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SUMMARY

Effect of tamoxifen, raloxifene and toremifene on DL receptor actitvity and

expression in primary human lymphocytes

The low-density-lipoprotein (LDL) receptor (LDLR3 a 160-kDa cell surface
glycoprotein that binds and mediates internalizatad LDL and very low-density
lipoprotein remnants. LDLR activity is a criticak@rminant of plasma cholesterol
levels. Thus, mutations in the LDLR gene cause lfahfiypercholesterolemia (FH), the
most common and severe form of monogenic hypersteri@emia, with an autosomal
codominant pattern of inheritance, and which highhcreases the risk for
cardiovascular disease. LDLR-bound lipoproteins teaasported to acidic endocytic
compartments where cholesteryl esters, the majopooent of LDL, are hydrolyzed to
free cholesterol by lysosomal acid lipase. The sgbent egress of cholesterol from the
endosomal compartment allows cholesterol to be lablai to other intracellular
organelles. The cholesterol that reaches the eadomt reticulum can be reesterified
by acyl-coenzyme A:cholesterol acyltransferase (ATAor storage in cytoplasmic

lipid droplets.

Cells maintain their cholesterol content withimarow range, LDLR-mediated
cholesterol uptake and endogenous cholesterol tilosgis being subject to negative
feedback regulation by intracellular cholesteroheTcholesterol-sensing machinery,
including the sterol regulatory element binding tpno (SREBP), resides in the
endoplasmic reticulum. When cells are depletechofesterol, SREBP is transported to
the Golgi apparatus, where the active form of SREBProduced. This activates the
transcription of the LDLR and cholesterol biosynithgenes. When cholesterol levels
rise, SREBP is retained in the endoplasmic retioylinus preventing its activation and
gene induction. This regulatory mechanism is esalefar the action of statins, which
are competitive inhibitors of 3-hydroxy-3-methylgduyl-coenzyme A (HMG-CoA)
reductase, the rate-limiting enzyme in cholestdymsynthesis. By inhibiting this
pathway, statins induce a compensatory increatfeeagxpression of LDLR, effectively

lowering LDL-cholesterol levels.

Selective estrogen receptor modulators (SERMshamnsteroidal molecules that
bind to estrogen receptors (ER) and which are wigebscribed for the treatment and
prevention of breast cancer, osteoporosis and wrylaysfunction. SERMs display an

VI
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estrogen-agonist or estrogen-antagonist effect rabpg on the tissue targeted.
Additionally, ER-independent effects have been regub Tamoxifen (TAM) and
toremifene (TOR), respectively a first and a secgederation SERM derived from
triphenylethylene, are used to treat breast cafadoxifene (RAL) is a benzothiophene
derivative indicated for the treatment and preantf osteoporosis in postmenopausal

women.

Treatment with SERMs consistently decreases plaanth LDL-cholesterol
levels. The mechanism for this effect has not biely established, but both the
inhibition of cholesterol biosynthesis and the ease of LDLR activity may be
involved. Our group has shown that TAM increased RDexpression and activity in
the MOLT-4 cell line, in which TAM interfered withhe egress of LDL-derived
cholesterol from the late endosomal/lysosomal cotnpnt, thus preventing the LDL-
induced down-regulation of LDLR expression. Morapwshen TAM and lovastatin
(LOV) were combined the stimulation of LDLR actiwivas synergistic. Cell lines are
proliferating cells that require a high provisiorf cholesterol for membrane
biosynthesis. In the present study we assessedffibet of clinically used SERMs in

non-proliferating primary human cells.
In the present study, we aimed the following otiyes:

1. To determine the effect of TAM, RAL and TOR on LDL&ttivity in
primary human lymphocytes and to compare this effé that produced in
MOLT-4 lymphoblasts and HepG2 hepatocytes.

2. To determine the effect of the combination of tHeR#Ms with LOV on
LDLR activity.

3. To ascertain the mechanisms involved in the efedcEERMs on LDLR

activity, including the potential involvement oftexyen receptors.

4. To ascertain the effectiveness of the SERMs in LDldefective

lymphocytes from familial hypercholesterolemic sdbg.

Lymphocytes were isolated from peripheral bloagated with the different
compounds and 1,1-dioctadecyl-3,3,3,3'-tetrametitgdcarbocyanineperchlorate
(Dil)-labeled LDL uptake was analyzed by flow cytetny.

Vil
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TAM, RAL and TOR increased Dil-LDL uptake in a @esand time-dependent
manner, TAM being the most active, followed by TO®Whereas RAL had no
appreciable effect below a pM dose. When the amount of active LDLR was
determined, it was found that treatment with anythed SERMs opposed the LDL-
mediated repression; TAM and RAL were the most leadt effective, respectively, in
opposing the LDL effect. In complete agreement wile latter results, the three
SERMs abrogated the LDL-mediated reduction of LOk®Btein levels, as analysed by
western blot, TAM and RAL being, again, the mostl d@ast effective, respectively.
Addition of vitamin E only slightly prevented th&rsulation of the expression of active
LDLR by SERMSs, suggesting that the effect of thésgys is not mediated by reactive
oxygen species.

The cholesterol content of lymphocytes was modgraincreased by the
SERMSs, although this increase was not statistiGtipificant. Cholesterol biosynthesis
from [*Clacetate when primary lymphocytes were incubatéth wPDS, which
maximally stimulates such a pathway, was scarceoagpared with that in MOLT-4
cells, suggesting that the inhibition of cholestdrmsynthesis did not significantly

contribute to the increased LDLR expression by SERM

The effect of the SERMs on cellular cholesterdtribbution was analyzed by
filipin staining and fluorescence microscopy. Treaht with any SERM in the presence
of Dil-LDL caused the accumulation of cytoplasmramules of free cholesterol, which
co-localized with Dil fluorescence, thus indicatitigat LDL-derived cholesterol is

retained in late endosomes/lysosomes.

The increased expression of LDLR in associatiai wn accumulation of LDL-
derived cholesterol in late endosomes/lysosomaspied us to measure the expression
of SREBP-2 and SREBP-1-target genes. The SERMs seppthe LDL-mediated
repression of the expressionldDLR, HMGCR FASNand SREBF2 Consistently, the
SERMs prevented the reduction of nuclear SREBPv2ldeinduced by LDL. For
comparison, we measured the expressioMBCAL an LXR-target gene, and found
that the three SERMs greatly attenuated the sttmoulaf ABCAlexpression by LDL.
Moreover, we found that these drugs diminishedrberporation of {H]oleic acid into
cholesteryl esters by ACAT. As a whole, these olzemns are consistent with an
impairment of LDL-derived cholesterol trafficking lymphocytes by the SERMs.
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Next, we studied the effect of the combined treatimwith the SERMs and
lovastatin on LDLR activity. In MOLT-4 and HepG2 lise the three SERMSs
significantly stimulated Dil-LDL uptake, whereas/éstatin alone was ineffective, this
being attributable to the counter-regulatory effett_DL. However, when lovastatin
was combined with the different SERMs a signifibargreater Dil-LDL uptake was
observed in each case relative to the correspordiEi@M alone. As regards primary
lymphocytes, lovastatin alone did not alter Dil-LDiptake. In these cells the
synergistic effect with lovastatin was milder tharthose cell lines, and only when the
SERM concentration was increased to 10uM a sigmfieffect was observed with the
three SERMs.

To discern the involvement of ERs in the effectSEERMs on LDLR activity,
lymphocytes were treated with the different SERM4@-estradiol (E2) in the absence
or the presence of ICI 182,780, a selective ER deguiator. ICl 182,780 did not alter
the stimulatory effect of any SERM on Dil-LDL uptalky lymphocytes. Consistently,
E2 was unable to appreciably influence Dil-LDL W#aas compared with untreated
cells, and ICI 182,780 addition also produced rfectf Additionally, when E2 was
combined with the SERMs, it did not alter the efffeicany of these drugs.

We explored whether endoxifen (END), consideresl ittost important active
metabolite of TAM, stimulates, like TAM, or notké E2, lymphocyte LDLR activity.
END dose-dependently increased Dil-LDL uptake st #t a 5uM concentration its
effect equalled that of TAM at the same dose. Meeeothe effect of END was not
inhibited by ICI 182,780.

The effects of the SERMs on LDLR activity in lyngdytes from clinically
diagnosed FH patients were assessed. Since as fieoeicd sex had no influence on the
effect of the SERMs on LDLR activity, individuald doth sexes were analyzed
together. On average, lymphocytes from FH subjéetd significantly lower Bax
values for Dil-LDL binding and uptake than thosenfr normolipidemic (NL) subjects.
In FH lymphocytes, TAM and TOR augmented Dil-LDLtalke, both drugs displaying
a similar potency, and RAL caused a milder incresée could verify that a subset of
17 clinically diagnosed FH patients were actualBtelnozygous carriers of LDLR
mutations (HeFH). When only HeFH subjects were yarel, the effect of the SERMs
remained. On the other hand, when the effect oh é8ERM relative to untreated

lymphocytes was compared between NL and HeFH sishjgcwas found that the
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degree of stimulation of Dil-LDL uptake by TAM, TO&d RAL was similar in both
groups of subjects. Additionally, three homozygé&iis subjects (HoFH) with residual
Di-LDL uptake were studied. In HoOFH lymphocytesnaof the SERMs exhibited an
appreciable effect on Dil-LDL uptake.

Finally, we assessed the effect of the combinataiithe SERMs with lovastatin
on Dil-LDL uptake by the lymphocytes from 13 HeFHtipnts. In these cells,
lovastatin alone was unable to increase Dil-LDL algpt and, differently to what
occurred with lymphocytes from NL subjects, it diok display a synergistic effect with

any of the SERMs added at &M concentration.

It is concluded that TAM, TOR and RAL, in this erdstimulate LDLR activity
and expression in primary human lymphocytes byrfieteg with the egress of LDL-
derived cholesterol from late endosomes/lysosoriiéss prevents the cholesterol-
mediated repression of SREBP-2 processing anckliidtDLR expression. The effect
of these SERMs on LDLR activity is ER-independdnit is preserved in the TAM
active metabolite END, which suggests that thece¢i®é the SERMs lie in the chemical
properties conferred by their cationic amphiphitructure. The combination of
lovastatin with each of the three SERMs shows &g)stic effect on LDLR activity,
although this effect is milder in primary lymphoegtthan in HepG2 and MOLT-4 cells,
likely due to the low cholesterol biosynthetic sate the former cells. The magnitude of
the effects of the SERMs on LDLR activity in FH Ighrocytes with a partial deficiency
of LDLR is similar to that in lymphocytes from Nlulsjects, but SERMs have no effect
in HOFH lymphocytes, thus indicating that thesegdrstimulate LDL uptake through
the LDLR specifically. The mechanism of increasd DR activity described in this
study may contribute to the LDL-cholesterol loweriaction these SERMs have on

patients.
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Introduccién

1. INTRODUCCION

1.1. ATEROSCLEROSIS Y COLESTEROL

Segun la Organizacién Mundial de la Salud [1],dagpal causa de muerte en
el mundo, y especialmente en el industrializadn,las enfermedades cardiovasculares,
repartidas estas entre las cardiopatias corongri@s accidentes cerebrovasculares
iIsquémicos, que tienen como causa comun la ateros@ [2]. La aterosclerosis es un
proceso de desarrollo lento y multifactorial quesgnta como factores de riesgo la
dislipemia, el tabaquismo, la hipertensién arteyid diabetes, y con menor impacto el

sedentarismo, la obesidad y el sindrome plurimdétaho

La aterosclerosis es una enfermedad inflamatomnédnica de caracter
fibroproliferativo que afecta a la intima de laguhde las arterias. En dicha pared, la
capa de células endoteliales puede ser dafiada paen factores quimicos
(hipercolesterolemia, tabaquismo, diabetes, agerméscciosos...) 0 mecanicos
(turbulencias del flujo sanguineo). Estas agresiod@&n lugar a la acumulacion e
interaccion de elementos sanguineos y componertés pared arterial, que da como
resultado la formacion de la lesién aterosclerotitsie proceso puede comenzar con el
dafio endotelial, provocando cambios en la permdalily, mas adelante, en la
adhesion celular en respuesta a varios factorgsigatiores y de crecimiento, como
M-CSF. Asi, con la barrera endotelial dafiada, sdyme la infiltracion principalmente
de lipoproteinas de baja densidad (LDL) circulantieas en colesterol, que en la intima
se oxidan y agregan, provocando una reaccion ialilama que, mediante sefales
quimiotacticas y moléculas de adhesién, reclutaguibms que se adhieren a la pared
endotelial y se infiltran hacia el interior de lared arterial. Estos proliferan y se
diferencian a macroéfagos, los cuales captan las d&kdadas, principalmente mediante
receptoresscavengery acumulan grandes cantidades de colesterolifestdo en el
citoplasma, por lo que a estas células se les deaarélulas espumosas, caracteristicas
ya en la estria grasa de las lesiones tempranasdGse excede la capacidad de dichas
células para acumular colesterol, éstas mueren Yagcitadas por otros macrofagos o
bien liberan su contenido al medio extracelularc@&hjunto de macréfagos muertos,
lipidos extracelulares y las células con restomeeréfagos y lipidos, se rodea de una
capa de tejido conectivo derivado en parte de ranion y proliferacion de células

musculares lisas, formando asi una placa de ateswarezada que puede reducir la luz
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de la arteria. Si la capa fibrosa no mantiene uoasistencia suficiente, puede
producirse la ruptura de la placa hacia la luzvdsb, lo que desencadena la activacion
de varios factores de coagulacion, produciéndos®iabosis vascular, responsable del

evento cardiovascular agudo [3].

Independientemente de cual sea el factor princgpa¢ desencadene la
aterosclerosis, es imprescindible la presenciaotkesierol y, mas frecuentemente, del
ligado a las LDL, en las lesiones aterosclerétigsDe hecho, la concentracion
plasmatica de colesterol es un importante factoriekgo cardiovascular modificable
para cuyo control eficaz se ha dedicado un grameess. Asi, se ha prestado especial
atencion al estudio y control de las dislipemias)alhipercolesterolemia en particular,
para su prevencion y tratamiento, asi como enrh@itenacos y mecanismos de accién

alternativos.

1.2. EL COLESTEROL

Dada su funcion biolégica y su implicacion en psmse patogénicos, el
colesterol es una molécula de gran relevancia enifees y, particularmente, en la
especie humana, motivo por el cual ha sido objeto edtudio desde distintas
perspectivas.

1.2.1. Funcion

El colesterol es uno de los componentes principddelas membranas celulares
de los organismos superiores, siendo especialmabtedante en la membrana
plasmatica, en la que modula sus propiedades deepéilidad y fluidez. Asi, la
estructura plana e hidrofobicidad de la moléculaalesterol confiere a la membrana
orden y cohesidén con sus lipidos vecinos, reduociesu fluidez y permeabilidad a
moléculas polares. Ademas, este papel estructargetmite al colesterol regular la
funcién de proteinas de membrana que participarprenesos de transduccién de
sefales. Para ello, es relevante el hecho de qeelesterol presenta una distribucidn
lateral heterogénea en la membrana plasmaticaugasg concentra, junto a diversas

proteinas, en microdominios denominados balsadidgs [5].

Son bien conocidas las funciones metabdlicas dektawol como precursor de
hormonas esteroidicas, asi como de acidos bililresuales, aparte de ser esenciales

para la absorcion intestinal, constituyen una fodwaaexcrecion del propio colesterol.

4
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Por otro lado, esta molécula esta implicada en nibri@génesis, dada su unidn
covalente a las proteinas de la familia Hedgehaog, rggulan la morfogénesis en el
embrién, promoviendo la proliferacion celular y temdo la apoptosis [6,7]. El
colesterol también es clave para la sinaptogéngsigue participa en la formacion y
estabilizacion de las sinapsis y en la diferenéracnheuronal [8,9]. Ademas, el
colesterol tiene un importante papel en la pralif@n celular regulando el ciclo
celular, habiéndose demostrado en nuestro labarajoe se requiere para la transicion
de G2 a mitosis y para la culminacion de esta dltfase [10,11]. Por dltimo, cabe
mencionar que el colesterol participa en la regoiade su propia homeostasis, lo que
realiza principalmente mediante el control de la @é los factores de transcripcion
SREBP ¢terol regulatory element-binding protgiro bien previa conversion en
determinados oxiesteroles, como los que activare@tptor nuclear LXRIiger X
recepto) [12,13].

Las células animales obtienen colesterol a traeeslos fuentes: mediante la
sintesis de novo y mediante la captacion del ai@sttransportado por las
lipoproteinas, destacando aqui la endocitosis sld ¥, principales transportadoras
plasmaticas de colesterol en humanos, a través eeptor especifico, conocido como
receptor de LDL (rLDL).

1.2.2. Sintesis

La sintesis de novo tiene lugar en el reticulo ptésmico, donde se localizan
muchas de las enzimas implicadas [14,15], el @wph y los peroxisomas [16]. Este
proceso(esquema 1A,B)se lleva a cabo en varias etapas, en las que addema
colesterol, producto final, se sintetizan otros poastos, de caracter esteroidico y no

esteroidico, fundamentales para la célula [17].

En una primera etapa, la cual tiene lugar en teplkeisma, dos moléculas de
acetil-CoA forman por condensacién, acetoacetil-CaAésta se la une una nueva
molécula de acetil-CoA, con la participacion de3-hidroxi-3-metilglutaril (HMG)-
CoA sintasa, formandose HMG-CoA. Este compuesto, gooion de la HMG-CoA
reductasa, forma mevalonato [18,19]. La HMG-CoAuddsa es la enzima limitante de
la ruta y la cual se encuentra regulada mediantépt@$ mecanismos. Ademas, es la
diana de las estatinas, farmacos utilizados eratniiento de la hipercolesterolemia.
Mediante dos fosforilaciones sucesivas y, poste@mte, por accion de la mevalonato
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difosfato descarboxilasa, el mevalonato es tramsido en isopentenil pirofosfato
(IPP), unidad basica para la sintesis de los isoptes. IPP se isomeriza a 3,3-
dimetilalil pirofosfato (DMAPP). El IPP es precursde la isopentenil adenina, que
forma parte de algunos tRNA [20]. IPP y DMAPP saoftena condensacion para dar
geranil pirofosfato, al que se le une otro IPP plrafarnesil pirofosfato (FPP). A partir
de este ultimo se originan, ademas de productostigaleza esteroidica, productos no
esteroidicos, como los dolicoles y las ubiquinoag, participan en la N-glicosilacién
de proteinas y en la cadena transportadora dealestmitocondrial, respectivamente,
y el grupo hemo a, un componente de los complegda dadena respiratoria. Ademas,
el FPP y un derivado suyo, el geranilgeranil-PResi de sustrato para la prenilacion de
proteinas, una modificacion postraduccional quemjier a éstas enclavarse en la
membrana, donde llevan a cabo su funcién (protaieda familia Ras, Rho, laminas
nucleares, etc.) [21,22]. La condensacion de doteculas de FPP, da lugar al
escualeno, y este, por ciclacion, forma lanostgnainer compuesto esteroidico de la
ruta. La ultima etapa, de lanosterol a colestgrokéde llevarse a cabo a través de dos
vias alternativagesquema 1B) una denominada insaturada o via de Bloch, emda q
los esteroles presentan un doble enlace en lai@ogi@4-25, o bien por la via saturada
o de Kandutsch-Russell, en la que dicho enlacaseducido. De manera resumida, las
sucesivas reacciones que convierten el lanostaraokesterol acarrean la pérdida de
tres grupos metilo y la pérdida neta de un doblacen(C24-25). En esta ultima etapa
de la sintesis de colesterol se forman intermexiaron funciones de gran importancia,
como FF-MAS f{ollicular-fluid meiosis-activating sterply T-MAS (testicular meiosis-
activating sterol que estimulan la meiosis [23,24], asi como ek3hitirocolesterol,
precursor de la vitamina D3. Una derivacion deula,rla iniciada por la accion de la
escualeno monooxigenasa sobre el 2,3-monoepoxlesocyada lugar a 24(S), 25-
epoxilanosterol, que por sucesivas reacciones aa@bwirtiéndose en 24,25-
epoxicolesterol, importante activador de LXR [25].
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La deficiencia en algunas de las enzimas de labigisintética de colesterol
produce enfermedades y malformaciones severas.la@siciduria mevalonica y las
fiebres periodicas del tipo Dutch estan causadadgpdeficiencia en la mevalonato
quinasa [26]. La displasia esquelética de Greenbsrdebida a una deficiencia de la
A -reductasa. El sindrome CHILDcdngenital hemidysplasia with ichthyosiform
erythroderma and limb defegtesta causado por la deficiencia de la esterol C-4
desmetilasa. El sindrome de Conradi-Hiinermann-téapgia causado por deficiencia

de la esterolA®-isomerasa. La latosterolosis es debida a la eefich de laA®-
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desaturasa. El sindrome de Smith-Lemli-Opitz estdgsado por la deficiencia en la
esterolA’-reductasa, que es la mas frecuente de estasedefas. La desmosterolosis
estd causada por una deficiencia en la estafdreductasa. En general, estas
deficiencias producen anomalias congénitas mutiptemo malformaciones, retraso

mental y del desarrollo y alteraciones cutaneasqueléticas [27].

1.2.2.1. Regulacién

La regulacion se realiza principalmente mediantromegulacion por el
producto final, que inhibe su sintesis, aunque ®stes el Unico compuesto que ejerce
dicho efecto. Si bien existen multiples puntos datwl [25], el principal punto de
regulacion de la ruta es el catalizado por la HM&\Ceductasa [17,28]. La regulacion
de la HMG-CoA reductasa se da tanto a nivel trgosional como postranscripcional.
El transcripcional es, junto con la degradacionadenzima, el principal mecanismo de
regulacion. Dicho mecanismo estd mediado por lo®ffas de transcripcion SREBP
[29], con especial mencion de SREBP-2 y SREBP-(a,sg activan en respuesta a la
disminucién en el contenido celular de colestergseyunen a los elementos regulados
por esteroles (SREterol regulatory elementpcalizados en el promotor de los genes
que codifican para aquellas proteinas. Como relyltea transcripcion del gen se
estimula. El colesterol y diversos oxiesterolescinog de ellos derivados del colesterol,
inhiben la activacion de SREBP [30]. El mecanisragabulacién mediado por SREBP
es comun a la practica totalidad de las enzimas déntesis de colesterol y al rLDL
(ver mas adelante 1.4.4. Regulacion del receptdDdeesquema 3. Otro mecanismo
de regulacion transcripcional de la HMG-CoA redsatas el ayuste alternativo,
mediante el cual se pueden generar transcritosomdsnos productivos en funcién de

la disponibilidad de esteroles [25].

En la regulacion postranscripcional, el 25-hidrolesterol, derivado del
colesterol, estimula la degradacion del mMRNA deraima, efecto que depende de la
ausencia de mevalonato [31]. El 25-hidroxicoledtguoto con derivados esteroidicos y
no esteroidicos del mevalonato, también esta imxbiicen la regulacién negativa de la
iniciacion y la velocidad de la traduccion [32]. r®©tde los mecanismos
postrancripcionales es mediante fosforilacion yfaderilacion. Asi, la HMG-CoA
reductasa es fosforilada e inhibida, al igual qtrasorutas biosintéticas, cuando el
estado energético de la célula estd comprometigo También se ha demostrado que

la ubiquitinacion y posterior degradacion de latgira por el proteasoma es un
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importante mecanismo de regulacion de la HMG-Caluceasa, el cual es estimulado
por ciertos esteroles y derivados no esteroidi@snmkvalonato. Este proceso esta
mediado por Insigifsulin induced gene proteina integral del reticulo endoplasmico,
donde también se localiza dicha enzima. El lanokter, especialmente, el
dihidrolanosterol estimulan la interaccion de Ingign la HMG-CoA reductasa,
conduciendo a la degradacion por el proteasoma. étar;, la enzima ubiquitinada debe
salir del reticulo endoplasmico, proceso que esakido por el geranilgeraniol [34].

1.2.2.2. Inhibicion farmacologica

La inhibiciébn farmacologica de la sintesis deestdrol puede tener lugar a
distintos niveles y sobre distintas enzimas deuta, rpor compuestos tanto naturales
como de sintesis. Cabe destacar a las estatinamadds que se utilizan muy
frecuentemente para el tratamiento de la hiperm@smia. Son analogos estructurales
del HMG-CoA y actuan como inhibidores competitiviesla HMG-CoA reductasa. A
las dosis terapéuticas inhiben la sintesis de mpatd de forma parcial y, como
consecuencia, también la de colesterol. Como eelulie la inhibicion de la sintesis de
colesterol, se estimula la expresion del rLDL, le @umenta la velocidad de captacion

de las LDL y reduce su concentracion circulantg.[35

La mevalonato difosfato descarboxilasa es inhipalael fluoromevalonato y el
fenilacetato [36,37]. La farnesil difosfato sintasa inhibida por los bisfosfonatos
nitrogendos [38], empleados en el tratramientcadesteoporosis. La escualeno sintasa

es inhibida por las escualestatinas, como el aadagdzico [39].

La lanosterol 1d4-desmetilasa es inhibida por el SKF 104976, prahdon la
acumulacion de lanosterol y 24-dihidrolanosterod][1Dicha enzima también es
inhibida por los antimicoticos miconazol y ketocoola debido a que estos inhiben las

proteinas dependientes del citocromo P-450.

La esterolA®’-isomerasa es inhibida por el haloperidol, un aititico con
propiedades antagonistas de los receptores D2 pi@miioa [40]. Por otro lado, las
moléculas AY 9944 y BM 15766 son inhibidores no petitivos de laA’-reductasa
[41]. Finalmente, laA**-reductasa es inhibida por el triparanol, el U186642] vy el
tamoxifeno, este ultimo perteneciente a la clasBudeacos moduladores selectivos de
los receptores de estrégenos (SERM) y empleadd testamiento del cancer de mama
[43]. Ademas, nuestro grupo ha demostrado queitostdroles insaturados en C 22,

10
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como el estigmasterol, el brasicasterol y el eggogtson inhibidores competitivos de
la A**-reductasa [44].

Es pertinente indicar que algunos de estos intibgly otros no citados, como
sucede, por ejemplo, con diversos antipsicoticd {4 SERM (ver mas adelante),
pueden inhibir, aunque con distinta afinidad, diasr enzimas de la biosintesis de

colesterol.

1. 3. LIPOPROTEINAS

La dificultad que presentan los lipidos para sandportados a través del
torrente sanguineo, dado el caracter hidrofobicoadeéllos, se resuelve con la
asociacion a moléculas proteicas especificas devaatas apolipoproteinas, formando
asi las lipoproteinas (ver [45]). Por tanto, éstam complejos multimoleculares
constituidos por una parte lipidica, que compremndeléculas de fosfolipidos,
triglicéridos, colesterol esterificado y colestemol esterificado, y por una parte proteica
a base de apolipoproteinas, de las que se hantddasr siguientes: apolipoproteina
(apo) A-1, A-ll, A-IV, B-48, B-100, C-I, C-II, C-II, D, E (con tres isoformas: E-2, B3
E-4),F, G, H, J, L My (a). Las lipoproteinas piegicas presentan una estructura cuasi
esférica, con la disposicion de los distintos conembes en funcién de su polaridad. En
la parte externa, cubriendo toda la superficiegrdeemezclan las apolipoproteinas con
colesterol no esterificado y fosfolipidos, los @sabrientan sus grupos polares hacia el
medio acuoso Yy sus regiones hidrofébicas haciatelior. Las apolipoproteinas poseen
dominios hidrofébicos, para la asociacion intima ¢ws lipidos, y otros hidrofilicos,
fundamentales para estabilizar la particula, dictbay el metabolismo de los lipidos
asociados [45]. En el interior de la particula seuentran los lipidos mas apolares,

como son los triglicéridos y el colesterol esteatio.

1.3.1.Clasificacion y caracteristicas de las lipoprotam

Las lipoproteinas se clasifican en funcion de ensitiad hidratada segun se ha
caracterizado mediante ultracentrifugacion difei@nd?or ello, entre las distintas
técnicas de separacion y aislamiento de las ligepras, la ultracentrifugacion en sus
diferentes modalidades (gradiente de densidad aoesem@lmente en equilibrio de
densidad), ha sido la principal técnica de elecdifirpeso especifico o densidad viene

en buena parte condicionada por el tamafio y lagocan de lipidos frente a proteinas.
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Asi, esta proporcion va en sentido decreciente eddsd quilomicrones a las
lipoproteinas de alta densidad (HDL). Es pertineimgicar que cada una de la
fracciones lipoproteicas consta en realidad depatdacion de particulas heterogéneas

y polidispersas en cuanto a sus caracteristicgasdisimicas.

Aunque las diferentes lipoproteinas se distingpen la naturaleza y la
proporcion de sus distintos lipidos y apolipopmwdsi en la circulacion hay un continuo
intercambio de muchos de estos componentes efdse el

Los quilomicrones son las lipoproteinas de mayaraféo y menor densidad
(d<0.95 kg/l). Se sintetizan en el intestino detgadpartir de los lipidos de la dieta, se
liberan a la linfa mesentérica y finalmente al @¢ate sanguineo. Contienen
fundamentalmente triglicéridos (casi el 90 % denssa) y pequefias cantidades de
colesterol, fosfolipidos, vitaminas liposolubles apolipoproteinas. La principal
apolipoproteina es la B-48 y, ademas, contienenfap A-Il, A-1V, C-I, C-II, C-lll y
E. Su funcion es transportar los acidos grasosplebterol y las vitaminas liposolubles
de la dieta a los diferentes tejidos. El tiempaetgdencia en plasma es de 10 minutos,
el maximo de su concentracion en sangre se obsela® 2-4 h tras la ingesta y estan

practicamente ausentes en el plasma postabsortivo.

Las VLDL, o lipoproteinas de muy baja densidad (68& kg/l), se forman en el
higado a partir de los lipidos sintetizados endagemte y los que proceden de la
circulacion. Estdn compuestas por triglicéridos aantegrante mayoritario (55 %) y
son relativamente pobres en colesterol libre y riéstdo y fosfolipidos. Las
apolipoproteinas que contienen son la B-100 (dguiase encuentra siempre una sola
molécula, dex550 kDa, por particula), principalmente, y apo CHIl, C-lll y E. Su
funcidn es el transporte de triglicéridos endogermslos tejidos periféricos,
principalmente el muscular y el adiposo. El tieng@residencia en el plasma es de
2-4 h.

Las IDL, o lipoproteinas de densidad intermedial(686-1,019 kg/l), contienen
mayores proporciones de colesterol esterificado @se VLDL y presentan las

apolipoproteinas B-100, C-lll y E.

Las LDL, o lipoproteinas de baja densidad (d=1,0,0%3 kg/l), son ricas en
esteres de colesterol (50 %) y contienen poco$ctigdos. También contienen una
molécula de apo B-100, que en este caso reprelseptactica totalidad del contenido
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proteico (21 %)esquema 2) En humanos, dan cuenta de las dos terceras mhattes
colesterol del plasma. Su funcién es el transpdeecolesterol a las células, y
mayoritariamente al higado. El tiempo de residerni&l| plasma es de 2-3 dias [4]. Se
han identificado distintas subfracciones atendiemda densidad, denominandose LDL-
| (grandes vy livianas), LDL-II (de densidad intexieg, LDL-1ll (pequefias y densas) y
LDL-IV (pequefias y muy densas) Las LDL-1 y Il sasifican como de tipo A y las
LDL-III de tipo B, segun su movilidad electroforedi [46].

./ Fosfolipidos
) Capa Polar

Colesterol

no esterificado .
Interior Apolar

Colesterol
esterificado

Apolipoproteina B

Esquema?2. Estructura y principales componentes lipidicos el las LDL.

Las HDL, o lipoproteinas de alta densidad (d=1,0&23- kg/l), son las
lipoproteinas mas pequefas y se sintetizan ergatlbj mayoritariamente, e intestino.
Son ricas en proteina (50 %), que corresponde ipalmente a apo A-l y, en menor
medida, apo A-ll. Los fosfolipidos, seguidos de kxteres de colesterol, son los
componentes lipidicos predominantes y poseen wasesmntenido de triglicéridos. Su
funcion principal en lo que a transporte lipidierefiere es el transporte reverso del
colesterol, desde los tejidos periféricos al hig&ldiempo de residencia en el plasma
es de 4-5 dias.

Mediante la union de la apo (a), sintetizada enighdo, a la apo B-100 de las
LDL se forma la Lp(a), cuya densidad (1,05-1,11)kgg solapa con la correspondiente
a LDL y HDL. No se conoce la funcién precisa depga) [45].

13



Introduccién

1.3.2. Metabolismo de las lipoproteinas
Una vez que el intestino y el higado secretamlokomicrones y las VLDL,

respectivamente, estas particulas intercambianntdist componentes con las otras
lipoproteinas. Asi, con las HDL intercambian apdl,Capo E, colesterol libre y
fosfolipidos, éstos Ultimos mediante la accion @e proteina transferidora de
fosfolipidos. La lipoproteina lipasa (LPL), enzimwaclada en el endotelio capilar, es la
encargada de la hidrélisis de los triglicéridos lds lipoproteinas ricas en estos,
quilomicrones y VLDL. La LPL es activada por la afell de dichas particulas,
liberando acidos grasos, que son captados porejapgs subyacentes [47]. Con la
pérdida de los triglicéridos hay una reestructdmacide los quilomicrones,
transformandose en una particula de menor tamafimmdeada “remanente”, la cual,
para mantener su estructura, también ha perdidolifmslos, colesterol libre y algunas
apolipoproteinas A y C de su superficie. La paliiasi formada, rica en esteres de
colesterol y apo E, es captada, por el higado ipaimente, mediante el receptor de
LDL (rLDL) y el receptor LRP para su posterior degmcion. Por otro lado, los
quilomicrones, por la accion de la proteina trams$bea de esteres de colesterol (CETP,
también denominada transportadora de lipidos neutrd TP), reciben esteres de

colesterol desde las HDL en intercambio por trégiidos [48].

Dependiendo de la disponibilidad de triglicéridelshigado secreta dos tipos de
VLDL: VLDL-1, de mayor tamafio y mas ricas en trglfidos, y VLDL-2, de menor
tamafio y mas pobres en triglicéridos. Las VLDL eunfren el plasma cambios
semejantes a los que ocurren con los quilomicrdreeaccion de la LPL hidroliza parte
de los triglicéridos, propiciando la captacion dalés grasos y glicerol por las células.
Por accion de la CETP, reciben colesterol estadficde las HDL a cambio de
triglicéridos. Como consecuencia del catabolismolade VLDL acaban formandose
particulas de menor tamafio, las IDL, mas ricasoésterol y apo E, buena parte de las
cuales son captadas por el higado mediante el riditas IDL sufren una lipdlisis
adicional por accion de la triglicérido lipasa higga que hidroliza también parte de sus
fosfolipidos, reestructurandose la particula y ddndar a LDL, especialmente ricas en
colesterol.

Las LDL, por tanto, provienen del catabolismo plasoo de las VLDL,
teniendo a las IDL como intermediario de dicha ess¥n. En todo este proceso se

conserva la molécula de apo B-100 incorporada ¥ll&4_ en su sintesis. Las LDL son
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captadas, para su posterior degradacion, mayariante por el higado (75 %), y
también por el intestino, las glandulas esteroidags y multitud de tejidos a través del
rLDL, el cual reconoce la apo B-100 (ver mas adelan

Las LDL que provienen de la deslipidacion de laPV-1, de mayor tamafio,
son las LDL-III (pequefias y densas). Una elevad®ia concentracion de estas ultimas
se asocia con la enfermedad aterosclerética. Renéicilmente en la pared arterial
gracias a su pequefio tamafio y tienen una grandadfinpor los proteoglicanos
contenidos en la misma, lo cual hace que se ratemge en el espacio subendotelial.
Estas particulas tienen menor afinidad por el ridbe las de tamafio grande y son mas
dificiles de retirar del plasma. Por ultimo, carecke vitamina E, lo que las hace mas
susceptibles a la oxidacion. Los individuos quenadan este tipo de particulas poseen

un riesgo tres veces mas alto de padecer infaniaeardio [49].

Las LDL pueden ser modificadas por peroxidacididiga, principalmente, y
también por agregacion, glicosilacion, sializaciémdificacion enziméatica, etc. Las
LDL se oxidan y agregan cuando la particula esiddeen el espacio subendotelial por
los proteoglicanos de la matriz extracelular, eweimiplicado en la iniciacion del
proceso aterosclerdtico. En esa localizacion lad [Son modificadas por diversas
enzimas extracelulares, como lipoxigenasas, prateas lipasas. Las LDL asi
modificadas son reconocidas por receptores basureroscavenger presentes
principalmente en los macréfagos. Son receptoresméenbrana que reconocen
multiples ligandos y no estan regulados por calektede los cuales se conocen varias
familias. La familia A, a la que pertenecen SR-8R-All, SR-Alll y MARCO,
reconocen a las lipoproteinas modificadas quimiocéengor peroxidacion o acetilacion.
La familia B, de la que forman parte CD36, preseete cé€lulas monociticas, y también
en cerebro, tejido adiposo, endotelio, etc., yBBR-CLA-1 presentes en macrofagos,
glandulas adrenales, ovarios y testiculos. Recandd2l oxidadas, pero también
pueden reconocer LDL nativas [50]. Otro importam@eeptorscavengerperteneciente
a la familia E, es LOX-1, al que se unen LDL oxiaafb1,52].

Las HDL, con la mediacion de los transportadoreCABTP-binding casset}le
Al y G1 y de SR-BI, recogen el colesterol libre lde membranas celulares. Este
proceso comienza con la transferencia de colesgdusfolipidos a la apo A-I o las pre
B-HDL mediante ABCAL. Este paso es crucial en lgpj@diosintesis de las HDL, la

cual tiene lugar principalmente en el higado. Eesterol cedido a dichos aceptores se
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esterifica por accion de la lecitina-colesterolteanferasa (LCAT). Estas HDL reciben
mas colesterol celular mediante ABCGL1 vy, especialeyen los macréfagos, SR-BI,
con lo que la particula crece en tamafio. En ehados esteres de colesterol pueden
ser transferidos a las lipoproteinas que conti@apenB, principalmente a las VLDL, por
accion de la CETP, o bien ser captados selectivienmor el higado o las glandulas
suprarrenales mediante el recepscavengerCLA-1/SR-BI. La particula resultante,
mas pequeia, puede captar mas colesterol en idsstgjeriféricos. En el higado, las
HDL también puede ser captadas mediante la codparantre la FATP sintasa
ectopica y P2Y; para su posterior degradacion [53]. Como etapa &n el transporte
reverso de colesterol, el higado excreta esta mialdal cual o previa conversion en
acidos biliares para formar parte de la bilis [54].

1.4. EL RECEPTOR DE LDL

1.4.1. Funcion y ciclo biolégico

Los estudios realizados por Goldstein y Brown sola® causas de la
hipercolesterolemia familiar (FH) llevaron al delsgmiento, en 1973, de un receptor
de la superficie celular para las LDL, asi como dalcanismo implicado en la
captacion de las mismas. El rLDL es una proteindadeembrana plasmatica de las
células de la mayoria de los tejidos que mediaaeraptacion de las particulas LDL,
entre otras, mediante el mecanismo de endocitekisyal da lugar a la degradacion
lisosomal de la particula lipoproteica. Este regeps responsable de la captacién de
mas del 70 % de las LDL plasmaticas, proceso que@@rincipalmente en el higado,
donde tiene una elevada presencia, al igual quevamo y glandulas adrenales. Por lo
tanto, la actividad del rLDL es un determinantevelde la concentracion plasmatica de
LDL. Este receptor reconoce y se une con altadsahia regiones ricas en Arg y Lys
contenidas tanto en la apo B-100 como en la apapBlipoproteinas que estan
presentes, una o0 bien ambas, en las LDL, VLDL, IRQjuilomicrones y una
subpoblaciéon minoritaria de HDL (HDL-1) [55].

El rLDL se sintetiza en el reticulo endoplasmicgasb como un precursor con
una secuencia hidrofébica de 21 aminoacidos (aakquostituyen el péptido sefal [56].
Esta secuencia es escindida en el proceso dedtangin al reticulo endoplasmico, por

lo que no aparece en el receptor maduro. El péptitte un proceso de glicosilacion (N
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y O-glicosilacion) en el reticulo endoplasmicorgstsu transporte al aparato de Golgi,
tiene lugar el procesamiento final de los carbaias. Como consecuencia de esta
ualtima transformacion, la molécula pasa de tengragso molecular de 120 kD a los 160
kD de la proteina madura, aumento en parte apangntgie es debido a un aumento en
la cantidad de carbohidratos y también a un camdmdormacional de la glicoproteina.
Una vez finalizada la sintesis del receptor, esteulsica en la superficie celular,
concentrandose posteriormente en las fosas cubietalatrina, o cual no es requisito
para que se produzca la interaccion con la LDL,puexle ser previa [5Tgsquema 3)
Tanto si se ha producido como si no la interaccéhrLDL con su ligando, dichas
fosas se invaginan, para formar vesiculas endasjtlas cuales, previa separacion de la
cubierta de clatrina, se fusionan con otras pardugmr a los endosomas [58]. En la
endocitosis del rLDL hepatico coopera la proteimmptadora denominada ARH
(autosomal recessive hypercholesterolemia prtejue permite al receptor unirse a la

clatrina de la fosa [59,6Q¢squema 3)

En el endosoma el pH disminuye hasta un valor mear&b, gracias a la accion
de una bomba de protones dependiente de ATP qua epda membrana del mismo.
Este pH acido permite la disociacion de la pardicld LDL y el receptor. Una parte de
los receptores retornan a la membrana mediantertaation de vesiculas exociticas,
proceso en el que también estd implicada ARH [6¥.ha estimado que el rLDL
completa un ciclo cada 10 min, repitiéendose el roidmasta 150 veces [55]. No
obstante, no todas las moléculas de receptor suclagas a la membrana, sino que
parte de ellas son degradadas tras la fusion di#dsema con los lisosomas; esta
degradacion es promovida, de manera regulada, @oproteina denominada PCSK9
(proprotein convertase subtilisin/kexin typg @ue se une al receptor en el espacio
extracelular [62](esquema 3)(ver 1.4.4. Regulacion del receptor de LDL). En el
lisosoma, las particulas de LDL, ya disociadasreetptor, se degradan, de forma que
el componente proteico es hidrolizado a aminoacitlss ésteres de colesterol y los
triglicéridos son hidrolizados por accion de laaBp éacida lisosomal, y los
fosfoacilglicéridos y esfingolipidos, por las capendientes enzimas lisosomales. Los
lipidos simples asi formados, con especial mend@colesterol libre en el caso de las
LDL, atraviesan la membrana lisosomal y son utilasapor la célula para las diversas

funciones. Parte del colesterol puede almacenargt @toplasma previa esterificacion
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con un acido graso mediante la ACAT-dcyl-CoA cholesterol acyl-transferaseg, 1

localizada en el reticulo endoplasmico [63].

rLDL

R —— e

. RETICULO ENDOPLASMICO
Esteres de colesterol

Esquema 3. Endocitosis mediada por el rLDLCMV, cuerpos multivesiculares; LAL, lipasa acida
lisosomal.

El transporte del colesterol al exterior de los partimentos
endosomal/lisosomal es ejercido por dos proteinasordinadas, NPC1 y NPC2
(Niemann-Pick type C1 y CRue se encuentran, la primera de ellas, en elsenda
tardio y transitoriamente en el lisosoma y el dpace Golgi, esta insertada en la
membrana y es capaz de unir esteroles medianteommnid SSD (sterol-sensing
domain) NPC2 es soluble y esta en el interior del organ8k ha propuesto que el
colesterol libre procedente del colesterol estatdo se asocia con NPC2 y este lo
transfiere a NPC1, que posibilita que dicho cotestatraviese la membrana del
lisosoma. Mutaciones en estas proteinas dan ludaremfermedad denominada de

Niemann-Pick del tipo C, en la que puede encorgramstada NPCL1, lo que sucede en
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el 95 % de los casos, o NPC2 [64]. Esta es unarraetiad fatal que se caracteriza por
hepatoesplenomegalia y progresiva degeneraciésisiema nervioso central. Ocasiona
el almacenamiento del colesterol libre, esfingdlisi y otros lipidos en los
endosomas/lisosomas de diferentes tejidos y cereormo consecuencia de ello, la
sintesis de colesterol y la captacion de particdasLDL estan elevadas, y la

esterificacion de colesterol reducida [65].

1.4.2. Estructura

El receptor esta codificado por un g&lLR) localizado en el cromosoma 19p
y el cual posee 18 exones y 17 intrones y codifita proteina de 860 aa, incluyendo
una secuencia de 21 aa que constituye el péptithd. 48l promotor esta situado en el
extremo 5 y contiene en su region proximal 3 secias repetidas imperfectas de 16
pb cada una, dos secuencias TATA y varios sitiosideacion de la transcripcion. Las
secuencias repetidas 1 y 3 contienen sitios rexto® por los factores de transcripcion
Spl, cuya funcion es mantener la expresion badajjate independientemente de la
regulacion por esteroles. Cuando la célula requsteroles es necesaria la contribucion
de la secuencia repetida 2, que contiene un elen8RE-1 ¢terol regulatory element
1), de 10 pares de bases, para aumentar la tgacidarimediante la union del factor
SREBP, el cual se activa en respuesta a una disimimde la concentracion celular de
esteroles. Solapandose con una de las dos caja8 $A&Encuentra un elemento al que

se denomind SIREe6terol- independent regulatory element

El rLDL es una proteina muy conservada constitupa 5 dominios
estructurales que se corresponden con la orgadizamionica del gen. El exén 1
codifica la region 57, que corresponde a la sedaedel péptido sefial mencionada

anteriormentéesquema 4)

El primer dominio estructural, codificado por ksones 2 al 6, se corresponde
con el extremo N-terminal de la proteina; es umgdore muy plegada compuesta por
siete repeticiones de una secuencia de ~ 40 aa, waa de las cuales contiene seis
residuos de Cys que forman entre si tres puensedfudio que hacen que este primer
dominio sea extremadamente estable. Este es elnaome unién al ligando. El
extremo C-terminal de cada una de las siete réped#s es una agrupacion de
aminoacidos cargados negativamente, cuya secuesdiXSDE. Esta agrupacion de
cargas negativas va a permitir la interaccibn @mndargas positivas de las regiones

19



Introduccién

ricas en Arg y Lys presentes en apo B y apo E. Qadade los exones 2 al 6 codifica
una repeticién, a excepcion de las repeticionesetar cuarta y quinta, todas ellas
codificadas en el exon(ésquema 4)

El segundo dominio, codificado por los exones T4alesta formado por 400 aa
y presenta un 35 % de homologia darporcion del dominio extracelular del precursor
del factor de crecimiento epidérmico (EGF), y pases repeticiones del EGF, de 40 aa
cada una y ricas en Cys. Las dos primeras repegisifA y B) estan proximas entre si y
se encuentran separadas de la tercera por unansiecde 280 aa que contiene cinco
copias del motivo conservado YWTD, el cual se eepédda 40-60 aa. Este dominio es
necesario para el correcto posicionamiento del diamile unién al ligando en la
superficie celular. Ademas, se requiere para lacthsion del rLDL y su ligando en el
endosoma, cuyo pH acido induce la interaccion de negion de hélic§ de este
dominio con las repeticiones cuarta y quinta deher dominio, desplazando asi a la

particula lipoproteica [66jesquema 4)

El tercer dominio, codificado por el exén 15, dstdmado por 58 aminoacidos,
18 de los cuales son Ser o Thr, lo que explicablandancia de O-glicosilaciones. El
cuarto dominio esta formado por 22 aa hidrofébiocaosgonservados, que constituyen el
dominio transmembrana, el cual atraviesa la menabuaa sola vez. Este dominio esta
codificado por el exén 16 y la porcion 5° del 17résto de este exén y el final 5” del
18 codifican el quinto dominio, que es el citoplasco, formado por 50 aa que
constituyen el extremo C-terminal de la prote(eaquema 4) En este dominio se
encuentra la secuencia NPxY, que es la encargazthante la interaccion con ARH, de
la localizacién del rLDL en las fosas de clatriAdemas, facilita una rapida endocitosis

[67] (esquema 3).

Se han identificado numerosas proteinas de meialopas contienen un namero
variable de regiones o0 secuencias homoélogas atderidas en los dominios primero,
segundo y quinto que acabamos de describir pardil, conformando todas la
conocida como familia del rLDL. Entre ellas, sewrdran la proteina relacionada con
el rLDL (LRP), el receptor de VLDL (rVLDL), el reptor 2 de la apo E (apoER2) y la
megalina o gp 330. Todas tienen en comun que puadese a la apo E, pero también
reconocen otros mudltiples ligandos. Su funcion dgce la participacion en el

metabolismo lipoproteico; asi, varias de estasefmas median en la transduccion de

20



Introduccién

sefales, como, por ejemplo, rVLDL y apoER2, quéresiplicados en procesos de

migracion neuronal durante el desarrollo cerel@@l.|

Gen 5 —I—I—I—I—H—I—I—I-I—H—I—I—I—I—I— I 3

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 kb

!

< -~ 53kbmRNA —
mRNA 5 2.6 kb I 27w3utR |- 5

}

Proteina Dominio Gen

CECCCISSSS

I . Exones
HJIII IIIIII Unién al ligando 2.6
NHg 5 3

Exones

C%:) Precursor de EGF 7-14

— S Exon
1 Glicosilacion 15

Exones
16-17

Transmembrana

Exones

Citoplasmético 17-18

Esquema 4. Gen, mRNA y proteina del receptor de LDL

1.4.3. Mutaciones en el receptor de LDL

Se han publicado mas de 1000 mutaciones que neseitadiversos efectos
fenotipicos sobre la proteina del receptor. Asidisinguen 5 clases de alteraciones
[69]:

- Mutaciones de clase 1. Generan lo que se cormue alelos nulos, ya que no
se produce proteina, aunque pueden detectarseffasouentidades de mRNA.

- Mutaciones de clase 2. Codifican proteinas deteets para el transporte entre
el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgidesir la proteina se sintetiza pero,
debido a alteraciones conformacionales, quedaidetezn el primero y no llega a
producirse el receptor maduro. EI mayor nimero d#aaiones dan lugar a este

fenotipo.
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- Mutaciones de clase 3. Originan proteinas queegonocen las particulas
LDL. Los alelos defectuosos contienen mutacionegmexones que codifican para el
dominio de union al ligando, pero también puedtatsa de mutaciones que afectan al

dominio adyacente, homologo al precursor de EGF.

- Mutaciones de clase 4. Corresponden a proteinas spn incapaces de
albergarse en las fosas recubiertas de clatriparytanto, no permiten captar las LDL
unidas al receptor. Estas mutaciones afectan ainilmeitoplasmatico del receptor.

- Mutaciones de clase 5. Son las que dan lugarcepteres que permiten
reconocer y captar la particula, pero no la libemarel endosoma y, por lo tanto, no se
reciclan a la superficie celular, disminuyendo smoentracion en la misma. Estas

mutaciones suelen afectar al dominio homélogoedymsor de EGF.

Todas estas deficiencias del rLDL ocasionan urtdmas en el abastecimiento
de colesterol lipoproteico por las células y, asem, una disminucion del aclaramiento
de las LDL plasmaticas. En esas condiciones, lals 4@nh eliminadas del plasma por
otros mecanismos menos eficaces, por lo que sengalsu tiempo de residencia en
plasma, donde aumenta su concentracion, y se aanranllos macrofagos de distintos

tejidos, incluida la intima arterial.

1.4.4. Regulacion del receptor de LDL

1.4.4.1. Regulacion por esteroles

La expresion del rLDL esta principalmente regulagar el contenido
intracelular de colesterol, molécula esta que acUaavés de un mecanismo de
retrorregulacion negativa [55]. En dicho mecanisstan involucrados los factores de
transcripcion SREBP, proteinas pertenecientes tailig]a bHLH-Zip, que actian
activando la expresion de los genes implicados eintesis de colesterol, triglicéridos,

acidos grasos, fosfolipidos y del gen del propiolrl[70,71] (esquema 5)

En mamiferos, la familia de los SREBP esta condttypor tres isoformas,
SREBP-1a, SREBP-1c y SREBP-2. Las dos primeraggiean a partir del mismo gen
(SREBF1) y regulan la transcripcion de genes imaglis en la sintesis y esterificacion
de acidos grasos. Ademas, SREBP-1a también remslatesis de colesterol. SREBP-2
se origina a partir de un gen distinto (SREBF2gguta la expresion de gran parte de

los genes implicados en la biosintesis de coldssmo hemos comentado mas arriba,
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y es un importante activador de la transcripcioh gim del rLDL. Los SREBP se
sintetizan como precursores inactivos integradolereticulo endoplasmico. En su
region N- terminal se encuentra al activador de tdanscripcion bHLH-Zip.
Inmediatamente después de su sintesis, los SRERPese mediante su region C-
terminal, a una proteina del RE, que tiene dosifumes, una de escolta y otra de sensor
de esteroles, y denominada SCEREBP cleavage-activating protei?2] (esquema

5).

Cuando el contenido celular de colesterol es elevadte es detectado por
SCAP a través de un dominio sensible a esteroeB)Sen su extremo N-terminal, el
cual se une a colesterol y sufre entonces un cacdnformacional. Esto permite a
SCAP unirse a otra proteina del RE denominada INBi§ulin-inducedgene)y de la
que existen las formas INSIG-1 e INSIG-2 [73]. Comunsecuencia, el complejo
SREBP-SCAP-INSIG es retenido en el reticulo endwpiéo (esquema 5) con lo que
SREBP es incapaz de alcanzar el aparato de Golgi g& escisidbn y posterior
activacion de los genes diana. Como resultado,agirddbida la transcripcion del gen
del rLDL y demas genes diana. [72,74,75]. Por tdado, determinados oxiesteroles,
como 22R-, 24S-, 25- o 27-hidroxicolesterol y el,254epoxicolesterol, también
propician la retencién de SREBP-SCAP por INSIGIeRE pero en este caso lo hacen
mediante la unién de aquellos a INSIG, no a SCAR. [3

Cuando disminuye la concentracion celular de teles SREBP-SCAP se
disocia de INSIG, lo cual hace posible la unién demnplejo SREBP-SCAP a las
proteinas que forman las vesiculas COPHrmitiendo el traslado del complejo al
aparato de Golgi [76,77], donde SREBP se procastagiiticamente por dos proteasas,
S1P y S2Rsite-1y site-2 proteases)iberandose el fragmento N-terminal, que pasa al
nacleo, denominandose SREBP nuclear, donde inferacin los elementos regulados
por esteroles SRE del promotor del gen que coddicaDL, asi como de los genes de
PSCK9, HMG-CoA reductasa y otras enzimas de laimtiesis de colesterol, activando

Su transcripcion [78lesquema 5)
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Esquemab. Regulacion de la transcripcion génica por la vigle SREBP en funcion del contenido
celular del colesterol.

La activacion farmacoldgica de la via de SREBRast la expresion del rLDL
y, asi, es efectiva en el tratamiento de la hipesterolemia. Los farmacos mas
importantes en este sentido son las estatinasnbieen la HMG-CoA reductasa [35].
Esta inhibicion disminuye la concentracion intratal de colesterol, induciendo asi la
activacion de SREBP e incrementando la transcripaél gen del rLDL. Como
consecuencia, aumenta la expresion de este recgpéorcaptacion de las LDL del
plasma. Por otro lado, el compuesto LY295427 inersm la expresion del rLDL
gracias a su capacidad para revertir la inhibiciéinprocesamiento de SREBP mediada
por oxiesteroles [79].

Ademas de regularse a nivel transcripcional, laresipn del rLDL se regula
postranscripcionalmente mediante la modulaciéradestabilidad de su mRNA, el cual
tiene una vida media corta (unos 45 min en céldigeG2). La estabilidad del mMRNA

esta determinada en gran parte lpagstructura de la regién 3' UTR [80], que enasda
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del mRNA del rLDL contiene cuatro elementos ricosaglenilato y uridilato (ARE,
adenylate-uridylate-rich elementa los que se unen proteinas especificas quearegul
su vida media. Estudios recientes han mostradolajexpresion hepatica de una de
estas proteinas, HNRNPBdterogeneous nuclear ribonucleoproteip @ cual acelera
la degradacion del mRNA del rLDL, aumenta en resfaua una dieta rica en colesterol
en el raton [81]. Aunque el mecanismo molecular glacual el colesterol estimula la
expresion de HNRNPD no se conoce, parece ser indeggge de SREBP y LXR [81].

Existen dos proteinas cuya expresion esta conagiad el contenido celular de
colesterol y que regulan la expresion del rLDL waehipostraduccional. Se trata de
PCSK9 e Idol. Ambas estan implicadas en la degrédagel rLDL, reduciendo el
namero de moléculas de este en la superficie cellB&SK9 promueve dicha
degradacion mediante la union al rLDL en el espagioacelular y posterior captacion
en la fosa de clatrina, de modo similar a como leheeceptor con su ligando, pero en
este caso pasando luego el rLDL a la via de degi@disosomal [82]. La expresion de
PCSK9 esta regulada por SREBP a través de un elerS&E de su promotor [83]
(esquema 5) Se sintetiza como un precursor de aproximadaménk®a en el reticulo
endoplasmico de higado e intestino, donde sufr@roneso autocatalitico, dando la
forma madura de 62 kDa. Esta pasa al aparato i ¥es secretada a la membrana
plasmatica, donde se une a la repeticion A de BE@septe en el dominio homélogo al
precursor de EGF (EGFA) del rLDL. ElI complejo fooapor rLDL y PCSK9 es
incluido en el endosoma, para acabar siendo dedpaelgorimero tras la fusion con el
lisosoma [84](esquema 3) La union se realiza a un pH neutro en la membrana
plasmatica, y en el endosoma, cuyo pH es acida¢esetia la afinidad, lo que favorece
la degradacion final del rLDL [85].

PCSK9 consta en su estructura de un péptido sedaid® de un prodominio y
un dominio cataliticd86]. Para la sintesis de la forma madura es ngadsaescision
del prodominio, aunque este permanece unido ndemeanente al dominio catalitico.
Esto impide que otros sustratos tengan accese aestinio, por lo que la capacidad de
PCSK9 para promover la degradacion del rLDL es peddiente de su actividad
catalitica, indicando que funciona como una chapmesono como una enzinj@7,88]
Las lipoproteinas pueden modular la funcion de PC&3{, las LDL compiten por la

unién al rLDL, inhibiendo su funcion, mientras das HDL disminuyen la formacién
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de dimeros de PCSK9, formas mas efectivas que lasommericas, y las VLDL

favorecen la dimerizacion [89].

Idol (inducible degrader of the LDL receptogs una ubiquitina ligasa E3 que
induce la ubiquitinacion del rLDL en su dominioogitasmatico, o que promueve la
degradacion del receptor. La expresion de Idol esgalada por el receptor nuclear
LXR, el cual es un regulador transcripcional deltabhelismo del colesterol. Asi, la
activacion de LXR por ciertos oxiesteroles, cuyaesis aumenta cuando aumenta el
colesterol celular, estimula la exportacion de gseela vez, induce la sobrexpresion de
Idol, el cual reduce la cantidad de moléculas deLrly la captacion de LDL [90]. La
via mediante la cual el rLDL es degradado por keeldiferente a la utilizada por
PCSKO. Idol induce la ubiquitinacion del rLDL, laa sirve de sefial para la formacion
de invaginaciones de la membrana que pasan, viasemé temprano y cuerpos

multivesiculares, al lisosoma para su degrada@ah |

Un estudio reciente ha descrito que la efectividiglccolesterol lipoproteico para
regular la expresion del rLDL y la biosintesis d@esterol en los hepatocitos de
hamster es distinta en funcion de la particulaadiptpor la célula, siendo las LDL
menos efectivas que otras particulas y dedicandoseolesterol principalmente a la
sintesis de VLDL [92].

1.4.4.2. Regulacion independiente de esteroles.

La realizan distintos mediadores, como hormondsquinas, factores de
crecimiento y segundos mensajeros. Los estrogesmso el 1B-estradiol, pueden
aumentar la transcripcion del gen del rLDL medidatanion de un complejo formado
por el receptor de estrégennsun receptor nuclear, y por Spl a un elementocéfspe
para Spl del promotor [93,94]. Asimismo, la triildckmina aumenta la transcripcion
mediante la union de su receptor nuclear a un elEmde respuesta a la hormona
tiroidea del promotor del rLDL [95]. La insulinantdién incrementa la expresion del
rLDL, pero en este caso se requiere un SRE intacth efecto estd mediado por
SREBP-1 [96]. Ademas, la accion de la insulina sg&ela activacion de ERK
(extracellular signal-regulated kinas§)7,98], quinasa que puede fosforilar a SREBP-
la y SREBP-2, lo que resulta en la estimulaciotadeanscripcion del gen del rLDL
[78].
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Ciertas citoquinas son capaces de estimularalasd¢ripcion de dicho gen en
hepatocitos [99]. TNé& (tumor necrosis factorg interleucina 1 activan la transcripciéon
solo en ausencia de esteroles en el medio. Lddnténa 6 y la oncostatina M también
incrementan la expresion del rLDL. La primera de®sequiere SRE y el sitio Spl de
la repeticion 3 del promotor. En el efecto de lgusela media el elemento SIRE
[100,101]. Independientemente del mecanismo imgdic&n la accion de estas

citoquinas, en todos los casos participa la vie RIK.

Factores de crecimienmomo PDGF (flatelet-derived growth factpr EGF y
FGF (fibroblast growth factorestimulan la expresion del rLDL, para lo cual iegen
los sitios SRE y Sp1, asi como la mediacion dedéofilacion de los SREBP por ERK
[102].

Analogos de segundos mensajeros, como los esterdsrblol, regulan la
expresion del rLDL. Por ejemplo, el TPA2-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate)
aumenta la transcripcion de manera dependienta geoteina quinasa C (PKC) [103].
Por otro lado, p38, perteneciente a la familia detginas quinasas activadas por
mitégenos (MAPK), inhibe la transcripcion del geal dLDL por supresion de la
actividad de ERK [104].

Ademas, existe una regulacion postranscripcionalle gse produce
principalmente a través de los mecanismos que randal estabilidad del mRNA del
rLDL y es dependiente de la region 3' UTR [80]. Aali PMA (phorbol-12-myristate-
13-acetate)prolonga la vida media de aquel mRNA [105]. Edacguenodesoxicolico
y la berberina también estabilizan dicho mRNA, garaual necesitan de la activacion
de la via de ERK [106]

1. 5. HIPERCOLESTEROLEMIA

Las alteraciones del metabolismo lipoproteicodeneser secundarias a otras
patologias o debidas a defectos genéticos, y, eéorgunto, se denominan dislipemias.
Las hiperlipemias se caracterizan por un aumentta d®mncentracion de uno o mas
tipos de lipidos plasmaticos. Asi, puede tratasseid aumento de la concentracion de
colesterol, o hipercolesterolemia, de la de trégidos, o hipertrigliceridemia, o bien de
las de ambos, o hiperlipemia mixta. Esta ultima Yipercolesterolemia predisponen a
padecer enfermedad coronaria. Centrandonos en garcbiesterolemia o, mas
precisamente, la elevacion de la concentraciéralebterol de LDL en el plasma, este
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es el principal factor de riesgo modificable paraehfermedad cardiovascular. Existen

diversas deficiencias genéticas conocidas que rduigarcolesterolemia.

1.5.1. Hipercolesterolemia familiar

La causa monogénica mas comun de hipercolestemlesnla alteracion de la
funcién del rLDL debida a una mutacion en el gee lgucodifica, dando lugar a la que
se conoce clasicamente como hipercolesterolemididarg-H). Descrita por Burns en
1920, sus caracteristicas fundamentales son uwadeleconcentracion de cLDL y
lesiones arteriales que contienen depodsitos desteoté. En 1930, Miller y Thanhauser
ampliaron los estudios apuntando la posibilidad wha enfermedad hereditaria,
confirmandolo en 1960 Khachadurian. En 1972, Langeolaboradores demostraron
gue las elevadas concentraciones de cLDL eran agbid una disminucion del
catabolismo de estas particulas, y Goldstein y Brosn 1973, demostraron que la
razon de esta disminucion era un defecto en laesifr de una proteina especifica de

la superficie celular, el rLDL [107].

La FH es una enfermedad hereditaria de transmaifmsdmica dominante con
penetrancia de casi el 100%, caracterizada poa@ésvconcentraciones de cLDL en
plasma, aparicion de depositos de colesterol egrstyg tejidos que se manifiestan por
la presencia de xantomas, que son depositos dessdie colesterol que se acumulan en
el interior de macrofagos y en el espacio intagdtide tejidos blandos y tendones
extensores de la mano, codo, aquileos y rotuliaposduciendo deformidades y
engrosamientos superficiales. También apareceielaamas, o depdsitos de colesterol
en los parpados, y arco corneal, o depésitos @eesstle colesterol en el borde externo
de la cdérnea. Los pacientes con FH tienen mayaygoiede padecer enfermedad
cardiovascular temprana, debida a la formacion ldeap de ateroma al acumularse

colesterol en la intima arterial, siendo esta laifeatacion clinica mas grave [108].

Los individuos que tienen uno de los alelos mutgulmseen, en general, una
prevalencia de 1/500 y concentraciones de cLDL-&0Dmg/dl) dos o tres veces mas
altas de las normales, existiendo cierta variadmligen esta concentracion de unos
individuos a otros relacionada con factores geo®ty ambientales. Los individuos
con los dos alelos mutados (homocigotos y hetentmsg compuestos) tienen una
prevalencia de 1/1.000.000 y presentan concentresiale cLDL superiores a 600
mg/dl ya desde la nifiez, las cuales se modificam @olo largo de la vida del sujeto.
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Dependiendo del grado de actividad de su rLDL,septxientes pueden clasificarse en
dos grupos: negativos, con menos del 2 % de laidati normal, que se asocia a baja
supervivencia si no son tratados, y con receptfactleoso, con 2-25 % de actividad y

mejor pronostico [108].

Como se ha mencionado anteriormente, se han destg de 1.000 mutaciones
diferentes del rLDL, que se distribuyen a lo lad® 18 exones, intrones y region
promotora del gen, incluyendo mutaciones puntuahsgrciones y deleciones. Puede
encontrarse un elevado numero de ellas en pobkgigenéticamente heterogéneas,
como es el caso de Espafia, con una prevalendaaeiente alta, estimandose en unos
80.000-100.000 casos, o bien pueden encontrarse pagtaciones distintas en aquellas
poblaciones con efecto fundador, como canadiensgxdses, libaneses cristianos,

drusos, finlandeses sudafricanos y judios asqueleaaiigen lituano [109].

1.5.2. Apo B defectuosa familiar

Producida por mutaciones en el gen de la apo B-1@€hlizado en el
cromosoma 2, que impiden que las LDL sean recoascygbr el rLDL. Se han
encontrado 3 mutaciones causantes de esta hipgarolemia, la mas frecuente de las
cuales es R3500Q [110-112].

El defecto familiar de apo B (FDB) produce un fépotsemejante al de la FH,
es decir, elevadas concentraciones plasmaticad_lde, xantomas y aterosclerosis
prematura. Posee una frecuencia de 1/1.000 em&bade Europa. Los individuos con
estas mutaciones presentan cuadros clinicos men@sos pero de caracteristicas
similares a las de los que presentan mutacionesl ehDL, por lo que para su
diagnostico diferencial se recurre a la realizadéhestudio genético. El tratamiento es

similar al de la FH [113,114] (ver 1.5.7. Tratam@ede la hipercolesterolemia).

1.5.3. Hipercolesterolemia asociada a PCSK9

Hipercolesterolemia causada por mutaciones queéardla ganancia de funcién
en PCSK9, también denominada NARGrEural apoptosis-regulated convertase 1)
implicada en la degradacion del rLjésquema 3)reduciendo asi la cantidad de este
en la superficie celular [115], tal y como se hanentado mas arribdas mutaciones

en PCSK9 que inducen la pérdida de funcion prodbgescolesterolemia.
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Los pacientes con esta hipercolesterolemia soicaifrente indistinguibles de
los sujetos con FH heterocigota y FDB. Las altévaat posibles de tratamiento se
basan en el silenciamiento o bloqueo de la exprasibgen o la inhibicién de la accion
de PCSK9 mediante anticuerpos monoclonales (ver7.1.Bratamiento de la

hipercolesterolemia).

1.5.4. Hipercolesterolemia autosémica recesiva

Causada por una mutacién en el gen LDLRAP1, quéficaduna proteina
adaptadora denominada ARfdutosomal recessive hypercholesterolemia) cual
media, aunque no en todos los tipos celularesagacion de las LDL a través del
rLDL, causando su deficiencia una disminucién eacédramiento del cLDL plasmatico
[116]. Con fenotipo similar al de la FH homocigdiahipercolesterolemia autosémica
recesiva es menos severa y tiene mejor respuelsts terapias convencionales (ver

1.5.7. Tratamiento de la hipercolesterolemia).

La proteina ARH posee un dominio de union a fosdsiina, comun en proteinas
adaptadoras que intervienen en sefializacion y ffoalgs que se une a secuencias
NPxY del dominio citoplasmatico de receptores denimana, como el del rLDL.
Ademas, ARH puede unirse a la AP-2 y a la caderadaede la clatringesquema 3)
proteinas localizadas en la fosa de clatrina,ifacdo la incorporacion del rLDL a la
misma y la endocitosis de las particulas LDL [59,8icha proteina se requiere para la
funcion del rLDL en hepatocitos y linfocitos, pemno en fibroblastos [117], quizas
debido a que en los hepatocitos las moléculas B¢ rparecen diseminadas por la
superficie celular, mientras que en los fibroblaststan agrupadas en las fosas de
clatrina, lo que puede indicar que el proceso amatosis del rLDL difiere entre unas
células y otras, o que en los fibroblastos la eosis estd mediada por otro tipo de

proteina adaptadora.

1.5.5. Sitosterolemia

Es un trastorno autosdmico recesivo como conse@idaaina mutacion en uno
de los dos genes que codifican para los semitraiasiovses ABCG5 y ABCGS,
respectivamente, implicados en la exportacion diglsterol de las células de la mucosa
del intestino delgado y los hepatocitos. Estasefmas, que pertenecen a la familia ABC
(ATP-binding cassettprotein, subfamily Gy forman un heterodimero [118], son las

responsables de devolver los esteroles, y prinogate los de origen vegetal,
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absorbidos por los enterocitos, a la luz intestynaé transportar los esteroles hepaticos
hacia el conducto biliar. Los individuos con uneié en ABCG5 y ABCGS8 presentan
concentraciones plasmaticas de colesterol y sitistntre otros fitosteroles, elevadas,
asi como xantomas y enfermedad cardiovascular pueanaEl tratamiento de esta

patologia se realiza con ezetimibe (ver 1.5.7.am@&nto de la hipercolesterolemia).

1.5.6. Deficiencia de colesterol7hidroxilasa

La principal via de excrecion del colesterol regeila sintesis de acidos biliares.
La enzima limitante implicada en la via clasicacdaversion del colesterol en acidos
biliares es la colesterolo7hidroxilasa, perteneciente a la familia del citooo P450
[119]. Dicha enzima esta codificada por el gen CAB7cuya deficiencia es la
responsable de la disminucion de la producciérodetidos biliares y la acumulaciéon
de colesterol en el higado, reduciendo la actividat rLDL hepatico y causando
hipercolesterolemia. Esta hipercolesterolemia caosulitiasis biliar, la cual se debe a

la dificultad para solubilizar el colesterol origaa por la deficiencia de sales biliares.

1.5.7. Tratamiento de la hipercolesterolemia

El tratamiento de la hipercolesterolemia, que it@eabajar las concentraciones
de colesterol, implica ejercicio, dieta y la adrsiracion de farmacos que disminuyen
las concentraciones plasmaticas de colesterolegaar reduccion de su producciéon o
de su absorcion intestinal o bien incrementandefigencia de su eliminacion del
plasma. El empleo de estatinas ha sido una alteanae primera linea para el
tratamiento de la hipercolesterolemia. Estos comstegeson potentes inhibidores de la
HMG-CoA reductasa, enzima reguladora de la tasd®idsintesis del colesterol, v,
como consecuencia, aumentan la captacion de LDLiamked el incremento de la
expresion de su receptor [35]. Aunque las estatgwen ser muy efectivas, la
respuesta a las mismas puede ser desigual, egdlistiroluso individuos refractarios a

dicho tratamiento [120], recurriéndose entoncesaptas alternativas.

Las resinas secuestradoras de acidos biliardsenia reabsorcion de los acidos
biliares uniéndose a ellos en el intestino y, portd, fomentan la conversién del
colesterol hepatico en acidos biliares y, secuadante, la expresion del rLDL. Las
resinas mas utilizadas son colestiramina, coldsyipmlesevelam [121]. Por otro lado,
ezetimibe inhibe la absorcion intestinal de coledty fitosteroles. La diana de este

farmaco es la proteina transportadora NPC1L1 [122].
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Para aquellos pacientes que no toleran el tratami@nmacoldgico, que son
refractarios al mismo o que carecen por completorldel funcional existe el
procedimiento de la aféresis de LDL. Es el tratamoiele eleccién en la FH homocigota

e indicado en FH heterocigota grave con cardiofpsdizmica [123].

Existen nuevos farmacos para reducir las conceatras de cLDL en aquellos
pacientes con FH homocigota o con FH heterocigetara, como son los inhibidores
de la proteina microsomal transferidora de trigidws (MTP). Esta proteina transfiere
triglicéridos y colesterol a la apo B de las VLDacrentes, precursoras de las LDL, por
lo que la inhibicion de aquella reduce la sintegisestas particulas. Lomitapide es un
inhibidor especifico de MTP [124]. Otra estrategga reducir la sintesis de VLDL es
la administracion de oligonucledtidos antisentid®Q), que consisten en secuencias
cortas de RNA quimicamente modificadas y complear&xg a un segmento del
MRNA diana, al cual se unen, induciendo su degradadViipomersen es un
oligonucledtido antisentido que tiene como dianamdRNA de la apo B-100,
componente esencial de VLDL, IDL y LDL, y cuya adistracion subcutanea inhibe la

sintesis de dicha apolipoproteina [125].

Otra aproximacion farmacoldgica que se esta maddramuy prometedora es la
inhibicion de PCSKO. Es el caso de la administracé los anticuerpos monoclonales
REGN727/SAR236553 (alirocumab) y AMG145, que puedaoducir intensas
reducciones de la concentracion de cLDL [126]. Btugios con modelos animales
también se ha planteado el silenciamiento del geR@SK9 mediante la utilizacion de
ASO o RNA de interferencia (siRNA), que consisteuanpequeiio fragmento de RNA
de doble cadena que se une a su mRNA diana enns@si@specificas [127,128]. En
estudios con células HepG2 se ha utilizado un gemue imita el dominio EGFA del

rLDL, con el que interactua PCSK9, inhibiendo asadcion de este [129].

Dado que las estatinas incrementan la expresidS#eK9 [130], la inhibicién
de esta proteasa ha despertado un gran interés tatamiento adyuvante para
incrementar la efectividad de aquellas. Sin emhagda descrito que la combinacion
de ambos efectos puede provocar citotoxicidad pamalacion de grasa en las células
B del pancreas [131] y la degradacion de los candéesodio epiteliales (ENaC),

aumentando asi el riesgo de hipertenfl&2].
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1.6. MODULADORES SELECTIVOS DE LOS RECEPTORES DE ESTROGENOS

1.6.1. Receptores de estrégenos

Los estrogenos son hormonas esteroidicas que rejenpertantes efectos sobre
la fisiologia y patologia humana. Intervienen ppatmente en el desarrollo,
diferenciacion y funcionamiento del sistema repodoilu Ademas, regulan el correcto
funcionamiento del sistema cardiovascular, neryiogastrointestinal, musculo-
esquelético e inmune. También participan en meékiptnfermedades, como cancer,
osteoporosis, hipertension, obesidad, diabeteserrapflades neurodegenerativas,
inmunes y cardiovasculares. La mayoria de estasosfson realizados a través de los
receptores de estrogenos (ER) y de diversas viaeftlizacion celular. Los ER son
proteinas intracelulares que pertenecen a la supiid de los receptores nucleares, los
cuales actian como factores de transcripcion cuesi@m unidos a su ligando. Regulan
la actividad transcripcional de determinados geteeaquellas células que son diana de
la accion de estrégenos como ep-Eétradiol. Los tejidos diana de los estrégenos son

mama y utero principalmente y, ademas, cerebrazoor, higado y hueso [133].

Existen dos tipos de ER, denominadoy p. De este ultimo se han descrito
cinco isoformas denominadas [ER5 [134]. La expresion de los ER es diferenteeentr
distintos tejidos. ER es predominante en ovario, Utero, mama, prosestculo, rifion,
higado, tejido adiposo, hueso y cerebropER expresa en ovario, prostata, testiculo,
colon, glandulas salivares, sistema vascular, pajrhdeso y cerebro. Las cantidades
relativas de los distintos ERs son determinantela easpuesta a sus ligandos. Asi, en
ciertas células un incremento de la expresion d&reéBpecto a Edrinhibe la respuesta

a 1B-estradiol mediada por este receptor [135].

1.6.1.1. Estructura

ERa y ERB estan codificados por genes diferentes localizagtodistintos
cromosomas. Estdn constituidos por cinco domi(dokasta F) que se corresponden
con distintas funciones. La region N-terminal cené los dominios A/B, cuya funcion
es la de activacion de la transcripcion mediantoeiinio AF-1 activation function L
Posee varios sitios de fosforilacion y es eseneralla interaccidon con proteinas
correguladoras y relacionadas con la actividad sti@ocional independiente de
hormonas. ElI dominio C, denominado DEDNA binding domain}se une al DNA

mediante dos estructuras en dedos de zinc, lascirderaccionan con el elemento de
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respuesta a estrogenos (ERE) del promotor. Es ag®mnr que juega un papel
importante en la dimerizacion del receptor. A cmmicion se encuentra el dominio D, o
bisagra, que esta implicado en el traslado delptecalesde el citoplasma, donde se
sintetiza, al nucleo y en la dimerizacion del misfBbdominio E/F se encuentra en la
region C-terminal y es el de union al ligando, oDLBigand binding domain)La
mayor parte de esta region estd implicada en lanual ligando, y ademas, en la
dimerizacion, en la interaccion de los ER con pnate correguladoras y en la
activacion de la transcripcion mediante el domii&-2. Mientras el receptor
permanece inactivo, A/F esta unido a una proteffia@erona denominada hsp@@at
shock protein 90)gue estabiliza el receptoca funciéon del domino F no esta bien
definida, pero este puede estar involucrado en felctee de la actividad
agonista/antagonista de los moduladores selectieoks ER (ver mas abajo) y en

interacciones con correguladores [133].

Ambos ER tienen parecida estructura, siendo elimlonDBD aquel en el que
presentan la mayor homologia entre ellos (95 %)p ERece de una porcion del
dominio F y ambos ER divergen en la region de acton de la transcripcion AF-1,
habiéndose observado que la actividad de la mismaueho menor en BRque en
ERo. Esta diferencia parece ser una de las razonda distinta respuesta a varios
ligandos y podria explicar la distinta accion es thferentes tejidos [136]. Por otro
lado, ambos ER pueden formar dimeros entre si, cmenreceptores del mismo tipo

(homodimeros) o bien con receptores de distinto(tigterodimeros) [136].

1.6.1.2. Mecanismo de accion

El principal mecanismo a través del cual los E&dufan la expresion génica
implica a tres componentes: el receptor, su ligamdtural o sintético) y las proteinas
correguladoras. El proceso comienza cuando el dgancomo puede ser el
17p-estradiol, se une al sitio especifico en el remeptuclear, induciendo su
fosforilacién [137]. Entonces el ER se disocia d@d90 y cambia de conformacion,
produciéndose la dimerizacion de aquel. EI compigjeestrogeno formado se une a
los elementos de respuesta a estréogenos (ERE) BiNAI(esquema 6) después se
produce la union de proteinas correguladoras, bgactivadoras, como la familia
pl60/SRC, CBP/p300 y el complejo activador TRAP/BRI bien correpresoras, como
REA (represor of estrogen receptor activityyl-CoR (nuclear receptor corepresor)

SHP (short heterodimerization partnerjjue modulan y, en su caso, permiten el inicio
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de la transcripcion de los genes correspondiemtegendiendo del tipo celular. El
mecanismo de activacion de la transcripcion imghcactivacion de AF-1 del dominio
A/B y de AF-2 del dominio LBD del ER, siendo esténdio dominio esencial para la

union a la familia de los coactivadores SRC [138].

Ademas de este mecanismo, los ER pueden modukxpigsion de genes a
través de su interaccién con factores de transéripque se unen a otros sitios
especificos del DNA diferentes a los ERE. Asi aeuton la interaccion con el
complejo NFkB, que le impide a este estimular la expresiéradaterleucina 6 [139],
0 con la union a los factores de transcripcion §@IP-1 (complejo Fos/Jun) [94,140]

(esquema 6)

Esquema6. Mecanismosde accion de los receptores de estrégen@8) A través de la interaccién del
complejo ER-ligando con el ERE del DNA; (B, C y Bgcanismo a través de la interaccién con factores
de transcripcién que se unen a otros elementdatdsta ERE, como N, Spl y AP1 respectivamente.
(E2) 1B-estradiol; (ER) receptor de estrégenos; CoA, toador.

35



Introduccién

Aparte de la ruta dependiente de los ER, existaas vhtracelulares de
sefalizacion que median una rapida respuesta éagestrs, como la mediada por
receptores estrogénicos de membrana GPR30/GPER|ados a proteinas GG(
protein-coupled estrogen receploEstos activan diferentes cascadas de sefalizacio
que pueden, directamente o0 por comunicacion cruzamla otras vias, acabar
estimulando mecanismos gendmicos. Entre los efentediados por GPER se
encuentran, por ejemplo, la activacién de los ende C#, la activacion de las vias
de PI3K/Akt [141], PKC [142] y MAPK/PKA [143].

1.6.2. Caracteristicas y acciones de los moduladaselectivos de los receptores de
estrogenos

Los moduladores selectivos de los receptores dégestos (SERM) son un
grupo de compuestos no esteroidicos con afinidadgsoreceptores de estrogenos,
ejerciendo una accién agonista o antagonista esidurel tejido o la célula diana. Por
ello, algunos SERM son muy utilizados en la clirpeaia tratar distintos desordenes,
como el cAncer de mama, la osteoporosis o la digfnrovarica [144].

En funcidn de su estructura quim{esquema 7, se pueden clasificar en cuatro

grupos:

1) Derivados del trifeniletileno. Incluyen el taxifeno y clomifeno como
SERM de primera generacion, el toremifeno, drokndf, idoxifeno, TAT-59, GW5638
y MDL103.323 como SERM de segunda generacion,ospémifeno como SERM de

tercera generacion.

2) Derivados del benzotiofeno. Incluyen el ralerih, un SERM de segunda
generacion, asi como el arzoxifeno, SERM de tergenaracion.

3) Derivados de los benzopiranos: acolbifeno, torikeno, levormeloxifeno,

pipendoxifeno y bazedoxifeno.
4) Hidronaftalenos: trioxifeno, lasofoxifeno [145]

A algunas sustancias naturales con efectos estoogém antiestrogénicos
dependiendo del tejido diana se las ha propuestoocBSERM. Entre los SERM
naturales podemos destacar a las isoflavonas y7+lideoxicolesterol, un SERM
endogeno. La genisteina y la daidzeina son polésnpgertenecientes al grupo de las

isoflavonas, abundantes en la soja, y se unenBRogon una afinidad mayor por ER
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que por ER. Se ha descrito que las isoflavonas tienen efembtiproliferativos en
mama y actian como agonistas en hueso [146]. Bi®2@xicolesterol es un oxiesterol
derivado del colesterol por accion de la enzima EZMEL, proceso que ocurre
principalmente en higado y macréfagos, y es ligatelbXR [147]. Dicho oxiesterol se
une a ER y modula su actividad, actuando como agoen mama y antagonista en el

sistema cardiovascular [148,149].

Existen, por otra parte, compuestos antiestrogémpaeos, sin accién agonista, o
SERD 6elective estrogen receptor downreguldtoEntre ellos se encuentran el
fulvestrant (ICI 182,780), de estructura ester@idit50], y EM-800, no esteroidico
[151].
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Esquema 7. Estructura quimica del tamoxifeno, raloifeno, toremifeno, 1B-estradiol e ICI 182,780.
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1.6.2.1. Mecanismo de accion dependiente de |lepteres de estrégenos

La capacidad de cada SERM para actuar como aganatgagonista de los ER
en funcion del tejido diana depende de diverso®ffes: 1) la afinidad con que los
SERM se unen a ERy ER3; 2) la conformacion del complejo formado tras médua de
los SERM a los ER; 3) la capacidad de este compgilaja interaccionar con otras
moléculas, incluidos correguladores; 4) la expresiferencial de estas moléculas y los
subtipos de ER en distintos tejidos; y 5) el tigoidteraccion de los complejos ER-
ligando con el promotor diana [152].

Los distintos SERM pueden tener distinta afinidad Ips subtipos de ER. Por
ejemplo, el raloxifeno (RAL) tiene mayor afinidadrfERo que por ER, mientras que
el tamoxifeno (TAM) tiene una afinidad similar pos dos ER. Ademas, la expresion
diferencial de ambos subtipos de ER en variosdsjidhmbién puede determinar los
efectos selectivos de los SERM. Asi, se ha desqu® el aumento en la expresion
relativa de ER inhibe la accion agonista del TAM mediada poroERientras que
potencia su accion antagonista [135]. Un aspecpmitante es que distintos ligandos
del ER, incluidos los SERM, inducen distintas comfaciones en el mismo. Estas
conformaciones determinan la capacidad de recletsimide moléculas coactivadoras y
correpresoras. Asi, por ejemplo, los correpresBMRT y N-CoR reducen la actividad
agonista del TAM, pero no la actividad delpigstradiol. La expresion relativa de
correguladores también condiciona la respuestaeditéal de los tejidos a un mismo
SERM. Ademas, las vias de sefalizacion que modalactividad de los ER pueden
alterar la capacidad de reclutamiento de correguésd Es el caso de la via de
cAMP/PKA, cuya activacion incrementa la accion agan del TAM mediante la
inhibicion del reclutamiento del correpresor SMRIr ERu. Por otro lado, los SERM
alteran selectivamente la interaccion del ER cqur@notor en funcidon de la naturaleza
de esta interaccion. Por ejemplo, en una linedaralterina el TAM puede aumentar la
actividad del ER mediada por AP-1, pero es un antagonista de ke mediados
por ERE [152].

1.6.2.2. Mecanismos de accion independientes deteptores de estrogenos

Los SERM también pueden ejercer su efecto a dradé mecanismos
independientes de los ER. Asi, el TAM, al igual @l&ntiestrogeno fulvestrant (ICI
182,780), es agonista de GPER [142]. También s#ebkerito que el TAM inhibe a la
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PKC en células de carcinoma de mama MDA-MB-23lemas de ER, mediante la
induccién de estrés oxidativo [153].

Algunos SERM se unen e inhiben al complejo miamesoAEBS (antiestrogen
binding sitd, un complejo heteroligomérico localizado en dlcxdo endoplasmico y
formado por dos enzimas de la ruta de biosintesisalesterol, la B-hidroxiesterola®-
A’-isomerasa (D8D7 o EBP) y Ig-hidroxiesterolA’-reductasa (DHCR7) [154,155].
La interaccion de los SERM con AEBS resulta ennlaihiicion de la biosintesis de
colesterol (ver apartado 1.6.2.6 Modulacion delamelismo lipidico por los SERM),
pero también produce efectos antitumorales [156/]tiMes moléculas se unen con alta
afinidad e inhiben a AEBS, como los SERM TAM, 4+oixi-TAM (4-OH-TAM),
RAL, clomifeno y derivados difenilmetano del TAM mo tesmilifeno y PBPEN-
pyrrolidino-2-[4-(benzyl)-phenoxy-ethanamjne También 1o inhiben sustancias
naturales, incluyendo esteroles oxidados en eloaBil como el 7-cetocolestanol y
7-deshidrocolesterol-5,6-epéxido, que son produdtok autoxidacion del zimosterol y
el 7-deshidrocolesterol, respectivamente, y, ptimal acidos grasos polinsaturados,
como el docosahexaenoico y el araquidonico. Ade®B8S se une a antidepresivos
triciclicos y compuestos antiarritmicos, pero mmé afinidad por los estrogenos ni por

los antiestrégenos no catidnicos, como IC| 182[18@].

1.6.2.3 Tamoxifeno

Es el farmaco mas utilizado en el tratamiento yemeion del cancer de mama.
Se usa como adyuvante en cancer recurrente y enfesccon metastasis. No obstante,
en la mayoria de las mujeres premenopausicas le wbmo terapia Unica. EI TAM
bloguea el efecto mitogénico delft@stradiol mediante competicion por los ER en las
células tumorales de mama positivas para ER. Reesfactos agonistas en hueso,
sistema cardiovascular y endometrio, aumentandoesbo de cancer de ltero y
tromboembolismo [144]. El efecto agonista del TAMet Utero puede ser atribuido, al
menos en parte, al coactivador SRC-1, el cual esabandante en Utero que en mama
[157].

Debido a la baja afinidad del TAM por el ER, alnpero se le considera un
profarmaco. In vivo, el TAM es objeto de la accigatalitica de diversas enzimas,
principalmente hepéticas, y pertenecientes a lalifankel citocromo P450 (CYP450)
para dar lugar a metabolitos con mayor potencia. ttansformaciones que sufre el
TAM pueden dividirse en dos fases: una primera f&sela que se sintetizan los
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metabolitos activos y una segunda en la que e&ogassforman en compuestos
inactivos mediante conjugacion. En la primera fadeTAM puede transformarse
mediante dos vias alternativas por la accion deratites enzimas CYP450
(esquema 8)Principalmente mediante la accion de CYP2D6 deioe el 4-OH-TAM,
primer metabolito activo, aunque minoritario, mrastque por accion de CYP3A4/5 se
obtiene el metabolito mayoritario N-desmetil-TAM,ceial es un débil antiestrogeno.
Estos metabolitos primarios sufren transformacioadgionales. Tomando como
sustrato a N-desmetil-TAM y por la accion de la @bDB se obtiene el 4-hidroxi-N-
desmetil-TAM, también denominado endoxifeno, el ootmetabolito activo
(esquema 8) A partir del 4-OH-TAM también se obtiene, medeadesmetilacién por
CYP3A4/5, endoxifeno y, por otro lado, también prietitenerse el 3,4-dihidroxi-TAM
[158].

La inactivacion de estos productos se realiza ensdgunda fase de
transformaciones mediante isoformas hepaticas lf@ramsferasas, como SULT1A1L, y
de UDP-glucoronosiltransferasas, como UGT 2B15¢cual promueve su excrecion
[159].
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Esquema 8. Ruta de la biotransformacién del tamoxé@no y de las principales enzimas implicadas.

El grosor de las flechas indica la contribucioratigh de cada conversion y las enzimas en negrita
corresponden a las principales isoformas de P4§fonsables de cada transformacion. Modificado de
Jin, Y.et al. J. Natl. Cancer Ins@7, 30-37(2005).
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Ambos metabolitos activos, 4-OH-TAM y endoxifen@spen similar afinidad
por los ER que los estrogenos, siendo entre 3Mywé&0Bes mas potentes que el TAM, y
ambos producen similares efectos in vitro sobprddiferacion inducida por estrégenos
y la expresion génica. Sin embargo, el endoxifeh@ansiderado el metabolito mas
importante, ya que en pacientes tratados con TAddgnta concentraciones entre 5y 7

veces mayores que el 4-OH-TAM [160].

El gen que codifica la enzima CYP2D6, crucial p&ageneracion de los
derivados activos del TAM, es polimorfico, al iguple lo son los genes codificadores
del resto de enzimas CYP450 implicadas en el mksatm del TAM. Aquel gen
presenta gran variabilidad entre individuos, lol coiduye en la eficacia de la actividad
de la enzima, por lo que constituye un importantgligtor de la eficacia del TAM.
CYP2D6 se expresa predominantemente en higado meaor grado, intestino. Los
linfocitos poseen una forma truncada del mMRNA ypresentan actividad detectable de
CYP2D6 [161]. Esta enzima es responsable del mkdakm de aproximadamente el
25% de los farmacos, como antidepresivos, an@ips@s, antiarritmicos yp-
bloqueantes [162]. Por otro lado la actividad deP@W6 puede ser influenciada por
diversos farmacos comunes, que la inhiben intelfgar ejemplo, la paroxetina) o

moderadamente (por ejemplo, la duloxetina) [158].

El tratamiento con TAM disminuye las concentrae®mlasmaticas de cLDL,
apo B y Lp(a) [163]Con menor regularidad, se ha descrito que dichndéo aumenta
la concentracion de triglicéridos, si bien el imemto es clinicamente insignificante en
la mayoria de los pacientes [163,164]. A pesar ade dfectos favorables sobre la
concentracion de colesterol circulante, el tratatoiecon TAM no esta claramente
asociado a efectos beneficiosos, ni tampoco adveesorelacion con la enfermedad
coronaria [144], lo cual no corrobora los hallazgesizados en los estudios preclinicos
y primeros estudios clinicos, que si sefialaban gueTAM producia efectos
cardiovasculares beneficiosos [165]. Los estudigsclimicos describieron una
reduccion en la concentracién circulante y aorteala citoquina antiinflamatoria
TGF en ratones tratados con TAM, y se atribuyé a elsédecto beneficioso sobre el
desarrollo de aterosclerosis [166]. Aunque se Ingtatado que en mujeres tratadas con
este SERM se produce un aumento en la expresidiGée en biopsias de cancer de
mama [167], en humanos no se ha podido confirmantarior hipétesis respecto a la

aterosclerosis.
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La biodisponibilidad del TAM es del 80-85 % y alza las maximas
concentraciones plasmaticas a las 4-5 h de su &iragion. Tiene una vida media de
27,7 h.

1.6.2.4. Raloxifeno

Usado en el tratamiento y prevencion de la ostegis en mujeres
posmenopausicas, dado que en hueso tiene, alggaal TAM, un efecto estrogénico
y aumenta la densidad mineral 6sea. Tiene efeddmanmista en el tejido mamario y
reduce la incidencia de cancer de mama en un 76 %merementar el riesgo de cancer
de endometrio [168]. En Estados Unidos también ewticado frente al cancer de
mama invasivo [144]. El RAL, al igual que el TAMp rtiene efectos coronarios
beneficiosos ni dafiinos, pero también puede prodiwsnboembolismo [144]. El RAL

reduce las concentraciones de cLDL y apo B, y neementa las de triglicéridos [163].

La dosis habitualmente utilizada (60 mg/dia) eyanajue la de TAM (20
mg/dia). Tiene una vida media de 25 h y su biodidgplidad es del 2 % [169]. Se
biotransforma a sus conjugados glucuronados eistehsa enterohepatico, lo cual no
solo reduce su biodisponibilidad, sino también foidad por los ER. Sin embargo,

estos derivados pueden reconvertirse en RAL enstisedrganos [170].

1.6.2.5. Toremifeno

El toremifeno (TOR) tan solo difiere del TAM por paesencia de un atomo de
Cl en la posicion 4. Es utilizado en mujeres posspansicas con metastasis de cancer
de mama. Se ha descrito que incrementa el riesgradeer de endometrio, ictus y

embolismo pulmonar en menor medida que el TAM [144]

Como en el caso del TAM, el TOR es desmetilanlo@YP3A4 para producir
N-desmetil-TOR, su metabolito circulante mayorgarSin embargo, los derivados
4-hidroxilados del TOR y N-desmetil-TOR se formanrea tasa mucho menor que la
correspondiente a los respectivos analogos del Tgbhablemente debido al &tomo de
Cl presente en el TOR [171].

El TOR también reduce la concentracién de cLDL casio la de apo B y la de
Lp(a), pero su efecto sobre el perfil lipidico peieskr mas favorable respecto a los
efectos de TAM y RAL, puesto que se ha observadoequlos pacientes tratados con
TOR se incrementan las concentraciones de cHDL waréan las de triglicéridos
[163,172]. No obstante, esta no es una observagearal [173].
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1.6.2.6 Modulacion del metabolismo lipidico por lo®duladores selectivos de los
receptores de estrogenos

Como se ha expuesto anteriormente, el tratamiesnoSERM altera el perfil
lipidico de los pacientes, con especial mencidlaad®ncentracion plasmatica de cLDL.
La unidn de algunos SERM a AEBS produce la inhilsicle las enzimas integrantes de
este complejo y la acumulacion de zimosterol, atstr de D8D7, vy
7-deshidrocolesterol, sustrato de DHCR7. Sin enthdogy SERM tienen efectos sobre
la biosintesis de colesterol que son independialgaesste complejo. Asi, el TAM [174]
y el 4-OH-TAM [155] también inhiben a Ig8didroxiesterolA*-reductasa (DHCR24)
y, por tanto, producen la acumulacion de desmdsterel RAL inhibe a D8D7 y a
DHCR24, dando lugar a la acumulacién principalmeatdgezimosterol [155]. Por su
parte, se ha descrito que el TOR inhibe a D8D7ugada acumulacién d&f-colestenol
in vivo [173].

Ademas de su implicacién en la biosintesis destedel, el complejo AEBS
posee actividad 5,6-epoxicolesterol hidrolasa (EGdE cataliza la conversion de los
diastereoisbmeros a5ba-epoxicolesterol y [5,6B-epoxicolesterol, productos de la
autoxidacion del colesterol, eff,8a,6p-colestanotriol [175]. Se ha comprobado que la
ECH tiene propiedades bioquimicas y farmacoldgriasilares a AEBS, lo que ha
permitido establecer la identidad molecular entrdas. Asi, la interaccion de AEBS
con sus ligandos produce la acumulacién intraceldéalos anteriormente indicados
precursores del colesterol debido a la inhibiciam competitiva de las enzimas
colesterogénicas incluidas en AEBS y, ademas, danalacion de 5,6-epoxicolesterol
(5,6-EC) por inhibicion competitiva de la activide@H [176].

Algunas especies reactivas de oxigeno (ROS) indacproduccion de distintos
oxiesteroles, entre los que se encuentra el 5,6dB€ de los mayores productos de la
autoxidacion del colesterol. Se ha observado gaiSERM estimulan la produccion de
ROS en distintas lineas celulares [177]. Por ldotala acumulacién de 5,6-EC por
efecto de los SERM se produce tanto a través dehlhicion de ECH como de la
generacion de ROS. Se ha observado quej,&h.BB-colestanotriol, producto de la
ECH, esta implicado en carcinogénesis, por lo gueHibicion de la formacion de este

compuesto puede contribuir a la accidon quimioptotacde los SERM [156].

Se ha descrito que et Bo-EC es ligando de LXR, actuando como agonista o

antagonista segun el contexto celular y genétié8][Jpor lo que los ligandos de AEBS
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pueden alterar la expresion de las dianas de LX¥R.s® ha descrito que el tratamiento
de células MCF-7 con TAM reprime la expresion d&N de ABCA1l y SREBP-1c,
mientras que aumenta la del mMRNA de ABCGL1 [179]a de las caracteristicas de la
diferenciacion de las células de cancer de mamacidd por los ligandos de AEBS es
la estimulacion de la biosintesis de triglicéridiascual esta bajo el control de LXR.
Recientemente, se ha observado quendoBEC es responsable de la induccion de la
biosintesis de triglicéridos por el TAM medianteni@dulacién de LXR [179]. Este
mecanismo puede estar implicado en el aumento dé&itgicéridos plasmaticos o el
desarrollo de higado graso observados con ciextaidncia en pacientes tratados con
TAM [180].

El TAM inhibe la esterificacion del colesterol taren células normales como
en células tumorales de mama a través de la infiibide la enzima ACAT-1, de

manera que previene la formacion de macréfagosmesgns in vitro [181].

El TAM incrementa la expresion y actividad delDIL Por un lado, se ha
descrito que, al igual que el féstradiol, dicho SERM estimula la transcripcion
mediante la unién de un complejo &Bpl a un elemento Spl del promotor [94]. Sin
embargo, nuestro grupo ha demostrado que el TAKInenta la expresion y actividad
del rLDL en la linea celular MOLT-4, la cual no expa ER [43]. En estas células, el
TAM bloquea el transporte intracelular del colestébre derivado de las LDL, el cual
se acumula en el endosoma tardio/lisosoma. Elladengue dicho colesterol alcance el
reticulo endoplasmico vy, asi, la retrorregulaciénia expresion del rLDL. Ademas, la
estimulacién de la actividad del rLDL por el TAM gsérgica con la producida por la
lovastatina [43]. Junto con la inhibicion de lagintesis de colesterol, el incremento de
la actividad del rLDL puede contribuir al efectpdcolesterolemiante del TAM. No se
conoce si otros SERM que también reducen la coram@dh de cLDL, como el RAL y

el TOR, alteran el trafico intracelular de colestgrla actividad del receptor.
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2. OBJETIVOS

El tratamiento con TAM, RAL o TOR produce como é¢fesecundario la
reduccion de la concentracion de cLDL, pero el mstao responsable no se ha
establecido. En anteriores trabajos realizadosuestro laboratorio con la linea celular
MOLT-4 se observo que el TAM aumenta la actividagekpresion del rLDL mediante
la inhibicion de la represion ejercida por las LI2ldemas, este efecto se incrementa en
presencia de LOV, produciéndose una sinergia emtreos farmacos. EI mecanismo
subyacente para dicha accion del TAM es la intobide la exportacion del colesterol

de las LDL desde los endosomas tardios/lisoson®s [4

Dado que las células proliferantes, como son taesa# celulares, requieren un
mayor aporte de colesterol para la biosintesis @mbnanas, las actividades del
receptor de LDL y la biosintesis de colesterol rest@mentadas respecto a las células
guiescentes. En el presente trabajo nos propusstadiar el efecto de los SERM y sus
combinaciones con LOV sobre la actividad del rLDL @&lulas primarias humanas,
para lo cual escogimos como modelo los linfocitesangre periférica. Nos planteamos

los siguientes objetivos concretos:

1. Determinar el efecto del TAM, RAL y TOR sobre laiadad del rLDL en
linfocitos primarios humanos y compararlo con educido en las lineas de
linfoblastos MOLT-4 y hepatocitos HepG2.

2. Determinar los efectos de las combinaciones deodi&ERM con LOV sobre la
actividad del rLDL.

3. Averiguar los mecanismos implicados en el efectolate SERM sobre la

actividad del rLDL, incluyendo el posible papellds receptores de estrégenos.

4. Averiguar la efectividad de los SERM en linfocitoeficientes en rLDL

procedentes de individuos con hipercolesteroleanaliar.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

Los linfocitos se aislaron de sangre periférieardlividuos normolipémicos y
de hipercolesterolémicos. Las células de las liM@2ET-4 (linfocitos T procedentes de
leucemia linfoblastica aguda humana; ATCC CRL 1582HepG2 (hepatocitos
humanos; ATCC CRL 11997) se obtuvieron deAtaerican Type Culture Collection
(Rockville, MD, EE.UU).

El tamoxifeno (TAM), endoxifeno (END) e ICI 182{J8e obtuvieron de Tocris
Bioscience. El raloxifeno (RAL) y toremifeno (TORJeron amablemente cedidos por
Lilly Research Laboratoriegindianapolis, IN, EE.UU.) y Orion Pharma (Espoo,
Finlandia), respectivamente. Elfitéstradiol (E2) fue de Sigma-Aldrich, la lovastatin
(LOV) se obtuvo de Merck, Sharp & Dhome. EI'f5]acetato (53,3 mCi/mmol) fue de
Perkin-Elmer y el [9,1GH]oleato (50 Ci/mmol) de Hartmann Analytic.

Los anticuerpos utilizados parastern blofueron los siguientes: policlonal de
pollo anti-receptor de LDL, de Millipore-Chemiconpoliclonal de conejo
anti-SREBP-2, de Abcam; policlonal de conejo amiEpoliclonal de cabra anfi-
actina y policlonal de conejo anti-GAPDH, de Sa@taiz Biotechnology estos dos

altimos como controles de carga.

El Lymphoprep (densidad 1,077 g/ml) se adquirioNdeomed Pharma. Los
medios y aditivos utilizados para los cultivos tamles fueron los siguientes: RPMI
1640 con rojo fenol, de PAA Gmbh; RPMI 1640 sinorégnol, DMEM Qulbecco’s
modified Eagle’s medium suero bovino fetal (SBF) no tratado o tratadm co
carbono/dextrano, estreptomicina, penicilina, gaitaa, aminoacidos no esenciales y
piruvato sodico, todos ellos de Gibco BRL. El tamgosfato salino (PBS) fue de
Biomérieux. El suero deficiente en lipoproteinaBIQS) se aisl6 por ultracentrifugacion
del SBF (tratado o no con carbono/dextrano) a emsidad de 1,21 kg/l, obteniéndose
una concentracion final de colesterol menor dgu@/al. Las LDL se aislaron mediante
ultracentrifugacion de suero humano (ver apartad. 2.a tripsina, poli—D-lisina,
filipina 11l y vitamina E se adquirieron de Sigmdd#ich, y el perclorato de 1,1'-

dioctadecil-3,3,3,3 -tetrametilindocarbocianina IfD¥e adquiri6 de Molecular Probes
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Europe. Colorantes de May-Grinwald y Giemsa, deckleBharp & Dhome. El resto

de compuestos quimicos fue de calidad para andlisis

Los tubos con heparina de litio fueron de GreBierOne Gmbh y el material

de plastico para cultivos celulares, de Nunc o &ost

3.2. METODOS

3.2.1. Pacientes

Se estudiaron sujetos sanos normolipémicos (7 hesmprl2 mujeres; edad
media 35 afios, comprendidos entre los 28 y 58 ajigs)cientes con diagndstico
clinico de hipercolesterolemia familiar (FH; 14 Hmes y 14 mujeres, edad media 42
afos, comprendidos entre los 14 y 64 afios). Logemas FH se reclutaron en la
Clinica de Lipidos de la Fundacién Jiménez Diaz-(D&s. Rodrigo Alonso y Pedro
Mata) y en la Unidad de Nutricién Clinica y Obesid®ra. Clotilde Vazquez) y el
Servicio de Pediatria (Dra. Milagros Alonso) delsHital Universitario Ramoén y
Cajal. Los criterios para el diagnostico de la FHbasaron en los establecidos en el
Programa Internacional de la O.M.S. MED-PHDake Early Diagnosis to Prevent
Early Death para la hipercolesterolemia familiar [182]. Todos pacientes recibian
tratamiento hipolipemiante en el momento en el spieeclutaron para el estudio. Los
pacientes con terapia hormonal sustitutiva fuesaruedos. En 17 de los 28 pacientes
(8 hombres y 9 mujeres) incluidos en este grupausi® constatar la existencia de una
mutacion en el gehDLR en heterocigosidad. Ademas, se estudiaron trasrpes (1
hombre y 2 mujeres) FH homocigotos (edades 10, 316 yafios) diagnosticados
previamente. Todos los sujetos del estudio fueroformados y dieron su
consentimiento para participar en el mismo. Elgrol seguido estuvo acorde con la
Declaracion de Helsinki y fue aprobado por el Céntitico de Investigacion Clinica

del Hospital Universitario Ramén y Cajal.

El diagnéstico genético se realiz6 mediante elroaicay de DNA Lipochip,
version 4 (Progenika, Derio, Espafia) y secuenaiacapilar usando PCR multiplex
[183]. Las muestras negativas segun estos anéésanalizaron para la presencia de
variaciones en el numero de copias usando una oleggd PCR multiplex

fluorescente cuantitativa adaptada segun se hatoesateriormente [183].
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3.2.2. Aislamiento y cultivo de linfocitos humands sangre periférica

Se aislaron lasélulas mononucleadas (PBMC) a partir de sangiiépea de
los sujetos en ayunas y extraida, habitualmente ®rbos de 10 ml que contenian
heparina de litio. Para el aislamiento se siguilmétodo de Boyum [184] y Gutiérrez
et al [185]. La sangre se diluyd 1:2 con PBS, pH 3e afadié sobre Lymphoprep y se
centrifugd a 800 x g durante 40 minutos. Posteramt@, se recogio la interfase, se
lavé tres veces con PBS y las PBMC se resuspemdferalmente en medio RPMI
1640 suplementado con SBF al 1 % inactivado comrcahas 100 U/ml de
estreptomicina, 100 U/ml de penicilina y 10 pg/mlge&ntamicina. A continuacion, las
PBMC se incubaron durante 2 h a 37 °C en atmoéd®ei@Q al 5 % para permitir la
adhesion de los monocitos al plastico del frasceudiévo. Las células no adheridas
(linfocitos) se recogieron y se resuspendieronleneglio anterior, pero suplementado
esta vez con LPDS al 10%, en lugar de SBF, y sgbaron durante 72 h a 37 °C en
atmosfera de COal 5 % para conseguir la expresion maxima del riLD&6]. En los
experimentos en los que se estudio el efecto dd8eJ780, E2 o END (ver apartado
3.2.5), los linfocitos se incubaron en RPMI 1640 isijo fenol y con LPDS al 10 %
obtenido a partir de SBF tratado con carbono/deatrada viabilidad celular fue del
87-92 %, determinada mediante el test de exclud®mzul trypano, y los distintos

tratamientos no la alteraron significativamente.

3.2.3. Cultivo de las lineas celulares

Las células MOLT-4 se mantuvieron en RPMI 164@sy HepG2 en DMEM,
ambos medios suplementados con SBF al 10 % y logasdarriba mencionados para
los linfocitos. Para los experimentos, las célidaspreincubaron en LPDS al 10 %

durante 24 h para estimular la expresion del rLDL.

3.2.4. Aislamiento y marcaje de LDL

Las LDL se aislaron a partir de la fraccion retangsh las columnas de sulfato
de dextrano del sistema de aféresis de LDL delosuer un paciente con FH
homocigotica. Dicha fraccion se sometio a ultragfeigiacion en gradiente de
densidad en rotor vertical VTI 50, (Beckman) palieiear otras lipoproteinas que
pudiera contener [187]. Las LDL asi obtenidas ebdada intermedia se dializaron
exhaustivamente frente a NaCl 0,15 M con EDTA.lNanM, pH 7,4, durante 24 h, y
posteriormente se esterilizaron por filtracion §04m) y se conservaron en sacarosa al
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10 % a -80 °C. La concentracion de colesterol serménd enzimaticamente (Brad

Ford) en un autoanalizador (Kone Instruments, KeDngmtifica).

Parte de estas LDL se marcaron con el fluorocromafilico Dil, que se
incorpora de forma no covalente a la lipoproteinaatierar la carga superficial de la
particula [188]. Para ello, se disolvieron 3 mgRieen 1 ml de dimetil sulfoxido
(DMSO) y de esta solucion se afadié lo necesatiaaasolucion de LDL en LPDS
para conseguir una proporcion final de 3@0de Dil por cada miligramo de proteina
de LDL. Esta mezcla se incub6 a 37 °C durante n ha oscuridad. Las LDL ya
marcadas se repurificaron por ultracentrifugacidreguilibrio de densidad (d = 1,125
g/ml) y se dializaron frente a NaCl 0,15 M, sienflmalmente esterilizadas por

filtracion.

3.2.5. Ensayos de la actividad del receptor de LDL

Los linfocitos (0,5 x 10células/ml), células MOLT-4 (0,5 x 16élulas/ml) y
células HepG2 (confluencia del 80 %) preincubadosedio con LPDS como se ha
indicado anteriormente (ver apartados 3.2.2 y 3.3 cultivaron en sus respectivos
medios con LPDS al 10 % y suplementados con 60 lugémproteina de LDL
marcadas con Dil (Dil-LDL) y los diferentes SERMOY, E2, END o ICI 182,780,
segun se indicard, disueltos en dimetil sulfoxdMEO, concentracion final 0,044 %)

o con vehiculo, segun se indicard, y se incuba®h% durante diferentes tiempos.

Para la medida de la expresion del receptor adtrigdinfocitos se trataron o no
con 60 pg/ml de LDL en presencia o ausencia delifesentes SERM y vitamina E
(en etanol, concentracion final 0,4 %) a 37 °C digralistintos tiempos, al término de
los cuales los linfocitos se lavaron y resuspendiean medio fresco conteniendo 30
png/ml de Dil-LDL y se incubaron a 37 °C durante .2Lh captacion especifica se
calculo sustrayendo el valor no especifico obtemdgresencia de un exceso de 30
veces de LDL no marcadas. Todas las determinacemesalizaron por duplicado. Al
final de la incubacion las células se lavaron yspsendieron en PBS y se analizaron
por citometria de flujo en un citometro FACScaligecton Dickinson), equipado con
un laser de argén con una emision a 488 nm. Ldeciios se seleccionaron por
tamafno y complejidad para excluir las células naseyt los restos celulares. De cada

muestra se analizaron 10.000 células con ampliiodogaritmica de su intensidad de
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fluorescencia. Se estimé la mediana de la inteds@ta fluorescencia (M.L.F.) tras

sustraer la autofluorescencia obtenida en célotaghadas en ausencia de Dil-LDL.

3.2.6. Determinacién de la By de unién y captacion de LDL por los linfocitos

Para determinar la funcionalidad del rLDL de la¥dcitos de los distintos
individuos, se tomaron 0,5 x A@élulas/ml por condicion de los linfocitos
preincubados en LPDS al 10 % y swubaron durante 2 h a 4 °C, para la
cuantificacion de la unién, o a 37 °C, para la tfieacion de la captacion, con
concentraciones crecientes de Dil-LDL. En ambossasmbién se determinaron las
correspondientes actividades no especificas eenquesde un exceso de 30 veces de
LDL no marcadas para cada concentracion de Dil-lillizada. A continuacion, las
células se lavaron y resuspendieron en 1 ml de 88 proceder a su analisis por
citometria de flujo tal y como se ha descrito emagartado 3.2.5. Las curvas de
saturacion de la unioén y la captacion de Dil-LPigura 1) se ajustaron de acuerdo a
un modelo de un sitio de unién y se calcularorctasespondientes Bx mediante el
programa Prism 4.00 (GraphPad Software). En cadlgubl de ensayos se aislaron y
analizaron los linfocitos de un mismo donante ndipémico como control

interensayo al cual se refirieron los valores abitenpara las distintas muestras.

A B
Unién Captacién )
= Control i.e. 140 = Control i.e.
209 A Asn825Lys Ho A Asn825Lys Ho
o o
2 2
< 10+ N
@ uw
= =
T T T 1 v
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Dil (pg/mi) Dil (ug/mi)

Figura 1. Ejemplos de curvas de saturacién de la unién y camtion de Dil-LDL para la
determinacion de los valores de B, Curvas de saturacion de union (A) y de captacigrdéBDil-LDL

por linfocitos del control interensayo (i.e.) y de paciente FH homocigoto para la mutacién de clase
Asn825Lys (Asn825Lys Ho). Los linfocitos se inculraicon concentraciones crecientes de Dil-LDL
durante 2 h a 4 °C (unién) o 37 °C (captacidn). ,Mihediana de la intensidad de fluorescencia; AUF,
unidades arbitrarias de fluorescencia.
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3.2.7. Andlisis del contenido y biosintesis de steeol

El contenido de esteroles se determiné a partimdextracto de los lipidos de 12
x 10° células y andlisis por espectrometria de masasatografia de gases como se ha
descrito anteriormente [40]. Una vez extraidoskisroles con cloroformo/metanol 2:1
segun el método de Folch [189], se disolvieroneebutiimetileter y posteriormente se
derivatizaron con N-metil-N-trimetilsilil-trifluoracetamida/trimetilsiliimidazol (9:1).
A continuacioén, los esteroles se separaron y araliz utilizando el equipo Agilent
6890 N GC acoplado al detector Agilent 5975 MS [&di Technologies) y con una
columna DB-5ms, 30 m x 0,25 mm, con un grosor dep®n (Agilent Technologies).
Como fase movil se utilizé helio, a un flujo de Ymin. El portal de inyeccién se
mantuvo a 260 °C. La temperatura del horno seafigb °C durante 2 min, luego se
incrementd hasta 260 °C a una tasa de 55 °C/ntiag/,10 min, se incrementd hasta
310°C a razon de 7 °C/min. Para la cuantificacsén utiliz6 un detector que
monitorizaba tanto en modo de barrido completo cemanodo SIM $elective lon
Monitoring) analizando los iones caracteristicos de cadaokst@mo estandar interno
se utilizé m-colestano. La identificacion de los picos se p&apor comparacion frente

a patrones conocidos [40].

El estudio de la biosintesis de esteroles se detérmediante cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC). Los linfocitoslas células MOLT-4 (12 x fo0
células/10 ml) se trataron con LPDS al 10 % supigat® o no con LOV 1 uM a 37 °C
durante un total de 10 h. A las 2 h del inicio giog tratamientos se afiadieron al medio
40 pCi de [2YClacetato. Tras completarse los tratamientos, lékilas se
centrifugaron, se lavaron con PBS y se trataron 5@ pl de KOH al 10 % para
lisarlas. Los lipidos se extrajeron con cloroformetfanol 2:1 y se separaron los lipidos
no saponificables mediante saponificacion con potandlica y posterior extraccion
con hexano [189]. Una alicuota de esta ultima féeacse inyectdé en el equipo de
HPLC. El porcentaje de recuperacion del procesaeterminé con sitosterol como

estandar interno.

La separacion cromatografica se realizé con unanooh de fase reversa
Teknokroma mediterranea sea C18 (250 x 4,6 mm) 5Lomlipidos se fluyeron con
acetonitrilo-agua (95:3,5 v/v) durante los 37 prioseminutos y a continuacién se
prosiguid la elucién con metanol absoluto, a ufofide 1,2 mi/min. El efluente se

monitorizé simultdneamente mediante luz ultraveolétletector de onda variable
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Beckman 168, Beckman Instrumens) y radiactivida8-§06 C-1, Berthold). La
identificacién de los esteroles se realizd por caragon con los tiempos de retencion
de estandares puros y por analisis del espectaviglteta [40].

3.2.8. Determinacion de la incorporacién déHJoleato a los ésteres de colesterol

Las células (12 x £0L.0 ml) se incubaron en presencia de los SERM écukh
durante 24 h. A las 2 h de iniciarse estos trataiogese afiadié una emulsion con 12
uCi de [9,10°H]oleato y albimina sérica humana al 0,15 %. Despdé los
tratamientos, las células se lavaron con PBS,saeol en tampon Tris-HCI 50 mM,
pH 7,5, NaCl 125 mM, NaF 5,3 mM, &0, 0,07 mM,Na.EDTA 1mM, Nonident
P40 al 1 % y qu/ml de una mezcla de inhibidores de proteasadbi@dem Protease
Inhibitor Cocktail Set 1ll), durante 30 minutos a°@, seguido de sonicacion y se
procedio a la extraccion de los lipidos con clonmio-metanol 2:1. En una alicuota del
lisado se determind la concentracion de proteimapméetodo del acido bicinconinico
(BCA Protein Assay Kit, Pierce) y utilizando untiecde placas SpectraFluor (Tecan).
Los lipidos extraidos se secaron, se resuspendemohO0 pl de cloroformo y se
separaron mediante cromatografia en capa fina anplata TCL Silica Gel F254
(Millipore), utilizando como fase movil hexano-éwietilico-acido acético (90:30:1).
Las bandas correspondientes a los ésteres deecolest recortaron, se sumergieron
en liquido de centelleo y se contaron para detemnfinincorporacion d&.

3.2.9. Electroforesis e inmunodetecciowédstern blof)

Una vez finalizados los tratamientos de las cél(l@sx 16/10 ml), se lisaron,
ver apartado 3.2.8. Seguidamente, el lisado se&ose centrifugd y se recogio el
sobrenadante, donde se valoré la concentraciomnadeipa tal y como se describe en el
apartado 3.2.8. Para la electroforesis, se utilizaguales cantidades de proteina (80-
100ug) por muestra y aquella se realizd en condicioedsctoras y desnaturalizantes
en geles con SDS y gradiente de poliacrilamida af I0 % para el rLDL o
poliacrilamida al 10 % para el resto de proteisgiiendo el método de Laemmli
[190]. Como marcador de peso molecular se utilizéciBion Plus Proteiff Dual
color Standard (BioRataboratorieg. A continuacion, las proteinas se transfirieron a
una membrana de nitrocelulosa (BioRad) durante tadaoche a 15 V y 4 °C.
Seguidamente, se bloqued con caseina al 0,1 % 8n(Tis-HCI 10 mM, NaCl 0,15
M, pH 7,4) durante 2 h a temperatura ambiente preeedio a la inmunodeteccion
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mediante la incubacion con el anticuerpo primaonaespondiente disuelto en TBS-
Tween 20 al 0,1 % durante toda la noche a 4 °Cuidegdel correspondiente
anticuerpo secundario conjugado a IRDYROOCW. Finalmente, las proteinas se
visualizaron con un equipo Odyssey® Infrared Imgdaystem (LICOR). En algunos
casos, la densidad optica de las bandas se cuoantibn el programa Quantity One

4.5.2 y esta se normalizo6 por la del correspondieantrol de carga.

3.2.10. Tincién de las células con filipina y mascopia de fluorescencia

Tras los tratamientos correspondientes, se depmsitd00 pl de cada
suspension de células sobre un cubreobjetos den2@endiametro que habia sido
tratado previamente con poli-D-lisina. Después, ledlulas se fijaron con
paraformaldehido al 4 % en PBS vy se tifieron cong?®l de filipina (Sigma) durante
1 h en la oscuridad. Después de lavar con PBScubseobjetos se montaron en
portaobjetos en medio de montéeoLong Gold antifade reageritife Technology
Corporation) y las células se analizaron con urrgsgopio de fluorescencia Olympus
BX51.

3.2.11. Tincidn de las células con May-Griinwald @Gisa y microscopia optica

Las células en esta ocasion se incubaron ademasrddos tratamientos
habituales, con END, E2 y con las LDL sin maraam Dil. Se recogieron 200 pl de
cada suspension de células que mediante citoeagacitbn (Cytospin 3 Shandon) se
depositaron sobre un portaobjetos. Posteriormentijason y se tifieron con May-
Grinwald Giemsa (Merck). Las células se analizaron un microscopio Optico
Olympus BX51.

3.2.12. Analisis de la expresion génica medianfe-RCR

El RNA total celular se extrajo mediante guanidifénol-cloroformo-
tiocianato utilizando TRI Reagéfft (Sigma). Se recogieron 12 x°®ide células por
condicién, se centrifugaron, se resuspendieron emllde TRI Reagef y se
mantuvieron a -80 °C durante 1 h. A continuaci@énaadieron 200 pl de cloroformo,
se mezclod, se dejo reposar durante 15 min a tetupgrambiente y se centrifugaron
las muestras a 12.000 x g, durante 15 min, a 45@Quidamente, se extrajo la fase
acuosa superior y se mezclé con 500 pl de isopobpeam cada ml de TRI ReagéMs

se dejo reposar durante 10 min y se centrifug6.@002x g, durante 10 min, a 4 °C,
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descartandose el sobrenadante. El precipitadesssévidi en 1 ml de etanol al 75 %, se
centrifugd a 12.000 x g durante 5 min y el nuewecimitado se disolvié en agua DEPC
a 65 °C durante 15 min. Una vez aislado el RNAcacentracion se cuantifico en un
espectrofotometro NanoDrop y se comprobé su irdagrimediante electroforesis en

un gel de agarosa al 0,8 %.

En la reaccion de retrotranscripcion para la oliéendel cDNA se utilizaron
500 ng de RNA total y se siguié el protocolo det Rrimer Script RT Reagent
(Takara), en un volumen final de 10 pul con Oligoablpmol, cebadores aleatorios 50
pmol y 0,5 pl de la solucion con la enzima. La cgat se llevd a cabo mediante una

incubacién de 15 min a 37 °C y una inactivacié® degundos a 85 °C.

La PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) salizé con el kit
LightCyclef® 480 SYBR Green | Master (Roche) en un termociclddghtCyclef®
480 I, siguiendo las instrucciones del fabricaptatilizando cebadores especificos
para cada mRNAtabla 1). Cada muestra se amplifico por duplicado. El cDNA s
desnaturalizé a 95 °C durante 5 min y se realizdBooiclos de amplificacion a 95 °C
durante 10 segundos, 60 °C durante 15 segundos®¢ durante 15 segundos. Por
altimo, se realizé un ciclo a 95 °C durante 5 sdgsny 65 °C durante 1 min para
determinar las curvas de disociacion. La cuantifmade la expresion relativa del gen
se realiz6 con el programa LigthCy&le#80 SW 1.5 (Roche), calculando el
incremento de CPACP) corregido por la eficiencia para los cebadgrasrmalizado

por el control invariabl&PLPQ
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Gen ID Banco Genes  Primer Secuencia-53'
ABCA1 NM_005502.3 ABCAl1 Fw GCACTGAGGAAGATGCTGAAA
ABCAl1 Rev AGTTCCTGGAAGGTCTTGTTCAC
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 BC000087 RPLPO Fw CCTCATATCCGGGGGAATGTG
RPLPO Rev GCAGCAGCTGGCACCTTATTG
SREBF1 NM_004176.4 SREBF1 Fw GCAAGGCCATCGACTACATTC
SREBF1 Rev  GACAGCAGTGCGCAGACTTA
SREBF2 NM_004599 SREBF2 Fw CTCACCTTCCTGTGCCTCTC
SREBF2 Rev  AGGCATCATCCAGTCAAACC

Tabla 1. Primers para RT-PCR cuantitativa a tiemporeal

3.2.13. Analisis estadistico

El efecto de los SERM se analizé mediante andlisia varianza (ANOVA)

de una via para medidas repetidas (MR). Para kdtados con distintas dosis o

tiempos, los efectos principales y las interacsose analizaron mediante ANOVA de

dos vias para MR. Del mismo modo, para evaluanteraccion de los SERM con

otros farmacos o con grupos de pacientes su ugliZNOVA de dos vias para MR.

La comparacion entre los diferentes grupos de ptasese realiz6 con un ANOVA de

una via. Las posteriores comparaciones multipleseakzaron mediante el test de

Student-Newman-Keuls. Para estos analisis seagliprograma SigmaStat 2.0.
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4. RESULTADOS

4.1. CARACTERIZACION DEL EFECTO DE LOS SERM SOBRE L A ACTIVIDAD
DEL RECEPTOR DE LDL EN LINFOCITOS HUMANOS

Comenzamos este estudio por la caracterizaciérefédeto del TAM, RAL y
TOR sobre la actividad del rLDL. Para ello, utihzaes linfocitos aislados de sangre

periférica de hombres normolipémicos.

4.1.1. Efecto de la dosis y el tiempo de tratamiecdbn los SERM sobre la actividad
del receptor de LDL

En primer lugar, analizamos el efecto de diferedtess de los tres SERM sobre
la captacion de Dil-LDL, para lo cual empleamosaamraciones (hasta 10M) en el
rango de las alcanzables terapéuticamente tomamdo eferencia lo publicado para el
caso del tratamiento con TAM [191]. Asi, a los nesdile incubacién se afiadieron o no
(control) dosis crecientes de los tres SERM vy, agtog los casos, una concentracion
saturante de Dil-LDL (60 pug/ml). Las células seuimaron en estas condiciones durante
24 h, al término de las cuales se midio la captad® Dil-LDL mediante citometria de
flujo. Como se muestra enfigura 2, los tres SERM estimularon significativamente la
captacion de Dil-LDL de forma dependiente de laiglo&l TAM mostré el mayor
efecto seguido del TOR, mientras que el RAL apemdsvo efecto por debajo de la

concentracion de 5 pNPara los estudios sucesivos escogimos la dosigudé 5

A continuacion, estudiamos el efecto del tiempdrdtamiento con los SERM
sobre la captaciéon de Dil-LDL. Los linfocitos seatéron con los SERM a una
concentracion 5 UM o vehiculo, y en presencia dd.DL (60 pg/ml) durante 8, 24 o
48 h. Los tres SERM incrementaron la captacion deLDL con el tiempo de
tratamiento(figura 3). EI TAM volvio a ser el mas efectivo, mientras aqleefecto del
RAL fue nimio, no siendo en este caso significatieate diferente de la condicion
control (figura 3). Por lo tanto, el TAM, TOR y RAL incrementaron,rpste orden, la
captacion de Dil-LDL por linfocitos primarios de nea dependiente de la dosis y el

tiempo de tratamiento.
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Figura 2. Efecto de la dosis de TAM, RAL y TOR sobre la capion de Dil-LDL por los linfocitos

de hombres normolipémicos.Los linfocitos de 5 hombres se incubaron con 60nu@il-LDL mas
vehiculo (control) o concentraciones crecientesTA®&, RAL o TOR durante 24 h. Los resultados
(media + error estandar) estan expresados comaemaje del control de la misma preparacion de
linfocitos. Los efectos de los SERM se compararediante ANOVA de dos vias para medidas repetidas
y, después, mediante el método de Student—-NewmalsKe P <0,01, *** P < 0,001.
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Figura 3. Efecto del tiempo de tratamiento con TAM, RAL y TORsobre la captacién de Dil-LDL
por los linfocitos de hombres normolipémicosLos linfocitos de 5 hombres se incubaron con 6@nlg/
de Dil-LDL mas vehiculo (control) o una concentéecb uM de TAM, RAL o TOR, durante 8 h, 24 h o
48 h. Los resultados (media * error estandar) estaresados como porcentaje del control de 8 lade |
misma preparacion de linfocitdsos efectos de los tratamientos se compararon miedfeNOVA de dos
vias para medidas repetidas y, después, mediamétetio de Student—Newman-Keul$? ¥ 0,05, **P
<0,01, *** P<0,001.

Dado el efecto de los SERM sobre la captacion dd.DL por linfocitos
procedentes de hombres, quisimos averiguar si efetdo también se producia en

linfocitos de mujeres. Para ello, incubamos linfagide mujeres normolipémicas en
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presencia de los SERM a una concentracion 5 pMizu® durante 24 h para medir la
captacion de Dil-LDL como anteriormente. Encontramae el efecto de cada SERM
era equivalente al observado en los linfocitos amlires en esas mismas condiciones

(figura 4).

*kk
400 i
*kk

§
HH#
| I
TAM RAL TOR

Figura 4. Efecto del TAM, RAL y TOR sobre la captacion de Di{LDL por los linfocitos de mujeres
normolipémicas. Los linfocitos procedentes de 5 mujeres normoligésse incubarorcon 60 pg/ml
Dil-LDL més vehiculo (control) o una concentracibruM de TAM, RAL o TOR, durante 24 h. Los
resultados (media + error estandar) se expresan ponmcentaje del control de la misma preparacion de
linfocitos. El andlisis estadistico se realizé etk ANOVA de una via para medidas repetidas vy,
después, mediante el método de Student-Newman-KeBls: 0,05; *** P < 0,001 vs control; # # <
0,01; # # # < 0.001 vs RAL; 8 < 0,05 vs TOR.
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4.1.2. Efecto de los SERM sobre la expresion deegor de LDL

Para el estudio del efecto de los SERM sobre laesign del rLDL se
realizaron dos aproximaciones distintas. En la @ranlos linfocitos se trataron con
LDL en presencia o ausencia de SERM 5 uM, o bieam Id@DS sin suplementar,
condicion utilizada como referencia, durante 60246 h. Al finalizar cada periodo de
tiempo, se reemplaz6 el medio por otro conteniddidld.DL y se incubd durante 2 h.
Se midi6 posteriormente la captacion especificdadeDil-LDL, la cual refleja la
cantidad de rLDL activo al final de los tratamien{d3]. Como se muestra enfigura
5, la presencia de LDL solas en el medio causo soeeso progresivo de la captacion
de Dil-LDL respecto a la condicion con LPDS sinlsapentar, lo que esta de acuerdo
con la conocida inhibicion de la expresion del rLpar la adicién de colesterol al
medio. El tratamiento con cualquiera de los SERMopeso significativamente a la

represion ejercida por las LDL a lo largo del ti@mgstudiado, obteniéndose curvas
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paralelas a las de las células no tratadas coratarntl TAM fue el que mas se opuso

al efecto de las LDL, seguido por el TQRyura 5).
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Figura 5. Efecto del TAM, RAL y TOR sobre la expresion del rIDL activo. Los linfocitos de 4
hombres se incubaron en LPDS al 10 % solo o supitade con 60 pug/ml LDL mas vehiculo (control) o
una concentracién 5 uM de TAM, RAL o TOR, durante, @2 h o 46 h. Al finalizar los tratamientos, se
reemplazé el medio por otro conteniendo 30 pg/miLDIL y las células se incubaron durante 2 h mas.
Posteriormente, se midio la captacién especificRileDL que fue calculada por sustraccién deloval
inespecifico obtenido en presencia de 30 vecesd®d<DL sin marcar. Los resultados (media + error
estandar) estan expresados como porcentaje dentbicidm con LPDS de cada tiempo y de la misma
preparacion de linfocitos. La captacion de Dil-LBan LPDS a las 8, 24 y 48 h fue 17,7 +4,7; 21,3+ 4
y 24,1 + 5,4 unidades arbitrarias de fluorescenaapectivamente. El andlisis estadistico se dealiz
mediante ANOVA de dos vias para medidas repetiddsspués, mediante el método Student-Newman-
Keuls. *P < 0,05, *P < 0,01, *** P < 0,001.

En la segunda aproximacion, analizamos el efectmslSERM sobre la cantidad de
proteina del rLDL porwestern blat Los resultados mostraron una progresiva
disminucién de la cantidad de proteina con el tizhp tratamiento con LDL respecto a
la condiciéon con LPDS solf@figura 6). Nuevamente, los SERM se opusieron a dicho
efecto, siendo el TAM mas efectivo que el TOR RAIL (figura 6). Estos resultados
coinciden con los obtenidos midiendo la captaciémd-LDL en las 2 h posteriores al
tratamiento mostrados anteriormente, y todos eltosonjunto indican que el efecto de
los SERM sobre la actividad del receptor radicaaumento de la expresion de este
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Figura 6. Efecto del TAM, RAL y TOR sobre la expresion del EDL mediante western blot A.
Western blode los linfocitos de un hombre tras el tratamierto LPDS al 10 % solo o suplementado
con 60 pg/ml de LDL mas vehiculo (control) o unaamtracion 5 uM de TAM, RAL o TOR durante 8
h, 24 h o 48 h, al término de las cuales las cglsk lisaron y 80 pug de proteina se sometieron a
SDS/PAGE para la inmunodeteccion del rLDL o GAPDdio control de cargadB. Se representa la
media + error estandar. de la densidad de las batelaLDL normalizada por la de las correspondignt
bandas de GAPDH de los linfocitos de 4 hombreswsspe 24 h de tratamiento. Los resultados estan
expresados como porcentaje de la condicion con LABSanalisis estadistico se realiz6 mediante
ANOVA de una via para mediadas repetidas y, despoédiante el test de Student-Newman-KeulB. *
<0,05, *P < 0,01, ** P < 0,001 vs control; # < 0,05 vs RAL.

Se ha descrito que el TAM aumenta la expresiorgeeLDLR a través de un
mecanismo en el que estan implicados la produadgdaspecies reactivas de oxigeno
(ROS) y la inhibicién de la 5,6-epoxicolesterolroidsa, efecto aquel que es bloqueado
por la vitamina E [179]. Quisimos estudiar el efede distintas concentraciones de
vitamina E, hasta 500 uM, sobre la cantidad de rlabtivo en presencia o ausencia de
los SERM. Concentraciones crecientes de vitamineB&iraron una tendencia a reducir
el efecto de los SERNfigura 7), aunque esta no fue estadisticamente significé@iva
0,104). Cuando analizamos el efecto de cada utesdiosis de vitamina E empleadas,
encontramos que solo la concentracion suprafisicddgle 250 uM interaccioné
significativamente con los SERMP (= 0,036). Esta dosis de vitamina E disminuyo el
efecto del RAL P = 0,003), pero no el del TAM o el TOR.

4.1.3. Efecto de los SERM sobre el contenido celylda biosintesis de colesterol

Nos propusimos determinar el contenido de estedaddss linfocitos. La
adicién de LDL incrementé el contenido de coledtarelular con respecto a la
condicion con LPDS solfigura 8). El tratamiento con cualquiera de los tres SERM
aumentd mas el contenido celular de colesterol,q@inmoderadamente, y las
diferencias no alcanzaron significacion estadiste&specto a la condicion con LDL
solas(figura 8).
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Figura 7. Efecto de la vitamina E sobre la estimulacion de laxpresién del rLDL activo inducida

por el TAM, RAL y TOR . Los linfocitos de 4 hombres se trataron con 60 ugMi mas vehiculo
(control) o una concentracion 5uM de TAM, RAL o TOR combinados o no con diferentes
concentraciones de vitamina E durante 22 h. Allifina este tiempo, se reemplaz6 el medio por otro
conteniendo 30 pg/ml Dil-LDL y las células se inatdn durante 2 h mas. Posteriormente, se midié la
captacion de Dil-LDL. Los resultados (media + erestandar) estan expresados como porcentaje de la
condicién con solo LDL y de la misma preparaciéridicitos. El efecto de los distintoas tratamant

se compar6 mediante ANOVA de dos vias para medidpstidas y, después, mediante el método
Student-Newman-Keuls. ** < 0,01, ** P < 0,001.
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Figura 8. Efecto del TAM, RAL y TOR sobre el contenido de calsterol de los linfocitos. Los
linfocitos de 5 hombres se trataron con LPDS aRPdGolo o suplementado con 60 pug/ml LDL mas
vehiculo (control) o una concentracion 5 uM de TAAL o TOR durante 24 h. Los resultados (media
error estandar) estan expresados en pg/mg de maotBi analisis estadistico se realiz6 mediante
ANOVA de una via para mediadas repetidas y, despoédiante el test de Student-Newman-KeulB. *
<0,05,*P<0,01vs LPDS

Por otro lado, en ninguna de las condiciones seeput detectar esteroles

precursores del colesterol, lo cual sugiere unasastasa de biosintesis de colesterol en
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los linfocitos primarios. De hecho, cuando se apalia biosintesis de colesterol
mediante la incorporaciéon dé“Clacetato en los linfocitos incubados en LPDS,
condicion que produce una maxima estimulacion dmhadivia, la biosintesis de
colesterol fue practicamente indetectable, de naab@an distinta a la de las células
MOLT-4 incubadas en las mismas condiciorfegura 9). Asi, el tratamiento con

lovastatina (LOV), inhibidor de la HMG-CoA reductasredujo drasticamente la
biosintesis de colesterol en estas células, memjuee en los linfocitos no produjo

ningun cambidfigura 9).

4000 | —— LPDS 400 | —— LPDS 1
—— LPDS+LOV —— LPDS+LOV
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2000 o 2000
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18 24 30 36 42 18 24 30 36 42
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Figura 9. Biosintesis decolesterol en los linfocitos primarios y células MQT-4. Los linfocitos
primarios (A) y las células MOLT-4 (B) se incubaren LPDS en ausencia o presencia de LOV 1uM
durante 10 h. A las 2 h de incubacién se afalfi©]dcetato. Se analizé el perfil de los lipidos no
saponificables mediante HPLC y se midi6 la incompm de™’C a colesterol. Pico 1, colesterol; pico 2,
desmosterol; pico 3, lanosterol.

4.1.4. Efecto de los SERM sobre la distribucionrextelular del colesterol libre

Nuestro grupo ha descrito que el TAM causa la atacin del colesterol libre
procedente de las LDL en los endosomas/lisosomdasdéneas celulares MOLT-4 y
HepG2, efecto que se ve incrementado por el tratamisimultaneo con lovastatina
(LOV) [43]. Para averiguar el efecto de los tresRBEyY sus combinaciones con
lovastatina sobre la distribucion del colesterdirdi en los linfocitos primarios,
incubamos las células con Dil-LDL en presencia seaaia de estos farmacos, tras lo
cual las tefiimos con filipina, que se une el celestlibre, y las analizamos por

microscopia de fluorescencia. Como se muestra Bguiea 10, las células tratadas con
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cualquiera de los SERM presentaron granulos pedicon intensa fluorescencia, que
indica la acumulacion de colesterol libre. Ademaslocalizacion de estos granulos
coincidié con la del fluorocromo Difigura 10), indicando que el colesterol acumulado
deriva de las LDL captadas por los linfocitos. ldicen de LOV no produjo ningun

cambio apreciable sobre estos efectos de los S@ERBia 11).

Para observar con mayor detalle el aspecto dgblagma de los linfocitos, las
células se tifleron mediante la técnica de May-Galthwsiemsa, en este caso tras la
incubacion con LDL sin marcar con Dil. Enflgura 12 puede observarse un aumento
de la cantidad de granulos periféricos no tefidotag células tratadas con cualquiera
de los SERM respecto a las células control. De mulevadicion de LOV a las células
control o tratadas con SERM no produjo ningln candmreciablgfigura 13). Estos
cambios morfolégicos se corresponden con los ohdess mediante la tincidbn con
filipina y Dil (figuras 10 y 11), lo que sugiere que los granulos citoplasmaticos
acumulados por efecto de los SERM y puestos ereeeid con la tincion de May-
Grinwald Giemsa corresponden a endosomas/lisosdaa®e. que, como se mostrara
en los apartados 4.1.7. y 4.1.8, en este trabajiém estudiamos el efecto del
tratamiento de los linfocitos con E2 y END, met#bokctivo del TAM, sobre la
actividad del rLDL los linfocitos también se traiarcon estas moléculas para estudiar
su morfologia. ElI E2 no produjo alteraciones easgecto celular respecto al control,

mientras que el END indujo la acumulacion de gr@sugitoplasmaticoffigura 12).
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Figura 10. Efecto del TAM, RAL y TOR sobre la distribucion intracelular del colesterol en los
linfocitos. Los linfocitos se trataron con 60 pg/ml Dil-LDL méshiculo (control) o TAM, RAL o TOR
a una concentracion 5 uM durante 24 h. Postericenéas células se fijaron, se tifieron con filipyjnae
observaron mediante microscopia de fluoresceheisi.fotografias corresponden a los linfocitos de un

individuo representativo de 3. Barra: 1}.
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Figura 11. Efecto de la combinacién de los SERM con lovastatinsobre la distribucion intracelular

del colesterol en los linfocitosLos linfocitos se trataron con 60 pg/ml Dil-LDL mB®V 1 uM sola o
combinada con TAM, RAL o TOR a una concentracigribdurante 24 h. Posteriormente, las células se
fijaron, se tifieron con filipina y se observarondiaete microscopia de fluorescencia. Las fotogsafia

corresponden a los linfocitos de un individuo esentativo de 3. Barra: 10M.
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Figura 12. Efecto del TAM, RAL, TOR, END y E2 sobre la morfolgia de los linfocitos tefiidos
mediante la técnica deMay-Grinwald Giemsa. Los linfocitos se trataron con 60 pg/ml LDL mas
vehiculo (control) o TAM, RAL, TOR o END a una camtracién 5 pM, o E2 0,028V durante 24 h.
Posteriormente, las células se fijaron, se tifier@mdiante la técnica de May-Grinwald Giemsa y se
observaron mediante microscopia 6ptica. Las foftagacorresponden a los linfocitos de un individuo
representativo de Barra: 10uM
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Figura 13. Efecto de la combinaciéon de los SERM con lovastaa sobre la morfologia de los
linfocitos tefiidos mediante la técnica de May-Grinald Giemsa.Los linfocitos se trataron con 60
pg/ml LDL méas LOV 1 uM sola o combinada con TAM, RA TOR a una concentracion 5 uM durante
24 h. Posteriormente, las células se fijaron,fsrdin mediante la técnica de May-Griinwald Giemsa y
observaron mediante microscopia Optica. Las foftagacorresponden a linfocitos de un individuo
representativo de 3.

En su conjunto, estos resultados sugieren queH&3VEinducen la acumulacion
de endosomas/lisosomas e interfieren en la sabtiaalesterol de estos organulos en

los linfocitos primarios, y que este efecto noresementado por la LOV.

4.1.5. Efecto de los SERM en la via de SREBP ywadtid de ACAT

La asociacion del incremento de la expresion dBlLrcon la acumulacion del
colesterol derivado de las LDL en los endosomasitisas por efecto de los SERM nos
indujo a medir la expresion de los genes dianaRIeEP, la cual esta controlada por la
cantidad de colesterol que llega al reticulo erdkplco (ver apartado Introduccién

1.4.4.1). Por ello, determinamos la expresion deNA de LDLR y otros genes diana
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de SREBP-2 y SREBP-1, incluyenddMGCR, FASN, SREBF2 y SREBFque
codifican la HMG-CoA reductasa, &cido graso sintaS®EBP-2 y SREBP-1
respectivamente), en linfocitos tratados con LDIDLLmM&s SERM o solo LPDS
durante 8 h. Como muestraflgura 14, las LDL reprimieron la expresion dDLR,
HMGCR, FASN y SREBF&n distinto grado respecto a la condicion con LPDS
SERM se opusieron a dicha represion, siendo el BlAhas efectivo. Por el contrario,
la expresion dSREBF1no fue reducida por las LDL ni alterada por loR8E(figura
14). Probablemente, esto es debido a la existencaosl@éranscritos diferentes de este
gen, que corresponden a SREBP-la y SREBP-1c, taseente, y los cuales se
regulan de manera distinta. Asi, la expresion deEBR1c es estimulada por el receptor
nuclear LXR, el cual es activado por oxiesterolesespuesta al aumento del contenido
celular de colesterol [192]. Para comparar, medifaxpresion deABCA] que
codifica el transportador de colesterol ABCAL, atiana de LXR [192]. Distintamente
a lo que sucedio, en general, con las dianas deR&BP, las LDL solas estimularon la
expresion deABCA120 veces y los tres SERM atenuaron eficientemeicteo efecto
(figura 14).

Para determinar si los cambios en la expresidiosigeénes diana de los SREBP
estaban asociados a cambios en la cantidad de SREBB, analizamos la cantidad de
la forma nuclear de SREBP-2 en el extracto nudedos linfocitos. Los tres SERM se
opusieron a la reduccion de la cantidad de SREBR&ear mediada por las LDL
(figura 15). En su conjunto, estos resultados indican quéréssSERM promueven la

activacion de la via de los SREBP en presencialie L

Al igual que los SREBP, la enzima ACAT reside emeticulo endoplasmico,
donde, en respuesta a un aumento en el conteniclweaiderol, cataliza la esterificacion
de este con un acido graso para su almacenamigeterminamos, por tanto, el efecto
del tratamiento con los SERM durante 24 h sobm&ctavidad de la ACAT (ACAT-1)
mediante la incorporacién de &cidéH]oleico a los ésteres de colesterol de los
linfocitos. Como se muestra entlbla 2, los tres SERM inhibieron significativamente
la actividad de la ACAT.
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Figura 14. Efecto del TAM, RAL y TOR sobre la expresion génican los linfocitos.Los linfocitos de

4 hombres se trataron con LPDS al 10 % solo o mguiéado con 60 pg/ml LDL més vehiculo (control)
0 una concentracion 5 uM de TAM, RAL o TOR duradte. Las cantidades de los mRNA de los genes
estudiados estan expresadas respecto a la condmbPDS, a la que se asigno el valor 1. El aisalis
estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via paedidas repetidas y posteriormente mediante el
test de Student-Newman-KeutsP < 0,05, **P < 0,01, *** P < 0,001 vs control; # P < 0,01, # # # <
0,001 vs RAL; 88 < 0,01, 888 < 0,001 vs TOR.
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Figura 15. Efecto del TAM, RAL y TOR sobre el contenido nucleade SREBP-2 en los linfocitos.
Western blotepresentativo de los linfocitos de 2 hombres. lidscitos se trataron con LPDS solo o
suplementado con LDL mas vehiculo (control) o umacentracion 5 uM de TAM, RAL o TOR durante
8 h. Se obtuvo el extracto nuclear y 40 pug de pratese sometieron a SDS/PAGE para la
inmunodeteccion de la forma nuclear de SREBP-2 BEEBR2) op-actina como control de carga.

Sujeto 1 Sujeto 2 Sujeto 3 P vs control
Control 100.0 100.0 100.0 -
TAM 32,3 48,8 60,8 0,001
RAL 42,0 70,1 61,7 0,002
TOR 52,1 70,1 80,8 0,003

Tabla 2. Efecto del TAM, RAL y TOR sobre la incorporacién de [°H]oleato a los ésteres de
colesterol en los linfocitosLos linfocitos de 3 hombres se trataron con 60 ugMBl mas vehiculo
(control) o una concentracion 5uM de TAM, RAL o T@Rrante 24 h. A las 2 h de haber afiadido el
tratamiento se afiadi6 efHJoleato. Se determin6®HijJdpm/mg de proteina celular y el resultado se
expresO en porcentaje respecto al control de caglgamacion de linfocitos. El analisis estadistieo s
realiz6 mediante ANOVA de una via para medidas tidgae y posteriormente mediante el test de
Student-Newman-Keuls.

4.1.6. Anélisis del efecto de la combinacion de 88RM con la lovastatina sobre la
actividad del receptor de LDL. Comparacion con lke&ulas MOLT-4 y HepG2
Previamente, nuestro grupo ha descrito que el TAdvte un efecto sinérgico
con la LOV sobre la estimulacion de la actividatird®L en las células MOLT-4 [43],
pero se desconoce si dicha propiedad es compadidatros SERM. Para analizar esta
posibilidad, las células MOLT-4 se trataron o na tws SERM 5 pM, LOV 1 uM la
combinacion de ambos tipos de farmaco durante 24l kérmino de las cuales se
analizo la captacién de Dil-LDL. Como se muestralaefigura 16A, cada SERM
incremento significativamente la captacion de DL, siendo TAM y TOR similares
en eficacia y sobrepasando esta a la del RAL. iaddde la LOV resultoé en un efecto

diferencial en funcién de la presencia o auseneiaSERM, tal y como indica la
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interaccion estadisticamente significativd € 0,001) entre ambos tipos de farmaco
(SERM x LOV). La LOV sola no tuvo efecto alguno sslla captaciéon de Dil-LDL
respecto a la condicién sin farmacos, lo cual Bsualble al efecto represor que ejercen
las LDL (figura 16A). Sin embargo, al combinarla con cada uno de I®RN6E LOV
incrementd dicha captacion respecto a la obterddatSERM correspondientiggura
16A). Estos resultados demuestran que no solo el TAbltsimbién el RAL y el TOR
poseen un efecto sinérgico con la LOV sobre lavigetid del rLDL en las células
MOLT-4.

Dado que el higado es crucial para el control dmiaentracion plasmatica de
colesterol y que la homeostasis del colesterolsnméntica en el hepatocito y en otras
células, estudiamos la respuesta a los SERM y I E® una linea de hepatocitos
humanos, la linea HepG2. En estas células losSEEM fueron igualmente efectivos
entre si estimulando la captacién de Dil-L{jlgura 16B). Nuevamente, la LOV sola
fue inefectiva, pero potencio6 el efecto de cadadmios SERMP para la interacciéon

= 0,007) en grado algo mayor que en las células M@[figura 16B).
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Figura 16. Efecto de la combinacion de los SERM con lovastatinsobre la captacion de Dil-LDL

por las células MOLT-4 y HepG2.Las células MOLT-4 (A) y HepG2 (B) se trataron @&thug/ml Dil-

LDL suplementadas con vehiculo (control), con cada de los tres SERM 5 uM, con LOV 1 uM o las
combinaciones de estos farmacos, segun se indicanté 24 h. Los resultados (media + error estdndar
corresponden a 5 experimentos independientes enoczes y estan expresados en porcentaje respecto a
la condicion en ausencia de cualquier farmaco dia experimento. El analisis estadistico se realizé
mediante ANOVA de dos vias para medidas repetidadegpués, mediante el método de Student-
Newman-Keulsee P < 0,01,eee P < 0,001 vs sin LOV¥** P < 0,001 vs control; ## < 0,01, ###

< 0,001 vs RAL. Para simplificar, se han omitide Hiferencias estadisticas entre las condiciones qu
llevan LOV.
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Quisimos averiguar si el efecto sinérgico obsesvend las células MOLT-4 y
HepG2 se reproducia en linfocitos primarios trasado las mismas condiciones. En
estas células, los SERM y la LOV también mostranoa interaccion significativd(=
0,029). Nuevamente, la LOV sola no alter6 la captacle Dil-LDL figura 17. No
obstante, el efecto sinérgico fue mas leve en eslatas que en las células MOLT-4 y
HepG2, y solo la combinaciéon de TAM y LOV produjo imcremento significativo de
la captacion de Dil-LDL respecto a la captaciondpida por el SERM solfigura
17), (barras correspondientes a la dosid/bde SERM).

Al comparar el efecto de cada uno de los SERM Semive las células MOLT-4
(figura 16A), HepG2 (figura 16B) y los linfocitos primarios(figura 17), (barras
correspondientes a la dosis 81 de SERM), puede observarse que el grado de
estimulacion de la captacion de Dil-LDL fue propomalmente mayor en las lineas
celulares que en los linfocitos. Nos preguntamossge hecho favorecia la respuesta
sinérgica al tratamiento con SERM y LOV en las prias respecto a los segundos. Por
ello, y con el fin de potenciar el efecto de losRMEsobre los linfocitos primarios,
decidimos incrementar la concentracion de dichoedaos a 10 uM y analizar el efecto
de sus combinaciones con LOV como anteriormenteedias condiciones, aumento la
significacién estadistica de la interaccién enteRBl y LOV (P = 0,006) en relacién a
la obtenida al utilizar SERM 5 pM, observandoserahm incremento significativo en
la captacion de Dil-LDL para la combinacion de came de los SERM con LOV
respecto al correspondiente SERM gdigura 17), (barras correspondientes a la dosis
10 uM de SERM). Por lo tanto, los tres SERM puedenrtemeefecto sinérgico con la
LOV sobre la actividad del rLDL de los linfocitosimparios, el cual esta modulado por

la concentracion de aquellos farmacos.
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Figura 17. Efecto de la combinacién de los SERM con lovastatinsobre la captacion de Dil-LDL

por los linfocitos. Los linfocitos de 10 hombres se incubaron con 6nuBil-LDL suplementadas con
vehiculo (control) o TAM, RAL o TOR a concentracésn5 pM o 10 pM, con LOV 1 uM o las
combinaciones de estos farmacos, segun se indicanté 24 h. Los resultados (media + error estdndar
estan expresados como porcentaje de la condiciéausancia de cualquier farmaco de la misma
preparacién de linfocitos. El andlisis estadisteorealiz6 mediante ANOVA de dos vias para medidas
repetidas y, depués, mediante el método de StiNtmthan-Keuls.e P < 0,05,ee P < 0,01,000 P<
0,001 vs sin LOVY P < 0,05,*** P < 0,001 vs control; ## < 0,01, ### < 0,001 vs RAL; 8§ < 0,01

vs TOR. Para mayor simplificidad, se han omitid® déferencias estadisticas entre las condiciones qu
llevan LOV.
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4.1.7. Efectos de ICI 182,780 y A-estradiol sobre la actividad del receptor de LDL
Para discriminar la implicacion de los receptodesestréogenos (ER) en los
efectos de los SERM, los linfocitos se trataron d¢o® diferentes SERM o con
17B-estradiol (E2) en ausencia o presencia de |IC)J7B8 inhibidor de los ER [193].
Es conocido que el ICI 182,780 reduce la cantidadEl [194], tal y como nosotros
observamos en los linfocitos con cada uno de ltegafites tratamientos, aunque en
presencia de E2 el efecto fue escéggura 18). La presencia de ICI 182,780 en el
medio no alterd el efecto estimulador de ningundodeSERM sobre la captacién de
Dil-LDL por los linfocitos(figura 18). Por su parte, el tratamiento con un amplio rango
de concentraciones de E2 no produjo efecto algohoesla captacion de Dil-LDL,
como tampoco lo produjo la combinacién de esta baarcon ICI 182,78(figura 19)
Ademas, cuando se combinaron los SERM con E2 QuO25n0 se alterd el efecto de
ninguno de aquellos farmac(gura 19) En su conjunto, estos resultados sugieren que
los ER no estan implicados en el efecto de los SERBIMe la actividad del rLDL en los

linfocitos primarios.

80



Resultados
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Figura 18. Efecto del ICI 182,780 sobre la expreside proteina de ER: en presencia o ausencia de
los SERM o E2 en los linfocitosWestern blotrepresentativo de los linfocitos de dos hombres Lo
linfocitos se trataron con 60 pg/ml Dil-LDL mas ¥ello o una concentracion 5 uM de TAM, RAL o
TOR, 0 E2 0,025%M y en ausencia o presencial@ 182,780 1uM durante 24 h. Las células se lisgro
100 pg de proteina se sometieron a SDS/PAGE pamenlanodeteccion de BERo GAPDH como control
de caraa.
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Figura 19. Efecto de E2 e ICI 182,780 sobre la captacion de IRDL por |0S linfocitos. Los
linfocitos procedentes de 4 hombres se incubaron6&g/ml Dil-LDL suplementadas con vehiculo
(control), una concentracion 5 pM de TAM, RAL o TARR a concentraciones crecientes, ICI 182,780 1
MM o las combinaciones de estos compuestos, segimdiga, durante 24 h. Los resultados (media +
error estandar) estan expresados en porcentajectesp la condicion en ausencia de cualquier fammac
de la misma preparacion de linfocitos. El analestadistico se realizé mediente ANOVA de dos vias
para medidas repetidas y, después, mediante etlmém Student-Newman-Keuls. P < 0,01,*** P <
0,001 vs control; ##? < 0,001 vs RAL; 888 < 0,001 vs TOR» P < 0,05,00e P < 0,001 vs E2 5 pM.
Para mayor simplicidad, no se muestran las diféasrentre las condiciones en presencia de IC| 882,7
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4.1.8. Efecto del endoxifeno sobre la actividad ceteptor de LDL

Como se ha comentado en la Introduccion (aparta®.3.), la eficacia
antitumoral del TAM radica en la biotransformaciém sus metabolitos primarios 4-
OH-TAM y 4-OH-N-desmetil-TAM, o endoxifeno (END).mbos metabolitos poseen
similar afinidad por los ER que el E2 y mucho miés que el TAM [158]. Quisimos
averiguar si el END, considerado el metabolito nraportante del TAM [158],
estimula, como el TAM, o no, como el E2, la actadddel rLDL en linfocitos. Para
ello, tratamos los linfocitos con concentracioneientes de END, TAM 5 uM o E2
0,1 uM, todos ellos combinados o no con ICI 182, BBEND incrementd la captacion
de Dil-LDL de manera dependiente de la dosis, di®taa que a la concentracion de 5
UM iguald la magnitud del efecto del TAM a esa nasmosig(figura 20). Por su parte,
el ICI 182,780 tampoco inhibio el efecto del ENfigura 20). Por tanto, el END indujo
la misma respuesta en la actividad del rLDL delilwf®citos que la producida por su

precursor el TAM.
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Figura 20. Efecto del END sobre la captacién de Dil-LDL por Is linfocitos. Los linfocitos
procedentes de 4 hombres se trataron con 60 pglfhDD mas vehiculo (control), TAM M, E2 0,1

UM, o END a concentraciones crecientes y en coralfina no con ICI 182,780 1 uM, durante 24 h. Los
resultados (media + error estandar) se expresargroreentaje respecto a la condicién en ausencia de
cualquier farmaco (control) de la misma preparadié@nlinfocitos. El andlisis estadistico se realiz6
mediante ANOVA de dos vias para medidas repetidadegpués, mediante el método de Student-
Newman-Keuls.** P < 0,01, *** P < 0,001 vs control. Para mayor simplicidad, nomagestran las
diferencias estadisticas entre las condicionesesepcia de ICI 182,780.
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4.2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LOS SERM SOBRE LA ACTIVIDAD DEL
RECEPTOR DE LDL EN LINFOCITOS DE PACIENTES CON
HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR

Quisimos determinar el efecto de estos farmacoedalactividad del rLDL en
linfocitos de pacientes con hipercolesterolemia ilfam (FH), pacientes que se
caracterizan por presentar una deficiencia de rlfihcional. Estos linfocitos se
analizaron simultdneamente y se compararon cohnliegitos de un grupo de sujetos
normolipémicos (NL) distintos a los previamentaudi&tdos para la caracterizacion del
efecto de los SERM. En este estudio se incluyeaatothombres como mujeres (ver
mas abajo). A los pacientes incluidos en el grudosE les habia diagnosticado dicha
patologia clinicamente. Pudimos corroborar queel@slos individuos eran portadores
heterocigotos (HeFH) de una mutacion en el rL{@dbla 3), mientras que los 11
restantes del grupo FH no pudieron ser analizadwgtigamente. Aparte de los
pacientes diagnosticados clinicamente, estudiaresspaicientes que conociamos eran

portadores homocigotos (HoFH) de mutaciones ehll r(tabla 3).

Sexo Localizacion Nucleétido Efecto previsto Estado Bax Bmax
unién (%) captacion (%)
M Ex3,Int3  c274C>G,c.313+1G>c  P-GIN92Clu, aberrante  heterocigoto, 87.3 78.8
splicing doble mutante
H  Ex4 Ex11 CASLASSAOISCC,  p.Ala151del, pAlas40Thr [1ETOCIO00, 45 44.3
H Ex 4 c.676T>C p.Ser226Pro heterocigoto 29.5 23.8
H Ex 4 c.676T>C p.Ser226Pro heterocigoto 52.6 56.7
M Ex 7 €.1048C>T p.Arg350X heterocigoto 39.9 47.8
M Ex 8 c.1136G>A p.Cys379Tyr heterocigoto 66.1 75.7
M Ex 8 c.1136G>A p.Cys379Tyr heterocigoto 34.8 26.3
M Ex 9 c.1285G>A p.Val429Met heterocigoto 49.5 65.8
H Ex 9 c.1285G>A p.Val429Met heterocigoto 45.1 54.3
H Ex 9 c.1285G>A p.Val429Met heterocigoto 52.6 59.8
M Ex 11 c.1618G>A p.Ala540Thr heterocigoto 45.4 148.
M Ex 11 c.1618G>A p.Ala540Thr heterocigoto 55.7 53.
M Ex 11 c.1646G>A p.Gly549Asp heterocigoto 63.2 673.
H Ex 16-18 €.2312-?_2583+7?del p.Ala771_Ala860del teroeigoto 321 52,3
H Ex 16-18 €.2312-?_2583+7?del p.Ala771_Ala860del teroeigoto 38.0 56.3
H Ex 17 C.2475C>A p.Asn825Lys heterocigoto 115.4 .582
M Ex 17 C.2475C>A p.Asn825Lys heterocigoto 1225 491
M Ex6, Ex11 C.O002A>G, c.1646G>T  p.Asp301Gly, ploval  Heterocigoto 19.5 21.1
compuesto
M Ex 11 c.1646G>A p.Gly549Asp homocigoto 9.7 9.7
H Ex 17 C.2475C>A p.Asn825Lys homocigoto 72.6 16.9

Tabla 3. Mutaciones en el gen del rLDL y valores de la B de unién y captacion de Dil-LDL de

sujetos FH heterocigotos y homocigotos.
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4.2.1. Determinacion de lasBx de union y captacion del receptor de LDL

En primer lugar, determinamos la funcionalidad ddDL en los linfocitos
procedentes de los distintos individuos mediantenslayo de la union (a 4 °C) y la
captacion (a 37 °C) de concentraciones crecierge®idLDL para determinar los
valores de las respectivas,® tal y como se ha descrito en Material y Métodos
(apartado 3.2.5). En cada serie de ensayos seoaislanalizaron simultaneamente los
linfocitos de un mismo donante NL (control inter@ys), cuyos valores se utilizaron

para normalizar los resultados.

Los resultados obtenidos estuvieron de acuerdolo@sperado, puesto que los
valores de Rax de union y de captacion en los linfocitos del grépl, asi como en los
de su subgrupo HeFH, fueron, en promedio, signifiaemente inferiores a los
encontrados en el grupo Nfigura 21). Como puede apreciarse erfitura 21, dos de
los pacientes HeFH presentaron valores de uniagh[l por encima del valor del
control interensayo (100 %). Estos pacientes eoatagores de la mutacion Asn825Lys
(tabla 3), la cual confiere un fenotipo de clase 4, caraado por una uniéon normal y
una captacion deficiente [195]. En cuanto al grhjoé-H, dos de los pacientes, uno de
ellos heterocigoto compuestftabla 3), mostraron unién y captacion residuales,
mientras que el tercero mostrd una captacion rakiduna union del 73 % respecto al
control (figura 21), lo que se corresponde con la presencia de lacibnté&sn825Lys

en homocigosidaftabla 3) y, por tanto, un fenotipo de clase 4

4.2.2. Efecto de los SERM sobre la actividad delejgtor de LDL

Una vez constatada la deficiencia, en mayor o mgrado, de la actividad del
rLDL en los sujetos hipercolesterolémicos, quisimesriguar el efecto de los SERM
sobre dicha actividad, para lo cual tratamos l®ditos durante 24 h con los distintos
SERM 5 uM y medimos la captacion de Dil-LDL. Nuewte, utilizamos como
control interensayo los linfocitos de un mismo daeaNL para normalizar todos los
resultados de captacion. Dado que, como se ha ditd® arriba, en este estudio
incluimos hombres y mujeres, evaluamos primerd sero influia en la captacion de
Dil-LDL por los linfocitos asi como en el efecto lds SERM sobre la misma. Como se
muestra en ldigura 22, la captacion de Dil-LDL por los linfocitos no tagdos con
SERM no fue significativamente diferente £ 0,345) entre hombres (110,0 £ 5,8, n =7
y mujeres (99,1 = 7,9, n = 12) NL, ni tampoco huliferencias entre sexos en el efecto
de los SERM R para la interaccion = 0,899), lo cual confirma dbservado
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anteriormente(figura 4). Asi pues, decidimos analizar conjuntamente |ssiltados

obtenidos con los linfocitos de hombres y mujeres.
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Figura 21. Bihax de union y captacion en los linfocitos de sujetamrmolipémicos y FH.Los linfocitos

se incubarorron concentraciones crecientes de Dil-LDL durantes?4 °C y a 37 °C para determinar los
valores de B.« de unién (A) y captacion (B), respectivamente. lesultados estan expresados en
porcentaje respecto al control interensayo (i.@s lineas horizontales representan la media de cada
grupo. NL, normolipémicos (n = 19); FH, pacientes tipercolesterolmia familiar (n = 28); HeFH, FH
heterocigotos (n = 17), subgrupo del grupo FH; HoFH homocigotos (n = 3). El analisis estadistieo s
realizé6 mediante ANOVA de una via y, después, nmeeial método Student-Newman-KeWl®? < 0,1,

** P <0,01,* P<0,001.
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Figura 22. Influencia del sexo sobre el efecto del TAM, RAL WOR en la captaciéon de Dil-LDL

por los linfocitos de sujetos normolipémicosLos linfocitos de hombres (H) y mujeres (M) NL se
trataron con Dil-LDL mas vehiculo (placebo) o umeneentraciéon 5 uM de TAM, RAL o TOR durante
24 h. Los resultados (media + error estandar) geesan como porcentaje del control (placebo) de la
misma preparacion de linfocitos. El andlisis estiéch se realizé mediante un ANOVA de una via o
ANOVA de dos vias para medidas repetidas.
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En cuanto al efecto de los SERM, los resultadoslegrupo NL mostraron un
incremento de la captacion de Dil-LDL por efectd &M y TOR, siendo el primero
mas potente, mientras que el RAL no tuvo un efsigoificativo (figura 23A), efectos
gue son coherentes con los hallados previamentéos linfocitos del grupo FH, TAM
y TOR también aumentaron la captacion de Dil-LDérgocon similar potencigigura
23B). ElI RAL produjo un ligero aumento, pero en esteocalcanzando significacion
estadisticdfigura 23B). Cuando se analizaron Unicamente los resultadosuibgirupo
HeFH (figura 23C), se observaron los mismos efectos que en el dgrlipd?or otro
lado, nos preguntamos si el grado de estimulaciédyeido por cada SERM es o no
igual en los linfocitos del grupo NL que en los delipo HeFH. Para compararlos,
calculamos, en porcentaje, el efecto de cada SE&Mivo a la captacién por las
correspondientes células no tratadas. Los resusltadostraron que el grado de
estimulacion de la captacion de Dil-LDL por el TAMe similar en los grupos NL y
HeFH (250,7 + 18,4 % vs 250,4 £ 19,2 %, respectafer media £ E.EP = 0,988), y
lo mismo sucedi6 con el TOR (189,1 + 14,3 % vs 2#622,5 %, respectivamente;=
0,285) y el RAL (122,3 + 7,4 % vs 138,8 = 12,2 %Wspectivamente? = 0,246). De
hecho, no existid una interaccion significativaredbs SERM y el grupo de sujetos
estudiadosK = 0,262). Estos resultados sugieren que la daefi@eparcial de rLDL,
como sucede en los pacientes HeFH, no influye efeleividad de los SERM.

En lo que se refiere a los pacientes HoFH, ningientos tres SERM mostré un
efecto apreciable sobre la captacion de Dil-LDL paos linfocitos(figura 23D),
indicando que la presencia de rLDL funcional esesada para que el SERM sea
efectivo.
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Figura 23. Efecto del TAM, RAL y TOR sobre la captacion de DiLDL por los linfocitos de sujetos
normolipémicos y FH. Los linfocitos se trataron con 60 pg/ml Dil-LDL maehiculo (control) o una
concentracion 5 uM de TAM, RAL o TOR durante 24Ah.Sujetos normolipémicos (NL, n = 19). B:
Pacientes con hipercolesterolemia familiar (FH, 28F. C: Pacientes FH heterocigotos (HeFH, n = 17,
subgrupo del grupo FH). C: Pacientes FH homocigftmd-H, n = 3). Los resultados estan expresados
en porcentaje respecto al control interensayd.(Las lineas horizontales representan la medieada
tratamiento. El analisis estadistico se realiz6 iam@d ANOVA de una via para medidas repetidas v,
después, mediante el método Student-Newman-Ké&us< 0,05,** P < 0,001 vs control; ### <
0,001 vs RAL; 888 < 0,001 vs TOR.

4.2.3. Andlisis del efecto de la combinacion de 88RM con la lovastatina sobre la
actividad del receptor de LDL

A continuacion, analizamos el efecto de la combarade los distintos SERM
con la LOV sobre la captacion de Dil-LDL por losfticitos de los sujetos NL y HeFH
Los resultados obtenidos en el grupo NL mostranea interaccion estadisticamente
significativa @ = 0,026) entre los SERM y la LOV, lo cual confirios hallazgos
anteriores. Tampoco aqui tuvo efecto la adicion@¥ sola, pero al combinarla con
TAM vy, en esta ocasion, RAL aumento ligera, pegmisicativamente, la captacién de
Dil-LDL respecto a los correspondientes SERM sdfmgira 24). En el grupo HeFH,
en el cual solo pudimos realizar este analisis @rdd los 17 sujetos, la LOV fue
incapaz de aumentar la captacion de las Dil-LDh;esnbargo, en las células de estos

pacientes dicho farmaco no interaccion6 con losMER= 0,212)(figura 24).
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Figura 24. Efecto de los SERM en combinacion con lovastatinalsre la captacion de Dil-LDL por

los linfocitos de sujetos normolipémicos y FH.os linfocitos de los sujetos normolipémicos (Nh)<X

19) y FH heterocigotos (HeFH) (n = 13) se tratazon 60 pg/ml Dil-LDL mas vehiculo (control), una
concentracién 5 uM de TAM, RAL o TOR, LOV 1 uM odambinacién de estos farmacos, segin se
indica, durante 24 h. Los resultados estan expossad porcentaje respecto al contro interensagq. (i.
Las lineas horizontales representan la media d& ttathmiento. Los resultados en ausencia de L@V so
los mismos que en la figura 16. El analisis estatdise realizd6 mediante un ANOVA de dos vias para
medidas repetidas y, después, mediante el métaadeiB8tNewman-Keuls* P < 0,05. Para mayor
simplicidad, se han omitido las diferencias estaxdis entre las condiciones que difieren en el SERM
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5. DISCUSION

En el presente trabajo hemos estudiado los efadbdAM, RAL y TOR,
SERM ampliamente utilizados en la clinica, sobraciividad del rLDL en linfocitos de
sujetos NL y FH. Es bien conocido que el tratanoiesdan dichos farmacos causa la
disminucién de las concentraciones plasmaticad B como efecto secundario. Los
resultados obtenidos en el presente trabajo muegtra dichos SERM estimulan la
actividad del rLDL en los linfocitos humanos, etecfue radica en su oposicion a la
represion ejercida por las LDL sobre la expresiéhrdDL. En general, el TAM es el
mas efectivo, mientras que el RAL es el SERM gesgmta la menor potencia de los
tres. El efecto estimulador de los SERM sobre f@esion y la actividad del rLDL esta
asociado a la acumulacion del colesterol procededée las LDL en el
endosoma/lisosoma. Estos hallazgos confirman doclins humanos primarios los
obtenidos anteriormente en las células MOLT-4 tlagacon TAM [43] y, ademas, los
amplian al TOR y RAL. Ademés, hemos demostradoegtes efectos se reproducen en
la linea celular hepatocitica HepG2, en la cualAWM también causa la acumulacion

vesicular del colesterol derivado del las LDL [43].

En este estudio hemos observado que los SERM damibcrementan la
actividad del rLDL en los linfocitos procedentesglgetos FH, a excepciéon de los de
pacientes HoFH, teniendo TAM y TOR mayor efecto #. Aunque en aquellos
linfocitos TAM y TOR muestran similar potencia engllos, la comparacion directa de
la magnitud de sus efectos entre los linfocitosuetos HeFH y NL indica que el grado
de estimulacion de la actividad del rLDL para cada de estos farmacos es similar en
ambos grupos de sujetos. La ausencia de efects &HRM en las células de pacientes
HoFH indica que la presencia de un rLDL funciorsahecesaria para que el SERM sea
efectivo, confirmando que estos farmacos estimldaraptacion de las LDL mediante
la via del rLDL especificamente. Estos resultadoauwkstran, ademas, que el efecto de
los SERM sobre la actividad del rLDL en los linfiosi con una deficiencia parcial de
rLDL funcional, como ocurre en los sujetos HeFHssilar que en los linfocitos de

sujetos NL.

A pesar del incremento en la captacion de LDL wmwdadlipor los SERM, la
expresion y la actividad del rLDL permanece porimacde la condicién control
durante todo el periodo de tratamierffguras 5 y 6) Esto indica que los SERM
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alteran la retrorregulacion del rLDL inducida pas ILDL captadas. Una explicacion
plausible de este fenbmeno implica a SREBBsZluema 9) Asi, debido al bloqueo de
la salida del colesterol del endosoma/lisosomavdéa de las LDL, los SERM impiden
la llegada del colesterol al reticulo endoplasmamnde residen los SREBP y, como
indican nuestros resultados, ese colesterol epaacde inhibir el procesamiento de los
SREBP y la expresion de los genes diana de SREBRIAidosLDLR y HMGCR,y
los genes diana de SREBP-1, inclulelaSN[70,196]. Estos efectos son semejantes a
los que ocurren en la enfermedad de Niemann-Pi¢ipdeC (NPC) [197], causada por
una deficiencia en las proteinas lisosomales NPCNPRC?2, encargadas de la
exportacion del colesterol del lisosoma. Asi pleesnhibicion del trafico del colesterol
exdgeno puede explicar la estimulacion de la atdtvidel rLDL por la falta de
retrorregulacion por las LDL en las células tratadan los SERM. Sin embargo, hay
que destacar que, al igual que ocurre en las sahaldratadas, la expresion del rLDL en
los linfocitos tratados con los SERM va disminuy@edn el tiempo de exposicion a las
LDL (figura 6), lo cual sugiere que el bloqueo no es total y agaolesterol sale del

lisosoma y alcanza el compartimento regulador.
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_—> colesterol CO|eSterool/
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aparato
de Golgi

Esquema 9. Efecto de los SERM sobre la homeostasmlular del colesterol.Las flechas en verde
indican activacion y las fechas en linea roja diicoa indican inhibicién.
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La disminucion de la esterificacion del colestepolr efecto de los SERM
también estd de acuerdo con el bloqueo del tramspide colesterol al reticulo
endoplasmico, donde también se localiza AGA3quema 9) Sin embargo, no puede
descartarse que la inhibicion directa de esta emzambién contribuya a la disminucion
en las tasas de esterificacion de colesterol, ceendha demostrado que ocurre en
extractos microsomales de higado de rata tratamlo3 &M, si bien el RAL muestra un
efecto mucho mas débil que el TAM en este sistei@4][y no se dispone de resultados

anteriores para el TOR

La oposicion de los SERM a la estimulacion de laresion deABCAlmediada
por las LDL sugiere una alteracion de la via de LXKRR es un receptor nuclear
activado por oxiesteroles, productos de la oxidaciél colesterol, el cual estimula la
transcripcion del geiABCAJ que codifica una proteina (ABCA1) de la superficie
celular que se encarga del transporte de colestactd el exterior de la célula [192]. La
disfuncion observada en la via de LXR de los liitésc tratados con los SERM
recapitula las deficiencias en la produccion déakcoxiesteroles y en la consecuente
activacion del LXR encontradas en los fibroblasdBC [198]. Sin embargo, no
podemos descartar un papel para la via de SREBRa2dessminucion del contenido del
MRNA de ABCA1 causada por los SERM. Asi, el aumento de la trgpwsén de
SREBF2]a cual esta regulada por SREBP-2, conllevar@aueiento de la expresion del
microRNA-33a, codificado por el intron 16 de dicgen y que tiene como diana el
MRNA deABCA1[199,200].

En su conjunto, las alteraciones en las vias deBPRELXR inducidas por el
tratamiento con los SERM resalta la importanciatdlco intracelular del colesterol
para la homeostasis del mismo, incluso en preseaeigpequefios cambios en el
contenido celular de colesterol. Debemos indicari agie la cantidad de granulos de
colesterol acumulados en el citoplasma de los ditde tratados con SERM dista
considerablemente de las cantidades que se obsaratar distintas lineas celulares
[43,201]. Por otro lado, es preciso mencionar queaerepresion de la expresion de
ABCA1 mediada por los SERM también puede estar implicado mecanismo
independiente del trafico intracelular de coledte8e ha descrito que el TAM influye
en dicha expresion a través del incremento de taesdracion de 5,6-epoxicolesterol,
un modulador de LXR cuyo efecto depende del coatesltular y génico [178,179].
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Los presentes hallazgos también indican que Radestan involucrados en la
estimulacién de la actividad del rLDL en linfocitg®r los SERM, puesto que el
antiestrégeno ICI 182,780 no inhibi6 el efecto deuano de ellos y, ademas, el E2 no
tuvo efecto sobre dicha actividad. Estos resultadtén de acuerdo con los previamente
encontrados en las células MOLT-4 [4Bls cuales se ha descrito que no expresan una
cantidad significativa de ER [202]. Sin embargdjrBng et al [94] mostraron que TAM
y E2 son capaces de aumentar la transcripcionlLddl a través de la unién de un
complejo ER/Spl a un elemento Spl en cis presente en el poontegto fue hallado
mediante ensayos de gen reportero con el gen decif@rasa en células HepG2
cotransfectadas con ER mientras que en células no cotransfectadas yétras
cotransfectadas con BRtanto TAM como E2 fueron incapaces de inducir la
transcripcion del gen reportero [94sto sugiere que para observar un efecto mediado
por los ER en la transcripcion del rLDL se requigne alta expresion de BEREIl hecho
de que, como aqui se ha observado, los SERM sinmarten la actividad del rLDL en
las células HepG2 intactas reforzaria la idea de e@gtos farmacos son capaces de
aumentar la expresion del rLDL por un mecanismepeshdiente de los ER. Por todo
ello, nuestros resultados sugieren que la estintulade la actividad del rLDL de los

linfocitos por los SERM es esencialmente indepertdide los ER.

Como ya se conoce, los SERM, aunque con merteng@a que la LOV, son
capaces de inhibir la biosintesis de colestergllB&173,174], lo que puede contribuir
al incremento en la expresion del rLDL. Particulamte, Kedjouar et al [155],
trabajando con células de cancer de mama MCF-oné&acon que el TAM y el RAL
se unen e inhiben a AEBS, un complejo microsomal cpntiene dos enzimas de la
biosintesis del colesterol, lg-BidroxiesterolA®-A’-isomerasa (D8D7 o EBP) vy la
3p-hidroxiesterolA’-reductasa (DHCR7). Sin embargo, es improbableegte efecto
tenga un papel significativo en los linfocitos paiios, pues estas células tienen una
biosintesis de colesterol muy poco activa y, ensopancia con ello, no hemos
detectado precursores de colesterol con ningundosidratamientos. Esto esta de
acuerdo con las bajas tasas de biosintesis detarolegiue tienen las células no

proliferantes [203].

Es sabido que el TAM influye en la expresion daegecontrolados por LXR
mediante un mecanismo en el que esta implicadeotiupcion de ROS y la inhibicién

de la 5,6-epoxicolesterol hidrolasa [179], unawad#éid enzimatica llevada a cabo por el
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complejo AEBS [176]. Esto da lugar a la acumulaciEmtire otros epdxidos, de,bo-
epoxicolesterol e, indirectamente, al incrementdadexpresion del gen del rLDL en
células de cancer de mama [179]. Dado que la vitarii suprime dichos efectos,
estudiamos el efecto de la misma sobre el incresrsita actividad del rLDL mediado
por los SERM en los linfocitos primarios. Nuestrossultados sugieren cierta
implicaciéon de ROS en el efecto de los SERM, esfreeinte del RAL, pero este no
parece ser el mecanismo principal y comin a los tAemacos en los linfocitos
primarios, distintamente a lo que ocurre en laslaglde cancer de mama tratadas con
TAM [179]. Probablemente, el efecto de los SERM etntrafico intracelular del
colesterol de los linfocitos y en la expresion deDL radica en las propiedades
qguimicas que les otorga su estructura anfifilich,igaal que sucede con otros
compuestos con similares caracteristicas, como &BB6AY-9944 [204] y farmacos
antipsicoticos [40,205], que inducen la retenciéadomal del colesterol procedente de
las LDL vy la activacion de los genes diana de SREBRetencidn del colesterol puede
ser secundaria a la acumulacion de dichos agemtd®selisosomas debido a un
mecanismo de trampa de iones (ver mas abajo),atlocurre cuando las aminas son
protonadas en compartimentos con pH acido comolismsomas, donde quedan
atrapadas por la imposibilidad de atravesar la manabde los mismos [2Q6El
desigual efecto producido por TAM y TOR en relac®®®RAL sobre la actividad del
rLDL en los linfocitos puede estar relacionado sarestructura quimica, pues TAM y
TOR son derivados del trifeniletileno, diferenciasd entre ellos por la presencia de un
atomo de CIl en la posiciéon 4 del TOR, mientras AL es un derivado del
benzotiofeno [163].

Cabe preguntarse por el mecanismo mediante ellosaBERM inducen la
acumulacion de colesterol en los endosomas/lisocsorima posibilidad es la
interferencia en la funcion de la esfingomielinasala, que cataliza la hidrélisis de la
esfingomielina en el endosoma/lisosoma producieraiamida y fosforilcolina. Al pH
acido del endosomallisosoma, la esfingomielinaEa s gada positivamente, lo que le
permite unirse a las vesiculas intralisosomalega @uperficie posee carga negativa
gracias a la incorporacion del fosfolipido anionims-monoacilglicerofosfato (o acido
lisobisfosfatidico). En esta ubicacién la esfingelinasa actia sobre su sustrato [207].
Se ha descrito que algunos farmacos anfifilicogmiabs, como los antidepresivos

imipramina y desipramina, desplazan a la esfinglimaiga de la superficie de dichas
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vesiculas, propiciando asi la degradacion de lamenZ208]. La consiguiente
acumulacion de esfingomielina en detrimento demigla inhibe la transferencia del
colesterol por NPC2 y, por tanto, su exportaciésddeel lisosoma [209]. Ello se debe a
que la esfingomielina tiene gran afinidad por elesterol, reteniéndolo asi en la
vesicula, mientras que la ceramida tiene el efectdrario. En consonancia con este
modelo, la deficiencia de esfingomielinasa en leremedad de Niemann-Pick de los
tipos A y B se asocia a la acumulacion de colestardos endosomas/lisosomas [210].
Otro posible mecanismo para la acumulacion de wotdsen estos organulos por efecto
de los SERM es que estos se intercalen en la mambdealos endosomas/lisosomas de
manera que distorsionen la funcién de NPC1, talngacse ha sugerido para U18666A
[211].

Al TAM se le considera un profarmaco, ya que sivaletd antitumoral se debe
principalmente a su conversion en END y 4-OH-TAM,l& que es clave la acciéon de
CYP2D6 [158,212]. Dichos metabolitos poseen majfioidad por los ER que el TAM
y similar a la que tiene el E2 [218I| END se considera el metabolito mas importante,
ya que en pacientes tratadas con TAM aquel presamda mayor concentracion
circulante que el 4-OH-TAM [160,212]. Por su patites derivados hidroxilados del
TOR se encuentran en mucha menor concentracionorgue los del TAM, por lo que
es previsible que no jueguen un papel tan impatantias acciones de aquel [171]. Los
linfocitos no presentan actividad detectable denaima CYP2D6 [161], lo que indica
que la conversion del TAM en sus metabolitos deldgano es necesaria para
incrementar la actividad del rLDL. No obstante, posguntamos si el END es similar a
su precursor o bien al E2 en sus efectos sobretiladad del rLDL. Observamos que,
al contrario que el E2, el END estimulé la actiddan la misma medida que el TAM y
que el efecto tampoco fue inhibido por ICI 182,7B6to sugiere que la transformacion
del TAM en sus derivados activos en aquellas celglee poseen CYP2D6, como los
hepatocitos, transformacién que conlleva una hithoxn y una desmetilacién del N,
preserva la capacidad del TAM para aumentar lidati del rLDL por un mecanismo
independiente de los ER. Probablemente, los desnediarios alternativos de esta
biotransformacion, 4-OH-TAM y N-desmetil-TAM [158ksquema 8) también son
capaces de aumentar la actividad del rLDL, puessestmpuestos comparten con el
TAM y el END la caracteristica de ser aminas aiddés catidnicas.
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El aumento de la actividad del rLDL mediado pa 8ERM vy el consiguiente
aumento en la eliminacion del cLDL podria contribal efecto hipolipemiante que
estos farmacos muestran in vivo. En consonancieestm estudios realizados en ratas
tratadas con el SERM acolbifeno han documentadawmento de la expresion del
rLDL hepatico asociado a una disminucion de la eatracion plasmatica de cLDL
[214]. Como hemos comentado anteriormente, el ptesestudio ha puesto de
manifiesto que, de los tres SERM aqui evaluadoRA¢! es el menos potente sobre la
actividad del rLDL en linfocitos; no obstante, hgiye destacar que este farmaco si es
efectivo reduciendo la concentracion de cLDL inov[63]. Esto sugiere que el RAL
podria ser mas activo en otros tipos celularesocqor ejemplo, los hepatocitos. Esta
hipotesis estd de acuerdo con la similar magnitldetecto de los tres SERM en las
células HepG2. Es pertinente indicar que las cdrmeones de TAM empleadas en
nuestro estudio se encuentran dentro del rangtasl@alcanzadas en los pacientes
tratados con el mismo (~ 0,5 - 6 uM) [215]. Adem&lsRAL, asi como el TOR, es
habitualmente administrado a dosis mas elevadaseié\M [216], lo cual podria
compensar las diferencias entre las potencias sl&rds farmacos observadas in vitro

(figura 2).

Existen otros mecanismos que podrian contribugéfedto hipolipemiante de los
SERM, como la inhibiciéon de la biosintesis de deles, mencionada anteriormente
[43,155,173,174]. Ademas, también podrian partrogmadicho efecto la supresion de la
esterificacion del colesterol por la ACAT, como rsiman nuestros resultados y otros
previos [181], y la modulacion de la expresion o genes diana de LXR [178,179],
como hemos observado en este trabajo pBGRAL

Tal y como habiamos descrito anteriormente parbAdll [43], el RAL y el
TOR son capaces de estimular la actividad del reDllas células MOLT-4 y, ademas,
de ejercer un efecto sinérgico cuando se afiadammbinacién con la LOV. En las
células HepG2 hemos observado respuestas simdaresodos los SERM. El efecto
nulo que en ambos casos presentd la LOV cuanddiadiéasola es atribuible al
predominio del efecto represor que ejercen las Bdsa concentracion sobre el rLDL
[43]. Sin embargo, en combinacién con cada unocodeSERM la LOV es capaz de
aumentar la captaciéon de Dil-LDL por encima deltam@zada con el correspondiente
SERM solo. Esto es compatible con la idea de q&E&M, al limitar la disponibilidad

del colesterol lipoproteico, activa la biosintedis colesterollesquema 9) lo que

97



Discusién

permite a la LOV ejercer su accion inhibitoria sobsta ruta y, asi, activar la expresion
del rLDL. De este modo, los distintos mecanismoaa®on de los SERM, por un lado,
y de la LOV, por el otro, explicarian la sinergabee la actividad del rLDL cuando se

combinan ambos tipos de farmacos.

En los linfocitos primarios, la LOV sola tampocedwn efecto detectable sobre
la actividad del rLDL. Cuando se combind con losgR®Ese produjo una sinergia mas
débil que la observada en las células MOLT-4 y Hep&si, cuando los linfocitos se
trataron en las mismas condiciones que las lineaslaces, utilizando una
concentracion de SERM igual a 5 uM, solo se observéfecto sinérgico con TAM v,
menos regularmente, con RAL. En los linfocitos @ pacientes HeFH, no se produjo
efecto sinérgico con ninguno de los SERM, comociada falta de interaccion entre
estos y la LOV. Desconocemos si la falta de regpuss estas células al tratamiento
combinado guarda o no alguna relacion con la @efeta de rLDL que las mismas
presentan. Por otro lado, nuestros resultadosasohnfocitos de pacientes NL indican
que el efecto sinérgico entre los SERM y la LOV alefe, al menos en parte, de la
magnitud del efecto de los primeros. Asi, cuandoeimentamos esta mediante el
tratamiento de los linfocitos con una concentradénSERM 10 uM, los tres SERM
produjeron un efecto sinérgico con la estatinao EBstgiere, en consonancia con la
hipotesis planteada para las células MOLT-4 y Hepgs2 la mayor restriccion de la
disponibilidad del colesterol lipoproteico causadala mayor dosis de SERM aumenta
la susceptibilidad de los linfocitos para resporalda LOV, lo que, previsiblemente,
debe estar asociado a cierta activacion de larthess$ de colesterol en respuesta a la
mayor reduccion de la llegada del colesterol liptgico al reticulo endoplasmcio por
efecto de los SERNEesquema 9)Por ello, no podemos descartar que el tratamigato
los linfocitos de los pacientes HeFH con una magoncentracion de SERM en
combinacion con LOV permita observar un efectorgicé. La menor sensibilidad de
los linfocitos primarios que las células MOLT-4 ¢pG2 al efecto sinérgico puede ser
consecuencia del menor requerimiento de colestolas primeras células, lo que

mantiene la biosintesis de este lipido muy poceact

A pesar del débil efecto sinérgico entre los SERM OV sobre la actividad
del rLDL en los linfocitos primarios, no podemosscartar la posibilidad de que, in
vivo, dicho efecto tenga una mayor magnitud en lagly tejidos con un activo

metabolismo del colesterol, como en el higado,ual guega un papel crucial en la
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homeostasis del colesterol en el organismo. Si ligrcélulas HepG2 fueron las que
respondieron mas intensamente a los tratamientodbinados, la falta de un efecto
significativo de la LOV sola no se corresponde mque se ha descrito que sucede en
el higado in vivo. Asi, se ha documentado que haiaidtracion de estatinas a humanos
inhibe la biosintesis de colesterol [217] e incretada expresion del rLDL hepatico
[35]. Esto indica que la biosintesis hepatica desterol permanece activa en presencia
de concentraciones fisiologicas de LDL, hacien@sta via sensible a la inhibicién por
las estatinas y a la consiguiente estimulacion adeexpresion del rLDL. En esta
situacion, la administracion simultanea de un SERMiera ser capaz de incrementar
aun mas la expresion del rLDL. A favor de esta t@pi§, un estudio que evalud la
eficacia de la administracion conjunta de RAL yisldmjas de sinvastatina a mujeres
posmenopausicas encontré que dicho tratamientone&ta eficaz reduciendo las
concentraciones plasmaticas de colesterol y apaeBlajadministracion de cualquiera
de esos farmacos por separado [218]. Aunque sossaeos mas estudios sobre la
eficacia del tratamiento combinado y sus posiblestes secundarios, la administracion
conjunta de una estatina y un agente que se oolagyeepresion que ejercen las LDL,
como una amina anfifilica catidnica, pudiera sex alternativa para aquellos pacientes
gue no logran alcanzar una adecuada concentraei@oldsterol usando las terapias
convencionales con estatinas [120]. Ademas, diskrategia pudiera evitar el uso de

altas dosis de estatinas, reduciendo asi el reésgadecer eventos adversos [219].

En resumen, en el presente estudio hemos demositeaddAM, TOR y RAL,
en este orden, estimulan la actividad y expresiénrdDL en linfocitos primarios
humanos mediante la interferencia en los mecanidmooseostaticos del colesterol,
siendo sus efectos similares en sujetos NL y HéfaHtombinacion de esos SERM con
LOV produce un aumento adicional moderado en laidad del rLDL en los linfocitos
primarios comparativamente con el producido encislas HepG2 y MOLT-4. La
estimulacién de la expresion del rLDL mediada per $ERM es independiente de los
ER, pero el metabolito activo del TAM, el END, puog un aumento similar al
producido por el TAM, lo cual apoya la hipotesis glee la estructura anfifilica
cationica de los SERM es crucial para dicho efeStogerimos que este mecanismo

contribuye a la disminucion de las concentraciateesLDL que causan los SERM.
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6. CONCLUSIONES

1. El tamoxifeno, raloxifeno y toremifeno estimulandxpresion y actividad del
receptor de LDL en linfocitos primarios humanognsio el tamoxifeno y el

raloxifeno el mas y el menos potente, respectivéeem estos efectos.

2. El mecanismo implicado en el aumento de la expned@ receptor de LDL por
los SERM es el bloqueo de la exportacion del cetebide las LDL desde los
endosomas tardios/lisosomas, previniendo asi deeelesterol pueda llegar al

reticulo endoplasmico e impedir la activacion d&EBR-2.

3. Los SERM, ademas de activar las vias de SREBP-REB®-1, inhiben la
actividad de la ACAT y la expresion de la diand & ABCAY todo lo cual es

compatible con la reduccion de la disponibilidaldilee de colesterol.

4. El efecto de los SERM sobre el receptor de LDL redependiente de los
receptores de estrogenos.

5. El endoxifeno, metabolito activo del tamoxifenene el mismo efecto que este
farmaco sobre la actividad del receptor de LDL y daumulacion de
endosomas/lisosomas ricos en colesterol, hechgsunigtos a los efectos del
raloxifeno y toremifeno, sugieren que las propiedadnfifilicas de estos
farmacos subyacen a la retencién endosomal de timto.

6. Los SERM sensibilizan a las células frente a ladacde la lovastatina sobre la
actividad del receptor de LDL, y la combinacionasebos farmacos produce un

efecto sinérgico.

7. El efecto sinérgico sobre la actividad del recemterLDL en los linfocitos
primarios es mas débil que en las lineas celuldege52 y MOLT-4, lo cual

pudiera deberse a la escasa biosintesis de colestesiquellas células.

8. El grado de estimulacién de la actividad del remede LDL por los SERM en
los linfocitos de pacientes FH con una deficienggacial de receptor es el

mismo que en los linfocitos de sujetos normolipémsic

9. En los linfocitos de pacientes FH portadores hoguwios de una mutacion en el
receptor de LDL, los SERM no producen ningun efextdbre la actividad del
receptor, lo cual indica que el incremento de lpta@on de LDL por estos
farmacos se realiza especificamente a través cgpta de LDL funcional.
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10. Proponemos que el aumento de la actividad del teicdp LDL por los SERM
mediante la interferencia en el trafico intracelual colesterol esta implicado
en la disminucién de la concentracion de colestelldl en pacientes tratados

con tamoxifeno, raloxifeno o toremifeno.

104



BIBLIOGRAFIA






Bibliografia

7. BIBLIOGRAFIA

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

World Health Organization. Global status repamt noncomunicable diseases
2010.2011.

Hopkins PN. Molecular biology of atherosclerogthysiol Rev2013;93:1317-
1542.

Lusis AJ. Atherosclerosiblature.2000;407:233-241.

Ren G, Rudenko G, Ludtke SJ, Deisenhofer J, @hilPownall HJ. Model of
human low-density lipoprotein and bound receptaeblaon cryoEMProc Natl
Acad Sci U S A2009;107:1059-1064.

Maxfield FR, Tabas |. Role of cholesterol angidi organization in disease.
Nature.2005;438:612-621.

Porter JA, Young KE, Beachy PA. Cholesterol rfiodiion of hedgehog
signaling proteins in animal developme@tiencel996;274:255-259.

Nybakken K, Perrimon N. Hedgehog signal transdacrecent findingsCurr
Opin Genet Dev2002;12:503-511.

Mauch DH, Nagler K, Schumacher S, Goritz C, MuUIEC, Otto A, Pfrieger
FW. CNS synaptogenesis promoted by glia-derivedlesherol. Science.
2001;294:1354-1357.

Goritz C, Mauch DH, Pfrieger FW. Multiple meclsans mediate cholesterol-
induced synaptogenesis in a CNS neuhldaol. Cell Neurosci2005;29:190-201.

Martinez-Botas J, Suarez Y, Ferruelo AJ, Gé@emwnado D, Lasuncion MA.
Cholesterol starvation decreases p34(cdc2) kineseitg and arrests the cell
cycle at G2Faseb J1999;13:1359-1370.

Fernandez C, Lobo MdVT, GAmez-Coronado D, LasuimMA. Cholesterol is
essential for mitosis progression and its deficgemaduces polyploid cell
formation.Exp Cell Res2004;300:109-120.

Goldstein JL, DeBose-Boyd RA, Brown MS. Proteensors for membrane
sterols.Cell. 2006;124:35-46.

Zhao C, Dahlman-Wright K. Liver X receptor ihatesterol metabolism]
Endocrinol.2010;204:233-240.

Trzaskos J, Kawata S, Gaylor JL. Microsomal yeres of cholesterol
biosynthesis. Purification of lanosterol d4nethyl demethylase cytochrome P-
450 from hepatic microsomesBiol Chem1986;261:14651-14657.

Kawata S, Trzaskos JM, Gaylor JL. Microsomakyemes of cholesterol
biosynthesis from lanosterol. Purification and elcéerization ofA7-sterol 5-
desaturase of rat liver microsom@®iol Chem1985;260:6609-6617.

Kovacs WJ, Shackelford JE, Tape KN, Richards FRust PL, Fliesler SJ,
Krisans SK. Disturbed cholesterol homeostasis prem@xisome-deficient PEX2
knockout mouse moddilol Cell Biol.2004;24:1-13.

Goldstein JL, Brown MS. Regulation of the mewalte pathwayNature.
1990;343:425-430.

107



Bibliografia

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

108

Rodwell VW, Nordstrom JL, Mitschelen JJ. Regolaof HMG-CoA reductase.
Adv Lipid Res1976;14:1-74.

Friesen JA, Rodwell VW. The 3-hydroxy-3-methytgryl coenzyme-A (HMG-
CoA) reductasessenome Biol2004;5:248.

Huneeus VQ, Wiley MH, Siperstein MD. Isopeniedgnine as a mediator of
mevalonate-regulated DNA replicationrProc Natl Acad Sci U S A.
1980;77:5842-5846.

Cuthbert JA, Lipsky PE. Regulation of proliftsa and Ras localization in
transformed cells by products of mevalonate metsimol Cancer Res.
1997;57:3498-3505.

Zhang FL, Casey PJ. Protein prenylation: mdégaunechanisms and functional
consequenceé&nnu Rev Biochem996;65:241-269.

Marin Bivens CL, Grondahl C, Murray A, Blume Su YQ, Eppig JJ. Meiosis-
activating sterol promotes the metaphase | to nhetse Il transition and
preimplantation developmental competence of mowsgtes maturing in vitro.
Biol Reprod2004;70:1458-1464.

Rozman D, Seliskar M, Cotman M, Fink M. PreleBterol precursors in
gametogenesiddol Cell Endocrinol.2005;234:47-56.

Sharpe LJ, Brown AJ. Controlling cholesterohtigsis beyond 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase (HMGCR).Biol Chem2013;288:18707-18715.

Houten SM, Wanders RJ, Waterham HR. Biochenacal genetic aspects of
mevalonate kinase and its deficienByochim Biophys Act&2000;1529:19-32.

Horvat S, McWhir J, Rozman D. Defects in ches synthesis genes in
mouse and in humans: lessons for drug developrmehsafer treatment&rug
Metab Rev2011;43:69-90.

Vitols S, Norgren S, Juliusson G, Tatidis L{ihman H. Multilevel regulation of
low-density lipoprotein receptor and 3-hydroxy-3thdglutaryl coenzyme A
reductase gene expression in normal and leukenisc Béood. 1994;84:2689-
2698.

Brown MS, Goldstein JL. The SREBP pathway: l&tpn of cholesterol
metabolism by proteolysis of a membrane-bound tr@ptson factor. Cell.
1997;89:331-340.

Radhakrishnan A, lkeda Y, Kwon HJ, Brown MS,|dStein JL. Sterol-
regulated transport of SREBPs from endoplasmicuktm to Golgi: oxysterols
block transport by binding to Insi§roc Natl Acad Sci U S £007;104:6511-
6518.

Choi JW, Peffley DM. 3'-untranslated sequencesliate post-transcriptional
regulation of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA redase mRNA by 25-
hydroxycholesteroBiochem J1995;307 ( Pt 1):233-238.

Peffley DM, Gayen AK. Mevalonate regulates polye distribution and blocks
translation-dependent suppression of 3-hydroxy-#giglutaryl coenzyme A
reductase mRNA: relationship to translational contéomat Cell Mol Genet.
1995;21:189-204.



Bibliografia

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Canto C, Auwerx J. AMP-activated protein kinased its downstream
transcriptional pathway€ell Mol Life Sci2010;67:3407-3423.

Sever N, Song BL, Yabe D, Goldstein JL, Brow8,NDeBose-Boyd RA. Insig-
dependent ubiquitination and degradation of manmanali3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase stimulated by stewntsl geranylgeranioll Biol
Chem.2003;278:52479-52490.

Tobert JA. Lovastatin and beyond: the histofythe HMG-CoA reductase
inhibitors.Nat Rev Drug Disco\2003;2:517-526.

Nave JF, d'Orchymont H, Ducep JB, Piriou F,gJih). Mechanism of the
inhibition of cholesterol biosynthesis by 6-fluoremalonate. Biochem J.
1985;227:247-254.

Castillo M, Martinez-Cayuela M, Zafra MF, Gar#feregrin E. Effect of
phenylalanine derivatives on the main regulatoryzyeres of hepatic
cholesterogenesidlol Cell Biochem1991;105:21-25.

Reszka AA, Rodan GA. Mechanism of action ofpbasphonatesCurr
Osteoporos Re2003;1:45-52.

Bergstrom JD, Kurtz MM, Rew DJ, Amend AM, KaskdD, Bostedor RG,
Bansal VS, Dufresne C, VanMiddlesworth FL, Hens@i3, et al. Zaragozic
acids: a family of fungal metabolites that are piodar competitive inhibitors of
squalene synthaskroc Natl Acad Sci U S A993;90:80-84.

Canfran-Duque A, Casado ME, Pastor O, Sanchazedimer J, de la Pena G,
Lerma M, Mariscal P, Bracher F, Lasuncion MA, Busk Atypical
antipsychotics alter cholesterol and fatty acidahetism in vitro.J Lipid Res.
2013;54:310-324.

Dvornik D, Hill P. Effect of long-term adminiation of AY-9944, an inhibitor
of 7-dehydrocholesteroh7-reductase, on serum and tissue lipids in theJrat.
Lipid Res.1968;9:587-595.

Boogaard A, Griffioen M, Cohen LH. Regulationf @-hydroxy-3-
methylglutaryl-coenzyme A reductase in human hepateell line Hep G2.
Effects of inhibitors of cholesterol synthesis amezyme activity.Biochem J.
1987;241:345-351.

Suarez Y, Fernandez C, Gomez-Coronado D, HerAlk Davalos A, Martinez-
Botas J, Lasuncion MA. Synergistic upregulationl@iv-density lipoprotein
receptor activity by tamoxifen and lovastat@ardiovasc Re2004;64:346-355.

Ferndndez C, Suérez Y, Ferruelo AJ, Gomez-GomrD, Lasuncién MA.
Inhibition of cholesterol biosynthesis bx22-unsaturated phytosterols via
competitive inhibition of steroh24-reductase in mammalian celBochem J.
2002;366:109-119.

Lasuncion MA, Gémez-Coronado D, Suéarez Y. Liptginas: caracteristicas,
clasificacion y proteinas que intervienen en suabmtsmo.ln Aterosclerosis.,
J. Millan, ed. (Barcelona, Massor005.

Berneis KK, Krauss RM. Metabolic origins andhiclal significance of LDL
heterogeneityd Lipid Res2002;43:1363-1379.

109



Bibliografia

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

4.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

110

Mead JR, Irvine SA, Ramiji DP. Lipoprotein lipasstructure, function,
regulation, and role in diseaseMol Med (Berl).2002;80:753-769.

Yamashita S, Hirano K, Sakai N, Matsuzawa Y.lddolar biology and
pathophysiological aspects of plasma cholestetgr ésansfer proteinBiochim
Biophys Acta2000;1529:257-275.

Hirayama S, Miida T. Small dense LDL: An emaqgirisk factor for
cardiovascular diseasgélin Chim Acta2012;414:215-224.

Calvo D, GOmez-Coronado D, Suéarez Y, Lasundit’ky Vega MA. Human
CD36 is a high affinity receptor for the nativedpgroteins HDL, LDL, and
VLDL. J Lipid Res1998;39:777-788.

van Berkel TJ, Out R, Hoekstra M, Kuiper J,8&n E, van Eck M. Scavenger
receptors: friend or foe in atherosclerostaitr Opin Lipidol.2005;16:525-535.

Moore KJ, Freeman MW. Scavenger receptorsharasclerosis: beyond lipid
uptake Arterioscler Thromb Vasc Bic2006;26:1702-1711.

Vantourout P, Radojkovic C, Lichtenstein L, Bon Champagne E, Martinez
LO. Ecto-F(1)-ATPase: a moonlighting protein compland an unexpected
apoA-I receptorWorld J GastroenteroR010;16:5925-5935.

Hafiane A, Genest J. HDL, Atherosclerosis, aBtherging Therapies.
Cholesterol2013;2013:891403.

Brown MS, Goldstein JL. A receptor-mediated hpaty for cholesterol
homeostasisSciencel1986;232:34-47.

Tolleshaug H, Goldstein JL, Schneider WJ, BroMi$. Posttranslational
processing of the LDL receptor and its genetic uison in familial
hypercholesterolemi&ell. 1982;30:715-724.

Pearse BM. Clathrin: a unique protein assodiatgh intracellular transfer of
membrane by coated vesicl&oc Natl Acad Sci U S A976;73:1255-1259.

Marsh M, Bolzau E, Helenius A. Penetration efm8ki Forest virus from acidic
prelysosomal vacuole€ell. 1983;32:931-940.

He G, Gupta S, Yi M, Michaely P, Hobbs HH, CohlkC. ARH is a modular
adaptor protein that interacts with the LDL receptdathrin, and AP-2J Biol
Chem.2002;277:44044-44049.

Zhao Z, Pompey S, Dong H, Weng J, Garuti R,hsléty P. S-nitrosylation of
ARH is required for LDL uptake by the LDL receptod. Lipid Res.
2013;54:1550-1559.

Kang RS, Folsch H. ARH cooperates with AP-1Bhi& exocytosis of LDLR in
polarized epithelial cellsl Cell Biol.2011;193:51-60.

Soutar AK. Unexpected roles for PCSK9 in lipieetabolism.Curr Opin
Lipidol. 2011;22:192-196.

Chang TY, Li BL, Chang CC, Urano Y. Acyl-coenay A:cholesterol
acyltransferases&\m J Physiol Endocrinol MetaB009;297:E1-9.

Maxfield FR, van Meer G. Cholesterol, the cantipid of mammalian cells.
Curr Opin Cell Biol.2010;22:422-429.



Bibliografia

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

Chang TY, Reid PC, Sugii S, Ohgami N, Cruz @G8ang CC. Niemann-Pick
type C disease and intracellular cholesterol whifig. J Biol Chem.
2005;280:20917-20920.

Rudenko G, Henry L, Henderson K, IchtchenkoBkKgwn MS, Goldstein JL,
Deisenhofer J. Structure of the LDL receptor exdiatar domain at endosomal
pH. Science2002;298:2353-2358.

Chen WJ, Goldstein JL, Brown MS. NPXY, a segeemften found in
cytoplasmic tails, is required for coated pit-méelhinternalization of the low
density lipoprotein receptod.Biol Chem1990;265:3116-3123.

Go GW, Mani A. Low-density lipoprotein recep{@DLR) family orchestrates
cholesterol homeostasigale J Biol Med2012;85:19-28.

Hobbs HH, Russell DW, Brown MS, Goldstein JheTLDL receptor locus in
familial hypercholesterolemia: mutational analysiss membrane protei\nnu
Rev Genetl990;24:133-170.

Horton JD, Goldstein JL, Brown MS. SREBPs: saiptional mediators of lipid
homeostasi<Cold Spring Harb Symp Quant Bi@002;67:491-498.

Hua X, Yokoyama C, Wu J, Briggs MR, Brown Mpl@stein JL, Wang X.

SREBP-2, a second basic-helix-loop-helix-leucinger protein that stimulates
transcription by binding to a sterol regulatoryneét. Proc Natl Acad Sci U S
A.1993;90:11603-11607.

Brown AJ, Sun L, Feramisco JD, Brown MS, GadstlL. Cholesterol addition
to ER membranes alters conformation of SCAP, thEEFRescort protein that
regulates cholesterol metabolisktol Cell. 2002;10:237-245.

Yang T, Espenshade PJ, Wright ME, Yabe D, Gongebersold R, Goldstein
JL, Brown MS. Crucial step in cholesterol homedstasterols promote binding
of SCAP to INSIG-1, a membrane protein that faaiés retention of SREBPs in
ER.Cell. 2002;110:489-500.

Gong Y, Lee JN, Lee PC, Goldstein JL, Brown MWS, J. Sterol-regulated
ubiquitination and degradation of Insig-1 createsoavergent mechanism for
feedback control of cholesterol synthesis and wgptakll Metab.2006;3:15-24.

Adams CM, Goldstein JL, Brown MS. Cholesteraticed conformational
change in SCAP enhanced by Insig proteins and rkadicby cationic
amphiphilesProc Natl Acad Sci U S £003;100:10647-10652.

Espenshade PJ, Li WP, Yabe D. Sterols blocKifgnof COPII proteins to
SCAP, thereby controlling SCAP sorting in ERroc Natl Acad Sci U S A.
2002;99:11694-11699.

Sun LP, Li L, Goldstein JL, Brown MS. Insig uaed for sterol-mediated
inhibition of Scap/SREBP binding to COPII proteims vitro. J Biol Chem.
2005;280:26483-26490.

Kong WJ, Liu J, Jiang JD. Human low-densitpfipotein receptor gene and its
regulation.J Mol Med (Berl)2006;84:29-36.

Janowski BA, Shan B, Russell DW. The hypochetesemic agent LY295427
reverses suppression of sterol regulatory elemiewlifiy protein processing
mediated by oxysterold.Biol Chem2001;276:45408-45416.

111



Bibliografia

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

112

Wilson GM, Vasa MZ, Deeley RG. Stabilizatiordatytoskeletal-association of
LDL receptor mRNA are mediated by distinct domainsts 3' untranslated
region.J Lipid Res1998;39:1025-1032.

Singh AB, Kan CF, Shende V, Dong B, Liu J. Aveloposttranscriptional
mechanism for dietary cholesterol-mediated suppmessf liver LDL receptor
expressiond Lipid Res2014.

Wang Y, Huang Y, Hobbs HH, Cohen JC. Molecutharacterization of
proprotein convertase subtilisin/kexin type 9-méstla degradation of the
LDLR. J Lipid Res2012;53:1932-1943.

Jeong HJ, Lee HS, Kim KS, Kim YK, Yoon D, Pa&kV. Sterol-dependent
regulation of proprotein convertase subtilisin/keype 9 expression by sterol
regulatory element binding protein<RLipid Res2008;49:399-4009.

Li J, Tumanut C, Gavigan JA, Huang WJ, Hambdh Tumanut R, Suen KF,
Trauger JW, Spraggon G, Lesley SA, Liau G, YoweHayris JL. Secreted
PCSK9 promotes LDL receptor degradation indepermyleaf proteolytic
activity. Biochem J2007;406:203-207.

Fisher TS, Lo Surdo P, Pandit S, Mattu M, SantdC, Wisniewski D,
Cummings RT, Calzetta A, Cubbon RM, Fischer PA,athandani A, De
Francesco R, Wright SD, Sparrow CP, Carfi A, SitlnEffects of pH and low
density lipoprotein (LDL) on PCSK9-dependent LDIceptor regulationd Biol

Chem.2007;282:20502-20512.

Cunningham D, Danley DE, Geoghegan KF, Grift&, Hawkins JL, Subashi
TA, Varghese AH, Ammirati MJ, Culp JS, Hoth LR, Maur MN, McGrath
KM, Seddon AP, Shenolikar S, Stutzman-Engwall K&rk&nh LC, Xia D, Qiu
X. Structural and biophysical studies of PCSK9 atsd mutants linked to
familial hypercholesterolemi&lat Struct Mol Biol2007;14:413-419.

Schmidt RJ, Beyer TP, Bensch WR, Qian YW, Linkdwala M, Alborn WE,
Konrad RJ, Cao G. Secreted proprotein convertagdilisin/kexin type 9
reduces both hepatic and extrahepatic low-denigibptotein receptors in vivo.
Biochem Biophys Res Commg6008;370:634-640.

McNutt MC, Lagace TA, Horton JD. Catalytic adff is not required for
secreted PCSK9 to reduce low density lipoprotegepeors in HepG2 cellsl
Biol Chem2007;282:20799-20803.

Fan D, Yancey PG, Qiu S, Ding L, Weeber EJtdonMF, Fazio S. Self-
association of human PCSK9 correlates with its LBddgrading activity.
Biochemistry2008;47:1631-1639.

Zelcer N, Hong C, Boyadjian R, Tontonoz P. L¥gulates cholesterol uptake
through Idol-dependent ubiquitination of the LDL ceptor. Science.
2009;325:100-104.

Scotti E, Calamai M, Goulbourne CN, Zhang Lhgi&, Lin RR, Choi J, Pilch
PF, Fong LG, Zou P, Ting AY, Pavone FS, Young S@ntdnoz P. IDOL
stimulates clathrin-independent endocytosis andtimagicular body-mediated
lysosomal degradation of the low-density lipopnoteeceptor.Mol Cell Biol.
2013;33:1503-1514.



Bibliografia

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

Sniderman AD, Qi Y, Ma CI, Wang RH, Naples MykBr C, Zhang J, Adeli K,
Kiss RS. Hepatic cholesterol homeostasis: is the-density lipoprotein
pathway a regulatory or a shunt pathwadferioscler Thromb Vasc Biol.
2013;33:2481-2490.

Li C, Briggs MR, Ahlborn TE, Kraemer FB, Liu Requirement of Spl and
estrogen receptoro interaction in 1B-estradiol-mediated transcriptional
activation of the low density lipoprotein receptogene expression.
Endocrinology2001;142:1546-1553.

Bruning JC, Lingohr P, Gillette J, Hanstein Bjci H, Krone W, Muller-
Wieland D, Kotzka J. Estrogen receptoand Spl interact in the induction of
the low density lipoprotein-receptar.Steroid Biochem Mol Bio2003;86:113-
121.

Ness GC. Thyroid hormone. Basis for its hyptesterolemic effect Fla Med
Ass0c1991,;78:383-385.

Streicher R, Kotzka J, Muller-Wieland D, Siester G, Munck M, Avci H,
Krone W. SREBP-1 mediates activation of the lowsilgnlipoprotein receptor
promoter by insulin and insulin-like growth factor-J Biol Chem.
1996;271:7128-7133.

Bakker O, Hudig F, Meijssen S, Wiersinga WMeEfs of triiodothyronine and
amiodarone on the promoter of the human LDL reaegéne Biochem Biophys
Res Commuri998;249:517-521.

Kotzka J, Lehr S, Roth G, Avci H, Knebel B, MwWieland D. Insulin-
activated Erk-mitogen-activated protein kinasessphorylate sterol regulatory
element-binding Protein-2 at serine residues 43P4#4% in vivo.J Biol Chem.
2004;279:22404-22411.

Stopeck AT, Nicholson AC, Mancini FP, Hajjar BDBytokine regulation of low
density lipoprotein receptor gene transcriptionHapG2 cells.J Biol Chem.
1993;268:17489-17494.

Gierens H, Nauck M, Roth M, Schinker R, ScrammC, Scharnagl H, Neuhaus
G, Wieland H, Marz W. Interleukin-6 stimulates LDé&ceptor gene expression
via activation of sterol-responsive and Spl bindielgments.Arterioscler
Thromb Vasc Biol2000;20:1777-1783.

Liu J, Streiff R, Zhang YL, Vestal RE, Spenb#), Briggs MR. Novel
mechanism of transcriptional activation of hepafial receptor by oncostatin
M. J Lipid Res1997;38:2035-2048.

Hsu HY, Nicholson AC, Hajjar DP. Basic fibrabt growth factor-induced low
density lipoprotein receptor transcription and aoef expression. Signal
transduction pathways mediated by the bFGF recdptosine kinaseJ Biol
Chem.1994;269:9213-9220.

Huang W, Mishra V, Batra S, Dillon I, Mehta KPhorbol ester promotes
histone H3-Serl0 phosphorylation at the LDL recep@moter in a protein
kinase C-dependent manngi.ipid Res2004;45:1519-1527.

Kumar A, Middleton A, Chambers TC, Mehta KDiff€rential roles of
extracellular signal-regulated kinase-1/2 and p38PW) in interleukin-B- and

113



Bibliografia

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

114

tumor necrosis factai-induced low density lipoprotein receptor expressio
HepG2 cellsJ Biol Chem1998;273:15742-15748.

Wilson GM, Roberts EA, Deeley RG. Modulatioh Ld&DL receptor mRNA
stability by phorbol esters in human liver cell tos¢ models.J Lipid Res.
1997;38:437-446.

Kong W, Wei J, Abidi P, Lin M, Inaba S, Li ®jang Y, Wang Z, Si S, Pan H,
Wang S, Wu J, Li Z, Liu J, Jiang JD. Berberine iso&el cholesterol-lowering
drug working through a unique mechanism distincimr statins.Nat Med.
2004;10:1344-1351.

Durrington P. Hyperlipidemia, diagnosis andnagement 32 editionEd.
Hodder Arnold2007.

Goldstein JL, Hobbs HH, Brown AJ. Familial bygholestrolemia. InThe
metebolic and molecular bases of inherited dise28@1:2863-2913.

De Castro-Oros |, Pocovi M, Civeira F. The ajen basis of familial
hypercholesterolemia: inheritance, linkage, and atnns. Appl Clin Genet.
2010;3:53-64.

Soria LF, Ludwig EH, Clarke HR, Vega GL, Gryn8M, McCarthy BJ.
Association between a specific apolipoprotein Batiah and familial defective
apolipoprotein B-100Proc Natl Acad Sci U S A989;86:587-591.

Choong ML, Koay ES, Khoo KL, Khaw MC, Sethi SBenaturing gradient-gel
electrophoresis screening of familial defective lggaprotein B-100 in a mixed
Asian cohort: two cases of arginine3500-->tryptaphautation associated with
a unique haplotypeClin Chem.1997;43:916-923.

Pullinger CR, Hennessy LK, Chatterton JE, WuLove JA, Mendel CM, Frost
PH, Malloy MJ, Schumaker VN, Kane JP. Familial hdedefective
apolipoprotein B. Identification of a new mutatitmat decreases LDL receptor
binding affinity.J Clin Invest1995;95:1225-1234.

Fouchier SW, Defesche JC, Kastelein JJ, QifilwaE]. Familial defective
apolipoprotein B versus familial hypercholesterakeman assessment of risk.
Semin Vasc Me@004;4:259-264.

Rader DJ, Cohen J, Hobbs HH. Monogenic hypéesterolemia: new insights
in pathogenesis and treatmehClin Invest2003;111:1795-1803.

Abifadel M, Varret M, Rabes JP, Allard D, Oagam K, Devillers M, Cruaud
C, Benjannet S, Wickham L, Erlich D, Derre A, Vil L, Farnier M, Beucler
[, Bruckert E, Chambaz J, Chanu B, Lecerf JM, LydMsulin P, Weissenbach
J, Prat A, Krempf M, Junien C, Seidah NG, BoileauMiitations in PCSK9
cause autosomal dominant hypercholesterolelaa Genet2003;34:154-156.

Garcia CK, Wilund K, Arca M, Zuliani G, FelliR, Maioli M, Calandra S,
Bertolini S, Cossu F, Grishin N, Barnes R, Cohen HGbbs HH. Autosomal
recessive hypercholesterolemia caused by mutaioasputative LDL receptor
adaptor proteinScience2001;292:1394-1398.

Wilund KR, Yi M, Campagna F, Arca M, Zulianj Gellin R, Ho YK, Garcia
JV, Hobbs HH, Cohen JC. Molecular mechanisms obsauhal recessive
hypercholesterolemiddum Mol Genet2002;11:3019-3030.



Bibliografia

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.
127.

128.

129.

130.

Berge KE, Tian H, Graf GA, Yu L, Grishin NV¢l&ultz J, Kwiterovich P, Shan
B, Barnes R, Hobbs HH. Accumulation of dietary @stérol in sitosterolemia
caused by mutations in adjacent ABC transport@ence.2000;290:1771-
1775.

Pullinger CR, Eng C, Salen G, Shefer S, BaKaErickson SK, Verhagen A,
Rivera CR, Mulvihill SJ, Malloy MJ, Kane JP. Humaholesterol d@-
hydroxylase (CYP7A1) deficiency has a hypercholestenic phenotypel Clin
Invest.2002;110:109-117.

Thompson GR, O'Neill F, Seed M. Why some p&dieespond poorly to statins
and how this might be remedideur Heart J.2002;23:200-206.

Davidson MH, Donovan JM, Misir S, Jones MRS@&week extension study on
the safety and efficacy of colesevelam in adultsthwiprimary
hypercholesterolemi®m J Cardiovasc Drug2010;10:305-314.

Garcia-Calvo M, Lisnock J, Bull HG, Hawes Birnett DA, Braun MP, Crona
JH, Davis HR, Jr., Dean DC, Detmers PA, Graziang M&ghes M, Macintyre
DE, Ogawa A, O'Neill K A, lyer SP, Shevell DE, SmiMM, Tang YS,
Makarewicz AM, Ujjainwalla F, Altmann SW, Chapmari KThornberry NA.
The target of ezetimibe is Niemann-Pick C1-LikeNPC1L1).Proc Natl Acad
Sci U S A2005;102:8132-8137.

Bambauer R, Bambauer C, Lehmann B, Latza RieS&. LDL-apheresis:
technical and clinical aspectcientificWorldJournal2012;2012:314283.

Wierzbicki AS, Hardman T, Prince WT. Futurealddnges for microsomal
transport protein inhibitor€Curr Vasc PharmacoR009;7:277-286.

Toth PP. Emerging LDL therapies: Mipomersetisanse oligonucleotide
therapy in the management of hypercholesteroledn@lin Lipidol. 2013;7:S6-
10.

Farnier M. PCSK9 inhibitor€urr Opin Lipidol.2013;24:251-258.

Graham MJ, Lemonidis KM, Whipple CP, Subraraan/A, Monia BP, Crooke
ST, Crooke RM. Antisense inhibition of proproteiongertase subtilisin/kexin
type 9 reduces serum LDL in hyperlipidemic midelipid Res.2007;48:763-
767.

Frank-Kamenetsky M, Grefhorst A, Anderson NRjcie TS, Bramlage B,
Akinc A, Butler D, Charisse K, Dorkin R, Fan Y, GhaVitalo C, Hadwiger P,
Jayaraman M, John M, Jayaprakash KN, Maier M, Ne¢hdrajeev KG, Read
T, Rohl I, Soutschek J, Tan P, Wong J, Wang G, Zemmann T, de Fougerolles
A, Vornlocher HP, Langer R, Anderson DG, ManohakanKoteliansky V,
Horton JD, Fitzgerald K. Therapeutic RNAI targetiR@€SK9 acutely lowers
plasma cholesterol in rodents and LDL cholesteralonhuman primategroc
Natl Acad Sci U S A£008;105:11915-11920.

Shan L, Pang L, Zhang R, Murgolo NJ, Lan Hdtitk JA. PCSK9 binds to
multiple receptors and can be functionally inhibitey an EGF-A peptide.
Biochem Biophys Res Comm@008;375:69-73.

Dubuc G, Chamberland A, Wassef H, Davigno8eidah NG, Bernier L, Prat
A. Statins upregulate PCSK9, the gene encoding ptioprotein convertase

115



Bibliografia

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

116

neural apoptosis-regulated convertase-1 implicatech familial
hypercholesterolemidrterioscler Thromb Vasc Bic2004;24:1454-1459.

Mbikay M, Sirois F, Mayne J, Wang GS, ChenD&wpura T, Prat A, Seidah
NG, Chretien M, Scott FW. PCSK9-deficient mice éxhimpaired glucose
tolerance and pancreatic islet abnormalitidsBS Lett2010;584:701-706.

Sharotri V, Collier DM, Olson DR, Zhou R, SeydPM. Regulation of epithelial
sodium channel trafficking by proprotein convertemebtilisin/kexin type 9
(PCSK9).J Biol Chem2012;287:19266-19274.

Nilsson S, Gustafsson JA. Estrogen receptbeyapies targeted to receptor
subtypesClin Pharmacol Ther2010;89:44-55.

Moore JT, McKee DD, Slentz-Kesler K, Moore LEynes SA, Horne EL, Su
JL, Kliewer SA, Lehmann JM, Willson TM. Cloning araharacterization of

human estrogen receptop isoforms. Biochem Biophys Res Commun.
1998;247:75-78.

Pettersson K, Delaunay F, Gustafsson JA. @stroreceptorf acts as a
dominant regulator of estrogen signali@ncogene2000;19:4970-4978.

Ascenzi P, Bocedi A, Marino M. Structure-fuant relationship of estrogen
receptora. andp: impact on human healtMol Aspects Med2006;27:299-402.

Auricchio F, Migliaccio A, Di Domenico M, Nol&. Oestradiol stimulates
tyrosine phosphorylation and hormone binding afgtiof its own receptor in a
cell-free systemEmbo J.1987;6:2923-2929.

McKenna NJ, Lanz RB, O'Malley BW. Nuclear ggoe coregulators: cellular
and molecular biologyEndocr Rev1999;20:321-344.

Kalaitzidis D, Gilmore TD. Transcription factocross-talk: the estrogen receptor
and NF-kappaBTrends Endocrinol Metal2005;16:46-52.

Petz LN, Ziegler YS, Schultz JR, Nardulli AMos and Jun inhibit estrogen-
induced transcription of the human progesteroneptec gene through an
activator protein-1 siteMol Endocrinol.2004;18:521-532.

Lee YR, Park J, Yu HN, Kim JS, Youn HJ, Juikfy Bp-regulation of PI3K/Akt
signaling by 1B-estradiol through activation of estrogen receptobut not
estrogen receptd; and stimulates cell growth in breast cancer cBilschem
Biophys Res Commu2005;336:1221-1226.

Prossnitz ER, Barton M. The G-protein-coupéstrogen receptor GPER in
health and diseasHat Rev EndocrinoR011;7:715-726.

Malyala A, Kelly MJ, Ronnekleiv OK. Estrogenodulation of hypothalamic
neurons: activation of multiple signaling pathwaysl gene expression changes.
Steroids2005;70:397-406.

Pickar JH, MacNeil T, Ohleth K. SERMs: progremd future perspectives.
Maturitas.2010;67:129-138.

Teran Davila J, Teppa Garran AD. [Selectiveeogen receptors modulators
(SERMS): biochemistry, pharmacology, and clinicse in gynecology]Ginecol
Obstet Mex2005;73:424-435.



Bibliografia

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

Brzezinski A, Debi A. Phytoestrogens: the Unalt' selective estrogen receptor
modulatorsEur J Obstet Gynecol Reprod BitP99;85:47-51.

Janowski BA, Willy PJ, Devi TR, Falck JR, Maitsgorf DJ. An oxysterol
signalling pathway mediated by the nuclear recept®R o. Nature.
1996,383:728-731.

Umetani M, Domoto H, Gormley AK, Yuhanna ISymdmins CL, Javitt NB,
Korach KS, Shaul PW, Mangelsdorf DJ. 27-Hydroxyelstérol is an
endogenous SERM that inhibits the cardiovasculeces of estrogeat Med.
2007;13:1185-1192.

DuSell CD, Umetani M, Shaul PW, Mangelsdorf, DdcDonnell DP. 27-
hydroxycholesterol is an endogenous selective gstroeceptor modulatokiol
Endocrinol.2008;22:65-77.

Ciruelos E, Pascual T, Arroyo Vozmediano Mlgrigo M, Manso L, Parrilla L,
Mufioz C, Vega E, Calderén MJ, Sancho B, Cortés-§uheThe therapeutic
role of fulvestrant in the management of patientk Wwormone receptor-positive
breast canceBreast.2014.

Gutman M, Couillard S, Labrie F, Candas B, rleabC. Effects of the
antiestrogen EM-800 (SCH 57050) and cyclophosphamadbne and in
combination on growth of human ZR-75-1 breast can@mografts in nude
mice.Cancer Res1999;59:5176-5180.

Dutertre M, Smith CL. Molecular mechanismssefective estrogen receptor
modulator (SERM) actiord Pharmacol Exp TheR000;295:431-437.

Gundimeda U, Chen ZH, Gopalakrishna R. Tamneoxihodulates protein kinase
C via oxidative stress in estrogen receptor-negabireast cancer cells. Biol
Chem.1996;271:13504-13514.

de Medina P, Favre G, Poirot M. Multiple tangg by the antitumor drug
tamoxifen: a structure-activity studyCurr Med Chem Anticancer Agents.
2004;4:491-508.

Kedjouar B, de Medina P, Oulad-Abdelghani Myrieé B, Silvente-Poirot S,
Favre G, Faye JC, Poirot M. Molecular characteioratof the microsomal
tamoxifen binding siteJ Biol Chem2004;279:34048-34061.

Silvente-Poirot S, Poirot M. Cholesterol epexihydrolase and canceCurr
Opin Pharmacol2012;12:696-703.

Katzenellenbogen BS, Katzenellenbogen JA. Biaine. Defining the "S" in
SERMSs.Science2002;295:2380-2381.

Stearns V, Rae JM. Pharmacogenetics and bceaaser endocrine therapy:
CYP2D6 as a predictive factor for tamoxifen metal and drug response?
Expert Rev Mol Med2008;10:e34.

Wegman P, Elingarami S, Carstensen J, Stdldddenskjold B, Wingren S.
Genetic variants of CYP3A5, CYP2D6, SULT1Al, UGTZBand tamoxifen
response in postmenopausal patients with breastecaBreast Cancer Res.
2007;9:R7.

Lim YC, Li L, Desta Z, Zhao Q, Rae JM, Flockh2A, Skaar TC. Endoxifen, a
secondary metabolite of tamoxifen, and 4-OH-tanmexihduce similar changes

117



Bibliografia

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

118

in global gene expression patterns in MCF-7 breaster cellsJ Pharmacol
Exp Ther2006;318:503-512.

McConnachie LA, Phillips B, Bajpai M, Shen DBp RJ. Only truncated, not
complete cytochrome p450 2D6 RNA transcript and detectable enzyme
activity are expressed in human lymphocyteBrug Metab Dispos.
2003;31:1103-1107.

Ingelman-Sundberg M. Genetic polymorphisms cgfochrome P450 2D6
(CYP2D6): clinical consequences, evolutionary atpand functional diversity.
Pharmacogenomics 2005;5:6-13.

Riggs BL, Hartmann LC. Selective estrogentmemodulators -- mechanisms
of action and application to clinical practié¢ Engl J Med2003;348:618-629.

Liu CL, Yang TL. Sequential changes in serurglyiceride levels during
adjuvant tamoxifen therapy in breast cancer patiemtd the effect of dose
reduction Breast Cancer Res Tre&003;79:11-16.

Grainger DJ, Schofield PM. Tamoxifen for theeyention of myocardial
infarction in humans: preclinical and early clidicavidence. Circulation.
2005;112:3018-3024.

Grainger DJ, Witchell CM, Metcalfe JC. Tamenxif elevates transforming
growth factorp and suppresses diet-induced formation of lipitblesin mouse
aorta.Nat Med.1995;1:1067-1073.

Butta A, MacLennan K, Flanders KC, Sacks NRitls |, McKinna A, Dowsett
M, Wakefield LM, Sporn MB, Baum M, et al. Inductiaf transforming growth
factorf 1 in human breast cancer in vivo following tameritreatmentCancer
Res.1992;52:4261-4264.

Cummings SR, Eckert S, Krueger KA, Grady Dwles TJ, Cauley JA, Norton
L, Nickelsen T, Bjarnason NH, Morrow M, Lippman MBlack D, Glusman JE,
Costa A, Jordan VC. The effect of raloxifene orkrisf breast cancer in
postmenopausal women: results from the MORE rangednirial. Multiple
Outcomes of Raloxifene Evaluatialama.1999;281:2189-2197.

Hochner-Celnikier D. Pharmacokinetics of r#lne and its clinical
application.Eur J Obstet Gynecol Reprod Bi@P99;85:23-29.

Dodge JA, Lugar CW, Cho S, Short LL, Sato MnYy NN, Spangle LA, Martin
MJ, Phillips DL, Glasebrook AL, Osborne JJ, Frdllk, Bryant HU. Evaluation
of the major metabolites of raloxifene as moduktof tissue selectivityJ
Steroid Biochem Mol Bioll997;61:97-106.

Kim J, Coss CC, Barrett CM, Mohler ML, Bohl Ok CM, He Y, Veverka KA,

Dalton JT. Role and pharmacologic significance ytbchrome P-450 2D6 in
oxidative metabolism of toremifene and tamoxifemnt J Cancer.

2013;132:1475-1485.

Kusama M, Miyauchi K, Aoyama H, Sano M, Kimuk Mitsuyama S,

Komaki K, Doihara H. Effects of toremifene (TOR)datamoxifen (TAM) on

serum lipids in postmenopausal patients with breaster.Breast Cancer Res
Treat.2004,;88:1-8.

Gylling H, Pyrhonen S, Mantyla E, Maenpaa Han#as L, Miettinen TA.
Tamoxifen and toremifene lower serum cholesterol iblibition of A8-



Bibliografia

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

cholesterol conversion to lathosterol in women vhithast canced. Clin Oncol.
1995;13:2900-2905.

Holleran AL, Lindenthal B, Aldaghlas TA, Keller JK. Effect of tamoxifen on
cholesterol synthesis in HepG2 cells and cultusgchepatocytedvietabolism.
1998;47:1504-1513.

Newman JW, Morisseau C, Hammock BD. Epoxiddrdigses: their roles and
interactions with lipid metabolisnProg Lipid Res2005;44:1-51.

de Medina P, Paillasse MR, Segala G, PoirdsiMente-Poirot S. Identification

and pharmacological characterization of cholest®/@lepoxide hydrolase as a
target for tamoxifen and AEBS ligand®roc Natl Acad Sci U S A.

2010;107:13520-13525.

Shah VP, Chegini HA, Vishneski SR, WeatherniM, Blackmore PF,
Dobrydneva Y. Tamoxifen promotes superoxide praduactn platelets by
activation of PI3-kinase and NADPH oxidase pathwayfiromb Res.
2012;129:36-42.

Berrodin TJ, Shen Q, Quinet EM, Yudt MR, Fread LP, Nagpal S.
Identification of m,60-epoxycholesterol as a novel modulator of liver X
receptor activityMol Pharmacol2010;78:1046-1058.

Segala G, de Medina P, luliano L, ZerbinatP@illasse MR, Noguer E, Dalenc
F, Payre B, Jordan VC, Record M, Silvente-PoirotP8irot M. 5,6-Epoxy-
cholesterols contribute to the anticancer pharnoggobf tamoxifen in breast
cancer cellsBiochem PharmacoR013;86:175-189.

Nishino M, Hayakawa K, Nakamura Y, Morimoto Mukaihara S. Effects of
tamoxifen on hepatic fat content and the develognoérnepatic steatosis in
patients with breast cancer: high frequency of imement and rapid reversal
after completion of tamoxifen therappJR Am J Roentgend2003;180:129-

134.

de Medina P, Payre BL, Bernad J, Bosser i BigSilvente-Poirot S, Favre G,
Faye JC, Poirot M. Tamoxifen is a potent inhibibdrcholesterol esterification
and prevents the formation of foam celld. Pharmacol Exp Ther.
2004;308:1165-1173.

Mata P, Alonso R, Castillo S, Pocovi M. MEDPEBBd the Spanish Familial
Hypercholesterolemia Foundatioktheroscler SuppR002;2:9-11.

Alonso R, Mata N, Castillo S, Fuentes F, S&&ndufiz O, Galiana J, Figueras
R, Diaz JL, Gébmez-Enterria P, Mauri M, Piedecausarigoyen L, Aguado R,
Mata P. Cardiovascular disease in familial hypelesterolaemia: influence of
low-density lipoprotein receptor mutation type amthssic risk factors.
Atherosclerosis2008;200:315-321.

Boyum A. Isolation of mononuclear cells andmgiocytes from human blood.
Isolation of monuclear cells by one centrifugati@and of granulocytes by
combining centrifugation and sedimentation at 1Sgand J Clin Lab Invest
Suppl.1968;97:77-89.

Gutiérrez C, Bernabé RR, Vega J, Kreisler Mriffeation of human T and B
cells by a discontinuous density gradient of pércdl Immunol Methods.
1979;29:57-63.

119



Bibliografia

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

120

Suarez Y, Martinez-Botas J, Ortega H, Fernuwel, Gémez-Coronado D,
Teruel JL, Lasuncion MA. Determinacion de la actad del receptor de LDL
en linfocitos mediante citometria de flujo para dignostico de la
hipercolesterolemia familiaClin. Invest. Arterioscl1997;9(2):47-54.

Lasuncién MA, Teruel JL, Alvarez JJ, Carrey@Rufio J, Gomez-Coronado D.
Changes in lipoprotein(a), LDL-cholesterol and gpmprotein B in
homozygous familial hypercholesterolaemic pati¢rgated with dextran sulfate
LDL-apheresisEur J Clin Invest1993;23:819-826.

Pitas RE, Innerarity TL, Weinstein JN, Mahl&8\W. Acetoacetylated
lipoproteins used to distinguish fibroblasts fromaarophages in vitro by
fluorescence microscopyrteriosclerosis1981;1:177-185.

Folch J, Lees M, Sloane Stanley GH. A simpkthod for the isolation and
purification of total lipides from animal tissuesBiol Chem1957;226:497-509.

Laemmli UK. Cleavage of structural proteinsiniy the assembly of the head of
bacteriophage TANature.1970;227:680-685.

Morello KC, Wurz GT, DeGregorio MW. Pharmacukics of selective
estrogen receptor modulato@in Pharmacokinet2003;42:361-372.

Kalaany NY, Mangelsdorf DJ. LXRS and FXR: jtre and yang of cholesterol
and fat metabolismAnnu Rev PhysioR006;68:159-191.

Robertson JF. ICI 182,780 (Fulvestrant)--thst foestrogen receptor down-
regulator--current clinical dat&r J Cancer2001;85 Suppl 2:11-14.

Pink JJ, Jordan VC. Models of estrogen recemgulation by estrogens and
antiestrogens in breast cancer cell liésncer Res1996;56:2321-2330.

Martinez-Botas J, Suarez Y, Reshef A, Carker@rtega H, Gomez-Coronado
D, Teruel JL, Leitersdorf E, Lasuncion MA. Impadt different low-density
lipoprotein (LDL) receptor mutations on the abilityf LDL to support
lymphocyte proliferationMetabolism1999;48:834-839.

Brown MS, Goldstein JL. Cholesterol feedbdotdm Schoenheimer's bottle to
Scap's MELADL.J Lipid Res2009;50 Suppl:S15-27.

Liscum L, Faust JR. Low density lipoproteirD{l)-mediated suppression of
cholesterol synthesis and LDL uptake is defectiveNiemann-Pick type C
fibroblasts.J Biol Chem1987;262:17002-17008.

Frolov A, Zielinski SE, Crowley JR, Dudley-Rec N, Schaffer JE, Ory DS.
NPC1 and NPC2 regulate cellular cholesterol honasasthrough generation of
low density lipoprotein cholesterol-derived oxysler J Biol Chem.
2003;278:25517-25525.

Rayner KJ, Suarez Y, Davalos A, Parathathit@gérald ML, Tamehiro N,
Fisher EA, Moore KJ, Fernandez-Hernando C. MiR-3#tcbutes to the
regulation of cholesterol homeostaSsience2010;328:1570-1573.

Najafi-Shoushtari SH, Kristo F, Li Y, ShiodaQohen DE, Gerszten RE, Naar
AM. MicroRNA-33 and the SREBP host genes coopea@teontrol cholesterol
homeostasisScience2010;328:1566-1569.

de Medina P, Payre B, Boubekeur N, Bertranchkli J, Terce F, Silvente-
Poirot S, Poirot M. Ligands of the antiestrogendimg site induce active cell



Bibliografia

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

2009.

210.

211.

212.

213.

214,

215.

216.

death and autophagy in human breast cancer cetisgh the modulation of
cholesterol metabolisn€Cell Death Differ.2009;16:1372-1384.

Danel L, Menouni M, Cohen JH, Magaud JP, LefiRevillard JP, Saez S.
Distribution of androgen and estrogen receptors ramdymphoid and
haemopoietic cell lined.euk Res1985;9:1373-1378.

Lasuncion MA, Martin-Sanchez C, Canfran-Dugudusto R. Post-lanosterol
biosynthesis of cholesterol and cané€aurr Opin Pharmacol2012;12:717-723.

Issandou M, Guillard R, Boullay AB, Linhart Yopez-Perez E. Up-regulation
of low-density lipoprotein receptor in human hepgates is induced by
sequestration of free cholesterol in the endosdysaBomal compartment.
Biochem PharmacoR004;67:2281-2289.

Kristiana |, Sharpe LJ, Catts VS, Lutze-Man, IBrown AJ. Antipsychotic
drugs upregulate lipogenic gene expression by pliswy intracellular
trafficking of lipoprotein-derived cholesterol. Pharmacogenomics J.
2010;10:396-407.

Goldman SD, Funk RS, Rajewski RA, Krise JP.chémisms of amine
accumulation in, and egress from, lysosonBésanalysis2009;1:1445-1459.

Kolter T, Sandhoff K. Lysosomal degradationnedmbrane lipidsFEBS Lett.
2010;584:1700-1712.

Arenz C. Small molecule inhibitors of acid somyelinase.Cell Physiol
Biochem2010;26:1-8.

Abdul-Hammed M, Breiden B, Adebayo MA, BabaldlO, Schwarzmann G,
Sandhoff K. Role of endosomal membrane lipids arflCR in cholesterol
transfer and membrane fusiahLipid Res2010;51:1747-1760.

Schulze H, Sandhoff K. Lysosomal lipid storatigeasesCold Spring Harb
Perspect Biol2011;3.

Cenedella RJ. Cholesterol synthesis inhidité8666A and the role of sterol
metabolism and trafficking in numerous pathophysiatal processed.ipids.
2009;44:.477-487.

Desta Z, Ward BA, Soukhova NV, Flockhart DAngprehensive evaluation of
tamoxifen sequential biotransformation by the hurogiochrome P450 system
in vitro: prominent roles for CYP3A and CYP2D8&.Pharmacol Exp Ther.
2004;310:1062-1075.

Goetz MP, Kamal A, Ames MM. Tamoxifen pharngawomics: the role of
CYP2D6 as a predictor of drug responSén Pharmacol Ther2008;83:160-
166.

Lemieux C, Gelinas Y, Lalonde J, Labrie F, nilazne K, Deshaies Y.
Hypolipidemic action of the SERM acolbifene is asated with decreased liver
MTP and increased SR-BIl and LDL receptdr&ipid Res2005;46:1285-1294.

Etienne MC, Milano G, Fischel JL, Frenay Marmeois E, Formento JL,
Gioanni J, Namer M. Tamoxifen metabolism: pharmaoetic and in vitro
study.Br J Cancer1989;60:30-35.

Vogel VG, Costantino JP, Wickerham DL, Croki#fM, Cecchini RS, Atkins
JN, Bevers TB, Fehrenbacher L, Pajon ER, Jr., WHde3rd, Robidoux A,

121



Bibliografia

217.

218.

219.

122

Margolese RG, James J, Lippman SM, Runowicz CD,zGR@A, Reis SE,
McCaskill-Stevens W, Ford LG, Jordan VC, Wolmark B¥fects of tamoxifen
vs raloxifene on the risk of developing invasivedst cancer and other disease
outcomes: the NSABP Study of Tamoxifen and Ralmaf¢STAR) P-2 trial.
Jama.2006;295:2727-2741.

Naoumova RP, Marais AD, Mountney J, Firth Rendell NB, Taylor GW,
Thompson GR. Plasma mevalonic acid, an index ofesherol synthesis in
vivo, and responsiveness to HMG-CoA reductase itdrd in familial

hypercholesterolaemiatherosclerosis1996;119:203-213.

Insull W, Jr., Davidson MH, Kulkarni PM, Sidaltti S, Ciaccia AV, Keech CA.
Effects of raloxifene and low-dose simvastatin coamistration on plasma lipids
in postmenopausal women with primary hypercholesenia. Metabolism.
2005;54:939-946.

Maggo SD, Kennedy MA, Clark DW. Clinical imgditions of pharmacogenetic
variation on the effects of statirBrug Saf.2011;34:1-19.



PUBLICACIONES






RESEARCH PAPER

Clinically used selective
oestrogen receptor
modulators increase LDL
receptor activity in primary
human lymphocytes

F Cerrato', M E Fernandez-Suédrez'?, R Alonso®, M Alonso*,
C Vazquez>**, O Pastor®, P Mata®*’, M A Lasunciéon'? and
D Gémez-Coronado'?

IServicio de Bioquimica-Investigacion, ®Servicio de Bioquimica Clinica, *Servicio de Pediatria,
SServicio de Endocrinologia y Nutricion, Hospital Universitario Ramon y Cajal, Instituto Ramon y
Cajal de Investigacion Sanitaria (IRyCIS), Madrid, Spain, *Lipid Clinic, Internal Medicine
Department, Instituto de Investigacion Sanitaria, Fundacion Jiménez Diaz-IDC, Madrid, Spain,
and *CIBER de Fisiopatologia de la Obesidad y Nutricion (CIBERobn), Instituto de Salud Carlos
1lI, Madrid, Spain

BACKGROUND AND PURPOSE

DOI:10.1111/bph.13016
www.brjpharmacol.org

Correspondence

Diego Gémez-Coronado, Servicio
de Bioquimica-Investigacion,
Planta-1D, Hospital Universitario
Ramon y Cajal, Instituto Ramoén
y Cajal de Investigacion Sanitaria
(IRyCIS), Ctra. de Colmenar, km
9, E-28034 Madrid, Spain. E-mail:
diego.gomez@hrc.es

Present addresses: *Departamento
de Endocrinologia y Nutricion,
Fundacién Jiménez Diaz — IDC,
Madrid, Spain.

fFundacién Hipercolesterolemia
Familiar, Madrid, Spain.

Received

2 April 2014
Revised

28 October 2014
Accepted

6 November 2014

Treatment with selective oestrogen receptor modulators (SERMs) reduces low-density lipoprotein (LDL) cholesterol levels. We
assessed the effect of tamoxifen, raloxifene and toremifene and their combinations with lovastatin on LDL receptor activity in
lymphocytes from normolipidaemic and familial hypercholesterolaemic (FH) subjects, and human HepG2 hepatocytes and

MOLT-4 lymphoblasts.
EXPERIMENTAL APPROACH

Lymphocytes were isolated from peripheral blood, treated with different compounds, and

1,1’-dioctadecyl-3,3,3,3’-tetramethylindocarbocyanine perchlorate (Dil)-labelled LDL uptake was analysed by flow cytometry.

KEY RESULTS

Tamoxifen, toremifene and raloxifene, in this order, stimulated Dil-LDL uptake by lymphocytes by inhibiting LDL-derived
cholesterol trafficking and subsequent down-regulation of LDL receptor expression. Differently to what occurred in HepG2
and MOLT-4 cells, only tamoxifen consistently displayed a potentiating effect with lovastatin in primary lymphocytes. The
SERM-mediated increase in LDL receptor activity was not altered by the anti-oestrogen ICI 182 780 nor was it reproduced by
17B-oestradiol. However, the tamoxifen-active metabolite endoxifen was equally effective as tamoxifen. The SERMs produced
similar effects on LDL receptor activity in heterozygous FH lymphocytes as in normal lymphocytes, although none of them
had a potentiating effect with lovastatin in heterozygous FH lymphocytes. The SERMs had no effect in homozygous FH

lymphocytes.
CONCLUSIONS AND IMPLICATIONS

Clinically used SERMs up-regulate LDL receptors in primary human lymphocytes. There is a mild enhancement between
SERMs and lovastatin of lymphocyte LDLR activity, the potentiation being greater in HepG2 and MOLT-4 cells. The effect of
SERMs is independent of oestrogen receptors but is preserved in the tamoxifen-active metabolite endoxifen. This mechanism

may contribute to the cholesterol-lowering action of SERMs.
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