DE LAS LDL PRODUCIDA POR LOS
ANTIPSICOTICOS

Los resultados anteriormente expuestos demuestran que los antipsicéticos, tanto de
FGA como de SGA, producen una inhibicion del trafico de colesterol de las LDL a
nivel del compartimento endo-lisosomal. Ha sido descrito por otros autores que la
curcumina, el polifenol activo mayoritario del rizoma de la Curcuma longa, desbloquea
el trafico del colesterol de las LDL en la deficiencia de NPC1, mejorando el fenotipo
celular (Lloyd-Evans et al., 2008). Con estos antecedentes, decidimos investigar si la
curcumina podria aliviar el fenotipo producido por los antipsicéticos in vitro.
Previamente habia sido descrito que la curcumina aliviaba la acumulacion de colesterol
en los endo-lisosomas en las células tratadas con U18666A (Lloyd-Evans et al., 2008),
por lo que nosotros hemos usado este agente como control del efecto de la curcumina
sobre este bloqueo del trafico. Para ello, incubamos las células HepG2 con Dil-LDL, en
presencia de los antipsicoticos a 10 uM o de U18666A a 5 uM o en ausencia de los
farmacos en el caso del control, durante 24 horas. Dos horas antes del final de la
incubacion se afiadi6é curcumina 30 puM, tras lo cual las células se fijaron, se tifieron con
filipina (colesterol libre) y con anti-CD63 (lisosoma), para analizarlas por microscopia

confocal.

Como ya hemos descrito en el Apartado 3, las células tratadas con cualquiera de
los antipsicéticos utilizados presentan un incremento en el marcaje de filipina que es
perinuclear, positivo para CD63 y que colocaliza con Dil, lo cual indica una
acumulacion de colesterol libre, procedente de las LDL en los endo-lisosomas (Figura
17). Lo mismo tiene lugar en el caso de las células tratadas con U18666A. En contraste,
las células tratadas posteriormente con curcumina, presentan una disminuciéon en el
tamafio de los granulos positivos para CD63, filipina y Dil; ademas, se observan
numerosos granulos marcados con Dil y filipina en zonas mas periféricas de la célula

(Figura 17).
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Por citometria de flujo cuantificamos el depdsito intracelular de Dil-LDL. Como
se muestra en la figura 18, la curcumina disminuye el contenido de Dil, especialmente
en las células tratadas con los antipsicéticos, lo cual confirma que este polifenol alivia

la inhibicién del trafico de colesterol-LDL producida por los antipsicéticos.
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Figura 18. Efecto de la curcumina sobre la acumulacion intracelular de Dil-LDL inducida
por los antipsicoticos. Las células HepG2 fueron expuestas a Dil-LDL (60 pg/ml de colesterol)
durante 22 h en ausencia (control) o presencia de los antipsicoticos (10 uM). Tras la incubacion,
se retir6 el medio, se lavaron las células y se afiadié medio sin suero bovino fetal, suplementado
con los distintos farmacos o con el vehiculo (control), en ausencia o en presencia de curcumina
30 uM. Tras 2 h, las células se recogieron para determinar por citometria de flujo la catidad de
Dil-LDL en el interior celular. Los resultados son la media £ EE de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. El analisis estadistico se realizd mediante test
ANOVA de dos vias para los factores antipsicotico y curcumina, posteriormente se realizé un
test de Bonferroni. La comparacion estadistica se realizé enfrentando cada antipsicotico con su
homologo del grupo curcuminael control (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001) o
cada antipsicético con su homologo del grupo curcumina (" p<0.05, ™ p<0.01, ™ p<0.001).
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8. EFECTOS DE LA CURCUMINA SOBRE LA SECRECION DE
COLESTEROL

A continuacion quisimos estudiar si el tratamiento con curcumina tenia algin efecto
sobre el colesterol acumulado en el compartimento endo-lisosomal. Para ello, las células
HepG2, tratadas o no (control) con los distintos antipsicoticos a 10 uM o U18666A a 5
uM, se incubaron en medio con LPDS suplementado con LDL marcadas con *H-
colesterol, durante 22 horas. Trascurrido este tiempo, el medio se retird, se lavaron las
células y se afiadio medio nuevo sin suero, con los distintos antipsicoticos o0 U18666A y
curcumina 30 pM, dejandose incubar durante 2 horas més. Al final se recogi6 el medio
de cultivo para cuantificar la salida de *H-colesterol al medio extracelular y se lisaron
las células, para poder expresar los resultados como porcentaje de *H-colesterol en el
medio respecto al total. Como puede observarse en la figura 19, la curcumina promovio
la salida al exterior del colesterol de la célula, de forma significativa cuando éstas
habian sido tratadas con los antipsicoticos o con UI8666A. Dado que los experimentos
se llevaron a cabo en ausencia de aceptores de colesterol, como por ejemplo apoAl, los
resultados sugieren que la curcumina promueve la salida de colesterol a través de una

via alternativa que no es la clasica mediada por ABCAI.

9. LA CURCUMINA PROMUEVE LA SECRECION DE EXOSOMAS
A la vista de los resultados anteriores, quisimos analizar si estos efectos de la curcumina
se debian a la secrecion de exosomas. Los exosomas son vesiculas que se generan en el
lumen de los endosomas/lisosomas y se liberan al medio extracelular al fusionarse los
MVB con la membrana plasmatica (ver Apartado 5.1 de la Introduccién). Para
determinar si la curcumina inducia la salida de exosomas, se analizaron diferentes
pardmetros en el medio de cultivo. Las células HepG2 en medio con LPDS se
expusieron a LDL (60 pg/ml de colesterol) en ausencia (control) o presencia de los
distintos antipsicoticos a 10 uM o U18666A a 5 uM durante 22 horas. Después, se retird
el medio, se lavaron las células dos veces con PBS, y se afiadi6 medio nuevo sin suero,
suplementado o no (control) con los antipsicoticos o UI8666A, y la incubacion
continudé durante 2 horas mas en ausencia o en presencia de 30 pM curcumina. En
primer lugar, medimos la actividad de B-hexosaminidasa, una enzima lisosomal que se
emplea como marcador de secrecion del contenido del endo-lisosoma al medio

extracelular (Griffiths et al., 1990). Como se muestra en la figura 20, el tratamiento con
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curcumina increment6 significativamente la actividad de la B-hexaminidasa en el medio
de cultivo, lo que sugiere que aquel polifenol promueve la salida del contenido del
endo-lisosoma al exterior celular. Este efecto fue particularmente intenso en las células

tratadas con los antipsicéticos o el U18666A.
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Figura 19. Efecto de la curcumina sobre la salida de colesterol derivado de LDL en células
HepG2 tratadas con los antipsicoticos o con vehiculo (control). Las células fueron expuestas
a LDL (60 pg/ml de colesterol) marcadas con [*H]-colesterol durante 22 h en ausencia (control)
o presencia de los antipsicéticos (10 uM). Como control positivo de la acumulacion de
colesterol derivado de LDL en los endo-lisosomas, se utilizo Ul18666A 5 uM. Tras la
incubacion, se retird el medio, se lavaron las células y se anadié medio sin suero bovino fetal,
suplementado con los distintos farmacos o con el vehiculo (control), en ausencia o en presencia
de curcumina 30 pM. Tras 2 h se recogieron el medio y las células para medir la radioactividad.
La salida de colesterol radiactivo se expresa como porcentaje del colesterol radioactivo total
(medio + células). Los resultados son la media = EE de tres experimentos independientes
realizados por duplicado. El analisis estadistico se realizd mediante test ANOVA de dos vias
para los factores antipsicdtico y curcumina, posteriormente se realizé un test de Bonferroni. La
comparacion estadistica se realizé enfrentando cada antipsicotico con su homoélogo del grupo
curcumina (* p<0.05).
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Figura 20. Efecto de la curcumina sobre la secrecion de f-hexosaminidasa hacia el
medio de cultivo, en células tratadas con los antipsicéticos (haloperidol, clozapina,
risperidona y ziprasidona) (A) o con U18666A (B). Las células fueron expuestas a
LDL (60 pg/ml de colesterol), durante 22 h en ausencia (control) o presencia de los
antipsicoticos (10 uM) o U18666A (5 uM). Tras la incubacion, se retir6 el medio, se
lavaron las células y se afiadio medio sin suero bovino fetal, suplementado con los
distintos farmacos o con el vehiculo (control), en ausencia o en presencia de curcumina 30
UM. Tras 2 h se recogieron el medio y las células para medir la actividad enzimadtica. La
actividad enzimatica en el medio se expresa como porcentaje de la actividad enzimatica
total (medio + células). Los resultados son la media = EE de tres experimentos
independientes realizados por duplicado. El andlisis estadistico se realizd mediante test
ANOVA de dos vias para los factores antipsicotico y curcumina, posteriormente se realizé un
test de Bonferroni. Las comparaciones estadistica que se muestran se realizaron
enfrentando cada tratamiento con su homoélogo del grupo curcumina (* p<0.05, **
p<0.001) o el control y curcumina contra U18666A y curcumina (* p<0.05).

Para caracterizar mejor si el efecto de la curcumina inducia la salida de
exosomas, decidimos aislarlos del medio de cultivo utilizando el método descrito por
Thery y colaboradores (Thery et al., 2006), y detectar mediante western-blot la
presencia de proteinas que han sido descritas como marcadores de exosomas, como la
flotilina-2 y la CD63 (Conde-Vancells et al., 2008; Chen et al., 2010; Strauss et al.,
2010; Mathivanan et al., 2012). También se analiz6 la presencia de estas proteinas en el
lisado celular. En el caso del U18666A, los resultados del efecto de la curcumina sobre
el bloqueo del trafico se compararon con los de la tapsigargina, de la cual se conoce su
capacidad para estimular la secrecion de exosomas (Savina et al., 2003). Tal y como se
muestra en la figura 21, en las células expuestas a los antipsicéticos o al U18666A, el

tratamiento  con  curcumina  incrementd6 la  presencia de  flotilina-2
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Figura 21. Efecto de la curcumina sobre la secrecion de flotilina-2 y de CD63 en forma de exosomas, en células HepG2. Las células se expusieron a
LDL (60 pg/ml de colesterol) en ausencia (control) o presencia de antipsicoticos (10 uM) (A) o de U18666A 5 pM (B) durante un total de 24 h. A
continuacion, las células se lavaron y se pusieron en medio sin suero en ausencia (control) o presencia de los antipsicoticos y se afiadié curcumina 30 uM
durante las ultimas 2 h. Al finalizar la incubacion se recogio el medio, se aislaron los exosomas y se analizaron por western-blot. Las células también se
recogieron y se analizaron por western-blot. Los resultados que se muestran son representativos de tres experimentos independientes. El diagrama de barras
muestra el andlisis de las bandas por densitometria (U.A., unidades arbitrarias) expresado en tanto por uno con respecto al control (media = EE, n = 3). El
analisis estadistico se realizdé mediante test ANOVA de dos vias para los factores antipsicotico y curcumina, posteriormente se realizé un test de Bonferroni.
Las diferencias estadisticas que se muestran son entre cada tratamiento y su homologo con curcumina (" p<0.05, ~* p<0.01, ™" p<0.001). Hal, haloperidol; Clo,
clozapina; Ris, risperidona; Zip, Ziprasidona; Cur, cucumina.
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y de CD63 en la fraccion de exosomas, mientras que no se apreciaron cambios en el

contenido de estas proteinas en el lisado celular.

Para confirmar que las estructuras aisladas eran exosomas, decidimos examinar
las preparaciones mediante microscopia electronica (Figura 22A). El analisis reveld la
presencia de unas estructuras redondeadas de un tamafio aproximado de entre 50 y 100
nm, similar a lo descrito para los exosomas (Valadi et al., 2007; Strauss et al., 2010;

Record et al., 2011).
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Figura 22. Identificacion y caracterizacion de los exosomas. Los exosomas fueron aislados
del medio de cultivo de células HepG2 mediante repetidas centrifugaciones y
ultracentrifugaciones. (A) Micrografia electronica de exosomas aislados. La imagen muestra
pequenias vesiculas de unos 50-80 nm de diametro. (B) Analisis por citometria de flujo de los
exosomas aislados. Para ello, los exosomas se unieron a microesferas de latex y se marcaron
con CD63 (curva sin relleno). La curva con relleno corresponde a un control negativo.

Los exosomas son demasiado pequeios como para ser analizados por citometria
de flujo directamente. Para solventarlo, los exosomas aislados se fijaron a microesferas
de latex (Thery et al., 2006). Usando un anticuerpo frente a CD63, confirmamos que las

particulas unidas a las microesferas de latex eran exosomas (Figura 22B).

Después cuantificamos mediante citometria de flujo la cantidad de CD63 y Dil
de los exosomas unidos a las microesferas de latex. En la figura 23 se muestra como la
incubacién con curcumina en las células tratadas previamente con los antipsicoticos o
con U18666A, incrementa significativamente la cantidad de CD63 y Dil vehiculizada

€n €xosomas.
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En conjunto, todos estos resultados muestran que la curcumina promueve la
secrecion de exosomas, lo cual constituye una via alternativa para la salida del
colesterol acumulado en el compartimento endo-lisosomal por efecto de los
antipsicoticos o de otras aminas anfipaticas, como el U18666A, que alivia el fenotipo de

deposito intracelular de lipidos provocado por estos farmacos.
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Figura 23. Efecto de la curcumina sobre la secrecion de exosomas mediante analisis de su
contenido de CD63 y de Dil-LDL por citometria de flujo. Las células HepG2 se expusieron a
LDL (60 pg/ml de colesterol) en ausencia (control) o presencia de antipsicéticos (10 uM) (A) o
de U18666A 5 uM (B) durante un total de 24 h. A continuacion, las células se lavaron y se
pusieron en medio sin suero en ausencia (control) o presencia de los farmacos y se afiadio
curcumina 30 uM durante las ultimas 2 h. Al finalizar la incubacion se recogio el medio y se
aislaron los exosomas, los cuales fueron incubados con microesferas de latex, se marcaron con
CD63 y se analizaron por citometria de flujo. Las graficas representan la fluorescencia de CD63
y de Dil-LDL en los exosomas. Los resultados muestran la media + EE de tres experimentos
independientes. El analisis estadistico se realizo mediante test ANOVA de dos vias para los
factores antipsicotico y curcumina, posteriormente se realizd un test de Bonferroni. Las
diferencias estadisticas se muestran entre cada farmaco frente a su homologo con curcumina (-
p<0.05, " p<0.01, ™ p<0.001, ™" p<0.0001).
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10. EFECTOS DE LA CURCUMINA SOBRE LA EXPRESION DE GENES
DEL METABOLISMO DE LiPIDOS

Nuestros resultados y los publicados por otros autores muestran que los antipsicéticos,
tanto los FGA como los SGA, estimulan la expresion de SREBF?2, y de sus genes diana
HMGR y LDLR (Ferno et al., 2005; Ferno et al., 2006; Ferno et al., 2009; Kristiana et
al., 2010; Lauressergues et al., 2010; Lauressergues et al., 2011). Por otra parte, hemos
observado que la curcumina disminuye la cantidad de colesterol acumulado en el
compartimento endo-lisosomal producido por los antipsicdticos. Por todo ello, nos
propusimos comprobar si la curcumina afectaba la expresion de los genes anteriormente
citados, en correspondencia con la mejora del fenotipo. Para ello, las células HepG2 se
trataron con los antipsicoticos a 10 uM durante un total de 6 horas, las 2 ultimas en
presencia de curcumina o en su ausencia (control) y se midi6 la expresion de aquellos
genes. En ausencia de curcumina, todos los antipsicéticos (haloperidol, clozapina,
risperidona y ziprasidona), incrementaron los niveles d¢ ARNm de SREBF2, HMGR y
LDLR con respecto al control (Tabla 9). La adicion de curcumina al medio de
incubacién produjo un fuerte descenso en la expresion de estos genes, especialmente en
las células tratadas con los antipsicoticos, lo que confirma que la curcumina ayuda a

restablecer la homeostasis lipidica intracelular.
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Control Haloperidol Clozapina Risperidona Ziprasidona
SREBF2
— curcumina | 1.000£0.062 | 1.201£0.032*% | 1.72420.143%*** | 1.481+0.078** | 1.468+0.094%%*
+curcumina | 0.596+0.091" | 0.853+0.084" 1.186+0.040"" | 1.159+0.058 1.131£0.076"
HMGR
— curcumina 1.000£0.026 | 1.376£0.105% | 2.698+0.142%*** | 1.172+0.075* 1.870+£0.159% %%
+curcumina | 0.579+0.032° | 0.774+0.055"" | 1.435£0.076""" | 0.615£0.041"" | 1.308+0.046"""
LDLR
— curcumina | 1.000£0.041 | 1.195£0.055*% | 2.061=0.140%*** | 1.1910.053* 1.575+0.088*%**
+curcumina | 0.711£0.062" | 0.738+0.063"" | 1.200£0.076""" | 0.687+0.047"" | 1.277+0.021"

Tabla 9. Efecto de la curcumina sobre la expresion de genes del metabolismo lipidico en células HepG2 tratadas o no con antipsicoticos. Las células se
preincubaron en medio con LPDS. Al tiempo 0, se les anadié LDL (30 pg/mL de colesterol) y los diferentes antipsicoticos o no (control) y las células se
dejaron incubar durante 4 h, momento en el que se les retird el medio, se repuso uno sin suero y sin LDL pero con los antipsicoticos o el vehiculo (control) y,
en su caso, curcumina 30 uM. En estas condicones se dejaron incubar otras 2 h. Al final, se recogieron las células, se extrajo el ARN y las especies se
cuantificaron mediante RT-PCR. Los niveles de expresion se normalizaron frente a la expresion del ARNm de Rplp0. Los datos se expresan como la media +
EE de tres experimentos independientes realizados por triplicado. El analisis estadistico se realiz6 mediante test ANOVA de dos vias para los factores
antipsicotico y curcumina, posteriormente se realizé un test de Bonferroni. Las comparaciones estadisticas son frente al control (* p<0.05, ** p<0.01, ***

p<0.001) o bien frente a la condicién sin curcumina (* p<0.05, ™ p<0.01, ™ p<0.001, ™ p<0.0001).
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DISCUSION

En este trabajo hemos estudiado el efecto de los antipsicoticos sobre diferentes
aspectos de la homeostasis intracelular de lipidos y de la secrecion de los mismos. Estos
neurolépticos son ampliamente utilizados para el tratamiento de la esquizofrenia y otras
enfermedades mentales, pero no estan libres de efectos metabdlicos adversos, como el
incremento de peso, la hipertrigliceridemia y la hiperglucemia. Dentro de este marco,
determinar el efecto de los antipsicoticos sobre el metabolismo de lipidos, el trafico
intracelular del colesterol o la secrecion de lipidos, puede contribuir a entender las
consecuencias del tratamiento con antipsicoticos sobre la fisiologia celular. Ademas,
hemos estudiado los efectos beneficiosos de la curcumina, un polifenol ampliamente
usado en cocina, sobre los efectos metabolicos de los antipsicoticos, aportando un
nuevo agente terapéutico seguro y de facil obtencion, que puede aliviar los efectos no

deseados de los antipsicoticos.

1. EFECTO DE LOS ANTIPSICOTICOS SOBRE LA
COLESTEROGENESIS

La pionera observacion de Summerly y Yardley (Summerly and Yardley,
1965), demostrando que la administracion de haloperidol reducia la incorporacion de
acetato radioactivo a colesterol en la piel de las ratas, retom¢ interés con la aparicion de
los antipsicoticos de segunda generacion (SGA), los cuales presentan menos efectos
piramidales que los anteriores pero no estan libres de los efectos adversos de tipo
metabolico. Se han publicado recientemente algunos estudios con resultados
aparentemente contradictorios en relaciéon al efecto de los antipsicoticos sobre la
biosintesis de colesterol. Asi, algunos reportan que determinados antipsicéticos inhiben
la biosintesis de colesterol en células in vitro (Sanchez-Wandelmer et al., 2009a;
Kristiana et al., 2010; Sanchez-Wandelmer et al., 2010), mientras que otros observan lo
contrario (Lauressergues et al., 2010). En el presente trabajo demostramos que los
antipsicoticos, tanto de FGA (haloperidol) como de SGA (clozapina, risperidona y
ziprasidona), inhiben la biosintesis de colesterol, lo que se traduce en un cambio en la

composicion de esteroles de las células y la activacion del factor de transcripcion
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SREBP-2 que promueve la expresion de multiples genes implicados en el metabolismo
lipidico.

Usando distintos modelos celulares, hemos observado que los antipsicoticos, a
concentraciones que pueden considerarse terapéuticamente relevantes (5 uM), reducen
intensamente la incorporacion de acetato radioactivo a colesterol, al tiempo que
incrementan la concentracién de determinados esteroles precursores del colesterol,
sustratos de las enzimas inhibidas. La composicion de esteroles se analizd tanto
mediante HPLC/UV como por CG/EM. Los efectos observados variaron segin el
antipsicético y la concentracion empleada. Basdndonos en los cambios en la
radiactividad incorporada y en la concentracion de los distintos esteroles, hemos
descifrado las enzimas de la biosintesis del colesterol afectadas por los distintos
antipsicoticos. En la linea celular de hepatoma humano HepG2, la clozapina afecta
principalmente las actividades A**-reductasa y A*’-isomerasa, la risperidona afecta las
actividades A’-reductasa y A*'-isomerasa, y la ziprasidona y el haloperidol afectan la
A’-reductasa y la A'-reductasa. En los promielocitos humanos HL-60 y en la linea de
neuroblastoma SH-SYSY, los efectos producidos por los antipsicoticos fueron muy
parecidos a los observados en las HepG2, aunque con algunas pequenas diferencias. El
efecto de la clozapina sobre la A**-reductasa y la A*'-isomerasa fue menos intenso vy,
consecuentemente también sobre la biosintesis de colesterol. La risperidona inhibio la
actividad A’-reductasa y, con menor intensidad, la A*'-isomerasa y la A'*-reductasa. El
haloperidol y la ziprasidona inhibieron fuertemente las actividades A'*-reductasa, A’-

reductasa y A*'-isomerasa.

Estos resultados sefialan que la risperidona y la ziprasidona, dos SGA, y el
haloperidol, FGA, afectan las mismas actividades enzimaticas, en el siguiente orden:
A’-reductasa > A®'-isomerasa = A’-desaturasa > A'*-reductasa, siendo su potencia
relativa: ziprasidona > haloperidol > risperidona. Por otro lado, la clozapina (otro SGA),
produjo la acumulacion de esteroles insaturados (desmosterol, 7,24-colestadienol y
zimosterol) preferentemente, lo que es indicativo de una inhibicion de la actividad A**-
reductasa, aunque en menor medida también inhibi6 la actividad A*’-isomerasa.

Al comparar los resultados obtenidos en los distintos tipos celulares hemos
encontrado algunas diferencias que merecen atencion. En la condicion control, las
células HepG2 y las SH-SYSY tienen un alto contenido de colesterol (36-37 pg/mg de

proteina celular) en comparaciéon con las HL-60 (11 pg/mg de proteina celular). En
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cuanto a otros esteroles, las células HL-60 y SH-SY5Y contienen cantidades apreciables
de 7DHC, mientras que en la linea celular HepG2 apenas se detecta este intermediario
pero contienen desmosterol. Estos perfiles sugieren que la actividad A’-reductasa puede
ser limitante en las HL-60 y las SH-SY5Y pero no en las HepG2, donde parece serlo la
A*-reductasa. Como hemos visto, el tratamiento con los antipsicticos (salvo la
clozapina) inhibié en todos los casos la actividad A’-reductasa, pero los niveles de
7DHC alcanzados difirieron entre las distintas lineas celulares. Por ejemplo, con
haloperidol 5 uM, las células HL-60 y SH-SY5Y acumularon entre 12-14 pg de 7DHC
por mg de proteina celular, mientras que las HepG2 sélo 1 pg/mg. En las células HL-60
concretamente, la disminucion a la mitad de la produccion de colesterol por efecto del
haloperidol se vio mas que compensada por la acumulaciéon de 7DHC, de modo que la
cantidad total de esteroles superaba incluso la detectada en la condicion control. Esto
significa que la biosintesis de esteroles en su conjunto no se vio inhibida por efecto del
haloperidol. Una situacion similar se observa con la ziprasidona y la risperidona cuando
se computan todos los intermediarios. En las células HepG2, también se produjo un
claro descenso del colesterol intracelular por efecto de aquellos antipsicoticos pero la
cantidad de esteroles intermediarios acumulados fue mucho menor, lo cual sugiere que
en respuesta a los antipsicoticos se produce una inhibicioén en algiin paso mas proximal
en esta via metabolica (probablemente a nivel de la HMG-CoA reductasa), reduciéndose
el flujo de carbonos hacia esteroles. Una situacion intermedia se encontr6 en las células
SH-SYSY. Estos resultados demuestran que las enzimas objeto de inhibicion por efecto
de los antipsicéticos son las mismas en los distintos tipos celulares y las consecuencias
en la reduccion del contenido celular de colesterol son similares en términos absolutos,
pero la acumulacion de esteroles intermediarios y, por lo tanto, el contenido total de
esteroles varia entre las diferentes lineas celulares, probablemente como consecuencia
de la distinta intensidad de la respuesta reguladora que se desencadena ante la presencia

de los antipsicoticos.

Los resultados que se encuentran en la bibliografia sobre el efecto de los
antipsicoticos en la biosintesis de colesterol son dispares. Silve y colaboradores
demostraron que el haloperidol se unia a EBP (emopamil binding protein) e inhibia la
actividad A*'-isomerasa en levaduras (Silve et al., 1996). Kelly y Hennekam observaron
un incremento de la concentracion plasmatica de 7DHC en pacientes tratados con

haloperidol, y propusieron que este antipsicOtico inhibia la actividad A’-reductasa
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(Kelley and Hennekam, 2000). Nuestro grupo de investigacion reportd que el
haloperidol inhibia la biosintesis de colesterol provocando un descenso en el colesterol
celular y la acumulacion de diferentes esteroles intermediarios (7DHC, zimostenol y
colesta-8,14-dien-3f3-ol) dependiendo de la dosis empleada, sugiriendo la inhibicién de
las siguientes actividades enzimaticas en el orden: A’-reductasa > A* -isomerasa > A'*-
reductasa (Sanchez-Wandelmer et al., 2009b; Sanchez-Wandelmer et al., 2010).
Posteriormente, Kristiana y colaboradores confirmaron que el haloperidol y diversos
SGA inhiben la biosintesis de colesterol, aunque sin precisar las enzimas afectadas
(Kristiana et al., 2010). Por el contrario, Lauressergues y colaboradores, analizando la
incorporaciéon de acetato radioactivo a colesterol a las 4 horas tras retirar los
antipsicéticos del medio de cultivo, observaron que el pretratamiento de hepatocitos de
rata con clozapina, olanzapina (Lauressergues et al., 2010) y risperidona (Lauressergues
et al., 2011) incrementaba, en vez de disminuir, la incorporacion de acetato radioactivo
a colesterol, mientras que con los antipsicoticos haloperidol, quetiapina y aripiprazol no
observaron cambios significativos con respecto al control (Lauressergues et al., 2010).
Hay que sefalar que estos ultimos autores separaron los grandes grupos de lipidos
mediante una cromatografia en capa fina que no permite distinguir los distintos
esteroles, por lo tanto, sus resultados probablemente corresponden a esteroles totales

mas que a colesterol.

Debido a esta discrepancia, quisimos analizar la biosintesis de colesterol tanto
cuando las células se encontraban en presencia de los antipsicoticos como después de
baber sido retirados del medio. Nuestros resultados muestran que tras el lavado de los
antipsicéticos, en comparacion a cuando el farmaco estd presente en el medio, se
produce una recuperacion de la incorporacion de acetato radiactivo a colesterol, que en
algunos casos incluso llega a superar la observada en las células incubadas en
condiciones controles, al tiempo que disminuye fuertemente la radioactividad presente
en los esteroles intermediarios. Estos resultados reflejan que, segin se disefie el
experimento y se analicen los esteroles, puede apreciarse una activaciébn o una

inhibicion de la biosintesis de colesterol por efecto de los antipsicéticos.
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Figura 24. Resumen de la ruta de biosintesis de colesterol donde se muestran los principales pasos que se ven inhibidos por los antipsicoticos de

FGA, haloperidol y de SGA, clozapina, risperidona y ziprasidona.
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La inhibicion de la biosintesis de colesterol junto con el bloqueo de la salida de
colesterol del endo-lisosoma que se discutird mas adelante, deben contribuir a la
observada activacion de SREBP-2 por efecto de los antipsicoticos y la subsecuente
sobreexpresion de sus genes diana, entre los que se incluyen ciertas enzimas que
participan en la biosintesis de colesterol (Ferno et al., 2005; Ferno et al., 2006;
Polymeropoulos et al., 2009). El aumento en los niveles de las enzimas de la
colesterogénesis que eventualmente debe tener lugar en respuesta a la activacion de
SREBP-2, sin embargo, estard contrarrestado por la accidon inhibitoria de los
antipsicoticos sobre dichas enzimas. Por lo tanto, mientras los antipsicéticos estén
presentes en la célula, la biosintesis de colesterol estara inhibida. Pero tras la retirada de
los antipsicoéticos, la biosintesis de colesterol se recuperara o incluso puede llegar a ser
superior que en la condicion basal, por el incremento en la expresion de las enzimas y la
desaparicion de la inhibicion directa sobre dichas enzimas. Aunque estos dos efectos
son muy evidentes en nuestro modelo in vitro, son necesarios mas estudios para

determinar en qué medida se producen in vivo.

El mecanismo por el cual los antipsicéticos afectan a la actividad de estas
enzimas de la biosintesis de colesterol no se conoce. La aparente falta de selectividad en
la accion del haloperidol, ziprasidona y risperidona, por cuanto inhiben distintas
enzimas (A’-reductasa, A*'-isomerasa y A'*-reductasa) sugiere que estas enzimas tienen
un mecanismo de accion similar o bien que estos antipsicticos actian sobre algiin
mecanismo muy general. De hecho, las enzimas que participan en la parte final de la
biosintesis de colesterol, parecen tener una gran afinidad por unirse a farmacos
lipofilicos. El compuesto AY 9944, que comparte con los antipsicoticos el hecho de ser
una amina lipofilica, también inhibe aquellas enzimas y en el mismo orden de actividad
(Tuck et al., 1991; Silve et al., 1996; Kelley and Hennekam, 2000; Horton et al., 2002;
Fernandez et al., 2005; Giera et al., 2007; Meex et al., 2011). Por lo tanto, es posible
que los antipsicoticos mimeticen los intermediarios carbocationicos que estan
implicados en la actividad de esas enzimas, como lo hace el AY9944 (Rahier and Taton,
1996). En el caso de la clozapina, el mecanismo por el cual actlia sobre otras enzimas y
las caracteristicas estructurales que le atribuyen esta peculiaridad, se desconocen. Otra
posibilidad es que los antipsicéticos ejerzan sus efectos por su capacidad de alterar las
propiedades de las membranas. De hecho, se conoce que los antipsicoticos

interaccionan con los lipidos de las membranas, con mayor afinidad por la
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esfingomielina que por la fosfatidilcolina, lo que produce una alteraciéon en las
propiedades de las dobles capas lipidicas (Alves et al., 2011). Por otra parte, se ha
demostrado que los antipsicoticos tienen la capacidad de intercalarse entre los
fosfolipidos de las membranas, alterando su disposicion espacial y compactandolos, lo
cual afecta a las proteinas de la membrana (Oruch et al., 2008; Oruch et al., 2010). Esos
datos puede dar pié a especular que los antipsicoticos, tras intercalarse en las
membranas del RE, pueden alterar la conformaciéon y la funcién de las enzimas
residentes, entre ellas algunas enzimas de la biosintesis de colesterol. Todas estas
posibilidades deben ser clarificadas mediante estudios biofisicos y bioquimicos mas

directos.

2. EFECTO DE LOS ANTIPSICOTICOS SOBRE EL TRAFICO
INTRACELULAR

Los antipsicoticos, al igual que otros compuestos de uso terapéutico comun, como los
agonistas de los receptores de estrogeno (tamoxifeno), los antidepresivos (imipramina,
fluoxetina), los antiarritmicos (amiodarona) o la cloroquina utilizada para el tratamiento
de la malaria, estructuralmente son aminas anfipaticas que se caracterizan por poseer un
anillo hidrofébico y una cadena lateral hidrofilica con un grupo amino que puede ser
protonado. Estos compuestos tienden a acumularse en los lisosomas por un mecanismo
denominado retencion de iones (Goldman et al., 2009). A pH fisioldgico, estos
compuestos no estan ionizados y son capaces de difundir a través de las membranas de
forma pasiva, pero a un pH acido se ionizan lo que les impide atravesar las membranas,
acumuldndose en determinados organulos subcelulares como los lisosomas (Goldman et
al., 2009). Muchas aminas anfipaticas que no son antipsicoticos, como el U18666A
(Liscum and Faust, 1989), el AY9944 (Yoshikawa, 1991), el tamoxifeno (Suarez et al.,
2004) o la amiodarona (Piccoli et al., 2011), provocan la acumulacion de colesterol libre
en los endo-lisosomas. Cabe destacar que alguno de ellos, ademds de inhibir el trafico
intracelular de las LDL también inhibe la actividad de enzimas de la biosintesis de

colesterol (Boogaard et al., 1987; Tuck et al., 1991; Fernandez et al., 2005).

En este trabajo hemos demostrado en las células HepG2 que los antipsicoticos,
tanto FGA como SGA, promueven la acumulacion de colesterol libre procedente de las
LDL en los endo-lisosomas. La acumulacion de colesterol libre de las LDL endocitadas

se produce en grandes vesiculas perinucleares, que contienen LAMP2 y CD63,
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marcadores de endo-lisosomas. Estos resultados confirman observaciones previas de
nuestro grupo de investigacion referentes al haloperidol (FGA) (Sanchez-Wandelmer et
al., 2010) y amplian las de otros autores con SGA (Kristiana et al., 2010). Ademas,
nuestros resultados descartan que el bloqueo del trafico provocado por los antipsicoticos
afecte a las etapas tempranas de la endocitosis, ya que no se observan cambios en la
distribucion de marcadores de endosomas tempranos, como EEA1. Por lo tanto,
podemos afirmar que los antipsicoticos FGA (haloperidol) y SGA (clozapina,
risperidona y ziprasidona) provocan la acumulacion de colesterol libre en los
endosomas tardios-lisosomas (o endo-lisosomas) sin afectar el compartimiento

endocitico temprano.

Para profundizar en la caracterizacion de este bloqueo del trafico intracelular,
estudiamos la estructura juxtanuclear del complejo de Golgi, dada la comunicacion
existente entre ese complejo y el compartimento endosomal. Por otro lado, nos
preguntamos si se depositaba colesterol libre procedente de las LDL también en el
complejo de Golgi. Para ello analizamos mediante inmunocitoquimica el marcador de
Golgi, B-COP, la filipina para colesterol libre y las LDL marcadas con Dil. Pudimos
comprobar que los antipsicoticos no afectan la organizacion del complejo de Golgi y
que tampoco se produce la acumulacion de colesterol libre en ese complejo, por lo que,
en principio, podemos concluir que los antipsicoticos no alteran la funcion del complejo

de Golgi.

Como se ha mencionado anteriormente, se ha demostrado que ciertos
antipsicéticos y antidepresivos se acumulan en los lisosomas (Daniel and Wojcikowski,
1997; Daniel and Wojcikowski, 1999), lo cual hipotéticamente podria afectar la accién
de las enzimas hidroliticas lisosomales, conduciendo al depoésito de lipidos en los endo-
lisosomas. Para explorar esta posibilidad, llevamos a cabo un estudio utilizando el DQ-
BSA, un derivado de albumina marcado pero que inicialmente no emite fluorescencia.
Después de su union a los receptores Fc, el complejo es internalizado y tras la hidrolisis
de la proteina, emite fluorescencia. Ya que el complejo es internalizado mediante
receptores Fc, nos vimos obligados a cambiar de modelo celular a uno donde se
expresara dicho receptor, como son las células THP-1 diferencias a macréfagos. Los
estudios de inmunocitoquimica demostraron que en presencia de los antipsicoticos las
proteasas acidas lisosomales son funcionales. Cierto es que son necesarios mas

experimentos para demostrar directamente que en presencia de los antipsicoticos
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también la lipasa acida es funcional, pero el hecho de que el contenido de colesterol
libre en los endo-lisosomas se incremente por efecto de las LDL, que transportan
fundamentalmente ésteres de colesterol, también apunta a que la lipasa 4cida lisosomal

es funcional en las células tratadas con los antipsicoticos.

En otros trastornos del trafico intracelular, ya sean inducidos por farmacos o se
deban a defectos genéticos, se produce la acumulacion en el endo-lisosoma de otros
lipidos ademas de colesterol. Asi, en la enfermedad de Niemman-Pick tipo C (NPC), al
igual que en las células tratadas con UI8666A, se produce la acumulacion de
esfingomielina (Lloyd-Evans et al., 2008). La acumulacion de esfingomielina se ha
relacionado con un retraso en la salida del colesterol de los lisosomas. Se ha propuesto
que esta retencion del colesterol en presencia de esfingomielina se debe a la formacion
de complejos entre ambos lipidos a modo de lo que ocurre en los dominios de
membrana denominados /ipid rafts (Walkley and Vanier, 2009). En este trabajo hemos
demostrado que los antipsicéticos no producen cambios significativos en el contenido
de esfingomielina, pero si se acumula LBPA, que es un fosfolipido que se localiza en la
membrana luminal de los endo-lisosomas. La acumulacion de este lipido también se
produce en células tratadas con amiodarona (Piccoli et al., 2011), un farmaco
antiarritmico con caracteristicas de amina anfipatica, que provoca un fenotipo en las
células parecido al que observamos tras el tratamiento con los antipsicoticos. Al LBPA
se le han atribuido dos funciones en el lisosoma: una reguladora de la dinamica de la
membrana del lisosoma (invaginacion de la membrana, formacién de vesiculas y fusion)
(Frederick et al., 2009) y, la otra, la de favorecer la actividad hidroélitica facilitando la
unioén de las enzimas a las proteinas policationicas activadoras (Shayman and Abe,
2013). Por lo tanto, el incremento de la concentracion de LBPA puede contribuir a los
cambios en el catabolismo de lipidos que tienen lugar en el lisosoma por efecto de los

antipsicoticos.

Resumiendo, los resultados obtenidos en este estudio sobre el trafico
intracelular ponen de manifiesto que los antipsicoticos no afectan la formacion de
endosomas tempranos ni la distribucion del complejo de Golgi, aunque si las ultimas
etapas de la via endocitica, provocando la acumulacion de colesterol libre procedente de
las LDL en el compartimento endo-lisosomal asi como la de LBPA. Estos efectos no
parecen deberse a la inhibicion de las enzimas hidroliticas lisosomales y, a diferencia de

lo que ocurre con otros agentes que inhiben el trafico intracelular de colesterol, en el
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caso de los antipsicoticos no se acumula esfingomielina en los endo-lisosomas. Todo
ello permite sugerir que la causa del retraso en la salida del colesterol libre desde los
endo-lisosomas hacia el RE producida por los antipsicoticos, probablemente es la

alteracion de la permeabilidad de la membrana.

3. EFECTO DE LOS ANTIPSICOTICOS SOBRE LA EXPRESION
GENICA

La homeostasis del colesterol estd controlada por mecanismos de retroalimentacion a
través de los factores de transcripcion SREBP, que se activan por la disminucion de los
niveles intracelulares de colesterol. Es bien conocida la relacion inversa existente entre
los niveles de colesterol en el RE y la activacion de SREBP-2 en distintas situaciones
fisiologicas y patologicas. Otros autores han descrito que determinados antipsicoticos
incrementan la expresion de SREBP-2 y sus genes diana (Ferno et al., 2005; Ferno et
al., 2006). Por ello esperabamos que en nuestro caso, como consecuencia de la
inhibicion de la biosintesis y del trafico intracelular del colesterol, el tratamiento de las
células con antipsicéticos también condujera a la activaciéon de SREBP-2 y el aumento
de la expresion de sus genes diana,. La situacion, no obstante, no es tan simple por
cuanto, si bien el contenido celular de colesterol propiamente dicho disminuye por
efecto de los antipsicoticos, aumenta el de ciertos precursores esteroles inmediatos, los
cuales también son capaces de modular la activacion de SREBP-2 (Fitzky et al., 2001,
Rodriguez-Acebes et al., 2009). Por otra parte, el contenido de esteroles en los lisados
celulares no necesariamente refleja el acervo de colesterol regulador que hay en el RE,
particularmente si el trafico intracelular de colesterol esta inhibido como ocurre en las

células tratadas con los antipsicoticos.

El estudio de la expresion génica se realizo en las células HepG2 por el papel
central que puede jugar el higado en los efectos metabdlicos adversos de los
antipsicoticos. Para acercarnos a la situacion fisioldgica, las células se incubaron en
presencia de LDL como fuente de colesterol. En general, observamos que el tratamiento
con antipsicoticos conferia a las células una mayor resistencia a la represion de los
genes SREBF2, HMGR y LDLR en respuesta a las LDL. Es mas, a tiempos cortos tras
su adicion detectamos un aumento de la expresion en comparacion con la situacion
basal en la mayor parte de los casos. Estos resultados indican que, a pesar de que las

células tratadas con antipsicéticos captan mas LDL del medio como reflejan los
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estudios con Dil-LDL, el acervo de colesterol (o esterol) regulador debe estar reducido
por la inhibicion de la biosintesis de colesterol junto con la imposibilidad de disponer
del colesterol que se acumula en los endo-lisosomas. De hecho, en las HepG2 incubadas
en ausencia de LDL se observa que efectivamente que el tratamiento con cualquiera de
los antipsicoticos reduce el contenido celular tanto de colesterol como de esteroles
totales (Tabla 4). Por lo tanto, los resultados sugieren que en las células expuestas a los
antipsicoticos, el “sensor del colesterol”, localizado en el RE, detecta menos colesterol o
esteroles y, consecuentemente se dispara una respuesta destinada a subsanar esa
aparente deficiencia, estimulando la expresion de la HMGR (enzima clave de la

colesterogénesis) y del LDLR entre otros genes.

Como se ha comentado anteriormente, los efectos de los antipsicoticos en otras
lineas celulares varian con respecto a los encontrados en HepG2. Concretamente,
aunque en todas ellas disminuye la sintesis y el contenido celular de colesterol, se
pueden acumular tantos esteroles intermediarios que la concentracion total de esteroles
puede llegar a superar la observada en las células incubadas en ausencia de
antipsicéticos. Por lo tanto, los efectos sobre la expresion génica en estas otras células

pueden diferir de los comentados para las HepG2.

Otros autores habian descrito que los antipsicéticos activan SREBP-1 y
consecuentemente la expresion de sus genes diana, basicamente relacionados con el
metabolismo de los dacidos grasos (Ferno et al.,, 2005; Kristiana et al., 2010;
Lauressergues et al., 2010; Lauressergues et al., 2011). Nosotros quisimos confirmar
este extremo, para lo cual medimos los niveles de ARNm de SREBF1y de FASN en las
células HepG2 utilizando el mismo disefio experimental anterior. En general, los
resultados muestran una estimulacion de la expresion de ambos genes, especialmente a
tiempos cortos tras la adicion de LDL al medio, que concuerda con los resultados

anteriores de otros autores.

Otro gen que merecid nuestra atencion fue ABCAI, cuya expresion esta
gobernada por LXR y no por SREBP. Esta proteina estd implicada en la salida del
colesterol fuera de la célula hacia la apoA-I. Otros autores han reportado un incremento
de los niveles de ARNm de ABCA1 en hepatocitos tras el tratamiento con haloperidol
(Vik-Mo et al., 2008) y clozapina (Lauressergues et al., 2010) durante 24 h. En ratas,
tras una unica dosis de clozapina, el ARNm de ABCA! en el higado se incrementa al

doble a las 3 h de la inyeccion, seguido de una disminucion a las 12 h y una
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estabilizacion a las 24 h (Ferno et al., 2009). En pacientes tratados prolongadamente con
SGA, sin embargo, diversos estudios encuentran un descenso en la concentracion
plasmatica de colesterol-HDL (Pérez-Iglesias et al., 2007; Correll et al., 2009; Albaugh
et al., 2011), que contrasta con un supuesto aumento de la ABCA1. Nosotros hemos
estudiado la expresion de ABCAL1 en las células HepG2 y no hemos observados claros
efectos salvo un pequefio incremento a las 2 h tras la adicién de las LDL y Uinicamente
para el caso del haloperidol. Desconocemos el mecanismo subyacente asi como las
causas de estas diferencias entre los distintos estudios. En fibroblastos deficientes para
la proteina NPC1, que acumulan colesterol libre en los endo-lisosomas, la expresion de
ABCAI, de hecho, esta disminuida (Choi et al., 2003), al contrario que la expresion de
SREBF?2 y de sus genes diana (Garver et al., 2007). Por lo tanto, salvo un papel especial
sobre la LXR de alguno de los intermediarios esteroles que se acumulan en presencia de

haloperidol (Yang et al., 2006), la causa de aquel pequeno incremento no es evidente.

4. EFECTO DE LOS ANTIPSICOTICOS SOBRE LA SINTESIS DE
LIPIDOS SAPONIFICABLES

La hipertrigliceridemia es uno de los efectos adversos mas prevalentes en los pacientes
tratados con antipsicoticos. Este efecto es independiente del incremento de peso, que
también se da en estos pacientes. Un reciente estudio en ratas relaciona la
hipertrigliceridemia producida por el tratamiento con olanzapina, con el incremento de
la expresion en tejido adiposo de SREBP-1 y sus genes diana implicados en la sintesis
de lipidos (Skrede et al., 2013). Como acabamos de describir, en las células HepG2
también se produce un incremento en los niveles de ARNm de SREBFI y FASN tras el
tratamiento con antipsicoticos. En linea con estos datos, se habia demostrado que ciertos
antipsicoticos estimulan la sintesis de fosfolipidos, triglicéridos y acidos grasos libres en
cultivos de hepatocitos primarios (Lauressergues et al., 2010; Lauressergues et al.,
2011). Ademas, el tratamiento agudo con clozapina en ratas produce un incremento de
los triglicéridos, fosfolipidos y de colesterol en el higado (Ferno et al., 2009). Nosotros
hemos estudiado analizado la sintesis de estos lipidos en células HepG2 y los resultados
muestran que todos los antipsicoticos estudiados, en mayor o menor medida,
incrementan la sintesis de fosfolipidos y de triglicéridos, especialmente horas después
de haber sido retirados del medio de cultivo. Estos resultados confirman basicamente

los ya publicados para haloperidol, clozapina y risperidona por otros autores

120



Discusion

(Lauressergues et al., 2010; Lauressergues et al., 2011), pero ademas extienden el
estudio a la ziprasidona. Comparativamente, la ziprasidona fue el antipsicotico mas
activo cuando se encontraba presente en el medio de cultivo, pero en el periodo de
lavado es la clozapina la que tiene mayor efecto, estimulando no soélo la sintesis de
triglicéridos y de fosfolipidos sino también la de ésteres de colesterol y de acidos grasos
libres. Este efecto estimulador de la ziprasidona se asocia con la aumentada expresion
de FASN que presentan las células mientras estan siendo expuestas a este antipsicotico
(Tabla 8). Por su parte, en el periodo de lavado, las células tratadas previamente con
clozapina fueron las que mostraron mayor expresion de FASN, lo que se corresponde
con la aumentada sintesis de acidos grasos y lipidos saponificables que se observa en
este caso. Por lo tanto, los resultados apoyan que la aumentada sintesis de estos lipidos
se debe al aumento de la expresion de FASN. No obstante, seria necesario determinar la

actividad de dicha enzima para demostrar definitivamente dicha posibilidad.

5. EFECTO DE LOS ANTIPSICOTICOS SOBRE LA SECRECION DE
APOB

Los triglicéridos circulantes proceden mayoritariamente del higado, donde se sintetizan,
se empaquetan junto a otros lipidos y la apoB dando lugar a las VLDL que son
secretadas al torrente sanguineo (Ginsberg et al., 2005). Dado el aumento en la sintesis
de lipidos saponificables observado en las células tratadas con antipsicéticos, nos
propusimos estudiar los efectos de estos farmacos sobre la secrecion de la apoB en
HepG2, centrandonos especialmente en el periodo de lavado, por ser éste el periodo de
mayor activacion de la sintesis de lipidos. Observamos un incremento en la secrecion de
apoB, de manera dosis dependiente, con todos los antipsicoticos estudiados:
haloperidol, clozapina, risperidona y ziprasidona. Esta es la primera vez que se describe
que el tratamiento con antipsicoticos favorece la sintesis y secrecion de apoB. Otros
autores habian observado la sobreexpresion de apoE en cultivos de células del sistema
nervioso central y del higado por efecto de los antipsicoticos (Vik-Mo et al., 2008).
Teniendo en cuenta que los triglicéridos son el principal sustrato que regula el
metabolismo de la apoB para el empaquetamiento y secrecion de las VLDL (Ginsberg
et al., 2005), el efecto estimulador sobre la sintesis y secrecion de apoB podria atribuirse
a la acrecion de lipidos provocada por los antipsicéticos. Este aumento de la secrecion

de apoB, previsiblemente en forma de VLDL, puede explicar la hipertrigliceridemia y la
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aumentada concentracion de apoB que se observan en pacientes tratados durante largo

tiempo con antipsicoticos (Wetterling, 2003).

6. EFECTOS DE LA CURCUMINA SOBRE LA ACUMULACION
INTRACELULAR DE LIPIDOS PROVOCADA POR LOS
ANTIPSICOTICOS

Hasta aqui hemos comentado las alteraciones en la homeostasis intracelular de lipidos
que producen los antipsicoOticos. Estas alteraciones tienen como resultado ultimo la
acumulacién intracelular de lipidos, produciendo un fenotipo celular parecido al de
algunas esfingolipidosis, en especial la enfermedad de Niemann Pick Tipo C1. Lloyd-
Evans y colaboradores describieron que la curcumina, un polifenol que se obtiene del
rizoma de la Curcuma longa, alivia el bloqueo del trafico que se produce en el Niemann
Pick Tipo C1, mejorando el fenotipo celular y alargando la vida de ratones que padecen
la enfermedad (Lloyd-Evans et al., 2008). Con estos antecedentes, nos preguntamos si
la curcumina podria rescatar el bloqueo del trafico intracelular producido en las células
tratadas con antipsicoticos, mejorando el fenotipo celular y corrigiendo en parte el

efecto metabolico.

En células HepG2 previamente tratadas con los antipsicoticos, que acumulan
colesterol libre procedente de LDL en grandes endo-lisosomas localizados en la zona
perinuclear, de forma llamativa el tratamiento con curcumina durante sélo 2 h tuvo un
marcado efecto sobre dichas vesiculas, disminuyendo su tamafo y localizdindose
preferentemente en la periferia de la célula, junto a la membrana. Estos cambios
fenotipicos indicaban que el tratamiento con curcumina reducia el bloqueo del trafico
intracelular producido por los antipsicéticos y promovia el transporte de vesiculas mas

pequefias hacia la membrana celular.

Estos efectos se vieron reforzados tras la observacion de que la curcumina
favorecia la salida de colesterol de la célula, especialmente cuando las células habian
sido tratadas con los antipsicoéticos. El efecto facilitador de la curcumina sobre la salida
de colesterol de las células ya habia sido descrito en otros tipos celulares por otros
autores, efecto que atribuian a un aumento en la expresion de ABCA1 (Dong et al.,
2011; Zhao et al.,, 2012). Sin embargo, nuestros ensayos para medir la salida de
colesterol desde la célula al medio extracelular se realizaron en ausencia de suero, es

decir, en ausencia de apoA-I, que es la apolipoproteina que recoge el colesterol
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transferido por aquel transportador. Por lo tanto, la contribucion de ABCA1 en la salida
de colesterol medida en nuestros ensayos debe ser minima. Este dato, junto con la
aparicion de vesiculas en la periferia de la membrana, nos indujo a pensar que la

curcumina favorecia la salida de colesterol de la célula a través de vesiculas.

Durante el proceso de maduraciéon de los endosomas se forman vesiculas
intraluminales que dan lugar a los denominados cuerpos multivesiculares o MVB
(Huotari and Helenius, 2011). Las vesiculas intraluminales pueden ser secretadas en
forma de exosomas al fusionarse los MVB con la membrana celular (Huotari and
Helenius, 2011). Aunque la funcién de los exosomas ha estado en entredicho durante
largo tiempo, actualmente se acepta que juegan un papel importante en la salida de
material intracelular para la comunicacion entre células (Record et al., 2011; Ludwig
and Giebel, 2012). Por otra parte, los exosomas contienen enzimas lipoliticas en su
interior (Subra et al., 2010) y sus membranas estan enriquecidas en colesterol y otros
lipidos, habiéndose sugerido que los exosomas juegan un papel en la secrecion de
lipidos fuera de la célula (Klein et al., 2005; Strauss et al., 2010; Subra et al., 2010). De
hecho, Strauss y colaboradores demostraron que la salida de colesterol a través de los
exosomas es un mecanismo para evitar el bloqueo del trafico intracelular de lipidos que,
de otra forma, podria ser toxico para la célula como ocurre en la enfermedad de NPC

(Strauss et al., 2010).

Aunque los mecanismos que gobiernan la formacidon y secrecion de los
exosomas no se conocen en detalle, se ha descrito que el incremento de la concentracion
de calcio en el citosol fomenta la secrecion de exosomas (Rodriguez et al., 1997; Chen
et al., 2010). La concentracion de calcio citosolico es clave en muchos procesos
celulares y esta estrechamente regulada, principalmente gracias a la accién de la
sarco/endoplasmic riticulum calcium ATPase (SERCA) (Brini and Carafoli, 2009). A
este respecto, la tapsigargina, un inhibidor de la SERCA, incrementa la concentracion
de calcio citosdlico y favorece la salida de exosomas (Savina et al., 2003). La
curcumina también es capaz de elevar los niveles de calcio citosdlico al afectar la
actividad de la SERCA (Bilmen et al., 2001). Todos estos antecedentes determinaron el
siguiente paso en nuestra investigacion, que fue estudiar si la secrecion de colesterol al

medio extracelular era via exosomas.

Debido a que los exosomas tienen su origen en los endosomas, estudiamos si el

tratamiento con curcumina producia la salida de componentes de los endo-lisosomas al
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medio extracelular. Primeramente analizamos la actividad de la enzima lisosomal -
hexosaminidasa (Griffiths et al., 1990; Conde-Vancells et al., 2008; Mathivanan and
Simpson, 2009; Chen et al., 2010; Mathivanan et al., 2012) y observamos que la
curcumina incrementaba la liberacion de dicha enzima al medio de -cultivo,
especialmente en las células previamente tratadas con los antipsicoticos. A continuacion
analizamos otros marcadores comunmente usados para identificar exosomas, como
CD63 y flotilina-2 (Griffiths et al., 1990; Conde-Vancells et al., 2008; Mathivanan and
Simpson, 2009; Chen et al., 2010; Strauss et al., 2010; Mathivanan et al., 2012),
obteniendo resultados que confirmaban que la curcumina favorecia la salida de
exosomas. Otras evidencias sobre la naturaleza de estas vesiculas fueron la
demostracion mediante citometria de flujo de que las vesiculas aisladas por
ultracentrifugacion tienen CD63 en su superficie, ademéas de Dil derivado de las Dil-
LDL, todo lo cual indica que estas vesiculas tienen un origen claramente endosomal.
Por ultimo las vesiculas aisladas fueron analizadas mediante microscopia electronica, lo
que permitid confirmar que tenian un tamano entre 50-100 nm, igual al descrito para
exosomas (Valadi et al., 2007; Strauss et al., 2010; Record et al., 2011). A la luz de
estos resultados podemos concluir que la curcumina promueve la salida de exosomas en
la linea celular HepG2. El hecho de que este efecto fuera mas pronunciado en las células
tratadas con los antipsicoticos es interesante. Aunque esta mayor efectividad pueda
deberse simplemente al mayor contenido de lipidos en los endo-lisosomas que de
partida tienen estas células, el hecho es ventajoso por cuanto permite que las células

tratadas con los antipsicéticos sean las mas beneficiadas por la curcumina.

Teniendo en cuenta este efecto de la curcumina sobre el bloqueo del trafico
intracelular de LDL, nos estudiamos también si la curcumina afectaba la expresion de
genes controlados por el factor de transcripcion SREBP-2. Observamos que la
curcumina producia un rapido descenso en la cantidad del ARNm para SREBF?2 asi
como en sus genes diana HMGR y LDLR, efecto que, de nuevo, era mas pronunciado en
las células tratadas previamente con los antipsicdticos. Este efecto podria deberse a una
represion de la maduracion de SREBP-2 por la llegada de colesterol al RE, debido al
desbloqueo del trafico intracelular. EI mecanismo a través del cual la curcumina ejerce
estos efectos se desconoce, aunque probablemente estén relacionados con cambios en el
metabolismo del calcio intracelular. Esta hipotesis, no obstante, debe ser corroborada

con experimentos mas directos.
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La secrecion de exosomas se ha descrito en distintos tipos celulares como
macrofagos (O'Neill and Quah, 2008; Yang et al., 2011), epiteliales (van Niel et al.,
2001), neurogliales (Fevrier et al., 2004), renales (Klein et al., 2005) y hepaticas
(Calzolari et al., 2006; Conde-Vancells et al., 2008). También se ha demostrado la
secrecion de exosomas in vivo en el higado de ratones (Masyuk et al., 2013). Hasta la
fecha, el papel asignado a los exosomas en la fisiopatologia hepatica se limita a la
carcinogénesis, la hepatitis virica y la inflamacion. Nuestro trabajo sugiere que los
exosomas pueden jugar un papel importante en enfermedades hepaticas que cursen con

acumulacion de lipidos.

A la curcumina se le atribuyen multiples efectos beneficiosos sobre la
inflamacion, la hiperlipidemia y la aterosclerosis (Gupta et al., 2012). En particular y
centrandonos en el metabolismo lipidico, ya se habia demostrado la capacidad de la
curcumina para afectar este metabolismo (Peschel et al., 2007; Dou et al., 2008; Kang
and Chen, 2009), estimular la secrecion de colesterol a través de ABCA1 (Dong et al.,
2011; Zhao et al., 2012) y reducir la acumulacion celular de colesterol (Kang and Chen,
2009; Zhao et al., 2012). En modelos animales, la administracion de curcumina reduce
la concentracion plasmatica de colesterol (Ramirez-Tortosa et al., 1999) , lo cual esta en
concordancia con la sobre-expresion del LDLR observada en las células HepG2
(Peschel et al., 2007; Dou et al., 2008) Por otro lado, la curcumina reduce la captacioén
de las LDL oxidadas y provoca la secrecion de colesterol de los macrofagos,
contribuyendo a retrasar el desarrollo de la arteriosclerosis en los ratones apoE'/' (Zhao
et al., 2012). En los ratones mutantes para NPC1, la curcumina se ha visto que prolonga
la supervivencia y mejora la ganancia de peso y la actividad fisica de los animales
(Lloyd-Evans et al., 2008). En contraposicion, Borbon y colaboradores han descrito un
variable, pero ligero, incremento en la supervivencia de los ratones NPC™ por efecto de
la curcumina (Borbon et al., 2012), lo cual cuestiona la eficacia de este polifenol en la
neurodegeneracion en este modelo animal. No obstante, la curcumina previene y
protege frente a los efectos secundarios de diferentes aminas cationicas en modelos
animales. Asi, se ha demostrado en ratas que la curcumina protege frente a los dafios
inducidos en el higado por el tratamiento con tamoxifeno, recuperandose los niveles
basales de las enzimas hepaticas (El-Beshbishy et al., 2010). También se ha descrito que
la administracion de curcumina en ratas previene los movimientos oro-faciales

involuntarios y la hiperactividad de los receptores D, de dopamina provocados por el
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tratamiento con haloperidol (Bishnoi et al., 2008; Sookram et al., 2011). En los ratones
tratados con N-metil N-nitrosourea, la administracion de curcumina normaliza los
niveles alterados de lipidos totales, colesterol y fosfolipidos en las preparaciones de
membrana de cerebro y cerebelo (Singla and Dhawan, 2012). Finalmente, se han
descrito efectos beneficiosos de la curcumina en diferentes enfermedades
neurodegenerativas como la esclerosis multiple (Natarajan and Bright, 2002), el
Alzheimer (Frautschy et al., 2001) y la senescencia (Sun et al., 2013). La secrecion de
exosomas inducida por curcumina que describimos en este trabajo, como un mecanismo
para la secrecion de diverso material de deposito fuera de la célula, podria contribuir a

ampliar la gran variedad de efectos potencialmente beneficiosos de este polifenol.
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CONCLUSIONES

1. Los antipsicéticos, tanto los de primera generacion o tipicos (haloperidol) como los
de segunda o atipicos (clozapina, risperidona y ziprasidona), inhiben la biosintesis de
colesterol en su etapa final de interconversion de esteroles, en distintos tipos celulares in

Vitro.

2. Los cambios observados en la incorporacion de acetato radiactivo y en el perfil de
esteroles permiten concluir que la risperidona y la ziprasidona, al igual que el
haloperidol, inhiben las siguientes actividades enzimaticas, en este orden: A’-reductasa
> A% .isomerasa = A’-desaturasa > A'“-reductasa, siendo la potencia relativa:
ziprasidona > haloperidol > risperidona. Por su parte, la clozapina afecta principalmente

las actividades de A**-reductasa y A*’-isomerasa.

3. Las consecuencias de esta inhibicion sobre el contenido celular de colesterol y la
acumulacion de esteroles intermediarios dependen de la actividad relativa de las vias de
Bloch (insaturada) y de Kandustch-Russell (saturada) y de la actividad global de sintesis

de esteroles, propias de cada tipo celular.

4. Todos los antipsicoticos estudiados promueven la acumulacion de colesterol libre
procedente de las LDL en los endo-lisosomas, aparentemente por inhibicion de su salida
hacia el reticulo endopldsmico, sin afectar la actividad hidrolitica en dicho
compartimento ni pasos mas tempranos de la endocitosis de las LDL. A diferencia de lo
que ocurre con otros agentes que inhiben el trafico intracelular de colesterol, como el
U18666A, los antipsicdticos no provocan la acumulacion esfingomielina en los endo-

lisosomas.

5. En las células HepG2, los antipsicoticos incrementan la expresion de SREBF2 y de
sus genes diana (HMGR y LDLR), probablemente como consecuencia de la inhibicién

de la biosintesis de colesterol y de la llegada al reticulo endoplasmico del colesterol de
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las LDL. Esta respuesta, tendente a corregir la falsa deficiencia de colesterol detectada,

agrava la acumulacion de colesterol en los endo-lisosomas.

6. Tras retirar los antipsicoticos del medio de cultivo, la biosintesis de colesterol se
recupera o incluso puede llegar a ser mas activa que en la condicién basal, lo que se
interpreta por la confluencia de la desaparicion de la inhibicidon directa de aquellas
enzimas y el incremento de su expresion por la activacion de SREBP-2. Por lo tanto, in
vivo se esperan ciclos de inhibicidn/activacion de la colesterogénesis a lo largo del
tiempo en funcion de la pauta del tratamiento con los antipsicéticos y de su

metabolizacion.

7. El tratamiento con antipsicoticos estimula la expresion de SREBFI y de su gen diana
FASN, efecto que se acompafia de cambios en la sintesis de lipidos saponificables. La
ziprasidona fue el mas potente estimulando la sintesis de fosfolipidos y triglicéridos en
el periodo de exposicion al fArmaco, mientras que clozapina y haloperidol lo fueron tras

ser retirados del medio de cultivo.

8. Durante el periodo de lavado, los antipsicoticos también incrementan la sintesis y
secrecion de apoB por las células HepG2, lo cual puede atribuirse a la acrecion de

lipidos producida.

9. La curcumina, un polifenol que incrementa el nivel citosélico de calcio, promueve la

secrecion de exosomas en las células HepG2 y las THP1 diferenciadas a macréfagos.

10. El tratamiento con curcumina reduce el tamafio de los endo-lisosomas cargados de
lipidos y provoca su redistribucion hacia la periferia celular en las células tratadas con
antipsicoticos o U18666A, y estimula la salida del colesterol y Dil derivados de las
LDL endocitadas, al exterior celular. Este efecto, que supone una mejoria en el deposito
intracelular de lipidos promovido por los antipsicdticos, podria aliviar los efectos

adversos sobre el metabolismo lipidico que ejercen estos farmacos.
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Atypical antipsychotics alter cholesterol and fatty acid
metabolism in vitro®
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Abstract Haloperidol, a typical antipsychotic, has been
shown to inhibit cholesterol biosynthesis by affecting A
reductase, A8’7-isomerase, and A'*reductase activities, which
results in the accumulation of different sterol intermedi-
ates. In the present work, we investigated the effects of
atypical or second-generation antipsychotics (SGA), such as
clozapine, risperidone, and ziprasidone, on intracellular
lipid metabolism in different cell lines. All the SGAs tested
inhibited cholesterol biosynthesis. Ziprasidone and ris-
peridone had the same targets as haloperidol at inhibit-
ing cholesterol biosynthesis, although with different relative
activities (ziprasidone > haloperidol > risperidone). In con-
trast, clozapine mainly affected A**reductase and AY.
isomerase activities. These amphiphilic drugs also interfered
with the LDL-derived cholesterol egress from the endo-
some/lysosome compartment, thus further reducing the
cholesterol content in the endoplasmic reticulum. This trig-
gered a homeostatic response with the stimulation of sterol
regulatory element-binding protein (SREBP)-regulated gene
expression. Treatment with SGAs also increased the synthe-
sis of complex lipids (phospholipids and triacylglycerides).
Once the antipsychotics were removed from the medium, a
rebound in the cholesterol biosynthesis rate was detected,
and the complex-lipid synthesis further increased. In this
condition, apolipoprotein B secretion was also stimulated
as demonstrated in HepG2 cells.Hll These effects of SGAs
on lipid homeostasis may be relevant in the metabolic side
effects of antipsychotics, especially hypertriglyceridemia.—
Canfran-Duque, A., M. E. Casado, O. Pastor, J. Sanchez-
Wandelmer, G. de la Pena, M. Lerma, P. Mariscal, F. Bracher,
M. A. Lasuncion, and R. Busto. Atypical antipsychotics alter
cholesterol and fatty acid metabolism in vitro. J. Lipid Res.
2013. 54: 310-324.
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The antipsychotic actions of classic neuroleptics
(typical or first-generation antipsychotics, FGA) revolution-
ized the therapy of schizophrenia, but their extensive
use has been impeded by side effects, such as extrapy-
ramidal symptoms, and a high incidence of nonre-
sponders. FGAs, such as haloperidol, act predominantly
by blocking dopamine D, receptors (1). Atypical or sec-
ond-generation antipsychotics (SGA) display relatively
weaker antagonism of dopamine D, receptors but po-
tent antagonism to serotonin 5-HTy, receptors (1). The
therapeutic use of SGAs has reduced concern on neuro-
logical side effects, but they are not free of metaboli-
cally adverse effects. An increase in body weight is fairly
rapid after initiating treatment with these drugs. Atlong
term, this may result in overt obesity, along with dyslipi-
demia, insulin resistance, abnormal glucose tolerance,
and diabetes (2-4). Dyslipidemia is commonly mani-
fested as an increase in total triglyceride and a decrease
of high-density lipoprotein (HDL)-cholesterol plasma

Abbreviations: CE, cholesteryl ester; Dil, 1,1 -dioctadecyl-3,3,3,
3-tetramethylindocarbocyanine perchlorate; ER, endoplasmic reticulum;
FASN, fatty acid synthase; FF-MAS, Ax’l4’24-dimethylcholestatrienol;
FGA, first-generation antipsychotic; HMGR, 3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl-CoA reductase; LDLR, LDL receptor; LPDS, lipoprotein-
deficient serum; MAS-412, A®'“.dimethylcholestanol; MAS-414,
A%.dimethylcholestadionel; MTP, microsomal triglyceride transfer
protein; PL, phospholipid; SCD, stearoyl-coenzyme A desaturase; SGA,
second-generation antipsychotic; SREBP, sterol regulatory element-
binding protein; T-MAS, A8'24—dimethylcholestadionel; 7DHC, 7-dehy-
drocholesterol; 7DHD, 7-dehydrodesmosterol.
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concentrations (5). However, important differences among
the different antipychotics exist, more frequently with
clozapine than ziprasidone (5-7). More controversial
are the potential effects of antipsychotics on blood cho-
lesterol (8). In adult patients with schizophrenia, treat-
ment with clozapine or olanzapine but not haloperidol
or risperidone was found to increase total cholesterol
levels (9). In youth patients on first medication with
SGA, an increase in total and low-density lipoprotein
(LDL)-cholesterol levels were observed with olanzapine
but not ariprazole, quetiapine, or risperidone (10).
These measurements were performed in samples ob-
tained on fasting conditions. A fatty meal test revealed a
significantly greater increase in very low density lipo-
protein (VLDL) levels, both triglyceride and choles-
terol, in olanzapine-treated compared with risperidone-
treated subjects, demonstrating the alteration in VLDL
metabolism (11). Finally, in a study directed to examine
gene expression in whole blood, fatty acid biosynthesis
genes FASN (fatty acid synthase) and SCD (stearoyl-CoA
desaturase) were overexpressed in olanzapine-treated
compared with unmedicated patients (12). It may be
relevant to consider whether these metabolic effects are
a consequence of weight gain or whether they are inde-
pendent. In this regard, recent studies in rats have
shown that subchronic administration of olanzapine el-
evates serum TG levels and upregulates the expression
of lipogenic SREBP-1-controlled genes independently
of weight gain (13).

Cholesterol biosynthesis from acetyl-CoA is a multi-
step pathway involving upwards of 20 enzymatic activi-
ties (supplemental Fig. I). There are few data on the
effects of antipsychotics on cholesterol biosynthesis. In
1965, Summerly and Yardley were the first to demon-
strate that haloperidol inhibits cholesterol biosynthesis
in rat skin (14). We previously reported that in both
neuroblastoma SH-SY5Y and promyelocytic HL-60 hu-
man cell lines, haloperidol inhibited cholesterol biosyn-
thesis, resulting in a decrease in the cell cholesterol
content and the accumulation of different sterol inter-
mediates [7-dehydrocholesterol (7DHC), zymostenol,
and cholesta-8,14-dien-33-ol] depending on the dose of
the drug, suggesting the inhibition of A’-reductase >
A*"isomerase > A'-reductase enzyme activities in this
order (15, 16). By determining the incorporation of ra-
dioactive acetate into cholesterol, Kristiana et al. (17)
confirmed this effect of haloperidol and reported that
SGAs, such as clozapine, quetiapine, olanzapine, risperi-
done, and ziprasidone, have the ability to inhibit choles-
terol biosynthesis, although the affected steps were not
elucidated. In contrast, Lauressergues et al. reported
that the SGAs clozapine and olanzapine (18) as well as
risperidone (19) increased cholesterol biosynthesis in
primary cultures of rat hepatocytes, whereas other an-
tipsychotics, such as haloperidol, quetiapine, and arip-
iprazole, did not affect this pathway (18).

Most antipsychotics are cationic amphiphiles, which
are positively charged by virtue of an amine group that
can be protonated, and display both hydrophilic and

hydrophobic properties (supplemental Fig. II). Inter-
estingly, other cationic amphiphiles, such as Ul18666A
(20) and tamoxifen (21, 22), have been shown to in-
hibit several enzymes involved in cholesterol biosynthe-
sis and to affect the LDL endocytotic trafficking to the
endoplasmic reticulum (ER). We previously reported
that haloperidol interfered with free cholesterol egress
from this intracellular compartment to the ER, produc-
ing an accumulation of free cholesterol in endosome/
lysosome vesicles (16). This effect could be responsible
for the upregulation of SREBP and its target genes in
response to antipsychotic treatment as observed by others
(23-25).

In this study, we analyzed the effects of SGAs on dif-
ferent aspects of intracellular cholesterol homeostasis,
including cholesterol biosynthesis and intracellular cho-
lesterol traffic, as well as on fatty acid synthesis and apo-
lipoprotein B100 (apoB100) secretion to elucidate their
actions on lipid metabolism.

METHODS

All chemicals, unless otherwise stated, were purchased from
Sigma (Sigma-Aldrich Quimica, S.A., Tres Cantos, Madrid, Spain).
The antipsychotics used were clozapine free base (Sigma), halo-
peridol free base (Sigma), risperidone free base (Sigma), and
ziprasidone hydrochloride (Tocris).

Culture of cells

For this study, three human cell lines were selected. The
hepatoma cell line HepG2 (ATCC HB-8065) (Rockville, MD)
was chosen because of the intense lipid metabolism of this tis-
sue and its involvement in the metabolism of antipsychotics.
The neuroblastoma SH-SY5Y cell line (ATCC CRL-2266) was
selected because neurons, from the therapeutic view point,
are the main target cells of antipsychotics. Finally, HL-60 pro-
myelocytic cells (ECACC 98070106) are very useful to study
cholesterol biosynthesis due to their high proliferation rate.
HepG2 cells were cultured in DMEM high glucose (Gibco BRL
Invitrogen S.A., Barcelona, Spain) supplemented with MEM
nonessential amino acids, 10% fetal bovine serum (FBS), and
antibiotics (Gibco BRL) at 37°C in a 5% CO, atmosphere.
SH-SY5Y cells were cultured in RPMI 1640 (Gibco BRL) medium
with L-glutamine supplemented with MEM nonessential amino
acids, 10% FBS, and antibiotics. HL-60 leukemia cells were
cultured in cholesterol-free ITS+ medium with the following
composition: RPMI 1640 supplemented with 625 pwg/ml trans-
ferrin (Roche, Basel, Switzerland), 625 pg/ml insulin, 535 pg/ml
linoleic acid-BSA, 625 ng/ml sodium selenite, 125 mg/ml
human serum albumin (Grifols 20%, Barcelona, Spain), and anti-
biotics. For the experiments, HepG2 and SH-SY5Y cells were cul-
tured in medium with 10% lipoprotein-deficient serum (LPDS)
and HL-60 cells in serum-free medium and treated with clozap-
ine, haloperidol, risperidone, or ziprasidone. The antipsychotics
were dissolved in DMSO. The final concentration of DMSO in
the medium was 0.044%. LPDS was prepared from FBS by ultra-
centrifugation at a density of 1.21 kg/I. Human LDLs were iso-
lated as described elsewhere (26).

Immunofluorescence microscopy

Human LDL was labeled with the fluorescent probe Dil
(1,1"-dioctadecyl-3,3,3,3-tetramethylindocarbocyanineperchlorate,
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Life Technologies Corporation, Madrid, Spain) as described
elsewhere (27). HepG2 cells were cultured on glass coverslips
and fixed with 4% paraformaldehyde/PBS for 5 min. Next, the
cells were permeabilized in 0.1% triton X-100/PBS for 5 min
and incubated with 2% BSA (BSA) in PBS for 45 min. For free
cholesterol staining, cells were exposed to filipin (50 mg/1 in PBS)
for 45 min. Anti-Lamp2 (Abcam, Cambridge, UK) or anti-
CD63 (BD Biosciences) were used at a 1:200 dilution for 2 h,
followed by incubation with Alexa fluor 488-conjugated anti-
mouse IgG (Molecular Probes, Invitrogen S.A.) in PBS at a
1:500 dilution for 45 min. Cells were mounted for microscopy
and examined on a Nikon D Eclipse C1 confocal microscope.

Analysis of sterol biosynthesis by HPLC

The cells (HL-60 incubated in cholesterol-free ITS+ me-
dium and HepG2 incubated in DMEM medium containing
10% LPDS) were preincubated for 2 h in the absence (con-
trol) or the presence of different antipsychotics at the indi-
cated concentrations, and then the medium was supplemented
with 40 pCi of "C-acetate and incubated for a further 8 h. At
the end of the incubation period, the cells were washed twice
with ice-cold PBS and lysed with 10% (w/v) KOH. Then the
nonsaponifiable lipids were extracted and used for sterol sepa-
ration by reverse-phase HPLC, as previously described (28),
using a Luna-Pack 5 pm pore size C18 (250 mm x 4.6 mm;
Phenomenex) column for HepG2 cells or a Mediterranea SEA
18 5 pm pore size C18 (250 x 4.6 mm, Teknokroma) for HL-60
cells. Lipids were eluted with acetonitrile:water (95:5 v/v) for
HepG2 cells or with acetonitrile:water (95:3.5 v/v) for HL-60
cells at a flow rate of 1.2 ml/min. The eluent was monitored
simultaneously for UV absorption (Diodo Array 168 detector,
Beckman Coulter) and online radioactivity counting (Radio-
activity detector LB 509, Berthold Technologies). The eluting
sterols were identified by comparison of the retention time
and the UV spectrum with those of pure standards. The HPLC
method could not resolve zymostenol from cholesterol or
zymosterol from desmosterol.

In other experiments, in order to elucidate the cellular
response to the removal of the antipsychotic drugs from the
medium, HepG2 cells were incubated in DMEM medium con-
taining 10% LPDS in the absence (control) or the presence of
the different antipsychotics at 10 pM for 16 h. Then the me-
dium was removed and the cells were washed with PBS, and
finally, medium without the drugs was added and supple-
mented with 40 pCi of "C-acetate. Cells were incubated for a
further 8 h and processed as before for the analysis of radioac-
tivity incorporation into sterols.

Analysis of sterols by GC/MS

Extracted sterols were analyzed as previously described (16).
Briefly, total sterols were dissolved in tert-butylmethylether
(TBME) and derivatized with silylation reagent (N-methyl-N-
trimethylsilyl-trifluoroacetamide / trimethylsilylimidazole 9:1,
v/v). Sterols were analyzed using an Agilent 6890N GC and an
Agilent 5975 MS detectors (Agilent Technologies) with an Agi-
lent DB-5 ms, 30 m x 0.25 mm x 0.1 pm. Helium was used as
carrier gas at a flow rate of 1.0 ml/min and variable pressure
according to retention time locked for 5-a cholestane. The inlet
temperature was maintained at 260°C. The oven temperature
was initially held at 55°C for two minutes and was increased to
260°C at a rate of 55°C/min, held 10 min, and then increased
to 310°C at a rate of 7°C/min. The injector was settled to split-
less (injection volume 2 pl). GC/MS was carried out using in
electron ionization at 70eV. For quantization purposes, the MS
detector was operated in selective ion monitoring (SIM) mode
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following at least one quantifier and two qualifying ions for
each sterol. Peak identification was achieved both by compari-
son with known external standards and by monitoring charac-
teristic ions as described elsewhere (29).

RNA isolation and real-time qRT-PCR

Total RNA from HepG2 cells was extracted using TriRe-
agent according to the manufacturer’s recommendations and
reverse-transcribed using M-MLV reverse transcriptase enzyme
(Promega, WI) in the presence of the RNase inhibitor RNAsin
(2 U/pl) (Promega). Real-time PCR amplification was per-
formed on a LightCycler 480 using the SYBR Green I Master
kit (Roche Applied Science). The thermocycle protocol con-
sisted of an initial denaturation step of 95°C for 5 min, fol-
lowed by 45 cycles of 95°C for 10 s, 60°C for 10 s, and 72°C for
10 s. Melting curves were evaluated for each gene, and the
PCR reaction products were separated on 2% agarose gels to
confirm the presence of a single product. The efficiency of the
reaction was evaluated by amplifying serial dilutions of cDNA
(1:10, 1:100, 1:1000, and 1:10,000). We ensured that the rela-
tionship between the threshold cycle (Ct) and the log(RNA)
was linear (—3.6 < slope < 3.2). All analyses were performed in
triplicate, and the target gene copy number was normalized
against the housekeeping gene Rplp0 (encoding ribosomal
protein large P0). The primers used in the real-time PCRs are
shown in supplemental Table I.

Lipid synthesis assay

HepG2 cells were incubated in the absence (control) or the
presence of the different drugs at 10 wM. After 20 h, "C-ace-
tate (2 pCi/ml per well) was added, and incubation was con-
tinued for additional 4 h. In other experiments, the cells were
incubated in the presence of the drugs or control conditions
for 20 h, then the cells were washed twice with PBS and incu-
bated for additional 4 h in plain medium containing "Cacetate
(2 pCi/ml per well). In all cases, at the end of the incubation,
cells were washed, and lipids were extracted by the Folch pro-
cedure. Lipid extracts were dried and separated into major
lipid classes on TLC plates Silica Gel F254 with a mobile phase
of hexane:diethyl ether:glacial acetic acid (90:30:1, v/v/v).
The lipids bands corresponding to phospholipids (PL), free
fatty acid (FFA), triacylglycerides (TG), and cholesteryl ester
(CE) were cut into vials, and radioactivity was counted by lig-
uid scintillation.

Immunoprecipitation of apoB from culture medium
or cell lysate

We followed the method published by Meex and coworkers
(30). The cells were metabolically labeled with [**S]methionine
(Hartmann Analytic, Germany) during 15 min, then the medium
was removed and the cells were incubated with chase medium
supplemented with unlabeled methionine. After 180 min, newly
synthesized apoB was immunoprecipitated from culture medium
as described in Ref. 30. Quantitation of labeled apoB was per-
formed by SDS-PAGE and radioactivity detection using a Typhoon
9400 PhosphorImager. Total protein synthesis was measured by
determination of tricloroacetic acid precipitable radioactitivy in
aliquots of the medium. Microsomal triglyceride transfer protein
(MTP) inhibitor CP-346086 was used at 10 pM.

Statistical analysis

Data were presented as mean + SEM. Statistical analyses were
performed using a 2-tailed, unpaired Student ttest. The differ-
ence between two sets of values was considered significant if the
Pvalue was less than 0.05.
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RESULTS

Effects of second-generation antipsychotics on
cholesterol biosynthesis

The effects of SGAs (clozapine, risperidone, and ziprasi-
done) compared with haloperidol on cholesterol biosyn-
thesis were studied. Cells were incubated in the absence
(control) or presence of different concentrations of the
drugs for a total of 10 h, and the incorporation of "C-ace-
tate into sterols during the last 8 h was determined. In
HepG2 cells incubated in control conditions, radioactivity
mainly accumulated in cholesterol (peak 1) and desmos-
terol (peak 2) (Fig. 1A). As expected, treatment with halo-
peridol resulted in a decrease in radioactivity incorporation
into cholesterol (less than 10% of the control) and an in-
crease in the biosynthetic precursors 7DHC, zymosterol,
cholesta-8,14-dien-33-ol and, cholesta-8,14,24-trien-33-ol
in a dose-dependent manner (Fig. 1). This confirmed our
previous results, using different cell lines, that haloperidol
1nh1b1ts the cholesterol blosynthetlc reactlons catalyzed
by A™-reductase, A*"-isomerase, and A'*-reductase, respec-
tively (15, 16). Treatment with clozapine resulted in a
small decrease in radioactivity incorporation into choles-
terol (roughly 15% of the control) and an increase in ra-
dioactivity incorporation into desmosterol/zymosterol,
which was indicative of the inhibition of the A*-reductase
and/or A% isomerase reaction (Fig. 1). Treatment with
risperidone resulted in a decrease in radioactivity incorpo-
ration into cholesterol (656-90% of the control) and an
increase in 7DHC in a dose-dependent manner. At the
highest dose, lanosterol and cholesta-8,14,24-trien-3(3-ol
were also increased. These results are Compatlble with the
inhibition of reactions catalyzed by A’reductase, A'-
reductase, and 14o-demethylase due to the effect of ris-
peridone. Finally, ziprasidone even at the lowest dose (5 pM)
completely blocked radioactivity incorporation into cho-
lesterol (Fig. 1), and radioactivity accumulated in 7DHC
(compound #3, which was clearly distinguished from com-
pound #11 in the UV-absorption spectra, Fig. 1B), cholesta-
8,14-dien-33-ol, and cholesta-8,14,24-trien-33-0l, which
was suggestlve of the inhibition of the reactions catalyzed
by A”- and A'*reductases, respectively.

The study was extended to HL-60 cells (Table 1 and sup-
plemental Fig. III). In control conditions, these cells accu-
mulated 14C—radioactivity only in cholesterol. Treatment of
cells with haloperidol resulted in a profound decrease in
radioactivity incorporation into cholesterol, whereas an
increase in the precursors 7DHC, 7-dehydrodesmosterol
(7DHD) and cholesta-8,14-dien-33-ol was observed. Treat-
ment with risperidone resulted in a decrease in radioactivity
incorporation into cholesterol and an increase in 7DHC in
a dose-dependent manner suggesting inhibition of the re-
action catalyzed by A "reductase. Ziprasidone resulted in an
accumulation of radioactivity in 7DHC, cholesta-8,14-dien-
3B-ol, cholesta-8,14,24-trien-33-o0l, and lanosterol, which
was suggestlve of the inhibition of the reactions catalyzed by
A”- and A"reductases and 14a- -demethylase, respectively.
Clozapine was less potent in inhibiting cholesterol biosyn-
thesis; increments of 14C—radioactivity in 7DHC, 7DHD, and

lathosterol were observed with the highest dose used (Table 1
and supplemental Fig. IIT).

To quantify the different sterols, HPLC has some limita-
tions due to the poor resolution between cholesterol/
zymostenol and desmosterol/zymosterol. Thus, to deter-
mine how the inhibition of cholesterol biosynthesis elicited
by SGAs affects the sterol composition of cells, we used GC/
MS. For GC/MS experiments, the cells were treated in the
absence (control) or presence of different concentrations
of the antipsychotic for 24 h and then analyzed. As shown
in Table 2, in control conditions, HepG2 cells contained,
in addition to cholesterol, small amounts of zymostenol,
lathosterol, and desmosterol. All the antipsychotics tested
decreased the cholesterol content in a dose-dependent
manner, and the concentrations of several cholesterol pre-
cursor sterols were increased. In cells treated with halo-
peridol, 7DHC, zymostenol, cholesta-8,14-dien-33-o0l, and
cholesta-8,14,24-trien-33-ol were greatly increased, as well
as FF-MAS (As‘14’24-dimethylcholestatrienol) and zymos-
terol at the highest dose used. Treatment with clozap-
ine increased zymostenol, 8-dehydrocholesterol, and
desmosterol. Risperidone increased 7DHC, zymosterol,
8-dehydrocholesterol, lathosterol, and desmosterol.
Cells treated with ziprasidone showed an increase in
7DHC and, particularly, cholesta-8,14-dien-33-0l and
cholesta-8,14,24-trien-33-ol. Taken together, these re-
sults suggest that 1n HepG2 cells haloperldol inhibits
the activities of A’-reductase, A* -1somerase and A
reductase (Table 2). Clozapine inhibits A%*"-isomerase
and A’ -reductase risperidone 1nh1b1ts A’ -reductase
A% isomerase, A° -desaturase and A? -reductase and
ziprasidone inhibits A".reductase and A’-reductase.

The sterol content in HL-60 cells was quite distinct
(Table 3). On the one hand, the cholesterol content was
about 10 pwg/mg cell protein, three times less than in
HepG2 cells. On the other hand, HL-60 cells contained
some 7DHGC, in contrast to HepG2 cells, which contained
desmosterol. These data suggest that the limiting enzyme
in HL-60 cells is A" —reductase whereas in HepG2 cells, the
limiting enzyme is A*-reductase. With regard to the
changes produced by the antipsychotics, with the excep-
tion of clozapine, all of them significantly decreased the
content of cholesterol. Haloperidol, even at the lowest
concentration used, highly increased the cell content of
7DHC; at increasing drug concentrations, lathosterol,
8-dehydrocholesterol, and zymosterol, as well as cholesta-
8,14-dien-33-ol and cholesta-8,14,24-trien-33-ol, were also
increased. These same cholesterol pathway intermediaries
were also affected by treatment with risperidone and zip-
rasidone but at different intensities. Risperidone greatly
increased the content of 7DHC in a dose-dependent man-
ner; at the highest dose, it also 1ncreased zymostenol and
cholesta-8,14-dienol, substrates of A*"isomerase and A%
reductase, respectively. Finally, treatment with ziprasidone
resulted in marked increases in cholesta-8,14-dienol and
cholesta-8,14,24-dienol (substrates of A'*reductase) and in
7DHC (substrate of A7—reductase), as well as a small in-
crease in zymostenol. In HL-60 cells, an increase in lathosterol
due to the antipsychotics haloperidol, clozapine, and
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Fig. 1. A: Effects of antipsychotics on “Cacetate incorporation into sterols in HepG2 cells The cells were treated with haloperidol, clo-

zapine, risperidone, or ziprasidone at the indicated concentrations or vehicle (control) and "C-acetate for 8 h, and radioactivity incorpora-
tion into the sterols was determined by HPLC and on-line radioactivity detection. B: UV spectra of eluting sterols in the cells not treated
(control) or treated with 25 pM of clozapine, haloperidol, risperidone, or ziprasidone. Results from a representative experiment are shown.
The numbers are the following: 1, cholesterol; 2, desmosterol; 3, 7DHC; 4, 7DHD; 8, zymosterol; 11, cholesta-8,14-dien-3B-ol; 12, cholesta-
8,14,24-trien-33-ol; and 14, lanosterol. The HPLC method did not resolve between cholesterol/zymostenol and desmosterol/zymosterol.
7DHC (peak 3) was distinguished from cholesta-8,14-dien-3B-ol (peak 11) and 7DHD (peak 4) from cholesta-8,14,24-trien-33-ol (peak 12)
by their distinct UV-absorption spectra.
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TABLE 1. Effects of antipsychotics on "Cacetate incorporation into sterols in HL-60 cells

Haloperidol Clozapine Risperidone Ziprasidone

Sterol (dpm/mg protein) ~ Control  5puM  10pM  25pM  5pM  10pM  25pM  5pM 10pM  25pM  5pM  10pM 25 M
Lanosterol — - - 27060 - — - - - 26408 29408 17721 40109
Cholesta-8,14,24-trienol - - - 44469 - - - - - - 41335 44593 58558
Cholesta-8,14-dienol - - 36361 66734 - - - - - - 47363 58015 46173
Lathosterol - - - - 32350 30455 33184 - - - - - 30918
7DHD - 27651 36432 - 19145 - 31846 15031 16695 23690 - - -

7DHC 42355 132199 108725 37601 28039 35540 67242 49660 79127 132644 88047 48136 43124
Cholesterol 321658 46990 56015 51693 102550 136253 103498 119141 106697 108902 69844 41799 53882

The cells were treated with haloperidol, clozapine, risperidone, or ziprasidone at the indicated concentrations or vehicle (control) and
"C-acetate for 8 h, and radioactivity incorporation into the sterols was determined by HPLC. Results from a representative experiment are shown.
The HPLC method did not resolve between cholesterol/zymostenol and desmosterol/zymosterol. 7-Dehydrocholesterol was distinguished from
cholesta-8,14-dien-33-ol and 7-dehydrodesmosterol from cholesta-8,14,24-trien-3-ol by their distinct UV-absorption spectra.

risperidone was seen, indicating A’-desaturase inhibition
in this cell line (Table 3).

We also studied the effects of antipsychotics in SH-SY5Y
neuroblastoma cells (supplemental Table II). In control
conditions, in addition to cholesterol, the cells con-
tained 7DHC and lathosterol, suggesting that the activ-
ity of both A’-reductase and A’-desaturase are limiting
in this cell line. Treatment with clozapine increased
zymostenol levels, showing the inhibition of A¥isomerase
in this cell line. Risperidone and ziprasidone inhibited both
A’-reductase and A'-reductase but with distinct activity,
similar to the other cell lines examined (Tables 2 and 3).

Effects of the removal of antipsychotics on cholesterol
biosynthesis

The present results show that exposure of cells to dif-
ferent antipsychotic drugs inhibited cholesterol biosynthesis
and decreased the cholesterol content in cells but increased
that of several cholesterol precursors and unphysiological

sterols. Other authors reported that pretreatment of rat
hepatocytes with both clozapine (18) and risperidone
(19) increased the incorporation of "Cacetate radioac-
tivity into free cholesterol when studied 4 h after remov-
ing the antipsychotics from the culture medium. Thus,
we directly determined the effect of removal of the antip-
sychotics from the incubation medium on the rate of
cholesterol biosynthesis. For this, HepG2 cells were incu-
bated for 16 h in the presence of haloperidol, risperi-
done, or ziprasidone. Then one set of cells was exposed
to the drugs for an additional 8 h. In another set, the
medium was removed, the cells were washed, and new
medium without drugs was added. During the last 8 h
of incubation, the incorporation of "C-acetate into ste-
rols was determined. As shown in Fig. 2, in all cases,
drug removal resulted in a marked stimulation of radioac-
tivity incorporation into sterols, including cholesterol,
compared with cells continuously exposed to the drugs.
These results firmly indicate that cholesterol biosynthesis

TABLE 2. Effects of antipsychotics on the sterol content of the cell line HepG2

Haloperidol Clozapine Risperidone Ziprasidone

Sterol (ng/mg protein) Control 5 pM 10pM 25pM 5pM 10pM 25pM 5 M 10pM 25 pM 5pM 10 pM 25 pM
Lanosterol 23 22 27 59 14 25 22 - - - - - -
FF-MAS - - 39 134 - - - - - - - - -
Cholesta-8,14,24-trienol - (0.33)  (0.60)  (1.60) - - - - - - (1.10)  (1.08) (1.02)
Cholesta-8,14-dienol - 97 263 2010 - - - - - - 3381 3172 2802
Zymosterol - - - (0.11) - - - (0.05) (0.07)  (0.05) - - -
Zymostenol 205 159 271 732 257 249 246 206 218 172 - - -
8-Dehydrocholesterol 29 - - - 32 86 - 54 41 31 - - -
A™*_cholestadienol - - - - - - - - - - - - -
Lathosterol 142 40 - - 105 177 53 - - 277 - - -
7DHC - 1149 1565 1935 - - - 566 883 1316 631 - -
Desmosterol 59 - - - 69 238 70 115 124 - - - -
Cholesterol 36476 28156 24475 22919 28158 27893 25382 30606 29364 24710 22263 21640 21720
Total sterols 36934 29623 26640 27789 28635 28668 25773 31547 30630 26506 26275 24812 24522

HepG2 cells were left untreated (control) or were treated for 24 h with 5, 10, or 25 uM of the antipsychotic (clozapine, haloperidol,
risperidone, or ziprasidone). Lipids were extracted and analyzed by GC/MS. Data are shown as nanograms of each sterol species per milligram
of protein, except for those sterol species that were detectable but could not be quantified for lack of standard [in this case, concentration
was expressed as a percentage considering the cholesterol area as 100% (shown in parentheses)]. Results are means of two experiments.
“Total sterols” was calculated without considering the sterol species that could not be quantified. —, not detectable; FF-MAS, ABIEL
dimethylcholestatrienol; MAS-412, AS'14—dimethylcholestadienol; MAS-414, As-dimethylcholestanol; T-MAS, A8'24—dimethylcholestadienol.

Atypical antipsychotics affect cellular lipid metabolism 315

€T0Z ‘9T Alenuer uo ‘191ua) [edIPaN NAN e 610 Jj:mmm wolj papeojumoq


http://www.jlr.org/

ASBMB

JOURNAL OF LIPID RESEARCH

I

_html

Supplemental Material can be found at:
http://www.jlr.org/content/suppl/2012/11/21/jir. M026948.DC1

TABLE 3. Effects of antipsychotics on the sterol content of the cell line HL-60

Haloperidol Clozapine Risperidone Ziprasidone
Sterol (ng/mg protein) Control  5pM  10pM  25pM  5pM  10pM  25pM 5pM  10pM  25pM  5pM  10pM 25 M
Lanosterol 55 53 72 84 71 47 53 72 83 72 84 123 173
Dihydrolanosterol 37 19 - 23 29 16 14 22 - - 23 20 33
FF-MAS - - - 52 - - - - - - 60 86 90
MAS-412 - - - - - - - - - - - - 125
Cholesta-8,14,24-trienol - - - (0.87) - - - - - - (1.37)  (2.29) (2.02)
Cholesta-8,14-dienol - 74 206 1122 - - - - - 206 4177 4407 3764
T-MAS 12 9 10 10 13 - 17 8 26 10 - - -
MAS-414 - - - - - 18 - - - - - - -
Zymosterol - - - - - - (1.54) - - - - - -
Zymostenol 27 200 371 1051 49 55 70 - - 371 142 82 43
8-Dehydrocholesterol 31 111 106 105 40 38 41 78 153 106 - - -
A"*.Cholestadienol - - - - - 0.07)  (1.56) - - - - - -
Lathosterol 143 276 271 291 171 142 127 172 106 271 159 82 65
7DHC 204 12044 11800 7352 347 253 317 1318 4253 11800 3434 1977 1239
Desmosterol - - - - 22 24 77 - - - - - -
Cholesterol 10747 5038 4964 5587 11869 10606 9903 10796 7854 4964 5628 5813 6189
Total sterols 11256 17824 17800 15677 12611 11199 10619 12466 12475 17800 13707 12590 11721

HL-60 cells were left untreated (control) or were treated for 24 h with 5, 10, or 25 pM of the antipsychotic (haloperidol, clozapine,
risperidone, or ziprasidone). Lipids were extracted and analyzed by GC/MS. Data are shown as nanograms of each sterol species per milligram
of protein, except for those sterol species that were detectable but could not be quantified for lack of standard [ (in this case, the concentration
was expressed as a percentage considering the cholesterol area as 100% (shown in parentheses)]. Results are means of two experiments.
“Total sterols” was calculated without considering the sterol species that could not be quantified. 7-dehydrodesmosterol was not detectable in the
HIL-60 samples. —,notdetectable; FF-MAS, AS'14'24—dimethy1cholestatrienol; MAS-412, As'l4—dimethylcholestadienol; MAS-414, As—dimethylcholestanol;
T-MAS, A**“dimethylcholestadienol.

is inhibited when drugs are present in the medium and
that thereafter, probably as a result of both the allevia-
tion of enzyme inhibition and enzyme induction, cho-
lesterol biosynthesis is activated.

Effects of antipsychotics on “C-acetate incorporation
into fatty acids and derived lipids

To investigate whether antipsychotics could affect de
novo synthesis of lipids, we determined the levels of labeled

Control Haloperidol Risperidone Ziprasidone
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Fig. 2. Effects of the removal of antipsychotics from the medium on "Cacetate incorporation into sterols. HepG2 cells were treated with
haloperidol, risperidone, or ziprasidone at 10 pM concentrations or vehicle (control) for 16 h, and then "C-acetate for 8 h in the absence
(washout) or the presence of the antipsychotics. Radioactivity incorporation into the sterols was determined by HPLC and on-line radioac-
tivity detection. Results from a representative experiment are shown. The numbers are the following: 1, cholesterol; 2, desmosterol;
3, 7DHG; 4, 7DHD; 11, cholesta-8,14-dien-33-ol; and 12, cholesta-8,14,24-trien-33-ol.
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FFA, PL, TG, and CE produced from "Cacetate in HepG2
cells. Two settings were used. In the first, "“Cacetate was
added to cells while antipsychotics (10 wM) were present
in the medium. In the second, cells were pretreated with
the antipsychotic, then it was removed, and the tracer was
added in the washout period.

When lipid synthesis was analyzed in cells currently
treated with the antipsychotics, risperidone and ziprasi-
done increased 14C—radioactivity incorporation into
both PL and TG, the major lipids in cells, whereas clo-
zapine increased TG synthesis only (Fig. 3). Ziprasidone
also increased FFA synthesis compared with the control
(not treated with antipsychotics). On the contrary, CE
synthesis was decreased by effect of haloperidol and ris-
peridone (Fig. 3).

When lipid synthesis was analyzed in the washout pe-
riod, pretreatment with any of the antipsychotic used,
either FGA (haloperidol) or SGA (clozapine, rispasi-
done, and ziprasidone), resulted in a significant in-
crease in radioactivity incorporation into both PL and
TG compared with the control (Fig. 3), Clozapine also
increased FFA and CE synthesis (128 + 0.5% and 221 +
4.8%, respectively), whereas risperidone and ziprasidone
decreased these parameters (approximately 10-20%
with respect to the control) (Fig. 3). In general, the most
active antipsychotics stimulating lipid synthesis were
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ziprasidone during the treatment period and clozapine
during the washout period.

Effects of antipsychotics on gene expression

We hypothesized that the inhibition of cholesterol bio-
synthesis exerted by the antipsychotics would result in the
activation of SREBP transcription factors, which ultimately
could lead to a transitory stimulation of lipid biosynthesis
right after the removal of the drugs from the medium. To
test this hypothesis, we first measured the mRNA levels
of SREBF2, HMGR (3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA re-
ductase), and LDLR (LDL receptor), which are regulated
by active SREBP-2 (31). HepG2 cells were treated with the
antipsychotics (10 pM) for 2, 4, or 16 h, or for 16 h plus
additional 8 h after removing the medium and substitu-
tion by medium without drugs (16 h + 8 h) (washout). In
HepG2 cells incubated in control conditions, a decline in
the expression of these genes was observed (Table 4),
which is attributed to the presence of LDL in the incuba-
tion medium. In cells treated with antipsychotics, an in-
crease in gene expression was observed, especially at
shorter incubation times. At 16 h of incubation, the stimu-
latory effect persisted for some antipsychotics (Table 4).

In the washout period (16 h + 8 h), likely as a result of
the removal of LDL from the incubation medium, the ex-
pression of both SREBI2 and LDLR tended to increase in
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Fig. 3. Effects of antipsychotic on YC-acetate incorporation into phospholipids, triacylglycerides, free fatty
acids, and cholesteryl esters in HepG2 cells. Cells were treated w1th the antipsychotics (10 uM) for 24 h or
kept untreated (control), and 4 h before ending the experiment, "C-acetate was added to the medium. In a
second setting (washout), cells were washed to remove the antipsychotics from the medium, and then "C-
acetate was added. At the end of the experiment, the cells were used for analysis of radioactivity incorpora-
tion into major lipid classes by TLC. Data are expressed as the mean + SEM of three independent experiments
performed in duplicate. The mean of the controls was set at 100%, and all data were normalized versus the
control group. Statistical comparisons are shown versus control (*P < 0.05, **P < 0.001, ***P < 0.0001) or
each antipsychotic washout versus antipsychotic present ("P< 0.05, ""P< 0.001, ""P< 0.0001).
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all conditions, including the control (Table 4). In general,
this rebound effect was more evident in cells pretreated
with antipsychotics. Thus, at the end of the washout pe-
riod, mRNA levels of SREBF2, HMGR, and LDLR in cells
pretreated with clozapine were significantly higher than in
control cells. Risperidone and ziprasidone also induced a
strong rebound, although mRNA levels reached were simi-
lar to those found in the control (Table 4). Finally, HMGR
mRNA levels were more resistant to increase after LDL re-
moval, and in cases where expression levels were relatively
high at 16 h (haloperidol, clozapine, and ziprasidone),
they even decreased during the washout period.

Once we demonstrated that fatty acids and complex
lipid synthesis was increased by FGA and SGA, we ana-
lyzed the mRNA expression of SREBFI and its associated
target gene FASN. In control conditions, cells responded
to LDL by decreasing the expression of both SREBFI and
FASN, without appreciable changes after the removal of
LDL (16 h + 8 h). In cells treated with antipsychotics,
higher expression levels of both SREBFI and FASN were
observed compared with the control, especially at shorter
incubation times (< 4 h) (Table 4). In the washout pe-
riod (16 h + 8 h), compared with the preceding time
studied (16 h), no significant changes in the expression
of SREBFI were observed in cells treated with haloperidol

and clozapine, whereas a further decline in gene expres-
sion was observed in cells treated with risperidone and
ziprasidone. Regarding FASN, expression levels further
decreased in the washout period with all drugs tested ex-
cept risperidone (Table 4).

Finally, we measured expression levels of ABCAI, which
is mainly governed by LXR. In cells incubated in control
conditions, no appreciable changes in ABCAI mRNA lev-
els were observed in response to LDL (times 0-16 h) and
after its removal (16 h + 8 h) (Table 4). In cells treated
with antipsychotic drugs, no major changes in ABCAI
mRNA levels were observed compared with the control,
except a slight decrease at time 4 h (Table 4).

Effects of antipsychotics on apoB secretion

The HepG2 cell line has been shown to be model of
choice for studying human apoB synthesis and secretion
(30). Once we demonstrated that lipid synthesis was
increased by effect of antipsychotics and, in some cases,
especially after their removal, we sought to determine
whether antipsychotics affect apoB secretion. In previous
experiments, we confirmed that apoB100 secretion was
specific, as the MTP inhibitor CP-346086 (10 pM) almost
completely abolished the appearance of apoB100 in the
medium (data not show).

TABLE 4. Effects of antipsychotics on lipid-metabolism-related gene expression

Control Haloperidol Clozapine Risperidone Ziprasidone

SREBF20 h 1.000 + 0.038

2h 0.823 + 0.069 1.124 + 0.074% 1.254 + 0.062%* 1.045 + 0.038* 1.192 + 0.070%*

4 h 0.911 +0.061 1.460 + 0.101%** 1.081 + 0.041* 1.041 + 0.108 1.186 + 0.065%*

16 h 0.517 £ 0.055 0.854 + 0.059%*%* 0.743 + 0.099* 0.545 + 0.071 0.588 + 0.065

16 h+8 h 0.734 + 0.040"" 0.958 + 0.084* 0.869 + 0.024%** 0.695 + 0.029" 0.828 + 0.051"
HMGRO h 1.000 + 0.052

2h 0.806 + 0.061 1.086 + 0.082%** 1.209 + 0.029%#* 1.048 + 0.054** 1.075 + 0.057%%*

4 h 0.659 + 0.050 1.294 + 0.101%** 1.206 + 0.051%** 0.814 + 0.020%* 0.832 + 0.040%**

16 h 0.263 + 0.014 0.525 + 0.038%:#* 0.746 + 0.037%** 0.245 + 0.011 0.447 + 0.035%*

16 h+8 h 0.300 + 0.020 0.354 + 0.019" 0.659 + 0.014%%** 0.369 + 0.012%#** 0.235 + 0.01 1%
LDLROh 1.000 + 0.026

2h 0.748 + 0.035 0.978 + 0.046%* 1.355 + 0.078%:#: 1.022 + 0.046%* 1.185 + 0.040%**

4 h 0.548 + 0.022 1.104 + 0.081%#** 1.313 + 0.035%** 0.708 + 0.012%: 0.770 + 0.018%*:

16 h 0.448 + 0.020 0.474 + 0.044 0.685 + 0.032%** 0.337 £ 0.021** 0.297 + 0.012%**

16 h+8 h 0.600 + 0.059" 0.552 + 0.020" 0.869 + 0.024%% 0.715 + 0.051"*" 0.400 + 0.015%#*
SREBFI 0 h 1.000 £ 0.015

2h 1.021 £ 0.017 1.228 + 0.044** 0.964 + 0.032 0.962 + 0.011 0.967 + 0.032

4 h 0.737 £ 0.027 0.930 + 0.029%%* 1.474 + 0.075%#: 1.150 + 0.028%*%* 0.976 + 0.021 %

16 h 0.840 + 0.034 0.741 + 0.021* 0.928 + 0.028* 0.876 + 0.014 0.955 + 0.037*

16 h+8 h 0.882 + 0.023 0.715 + 0.015%** 0.914 + 0.013 0.776 + 0.028"" 0.689 + 0.019%#x"
FASNO h 1.000 + 0.018

2h 0.933 + 0.023 1.200 + 0.044%** 1.035 + 0.012%* 0.918 + 0.033 1.018 + 0.018**

4 h 0.704 + 0.022 1.857 + 0.1835%: 1.026 + 0.057%%: 0.909 + 0.018%*** 0.877 + 0.013%*:*

16 h 0.476 + 0.021 0.867 + 0.046%** 0.744 + 0.035%** 0.462 + 0.016 0.595 + 0.013%%*

16 h+8 h 0.451 + 0.020 0.457 +0.016™" 0.580 + 0.024%% 0.468 + 0.019 0.352 + 0.028## "+
ABCAIOh 1.000 + 0.050

2h 1.026 + 0.054 1.200 + 0.031%** 1.013 + 0.048 1.048 + 0.053 1.046 + 0.011

4 h 1.130 £ 0.039 0.986 + 0.040* 1.111 + 0.065 1.017 £ 0.107* 0.885 + 0.035%*

16 h 0.938 + 0.061 0.955 + 0.030 0.914 + 0.060 0.888 + 0.052 0.907 + 0.025

16 h+8 h 1.007 + 0.043 1.051 + 0.049 1.042 + 0.055 0.931 + 0.035 1.107 + 0.058

HepG2 cells were cultured in lipoprotein-deficient serum-containing medium. At time 0, the medium was supplemented with LDL (30 pg/ml
of cholesterol) and the different antipsychotics or placebo (control). The cells were incubated for 2, 4, or 16 h or for 16 h plus an additional 8 h
(16 h + 8 h) after the medium was replaced by plain medium. At the indicated times, cells were collected, total mRNA was extracted, and individual
mRNA species were quantified by qRT-PCR. Expression levels were normalized to Rplp0 mRNA. Expression is presented as means + SEM of three
independent experiments performed in triplicate. Statistical comparisons are shown versus control (¥P< 0.05, ¥¥P< 0.01, ***P < 0.001) or each 16 h
antipsychotic treatment plus 8 h of washout versus antipsychotic 16 h ("P< 0.05, "P<0.01, """ P< 0.001).

318 Journal of Lipid Research Volume 52, 2013

€T0Z ‘9T Alenuer uo ‘191ua) [edIPaN NAN e 610 Jj:mmm wolj papeojumoq


http://www.jlr.org/

ASBMB

JOURNAL OF LIPID RESEARCH

I

_html

Supplemental Material can be found at:
http://www.jlr.org/content/suppl/2012/11/21/jir. M026948.DC1

To investigate the effects of drug removal, we choose clo-
zapine for its potent effect on lipid synthesis. For this,
HepG2 cells were treated with clozapine (5, 10, and 25 pM)
for 20 h. Then the medium was replaced, one set of cells
continued to be exposed to clozapine (present), and the
other set was incubated in medium containing no antipsy-
chotic (washout) and %S methionine was added for 15 min,
followed by 3 h chase. In cells continuously exposed to clo-
zapine, at any dose, no significant changes in apoB100 se-
cretion were observed compared with the control (Fig. 4A).
However, when apoB100 secretion was measured after drug
removal (washout), a significant increase was observed in
cells pretreated with 10 and 25 pM clozapine (Fig. 4A). No
changes in the secretion of albumin, a control secretory
protein, were observed among the different conditions.

In the next experiments, the effects of the other antipsy-
chotics were investigated in the washout period. As shown
in Fig. 4B, pretreatment with haloperidol (FGA) and zip-
rasidone and risperidone (SGAs) increased apoB100 secre-
tion into the medium compared with the control, the
differences being statistically significant even at the lowest
studied dose (5 pM) for ziprasidone and haloperidol.

Effects of SGAs on the intracellular traffic of
LDL-cholesterol

Antipsychotics are cationic amphiphiles with the potential
to interfere with the endosomal/lysosomal pathway (16, 17).

To determine whether SGAs affect LDI~cholesterol intracel-
lular trafficking, HepG2 cells were incubated with Dil-labeled
LDL (30 pg/ml of cholesterol), untreated (control), or
treated with the antipsychotic for 24 h, and then stained with
filipin (for detection of free cholesterol) and anti-LAMP2 or
anti-CD63 antibodies (lysosome markers) and examined by
confocal microscopy. As shown in Fig. 5, treatment with all
the antipsychotics caused an increase in bright perinuclear
granules, positive for LAMP2 (Fig. 5A) and for CD63 (Fig.
5B), indicative of free sterol accumulation in the late endo-
some/lysosome compartment. Interestingly, filipin staining
colocalized with Dil (Fig. 5), indicating that the accumulated
cholesterol was derived from internalized LDL. These results
show that both FGAs and SGAs interfere with the egress of
free cholesterol from endosomes/lysosomes.

DISCUSSION

We studied the effects of SGAs on different aspects of
intracellular lipid homeostasis and lipid secretion. These
neuroleptics are widely used for the treatment of schizo-
phrenia and other mental disorders, but they are not free
of side effects, such as weight gain, hyperglycemia, and hy-
pertriglyceridemia. In this context, to determine whether
SGAs affect lipid metabolism, intracellular cholesterol
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Fig. 4. Effects of antipsychotic on apoB100 secretion by HepG2 cells. Cells were treated with antipsychotics for 20 h or kept untreated
(control), and then the medium was replaced by a fresh medium without or with antipsychotics and methionine. The cells were left for
1 h and then were pulse-labeled with S methionine for 15 min, followed by a 3 h chase. At the end of the chase, the media were subjected
to anti-apoB immunoprecipitation and anti-albumin as control protein. SDS-PAGE was performed and radioactivity was detected using a
Typhoon 9400 PhosphorImager. A: Effects of clozapine (5, 10, and 25 pM) on apoB100 secretion, measured both while drug is present and
after its removal (washout). B: Effects of ziprasidone, haloperidol, and risperidone (5, 10, and 25 pM) on apoB100 secretion measured after
their removal from the medium (washout). Results from a representative experiment are shown. Bar graphs show the densitometric analy-
sis of apoB immunoprecipitation bands (AU, arbitrary units) expressed as percentage of the control (mean + SEM, n = 3). Statistical com-
parisons are shown versus control (¥*P< 0.05, ¥¥P < 0.001). CLO, clozapine; HAL, haloperidol; RIS, risperidone; ZIP, ziprasidone.
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traffic, or lipid secretion might help to define the conse-
quences of antipsychotic treatment on cell physiology.

Since the pioneering observations by Summerly and
Yardley (14), who demonstrated that haloperidol ad-
ministration in rats resulted in the inhibition of incor-
poration of radiolabeled acetate into cholesterol in rat
skin, interest in this field has been reborn with the in-
troduction of SGAs, and some studies have been pub-
lished recently that report seemingly controversial results
on the effects of antipsychotics on cholesterol biosyn-
thesis (15-19). We report here that SGAs (clozapine,
risperidone, and ziprasidone) inhibit cholesterol bio-
synthesis and produce changes in the sterol composi-
tion of cells. Assuming that feedback mechanisms are
triggered by the decrease in intracellular cholesterol lev-
els, these results are in line with the reported activation
of SREBP-2 processing and increased expression of
genes involved in cholesterol biosynthesis induced by
SGAs (present results and Refs. 23-25).

In both HepG2 and HL-60 cell lines, we found that sev-
eral SGAs reduced the incorporation of "C-acetate radio-
activity into cholesterol and increased it in some cholesterol
precursor sterols. Parallel changes in cell sterol composi-
tion as analyzed by GC/MS were observed. These effects
varied widely depending on the drug and concentration
used. Based on these changes, the affected enzymes could
be estimated. In hepatoma HepG2 cells, clozapine mainl_y
affected the reactions catalyzed by A*reductase and A¥'-
isomerase; risperidone affected the reactions catalyzed
by A”- reductase and A*”-isomerase; and ZiPraSidone af-
fected the reactions catalyzed by A’- and A"-reductases.
In promyelocytic HL-60 and neuroblastoma SH-SYHY

Filipin Dil-LDL Lamp2 Merged

Control

haloperidol

clozapine

risperidone

ziprasidone

cells, the effects of the studied SGAs were quite similar to
those observed in HepG2 cells. Clozapine was less active
in inhibiting cholesterol biosynthesis and affected both
A**reductase and A8’7-isomerase, based on the increases
in the C24-unsaturated sterols, zymosterol and zymos-
tenol (substrates of A*-isomerase), respectively. Risperi-
done Clearl}} inhibited A’-reductase and less strongly
inhibited A*-isomerase and A'“reductase. In addition,
ziprasidone strongly inhibited A'*reductase and A’-
reductase, and it inhibited A% isomerase less.

In light of these changes in intermediary sterols, ziprasi-
done and risperidone, two of the SGAs studied, affected A
reductase > A*"isomerase = C’-desaturase > A14—reductase,
which is similar to haloperidol, used as a reference FGA.
Thus, these SGAs apparently have the same targets as halo-
peridol in the inhibition of cholesterol biosynthesis, although
with different relative activities: ziprasidone > haloperidol >
risperidone. In contrast, clozapine mainly increased C24-un-
saturated sterols (desmosterol, A7’24—cholestadienol, and zy-
mosterol), indicative of A" reductase inhibition, and to a
minor extent, it also affected A*isomerase.

Differences in the cholesterol biosynthesis activity among
the different cell lines used merit some comment. HepG2
and SH-SY5Y cells had a relatively high content of choles-
terol, about 36-37 wg/mg cell protein, whereas in HL-60
cholesterol content is just 11 pwg/mg cell protein. Regard-
ing intermediates, HL-60 and SH-SY5Y had appreciable
7DHC, whereas HepG2 had undetectable 7DHC but con-
tained some desmosterol. These profiles suggest that A”-
reductase activity may be limiting in HL-60 and SH-SY5Y
cells but not in HepG2 cells. Treatment with 5 uM haloperi-
dol strongly inhibited A’reductase activity in all cell lines,

Filipin Dil-LDL CD63 Merged

Control

haloperidol

s clozapine

risperidone

ziprasidone

Fig. 5. Effects of antipsychotics on endosome/lysosome accumulation of LDL. Untreated HepG2 cells (con-
trol) and cells treated for 24 h with haloperidol, clozapine, risperidone, and ziprasidone 10 pM were incubated
with Dil-LDL (30 pg/ml of cholesterol). A: At the end of the incubation period, cells were fixed and stained
with filipin and LAMP2 and then photographed using a confocal microscope. B: At the end of the incubation
period, cells were fixed and stained with filipin and CD63 and then photographed using a confocal micro-
scope. Results from a representative experiment of three independent experiments are shown.

320 Journal of Lipid Research Volume 52, 2013

€102 ‘9T Arenuer uo ‘191ua) [edIpaN NAN e Bio i mmm woly papeojumod


http://www.jlr.org/

ASBMB

JOURNAL OF LIPID RESEARCH

I

_html

Supplemental Material can be found at:
http://www.jlr.org/content/suppl/2012/11/21/jir. M026948.DC1

but the levels 7DHC differed greatly among the cell lines: in
HIL-60 and SH-SYbY, they reached 12-14 pug/mg, whereas in
HepG2, only 1 wg/mg cell protein. Moreover, in the former
cell type, the increase in 7DHC was such that the total sterol
content increased over the control, even though the choles-
terol content decreased. In HepG2 cells, a minor amount of
sterol intermediates accumulated; therefore, the total sterol
content was reduced by effect of the antipsychotic. These
results illustrate that the quantitative effects of antipsychot-
ics on the total sterol content varied among tissues, depend-
ing on the relative activity of the different enzymes involved
in cholesterol biosynthesis.

Results of the effects of antipsychotics on cholesterol
biosynthesis are controversial. Silve et al. demonstrated
that haloperidol binds to EBP and inhibits A*"-isomerase
activity in yeast (32). Kelley and Hennekam proposed,
based on an increase in 7DHC plasma concentration in
patients treated with haloperidol, that this antipsychotic
inhibited A-reductase (33). More recently, Kristiana et al.
confirmed that both haloperidol and a panel of SGAs in-
hibited cholesterol biosynthesis, although the sterol inter-
mediates accumulated and the affected enzymes were not
elucidated (17). In sharp contrast, Lauressergues et al.,
who determined "*C-acetate incorporation into choles-
terol in cells 4 h after removing the antipsychotics from
the culture medium, found that pretreatment with SGAs
clozapine, olanzapine (18), and risperidone (19) increased
rather than decreased the incorporation of "C-acetate
into cholesterol, whereas other antipsychotics, such as
haloperidol, quetiapine, and aripiprazole, had no effect
(18). We addressed these seemingly contradictory results
by analyzing cholesterol biosynthesis in cells during expo-
sure to the antipsychotics and after drug withdrawal (wash-
out). The results showed that shortly after antipsychotic
withdrawal, the radioactivity incorporation into sterol in-
termediates sharply decreased while cholesterol increased,
reaching values close to those in control cells not treated
with the drugs. This indicates that, depending on the de-
sign of the experiment, either an inhibition or an activa-
tion of the cholesterol biosynthesis may be found.

The inhibition of both the cholesterol biosynthesis and
cholesterol egress from the endosomal/lysosomal pathway
likely contributed to the observed activation of SREBP-2 and
subsequent overexpression of its target genes, including
those involved in cholesterol biosynthesis (present results
and Refs. 23-25). The increase in enzyme protein levels that
would eventually take place in response to SREBP-2, however,
might be counterbalanced by the inhibitory effect of these
drugs on enzyme action. Hence, as long the antipsychotics
are present within the cells, cholesterol biosynthesis will be
inhibited. Shortly after the removal of antipsychotics, choles-
terol biosynthesis is activated, likely due to both the alleviation
of enzyme activity inhibition and the increased expression of
enzyme proteins induced by SREBP-2. How this dual effect
observed in vitro translates into the in vivo situation is not
evident. More studies are required to directly examine the
correspondence between the intracellular cholesterol ho-
meostasis in relevant tissues and the eventual changes in
plasma lipids in animals administered with antipsychotics.

The mechanism by which the antipsychotics affect en-
zyme activity is not known. The relative lack of selectivity of
haloperidol, ziprasidone, and risperidone on enzyme activi-
ties is similar to that of another lipophilic, cationic amine
AY9944 (supplemental Fig. II), which also inhibits A
reductase, A*-isomerase, and A'*reductase (28, 34). En-
zymes acting in the last part of the cholesterol biosynthesis
pathway exhibit high affinity binding for lipophilic drugs,
such as AY9944, which may mimic the carbocationic high-
energy intermediates involved in the reactions catalyzed by
those enzymes (35). Thus, it is possible that the above-men-
tioned antipsychotics that are protonated under physiologi-
cal conditions act similarly by mimicking the carbocationic
intermediates. The causes of the differences in enzyme inhi-
bition exhibited by clozapine are unclear. Another possibility
is that antipsychotics exert their effects by altering mem-
brane properties. Antipsychotics interact with lipids and
show higher affinity for sphingomyelin than for phosphati-
dylcholine, and they alter liquid-ordered domain formation
and bilayer thickness (36). Moreover, antipsychotics have
been shown to intercalate among anionic glycerophospho-
lipids in cellular membranes and to alter the relative spatial
positioning of PLs, affecting the activity of membrane-
bound proteins (37, 38).

Based on the well-known inverse relationship between
cholesterol levels in the ER and SREBP-2 activation, we ex-
pected that the different antipsychotics stimulated gene
expression according with their inhibition of cholesterol
biosynthesis. In general, this actually was the case as ziprasi-
done and haloperidol, which decreased the cell cholesterol
content most (Table 2), exhibited higher SREBF2, HMGR,
and LDLRmRNA levels at short incubation times than did
risperidone (Table 4). This relationship, however, does not
stand for clozapine. It is worth mentioning that clozapine
targets different enzymes on the cholesterol biosynthesis
pathway than the other antipsychotics. Moreover, sterol
intermediates also modulate SREBP-2 activation (39, 40).
Finally, the sterol content in cell lysates as measured here
may not necessarily reflect the regulatory cholesterol pool
in the ER, particularly if the intracellular trafficking is im-
paired as in cells treated with antipsychotics.

It has been shown by others that antipsychotics, besides
stimulating SREBP-2 expression, also upregulate SREBP-1
and its associated targets (FAS, SCD1, and ACC1) (17-19,
23, 41). Very recently, hypertriglyceridemia, which is inde-
pendent of weight gain, induced in rats by olanzapine
has been associated with the upregulation of SREBP-1-
controlled lipogenic gene expression in adipose tissue (13).
We thus determined mRNA levels of SREBFI and FASN in
HepG2, and the results confirmed the increased expression
of both genes by effect of all studied FGA and SGAs. In line
with the gene expression data, a number of antipsychotics
have been shown to increase the synthesis of PL, TG, and
FFA both in primary hepatocytes in culture (18, 19). More-
over, acute exposure of rats to clozapine induced a pro-
nounced increase in the content of TG, PL, and cholesterol
in the liver (41). We studied the effects of antipsychotics in
HepG2 cells, and the results confirm the previously pub-
lished data for haloperidol, risperidone, and clozapine, and
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Fig. 6. Scheme summarizing the changes in lipid homeostasis in cells exposed to antipsychotics (left panel, A) and after antipsychotics
withdrawal (right panel, B). A: Antipsychotics inhibit the cholesterol biosynthesis and reduce the lipoprotein-derived cholesterol traffick-
ing to the cholesterol-regulated machinery in the ER, which induces the transcription of lipogenic genes. B: Once the antipsychotics are
removed from the medium and their direct actions on cholesterol biosynthesis enzymes and late-endosome cholesterol egress are relieved,
the homeostatic response prevails, highly increasing the synthesis of both cholesterol and complex lipids, as well as apoB100 secretion.

they extend the study to ziprasidone, showing an increase in
the synthesis of complex lipids by effect of the studied antip-
sychotics. Of interest, these effects were even enhanced
once the drugs were removed from the incubation medium.
Summarizing the results, ziprasidone was the most active
during the pretreatment period, and clozapine was the
most active during the washout period.

We also studied the effects of antipsychotics on apoB se-
cretion. After the removal of the antipsychotics from the
medium, a dose-dependent stimulation of apoB100 secre-
tion was observed for all the antipsychotics studied. As TG
are the main substrates regulating apoB metabolism for as-
sembly and secretion of VLDL (42), the observed effect may
be attributed to the lipid accretion antipsychotics produce.

We report here that treatment with both SGAs and halo-
peridol quickly (4 h) but temporarily reduce the ABCAI gene
expression in HepG2 cells. Other authors reported increased
levels of ABCAI mRNA in hepatocytes after treatment with
haloperidol (43) and clozapine (18) for 24 h. In rats, admin-
istration of a single dose of clozapine produced a 2-fold in-
crease of liver ABCAI expression at 3 h and a decrease at 12 h,
stabilizing at 24 h (41). Furthermore, a decreased expression
of ABCAI together (44) with an increased expression of
SREBF?2 and their target genes (45) is also observed in Nie-
mann Pick type Cl-deficient cells, which allows us to suggest
that in cells treated with antipsychotics, this profile is a re-
sponse to the decreased intracellular availability of free cho-
lesterol due to the inhibition of both cholesterol biosynthesis
and the cholesterol egress for endosomes/lysosomes. To our
knowledge, cholesterol efflux from cells treated with antipsy-
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chotics has not been studied thus far. Several studies have
shown decreased plasma concentration of HDIL-cholesterol
in subjects treated with SGAs for a long term (10, 46, 47).
Whether the change in ABCAI gene expression induced by
antipsychotics contributes to the reduction of HDIL-choles-
terol levels is not known; more detailed studies are required
to elucidate this important issue. Another important action
of antipsychotics related to intracellular lipid homeostasis is
the inhibition of cholesterol egress from the late endosome/
lysosome compartment. In the present study, we showed that
the SGAs clozapine, risperidone, and ziprasidone, like halo-
peridol, all induced the accumulation of free cholesterol in
endosome/lysosome vesicles, indicative of the retention of
LDIL-derived free cholesterol in this subcellular compart-
ment. These results confirmed our previous findings on halo-
peridol (16) and extend the observations by Kristiana et al.
with different atypical antipsychotics (17). Antipsychotics can
be classified as hydrophobic amine or cationic amphiphile/
amphipath drugs, as they are positively charged by virtue of
an amine group that can be protonated, and they display
both hydrophilic and hydrophobic properties. It is well
recognized that many amines have a strong propensity to
specifically and substantially accumulate in highly acidic
intracellular compartments, such as lysosomes, through a
mechanism referred to as ion trapping (48). In their union-
ized form, weak basic amines are relatively membrane per-
meable, but they are membrane impermeable in their
ionized conjugate acidic state (48). Some antipsychotic
and antidepressant drugs have been shown to extensively
accumulate in lysosomes (49, 50).

€102 ‘9T Arenuer uo ‘191ua) [edIpaN NAN e Bio i mmm woly papeojumod


http://www.jlr.org/

ASBMB

JOURNAL OF LIPID RESEARCH

I

_html

Supplemental Material can be found at:
http://www.jlr.org/content/suppl/2012/11/21/jir. M026948.DC1

Many cationic amphiphilic compounds, not antipsychot-
ics, have been reported to inhibit intracellular cholesterol
trafficking, such as UI8666A (51-53). This effect of U18666A
appears to be independent of protein synthesis, integrity of
the cytoskeleton, energy availability, and pH of the lysosome
(52, 54). This compound binds with high specificity to the
cell membrane, and this binding can alter the organization
of membrane lipids (55, 56). Interestingly, UI18666A has
also been shown to inhibit 2,3-oxidosqualene cyclase, A%
isomerase, and A**reductase by a noncompetitive mecha-
nism (56-58). Tamoxifen, another cationic amphiphilic
drug, was shown to inhibit both LDL endocytic trafficking
and the activities of sterol A*"-isomerase and A*'-reductase
(21, 22). How these compounds affect the activity of enzymes
located in the ER is unknown. It may be speculated that
amine amphiphiles, including the antipsychotics, by interca-
lating in intracellular membranes, may alter the conforma-
tion of resident proteins (either enzymes or transporters),
affecting their function. Further studies are needed to clarify
this hypothesis.

The results of the present work and those previously re-
ported by us and other investigators allow us to speculate on
the mechanism by which cholesterol synthesis inhibition pro-
duced by antipsychotics may lead to the hypertriglyceridemia
often exhibited by subjects medicated with these drugs. A
scheme is shown in Fig. 6. As a result of the inhibition of sev-
eral enzymes involved in cholesterol biosynthesis, antipsy-
chotics reduce the cholesterol cell content and increase that
of different intermediate sterols (present results and Refs.
15-17). Antipyschotics also inhibit the egress of lipoprotein-
derived cholesterol from the endosome/lysosome compart-
ment to the ER, further decreasing the cholesterol content in
this regulatory compartment (present results and Refs. 16,
17]. As a consequence, SREBP-1 and SREBP-2 are activated
(17-19, 23-25, 41), and the expression of genes involved in
cholesterol and fatty acid metabolisms are stimulated (pres-
entresults and Refs. 17-19, 23-25, 41). As long antipsychotics
are present within the cell, cholesterol biosynthesis is inhib-
ited (present results). Once antipsychotics are removed from
the medium (B), their direct actions on cholesterol biosyn-
thesis and lipid trafficking are relieved, and the SREBP-driven
homeostatic response is maximally expressed, resulting in in-
creased synthesis of cholesterol, fatty acid, and complex lip-
ids (present results and Refs. 18, 19). Finally, the augmented
accretion of lipids may stimulate apoB100 secretion, as re-
ported here. These effects may be relevant in the metabolic
side effects of antipsychotics. Bl
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Acetyl-CoA Supplemental Figure 1. An overview of the cholesterol
biosynthesis pathway showing the major steps by which

HMG*-CoA cholesterol is synthesized. Clo, clozapine; Hal, haloperidol; Ris,
risperidone; Zip, ziprasidone.
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Supplemental Figure 3. Effects of antipsychotics on !“C-acetate incorporation into sterols in HL-60 cells. The cells were treated with haloperidol, clozapine,
risperidone or ziprasidone at the indicated concentrations or vehicle (control) and 14C-acetate for 8 h, and radioactivity incorporation into the sterols was determined
by HPLC and on-line radioactivity detection. Results from a representative experiment are shown. The numbers in the figure represent: 1, cholesterol; 3, 7-
dehydrocholesterol (7DHC), 4, 7-dehydrodesmosterol (7DHD); 5, lathosterol, 11, cholesta-8,14-dien-33-ol; 12, cholesta-8,14,24-trien-3p-ol and 14, lanosterol. The
HPLC method did not resolve between cholesterol/zymostenol and desmosterol/zymosterol. 7TDHC (peak # 3) was distinguished from cholesta-8,14-dien-33-ol (peak

#11) and 7DHD (peak # 4) from cholesta-8,14,24-trien-3B-ol (peak # 12) by their distinct UV-absorption spectra.



Supplemental Table 1. Sequence of PCR primers used in quantitative real-time PCR

Gene  Gene Bank ID Primer Sequence 5" > 3
ABCAl NM_005502.3 ABCAlFw GCACTGAGGAAGATGCTGAAA
ABCAl1Rev AGTTCCTGGAAGGTCTTGTTCA
FASN NM_004104.4 FASN Fw TACGTACTGGCCTACACCCAGA
FASN rev TGAACTGCTGCACGAAGAAGCATAT
HMGR BC033692 HMGR Fw GGACCCCTTTGCTTAGATGAAA
HMGR Rev CCACCAAGACCTATTGCTCTG
RLDL NG_009060 LDLR Fw GCGAAGATGCGAAGATATCGATG
LDLR Rev CCGGTTGGTGAAGAAGAGGTAG
RPLPO BC000087 RPLPO Fw CCTCATATCCGGGGGAATGTG
RPLPORev  GCAGCAGCTGGCACCTTATTG
SREBF1 NM_004176.4 SREBF1Fw GCAAGGCCATCGACTACATTC
SREBF1 Rev GACAGCAGTGCGCAGACTTA
SREBF2 NM_004599 SREBF2 Fw CTCACCTTCCTGTGCCTCTC
SREBF2 Rev AGGCATCATCCAGTCAAACC




Supplemental Table 2. Effects of antipsychotics on the sterol content of the cell line SH-SYS5Y. Cells were left untreated (control) or were treated for 24 h
with 5, 10 or 25 pM of the antipsychotic (clozapine, haloperidol, risperidone and ziprasidone). Lipids were extracted and analyzed by GC/MS. Data are shown
as ng of each sterol species per mg of protein, except for those sterol species that were detectable but could not be quantified for standard lack, in his case
concentration was expressed in % considering the cholesterol area as 100% (shown in brackets). “Total sterols” was calculated without considering the sterol
species that could not be quantified ®. Mean of two experiments. —, not detectable. FF-MAS, (A*'***-dimethylcholestatrienol), T-MAS (A**-
dimethylcholestadienol), MAS-414 (A®-dimethylcholestanol), MAS-412 (A*'*-dimethylcholestadienol). Dihydrolanosterol, zymosterol and desmosterol were
not detectable in the SH-SY5Y samples.

CONTROL HALOPERIDOL CLOZAPINE RISPERIDONE ZIPRASIDONE

ng sterol/mg protein S5uM 10pM 25pM | SpM 10pM 25pM | 5pM 10pM 25pM | 5pM 10pM 25uM
lanosterol 32 32 - 50 32 - 31 60 44 - 53 68 93
FF-MAS - 143 227 199 - - - 45 30 30 576 593 651
MAS-412 - 111 - 216 - - - - - - 398 411 465
cholesta-8,14,24-trienol - (1.34) (3.07) (3.35) - - - - - - (3.48) (6.49) (5.73)
cholesta-8,14-dienol 271 4184 8999 13893 - - - 437 118 104 9325 13943 12361
T-MAS 43 — — — 35 35 69 - - - - - -
MAS-414 155 64 57 - 97 89 77 - - - - - -
zymostenol —| 1002 1322 1160 259 302 261 - - - - - -
8-dehydrocholesterol 135 - - - — — — — — - - - —
A™*_cholestadienol - - - - - - —| (1.59) (1.85) - - - -
lathosterol 1938 | 2227 1251 663 | 1569 1650 860 904 916 626 357 205 186
7-dehydrodesmosterol - - - - — — — — — - - - —
7-dehydrocholesterol 5702 14286 6952 4642| 5692 4789 3626| 10066 8092 7339 4123 2807 3141
cholesterol 36821 | 27569 26372 23243 |29981 27725 17240| 26793 26432 25552 24421 23368 23792

TOTAL STEROLS 45097 | 49618" 45180° 44066 | 37665 34590 22164 |38305" 35632" 33651| 39253" 41395" 40689°
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Scope: Exosomes/microvesicles are originated from multivesicular bodies which allow the
secretion of endolysosome components out of the cell. In the present work we investigated the
effects of curcumin, a polyphenol, on exosomes/microvesicles secretion in different cells lines,
using U18666A as a model of intracellular cholesterol trafficking impairment.

Methods and results: In both HepG2 hepatocarcinoma cells and THP-1 differentiated
macrophages, treatment with curcumin affected the size and the localization of
endosome/lysosomes accumulated by U18666A, and reduced the cholesterol cell content. To
ascertain the mechanism, we analyzed the incubation medium. Curcumin stimulated the release
of cholesterol and the lysosomal B-hexosaminidase enzyme, as well as the exosome markers,
flotillin-2 and CD63. Electron microscopy studies demonstrated the presence of small vesicles
similar to exosomes/microvesicles in the secretion fluid. These vesicles harbored CD63 on their
surface, indicative of their endolysosomal origin. These effects of curcumin were particularly
intense in cells treated with U18666A.

Conclusion: These findings indicate that curcumin ameliorates the U18666A-induced
endolysosomal cholesterol accumulation by shuttling cholesterol and presumably other lipids
out of the cell via exosomes/microvesicles secretion. This action may contribute to the potential
of curcumin in the treatment of lysosomal storage diseases.

Keywords: Cationic amphiphilic drugs / Cholesterol / Curcumin / Exosomes / Intracellular lipid
traffic / U18666A



1 Introduction

Cholesterol is an essential molecule in
animals and, accordingly, cells tightly
regulate cholesterol levels by a feedback
pathway that controls the synthesis de novo,
esterification, and uptake of exogenous
cholesterol via lipoprotein uptake as well as
its efflux [1]. Low-density lipoprotein
(LDL) is the major circulating cholesterol-
carrying particle in humans. After receptor-
mediated endocytosis, the LDL particle is
degraded in lysosomes to liberate free
(unesterified) cholesterol, which is then
transported to other intracellular organelles
such as the endoplasmic reticulum (ER).
The cholesterol that reaches the ER can be
esterified as a storage form of cholesterol,
and it is sensed by the sterol regulatory
element-binding protein (SREBP)-Scap-
Insig system thus triggering a homeostatic
response [1].

Cell  cholesterol levels and
intracellular distribution are fairly constant
in physiological conditions. The failure of
cholesterol homeostasis is involved in
numerous diseases, such as atherosclerosis,
metabolic syndrome and type 2 diabetes
[2]. Cholesterol removal is imperative for
cholesterol homeostasis and serves to
prevent over-accumulation of esterified
cholesterol in cells. A major way to remove
excessive cholesterol from cells is the
efflux to apolipoprotein Al (ApoAl)
mediated by ABCAI, a member of the
ABC protein family located in the plasma
membrane [3,4].

U18666A  (3-B-[2-(diethylamine)
ethoxy]androst-5-en-17-one) is an
amphiphilic amino-steroid widely used to
block  the intracellular  cholesterol
trafficking from the late
endosomal/lysosome compartment to the
ER [5]. In many ways, U18666A-induced
lipid traffic breakdown mimics Niemann-
Pick type C (NPC) disease, a hereditary
lysosomal storage disease (see review by
[6]). The ability of U18666A and other
cationic amphiphilic drugs (CADs) to
induce accumulation of lysosomal non
esterified cholesterol is well documented
[5-10].

Exosomes/microvesicles are
nanovesicles (50-100 nm) secreted by a

variety of cell types, either constitutively or
upon activation. They are generated by
inward budding of the late endosomal
membranes, which  gives rise to
intraluminal vesicles within late endosomes
[11]. After accumulation of intraluminal
vesicles, these compartments are termed
multivesicular bodies (MVB). MVB can
fuse with the plasma membrane to
discharge their intraluminal vesicles as
exosomes/microvesicles into the
extracellular space [11].
Exosomes/microvesicles are involved in
numerous processes including cell-cell
communication by horizontal transfer of
proteins, lipids, and RNA, antigen
presentation, tumour metastasis,
propagation of infectious agents, and
release of superfluous membranes and
cytosol [12]. It has been suggested that
exosomes/microvesicles have a role in the
release of lipids outside the cells [13-15].

Curcumin is the main active
polyphenol extracted from the rhizome of
Curcuma longa which has been shown to
exert multiple effects on inflammation,
hyperlipidemia and atherosclerosis [16].
Particularly, curcumin affects lipid
homeostasis/metabolism [17-19],
stimulating cholesterol efflux mediated by
ABCA1 [20,21] and reducing cellular
cholesterol accumulation [19,21].
Furthermore, it has been reported that
curcumin, by elevating cytosolic calcium
levels, aliviates the NPC phenotype [22].
However, the potential effects of curcumin
on exosomes/microvesicles release have not
been examined thus far.

Here we show that treatment of
cells with curcumin resulted in
exosomes/microvesicles release that can
shuttle cholesterol out of the cell. In cells
treated with UI8666A, a model of
intracellular trafficking blocking, curcumin
partially abolished the late-
endosome/lysosome trapping of cholesterol.

2 Materials and Methods

All chemicals, unless otherwise stated, were
purchased from Sigma (Sigma-Aldrich
Quimica, S.A., Tres Cantos, Madrid,
Spain).



2.1 Cell culture

HepG2 hepatocarcinoma cells (ATCC HB-
8065) (Rockville, MD, USA) were cultured
in DMEM high glucose (Gibco, Life
Technologies Corporation, Madrid, Spain)
supplemented with MEM non essential
amino acids, 10% fetal bovine serum (FBS)
and antibiotics (Gibco) at 37°C in a 5% CO,
atmosphere. THP-1 monocytes (ATCC
TIB-202) were cultured in RPMI-1640
(Gibco) medium  with  L-glutamine
supplemented with  0.05 mM  2-
mercaptoethanol, 10% FBS and antibiotics
at 37°C in a 5% CO, atmosphere. For THP-
1 monocytes differentiation, cells at 5x10°
cells/ml were treated with 1.6x107M
phorbol myristate acetate in RPMI-1640
with 10% FBS for 72 h, this medium was
then replaced with fresh medium for a
further 48 h, after which time the cells were
considered  fully  differentiated into
macrophages [23]. Lipoprotein-deficient
serum (LPDS) was prepared from FBS by
ultracentrifugation at a density of 1.21
kg/L. For the experiments, the cells were
cultured in medium with 10% LPDS
supplemented with LDL (30 pg/ml of
cholesterol), and treated or not (control)
with U18666A (5 uM) (Tocris, Bristol,
UK), for 22 h. Then, the cells were washed
twice with PBS and serum-free medium
was added, supplemented or not UI8666A,
curcumin (30 uM) and thapsigargin (1 uM)
(Tocris), as indicated, and incubation was
continued for 2 h. Due to its potential
toxicity, thapsigargin was added 1 h before
ending the incubation. Drugs were
dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO;
final concentration in the medium,
0.044%). Human LDL was isolated as
described elsewhere [24]. Human LDL was
labeled with the fluorescent probe Dil (1,1°-
Dioctadecyl-3,3,3,3 -
tetramethylindocarbocyanineperchlorate,
Life  Technologies  Corporation) as
previously described [25]. Cell viability
was determined using XTT assays (cell
proliferation  kit; Roche, Mannheim,
Germany).

2.2 Immunofluorescence microscopy

Cells were cultured on glass coverslips, and
fixed with 4% paraformaldehyde/PBS for 5

min. Next, the cells were permeabilized in
0.1% triton X-100/PBS for 5 min and
incubated with 2% bovine serum albumin
in PBS for 45 min. For free cholesterol
staining, cells were exposed to filipin (50
mg/L in PBS) for 45 min. Anti-LAMP2
(Abcam, Cambridge, UK) or anti-CD63
(BD Biosciences, Madrid, Spain) were used
at a 1:200 dilution for 2 h, followed by
incubation with Alexa fluor-conjugated
antibodies IgG  (Life = Technologies
Corporation) in PBS at a 1:500 dilution for
45 min. Cells were mounted for microscopy
and examined on a Nikon D Eclipse C1
Confocal Microscope. Diameter analysis
was performed using NIS elements Version
3.21 software (Nikon).

23 Dil-LDL.  uptake by flow
cytometry

Dil-LDL uptake was performed as
previously described [8]. The cells were
treated incubated in the presence of Dil-
LDL (30 pg cholesterol/ml) and then
analyzed on FACSscan (BD Biosciences).
Non-specific uptake was determined in
extra tubes containing a 50-fold excess of
unlabelled LDL. The results are expressed
in terms of specific median intensity of
fluorescence (M.LF.) after substracting the
autofluorescence of cells incubated in the
absence of Dil-LDL.

24 Cholesterol efflux assays

LDL was labeled with [*H]-cholesterol
(Perkin-Elmer, Madrid, Spain) following a
previously published method [26] with
minor modifications. Two ml of LDL (5
mg/ml) in 0.9% CINa was added to [*H]-
cholesterol (200 pCi; dried with N,) and
incubated at 4°C for 5-7 h with occasional
mixing. Cells in the medium with 10%
LPDS were incubated with [°H]-cholesterol
labeled LDL (60 pg/ml of cholesterol) for
22 h and treated or not (control) with 5 uM
U18666A. The cells were then washed
twice with PBS and cultured 2 additional
hours in serum-free medium and treated or
not again with U18666A, in the presence or
not of curcumin or thapsigargin (last 1 h).
The culture medium was harvested and the
cell monolayer was washed with PBS and
treated with 0.1 M NaOH to extract total



cell [’H] radioactivity. The cholesterol
efflux was calculated as the percent of [*H]-
cholesterol released into the medium.

2.5 Analysis of sterols by GC/MS

Extracted sterols were analyzed by GC/MS
as previously described [9,10]. Sterols were
analyzed using an Agilent 6§90N GC and
an Agilent 5975 MS detector (Agilent
Technologies, Las Rozas, Madrid, Spain)
with an Agilent DB-5ms, 30 m x 0.25 mm x
0.1 pum column. For quantitation purposes
the MS detector was operated in selective
ion monitoring (SIM) mode following at
least one quantifier and two qualifying ions
for each sterol. Peak identification was
achieved both by comparison with known
external standards and by monitoring their
characteristic.

2.6 Exosomes/microvesicles
preparation and analysis

Exosomes/microvesicles were prepared
following the described method [27].
Briefly, after treating the cells (5x10°), the
medium was collected on ice, centrifuged at
800 x g for 10 min to sediment cells and
then 12,000 x g for 30 min to sediment
debris.  Exosomes/microvesicles  were
sedimented from the remaining supernatant
by ultracentrifugation at 100,000 x g for 2
h. The exosome pellet was resuspended in
PBS.

The amount of late endosome
exocytosis was quantitated by measuring
the activity of B-N-acetylglucosaminidase
(B-hexosaminidase), a lysosomal enzyme,
in the medium of THP-1 macrophages or
HepG2 cells using the B-N-
acetylglucosaminidase assay kit. Enzyme
activity was also measured in the lysed cells
to calculate the total enzyme activity.
Enzyme released into the medium was
expressed as a percentage of the total.

Western ~ blot  analysis  was
performed as previously described [9]. In
general, lysates were loaded at 20-30 g,
while exosomes/microvesicles samples
were loaded with as much volume in gel
wells as possible. Samples were run on 8—
10% SDS-PAGE and transferred to
nitrocellulose = membranes (Bio Rad
Laboratories S.A., Barcelona, Spain). After

blocking, the blots were probed with
specific antibodies followed by incubation
with secondary antibodies conjugated to
IRDye 800CW or IRDye 680LT (LI-COR,
Lincoln, NE, USA) in the dark. The
membranes were analyzed using the
Odyssey Infrared Imaging System (LI-
COR).  Densitometric  analysis  was
performed by using the Quantity One 4.5.2
version program (Bio-Rad). Antibodies
used were for flotillin-2 (BD Biosciences),
calnexin (Abcam), CD63 and actin (Santa
Cruz Biotechnology).

2.7 Electron microscopy

Exosomes/microvesicles preparations were
fixed in 2% paraformaldehyde and loaded
onto Formvar® carbon coated grids
(Thermo Fisher Scientific, Rochester, NY,
USA). Then, the exosomes/microvesicles
were post-fixed in 1% glutaraldehyde,
washed, contrasted in 2% uranyl acetate,
embedded in a mixture of uranyl acetate
(0.8%) and methyl cellulose (2%), and
examined in a JEOL JEMI1010 electron
microscope (JEOL Ltd., Tokyo, Japan).

2.9 Exosomes/microvesicles bead
fluorescence-activated cell sorting
(FACS)

Exosomes/microvesicles obtained from
THP-1 macrophages incubated in the
presence of Dil-LDL, were absorbed onto 4
pum  aldehyde-sulfate latex ~ beads
(Invitrogen, Life Technologies
Corporation) and incubated with CD63
antibody (BD Biosciences) followed by
secondary antibody, washed and analyzed
on a FACSscan (BD Biosciences) as
previously described [28].

2.10 Statistical Analysis

Data are shown as mean = SEM. Statistical
analyses were performed using a 2-tailed,
unpaired Student's f-test. The difference
between 2 sets of values was considered
significant when the P value was <0.05.
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Figure 1. Effects of curcumin on the 1ntracellular distribution of LDL in cells treated with U18666A.
HepG2 cells were exposed to Dil-LDL (30 pg/ml of cholesterol) for 24 h in the absence (control) or
the presence of 5 UM U18666A for a total of 24 h. Where indicated, during the last 2 h, cells were
treated with 30 uM curcumin. The cells were then washed, fixed and stained with filipin and LAMP2
(A) or CD63 (B) and analyzed using a confocal microscope. Results from a representative experiment

of 3 independent experiments are shown.
3 Results

3.1 Effects of curcumin on the
intracellular LDL-cholesterol traffic
blocked by U18666A

We analyzed the effects of curcumin in
both hepatocellular carcinoma HepG2 cells
and differentiated THP-1 macrophages
treated with U18666A, a chemical that
blocks the intracellular  cholesterol
trafficking [5]. Effects were compared with
those of thapsigargin, which is known to
stimulate exosome release [29,30].
Preliminary  experiments  were
performed to select the doses of curcumin
and thapsigargin (data not shown). Even
though short incubation periods were
selected, we determined whether the
different drugs used affected cell viability
of HepG2 cells and THP-1 macrophages.
Treatment of cells without (control) or with
5 uM U18666A for 24 h in the presence or
not of 30 uM curcumin (last 2 h) or 1 uM
thapsigargin (last 1 h) had no appreciable
effect on cell proliferation as measured by
the XTT assay (Supplemental Fig. 1). For
comparison, 5% DMSO was used as a
control of high cellular toxicity [31]. To
visualize the endocytic pathway, we
incubated HepG2 cells and THP-1
macrophages with Dil-labeled LDL (30

ug/ml ot cholesterol) 1n the absence
(control) or the presence of U18666A for
24 h and for the last 2 h with 30 uM
curcumin as indicated. At the end of the
incubation, cells treated with U18666A
showed increased filipin staining in bright
perinuclear granules, which were positive
for LAMP2 (Fig. 1A) and CD63 (Fig.1B
and supplemental Fig. 2), indicative of free
sterol  accumulation in  the late
endosome/lysosome compartment. Filipin
staining co-localized with Dil (Fig.1 and
supplemental Fig. 2), indicating that
accumulated free cholesterol derives from
internalized LDL. These results confirmed
that U18666A interferes with the egress of
free cholesterol from endosomes/lysosomes
as previously reported by others [5,7].

When cells challenged with
U18666A were further treated with
curcumin for the last 2 h of incubation, a
decrease in the size of granules positive for
Dil, filipin and LAMP2 or CD63 was
observed (Fig. 1 and supplemental Fig. 2).
In HepG2 cells, diameters (um) of Dil-
filipin-LAMP2-positive granules were the
following (means + SEM): Control, 1.12 +
0.03; Curcumin, 1.25 £ 0.03; UlB666A,
2.59 £ 0.04 (p<0.0001 versus Control);
U18666A + curcumin, 1.36 =+ 0.03
(p<0.0001 versus U18666A). In
differentiated THP1 cells: Control, 1.04 +
0.03; Curcumin, 0.94 £+ 0.02
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Figure 2. Curcumin increases LDL-derived cholesterol efflux in cells treated with U18666A. HepG2
cells (A) and THP-1 differentiated macrophages (B) were exposed to *H-cholesterol labeled LDL (60
pg/ml of cholesterol) for 22 h in the absence (control) or the presence of 5 uM U18666A. Then the
medium was removed, cells were washed twice, and serum-free medium was added, supplemented or
not (control) with U18666A, and incubation was continued for 2 h in the presence of 30 uM
curcumin or 1 pM thapsigargin (last 1 h), as indicated. Finally, *H-radioactivity was measured in both
the cells and medium. The *H-cholesterol efflux into the medium is expressed as the percentage of
total radioactivity in the well (cells plus medium). Results are mean = SEM of three independent
experiments performed in duplicate. Statistical comparisons are shown versus control or U18666A,
respectively (* P<0.05 and ** P<0.01) or versus control + curcumin (" P<0.05 and " P<0.01).

(p<0.001 versus Control); U18666A, 2.07 £+
0.05 (p<0.0001 versus Control); U18666A
+ curcumin, 1.23 £+ 0.03 (p<0.0001 versus
U18666A). Similar results were observed
for Dil-filipin-CD63-positive granules in
both cell lines. Besides changes in the size
of the LAMP2/CD63 positive granules, in
cells treated with curcumin, abundant Dil
and filipin positive vesicles appeared in the
cell periphery.

To quantify Dil-LDL uptake and
accumulation, cells were analyzed by flow
cytometry. As expected, Ul8666A
stimulated the uptake of Dil-LDL in HepG2
cells (223.9 + 5.8 % of the control, n=3
p<0.0001 versus control). Treatment with
curcumin reduced intracellular Dil by
approximately 25% (167.0 = 10.5 % of the
control; p<0.01). Similar results were found
with THP-1 macrophages (data not show).
These findings indicate that curcumin
promotes the elimination of LDL-Dil
previously accumulated by effect of
U18666A.

3.2 Effects of
cholesterol secretion

curcumin on

We then determined the effects of curcumin
on the efflux of cholesterol from cells
prelabeled with *H-cholesterol LDL. As
shown in Fig. 2, in HepG2 cells, both
curcumin and thapsigargin  promoted
cholesterol efflux outside the cells when

they were pre-treated with U18666A. In
THP-1 macrophages, curcumin increased
the cholesterol efflux in both control and
U18666A treated cells, whereas
thapsigargin was ineffective (Fig. 2). In
separate experiments, we determined total
cholesterol in both cells and medium at the
end of the incubation. As shown in
Supplemental Table 1, in cells previously
treated with LDL and U18666A for 22 h,
treatment with curcumin for the last 2 h
significantly reduced the cholesterol cell
content in both HepG2 cells and THP-1
macrophages. Treatment with thapsigargin
for 1 h was less effective, the effect was
statistically significant only in HepG2 cells.
Given that cells were incubated in the
absence of any cholesterol acceptor (i.e.
ApoAl), the results suggested that in this
condition = curcumin  may  promote
cholesterol efflux via pathways alternative
to the classic mediated by ABCAI1. Thus,
we examined the  possibility of
exosomes/microvesicles secretion.

33 Curcumin induces the secretion
of endosomal/lysosomal proteins from
cells

To determine whether curcumin induces
late endosome exocytosis, the culture media
of HepG2 cells and THP-1 macrophages
were analyzed for the presence of the
lysosomal enzyme, B-hexosaminidase, as a
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Figure 3. Effect of curcumin on B-hexosaminidase secretion into the culture medium in cells treated
with U18666A. HepG2 cells (A) and THP-1 differentiated macrophages (B) were exposed to LDL
(30 pg/ml of cholesterol) in the absence (control) or the presence of 5 uM U18666A for 22 h. Then
the medium was removed, cells were washed twice, and serum-free medium was added,
supplemented or not (control) with U18666A, and incubation was continued for 2 h in the presence of
30 uM curcumin or 1 uM thapsigargin (last 1 h), as indicated. At the end of the incubation, the
activity of the lysosomal enzyme, B-hexosaminidase, was measured in both cells and medium. The
enzyme activity released into the medium is expressed as the percentage of total enzyme content
(cells plus medium). Results are mean = SEM of three independent experiments performed in
triplicate. Statistical comparisons are shown versus control or U18666A, respectively (* P<0.05, **
P<0.001 and *** P<0.0001) or versus control + curcumin (" P<0.05, ™" P<0.001 and " P<0.0001).

marker of lysosome content secretion [32].
As shown in Fig. 3, there was a significant
increase in B-hexosaminidase activity in the
culture media of curcumin treated cells,
both HepG2 cells and THP-1 macrophages.
Thapsigargin also induced the secretion of
B-hexosaminidase into the medium, more
intensely in HepG2 than in THP-1 cells
(Fig. 3).

To further characterize the secretion
induced by curcumin we also measured the
content of flotillin-2, a protein associated
with lipid rafts and endolysosomes, and
CD63, a lysosome protein, both of which
are considered markers for
exosomes/microvesicles [14,30,33,34]. As
shown in Fig. 4, treatment of HepG2 cells
and THP-1 macrophages with curcumin
greatly increased the content of both
flotillin-2 and CD63 in the
exosomes/microvesicles fraction isolated
from the incubation medium by
ultracentrifugation.  Thapsigargin  also
stimulated the secretion of both markers,
especially in cells treated with U18666A
(Fig. 4). No appreciable changes in the
content of these proteins in cell lysates were
detected (Fig. 4).

In other of evaluate the purity of the
exosome/microvesicles preparations, we
analyzed the presence of a RE marker,
calnexin (supplemental Fig. 3). Calnexin
was barely detected in the

exosomes/microvesicles whereas it was
abundant in the corresponding cell lysates
run in parallel.

To confirm that isolated vesicles
were indeed exosomes/microvesicles, they
were examined by electron microscopy
(Fig.5A). The electron micrographs of the
preparations revealed rounded structures
approximately 50-100 nm in size, similar to
previously described
exosomes/microvesicles [11,12,14,28].

Exosomes/microvesicles are too
small to be reliably analyzed by direct cell
sorting. To overcome this handicap, these
microvesicles were fixed to aldehyde
sulfate-latex beads of a size that was within
the detection range of a flow cytometer
[27]. By using a specific antibody against
CD63, we confirmed that particles bound to
the latex beads were
exosomes/microvesicles, as they harbored
CD63 on their surface (Fig. 5B).

We then directly quantified the
secretion of exosomes/microvesicles-bound
CD63 and Dil promoted by curcumin and
thapsigargin. For this, THP-1 differentiated
macrophages were exposed to Dil-labeled
LDL and treated or not (control) with
U18666A for 22 h, the medium was
removed, cells were washed twice, and
serum-free medium was added,
supplemented or not (control) with
U18666A, and incubation was continued
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Figure 4. Curcumin enhances the release of flotillin-2 and CD63-containing exosomes/microvesicles
from HepG2 cells (A) and THP-1 differentiated macrophages (B). Cells were exposed to LDL (30
pg/ml of cholesterol) in the absence (control) or the presence of 5 uM U18666A for 22 h. Then the
medium was removed, cells were washed twice, and serum-free medium was added, supplemented or
not (control) with U18666A, and incubation was continued for 2 h in the presence of 30 uM
curcumin (Cur) or 1 pM thapsigargin (Tg) (last 1 h), as indicated. At the end of the incubation, the
medium was removed, and the exosomes/microvesicles were isolated and analyzed by western blot.
Cell lysates were also analyzed by western blot. Results from a representative experiment of 3
independent experiments are shown. A. Flotillin-2, CD63 and actin western blot in exosomes and cell
lysate in HepG2 and THPI cells. B. Quantification of exosomes/microvesicles release of flotillin-2
(flot-2) and CD63 in HepG2 and THP-1 differentiated macrophages. Results are mean + SEM of
three independent experiments; the control without curcumin is normalized to 1. Statistical
comparisons are shown versus control or UI8666A, respectively (* P<0.05, ** P<0.01 and ***

P<0.001).

for 2 h in the presence of 30 uM curcumin
or 1 uM thapsigargin (last 1 h), as
indicated. At the end of the incubation,
exosomes/microvesicles were isolated from
the incubation medium, fixed to the latex
beads and then analyzed by flow cytometry.
As shown in Fig. 6, treatment with
curcumin for the last 2 h significantly
increased the release of both CD63 and Dil
bound to exosomes/microvesicles in both
macrophages treated in control conditions
and in those treated with U18666A.
Treatment with thapsigargin during the last

1 h of incubation, also promoted the release
of the two markers, but the change was
significant only in cells treated with the
intracellular lipid traffic inhibitor (Fig. 6).

Finally, @ we  measured the
cholesterol content in
exosomes/microvesicles by GC/MS.

Treatment with curcumin or thapsigargin
increased cholesterol content in
exosomes/microvesicles isolated from the
incubation media of both HepG2 cells and
THP-1 differentiated macrophages,
especially when cells were treated with



U18666A (Table 1). These results show
that curcumin promotes
exosomes/microvesicles secretion, which is
a way of releasing cholesterol out of the
cell and, thus, to alleviate
endosomal/lysosomal cholesterol

deposition caused by the inhibition of
intracellular lipid traffic.

previously described [11]. Taken together,
these phenotypic changes represent an
amelioration of the U18666A-induced late
endosome/lysosome  traffic  block by
curcumin.

bt
10*
FL1-Height

CD63

Figure 5. Identification and characterization of exosomes/microvesicles. Exosomes/microvesicles were
isolated from the incubation medium using repeated centrifugation and ultracentrifugation. (A) Electron
micrographs of exosomes/microvesicles from HepG2 cells and THP-1 differentiated macrophages. The
images show small vesicles of approximately 50-100 nm in diameter. The scale bar indicates 100 nm.
(B) FACS analysis of exosomes/microvesicles from THP-1 differentiated macrophages incubated with
latex beads and stained with anti-CD63 (bold tracer). Filled tracer, negative control.

4 Discussion

We studied the effects of curcumin on
exosomes/microvesicles secretion  as
carriers of intracellular lipids. We
hypothesized that exosomes/microvesicles
could shuttle cholesterol out of the cell and
relieve the late endosomal/lysosomal
trapping of lipids caused by U18666A, a
prototypic lysosomotropic tertiary amine
that mimics many of the features of cells
from subjects affected by different
lysosomal storage diseases including NPC
[6]. Several other CADs have been shown
to induce non esterified cholesterol
accumulation in lysosomes [5-10]. We
show that treatment with curcumin for just
2 h decreases the size of lysosomes
accumulated by effect of U18666A, in both
hepatoma HepG2 cells and THP-1
differentiated macrophages. Curcumin also
affected the subcellular localization of
CD63, LAMP2 positive vesicles, being
more peripheral, which may correspond to
MVB in transit to fuse with the plasma
membrane to discharge their content as
exosomes/microvesicles to the medium, as

We found that curcumin promoted efficient
cholesterol secretion from cells, especially
but not limited to those previously treated
with U18666A. Other authors have also
shown the stimulation of cholesterol efflux
by curcumin in different cell lines, which
was attributed to the wupregulation of
ABCA1 [20,21]. Given that cholesterol
secretion was assayed in cells incubated in
a serum-free medium containing no
detectable ApoAl, the contribution of the
ABCA1-mediated cholesterol efflux in our
experimental setting must be small.
Therefore, we examined the possibility of
cholesterol secretion via
exosomes/microvesicles release.

It is widely reported that cells
perform exosome exocytosis upon the
increase of cytoplasmic Ca®" [29,30,35].
The sarco/endoplasmic reticulum Ca**
ATPase (SERCA) is one of the major
mechanisms by which cytosolic free Ca®"
concentration are maintained at low levels
within cells [36]. Thapsigargin, a SERCA
inhibitor, has been shown to stimulate
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Figure 6. Curcumin increases CD63 surface
expression and Dil-LDL content in the
exosomes/microvesicles analyzed by FACS.
THP-1 differentiated macrophages were
incubated with U18666A and Dil-labeled LDL
(30 pug/ml of cholesterol) for 22 h. Then the
medium was removed, cells were washed
twice, and serum-free medium was added,
supplemented or not (control) with U18666A,
and incubation was continued for 2 h in the
presence of 30 uM curcumin or 1 uM
thapsigargin (last 1 h), as indicated. Then, the
exosomes/microvesicles were isolated from the
medium, attached to the latex beads, labeled
with CD63 and analyzed by FACS. The graphs
represent the fluorescence (Geometric Log
means) of CD63 (A) and Dil-LDL (B) in the
exosomes/microvesicles. Results are mean =+
SEM of three independent experiments.
Statistical comparisons are shown versus
control (* P<0.05 and ** P<0.001)

exosome release by elevating cytosolic free
Ca*" concentration [29]. Curcumin also
elevates cytosolic free Ca®" concentration
[37], all of which stimulated us to
determine  whether  this  polyphenol
promotes exosomes/microvesicles
secretion. Indeed, we found that, at the
studied doses, curcumin stimulated
cholesterol secretion more intensely than
thapsigargin.

We, then, characterized the
exocytic secretion. Curcumin treatment
resulted in the release into the media of the
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lysosomal enzyme, B-hexosaminidase, and
the exosome markers, flotillin-2 and CD63
[14,30,32-34]. Comparatively, curcumin
was as effective as thapsigargin in HepG2
cells, and even more active in THP-1
macrophages, the reasons for these
differences are not evident. In any case,
these results pointed to
exosomes/microvesicles ~ secretion by
curcumin in any cell type. Furthermore,
vesicles isolated from the incubation
medium harbored CD63 on their surface, a
criterion used for exosome identification
[34]. Exosomes/microvesicles secreted by
thapsigargin also showed these features.
Finally, images obtained by electron
microscopy showed the presence of small
vesicles of approximately 50-100 nm in

diameter, confirming that curcumin

stimulated the release of

exosomes/microvesicles.
Exosomes/microvesicles —originate

from MVB and correspond to the
intraluminal vesicles [11]. In this sense,
exosomes/microvesicles may be considered
as a vehicle for the secretion of endosome
components out of the cell, including lipids
[14,38] and lipolytic enzymes [15,39].
Although the biological significance of
exosomes/microvesicles ~ was  heavily
questioned [40], now it is admitted that
exosomes/microvesicles serve to remove
obsolete membrane proteins and to act as
messengers in intercellular communications
[11,12]. Many cell types have been
described to secrete
exosomes/microvesicles [13,33,41-45],
including the mouse liver in vivo [46].
Recently, Strauss et al. reported that
both oligodendroglial cells treated with
U18666A and NPC1 deficient fibroblasts
secrete cholesterol-containing
exosomes/microvesicles, and propose that
exosomes/microvesicles release serves as a
mechanism to partially bypass the
intracellular cholesterol trafficking block
present in those cells [14]. In our
experimental conditions the effect of
U18666A compared to the control was
small, significant increases were only
observed for the release of *H-cholesterol in
THP1 differentiated macrophages. Besides
differences among the cell lines, it is to note
that we used a much shorter period to study



HepG2 THP-1
Cholesterol  Cholesterol
(ng) (ng)
Control 43 93
Control +
ontro? 53 173
curcumin
Control +
omtrot ™ 78 158
thapsigargin
U18666A 37 90
1 A +
v 8666. 115 203
curcumin
1 A +
U 86§6 . 100 190
thapsigargin
Table 1. Cholesterol content in

exosomes/microvesicles secreted by HepG2
and THP-1 differentiated macrophages.Cells
were incubated in the absence (control) or the
presence of 5 uM U18666A for 22 h. Then the
medium was removed, cells were washed
twice, and serum-free medium was added,
supplemented or not (control) with U18666A,
and incubation was continued for 2 h in the
presence of 30 uM curcumin or 1 uM
thapsigargin (last 1 h), as indicated.. At the end
of the incubation, exosomes/microvesicles were
isolated from the medium and analyzed by
GC/MS. Data are shown as ng of cholesterol in
the total exosomes/microvesicles extract.
Means of two experiments.

efflux — 2 h compared to 16 h in the study
by Strauss et al. [14]. In any case, present

results show that both curcumin and
thapsigargin are more effective in
stimulating exosomes/microvesicles
secretion when HepG2 cells and THP-1
macrophages  are  challenged  with
U186606A.

There is an increasing interest in
curcumin as a potential pharmacological
agent, having been shown to exhibit anti-
inflammatory, antioxidant, antimutagenic
and anticarcinogenic activities [47]. As
regards to lipid metabolism, curcumin
reduces cholesterol levels in animal models
[48], which is in line with the up-regulation
of LDL receptor observed in cultured
HepG2 cells [17,18]. On the other hand,
curcumin reduces the uptake of oxidized
LDL and promotes the efflux of cholesterol
from macrophages, contributing to retard
the development of atherosclerosis in apoE
" mice [21]. In the NPC1”~ mouse, curcumin
has been shown to prolong the survival and
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to improve the weight gain and physical
activity of the animals [22]. In contrast,
Borbon et al. reported a variable, but mild,
increase in survival in NPC”" mice by effect
of curcumin treatment [49], which brings
into question the efficacy of curcumin on
neurodegeneration in this mouse model.
Nevertheless, curcumin has been shown to
prevent or protect against side effects
induced by different CADs [50-52], and to
inhibit lipid peroxidation in the brain region
in different animal models [53-55]. In N-
methyl  N-nitrosourea  treated mice,
curcumin administration normalized the
altered levels of total lipids, cholesterol and
phospholipids in membrane preparations
from cerebrum and cerebellum [55].
Finally, beneficial effects of curcumin have
been reported in different neurologic
diseases such as multiple sclerosis [56],
Alzheimer’s disease [57], and senescence
[58]. The secretion of
exosomes/microvesicles induced by
curcumin shown herein, as a mechanism for
the secretion of diverse materials out of the
cell, may contribute to the ample variety of
the potential beneficial effects of this
polyphenol.

Several other mechanisms may
facilitate the release of neutral lipids out of
the cells, including lipoprotein secretion,
lipoprotein retro-endocytosis and ABC-
family protein mediated efflux. In
particular, intracellular accumulation of
undegraded LDL has been shown to
stimulate retro-endocytosis of LDL [59].
We have not examined the effects of
curcumin on these processes; therefore, the
relevance  of  exosomes/microvesicles
secretion compared to these other potential
mechanisms  for  cholesterol  release
deserves further investigation.

In conclusion, present study shows
that curcumin stimulates
exosomes/microvesicles release, which is
particularly beneficial in cells treated with
Ul8666A, a model of intracellular
cholesterol trafficking impairment. This
may contribute to shuttle cholesterol and
presumably other lipids out of the cell, and
thus to ameliorate the endo/lysosomal
cholesterol accumulation. This action of
curcumin, herein shown for the first time,
may contribute to the health benefits of
curcumin consumption.
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Supplemental Fig. 1. Effects of the drugs used on cell viability HepG2 and THP-1
macrophages cells. Cells were exposed to LDL (30 pg/ml of cholesterol) in the absence
(control) or the presence of 5 uM U18666A and 5% DMSO for a total 24-h period. Where
indicated, during the last 2 or 1 h, the cells were treated with 30 uM curcumin or 1 pM
thapsigargin, respectively. Then, the mitochondrial activity (XTT assay) was measured after
the treatment. Values are the mean + S.E.M of three independent experiments with three
replicates each. Statistical comparisons are shown versus control (* P<0.05).
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Supplemental Fig. 2. Effects of curcumin on the intracellular distribution of LDL in THP-1
differentiated macrophages cells treated with U18666A. The cells were exposed to Dil-LDL (30
pg/ml of cholesterol) for 24 h in the absence (control) or the presence of 5 uM U18666A for a total
24-h period. Where indicated, during the last 2 h, cells were treated with 30 uM curcumin. Then,
the cells were washed, fixed and stained with filipin and CD63 and analyzed using a confocal

microscope.
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Supplemental Fig. 3. Analysis of the purity of exosome/microvesicles preparations. THP-1
differentiated macrophages were exposed to LDL (30 pg/ml of cholesterol) in the absence
(control) or the presence of 5 uM U18666A for 22 h. Then the medium was removed, cells
were washed twice, and serum-free medium was added, supplemented or not (control) with
U18666A, and incubation was continued for 2 h in the presence of 30 uM curcumin (Cur)
or I uM thapsigargin (Tg) (last 1 h), as indicated. At the end of the incubation, the medium
was removed, and the exosomes/microvesicles were isolated and calnexin, a reticulum
endoplasmic marker, and flotillin-2 were analyzed by western blot. In the same gel, control
cell lysate was also analyzed for comparison. Results from a representative experiment of 3
independent experiments are shown.
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SUPPLEMENTAL TABLE 1 Cholesterol content in HepG2 and THP-1 differentiated

macrophages.
HepG2 THP-1
Cholesterol Cholesterol
(ng/mg protein) (ng/mg protein)
Control 23780+ 470 81937 + 2548
Curcumin 17373 £ 323%* 72441 + 892%*
Thapsigargin 20910 + 810%* 76584 + 1310

Cells were incubated in the presence of 5 pM U18666A for a total of 22 h, then the
medium was removed, cells were washed twice, serum-free medium was added and treated
again with U18666A. The incubation was continued for 2 h in the presence of 30 uM curcumin
or 1 uM thapsigargin (last 1 h), as indicated. At the end of the incubation, the cells were lysated,
lipids were isolated and analyzed by GC/MS. Data are shown as ng of cholesterol per mg of
protein. Results are mean + SEM of three independent experiments. Statistical comparisons are

shown versus control (* P<0.05 and ** P<0.01).
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