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ORGANIZACION DE LA TESIS
El siguiente trabajo de tesis de doctorado se dividié en dos partes para cubrir el
objefivo global que fue analizar cambios en el metabolismo del colesterol
cerebral y su relacion con la aparicion de marcadores de la enfermedad de

Alzheimer.

En la primera parte se estudid bajo qué condiciones patoldgicas se podria

incrementar el contenido de colesterol cerebral. Esta primera parte se fitula:
“Efecto de la homocisteina en el metabolismo del colesterol neuronal”

En la segunda parte se analizé el papel de la ingesta de dietas altas en colesterol
y el efecto de la lovastatina, un farmaco que se usa para disminuir la sintesis de
colesterol sistémico, en el contenido de colesterol cerebral y en la produccién de

la proteina p-amiloide. Esta segunda parte se titula:

“Papel del colesterol en el metabolismo de la proteina p-amiloide y efecto de la
inhibicidon de la via de sintesis de colesterol por lovastatina en el sistema nervioso

central”.

Al final de cada seccidn se presenta una discusion global abarcando hallazgos

de ambos estudios.

Aydé Mendoza Oliva 21



ABSTRACT
Current research indicates that alterations in the regulation of cholesterol increase
susceptibility to neurodegenerative disorders such as Alzheimer's disease (AD). In
this thesis, we have used different models for studying various aspects of neuronal
cholesterol metabolism and its possible implications for this disease. We analyzed
the role of the cholesterol as a risk factor for AD and statfins as neuroprotective

agents.

In the first part of this work, we analyzed a metabolic condition related to the
increase of neuronal cholesterol content. In this sense, the increase of
homocysteine (Hcy) is a metabolic risk factor associated with high-cholesterol,
atherosclerosis and vascular thrombosis. However, it was unknown the effect of
Hcy in the levels of cholesterol in neurons and its potential as a neurotoxin able to

increase the toxicity of the amyloid-g (Ap) protein.

In this analysis, using a neuronal cell line, we assessed the effect of elevated Hcy
levels on the metabolism of neuronal cholesterol. The results of these experiments
indicate that Hcy may conftribute to the pathogenesis through the increase of the
concentration of cholesterol in neurons by a mechanism involving the
accumulation and/or capture of cholesterol, thus creating a cellular environment

of increased vulnerability.

On the other hand, using in vivo and in vifro models, we also evaluated the effect
of the lovastatin (Lov) on cholesterol levels, as well as the impact of the inhibition
of cholesterol synthesis in the metabolism of amyloid-p precursor protein (APP),

whose amyloidogenic processing takes place in the brain of patients with AD.

We found that relevant doses of Lov affect differentially the expression and the
production of Ap and APP in vivo and in vifro. We also showed that several effects
of HMG-CoA (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA) reductase inhibition by Lov have
negative implications on neuronal survival in vitro. These effects are independent
of a Lov-induced reduction in cholesterol. In vivo, Lov does not decrease
cholesterol content, but acts through the mevalonate pathway as indicate the
increase in the mature form of the sterol regulatory element-binding protein 2

(SREBP-2) and overexpression of HMG-CoA reductase observed.
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These findings may help to elucidate the complex mechanisms that influence the
origin and development of AD. With regard to the prevention and freatment with
statins, we do not find solid evidence to support its use in this disease. Further

research is needed to clarify their beneficial and/or toxic effects on the brain.
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RESUMEN
Investigaciones actuales indican que alteraciones en la regulacion del colesterol
aumentan la susceptibilidad a padecer frastornos neurodegenerativos como la
enfermedad de Alzheimer (EA). En el presente trabajo hemos utilizado diferentes
modelos para estudiar dos aspectos relacionados con la homeostasis de
colesterol y sus posibles implicaciones para esta enfermedad. Analizamos el papel
del colesterol y homocisteina (Hcy) como factores de riesgo para la EA y el de las

estatinas como posibles agentes neuroprotectores.

La regulacién del metabolismo de colesterol cerebral es poco conocida. En la
primera parte de esta tesis analizamos una condicion metabdlica relacionada all
aumento en el contenido de colesterol neuronal. En este sentido, el incremento
de Hcy es un factor de riesgo asociado con hipercolesterolemia, ateroesclerosis y
trombosis vascular. Sin embargo, no se conocia el efecto de la Hcy en los niveles
de colesterol neuronal ni su papel potencial como neurotoxina capaz de
incrementar la toxicidad del péptido B-amiloide (AB). En este estudio se realizd un
andlisis in vitro de dicha condicién asociada con la patologia de Alzheimer en
una linea neuronal con el fin de evaluar su efecto en el metabolismo del
colesterol. Los resultados de estos experimentos indican que la Hcy puede
contribuir a la etiopatogenia a través del aumento en la concentracién de
colesterol neuronal por un mecanismo que involucra la acumulacion y/o captura

de colesterol, creando asi un ambiente celular de mayor vulnerabilidad.

En la segunda parte de la tesis, evaluamos el efecto de la lovastatina (Lov) en
modelos in vivo e in vitro sobre los niveles de colesterol, asi como la repercusion
de la inhibicion de la via de sintesis de colesterol en el metabolismo de la proteina
precursora del B-amiloide (APP), cuyo procesamiento amiloidogénico ocurre en el
cerebro de pacientes con EA. Encontramos que dosis relevantes de Lov afectan
diferencialmente la expresion de APP y la produccién del AB in vivo e in vitro.
Demostramos que el efecto de la inhibicion de la HMG-CoA (3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA) reductasa por Lov tiene implicaciones negativas sobre la
supervivencia neuronal in vitro. Esto es independiente de la disminucidén de
colesterol inducida por Lov. In vivo, la Lov no disminuye el contenido de colesterol,

pero si actia a través de la via del mevalonato como se indica por el aumento
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de la forma madura de la proteina-2 de unién al elemento regulador de esteroles

(SREBP-2) y la sobreexpresion de HMG-CoA reductasa observada.

Los resultados de esta tesis ayudardn a dilucidar los mecanismos complejos que
influyen en la causa y desarrollo de la EA. En cuanto a la prevencidon y
tratamiento con estatinas, no encontramos evidencia sélida para apoyar su uso
en la EA. Se requiere mds investigacion para aclarar sus efectos benéficos y/o

toxicos en el cerebro.
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INTRODUCCION
Aunqgue la molecula de colesterol es fundamental para el buen funcionamiento
de muchos procesos celulares (1-4), el colesterol se ha concebido popularmente
como una sustancia "perjudicial’ que obstruye las arterias y que se ha vinculado
con el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (ECV) (5). Actualmente,
estudios epidemioldgicos y experimentales indican que algunos defectos en el
metabolismo del colesterol estdn asociados a enfermedades neurodegenerativas

como la enfermedad de Alzheimer (EA) (6-9).

El cerebro es el érgano con el mayor contenido de colesterol, sin embargo el
metabolismo y la compleja regulaciéon de su homeostasis en el sistema nervioso
central (SNC) son poco conocidos (10). Hasta ahora, la relacién entre la EA y el
metabolismo del colesterol cerebral no se ha aclarado. En la buUsqueda de
tratamientos para la EA, en los Ultimos anos se ha tratado de dilucidar los
mecanismos moleculares que relacionan directa o indirectamente al colesterol y
su metabolismo con la EA debido al papel terapéutico que pudieran tener los
farmacos utilizados para disminuir el colesterol sistémico (11, 12). En esta tesis,
analizamos el mecanismo molecular por el cual la homocisteina (Hcy), una
molécula relacionada con altos niveles de colesterol (13-15) y EA (16-18)
incrementa el colesterol en neuronas asi como su potencial en la formacidn de la
proteina pB-amiloide (AB), caracteristica de esta enfermedad (19, 20). Ademds,
examinamos el efecto de una estatina comercial, la lovastatina (Lov) sobre la
homeostasis de colesterol en SNC debido a que estos medicamentos se han
planteado como tratamiento y/o prevencidon de EA (21-24). Sin embargo, sus
implicaciones en el funcionamiento de este sistema han sido poco exploradas y

los resultados con respecto a su eficacia en EA son encontrados (25-28).

En los siguientes parrafos, se presenta una vision general del metabolismo del
colesterol y su regulacion. Se describe la quimica del colesterol, sus implicaciones
clinicas mds conocidas que se han vinculado con la EA, las funciones que cumple
en el cuerpo, la regulacion de su metabolismo en tejidos extracerebrales, asi
como parte de la informacién que hasta ahora se conoce de su regulacion en
SNC. Finalmente, describimos coémo es que alteraciones en estos procesos se han

asociado con la patologia de Alzheimer.
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El colesterol y su relevancia clinica

La palabra colesterol proviene del griego oMy (xoli) que significa "bilis", y de
otepeog (stereos) que es "sélido". En 1758 fue identificado por Francois Poulletier de
la Salle en los cdlculos de la vesicula biliar (29). Fue hasta 1815 que Michel Eugene
Chevreul le otorgd el nombre de "colesterina" aludiendo a su origen biliar (29). En
1859, Marcellin Berthelot inicid el estudio de la estructura del colesterol (30). Para
1888, Friedrich Reinitzer determind la férmula empirica del colesterol (Ca7H460) y
fue hasta 1932 que Heinrich Wieland y Adolf Windaus presentaron la estructura

correcta del colesterol (29, 31) que se muestra en la Fig 1.

H,C
CH, CH,
CH, CH,
HO
(C,,H,.0)

nombre sistemdtico (IUPAC):
(3p)-cholest-5-en-3-ol

cuatro carbociclos condensados que presentan varias sustituciones:
- Dos radicales metilo en las posiciones C-10 y C-13

- Una cadena dlifdtica ramificada de 8 carbonos en la posicién C-17
- Un grupo hidroxilo en la posicién C-3

- Una insaturacién entre los carbonos C-5y C-6

Fig 1 Estructura quimica de la molécula de colesterol

En la molécula de colesterol se puede distinguir una cabeza polar constituida por el grupo
hidroxilo y una cola o porcién apolar formada por el carbociclo de nucleos condensados vy los
sustituyentes alifdticos. Asi, el colesterol es una molécula tan hidréfoba que la solubilidad de

colesterol libre en agua es de 108 M. Modificado de Claros, 2010 (32).

El colesterol tiene implicaciones tanto en la salud como en la enfermedad, siendo
que hasta ahora se han otorgado 13 premios Nobel a investigadores que han
estudiado su estructura vy fisiologia (33, 34). Los investigadores en el campo se
refieren al colesterol como una molécula dual ya que por un lado se relaciona
con ECV y al mismo tiempo es una molécula esencial para la funcién corporal
(31) (ver pdag 28). Gran parte del conocimiento que se tiene acerca de la

fisiologia del colesterol proviene de estudios de asociacidon con las ECV (revisado
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en Valenzuela y Morgado, 2006). Por ejemplo, se sabe que la hipercolesterolemia
o niveles elevados de colesterol en forma de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
forman parte las placas ateromatosas en las paredes de las arterias (35). La
hipercolesterolemia se trata generalmente con dietas bajas en lipidos, farmacos
inhibidores de la sintesis de colesterol y de su absorciéon (36). Ahora se reconoce
que el riesgo de ECV se debe a multiples factores no sélo a hipercolesterolemia,
sino también a la presidon arterial alta, a ofras enfermedades como diabetes,
obesidad, tabaquismo, inactividad fisica, factores genéticos, edad, estrés y

alcoholismo (revisado en van Rooy y Pretorius, 2014) (37).

Si bien, la EA es una enfermedad neurodegenerativa caracterizada por muerte
neuronal (38), desde hace tiempo se ha mostrado que existen vinculos entre esta
enfermedad y las ECV principalmente relacionadas con desregulacion en la
homeostasis de colesterol (39-42). Hasta el momento, no existe evidencia que
compruebe que estas alteraciones ocasionan la EA. Sin embargo, cada vez hay
mds resultados que indican que pueden tener un rol importante en esta

enfermedad (ver pdg 42).

Funciones del colesterol

El colesterol es un lipido presente en las membranas celulares y en el plasma
sanguineo de los animales. Es una molécula estructural que modula las
propiedades fisicoquimicas de la membrana plasmdtica (1). Es un componente
clave de las balsas lipidicas, éstas son regiones de la membrana plasmdtica que
participan activamente en la transduccidon de senales (2). El colesterol es
precursor de moléculas, como la vitamina D, (43) y las hormonas esteroideas (3).
En el sistema nervioso es necesario para la diferenciacion neuronal y la correcta
transmisién eléctrica y sindptica (4, 44). Otra de sus implicaciones en la fisiologia

celular es su papel en la proliferacion celular (45).

Obtencion, transporte y eliminacion de colesterol
El colesterol del cuerpo humano se obtiene por via exdgena y enddgena. En la
via exdgena el colesterol proviene de los alimentos de origen animal. Puede

presentarse en forma libre o unido a un &cido graso (éster de colesterol). La via
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enddgena se refiere a la biosintesis de colesterol en las células. Esta via aporta

aproximadamente las dos terceras partes del colesterol del cuerpo (46).

El colesterol de la via exdgena o enddgena se almacena en el higado, se secreta
y distribuye a los demds tejidos del organismo en las lipoproteinas (46). Todas las
células del cuerpo sintetizan colesterol, sin embargo la mayor parte de este es

obtenido por endocitosis de lipoproteinas mediada por receptor (47).

Las lipoproteinas son complejos hidrosolubles, conformados de un nuicleo de
lipidos apolares (colesterol esterificado y ftriglicéridos) cubiertos con una capa
externa polar que consta de apoliproteinas, fosfolipidos y colesterol libre (48) (Fig
2A). Cada tipo de lipoproteina tiene una composicion y una proporcion
caracteristica de apolipoproteinas que es reconocida por su receptor (49). Se
clasifican segun su densidad y composicion, a mayor densidad mayor contenido
en proteinas, a mayor didmetro mayor contenido de lipidos (49) (Fig 2B) y son: a)
Quilomicrones, b) Lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL, very low density
lipoprotein), c) Lipoproteinas de densidad intermedia (IDL, intermediate density
lipoprotein), d) Lipoproteinas de baja densidad (LDL, low density lipoprotein), e)
Lipoproteinas de alta densidad (HDL, high density lipoprotein) (48).

apolipoproteinas

92 %

o 19
85% 0.95-1.006
%
80 % 1.006-1019
15%
50 %
1.019-1.063

1.10 20% % lipidos
1063121 % proteinas
fosfolipidos 1 | | 1 | /
triglicéridos y ésteres de colesterol 5 20 40 60 30 800
didmetro de particula nm

s
S
S
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2
S

1.20

colesterol

Fig 2 Composicién y clasificacion de las lipoproteinas

A) Las lipoproteinas estdn formadas por proteinas y lipidos. Constan de un nucleo de lipidos
apolares (colesterol esterificado y triglicéridos) cubiertas con una capa externa polar de
apoliproteinas, fosfolipidos y colesterol libre. B) Las lipoproteinas se clasifican segin su densidad y
composicién. Modificado de Nelson y Cox, 2005 (48) y Vikram, 2012 (49).

La regulacion del metabolismo de las lipoproteinas es vital y es resultado de un
equilibrio entre la circulacién del colesterol en el higado y los demds érganos del
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cuerpo, en lo que se conoce como circuito exdgeno y enddégeno de colesterol
(Fig 3). Los dos circuitos estdn conectados: el colesterol de la dieta es
transportado por los quilomicrones al higado, en su paso por el torrente sanguineo
los quilomicrones van dejando parte de su contenido. En el higado, los
remanentes de quilomicrones se pueden reciclar y ensamblar en VLDL junto con
el colesterol que el higado sintetiza (del circuito enddgeno). Al igual que los
quilomicrones, las VLDL descargan triglicéridos hacia el tejido muscular y adiposo.
A medida que van descargando lipidos las VLDL se transforman sucesivamente
en IDL, LDL o HDL. Las LDL transportan la mayor parte del colesterol a los tejidos y
pueden permanecer en circulacion durante varios dias. Las HDL contienen
colesterol libre que es excretado por las células y lo fransportan hacia el higado
para su eliminacién, en lo que se conoce como el transporte reverso del

colesterol (revisado en Tudela, 1996) (46).
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intestino ,‘/ '\ transporte
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Fig 3 Circuito del colesterol enddgeno y exdgeno

El colesterol exdgeno es de origen alimentario y sigue un circuito entre el higado y el intestino, el
colesterol enddgeno es sintetizado principalmente por el higado y es transportado hacia los
demds tejidos. En el fransporte reverso, el colesterol de las células regresa al higado para su

eliminacién. Modificado de Nelson y Cox, 2005 (48).

Con respecto a la obtencién de colesterol, a diferencia de los demds tejidos, el
SNC no obtiene el colesterol de la dieta ni de las lipoproteinas plasmdaticas, sino

de la sintesis de novo (ver pag 35).
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El colesterol no se metaboliza hasta didxido de carbono (CO2) y agua, por lo
tanto no aporta energia ni tiene valor caldrico. El catabolismo de todo el
colesterol del cuerpo, se realiza en el higado mediante el sistema citocromo Paso,
infroduciendo grupos hidroxilo (OH) en la molécula, convirtiéndolo en dacidos
biliares que son secretados en la bilis (50). Esta forma de eliminacién es insuficiente
cuando hay un exceso de ingesta dietética de colesterol. La sintesis de los acidos
biliares es altamente regulada (revisado por Dikkers y Tietge, 2010) (51) debido a
la formacién de metabolitos citotdxicos como el 27-hidroxicolesterol (27-OHC), un
oxiesterol vinculado con la EA (52, 53) (ver pdg 35). Una forma de eliminacién

directa colesterol es a través de la descamacion natural de la piel (54).

Biosintesis del colesterol y su inhibiciéon por estatinas

La via de sintesis de colesterol también conocida como la via del mevalonato se
realiza principalmente en el reticulo endopldsmico (RE) y en el citoplasma. Es una
via metabolica altamente costosa presente en practicamente todos los tejidos
animales (55). Las principales moléculas necesarias para la sintesis de colesterol
son: acetil coenzima A (acetil-CoA), que proporciona todos los dtomos de
carbono del colesterol, adenosin frifosfato (ATP) como fuente de energia y
nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) como donante de

equivalentes reductores (56).

La via comienza con la condensacidon de moléculas de acetil-CoA para formar
mevalonato, con su posterior conversibn a unidades de isopreno, estos se
condensan en pasos sucesivos para formar escualeno como intermediario, donde
finalmente éste Ultimo se cicla para dar el producto final: el colesterol (56). El paso
limitante en la biosintesis del colesterol es catalizado por la enzima HMG-CoA (3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA) reductasa que transforma el HMG-CoA a mevalonato

(57) y es el blanco inhibido por estatinas (Fig 4).

Ademds del colesterol, en esta via también se obtienen compuestos intermedios
bio-activos, tal como el geranil-geranil pirofostato (GGPP) y farnesil pirofosfato
(FPP) que son etiquetas de lipidos utilizados para la modificacion post-
traduccional de una amplia variedad de proteinas, incluyendo la subunidad vy

de las proteinas G heterotriméricas (58). La prenilaciéon de estas proteinas se
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requiere para su unidn a la membrana celular, permitiendo a la célula llevar a
cabo funciones bioldgicas importantes tales como migracién, diferenciacion,
proliferacion y senalizacién (59). La inhibicién de la via de colesterol por las
estatinas reduce la prenilacion de las proteinas G como Rho, Rac, Ras y Rab (60)
lo que puede tener consecuencias perjudiciales para la funcién celular (61). Los
isoprenos también estdn involucrados en la franscripcidon (isopentil tRNAs), N-
glicosilacion (dolicol), y el transporte de electrones en la mitocondria (ubiguinona
y hemo A) (56). La inhibicion de la via por estatinas puede tener una amplia y
compleja gama de efectos hipolipemiantes y pleiotrépicos (Fig 4).
HMG-CoA
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Fig 4 La biosintesis de colesterol y su inhibicion por estatinas

La inhibicion de la HMG-CoA reductasa por las estatinas disminuye los niveles de colesterol e
interfiere con la formacién de isoprenos derivados del mevalonato. La reduccién de isoprenos
como FPP y GGPP disminuye la prenilacién de proteinas. A través de la inhibicién de la via en este
punto, las estatinas pueden tener una amplia y compleja gama de efectos hipolipemiantes y

pleiotropicos. Modificado de Mendoza-Oliva et al., 2014 (66).

Regulacidn de la sintesis de colesterol

La homeostasis del colesterol sistémico es controlada por la sintesis, la absorcidn,
eflujo, degradacion y excrecidn (62). La biosintesis de colesterol se rige
principalmente por su concentracién en el RE (63) y es modulada negativamente

por los niveles plasmdaticos de colesterol en las LDL (64). Gran parte de la
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regulacion de la sintesis de colesterol se lleva a cabo en este paso (55) donde la
enzima HMG-CoA reductasa es sujeta a regulacion a corto y largo plazo (Fig
5A,B). Los trabajos en la literatura indican que la proteina glicosilada anclada a la
membrana del RE tiene un peso molecular de 80-97 kDa correspondiente a su
forma monomérica. La HMG-CoA reductasa humana cristaliza principalmente
como un homotetrdmero y el sitio activo se forma por la contribucidn de dos

mondmeros (65).

La regulacién a corto plazo de la enzima se produce a través de su
fosforilacion/desfosforilacion mediada por senalizacidén hormonal. La fosforilacion
de la HMG-CoA reductasa producida por el glucagdn a través de la cinasa
activada por monofostato de adenina (AMPK) (67) disminuye su actividad
enzimdtica, mientras que su desfosforilacion inducida por la insulina a través de la
proteina fosfatasa 2A (PP2A) aumenta su actividad (68). La regulacién a largo
plozo de la HMG-CoA reductasa es modulada alostéricamente por
retroalimentacidn negativa mediada por el contenido de esteroles. Un
mecanismo de deteccidén de colesterol en el RE regula la expresion de genes
implicados en la biosintesis de colesterol (HMG-CoA reductasa), asi como en su

absorcion (a través del receptor de LDL) (63, 69) y degradacion (70) (Fig 5A).

Las proteinas de unién al elemento regulador de esteroles (SREBPs) son los factores
de transcripcion cldsicos que regulan la homeostasis del colesterol celular y
controlan la expresion de genes relacionados con la sintesis de colesterol y la
absorcion de LDL (63). Los factores SREBPs son proteinas integrales de membrana

que residen en el RE.

En presencia de altos niveles de esteroles, 1os SREBPs se encuentran unidos a otra
proteina de membrana, la proteina que activa la escision de SREBP (SCAP, SREBP
cleavage-activating protein) (71). El complejo SREBP-SCAP es retenido en el RE a
través de su unién con la proteina del gen-1 inducido por insulina (INSIG-1, insulin-
induced gene-1) (72, 73). Cuando los niveles de esteroles disminuyen, el complejo
SREBP-SCAP sale del RE y se transporta al Golgi a través de la via secretora (74). En
el Golgi, el SREBP se procesa secuencialmente por la proteasa de sitio-1 (S1P) y

por la proteasa del sitio-2 (S2P) (75, 76) que producen el dominio N-terminal
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soluble y activo de SREBP, que entonces entra en el nicleo e induce la expresion
de sus genes blanco (77). Esta fina regulaciéon del metabolismo del colesterol es
consecuencia de un dominio de deteccién de esterol (SSD) presente tanto en la
proteina SCAP como en la HMG-CoA reductasa (78). A nivel post-traduccional, los
esteroles también regulan la degradacion de la HMG-CoA reductasa (79-81).
Cuando el nivel de colesterol es bajo, la HMG-CoA reductasa es estable, pero
cuando el colesterol aumenta, la HMG-CoA reductasa interactia a fravés de su
dominio SSD con INSIG-1 (82) permitiendo su ubiquitinacién y posterior
degradacién por la via de degradacion de proteinas asociada al reticulo
endopldsmatico (ERAD, del inglés endoplasmic-reticulum-associated protein
degradation) (82) (Fig 5B).
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Fig 5 Regulacion de la biosintesis de colesterol

La sintesis del colesterol a través de la HMG-CoA reductasa es objeto de regulacién a corto vy largo
plazo. A) En el cuadro blanco de la esquina inferior izquierda se muestra la regulacién a corto
plazo de la sintesis de colesterol. La fosforilacion de la HMG-CoA reductasa, se activa por el
glucagdn a través de AMPK lo que disminuye la actividad de la enzima, mientras que la insulina a
través de PP2A produce su desfosforilacion y aumenta su actividad. B) La regulacién a largo plazo
de la HMG-CoA reductasa es alostéricamente modulada por retroalimentacion negativa
mediada por el colesterol. Los SREBPs, son los factores de transcripcién que regulan la homeostasis
del colesterol celular y controlan la expresion de la HMG-CoA reductasa y LDLR (receptor de LDL).
En presencia niveles altos de colesterol (T colesterol), SREBP se une a SCAP. El complejo SREBP-
SCAP es retenido en el RE a través de su unidon a INSIG-1. Cuando los niveles de colesterol
disminuyen (| colesterol) el complejo SREBP-SCAP sale del RE y se transporta al Golgi a través de
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la via secretora. En el aparato de Golgi, el SREBP es secuencialmente procesado por S1P y S2P lo
que da como resultado un SREBP soluble y activo, que luego entfra en el nicleo e induce la
expresidon de sus genes blanco. El colesterol también regula la degradacion de la HMG-CoA
reductasa, cuando los niveles de colesterol son bajos, la HMG-CoA reductasa es estable, pero
cuando el colesterol aumenta, ésta interactia a fravés de su dominio SSD con INSIG-1 lo que

permite su degradacién. Modificado de Mendoza-Oliva et al., 2014 (66).

Metabolismo del colesterol cerebral

El cerebro es el érgano con el mayor contenido de colesterol. Alrededor del 25 %
del colesterol del cuerpo reside en el cerebro, principalmente en forma no
esterificada (83). Es el principal componente estructural de las membranas
celulares y de las vainas de mielina (10). En el SNC, el colesterol también participa
en procesos celulares clave como la diferenciacion celular, la formacién de
sindpsis, dendritas y axones, neurotransmisidon, endocitosis, plasticidad sindptica,
senalizacion intracelular, y es un precursor de neuroesteroides activos (4, 44). Se
han descrito diferencias significativas entre el metabolismo del colesterol en el
SNC vy los sistemas periféricos. Por ejemplo, la vida media de colesterol circulante
es de sélo pocos dias, en contraste con el colesterol del cerebro que puede
permanecer estable durante 6 meses en roedores y hasta 5 anos en humanos
(10). La regulacion del metabolismo del colesterol en el SNC es poco conocida en
comparaciéon con la regulaciéon del colesterol periférico. En el humano, el
colesterol materno es la principal fuente de colesterol del cerebro durante las
primeras etapas de desarrollo (84). La formacidon y maduracién de la barrera
hematoencefdlica (BHE, del inglés blood-brain barrier) entre las 12-18 semanas de
gestacién (85) impide la absorciéon de las lipoproteinas de la circulaciéon (86) por
lo tanto, después de esta etapa de desarrollo, los niveles de colesterol del cerebro
son independientes de la dieta o de la sintesis hepdtica y su producciéon

esencialmente (> 99 %) depende de la sintesis de novo (83).

Durante la mielinizacidon axonal, los oligodendrocitos tienen la mayor capacidad
para la sintesis de colesterol. Mds tarde, en la edad adulta, la tasa de sintesis de
estas células disminuye y el colesterol es sintetizado principalmente por los
astrocitos (87, 88). Las neuronas son capaces de sintetizar la mayor parte del
colesterol necesario para su crecimiento y sinaptogénesis en las primeras etapas

de desarrollo (4). Pero en el cerebro maduro, las neuronas reducen su capacidad

Aydé Mendoza Oliva 35



de biosintesis probablemente debido al alto gasto energético de la via y se

vuelven dependientes de colesterol producida por los astrocitos (89, 90).

La homeostasis del colesterol en el cerebro se mantiene mediante el equilibrio
enfre el transporte de colesterol a través de un proceso dependiente de
lipoproteinas especificas del cerebro y el colesterol sintetizado enddégenamente.
Las lipoproteinas en el cerebro, se sintetizan, ensamblan vy secretan
principalmente por los astrocitos y son transportadas a las neuronas (91, 92). Los
transportadores del tipo ABC (del inglés, ATP binding cassette) son moléculas
importantes para mediar el transporte de lipidos en el SNC, y especialmente en la
formacioén de la apolipoproteina E (APOE) (93). Una vez que se sintetiza el
colesterol, el transportador de membrana dependiente de ATP subfamilia Al

(ABCAT1), tanto en células gliales como en neuronas, lo secreta (83, 94, 95).

Existe evidencia que muestra que la biosintesis del colesterol en el cerebro
también estd regulada por SREBP y por la HMG-CoA reductasa de manera similar
que en los tejidos periféricos, esto es a fravés de la inhibicion por
retroalimentacion de la expresidon génica y degradacion (96). En las neuronas, la
HMG-CoA reductasa estd presente y activa en el RE pero también se encuentra
en los axones donde la sintesis de colesterol no tiene lugar (97) lo que sugiere que
esta enzima podria tener otra funcidén en las neuronas. El equilibrio de los niveles
de colesterol en el cerebro es finamente modulado. El colesterol se excreta del
cerebro en la forma de 24-hidroxicolesterol (24-OHC) por la accién de la
colesterol 24S-hidroxilasa (CYP46) (10, 83, 98) una enzima neuronal especifica (99),
y aunqgue el colesterol circulante no atfraviesa la BHE, su producto oxidado, el 27-
OHC i puede llegar al cerebro (100, 101). Se ha planteado la hipdtesis de que el
influjo de 27-OHC al cerebro representa el vinculo entre la hipercolesterolemia y el
riesgo de desarrollar EA (52, 53). La investigacion del metabolismo del colesterol
en el cerebro tiene una larga historia, pero este campo ha cobrado un gran
impulso en la Ultima década, probablemente por la relacion del colesterol en las

enfermedades neurodegenerativas como la EA.
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La enfermedad de Alzheimer

La EA es la demencia neurodegenerativa mds frecuente en adultos mayores y fue
nombrada por Emil Kraeplin en honor al neuropatdlogo alemdn Alois Alzheimer
(1864-1915). En 1907, Alzheimer describid tanto la conducta, como las
caracteristicas neuropatoldgicas de la demencia en una mujer de 51 anos;
ambas manifestaciones contindan en la actualidad vigentes para el diagndstico
de la EA (102).

El inicio de la EA es muy dificil de identificar por el paciente y su familia. Las
deficiencias conductuales en los pacientes con EA evolucionan gradualmente
(103). Los primeros sinfomas se manifiestan a menudo como déficits muy sutiles e
intermitentes en la memoria episddica (104). Algunas senales de alerta temprana
son a menudo identificadas como un aspecto normal del envejecimiento. Por lo
general, los nuevos pacientes acuden al médico en excelentes condiciones
neurolégicas, sin déficits graves. Los déficits continban con alteraciones en el
lenguaje, el pensamiento abstracto y las funciones ejecutivas, hasta llegar a la
incapacidad de reconocer personas y d la propia imagen (105). Después de un
periodo de algunos anos la demencia, que ya se encuentra avanzada, ademads
de afectar las funciones cognitivas y conductuales afecta los sistemas motores
como el extrapiramidal, lo que provoca disminucidn en la marcha e
incontinencia. La muerte en estos pacientes se puede presentar por medio de

complicaciones respiratorias menores como neumonia por aspiraciéon (106).

En cuanto a las caracteristicas neuropatoldgicas, el cerebro de pacientes con
Alzheimer en etapa final se caracteriza por atrofia del hipocampo y de la corteza
cerebral asi como dilatacién ventricular, fodo en magnitudes mayores de lo

esperado para la edad (107) (Fig 6).
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Fig 6 Atrofia cerebral en la EA

Comparacién neuroanatémica de A, B) un cerebro normal C, D) y un cerebro con EA. C) En el
cerebro con EA se observa atrofia prominente en las dreas frontal y temporal que participan en las
funciones de asociacion (flechas). D) seccién coronal del cerebro con EA donde se observa una

ampliaciéon de los ventriculos y atrofia del hipocampo. Modificado de Soto-Rojas, 2015 (108).

Los cambios microscépicos mds obvios y de diagndstico en el cerebro con EA
son: la presencia de placas amiloideas y las maranas neurofibrilares (109). Las
primeras se forman a partir de depdsitos extracelulares de ABi-40; Y ABpi-42) (Fig 7A),
mientras que las segundas se generan a partir de filamentos helicoidales
apareados de la proteina tau hiperfosforilada (Fig 7B). Ambos eventos ocurren
particularmente en la corteza frontal y en el hipocampo, e interfieren con la

comunicacién sindptica en estas regiones (110).

Fig 7 Caracteristicas histopatolégicas de la EA

A) Placas neuriticas, tefidas con anticuerpos anti-ABp-42. B) Placas neuriticas y  ovillos
neurofibrilares, tefidas con anticuerpos de filamentos helicoidales apareados de la proteina tau.
Modificada de Vandenberghe y Tournoy, 2005 (111).
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La etiologia de la EA puede ser de tipo genética (familiar) y esporddica. La
primera representa menos del 2 % de los casos y se asocia a mutaciones en tres
genes: el de proteina precursora del -amiloide (APP) en el cromosoma 21, el de
la presenilina 1 en el cromosoma 14, y el de la presenilina 2 en el cromosoma 1 en
humanos (revisado en Dorszewska et al., 2016) (112). Este tipo de EA se conoce
también como *“de inicio temprano”, ya que los individuos que portan alguna de
las mutaciones mencionadas presentan los primeros sintomas en edades

tempranas, incluso en la tercera década de vida (113).

En el caso de la EA esporddica, aln se desconocen los factores que la inducen;
tiene una prevalencia del 98 % y por lo general se presenta a partir de los 65 anos
de edad. Asi, la incidencia de personas menores de 65 anos con la EA es inferior
al 1%, aumentade 5 a 10 % a partir de los 65 anos y de 30 a 40 % a partir de los 80
anos de edad (112). Por ello, se considera que el principal factor de riesgo para
desarrollar la EA es la edad. De hecho, algunos desdrdenes relacionados con la
edad como la hipercolesterolemia, la disfuncidén en la respuesta antioxidante, y la
homeostasis mitocondrial se han asociado fuertemente al desarrollo de la
enfermedad (revisado por Maes et al., 2009) (114). En el reporte del 2015 de la
Federacién Internacional de Asociaciones de Alzheimer (ADI, del inglés
Alzheimer’s disease Internacional) y de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS,
del inglés World Health Organization) se estimd que a nivel mundial, existen 46.8
millones de personas con demencia. Debido a que esta enfermedad se asocia
de manera importante con la edad, se prevé que el nUmero de personas con EA
crezca conforme aumenta la expectativa de vida a nivel mundial. Se ha previsto
que la poblacién con EA se dupligue cada 20 anos, es decir que existan 74.7
millones de personas con EA en 2030 y 131.5 millones en 2050, esto es un nuevo
caso de demencia cada cuatro segundos. Estos nuevos estimados son 12-13 %
mayores que los del reporte de 2009 (115). En Estados Unidos se estimd que en
2010 existian de 5.4 millones de personas afectadas con la EA segun el censo del
ano 2000 (116). En nuestro pais, se estimd que en 2014 existian 860,000 personas
afectadas. La proyeccidn del nUmero de mexicanos afectados por la demencia

para el ano 2050 llegard a mds de 3.5 millones (117).

Aydé Mendoza Oliva 39



La causa de la EA no se conoce por completo, pero se cree que involucra tanto
factores genéticos como ambientales, por lo que es dificil establecer su
prevenciéon. En la actualidad, tampoco se dispone de algun tratamiento para
curar o por lo menos alterar el avance de la demencia. Por lo cual queda mucho

por hacer para apoyar y mejorar la vida de las personas con demencia.

Actualmente en México hay mds de 13 millones de adultos mayores de 60 anos,
en este sentido la demencia representa una amenaza significativa para la
calidad de vida de éstas personas. Algunos de los factores de riesgo socio-
demogrdficos para la aparicion de la demencia son: la desventaja social y el
analfabetismo, los cuales propician la exposicion temprana a factores de riesgo
que alteran el proceso bioldégico del envejecimiento y pueden llegar a producir

multimorbilidad, en particular alteraciones cardiovasculares y metabdlicas (117).

Ademds de la edad existen otros factores de riesgo para padecer la enfermedad
los cuales incluyen: antecedentes familiares con EA, presidon arterial alta por
mucho ftiempo, las dietas altas en grasas, antecedentes de traumatismo craneal,
niveles altos de Hcy y colesterol, una vida sedentaria y una estimulacion

cognoscitiva pobre (6, 118-122).

Produccion del péptido Ap

En 1984, Glenner y Woong descubrieron una molécula que se deposita en el
cerebro durante el desarrollo de la EA: el péptido AR (19). Desde entonces, se
sabe que esta proteina se encuentra directamente asociada a la EA, sin
embargo, no se conoce bien que genera su produccién y acumulacion en en el

cerebro.

El péptido AB es el principal componente de las placas neuriticas en la EA (Fig 7A)
(20). Es derivado de la glicoproteina transmembranal tipo |, la proteina APP (123).
La APP presenta un dominio extracelular grande en la regién N-teminal (124) una
region fransmembranal, que contiene parte de la secuencia del AB y un dominio
citoplasmdtico de menor tamano en la regidon C-terminal (Fig 8). Esta proteina es
ubicua en el organismo y estd conservada evolutivamente (125, 126). El gen de la
APP se localiza en el cromosoma 21 y existen varias isoformas con un tamano que

puede variar de 563 hasta 770 aminodcidos. Las neuronas expresan
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principalmene la isoforma APPgss (127). Se han relacionado varias funciones a la
proteina APP: interviene como receptor ligado a proteinas G (128), participa en el
crecimiento y guia axonal durante el desarrollo (129) y contribuye a la

homeostasis de iones de cobre (130).

La proteina APP se procesa mediante la accion de diversas proteasas. En la via
no amiloidogénica, una proteasa conocida como a-secretasa corta la APP y
previene la formacion de AB con lo que se impide la formacién de los depdsitos
(131). Sin embargo, una parte de la APP es procesada de manera diferente. Otra
secretasa, la p-secretasa, corta la APP liberando un fragmento carboxilo, que tras
ser procesado por la y-secretasa, libera el AR (Fig 8). Este péptido tiene una
solubilidad limitada y forma autoagregados que constituyen las fibras insolubles
de las placas. La accidon de la p-secretasa y y-secretasa (complejo) produce
diversos tipos de péptidos. La forma mds comun, relativamente soluble, tiene 40
aminodcidos A[i-40, mientras que otras formas tienen una longitud de 42 o 43
residuos: ABpi-421 Y APri-43). Estas Ultimas son mucho mds insolubles y forman fibras

con caracteristicas cinéticas mucho mas rapidas (131).

La principal B-secretasa de las neuronas en el procesamiento amiloidogénico de
APP es la enzima-1 de corte de APP en el sitio B (BACE-1, del inglés beta-site
amyloid precursor protein-cleaving enzyme-1). BACE-1 es una aspartil proteasa
transmembranal cuyo corte genera el N-terminal del A, es la enzima limitante en
la produccidn de este péptido (Fig 8). Con el aumento en la expresidén neuronal
de BACE-1 predomina la via del procesamiento amiloidogénico (132). La proteina
BACE-1 tiene 501 aminodcidos (~70 kDa) y dos sitios activos. La mayoria de los
tejidos exhiben actividad B-secretasa pero los niveles mds altos de actividad se

observan en las neuronas (133).
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Fig 8 Procesamiento de APP y produccién de A

El procesamiento de APP se puede redlizar por la via amiloidogénica (derecha) o no
amiloidogénica (izquierda). Las enzimas o- y B-secretasa cortan a la APP en su dominio
extracelular para liberar respectivamente un fragmento soluble sAPPa o sAPPB en el espacio
extracelular y generar fragmentos carboxi-terminales CTF o CTFp. Estos fragmentos posteriormente
pueden ser procesados por el complejo y-secretasa para generar el fragmento AICD (del inglés,
amyloid precursor protein intracellular cytoplasmic/C-terminal domain) el cual participa en la
regulacion de la expresidn génica. El complejo y-secretasa se compone de las proteinas
presenilina, nicastrina (NCT), proteina activadora de y-secretasa (GSAP), Pen-2, y Aph-1.
Modificado de Vingtdeux et al., 2012 (134).

Desregulacién de colesterol en la enfermedad de Alzheimer

Estudios epidemiolégicos vy  experimentales han  sugerido que la
hipercolesterolemia aumenta la susceptibilidad para desarrollar EA (6, 135). De
hecho, la presencia del alelo ¢4 de la APOE, que se asocia positivamente con alto
contenido de colesterol en el cerebro, es uno de los factores de riesgo mejor
establecidos para el desarrollo de EA (7, 8, 21, 136). Un estudio preliminar indica
que la variacion genética en el locus APOE en la poblacidn mexicana es un
factor genético que influye en los niveles de lipidos en plasma particularmente en

la poblacion femenina (137).

Se ha indicado también que niveles altos de colesterol aumentan el riesgo de EA
en un 66 % (138), y que este aumento de colesterol en la mediana edad se
correlaciona mejor con la aparicién de la EA. A mayor edad, la correlacion entre
EA vy el colesterol no es consistente. Recientemente estudios de asociacion de

genoma completo han identificado polimorfismos en genes asociados con la
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homeostasis del colesterol, incluyendo al fransportador ABCAT, al fransportador
de membrana dependiente de ATP subfamilia A7 (ABCA7) y clusterina (CLU) (9,
139, 140). También los niveles plasmdticos altos de 24-OHC han sido asociados
con la EA (141, 142) y con la demencia vascular (143). Sin embargo, todavia no
estd claro si los niveles plasmdaticos altos de 24-OHC estdn relacionados
directamente con el desarrollo de la EA o si es un reflejo de la disrupcién de la BHE
o ambos (144). La mayoria de los resultados al respecto han demostrado que la
regulacion del colesterol en EA estd alterada en diferentes niveles: biosintesis,
transporte, ensamblaje de las lipoproteinas, los receptores de lipoproteinas y

senalizacion (145) (Fig 2A).

Evidencia creciente sugiere que el colesterol puede influir en la actividad de las
enzimas implicadas en el metabolismo de la APP y la produccién de AB. Estudios
en animales han demostrado que el exceso de colesterol de la dieta acelera la
acumulacién de AB en el cerebro y en contraste, la reduccidon en colesterol
favorece la via no amiloidogénica del metabolismo de APP disminuyendo la
produccion de AB y la formacion de placa amiloide (146-149). Aunque los
mecanismos por los que el colesterol afecta la produccién de Ap no se conocen,
se ha sugerido que los cambios en los niveles de colesterol en la membrana o su
distribucién en las balsas de lipidos influye en la actividad y la expresion de las -y
y-secretasas involucradas en el procesamiento amiloidogénico de APP (23, 146,
148, 150-152) (Fig 9B). Por ofro lado, el colesterol alto aumenta la toxicidad
neuronal de AB mediante el aumento de la formacién de especies reactivas de
oxigeno (ERO) (153, 154). De esta manera, el colesterol puede aumentar la
vulnerabilidad del cerebro para eventos toxicos durante el envejecimiento a dos
niveles: el aumento de la deposicidon de AB vy su toxicidad. Sin embargo, el factor
critico en el andlisis de estos datos debe tener en cuenta que el paso del
colesterol desde la periferia al cerebro es normalmente prevenido por la BHE, con
lo cual, la relacidn entre la concentracidn alta de colesterol sistémico y la
acumulacién de AP no estd del todo clara (Fig ?A). Por lo cual resulta importante
valorar qué factores del ambiente cerebral puedan estar involucrados en el
aumento de colesterol cerebral, o que nos permitird tener un mejor

entendimiento de su papel patogénico en la EA.
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Fig 9 El colesterol en el cerebro y su participacion en la sobreproduccién de Ap

A) La BHE impide que las lipoproteinas plasmdticas lleguen al cerebro, por lo cual el colesterol en
este tejido es sintetizado de novo. Las neuronas mantienen constantes sus concentraciones de
colesterol a través de los mismos mecanismos homeostdticos que regulan el metabolismo del
colesterol intracelular en los tejidos periféricos. El colesterol sintetizado en la RE, puede localizarse
hacia la membrana plasmdtica interactuando con caveolina-1 (Cav-1), una parte del colesterol
se esterifica por la acil-CoA-colesterol aciltransferasa (ACAT). Para su eliminacién, el colesterol se
convierte en 24S-OHC, cruza la BHE, entra en el plasma, y se lleva al higado para la excrecion en
la bilis. Modificado de Anchisi ef al., 2013 (155). B) Las enzimas B y y-secretasas se encuentran
unidas a la membrana en las balsas lipidicas. El alto contenido puede influir en la actividad de
estas enzimas involucradas en el metabolismo de la proteina APP durante la produccién de AP,
promoviendo de esta manera la formacién de agregados de AB y la muerte neuronal. Modificado
de Morgado y Garvey, 2016 (156).
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PARTE |
EFECTO DE LA HOMOCISTEINA EN EL METABOLISMO DEL COLESTEROL NEURONAL

La homocisteina y su relacion con la enfermedad de Alzheimer

Al igual que el colesterol, los niveles plasmdaticos elevados de Hcy pueden
aumentar el riesgo de padecer ECV y también se han asociado con EA (16, 17).
La Hcy es un aminodcido no proteico, su metabolismo requiere de vitaminas del
grupo B, especialmente el dcido fdlico, de la vitamina Bé y vitamina B12. Cuando
hay deficiencia de alguna de estas vitaminas, los niveles de Hcy en sangre
aumentan, esta alteracion en el metabolismo se conoce como
hiperhomocisteinemia (157). Los niveles de Hcy en plasma pueden incrementar
con la edad (158) como resultado de la pérdida de la funcidn renal o disminucién
en la actividad de enzimas y vitaminas que participan en su metabolismo (159,
160).

La Hcy es un aminodcido sulfurado que se forma del metabolismo de la
metionina. La Hcy se fransforma a cisteina por la via de transulfuracion con la
intervencién de dos enzimas dependientes de la vitamina Bé6 como la cistationina
B sintasa (CBS) o puede ser remetilada a metionina, proceso en el que interviene
la enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) dependiente del dcido félico
y de vitamina B12. Esta enzima cataliza la conversion de 5,10
metilentetrahidrofolato, en una reaccidn dependiente de NADPH, a 5-
metiltetrahidrofolato; este metabolito que se produce en una reaccion fisioldgica
ireversible es uno de los tres dadores del grupo metilo en la conversidon de Hcy a

metionina por la enzima metionina sintasa (MS) (157) (Fig 10).

Hasta el momento no se conoce con exactitud cémo la hiperhomocisteinemia
contribuye al desarrollo de ECV. Ademds los altos niveles de Hcy en plasma estdn
asociados comunmente a desdérdenes genéticos (atrofia de la corteza cerebral)
como son mutaciones de las enzimas que participan en su metabolismo vy las

deficiencias en las vitaminas B6 y B12 (162).
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Fig 10 Metabolismo de la Hecy

La Hey es un aminodcido producto intermedio del metabolismo de la metionina y la cisteina. La
Hcy es metabolizada por dos vias: transulfuracion y remetilacion. La transulfuracion de la Hey a
cisteina es catalizada por la CBS, un proceso que requiere fosfato de piridoxal (Bé) como cofactor.
Por ofro lado, la remetilacion de la Hey produce metionina. Esta reaccion es catalizada por la MS.
La cobalamina (B12) es cofactor de la MS. THF, tetrahidrofolato. Modificado de Mendoza-Oliva,
2011 (163).

Con base en estudios epidemioldgicos enfocados en la asociacion de Hey vy la
EA, se ha sugerido que el dano vascular puede contribuir al comienzo y progreso
de la enfermedad (17). En reportes en los que los niveles de Hcy estdn elevados y
los de folatos disminuidos, se ha observado una reduccidén en el niUmero de
microvasos sanguineos, dano en los capilares cerebrales y disfuncién de la BHE en

pacientes con EA (161).

Algunos trabajos se han encaminado a esclarecer la relaciéon entre la
acumulacién de Hey y el dano neuronal presente en la EA. Estudios previos han
mostrado que la Hcy es tomada por las neuronas via un transportador de
membrana especifico (164), lo cual resulta en la acumulacién relativa de altas
concentraciones de Hcy en las células. También se ha documentado que la

acumulacién de Hcy produce dano a las neuronas a fravés de diversos
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mecanismos de toxicidad tales como: la generacion de ERO, incremento de la
toxicidad de AP, la activacion de apoptosis, hiperactivacion de receptores N-
metil-D-aspartato (NMDA) vy la fosforilacion de proteinas del citoesqueleto, entre
otros (153, 165-170) (Fig 11).
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Fig 11 Mecanismos de muerte neuronal por Hcy

La Hey puede producir la muerte neuronal a través de mecanismos que involucran el dafo a
DNA, la activacion de sefales que inducen apoptosis, alteraciones en la funcidén mitocondrial
como la liberacién de citocromo ¢ y la activacidn de caspasas, asi como disminucion de la
respuesta antioxidante de la célula. Puede también ejercer acciones directas sobre los receptores
de glutamato con aumento en el influjo de calcio. Investigaciones recientes han senalado que la
Hcy induce estrés del RE, el cual puede contribuir a sus mecanismos patogénicos. Modificado de
Mattson y Shea, 2003 (171).

La homeostasis de los niveles de Hcy parece ser importante en el proceso de
metilacion del dcido desoxirribonucleico (DNA) gque es un mecanismo de
regulacion de la expresion génica (172). En este aspecto se ha estudiado la
regulaciéon de los genes que participan en el procesamiento de la proteina APP.
Trabajos en este dmbito han revelado que los niveles de S-adenosiimetionina
(SAM), el principal donador de metilos, estdn disminuidos en pacientes con EA
(173). Estos datos hipotetizan que las alteraciones en el ciclo SAM/Hcy
(produciendo la acumulacién de Hcy) son responsables del bajo nivel de SAM y
por lo tanto de la reduccion de metilacion del DNA (174). La Hcy provoca la
acumulacién de S-adenosiihomocisteina (SAH) debido a que la reaccidon que
convierte SAH a Hcy y adenosina (Ado) es reversible, de esta forma se favorece la

Aydé Mendoza Oliva 47



sintesis de SAH. La reaccion procede hacia la formacidén de SAM, solo sila Hey vy la
Ado son removidas (175) (Fig 10).

El SAH es un inhibidor de las metfiltransferasas de DNA, lo cual tiene como
consecuencia la hipometilacién del DNA vy la activacidon o sobreexpresion de
genes involucrados en la patologia de Alzheimer. De acuerdo con lo anterior se
ha propuesto que alteraciones del ciclo SAM/Hcy incrementan la produccion de

las y y B-secretasas, involucradas en la generacion de Ap (18).

Relacién entre la homocisteina y el metabolismo de colesterol

Se ha reportado una correlacidn positiva entre los niveles de Hcy y los de
colesterol en el plasma de pacientes y en modelos animales con
homocisteinemia (176-178). Basados en estudios epidemioldgicos, la elevacion de
Hcy correlaciona con niveles altos de colesterol y triglicéridos en estos pacientes
(13). Actualmente, la investigacion en este campo se ha encaminado a
esclarecer los eventos bioguimicos que llevan a la acumulacién de colesterol
mediada por Hecy. En lineas celulares de hepatocitos (HepG2), la Hey incrementa
la actividad de la HMG-CoA reductasa con un aumento en la produccion y
secrecion de colesterol (14), la Hcy aumenta la incorporacion de particulas LDL
del medio, induce estrés del RE y provoca la activacion de factores de
transcripcion involucrados en la sintesis de colesterol y triglicéridos (15, 179, 180),
en células del endotelio vascular aumenta el colesterol total, induce la expresion

del mensajero y de la enzima HMG-CoA reductasa (181).

A pesar de que se conoce mucho acerca del metabolismo del colesterol y de la
Hcy hasta el momento queda por aclarar su participacion en enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer. Debido a que existe evidencia de la
participacién de la Hey en el metabolismo del colesterol, en una investigacion
anterior (153) examinamos si la Hcy podia inducir la acumulacion de colesterol en
en neuronas. En este caso, observamos que después de varios dias de incubar a
las células en presencia de Hcy se acumula colesterol en las neuronas (Fig 12)
(153). Nuestro hallazgo es interesante debido a que representa una condicién
que estd presente en la EA y que ademds puede modificar varios aspectos

relacionados con el metabolismo de colesterol (15, 179, 180). En base a lo descrito
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en la literatura pensamos que los posibles mecanismos involucrados en el
aumento de colesterol por Hcy podrian ser la induccidn de la via de sintesis de
colesterol y/o la captura de colesterol desde el suero (14, 15, 179, 180). En el
presente trabajo decidimos continuar estudiando el efecto de la Hcy sobre el
metabolismo del colesterol neuronal y examinar si este tiene una repercusion en la

produccion del péptido Ap.
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Fig 12 Cambios en el contenido de colesterol por Hcy en las células de neuroblastoma

humano

Las células se trataron con colesterol (50 uM) o Hcy (50 uM) durante 5 dias. Los paneles muestran
en A) las imdgenes fluorescentes correspondientes al control, las células expuestas a colesterol o
Hcy vy la intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias) de la tincién con filipina. El panel B) se
muestra el aumento de los niveles de colesterol cuantificados usando el sistema Amplex Red
(Molecular Probes) de lisados celulares completos. Los cambios en los niveles de colesterol se
expresan como aumento en comparacién con las células contfrol. Cada barra representa la
media + error estdndar (ES) de las determinaciones por triplicado de cinco experimentos: * p <0.05,
** p <0.01 vs conftrol; prueba de Dunnett. Chol, colesterol; Hcy, homocisteina. Modificado de

Mendoza-Oliva et al., 2013 (153).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Dado que un factor de riesgo reconocido en la EA es la acumulacién de Hey vy
este metabolito se relaciona con incrementos en el colesterol intracelular, resulta
importante valorar el mecanismo por el cual la Hcy aumenta los niveles de
colesterol en neuronas y determinar si estas condiciones pueden favorecer la

sobreproduccion de Ap.

OBJETIVO GENERAL
Evaluar en células de neuroblastoma humano diferenciado los mecanismos por
los cuales la Hcy induce la acumulacidén de colesterol y determinar su efecto

sobre la sobreproduccion de AB.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar el efecto de la Hcy en el metabolismo del colesterol neuronal

e Examinar el mecanismo por el cual la Hcy aumenta el colesterol en

neuronas (sintesis y/o acumulaciéon, captura).

* Determinar si existe algun cambio en la expresion de la enzima HMG-CoA

reductasa después del tratamiento con Hey.
Estudiar el efecto de la Hcy en el metabolismo del péptido Ap
* Examinar la sobreproduccién de AB en presencia de Hcy.

e Examinar la expresidon de las enzimas involucradas en el procesamiento de

la proteina APP en presencia de Hcy.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
Se usd una linea de neuroblastoma humano diferenciado a fenotipo neuronal. Las
células se incubaron en presencia de colesterol y Hcy. Los experimentos se
realizaron en presencia o ausencia de suero que contiene colesterol con el fin de

valorar el efecto de la Hey sobre la via de sintesis de colesterol.

Cultivo de neuroblastoma humano

El estudio de los mecanismos que conducen a la disfuncidén neuronal y la pérdida
celular en la EA ha sido la principal ventaja del uso de los sistemas in vitro. Ademds
de los cultivos primarios (182, 183), se han wusado lineas celulares de
neuroblastoma humano tales como SH-SYSY (184-187) para estudiar dichos

mecanismos asociados con la EA.

El cultivo de neuroblastoma humano y su diferenciacién a un fenotipo neuronal
mediante la manipulacidén del medio de cultivo ofrece algunas ventajas a la
experimentacion. Dentro de estas se incluyen: la capacidad de expansidn a gran
escala antes de la diferenciacién con relativa facilidad y el bajo costo del cultivo
en comparacion con las neuronas primarias de mamiferos, cuyo uso estd mds
limitado (revisado en Kovalevich y Langford, 2013) (188). Ademds, las células de
neuroblastoma humano expresan proteinas e isoformas especificas que no estdn
inherentemente presentes en células primarias de roedores (188). La
diferenciacién neuronal de estas células implica una serie de eventos especificos,
incluyendo la formacién y extension de procesos neuriticos, aumento de la
excitabilidad de la membrana plasmdtica, la formacidon de sinapsis positivas a
sinaptofisina  y la induccidn de proteinas especificas de neuronas,
neurotransmisores y receptores (188, 189). La diferenciacién sincroniza el ciclo
celular para producir una poblacién de células neuronales homogéneas (190 ) vy

evita la presencia de otras células derivadas de la cresta neuronal (191).

Para los experimentos in vitro de este trabajo se utilizd una linea celular no
comercial de neuroblastomma humano (SMS-MSN) (192) (Fig 13A). Las SMS-MSN
indiferenciadas, se mantuvieron creciendo en medio RPMI 1640 (Gibco Invitrogen,
CA, EUA) con aminodcidos no esenciales mds suero fetal de cabra 10 % (Gibco

Invitrogen, CA, EUA). Las células se cultivaron en cajas Petri o placas multipozos en
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una atmodsfera de 5 % de CO2 a 37 °C y a una densidad de 1x10¢ células/pozo.
Los experimentos se hicieron usando SMS-MSN diferenciadas a fenotipo neuronal,
para la cual 24 h después de sembradas las células fueron diferenciadas
agregando al cultivo dacido retinoico (10 uM) y factor de crecimiento neuronal
(NGF) (50 ng/mL) en condiciones normales de suero (10 %) y se dejaron
incubando durante 5 dias mds hasta obtener una densidad celular apropiada. Al
final de este periodo el medio de incubacién fue reemplazado por medio fresco
con 10 % de suero y las neuronas fueron expuestas a las diferentes condiciones
experimentales planteadas. En otros experimentos, las células se incubaron con
los tfratamientos durante el proceso de diferenciacién (5 dias) y en medio libre de
suero. Por Western blot corroboramos que las SMS-MSN diferenciadas en medio
libre de suero expresan fuertemente el marcador nuclear especifico de neuronas
maduras NeuN (Neuronal Nuclei) (193) (Fig 13B). Las células fueron expuestas a
diferentes concentraciones de Hcy (50-100 uM Sigma-Aldrich, MO, EUA) o
colesterol (50 uM; Sigma-Aldrich, MO, EUA) disuelto en etanol (0.16 %).

A SMS-MSN SMS-MSN B
dl'QI‘\CIOgO__ dllerenclad

NeuN

p-actina

-
L, ol

Fig 13 Células de neuroblastoma humano SMS-MSN

A) La linea celular de SMS-MSN se diferencia a neurona por la adicién de &cido retinoico
(10 uM) y factor de crecimiento neural (50 ng/mL). Imdgenes obtenidas por microscopia
de luz (contfraste de fases) (10X). Donada por Q.F.B. Patricia Ferrera. B) Las SMS-MSN
diferenciadas en medio sin suero presentan niveles mayores de NeuN (anficuerpo anti-
NeuN; Chemicon International, Temecula, CA, EUA) ND, no diferenciadas; D,

diferenciadas.

Evaluacion de la viabilidad celular
Ensayo de reduccion del MTT
Para analizar la toxicidad de los agentes empleados, se utilizd un procedimiento

en el cual se cuantifica la viabilidad de las células (194). Este método mide la
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actividad redox de la mitocondria a través de la conversién del compuesto 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-2-5-bromuro de difenil-tetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich, MO, EUA )
a cristales de formazdn durante las reacciones de la cadena respiratoria. De
manera breve, el MTT se disolvié en PBS 1X a una concentracion de 5 mg/mL y se
agregd al cultivo de SMS-MSN en una razdén de 1/10 (v/v). Las células se incubaron
con el MTT durante 1 h a 37 oC. Al término de este tiempo, el medio fue retirado y
los cristales de formazdn se solubilizaron con alcohol isopropilico (0.8 mL). La
absorbancia de cada muestra se cuantificd usando un espectrofotobmetro a 570

nm (Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, EUA).

Ensayo muerte/vida

Este ensayo puede determinar la viabilidad de las células de una poblacién
basdndose en la integridad de membrana plasmdatica y la actividad esterasa. La
calceina (Calceina-AM), que no es fluorescente, penetra en las células vivas y es
convertida por la actividad esterasa infracelular, en un compuesto polianidénico
que fluoresce intensamente en verde. El homodimero de etidio (EthD-1) es un
colorante rojo fluorescente que sélo puede penetrar las membranas celulares
danadas y aumenta su fluorescencia cuando se une a dcidos nucleicos. Las
células capaces de excluir el EthD-1 se consideran como viables. Brevemente, las
células se sembraron sobre cubreobjetos, se incubaron con los tratamientos, se
lavaron con PBS 1X vy sin fijar se tineron siguiendo las indicaciones del kit LIVE/DEAD
Viability/Cytotoxicity (Molecular Probes, Eugene, OR, EUA). Las células se
observaron inmediatamente al microscopio (20X) (Zeiss Axioskop 40; Oberkochen,

Alemania).

Cuantificacion de colesterol

La determinacion de la concentracion de colesterol se realizé mediante un
ensayo colorimétrico-enzimdtico (Amplex Red Cholesterol Assay kit; Molecular
Probes, Eugene, OR, EUA). Esta tecnologia puede detectar una concentracion de
colesterol de 200 nM (80 ng/mL) o menos y se puede ufilizar para detectar
colesterol libre y esterificado. Los ésteres de colesterol son hidrolizados por la
colesterol esterasa liberando colesterol el cual es sustrato de la colesterol oxidasa;

dicha reaccién produce H;02 y su cetona correspondiente. El Ho Oz es detectado
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con el reactivo 10-acetil-3,7-dihidroxifenoxazina (Amplex Red Reagent). El HoO2 en
presencia de Amplex Red Reagent y la peroxidasa de horseradish (HPR) en una
estequiometria 1:1 reacciona para dar el compuesto fluorescente resorufina la
cual tiene poca interferencia con la autofluorescencia de la mayoria de las

muestras bioldgicas.

De manera breve, al término del fratamiento las células se recolectaron en un
amortiguador de lisis (Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, Nonidet P40 1 %,
desoxicolato 0.5 %, cocktel de inhibidores de proteasas (Complete™, Roche, Basel
SUI) y se sometieron a 3 ciclos de sonicado. Cada ciclo consistio de 10 s de
descargas a 40 kHz y 2 min de reposo, esto se realizd en hielo (4 °C). Una vez
sonicadas las muestras, se determind la concentracion de proteina por el método
de modificado de Lowry (195). Por cada condicién se utilizaron 25 ug de proteina

total para la cuantificacién de colesterol.

El experimento se realizd en oscuridad, las muestras se diluyeron en el
amortiguador de reaccidon después de que un volumen equivalente que contenia
al reactivo Amplex Red Reagent y el cocktel de enzimas se agregd (300 uM
Amplex Red, 2 U/mL de colesterol oxidasa, 2 U/mL de colesterol esterasa y 2 U/mL
de HPR). Posteriormente, las muestras se colocaron en placas de ELISA y se
incubaron durante 30 min a 37 °C en oscuridad. La absorbancia de la resorufina
que es el producto final de la reaccidn se midi® a 535 nm en un
espectrofotédmetro (microplate reader, model 550; Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).
Los valores de colesterol se calcularon usando las concentraciones de colesterol

conocidas y se normalizaron los valores por el contenido de proteina.

Captura de BODIPY-FL-LDL

Para analizar la incorporacién de LDL a las células, se usaron LDL marcadas con
BODIPY (boron-dipirometano) (BODIPY- FL-LDL). Las células fueron sembradas vy
posteriormente crecidas sobre cubreobjetos en medio sin suero por 12 h. A
continuacion, las células se incubaron en medio fresco que contenia 10 ug/mL de
BODIPY-FL-LDL (Molecular Probes, OR, EUA) en presencia o ausencia de Hcy. Las
células se incubaron en oscuridad a 37 °C por diferentes tiempos (5, 12, 18, 24, y

72 h). Después de la incubacion, la fluoresencia de las LDL que se incorpararon a
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las células se midié utilizando un espectrofotémetro (Ab 485 nm, Em 530 nm) con
ldmpara de xendn (Synergy H4 microplate reader, BioTek; VI, EUA). En oftro
experimento, después del tratamiento de 24 h con Hcy las células se lavaron con
PBS 1X vy se fijaron con paraformaldehido al 1 %. La captura de BODIPY-FL-LDL (Ab
515 nm, Em 520 nm) se detectd usando un microscopio confocal DSU a 100X.
Cinco Z-pilas consecutivas de las imdagenes de fluorescencia y 5 Z-pilas del campo
claro se acoplaron en una sola imagen utilizando el software Imaged (NIH,
Bethesda, MD, EUA.)

Electroforesis

Transcurrido el periodo de tratamiento, las células se cosecharon usando un buffer
de lisis y se cuantificd proteina como se explicd anteriormente. Posteriormente, se
cargd proteina disuelta en un buffer de muestra en condiciones reductoras con 2-
B-mercaptoetanol, azul de bromofenol 0.05 % y dodecil sulfato de sodio (SDS) (10
% p/v). La concentracion de proteina se especifica en cada experimento. Las
muestras se hirvieron durante 10 min a 95 °C. Se utilizdé gel al 10 % de acrilamida-
SDS, el cual se corrid a voltaje constante, 50 V por 30 min y 100 V por 2 h en un

buffer de corrida (tris-base, glicina y SDS pH 8.3).

El gel se equilibré en el buffer de transferencia (25 mM ftris-base, 192 mM glicina,
metanol 20 %) durante 5 min al igual que la membrana de fransferencia (Hybond
ECL Nitrocellulose, Amersham Pharmacia Biotech, IL). Cuando se cargaron 25-30
ug de proteina la tfransferencia se llevdé a cabo en un sistema de cdmara
semiseca durante 1 h a 25V, para cargas de proteina mayores se transfirié en

cdmara humeda por8-10h a 30V a 4<C.

Western blot

Después de la transferencia, la membrana se bloqued a temperatura ambiente
por 2 h con PBS 1X-leche descremada al 5 %. Posteriormente la membrana se
incubd a 4 °C toda la noche con los anticuerpos primarios: anti-HMG-CoA
reductasa (sc-27578, Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA), anticuerpo monoclonal
anti-Alzheimer Precursor Protein A4 (22C11) (Chemicon International, Temecula,
CA, EUA), monoclonal anti-BACE-1 (Chemicon International) y monoclonal anti-p-

actina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Las concentraciones de anticuerpo se
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detallan en cada experimento. Después de 3 lavados de 5 min con PBS
1X/Tween-20 0.1 %, la membrana se incubd durante 2 h a temperatura ambiente
con un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (cabra anti-ratéon IgG
(1:10,000-50,000; Santa Cruz Biotechnology). La membrana se lavd (3 veces/5 min)
con PBS 1X/0.1 % Tween-20 para ser revelada por quimioluminiscencia (ECL kit;
EMD Millipore, Temecula, CA, EUA). La deteccidn se realizdé por medio de un film
Kodak. El andilisis densitométrico se llevd a cabo por medio del software Image J
(NIH). Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias de densidad éptica
(ODU).

Inmunofluorescencia

Las células SMS-MSN fueron cultivadas sobre cubreobjetos. Al concluir los distintos
tratamientos, se hicieron 2 lavados con PBS 1X durante 5 min. Después se fijaron
durante 20 minutos con paraformaldehido al 4 % y nuevamente se lavaron (2
veces/5 min en PBS 1X). Las células se permeabilizaron con una solucion de PBS
1X/Tritdn X-100 0.1 % durante 10 min a temperatura ambiente y posteriormente se
incubaron toda la noche en solucidon de blogqueo (PBS 1X/BSA 5 %). Después, las
células se incubaron por 24 h con anti-HMG-CoA reductasa 1:100 (sc-27578, Santa
Cruz Biotechnology). Se hicieron 3 lavados de 5 min en PBS 1X e inmediatamente
después las células se incubaron en oscuridad durante 2 h a temperatura
ambiente con un anficuerpo secundario Alexa Fluor-546 (1:300, 1:300; Molecular
Probes). Se incubaron por 20 min con faloidina para detectar actina y finalmente
las células se lavaron con PBS 1X. Las células se analizaron con un microscopio de
epifluorescencia (Ziess Axioscop 40, Oberkochen, Germany). El control negativo se

obtuvo por la omisidén del anticuerpo primario.

qRT-PCR

Se utilizd la técnica de reaccidén en cadena de la polimerasa con transcripcion
reversa cuantitativa (gRT-PCR) para medir los niveles del mensajero del dcido
ribonucleico (RNA) (MRNA) de HMG-CoA reductasa (humana), usando los valores
del mRNA de B-actina (humana) para normalizar los datos. A partir de 1 ug de
RNA se sintetizd el DNA codificante (cDNA) usando la enzima reverso-transcriptasa
del virus de la leucemia murina Moloney (M-MLV RT) (Invitrogen, Carlsbad, CA,

EUA) segun las instrucciones del fabricante con algunas modificaciones: se usd
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una concentracion final de oligonucledtidos al azar de 150 ng/uL, 7.5 ng/uL de
oligonucledtido dT20, 10 mM de dNTPs, 0.1 M de DTT y 100 unidades de la enzima
M-MLV RT en un volumen final de 20 uL por reaccion. La reaccion de PCR en
tiempo real fue llevada a cabo en un equipo Rotor-gene Q (Qiagen, Valencia,
CA, EUA) usando el kit SYBR GreenER gPCR SuperMix (Invitrogen) y se usd una
concentracién de 200 nM de cada oligonucledtido en un volumen final de 20 uL

por reaccion.

La amplificacion por gRT-PCR se llevd a cabo bajo los siguientes pardmetros:
incubacién de 50 °C por 2 min, activacion a 95 oC por 10 min, con 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95 oC por 15 s y alineacién con los oligos para HMG-CoA
reductasa y p-actina a 60 °C por 60 s, con elongacién final a 72 oC por 2 min. La
especificidad de los productos amplificados se comprobd por el andlisis de las
curvas de fusion. El rango de temperatura para el andlisis de las curvas de fusidon
fue de 50 °C - 99 °C durante 5 s (imagen no mostradal). Los oligonucledtidos que
se usaron para HMG-CoA reductasa humana: F 5 -TACCATGTCAGGGGTACGTC-
3" 'y R 5" -CAAGCCTAGAGACATAATCATC-3’ (247 pb) y para p-actina
humana: F 5 7 -TGAAGGTIGACAGCAGICGGTIG-3 y R 57 -
GGCTTTTAGGATGGCAAGGGAC-3’ (146 pb) fueron sintetizados por Sigma-
Aldrich. Los resultados fueron analizados con el método propuesto por Pfaffl, 2001
(196).

Cuantificaciéon de A por ELISA

Los niveles de ABi-42 la forma mds toxica del péptido y de ABpi-40 la forma mds
abundante se determinaron usando un ensayo ELISA de tipo sdndwich especifico
para cada forma de acuerdo con las recomendaciones del fabricante
(Invitrogen). Después de tratar las células el medio de cultivo se recolectd vy las
muestras se analizaron usando dicho kit. La concentracidn de AP se detectd
mediante la lectura de las densidades dpticas a 450 nm en un espectrofotdmetro
(microplate reader 550, BioRad). Los resultados expresan los niveles de cambio en

comparaciéon de los valores control.
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RESULTADOS PARTE |

Estrategia para dilucidar el mecanismo de aumento de colesterol por Hcy

En un reporte anterior mostramos que incubando a las células SMS-MSN por un
lapso de cinco dias con Hcy (50 uM) durante el proceso de diferenciaciéon se
observa un aumento en la concentracidn celular de colesterol con respecto al
conftrol (Fig 12) (153). El medio de cultivo adicionado con 10 % de suero en el cual
se incubaron las células en estos experimentos contenia colesterol (51.16 mg/L)
(Fig 18). Con el fin de examinar si el incremento celular de colesterol observado
en presencia de Hcy se deba a un aumento en la captura de colesterol del
medio o a la posibilidad de que la Hcy induzca la via de sintesis de colesterol
consideramos importante realizar estos experimentos en un medio sin colesterol.
Para esto, decidimos utilizar el mismo medio de cultivo pero sin la adicidén de

suero.

Efecto de la Hcy sobre la viabilidad neuronal

Después del tratamiento con colesterol (50 uM) y Hey (50 y 100 uM) por 5 dias en
medio de cultivo sin suero analizamos la viabilidad celular por dos ensayos:
reduccion de MTT y viabilidad/citotoxicidad. En el ensayo de MTT, observamos,
que al igual que en trabajos reportados anteriormente el colesterol disminuye la
viabilidad celular (en un 30 % con respecto al control) (Fig 14). Con este mismo
tratamiento en el ensayo viabilidad/citotoxicidad observamos mayor nUmero de
células muertas con respecto al control que son positivas al EthD-1 (Fig 15). En
estas condiciones de cultivo, observamos que la Hcy en el ensayo de MTT no
disminuye la capacidad reductora de la célula (Fig 14) y en el de
viabilidad/citotoxicidad no se observa mayor nimero de células muertas con

respecto al control (Fig 15).

Con respecto al resultado de la viabilidad celular después del tratamiento por
Hcy, observamos que este efecto, entre otros posibles factores, depende de la
concentracién de suero del medio, ya que en las células incubadas con 10 % de
suero, la Hey si disminuye la viabilidad celular (153). Apoyando este resultado, en
una publicacién anterior (153) hemos mostrado que existen efectos diferenciales

de la toxicidod mediada por Hcy, los cuales son dependientes de la
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concentracidon y de la diferenciacidon neuronal, siendo que las células
diferenciadas expresan mayores niveles del receptor de NMDA (197) y son mds

susceptibles al dano por Hey (153, 197).
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Chol 50 uM Hcy 50 uM Hcy 100 uM

Fig 14 Efecto del colesterol y Hcy sobre la actividad reductora de la mitocondria en
células SMS-MSN cultivadas sin suero

Las células se trataron con colesterol (50 uM) o Hecy (50 uM y 100 uM) durante 5 dias en medio sin
suero. Los datos expresan los porcentajes con respecto al control (linea superior punteada) en la
reduccién de MTT. Se grafica el promedio obtenido de cada condicidn £ ES de 5-6 experimentos
independientes realizados por friplicado. ** P < 0.01 vs confrol; prueba de Dunnet. Chol, colesterol;

Hcy, homocisteina.

Calcein-AM

EthD-1

Fig 15 Efecto del colesterol y Hcy en la viabilidad/citotoxicidad

Las células vivas son positivas a Calceina-AM (verde) y las muertas a EthD-1 (rojo). Las células se
incubaron con los fratamientos indicados durante 5 dias en medio sin suero, se lavaron con PBS 1X,
se fijaron y se tineron siguiendo las indicaciones del kit viability/cytotoxicity de Molecular Probes.
Las células se observaron inmediatamente al microscopio (20X). Ctrl, control; Chol, colesterol; Hey,

homocisteina.
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Efecto de la Hcy sobre los niveles de colesterol en SMS-MSN

En un articulo anterior mostramos que la Hcy puede inducir la acumulacién de
colesterol en células de neuroblastoma humano SMS-MSN cultivadas en medio
con 10 % de suero (153) (Fig 12). En este frabajo examinamos el contenido de

colesterol de las células incubadas en ausencia de suero y en presencia de Hcy.

Detectamos el colesterol intracelular mediante un ensayo colorimétrico-
enzimdtico, después de someter a las células a los tratamientos durante 5 dias. El
incremento en el contenido de colesterol se calculd en porcentaje con respecto
al control (100 %). Con el colesterol (50 uM) directamente anadido a las células se
registraron los valores mds altos (Fig 16). En ausencia de suero no observamos un
cambio significativo en el contenido de colesterol con el tratamiento de Hcy (50
uM y 100 uM) (Fig 16).

Este resultado fue uno de los primeros indicios de que la Hcy no aumentaba el
colesterol neuronal por la via de la sintesis. Sin embargo, continuamos analizando

su efecto en la via para corroborar estos resultados.

200 serum free
175

150
125
100
75
50
25

Levels of cholesterol (% Ctrl)

Chol 50 Hcy 50 Hcy 100

Fig 16 Determinaciéon de la acumulaciéon de colesterol en SMS-MSN incubadas en medio
sin suero

Las células se trataron con colesterol (50 uM) o Hey (50 uM y 100 uM ) durante 5 dias. Los niveles de
colesterol se determinaron usando el sistema Amplex Red (Molecular Probes). Los datos expresan
los cambios en el porcentaje de colesterol con respecto a la condicidon control (linea punteada).
Se grafica el promedio obtenido + ES de 5-6 experimentos realizados por friplicado. ** P < 0.01 vs

conftrol; prueba de Dunnet. Chol, colesterol; Hcy, homocisteina.
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Efecto de la Hcy en el contenido de la HMG-CoA reductasa

Para evaluar si la Hcy tenia algiun efecto en el contenido de la HMG-CoA
reductasa, analizamos primero la expresion basal de la enzima en las neuronas
SMS-MSN y posteriormente el efecto de la Hcy en su expresion. Observamos que
la expresion basal de la enzima es baja, pero comprobamos que estd presente en
las células SMS-MSN diferenciadas (Fig 17A).

El anticuerpo (sc-27578, Santa Cruz Biotechnology) que utilizamos reconoce la
porcion carboxilo terminal (589-888 aa) de la HMG-CoA reductasa humana. En el
Western blot observamos la banda que corresponde al mondmero de la enzima
de un peso molecular esperado de 80-97 kDa dependiendo de la glicosilaciéon de
la proteina y otra que corresponde a uno de los productos de degradacién con
un peso molecular de 40-55 kDa (Fig 17A). Sin embargo, observamos que la
expresion de HMG-CoA reductasa en la condicidn control y con los tratamientos
de colesterol y Hcy es similar (Fig 17A) descartando algun efecto de la Hcy sobre
el contenido de la enzima. En el panel inferior se muestra el andlisis densitométrico
de los diferentes experimentos. También corroboramos la expresion de la HMG-
CoA reductasa en SMS-MSN mediante inmunofluoresencia (Fig 17B). Brevemente,
las células se fijaron, se incubaron con el anticuerpo primaro anti-HMG-CoA
reductasa (1:100) y posteriormente con el anticuerpo secundario Alexa Fluor-546
(rojo) que se usd 1:300, la actina se detectd con faloidina (verde). No se
observaron cambios en la expresion de la proteina con colesterol (50 uM) y Hcy
(100 uM) (Fig 17B).

Ademds del andlisis de la expresion de la proteina HMG-CoA reductasa mediante
Western blot e inmunofluorescencia también examinamos si habia algun cambio
en la expresion del mRNA de HMG-CoA reductasa por Hcy. El tiempo de
incubacién con los fratamientos control, colesterol (50 uM) y Hcy (100 uM) fue de

18 h y tampoco se observaron cambios en la expresidon de mRNA (Fig 17 C).

Los resultados de estos experimentos indican que las células SMS-MSN
diferenciadas si expresan la enzima HMG-CoA reductasa pero la Hcy no induce la
expresion del gen, ni aumenta la concentracién de la proteina. Ademds de que

no observamos un aumento de colesterol en las células incubadas en ausencia
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de suero en presencia de Hcy, estos resultados en conjunto mostraron que el
mecanismo de sintesis probablemente no es el principal involucrado en el
aumento de colesterol por Hcy y que este efecto puede deberse al aumento de
la captura de colesterol del medio. Lo siguiente que se realizd fue estudiar si la
Hcy aumentaba el contenido de colesterol debida a la incorporaciéon de
colesterol-LDL del medio de cultivo. Lo primero que se realizd en esta siguiente

fase fue determinar la concentracion de colesterol del medio de cultivo.

A B
HMGCR Ctrl Chol 50 Hcy 50 Hcy 100 Ctrl Chol 50 Hcy 100
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Fig 17 Andlisis por Western blot de HMG-CoA reductasa en células SMS-MSN mantenidas
en medio sin suero

A) Western blot para HMG-CoA reductasa (HMGCR) en células SMS-MSN después del tratamiento
con Hcy (50 y 100 uM) en medio libre de suero por 5 dias. Panel superior: SDS-PAGE 10 %.
Anticuerpo anti-tHMGCR humana (1:100), el anficuerpo secundario conjugado con peroxidasa:
cabra anti-ratén IgG se usd 1:6000. Se cargaron 100 ug de proteina en cada carril. Panel inferior:
Representacién del andlisis densitométrico de la expresion de HMGCR. Se grafica el promedio + ES
de 4-6 experimentos, Las grdaficas muestran el andlisis densitométrico de los niveles de HMGCR (dos
bandas: ~97 y 55 kDa). Los resultados se normalizaron con el control de carga (p-actina) B)
Imnunofluorescencia de HMGCR después del tratamiento con colesterol (50 uM) y Hcy (100 uM ).
Panel superior: HMGCR, anti- HMGCR (1:100) y Alexa Fluor-546 (1:300, rojo). Panel inferior: actina
detectada con faloidina (verde). C) Expresidn del mRNA HMGCR. Las células de SMS-MSN se
incubaron en medio sin suero con colesterol (50 uM ) o Hcy (100 uM) por 18 h. Se exirajo el RNA
total y se transcribié a cDNA que se usd para el andlisis de gRT-PCR. La expresion de HMGCR fue

normalizada con la expresién del gen control p-actina. Los cambios en los niveles del mRNA de
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HMG-CoA reductasa se expresan como aumento en comparacion con las células control. Cada
barra representa la media + ES de las determinaciones por friplicado de fres experimentos. Ctrl,

conftrol; Chol, colesterol; Hcy, homocisteina; HMGCR, HMG-CoA reductasa.

Cuantificacion de colesterol del medio

Usando un ensayo colorimétrico-enzimdtico determinamos que la concentracion
de colesterol total del medio con 10 % de suero es de alrededor de 51.16 mg/L. La
mayor parte del colesterol se encuentra en forma esterificada (43.13 mg/L) y una

pequena parte en forma libre (2.04 mg/L) (153) (Fig 18).
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Fig 18 Determinacioén de colesterol total y libre en medio de cultivo con 10 % de suero

La cantidad de colesterol en el medio de cultivo se determind usando el sistema Amplex Red
(Molecular Probes). El método puede detectar colesterol esterificado vy libre. Se grafica el
contenido de colesterol total, esterificado y libre (mg/L) de 2-6 experimentos realizados por

friplicado.

Efecto de la Hcy en la captura de BODIPY-FL LDL

En el siguiente experimento analizamos si la Hcy podia aumentar la captura de
colesterol de medio de cultivo. La estrategia que siguid consistid en incubar a las
células en medio sin suero pero con la adicidon de LDL fluorescentes (BODIPY-FL-
LDL, Molecular Probes). Las células fueron sembradas en condiciones normales de
suero (10 %) y se dejaron adherir a la placa por 24 h. Posteriormente, este medio
de cultivo fue reemplazado por medio sin suero y las células se dejaron
incubando por 12 h mds. Finalizado este tiempo, este medio de cultivo fue
retirado. El experimento consistid en un curso-temporal (5, 12, 18, 24 y 72 h) de
incubacién con medio sin suero adicionado con 10 ug/mL de BODIPY-FL-LDL en

ausencia (control) o presencia de Hcy (Fig 19A). Las incubaciones se realizaron en
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oscuridad a 37 °C. Después de la incubacion se cuantificd la intensidad de
fluorescencia de las particulas BODIPY-FL-LDL. Como podemos observar en la Fig
19A la intensidad de fluorescencia cuantificada incrementd en funcién del
tiempo y a las 24 h de incubacion se detectd una mayor fluorescencia con el
tratamiento de Hcy. En la Fig 19B, se muestra una imagen de las particulas

BODIPY-FL-LDL que se incorporaron a las células control y tratadas con Hey por 24
h.

A

250007 mm cm
{4 [ Hcy 100 uM

FL-LDL
(fluorescence intensity AU)

5h 12h 18 h 24h

Ctrl

Fig 19 Efecto de la Hcy en la Incorporacion de BODIPY-FL-LDL en las células SMS-MSN

Las células SMS-MSN fueron tratadas en ausencia (Ctrl) o presencia de Hcy (100 uM) por 5, 12, 18,
24y 72 h en medio sin suero adicionado con 10 ug/mL de BODIPY-FL-LDL en oscuridad a 37 °C. A)
Las células fueron lavadas con PBS 1X, la incorporacién de LDL intracelular se detectd usando un
espectrofotdbmetro de fluorescencia a 485/530 nm. Se graficd la media £ ES de 3 experimentos
* p<0.1 vs. Ctrl 24. B) La captura de LDL fue detectada por fluorescencia usando un microscopio
confocal con un aumento de 100X. 5 Z-pilas fueron acopladas en una sola imagen con 5 Z-pilas

de campo claro utilizando el software Image J. Ctrl, control; Hcy, homocisteina.

Efecto de la Hcy en produccion Ap

Para contribuir al estudio de la relacidon del metabolismo del colesterol y la Hcy
con su posible participacion en la sobreproduccion de AB, en este trabajo se
cuantificé la produccion de AR (Fig 20) y analizd la expresion de la proteina APP y

BACE-1 (Fig 21) en la condicion donde la Hcy aumenta el contenido de colesterol
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infracelular. En estos experimentos las células se incubaron durante 24 h y 5 dias
en medio con 10 % suero. Se recuperd el medio de cultivo y se cuantificd el Ap

secretado al medio de cultivo.

Los niveles de ABpi-42), la forma mads toxica del péptido y de ABpi-4q), la forma mds
abundante se determinaron del medio de cultivo por un ensayo de ELISA. Los
resultados expresan los niveles de cambio en comparacion de los valores control.
No observamos un cambio significativo en el aumento de la concentracion de AB

en las condiciones analizadas (Fig 20).

El andlisis por Western blot no mostré un cambio significativo en el contenido de
APP después del tratamiento con colesterol (50 uM) o Hcy (50 uM) a las 24 h de
tratamiento (Fig 21) ni a los 5 dias (datos no mostrados). Para el caso de la
expresion de BACE-1 se observd una tendencia hacia el aumento en los niveles
de esta proteina (Fig 21), sin embargo, tampoco se observdé aumento en la

actividad de la enzima (datos no mostrados).
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Fig 20 Determinacién de Ap del medio de cultivo 10 % suero

Las células se incubaron por A) 24 h y B) 5 dias con los tratamientos control, colesterol (50 uM) o
Hcy (50 y 100 uM), posteriormente el medio de cultivo se recolectd y se analizé el contenido de
ABn-201 Y APri-421 por ELISA tipo sdndwich, segin especificaciones del fabricante (Invitrogen). Se
muestra el cambio de concentracién de AB con respecto a la condicién control, se grafica el
promedio + ES de las determinaciones por duplicado de 3 experimentos. Cirl, control; Chol,

colesterol; Hcy, homocisteina.
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Fig 21 Andlisis por Western blot de la expresién de APP y BACE-1 en lisados completos de

células SMS-MSN mantenidas en medio con 10 % de suero.

Western blot de APP (~110 -130 kDa dependiendo de su glicosilacion) y BACE-1 (~70 kDa). Las

células se incubaron por 24 h con los tratamientos control, colesterol (50 uM) y Hcy (50 y 100 uM).

Se cargaron 25 ug de proteina en cada carril. Ctrl, control; Chol, colesterol; Hcy; homocisteina.
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DISCUSION

Un aspecto importante para entender la etiologia de la EA se refiere a analizar los
factores de riesgo que pueden incidir durante el proceso del envejecimiento y
promover la aparicién de marcadores histopatoldgicos. Existe evidencia de que
el colesterol puede jugar un papel importante en aumentar el procesamiento
amiloidogénico y favorecer la sobreproduccion de A (146-149) o bien, participar
como sustrato oxidante que promueva aun mds la neurotoxicidad de este
péptido (153).

Aungue la regulacién y desregulacion del colesterol sistémico se conocen con
cierto detalle, poco se sabe acerca de la regulacién del colesterol cerebral (10).
Las evidencias que sugieren una relacién entre el metabolismo del colesterol y la
EA son extensas (7, 8, 136, 139), sin embargo, el andlisis de estos hallazgos debe
tener en cuenta que el paso del colesterol desde la periferia al cerebro estd
limitado por la BHE (10). Es por eso que estudiar los mecanismos neuronales
involucrados en el aumento de colesterol permitirdn un mejor entendimiento de

su papel patogénico.

Un metabolito cuyos niveles elevados generalmente se asocian con el aumento
en el contenido de colesterol celular es la Hey (14, 15, 179-181). La concentracion
fisioldgica de Hcy en el cerebro es de 10 uM (198). En condiciones patoldgicas,
como en isquemia cerebral puede alcanzar concentraciones de 50 uM (199)
mientras que en condiciones de hiperhomocisteinemia leve y moderada las
concentraciones en el plasma van de 10 a 30 6 de 30 a 100 uM, respectivamente
(200, 201). Las concentraciones de Hcy pueden aumentar entre otras causas, si las
concentraciones de acido félico, vitaminas Bé y B12 se encuentran por debajo de
los limites normales (159, 160, 162). A diferencia del colesterol, la Hcy puede cruzar
la BHE (164, 202, 203) y también puede formarse en el SNC (204).

Existe evidencia de que el aumento la concentracidn de Hcy acompana la
progresion de varias enfermedades neurodegenerativas como la EA (171, 205,
206). Sin embargo, el mecanismo molecular de su papel en la efiopatogenia de
esta enfermedad aun no se ha aclarado. Una dosis de Hcy (50 uM) relacionada

con las concentraciones patoldgicas que se pueden alcanzar en un sujeto, es
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suficiente para incrementar el colesterol neuronal (153). En esta tesis distinguimos
entre los posibles mecanismos implicados en el aumento de colesterol por Hcy:

sintesis de colesterol, acumulacion y/o captura de LDL.

En un principio nos enfocamos en examinar si la Hey inducia la via de sintesis de
colesterol en SMS-MSN, ya que existia evidencia en la literatura de que la Hcy
incrementaba la expresidn y actividad de la HMG-CoA reductasa asi como de
factores transcripcionales de esta via en modelos no neuronales (14, 15, 179, 180).
Suponiamos que la Hcy producia un cambio en la expresion génica de estas
enzimas ya que el aumento de colesterol se observd después de un tratamiento
cronico con Hey (153). Sin embargo, en estos experimentos demostramos que la
Hcy no incrementa la expresion de la HMG-CoA reductasa, ni su contenido
proteico (Fig 17) a diferencia de lo reportado en otros trabajos en tejido hepdtico
(14, 181). Fue interesante encontrar que, si bien la Hcy no modifica la expresion de
la HMG-CoA reductasa, si participd en incrementar la captura y/o acumulacion
de LDL del medio de cultivo al interior de las neuronas (Fig 19), sugiriendo que este
puede ser un mecanismo patoldégico de aumento de colesterol en el SNC. Este
mecanismo de acumulacion de LDL por Hcy ha sido descrito en macréfagos y
células endoteliales en asociacion con la induccion de placas ateroesclerdticas
(207, 208). Con base en estos resultados proponemos que el aumento de
colesterol por Hey es resultado de la captura y/o acumulacion inapropiadamente
incrementada de LDL, sin embargo aun queda por dilucidar coémo se produce

esta alteracion.

En esta condicion in vitro, las SMS-MSN incorporan el colesterol de las lipoproteinas
del medio de cultivo, sin mostrar algun efecto detectable sobre la via de sintesis
de colesterol (Fig 17). Este mecanismo concuerda con evidencias anteriores
donde en las neuronas maduras la sintesis estd disminuida y el colesterol se
obtienen de la glia (87-90). Resulta interesante ahondar en la participacion de la
glia, particularmente los astrocitos en la regulacién del colesterol y su transporte

hacia las neuronas.

Recientemente se ha encontrado una asociacion entre los niveles totales de Hcy

y la incidencia de demencia analizada por estudios de resonancia magnética
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(MRI) (209) lo que cobra relevancia a la luz de nuestros hallazgos en cuanto a la
asociaciéon de Hcy con una mayor acumulacidon de colesterol neuronal. Sin
embargo, al momento no tfenemos datos concluyentes sobre la asociaciéon de la

Hcy en relaciéon con incrementar la produccion del péptido Ap (Fig 20y 21).

La Hcy actia como una neurotoxina por ejercer varios efectos adversos sobre las
neuronas (210). Existen los efectos diferenciales de la toxicidad por Hcy, en donde
se ha observado que esta toxicidad es dependiente de la concentracién y de la
diferenciacién neuronal, siendo las células diferenciadas que expresan mayores
niveles de receptor NMDA mds susceptibles al dano por Hcy (153, 197). También
existe evidencia que en algunos tipos celulares hay un efecto contrario, esto es un
aumento de la viabilidad celular en presencia de Hcy (211, 212). Con nuestros
resultados mostramos que la toxicidad mediada por Hey también depende de la
presencia de algunos componentes del suero (como el colesterol) ya que en
ausencia de suero, la Hcy no aumenta el colesterol (Fig 16), y no resulta
neurotdxica (Fig 14 y 15) a diferencia de las células incubadas con suero 10 %
(que presentan colesterol) donde las neuronas si son susceptibles (153). Como
mostramos anteriormente este aumento de neurotoxicidad con colesterol

involucra mayor formacion de ERO (153).

En resumen, en esta tesis se analizd in vitro una situacidon asociada con la EA, el
aumento en la concentracidn de la Hcy. El incremento en la captura y/o
acumulacién de colesterol por Hcy es un hallazgo interesante debido a que
representa una condicién patoldgica neuronal que puede ocurrir de forma
enddgena en el cerebro y es una conexion entre el metabolismo del colesterol
plasmdatico y cerebral, una cuestion alun no resuelta de la desregulaciéon del

colesterol en la EA.
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CONCLUSIONES
Los resultados de este trabajo indican que la Hcy puede confribuir a la
etiopatogenia de la EA a través del aumento en la concentracion de colesterol
neuronal mediante un mecanismo que involucra la acumulaciéon y/o captura de
colesterol de lipoproteinas creando asi un ambiente celular de mayor
vulnerabilidad. Al contrario de lo que se habia mostrado en ofros modelos
celulares, en las SMS-MSN diferenciadas la Hcy no incrementa el colesterol por
induccidén de la via de sintesis, ya que como observamos la Hcy no aumenta el
MRNA ni la proteina HMG-CoA reductasa. Proponemos que el aumento de
colesterol neuronal enddgeno por Hcy puede contribuir a la muerte neuronal en
EA y representar un vinculo en la desregulacién del metabolismo de colesterol
plasmdatico y cerebral presente en EA, aun queda por esclarecer su papel en la

formacién de marcadores histopatoldégicos como el Ap.
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PARTE Il
PAPEL DEL COLESTEROL EN EL METABOLISMO DE AB Y EFECTO DE LA INHIBICION DE
LA ViA DE SINTESIS DE COLESTEROL POR LOVASTATINA EN SNC

Las estatinas como posibles farmacos para la prevencion y/o tratamiento de la EA
Las estatinas son inhibidores competitivos de la HMG-CoA reductasa, la enzima
limitante en la biosintesis de colesterol (213, 214). En vista de que varios estudios
han demostrado una correlacion positiva entre el colesterol alto y un aumento en
el riesgo de desarrollar EA (21, 22) las estatinas se han propuesto como farmacos

alternativos para su tratamiento y/o prevencion .

Sin embargo, trabajos epidemioldgicos y experimentales que han examinado los
efectos benéficos de las estatinas en la prevencidn de EA han mostrado
resultados controversiales (25, 26). Aunque tienen propiedades hipolipemiantes,
las estatinas también presentan efectos pleiotropicos que no estdn relacionados
con la reduccion de colesterol y tienen una amplia gama de implicaciones
bioldgicas cuyas consecuencias en la funcién cerebral no se han caracterizado
completamente (66). Diferentes trabajos han informado tanto de los efectos
benéficos como toxicos de las estatinas en el SNC. En Mendoza-Oliva et al., 2014
(66) revisamos estos estudios y mostramos que los efectos de las estatinas en el
cerebro son amplios y complejos y que su uso para el fratamiento de varias
enfermedades, incluyendo la EA debe ser cuidadosamente considerado (ver pdg
125).

Estudios en pacientes con EA (215) y en modelos animales han mostrado que la
simvastatina o pravastatina reducen los niveles de AP tanto en liquido
cefalorraquideo (LCR) y en el cerebro (216) y disminuyen la sintesis de colesterol
sin alterar el contenido de colesterol cerebral (217). En neuronas cultivadas la Lov
también reduce los niveles de AP pero sin disminuir la concentracién total de
colesterol (218). La Lov y simvastatina pueden reducir los niveles de 24-OHC en
plasma (219) vy en LCR de pacientes con EA (215). En otros reportes, se ha
mostrado que las estatinas pueden reducir los niveles de colesterol membranal en
el cerebro y afectar su distribucidn en las membranas sinaptosomales (220, 221).

La Lov y el metil-g-ciclodextrina (MBCD), un compuesto que extrae colesterol de
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las membranas alteran la funcién de los complejos de proteinas asociadas a las
balsas lipidicas en las neuronas (23). La Lov y la simvastatina reducen la secrecion
de APOE de las células gliales a través de la inhibicidn en la prenilacion de
proteinas (222). Varias estatinas (Lov, pravastatina y simvastatina) también
afectan la expresion de genes implicados en el crecimiento celular, la
senalizacion y el trafico de colesterol en el cerebro de ratédn. Por lo tanto, muchos
de los efectos reportados de las estatinas en el cerebro o neuronas cultivadas
dependen de su capacidad para inhibir la via de colesterol. A pesar del uso
generalizado de las estatinas, las consecuencias de la inhibicion de la sintesis de

colesterol y las moléculas intermediarias en el SNC no se han elucidado todavia.

Con el aumento de las ECV en los proximos anos, se espera que la prescripcion y
el uso de las estatinas aumente. De aqui, la necesidad de regular el consumo de
estatinas a fin de evitar su abuso y eliminar la automedicacién. Actualmente, no
hay evidencia sdlida para apoyar el uso de las estatinas para el fratamiento o
prevenciéon de enfermedades neurodegenerativas tales como la EA. Varios
mecanismos relacionados principalmente con la inhibicion de la HMG-CoA
reductasa, se han propuesto para dar cuenta de los efectos perjudiciales de las
estatinas en el SNC. Los datos que apuntan a la eficacia de las estatinas para el
tratamiento de la EA son algo contradictorios y se requiere mas investigacion para
aclarar sus efectos benéficos y/o téxicos, asi como determinar si son seguras para

prevenir o tratar la EA.

Como ha sido mencionado, la regulacion del metabolismo del colesterol en el
SNC es poco conocida en comparacidén con nuestro conocimiento sobre el
colesterol periférico. A pesar del uso generalizado de las estatinas, las
implicaciones de la inhibicion de la sintesis de colesterol en el SNC no se han
aclarado. Debido a la relacion entre el colesterol y EA, es importante comprender
como estd regulado el colesterol en el SNC y cdmo este proceso se ve afectado
por las estatinas, esto para contribuir al entendimiento de su valor terapéutico en
la EA.
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En esta seccidon del estudio exploramos los efectos de la Lov, una estatina
lipofilica, capaz de cruzar la BHE (223) sobre la homeostasis del colesterol, la
supervivencia neuronal y su papel regulador de la expresion de APP vy
metabolismo del Ap usando un modelo celular de SMS-MSN y un modelo in vivo

de administracion de Lov.
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OBJETIVO
Analizar el efecto inhibidor de la Lov sobre la via de sintesis de colesterol en SNC vy
suU repercusion sobre la expresion de APP y la generaciéon de AR en modelos in

vivo e in vitro.

OBJETIVOS PARTICULARES

Estudiar el efecto de la Lov en la biosintesis del colesterol neuronal

* Examinar la concentracion de colesterol después de la administracion de

Lov.

* Andlizar la expresion de proteinas que participan en la biosintesis de
colesterol (HMG-CoA reductasa y SREBP-2).

Estudiar el efecto de la Lov y colesterol en el metabolismo del péptido Ap
* Determinar los niveles de Ap después del fratamiento de Lov y colesterol.

e Examinar la expresion de APP.
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METODOLOGIA
En el modelo in vitro se usaron células SMS-MSN diferenciadas y en el modelo in

vivo se administrd Lov sistémica a ratas.

La metodologia utilizada ya ha sido descrita en la primera parte de la tesis en
cuanto a: cultivo celular de SMS-MSN, ensayos de viabilidad neuronal,
cuantificacioén del colesterol, tincidon de colesterol, ensayo de captura de LDL
(BODIPY-FL-LDL), inmunohistoquimica, gRT-PCR; ensayo de ELISA para AB. A
continuacion se describe la metodologia usada con respecto a los tratamientos

de los cultivos celulares en esta segunda parte y para los experimentos in vivo.

Tratamiento de las neuronas con Lov y colesterol

Las células SMS-MSN fueron expuestas a diferentes concentraciones de Lov (20 10
uM; Calbiochem, CA, EUA disuelta en 0.1 % de etanol) o colesterol (25 uM; Sigma-
Aldrich, MO, EUA disuelto en 0.16 % de etanol) y cultivadas en condiciones

estdndares de suero (10 %) o con medio libre de suero por 2 o 5 dias adicionales.

Captura de BODIPY-FL-LDL

Las células fueron crecidas sobre cubreobjetos en medio sin suero y tratadas en
presencia o ausencia de Lov (2 uM) por 12 h. A continuacién, las células se
incubaron en medio fresco que contenia 10 ug/mL de BODIPY-FL-LDL (Molecular
Probes, OR, EUA). Después de la incubacion a 37 °C por 5 h, las células se lavaron
con PBS 1X y se fijaron con paraformaldehido al 1 %. La captura de BODIPY-FL-LDL
(Ab 515 nm, Em 520 nm) se detectd usando un microscopio confocal DSU a 60X.
De 7-9 Z-pilas consecutivas se acoplaron en una sola imagen utilizando el software
ImageJ (NIH, EUA).

Modelo in vivo de administracion sistémica de Lov y colesterol

Se usaron ratas macho de la cepa Sprague-Dawley (Harlan, Facultad de
Quimica, UNAM, México), adultas jovenes, con un peso promedio de 250 g. Las
ratas se mantuvieron previo y durante el experimento en una habitacidn con un
ciclo invertido de luz-oscuridad, una temperatura ambiente controlada (22 © C),
con acceso ad libitum a agua y a una dieta estdndar para roedores (Harlan

Laboratories, IN, EUA.) antes de la experimentacion. Todos los animales fueron
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tratados de acuerdo con las normas del Comité para el Cuidado de Animales del

Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Los animales se dividieron en tres grupos: un grupo de control, en el que las ratas
fueron alimentadas con una dieta estdndar y 2 grupos experimentales. En un
grupo experimental, los animales fueron alimentados con una dieta alta en grasa
(HFD, del inglés high fat diet) que contiene 1 % de colesterol (Bio-Serv, NJ, EUA). El
segundo grupo experimental se alimenté con 0.04 % de Lov anadida a una dieta
estdndar de acuerdo con lo publicado (224). Las ratas se mantuvieron en una de
estas fres dietas, con libre acceso a agua, durante 5 dias. Después del
tratamiento, todas las ratas se decapitaron durante la cuarta hora del ciclo de
oscuridad. Las muestras de higado y de cerebro (incluyendo la corteza, el
hipocampo vy el cerebelo) se diseccionaron rdpidamente. Las muestras frescas se
sumergieron en PBS 1X con inhibidores de proteasas (Completeim, Roche, Basel

SUI) y después se almacenaron a -70 ° C hasta su andlisis.

Cuantificaciéon de A por ELISA en cerebro de rata

La concentracion de AR en muestras de cerebro se determiné usando el mismo
método que con las células SMS-MSN, una vez que la proteina se extrajo a partir
del tejido se siguieron las recomendaciones del fabricante (Afp-4; ELISA,
Invitrogen, CA, EUA). Los tejidos se pesaron y se homogeneizaron con 8 voluUmenes
de amortiguador en frio de guanidina 5 M HCI/50 mM Tris HCIl y después se
mezclaron a temperatura ambiente durante 3 h. Las muestras homogeneizadas
se diluyeron (1:10) con buffer BSAT-DPBS frio (solucion salina tamponada con
fosfato de Dulbecco con 5 % de BSA y 0.03 % de Tween-20 suplementado con
inhibidores de la proteasas) y se centrifugaron a 16, 000 x g durante 20 minutos a 4
°C. El sobrenadante se mantuvo en hielo y se utilizd para cuantificar los niveles de
AB. Todos los resultados se normalizaron por la masa de tejido y se expresan como

niveles relativos con respecto al control.
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Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como promedios * error estdndar (ES). La significancia
estadistica se determind utilizando la prueba de Student's t test. Se utilizd el
programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, CA, EUA) para realizar las

grdficas y llevar a cabo el andlisis estadistico.

Aydé Mendoza Oliva 77



RESULTADOS PARTE Il

Efecto de la Lov sobre los niveles de colesterol y la sobrevivencia neuronal

Las células SMS-MSN se expusieron a Lov por 5 dias en presencia y en ausencia de
suero para valorar sus efectos sobre los niveles de colesterol y la posible
neurotoxicidad. En ausencia de suero, la Lov (2 uM) redujo el colesterol celular en
40 % medido por el ensayo colorimétrico-enzimdatico (Fig 22A) y visualizado por la
tincion con filipina (Fig 22B). Sin embargo, en presencia de 10 % de suero el efecto
de la Lov en la reduccion del colesterol no fue evidente (Fig 22A,B) debido a que
las neuronas son capaces de tomar LDL del suero como se ve en la imagen con
BODIPY-FL-LDL (Fig 22C) y de filipina. En ausencia de suero la Lov es neurotdxica
de manera dosis-dependiente (Fig 22D). Sin embargo, como se observa en Fig
22E, el grado de la muerte neuronal dependiente de Lov a 10 uM en medio con
10 % de suero fue similar a la muerte con Lov 2 uM en la condicién libre de suero.
Para determinar si la toxicidad de la Lov era dependiente de su capacidad para
disminuir el colesterol neuronal, las células SMS-MSN se incubaron con colesterol
anadido (25 uM) en ausencia y presencia de suero (Fig 22E). En ningun caso se
previno la muerte neuronal, sugiriendo que la toxicidad podria estar asociada con
alguno de los efectos pleitrdpicos descritos para la Lov dependientes de la
inhibicion de metabolitos rio abajo del colesterol como resultado de la inhibicién
de la HMG-CoA reductasa.
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Fig 22 Efecto de la Lov sobre los niveles de colesterol y viabilidad neuronal

A) Contenido de colesterol en células SMS-MSN cuantificado mediante el ensayo colorimétrico-
enzimdtico en lisados completos de neuronas tratadas con Lov 10 uM en medio con 10 % de suero
(columnas oscuras) o Lov 2 uM en condiciones sin suero (columnas grises) por 5 dias. Los niveles de
colesterol se expresan como porcentaje de cambio en comparaciéon con las células control
incubadas con 10 % de suero o sin suero en ausencia de Lov (linea punteada). Cada barra
representa la media + ES de las determinaciones por triplicado de cinco a seis experimentos. B)

Imdgenes fluorescentes e intensidad de fluorescencia (unidades arbitrarias) de la tincién con
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filipina en células MSN diferenciadas expuestas a Lov (10 o 2 uM) por 5 dias en medio con 10 % de
suero (panel izquierdo) y sin suero (panel derecho), que muestran la reduccidn en el contenido de
colesterol cuando la Lov (2 uM) fue anadida al medio sin suero. Las imdgenes (60X) fueron
analizadas usando el software Image J. C) Efecto de la Lov en la captura de LDL en medio libre de
suero. Las células MSN fueron tratas en ausencia (Ctrl) o presencia de Lov (2 uM) por 12 h e
incubadas por 5 h adicionales a 37 °C en ausencia (Ctrl) o presencia de Lov (2 uM) en medio que
contenia 10 ug/mL de BODIPY-FL-LDL. La captura de LDL fue detectada por fluorescencia usando
un microscopio confocal con un aumento de 60X. De 7-9 Z-pilas fueron acopladas en una sola
imagen con campo claro ufilizando el software ImagelJ. D) Viabilidad celular a diferentes
concenfraciones de Lov. Las células fueron tratadas durante 5 dias con diferentes
concentraciones (0.5-10 uM) de Lov (circulos grises) en medio sin suero. Cada punto representa la
media + ES de fres experimentos realizados por triplicado y expresados como porcentaje de
cambio con respecto al control (linea punteada). E) Efectos de la Lov (10 o 2 uM) sobre la
actividad reductora de la mitocondria en ausencia o presencia de colesterol (25 uM) en medio
con 10 % de suero (columnas oscuras) v libre de suero (columnas grises) por 2 o 5 dias. Los datos
estdn expresados como el porcentaje de los valores Ctrl de cada condicién (linea punteada). Se
muestra la media + ES de tres a cuatro diferentes experimentos realizados por triplicado. * p<0.05
vs. Ctrl, ** p <0.01 vs. Ctrl, @ b.c p <0.05 vs. Lov (2 o 10 uM). Ctrl, control; Chol, colesterol; Lov,
lovastatina. Modificado de Mendoza-Oliva et al., 2015 (225).

La Lov induce sobreregulacion de la HMG-CoA reductasa en SMS-MSN

Posteriormente analizamos los efectos de la Lov sobre la expresion neuronal de la
HMG-CoA reductasa. En estas células observamos la expresion de la enzima con
semejanza a lo descrito en el higado (224), dos bandas de la enzima que
corresponden a la proteina monomeérica (~97 kDa) y una banda de degradacion
(~55 kDa) (Fig 23A). La degradacién de la enzima es un mecanismo de regulacion
a largo plazo influenciado no solo por la concentraciéon de esteroles sino también
por el estado oligomérico de la enzima (226). Las neuronas derivadas de SMS-MSN
expresan pobremente la HMG-CoA reductasa de manera basal pero, posterior a
la incubacién con Lov se observd un incremento de la proteina de casi 3 veces
después de 2 y 5 dias de exposicidn. Este incremento corresponde
particularmente a la forma degradada (Fig 23A,B). También se observd un
incremento de dos veces en la expresion de su mRNA (Fig 23C). Estos efectos
también se acompanaron de un incremento de la forma madura (~50-68 kDa) de
su factor de transcripcion, SREBP-2 (Fig 23A). Estos resultados, similares a lo
reportado en el higado, sugieren que la HMG-CoA reductasa neuronal es un

blanco de la Lov. También demuestran que su regulacion puede depender de la
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presencia de compuestos no-esteroles porque el incremento de la enzima se

observd aun en presencia de colesterol en el medio de cultivo.
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Fig 23 La Lov induce sobreregulacion de la HMG-CoA reductasa y activacién de SREBP-2

en SMS-MSN

A) Western blot para HMG-CoA reductasa vy la forma madura de SREBP-2 en células MSN después
del tratamiento con Lov (2 uM) en medio libre de suero durante 2 dias. Para determinar los niveles
de HMGCR 100 ug de proteina de células control y 25 ug de proteina de células tratadas con Lov
fueron cargados en el gel. Las grdficas muestran el andlisis densitométrico del nivel de HMGCR
(dos bandas: ~97 y 55 kDa) y las forma madura de SREBP-2 (~50-68 kDa) en células SMS-MSN. Los
resultados se normalizaron con el confrol de carga (p-actina). Los valores son la media + ES de 3

experimentos independientes. B) Panel superior: Western blot para HMGCR en células SMS-MSN
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después del tratamiento con Lov (2 uM) en medio libre de suero por 5 dias. La grdfica muestra el
andlisis densitométrico de HMGCR en las células SMS-MSN. Los resultados se normalizaron con el
confrol de carga (p-actina). Los valores son la media + ES de 3-6 experimentos independientes.
Panel inferior: inmunofluorescencia para HMGCR después del tratamiento con (2 uM) en medio
libre de suero por 5 dias. Panel izquierdo: tincidon de actina con faloidina (verde). Panel derecho:
HMGCR, anti-HMGCR (1:100) y Alexa Fluor (1:300, rojo). Las imdgenes fueron adquiridas con el
objetivo 100X. C) Expresion de HMGCR mRNA. Las células fueron incubadas en medio sin suero
con Lov (2 uM) (columnas oscuras) por 18 h. Cada barra representa la media + ES de cuatro
experimentos realizados por triplicado. *p<0.05 vs. Ctrl, **p<0.01 vs. Ctrl. Ctrl, control; Chol,
colesterol; Lov, lovastatina; HMGCR, HMG-CoA reductasa. Modificado de Mendoza-Oliva et al.,
2015 (225).

La administracion sistémica de Lov no reduce los niveles de colesterol en el
cerebro

Para comparar los resultados obtenidos en el modelo neuronal con lo que puede
ocurrir in vivo, decidimos analizar un modelo de administracion de dietas altas en
colesterol (1 %) (HFD) y con una dieta de Lov (0.04 %) por 5 dias y evaluar los
niveles de colesterol en el higado y en diferentes regiones cerebrales. La dieta
rica en colesterol incrementd en un 42 % el colesterol hepdtico (Fig 24A) sin
modificar su contenido en ninguna de las regiones cerebrales analizadas (Fig
24B). Como se ha reportado, el contenido basal de colesterol en el cerebro fue
significativamente mds grande que en el higado. Para determinar si el consumo
de Lov reduce el colesterol cerebral se analizd el efecto a los 5 dias de consumo y
se observd que si bien el colesterol hepdtico disminuye un 30 %, no tuvo ningun

efecto en bajar el colesterol cerebral (Fig 24A, B).
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Fig 24 Determinacién de la concentracion de colesterol en higado y cerebro de rata

Las ratas fueron alimentadas con una dieta regular (columnas oscuras), HFD (columnas grises) y
con Lov 0.04 % (columnas claras) por 5 dias. La concentracién de colesterol en A) Higado (Lv) y B)
tejidos cerebrales (Ctx, corteza; Cb, cerebelo y Hp, hipocampo) fue determinada mediante el
ensayo colorimétrico-enzimdtico. Los resultados estdn expresados en umol de colesterol vy
normalizados con el contenido de proteina. Se graficd la media £ ES de tfres experimentos
realizados por triplicado. *p <0.05 vs. Ctrl. Ctrl, control; HFD, dieta alta en grasa; Lov, lovastatina.
Modificado de Mendoza-Oliva et al., 2015 (225).

La administracion sistémica de Lov aumenta los niveles de HMG-CoA reductasa y
SREBP-2 en el cerebro de rata

Como in vitro observamos que la HMG-CoA reductasa se expresa
significativamente en presencia de Lov, quisimos analizar si esta enzima es blanco
de la Lov en el cerebro in vivo. Para esto medimos los niveles de proteina de la
HMG-CoA reductasa en diferentes regiones del cerebro asi como de su factor de
transcripcion. Consistente con lo reportado por Ness et al., 1994 (224),
encontramos que las ratas alimentadas con 0.04 % de Lov por 5 dias, mostraron
un incremento notable de la enzima en el higado comparado con ratas
alimentadas con dietas altas en colesterol o con comida regular (Fig 25A).
Aungue la Lov no modificé el contenido de colesterol en el cerebro si indujo
significativamente el contenido de su enzima (Fig 25A) sugiriendo que la HMG-
CoA reductasa cerebral, es blanco de la Lov, sin afectar el contenido de
colesterol. M&s aun, la Lov también incrementd en todos los tejidos analizados la

expresion de la forma madura del factor de transcripcion SREBP-2 (Fig 25B).
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Fig 25 Niveles de HMG-CoA reductasa y SREBP-2 en higado y cerebro de rata

A) Western blots de HMG-CoA reductasa (~ 97 kDa) y B) la forma madura (~ 68 kDa) de SREBP-2 en
higado (Lv) y tejidos cerebrales (Ctx, corteza; Cb, cerebelo y hipocampo, Hp). Las ratas recibieron
una dieta regular (columnas oscuras), HFD (columnas grises) y con Lov 0.04 % (columnas claras)
por 5 dias. Las grdficas representan los cambios en los niveles de HMGCR y SREBP-2 que fueron
normalizados con el control de carga (p-actina) y comparados contra los niveles de los controles.
Se muestra la media + ES de fres experimentos. *p <0.05 vs. Ctrl. ***p <0.001 vs. Ctrl. Ctrl, control;
HFD, high fat diet; Lov, lovastatina; HMGCR, HMG-CoA reductasa. Modificado de Mendoza-Oliva
etal., 2015 (225).
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Efectos diferenciales de la dieta HFD y Lov sobre los niveles de APP y la
produccién de AB

En virtud de que las estatinas han sido propuestas como drogas alternativas para
el fratamiento en la EA por la relaciéon entre el alto colesterol y la producciéon de
AB, decidimos investigar si la Lov regula el metabolismo de la APP in vivo e in vitro.
Para los estudios in vitro las células SMS-MSN diferenciadas que expresan a la
forma humana APPgs se expusieron a Lov 10 uM o Lov 2 uM sin suero por 5 dias. En
ambas condiciones observamos un ligero incremento en los niveles de APP (Fig 26
A). De manera inesperada la Lov disminuyd de forma significativa las formas
secretadas ABpi-a21 Y AP (11 %y 27 %, respectivamente) (Fig 26B). Sin embargo,
las ratas alimentadas con Lov por 5 dias no presentaron niveles mayores de APP
(Fig 26C) ni cambios en el contenido basal de ABi-40 €n Ninguna regién cerebral
(Fig 26D). Las ratas alimentadas con dietas altas en colesterol si presentaron un
incremento en APP en corteza cerebral e hipocampo (21% y 23 %
respectivamente) (Fig 26C) asi como un incremento significativo (45 %) en el AB[i-

40) €en la corteza cerebral (Fig 26D).
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Fig 26 Efectos diferenciales de la Lov sobre los niveles de APP y AB in vivo e in vitro

Western blots de APP en células MSN cells y cerebro de rata después del tratamiento con Lov A)
Las células SMS-MSN fueron tratadas con Lov (10 uM) durante 5 dias en medio con 10 % de suero.
Los resultados fueron normalizados con el control de carga (p-actina). Las grdficas representan el
andlisis densitométrico de los niveles de APP. Se graficd la media * ES de fres experimentos. B) Los
niveles de Ap en medio de cultivo después del tratamiento con Lov. El contenido de ABpi-s21y ABpi-
401 S€ representan como incrementos con respecto a las células control. Se graficd la media + ES de
fres experimentos realizados por friplicado. C) Western blot de los niveles de APP en fejidos
cerebrales (Ctx, corteza; Cb, cerebelo y Hp, hipocampo). Las ratas fueron alimentadas con una
dieta regular (columnas oscuras), HFD (columnas grises) y Lov 0.04 % (columnas claras) por 5 dias.
Las grdficas representan los cambios en el nivel de APP comparado con el control. Los resultados
fueron normalizados con el control de carga (p-actina) y presentados como la media mean + ES
de fres experimentos. D) Niveles de AR en cerebro de rata (Ctx, Cb y Hp). Los resultados fueron
normalizados por el contenido de proteina. *o <0.05 vs. Ctrl, **p <0.01 vs. Ctrl. Ctrl, control; HFD,
high fat diet; Lov, lovastatina. Modificado de Mendoza-Oliva et al., 2015 (225).
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DISCUSION
Aunqgue varias evidencias apoyan que existe una relacién entre los altos niveles
de colesterol circulante y el riesgo de desarrollar EA, el papel del colesterol
cerebral en la expresidon de marcadores de EA vy los posibles efectos protectores
de las estatinas no han sido aclarados. En este trabajo mostramos que una dieta
alta en colesterol aumenta la expresion de APP in vivo (Fig 26C). Por otra parte,
una dieta alta en colesterol aumenta la expresion de AP in vivo sin afectar el

contenido de colesterol en el cerebro (Fig 24).

En la clinica, las estatinas se usan ampliamente para reducir el colesterol
plasmdtico. También se ha sugerido que las estatinas se podrian utilizar para la
prevencion y el tratamiento de EA debido a los efectos neuroprotectores,
incluyendo la disminucion de AP (23, 24, 227, 228), su capacidad antioxidante
(228, 229), y sus efectos anti-inflamatorios, entre ofros. Sin embargo, las
implicaciones de la disminucidn de los niveles de colesterol en combinacidn con
los efectos pleiotréopicos de las estatinas sobre el SNC no se conocen bien. Debido
a que el colesterol y sus metabolitos intermedios son cruciales para la funcién
normal del cerebro, la terapia con estatinas para la EA es cuestion de debate. De
hecho, existen informes sobre las consecuencias negativas del tratamiento con
estatinas, como efectos cognitivos adversos en animales (230), manifestaciones
psiquidtricas en humanos (231), deficiencias en la neurofrasmision (27, 28, 232),
alteraciones en la neuroplasticidad (233-235) e incluso neurotoxicidad (154, 236).
Este estudio, ha mostrado que la exposicidon prolongada con Lov a diferentes
dosis, induce muerte neuronal en células SMS-MSN (Fig 22D). La muerte celular
inducida por Lov se produce incluso con la adicidon de colesterol libre o LDL-C (Fig
22C y E), lo que sugiere que la neurotoxicidad puede atribuirse a los efectos
pleiotrépicos asociados con las estatinas (154, 237-240). De acuerdo con nuestras
observaciones, otros informes han demostrado que la Lov sdlo reduce los niveles
de colesterol en medio libre de suero. Este proceso va acompanado de la
disminucién de productos intermedios, tales como FPP y GGPP, y la disminuciéon
de la isoprenilacion de proteinas en neuronas cultivadas (241), lo cual puede
contribuir a los efectos tdxicos observados con la Lov. Aungque la Lov inhibe la

sintesis de novo del colesterol, hemos confirmado que los niveles de colesterol
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celular se mantienen, por lo menos en las neuronas cultivadas (Fig 22A y B). Esto
puede ser el resultado de la captura de lipoproteinas con colesterol presentes en
el suero (Fig 22C). Un hallazgo interesante en este frabajo fue la presencia de la
HMG-CoA reductasa en las neuronas y su notable sobreexpresion inducida por
Lov (Fig 23). Se acepta generalmente que los astrocitos son la células implicadas
principalmente en la sintesis de colesterol (87). Aqui, hemos demostrado que las
neuronas también pueden participar en la regulacion del colesterol en el cerebro
y que las estatinas pueden modificar su metabolismo en estas células. In vivo,
cinco dias de tratamiento con Lov fue suficiente para producir una notable
reduccion en el colesterol hepdtico aunque el colesterol cerebral no se vio
afectado (Fig 24), similar a los resultados obtenidos de células cultivadas. Hay
varias razones por las que la Lov no presentd un efecto sobre el contenido de
colesterol del cerebro: por ejemplo, la estabilidad metabdlica del colesterol en el
cerebro tiene una vida media mds larga que en los érganos periféricos (10).
También es posible que en este modelo, 5 dias de fratamiento con Lov no es
suficiente para producir los niveles que inhiben completamente a la HMG-CoA
reductasa en el cerebro debido a que las concentraciones de Lov (0.9 a 1.4
ng/mL) en el LCR (223) son menores que el IC50 para inhibir a la HMG-CoA
reductasa en hepatocitos (2.7 ng/mL) (242). Estas diferencias implican que en
nuestro modelo, hay una inhibicién parcial de la HMG-CoA reductasa en el
cerebro. Sabemos que la Lov entrd en las regiones del cerebro analizadas debido
a un notable incremento en la expresidon de la enzima limitante la HMG-CoA
reductasa, asi como de la forma madura del factor de transcripcidon SREBP-2. La
sobreexpresion de HMG-CoA reductasa es similar a la reportada en el higado de
ratas alimentadas con la misma dieta (0.04 % de Lov) (224). Es interesante senalar
qgue se observd que la exposicidbn a Lov aumenta los niveles de HMG-CoA
reductasa y paraddjicamente, aumenta la degradacion de la HMG-CoA
reductasa, lo que puede implicar que hay una pérdida de la regulaciéon de la
enzima o que su degradacién fue promovida por ofro mecanismo no relacionado
con las concentraciones de esteroles. Esta notable sobreexpresion de HMG-CoA
reductasa puede afectar la produccidn de otros productos intermedios
bioldgicamente activos en la via del mevalonato, con posibles consecuencias
negativas sobre la funcién neuronal.
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Se ha propuesto que la concentracion alta de colesterol circulante afecta a la
produccion y acumulacion de AP en el cerebro (23, 146, 148, 149, 243). Por
consiguiente, las estatinas se han propuesto como una terapia alternativa para el
tratamiento y prevenciéon de la EA. Sin embargo, el papel del colesterol en el
cerebro y los efectos de las estatinas sobre el metabolismo de APP no se conocen
del todo.

En este estudio, mostramos que las ratas alimentadas con HFD presentan un
incremento de colesterol en el higado, pero no en el cerebro (Fig 24). Ademds, se
observd un aumento importante en la produccidén de APP en el hipocampo v la
corteza cerebral (Fig 26C). Sin embargo, esto fue acompanado por un aumento
en los niveles de AB solamente en la corteza cerebral (Fig 26D), lo que indica que
la condicion metabdlica de la corteza es particularmente sensible a la
acumulacién de AB. Este es el primer trabajo que demuestra que sélo cinco dias
con HFD es suficiente para cambiar la expresion y el procesamiento de APP sin
alterar la acumulacién de colesterol en el cerebro de ratas normales. Hasta el
momento no hay una explicacidn mecanicista de esta aparente paradoja. Los
altos niveles de colesterol en el suero puede inducir cambios vasculares que
alteran la permeabilidad de la BHE para favorecer el acceso de las moléculas
reactivas, tales como citocinas o ERO al SNC (244). Consistente con nuestros
resultados, Ghribi et al., 2006 (151) informaron que la acumulacion de AB y de
fierro inducida por colesterol en la corteza cerebral de conejo fue mayor que en
el hipocampo y estd relacionada con disrupcidén de la BHE. Es interesante senalar,
que la carga de AB en la corteza cerebral es un marcador temprano de 1os

pacientes con EA (245).

Estudios previos han mostrado que las estatinas fienen propiedades anti-
amiloidogénicas (23, 216, 246, 247). En este estudio, hemos demostrado que
existen efectos diferenciales del tratamiento con Lov sobre la expresidon de APP y
AB in vivo e in vitro. En las neuronas cultivadas, la inhibicion de HMG-CoA
reductasa mediada por Lov disminuye la secrecidon de AP (Fig 26B), en
concordancia con los estudios mencionados anteriormente. Este efecto fue
independiente de la disminucidn de colesterol, lo que indica un mecanismo

alternativo es responsable del efecto de las estatinas sobre el metabolismo de
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APP. Por el contrario, el tratamiento in vivo con Lov produce un ligero aumento de
APP sin afectar la produccién de AB (Fig 26C y D). Es posible que cinco dias de
tratfamiento con Lov no fueron suficientes para alcanzar una dosis
fisioldgicamente relevante para afectar el metabolismo de AB. Sin embargo, el
tratamiento fue suficiente para producir un aumento robusto de moléculas
relacionadas con el metabolismo del colesterol, tales como HMG-CoA reductasa
y el factor de transcipcion SREBP-2 (Fig 25A y B). Algunos estudios han indicado
que los diferentes metabolitos de la via del mevalonato (colesterol y los
isoprenoides) tienen efectos diferenciales sobre la expresion de APP vy la
produccion de AB. Esto explicaria algunas de las discrepancias aparentes entre
los efectos in vivo e in vitro de Lov, dependiendo de las dosis alcanzadas en las
células. Por ejemplo, Ostrowski et al., 2007 (60) mostré que la inhibicién de la
isoprenilacidén de proteinas por simvastatina y Lov en células de neuroblastoma
causa la acumulaciéon de APP a través de la inhibicion de las proteinas G (Rho,
Rac, Ras y Rab) lo que disminuye la formacién de fragmentos C-terminales de APP
y la secrecién de AB. Estos resultados, junto con los nuestros, sugieren que el
efecto in vivo de las estatinas sobre APP es extremadamente complejo porque
multiples moléculas se ven alteradas por la inhibicion de la HMG-CoA reductasa
(24, 218, 248). Sin embargo, nuestros resultados in vivo son consistentes con los
encontrados en pacientes con EA fratados por 12 semanas con simvastatina que

no presentan cambios en los marcadores relacionados con la enfermedad (249).
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CONCLUSIONES
Las estatinas se han sugerido como fadrmacos para el fratamiento y diminucion de
riesgo de EA debido a la conexién en la desregulacion de colesterol presente en
esta patologia. En esta tesis, investigamos el papel de una estating, la Lov sobre la
homeostasis del colesterol neuronal y sus efectos en la produccién de AB. Los
efectos de la Lov se analizaron in vitro en una linea de neuroblastoma humano
diferenciado e in vivo, examinando sus efectos en tejido hepdtico y cerebral de
ratas alimentadas con dieta adicionada que contenia Lov. Observamos que dosis
relevantes de Lov afectan diferencialmente la expresiéon y la produccidén de APP y
AR in vivo e in vitro. Hemos demostrado que varios efectos de la inhibicion de la
HMG-CoA reductasa por Lov tienen implicaciones negativas sobre Ila
supervivencia neuronal in vitro. Estos efectos se presentan de forma
independiente de la disminucion de colesterol inducida por Lov. In vivo, la
administracion de Lov no disminuye el contenido de colesterol en el cerebro, pero
si actua a través de la via del mevalonato como se indica por el aumento de la
forma madura de SREBP-2 y la sobreexpresion de HMG-CoA reductasa
observada. Estos hallazgos podrian ayudar a dilucidar los efectos de la Lov en la
homeostasis del colesterol cerebral y a determinar los mecanismos por los cuales

las estatinas afectan la amiloidosis relacionada con la EA.
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CONCLUSIONES FINALES
En el presente trabajo analizamos varios aspectos del metabolismo del colesterol
neuronal y sus posibles implicaciones para la EA. Por un lado, estudiomos uno de
los factores de riesgo asociados con el desarrollo y aparicién de la enfermedad
como los niveles elevados de Hcy y también el efecto in vivo e in vitro de la Lov,
un fadrmaco que se ha propuesto para el tratamiento y prevencidén de la EA.
Ambas moléculas estdn estrechamente relacionados al metabolismo del
colesterol. Tanto la Hcy como la Lov pueden cruzar la BHE, pero sus efectos son

poco conocidos en el SNC.

Al comienzo de esta investigacion hipotetizamos que la Hcy aumentaba el
colesterol incrementando la sintesis de novo en las neuronas y que este resultado
seria contrarrestado por la Lov, pero la evidencia experimental demostrd que la
Hcy no altera la via de sintesis de colesterol, es decir la Hcy y la Lov, no modifican
la misma via en las neuronas (Fig 27A). Sin embargo, debido a la importancia
terapéutica de las estatinas en la EA continuamos examinando el efecto de la

Lov sobre el sistema nervioso.

Tomando los resultados de la tesis en conjunto aportamos nuevos hallazgos al
conocimiento de la regulacién del colesterol en el sistema nervioso. Mostramos
evidencia de que la HMG-CoA reductasa se encuentra presente en las neuronas.
En las células SMS-MSN diferenciadas la expresion de esta enzima es
relativamente baja. Las células cultivadas son mds dependientes del colesterol
del suero, tal como lo observamos en dos experimentos: por un lado, la Hcy no
activa la via de sintesis de colesterol sino que aumenta la concentracioén de LDL
en las neuronas (Fig 27A); y por otro lado, aunque la Lov inhiba la sintesis de
colesterol, la concentracion de colesterol no disminuye si las células se incuban en
presencia de LDL, debido a que las neuronas internalizan LDL provenientes del
medio de cultivo, con lo cual compensan la concentracidén de colesterol
infracelular (Fig 27A). En el caso del fratamiento con Lov mostramos que se
presenta una notable sobreexpresion de la HMG-CoA reductasa y activacion del
factor de transcripcion SREBP-2, probablemente como un mecanismo de

compensaciéon, pero en este caso mds que del colesterol de los productos
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intermedios biolégicamente activos de la via, lo cual se refleja en efectos

negativos sobre la viabilidad neuronal.

Todas estas evidencias muestran que las neuronas tienen una baja capacidad
para compensar el déficit de productos intermedios y de colesterol mediante la
sintesis de novo, y que son mds dependientes del colesterol exdgeno. Nuestros
resulfados complementan ofros reportes que indican que en un sistema in vivo las
neuronas maduras pueden obtener el colesterol de lipoproteinas que importan
via receptor (LDLR o LRP1) desde la glia (Fig 27B) (87, 89) y se utiliza en procesos
clave como neurotransmision, formacidén de sindpsis, dendritas y axones,
endocitosis y plasticidad sindptica (4, 44). Todavia quedan por esclarecer
aspectos bdsicos de la regulaciéon del metabolismo de colesterol en el SNC, como
su transporte y distribucion hacia las neuronas (Fig 27B). Consideramos que es
importante analizar de forma conjunta estas interacciones neuro-gliales sobre la
homeostasis de colesterol cerebral y su repercusion sobre los marcadores de dano

neuronal en EA.

En ambos apartados mostramos que los efectos sobre el metabolismo de APP vy la
generacion de A son complejos. Determinamos que la Lov reduce la secrecion
AR pero resulta neurotdxica. En cuanto a los mecanismos involucrados,
concluimos que estos son independientes de |la propiedad hipolipemiante de la
Lov y pueden estar asociados a su accidon pleitropica. Por ofro lado, el aumento
de colesterol neuronal con cinco dias de tratamiento con Hcy no es suficiente
para observar un cambio significativo en la secrecion de AP, por lo cual se sugiere
realizar estos experimentos con un tratamiento mds prolongado y examinar otros
aspectos clave en la formacién de AP como la distribucion de colesterol en las

balsas lipidicas.

Muchos trabajos ademds del presente han explorado los factores que influyen en
la causa y el desarrollo de la EA. Nuestros resultados apoyan la hipdtesis de que la
aparicion de la EA se desarrolla a partir de una compleja serie de sucesos
asociados al envejecimiento patoldgico (acumulacion de colesterol, Hey, etc.)
que tienen lugar en el cerebro actuando de manera crénica. Con respecto a la

prevencidon y fratamiento, en esta tesis no encontramos evidencia sdélida para
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apoyar el uso de estatinas en la EA, por lo cual se requiere mds investigacion para

aclarar sus efectos benéficos y/o toxicos en el SNC.
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Fig 27 Participacion de la Hcy y Lov en el metabolismo de colesterol neuronal

A) La Hcy vy la Lov, modifican la regulacion del colesterol neuronal participando en diferentes
procesos. La Hcy aumenta los niveles de colesterol en las neuronas por la acumulacién y/o
captura de LDL. Por ofro lado, la Lov, inhibe la via de sintesis de colesterol, pero las neuronas
compensan los niveles de colesterol internalizando LDL. La inhibicién también provoca efectos
pleiotropicos debido a la pérdida de productos intermedios con implicaciones negativas en la
viabilidad celular. Sin embargo estos efectos no son compensados a pesar de la notable
sobreexpresion de HMGCoA reductasa. Aun falta por determinar cémo esta desregulacion por
Hcy y Lov modifica la produccién de AB. B) Las neuronas tienen una baja capacidad para
compensar el déficit de colesterol y de productos intermedios mediante la sintesis de novo, y son
mds dependientes del colesterol exdgeno. Este colesterol proviene de la glia y es transportado

hacia las neuronas en lipoproteinas.
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Articulo 1: Lovastatin Differentially Affects Neuronal Cholesterol and Amyloid-g

Production in vivo and in vitro.
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SUMMARY

Background and Aims: Epidemiological and experimental studies indicate that high cho-
lesterol may increase susceptibility to age-associated neurodegenerative disorders, such as
Alzheimer’s disease (AD). Thus, it has been suggested that statins, which are inhibitors of
the enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase (HMGCR), may be a useful thera-
peutic tool to diminish the risk of AD. However, several studies that analyzed the therapeu-
tic benefits of statins have yielded conflicting results. Herein, we investigated the role of
lovastatin on neuronal cholesterol homeostasis and its effects on amyloid f protein produc-
tion in vivo and in vitro. Methods and Results: Lovastatin effects were analyzed in vitro
using differentiated human neuroblastoma cells and in vivo in a lovastatin-fed rat model.
We demonstrated that lovastatin can differentially affect the expression of APP and Af pro-
duction in vivo and in vitro. Lovastatin-induced HMGCR inhibition was detrimental to neu-
ronal survival in vitro via a mechanism unrelated to the reduction of cholesterol. We found
that in vivo, dietary cholesterol was associated with increased Aff production in the cerebral
cortex, and lovastatin was not able to reduce cholesterol levels. However, lovastatin
induced a remarkable increase in the mature form of the sterol regulatory element-binding
protein-2 (SREBP-2) as well as its target gene HMGCR, in both neuronal cells and in the
brain. Conclusions: Lovastatin modifies the mevalonate pathway without affecting choles-

doi: 10.1111/cns. 12420

Introduction

Epidemiological and experimental studies have linked changes in
cholesterol metabolism to an increased susceptibility to AD [1-3].
In fact, the ¢4 allele of ApoE, which is associated with high choles-
terol, is a well-established risk factor for AD [4,5]. A deposition
in the brain is considered an important factor in AD progression,
as it initiates a cascade of events associated with synaptic damage
and neuronal death [6]. The majority of APP is constitutively
cleaved within the Af sequence by a-secretase enzymes, prevent-
ing Af production. In the amyloidogenic pathway, APP is proteo-
lyzed by f-secretase, which is further cleaved by y-secretase,
leading to Af formation [7-9]. High-cholesterol intake has been
linked to the accumulation of Af in the brain, suggesting that high
cholesterol might increase the amyloidogenic processing of APP
and that, in contrast, low cholesterol favors the nonamyloidogenic
pathway, decreasing Af production and amyloid plaque forma-
tion [10-12]. Changes in membrane cholesterol levels or in its dis-
tribution in lipid rafts have been suggested to influence the
activity and expression of the enzymes involved in the amyloido-
genic processing of APP [10,11,13,14]. We have previously shown

© 2015 John Wiley & Sons Ltd
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terol levels in vivo and is able to reduce Af levels only in vitro.

that neuronal exposure to high cholesterol worsens Af toxicity by
increasing the formation of ROS [15]. Thus, cholesterol may
increase the brain’s vulnerability to Af at two levels: by promot-
ing Af deposition and by increasing its toxicity. Therefore, it has
been suggested that statins, which are pharmacological inhibitors
of HMGCR [16], may be useful in diminishing the risk of AD
[17-19]. While some reports have proposed the use of statins due
to their cholesterol-lowering properties and their ability to
decrease Af formation [13,20], their beneficial effects remain
controversial [21-23]. Statins have many positive effects in the
CNS, including effects on cell survival [24,25] and neuronal plas-
ticity [26,27]. Statins also display anti-amyloidogenic activity
[13,28-31] and antioxidant [32,33] and anti-inflammatory
properties [34,35]. In contrast, statin-mediated neurotoxicity has
also been reported [36-42], including the inhibition of neurite
outgrowth [43-45] and the impairment of neurotransmission
[46,47]. In addition to their cholesterol-lowering properties,
statins have pleiotropic actions related to inhibition of the
mevalonate pathway, which lowers the concentrations of biologi-
cally active isoprenoid intermediates, such as geranylgeranyl
pyrophosphate (GGPP) and farnesyl pyrophosphate (FPP).
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Effects of Lovastatin on Neuronal Cholesterol

Circulating cholesterol, however, is regulated differently than
cholesterol in the brain (revised by Mendoza-Oliva et al. [48]).
Due to existing controversy about the relationship between cho-
lesterol and AD [49], it is important to understand how choles-
terol in the brain is regulated and how this process is affected by
statins before we can determine their potential and safety for use
in treating AD. The aim of this study was to explore the effects of
lovastatin, a lipophilic statin able to cross the blood-brain barrier
[50], on cholesterol homeostasis and neuronal survival. We also
aimed to uncover any links with APP expression and Af metabo-
lism using a human neuroblastoma cell model and an in vivo lova-
statin-fed rat model.

Materials and Methods
Cell Culture

Human neuroblastoma cells (MSN) [51] were maintained in
RPMI 1640 (Gibco Invitrogen, Grand Island, CA, USA) medium
containing nonessential amino acids plus 10% fetal calf serum
(Gibco Invitrogen). Cells were grown in petri dishes
(100 x 15 mm) or in 24-well plates at a density of 1 x 106
cells per well in an atmosphere of 5% CO2 /95% 02 at 37°C.
After 24 h, MSN cells were differentiated by the addition of
retinoic acid (10 uM) and nerve growth factor (NGF) (50 ng/
mL), and cells were exposed to different concentrations of lov-
astatin (2 or 10 uM; Calbiochem, Temecula, CA, USA) or cho-
lesterol (25 uM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) dissolved
in ethanol (0.1 and 0.16%, respectively) and cultured in nor-
mal (10%) or serum-free media for an additional 2 or 5 days.
In some experiments, cholesterol and lovastatin were added
simultaneously during 2 or 5 days.

Cell Viability

Cell viability was assessed through the conversion of 3-[4,5-
dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide (MTT;
Sigma-Aldrich) to formazan crystals by mitochondrial respira-
tory chain reactions [52]. The reduction of MTT is an indicator
of mitochondrial redox capacity that is used as a measure of
cell viability. In brief, MTT in phosphate-buffered saline (PBS)
(5 mg/mL) was added to MSN cells for 1 h at 37°C in a 1:10
(v/v) ratio after incubation with lovastatin. The incubation
medium was removed, and neurons were solubilized with iso-
propyl alcohol (0.8 mL). The absorbance of each sample was
quantified using a spectrophotometer at 570 nm (Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ, USA).

Cholesterol Measurement

The total cholesterol content of MSN cells or brain samples
was quantified using the Amplex Red cholesterol assay (Molec-
ular Probes, Eugene, OR, USA). Briefly, cells or tissues were
homogenized in lysis buffer containing 50 mM Tris-HCl pH
7.5, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P40, 0.5% desoxicolate and
protease inhibitors diluted in reaction buffer. An equivalent
volume of Amplex Red working solution (300 uM Amplex
Red, 2 U/mL cholesterol oxidase, 2 U/mL cholesterol esterase
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and 2 U/mL horseradish peroxidase) was added. The samples
were incubated at 37°C for 30 min in the dark, and the absor-
bance was measured at 535 nm using a spectrophotometer
(microplate reader, model 550; Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
The cholesterol content was calculated by interpolating from a
standard curve of cholesterol and then normalized with respect
to the protein content from each sample. The concentration of
cholesterol in the culture media was approximately
132.33 uM; for this reason, we had to remove the serum from
the media to analyze the cholesterol-lowering effect of lova-
statin.

Cholesterol Labeling

MSN cells were grown on coverslips, washed twice in PBS for
5 min, and stained with filipin (Sigma-Aldrich). This blue fluores-
cent probe was used to study the distribution of nonesterified cho-
lesterol [53]. The filipin stock solution (I mM) was prepared in
methanol. A working solution (20 mg/mL) was prepared by dis-
solving the stock solution in PBS. The working solution was
applied to cells for 45 min at 37°C. MSN cells were then exposed
to lovastatin (10 or 2 uM) for 5 days in normal and serum-free
conditions. Next, the cells were washed twice with PBS for 5 min
and fixed in 4% paraformaldehyde for 20 min. The fixed cells
were permeabilized with PBS/Triton 0.25% for 20 min, washed
with PBS and then incubated with 500 uL of the filipin working
solution. The cells were then washed three times in PBS and
observed at 60x magnification on an inverted fluorescent micro-
scope (Olympus IX71 375) using 360 nm excitation and collecting
emissions at 460 nm.

Uptake of BODIPY-FL-LDL

To analyze the incorporation of LDL into cells, we used fluor-
escently labeled LDL. Cells were grown on coverslips in serum-
free medium and treated in the presence or absence of lova-
statin (2 uM) for 12 h. Next, cells were incubated in fresh
media containing 10 pg/mL of BODIPY-FL-LDL (Molecular
Probes). After incubation at 37°C for 5 h, cells were washed
with PBS and fixed in 1% paraformaldehyde. The uptake of
BODIPY-FL-LDL (Ab 515 nm, Em 520 nm) was detected using
a DSU confocal microscope at 60x. Consecutive z-stacks (7-9)
were flattened into a single image using the ImageJ software
(NTH, Bethesda, MD, USA).

Immunohistochemistry

Cells were grown on coverslips, washed twice with PBS for
5 min, fixed with 4% paraformaldehyde for 20 min and
washed again with PBS. Cells were permeabilized with PBS
containing 0.1% Triton X-100 for 10 min at room temperature
and left in blocking solution (PBS /BSA 5%) overnight at 4°C.
These cells were incubated for 24 h at 4°C with mouse mono-
clonal anti-HMGCR (1:100; Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA) and washed three times for 5 min with PBS. Cells
were then incubated in the dark with a secondary antibody
Alexa Fluor-546 (1:300; Molecular Probes) for 2 h at room
temperature. Cells were also incubated with phalloidin for

© 2015 John Wiley & Sons Ltd

115



A. Mendoza-Oliva et al.

20 min after which they were washed three times with PBS.
Finally, cells were analyzed at 100x magnification. Images
were obtained on an epifluorescence microscope (Zeiss Axio-
skop 40; Oberkochen, Germany). Negative controls were pre-
pared by omitting the primary antibody.

Quantitative Real-time Reverse Transcription-PCR

The real-time quantitative reverse transcription (qRT-PCR)
was used to quantitate mRNA levels for HMGCR (human), using
p-actin mRNA (human) to normalize the data. From 1 ug of RNA,
cDNA was synthesized using the reverse transcriptase enzyme M-
MLV (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). With a few modifications,
the cDNA was synthesized according to manufacturer’s protocol:
150 ng/uL of random oligonucleotides, 7.5 ng/uL of oligonucleo-
tide dT20, 10 mM of dNTPs, 0.1 M DTT and 100 units of M-MLV
were used in a final volume of 20 pL. The qRT-PCR amplification
was performed on a Rotor-gene Q (Qiagen, Valencia, CA, USA)
using the SYBR Greener qPCR SuperMix kit (Invitrogen). Each
primer was at 200 nM in a final volume of 20 uL per reaction. The
reaction parameters were as follows: incubation at 50°C for
2 min, activation at 95°C for 10 min, 40 cycles of denaturation at
95°C for 15 s, alignment with oligos for HMGCR and f-actin at
60°C for 60 s, and a final elongation at 72°C for 2 min. Specificity
of the amplified products was checked by analysis of melting
curves.

The oligonucleotides used for human HMGCR were as follows:
F 5'-TACCATGTCAGGGGTACGTC-3’ and 5-CAAGCCTAGAGAC
ATAATCATC R-3' (247 bp). Oligonucleotides used for human
B-actin were as follows: 5'-TGAAGGTGACAGCAGTCGGTTG F-3’
and 5-R GGCTTTTAGGATGGCAAGGGAC-3' (146 bp). These
were all synthesized by Sigma. Samples were run in triplicate, and
the data were analyzed using the method described by Pfaffl, 2001
[54].

In vivo Model of Lovastatin-fed Rats

Male Sprague Dawley rats weighing 250 g (Harlan Laborato-
ries, Facultad de Quimica, UNAM, Mé€xico) were used in this
study. All of the animals were maintained under a reverse
light/dark cycle and a controlled room temperature (22°C)
with free access to a standard rodent diet (Harlan Laboratories,
Indianapolis, IN, USA) and tap water before experimentation.
All animals were handled in accordance with local government
rules, the Society for Neuroscience Guide for the Care and Use
of Laboratory Animals and were approved by the Animal Care
Committee of the Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM. All efforts were made to minimize the suffering of
animals and to reduce the number used.

The animals were divided into three groups: a control group, in
which rats were fed a standard diet, and 2 experimental groups. In
one experimental group, the animals were fed a high-fat diet
(HFD) containing 1% cholesterol (Bio-Serv, Flemington, NJ,
USA). The second experimental group was fed 0.04% lovastatin
added to a standard diet per the instructions of Ness et al. [55]
Rats were maintained on one of these three diets, with free access
to water, for 5 days. After the treatment, all rats were decapitated
during 4th hour of the dark cycle. Samples from the liver and the
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brain (including the cortex, hippocampus, and cerebellum) were
quickly dissected. The fresh samples were dipped into PBS with
protease inhibitors (Completetm, Roche, Basel SUI) and then
stored at —70°C until analysis.

Measurement of Ap

Api1_az) and AP[i_a0) levels in MSN cells were determined using
an Af-specific ELISA kit (Invitrogen). After being treated as previ-
ously described, the MSN cell culture medium was collected and
analyzed. The Af concentration was determined by measuring
optical densities at 450 nm on a spectrophotometer (microplate
reader, model 550; Bio-Rad).

The Af concentration in brain samples was determined using
the same method as above, once protein was extracted from
the tissue according the manufacturer’s recommendations
(APj1_a0; ELISA; Invitrogen). Tissues were weighed and homog-
enized in an 8x mass of cold 5 M guanidine HCI/50 mM Tris-
HCI buffer and then mixed at room temperature for 3 h. The
homogenized samples were diluted (1:10) with cold BSAT-
DPBS buffer (Dulbecco’s phosphate-buffered saline with 5%
BSA and 0.03% Tween-20 supplemented with protease inhibi-
tors) and centrifuged at 16,000 g for 20 min at 4°C. The super-
natant was kept on ice and used to quantitate Af levels. All
results were normalized by tissue mass and expressed as a level
relative to the control values.

Immunoblotting

After experimental treatments, MSN cells or tissues were homo-
genated in lysis buffer. Protein samples were loaded onto a 10%
SDS-PAGE gel. After electrophoresis, the proteins were transferred
to a nitrocellulose membrane. The membranes were blocked in
PBS with 5% nonfat dry milk and then incubated for 2 h at room
temperature. Next, the membranes were incubated overnight at
4°C with the following primary antibodies: mouse monoclonal
antibody anti-HMGCR (1:100, Santa Cruz Biotechnology), mouse
monoclonal antibody anti-SREBP-2 (1:200; Chemicon, Temecula,
CA, USA), mouse monoclonal antibody anti-Alzheimer precursor
protein A4 (22C11) (1:1000; Chemicon), and mouse monoclonal
anti-f-actin (1:1000; Sigma-Aldrich). Membranes were washed
three times for 5 min each with PBS/0.1% Tween-20 and then
incubated at room temperature for 2 h with a horseradish peroxi-
dase-conjugated secondary antibody: goat anti-mouse IgG
(1:10,000-50,000; Santa Cruz Biotechnology). Membranes were
washed three times (5-10 min each) with PBS/0.1% Tween 20
and the antibody signal was detected by chemiluminescence (ECL
kit; EMD Millipore, Temecula, MA, USA) on Kodak film. Densito-
metric analysis of the immunoblot was carried out using ImageJ
software (NIH). The results are expressed as arbitrary optic density
units (ODU).

Statistical Analysis

Data are presented as means £ SEM. Statistical significance was
determined by Student’s t-test. We used GraphPad Prism 6.0
(GraphPad Software, Bethesda, MD, CA, USA) for graphs and sta-
tistical analysis.
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data were expressed as the percent of Ctrl values of each condition (dotted line). The mean + SEM of three to four different experiments performed in
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Results

Effect of Lovastatin on Cholesterol Levels and
Neuronal Survival

To evaluate the effect of lovastatin on neuronal cholesterol
levels, differentiated MSN cells were exposed to lovastatin for
24 h (data not shown), 48 h, and 5 days in the presence of
10% serum and in serum-free conditions to avoid the pres-
ence of cholesterol in the media. Only after 5 days in the
absence of serum was lovastatin (2 uM) able to reduce cellular
cholesterol by approximately 40%, as measured by an enzy-
matic assay (Figure 1A) and visualized by histochemical filipin
staining (Figure 1B). In the presence of 10% serum, lovastatin
did not decrease cellular cholesterol levels (Figure 1A, B)
because the neurons were able to take lipoproteins from the
serum. This can be observed in Figure 1C, where cells were
incubated with fluorescently labeled LDL (BODIPY-FL-LDL). In
the serum-free condition, lovastatin-induced cell death was
potentiated in a dose-dependent manner (Figure 1D). How-
ever, as shown in Figure 1E, the extent of lovastatin-depen-
dent neuronal death for 10 uM lovastatin in media with 10%
serum was similar to the death for 2 uM lovastatin in the
serum-free condition. To determine whether the neurotoxicity
was dependent on lovastatin-induced lowering of cholesterol,
we examined neurotoxicity in the presence of 10% serum and
with added cholesterol (25 uM) in the serum-free condition.
However, in any case, cell death was prevented by adding
cholesterol (Figure 1E), suggesting that the toxicity might be
associated with an additional pleiotropic mechanism mediated
by the inhibition of downstream cholesterol metabolites pro-
duced as a result of HMGCR inhibition.

Lovastatin Induces Upregulation of HMGCR in
MSN Cells

Next, we determined whether lovastatin affects the expression
of neuronal HMGCR, the enzyme target of its inhibition, as
has been observed in liver [55]. Two HMGCR bands were
identified in MSN cells, which correspond to the monomeric
(~97 kDa) and the degraded (~55 kDa) forms. The degradation
of HMGCR is a long-term regulatory mechanism that is influ-
enced not only by the concentration of sterols but also by the
oligomeric state of the enzyme [56]. Control MSN cells express
HMGCR at very low levels, but lovastatin exposure resulted in
a more than 3-fold increase of HMGCR protein after 2 and
5 days of treatment. This increase corresponded to the
degraded form in particular (Figure 2A, B). A 2-fold increase
in HMGCR mRNA was also observed (Figure 2C). The effects
of lovastatin were also accompanied by an increase of the
mature form (~50-68 kDa) of the transcription factor SREBP-2
(Figure 2A). These results, which are similar to those reported
in studies of the liver after statin exposure [55], suggest that
HMGCR is a target of lovastatin-mediated inhibition in neu-
rons. Furthermore, its regulation may depend on nonsterol
products derived from the cholesterol pathway because an
increase in HMGCR was also observed in the presence of cho-
lesterol in the culture media (data not shown).
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Systemic Administration of Lovastatin Does not
Reduce Cholesterol Levels in the Brain

We decided to expand on the results obtained from cultured neu-
rons by moving to an in vivo model. Rats were fed a diet contain-
ing high cholesterol (1%) or lovastatin (0.04%) for 5 days, and
cholesterol levels were evaluated in the liver and in different
regions of the brain. We expected the high-cholesterol diet to
cause an increase in hepatic cholesterol (42%) (Figure 3A). How-
ever, cholesterol levels in the brain remained unchanged in the
cerebellum, cerebral cortex, and hippocampus (Figure 3B). As has
been previously reported, basal cholesterol levels were signifi-
cantly higher in the brain than in the liver. To determine whether
lovastatin consumption has an impact on brain cholesterol, rats
were fed with lovastatin for 5 days. While this resulted in a signifi-
cant reduction (30%) in hepatic cholesterol levels, there was not a
significant change in the cholesterol concentration of any brain
region studied (Figure 3A, B).

Systemic Administration of Lovastatin Increases
HMGCR and SREBP-2 Levels in the Rat Brain

Because lovastatin induced a significant increase of HMGCR in
differentiated neuroblastoma cells, we next investigated whether
there was a similar regulation in vivo. Consistent with reports from
Ness et al. [55], we found that rats fed 0.04% lovastatin for 5 days
showed a marked increase in hepatic expression of HMGCR com-
pared with rats fed a regular diet (Figure 4A). Although lovastatin
did not change cholesterol levels in the brain, there was a signifi-
cant increase in the HMGCR enzyme (Figure 4A). The administra-
tion of dietary cholesterol did not modity the levels of HMGCR in
the liver or in the brain (Figure 4A). Together, these results dem-
onstrate that in vivo, lovastatin exerts its regulatory effects in the
brain at the level of HMGCR protein expression, without affecting
cellular cholesterol levels. In addition to the effect of lovastatin on
the expression of HMGCR, the mature form of SREBP-2 was also
increased, particularly in the liver, the cerebral cortex and the hip-
pocampus (Figure 4B).

Differential Effects of a HFD and Lovastatin on
APP Levels and Ap Production

Because statins have been proposed as alternative drugs for the
treatment of AD due to the relationship between high cholesterol
and Ap production, we decided to investigate whether lovastatin
regulates the level and metabolism of APP in vivo and in vitro. For
the in vitro studies, differentiated human MSN cells expressing
human APP49s were exposed to lovastatin 10 uM in the presence
of serum or 2 uM in the serum-free condition for 5 days. A signifi-
cant increase was observed in APP levels in both conditions (Fig-
ure 5A). Unexpectedly, levels of secreted Af[_45; and AB;_4g;
were significantly reduced (11% and 27%, respectively) (Fig-
ure 5B). In contrast, rats fed with lovastatin for 5 days did not
present elevated levels of APP or changes in Afj; 40 in either
cerebral region (Figure 5D). Rats fed with a HFD displayed a sig-
nificant increase in APP in the cerebral cortex and hippocampus
(21% and 23%, respectively) (Figure 5C) as well as a significant
increase (45%) in Af|1_40; in the cerebral cortex (Figure 5D).
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Discussion

Although several lines of evidence support a relationship between
high levels of circulating cholesterol and the risk of developing
AD, the role of brain cholesterol in the expression of AD markers
and the potential protective effects of statins remain unclear. We
have demonstrated that a high-cholesterol diet increases the
expression of APP in vivo. Furthermore, a high-cholesterol diet
increases the expression of Aff in vivo without atfecting cholesterol
levels in the brain.

In clinical situations, statins are widely used to lower plasmatic
cholesterol. It has also been suggested that statins could be used
for the prevention and treatment of AD due to their neuroprotec-
tive effects, including Af reduction [13,30-32], antioxidant capac-
ities [32,33], and anti-inflammatory effects, among others.
However, the implications of lowering cholesterol levels and the
pleiotropic effects of statins on the CNS are not well understood.
Because cholesterol and its intermediate metabolites are crucial
for normal brain function, statin therapy for AD is matter of
debate. In fact, there have been reports of negative consequences
from treatment with statins, such as adverse cognitive effects in
animals [57], psychiatric manifestations in humans [58], impair-
ment of neurotransmission [47,59,60], altered neuroplasticity
[36,38,45], and even neurotoxicity [37,42]. This study demon-
strates that prolonged exposure to lovastatin, over a range of
doses, induces neuronal death in MSN cells. Lovastatin-induced
cell death occurred even with the addition of free cholesterol or
LDL-C, suggesting that the neurotoxicity may be attributed to the
pleiotropic effects associated with statins [39-42,44]. Consistent
with our observations, other reports have shown that lovastatin
only reduces cholesterol levels in serum-free medium. This pro-
cess is accompanied by the reduction of intermediates, such as FPP
and GGPP, and the reduction of protein isoprenylation in cultured
neurons [61], which may contribute to the observed toxic effects
of lovastatin. Although lovastatin inhibits de novo cholesterol
synthesis, we have confirmed that cellular cholesterol levels are
maintained, at least in cultured neurons. This may be the result of
lipoprotein uptake from cholesterol present in the serum. An
interesting finding in this work was the presence of HMGCR in
neurons and its remarkable upregulation induced by lovastatin. It
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is generally accepted that astrocytes are the cells that are mainly
involved in cholesterol synthesis [62]. Here, we demonstrated that
neurons might also participate in cholesterol regulation in the
brain and that statins may modify cholesterol metabolism in these
cells. In vivo, 5 days of lovastatin treatment was sufficient to pro-
duce a remarkable reduction in hepatic cholesterol, although
brain cholesterol was not affected, similar to the results obtained
from cultured cells. There are multiple reasons that could explain
why lovastatin did not have an effect on total brain cholesterol
levels: for example, cholesterol in the brain has greater metabolic
stability and a longer half-life than cholesterol in peripheral
organs [63]. It is also possible that in this model, 5 days of lova-
statin treatment is not sufficient to produce levels that completely
inhibit HMGCR in the brain because lovastatin concentrations in
CSF (0.9-1.4 ng/mL) [50] are lower than the IC50 for HMGCR
inhibition in hepatocytes (2.7 ng/mL) [64]. These differences sug-
gest that there is only partial inhibition of HMGCR in the brain in
our model. We do know that lovastatin entered the brain regions
analyzed due to a notable increase in the expression of the
HMGCR-limiting enzyme as well as in the mature form of the
transcription factor SREBP-2. The upregulation of HMGCR pro-
tein we observed is similar to that reported for the liver of rats fed
with the same diet (0.04% lovastatin); in these rats, cholesterol
levels were effectively reduced [55]. However, in this previous
study, the authors found that reductase purified from the lova-
statin-fed rats had much lower specific activity [55]. Interestingly,
we observed that lovastatin exposure increased HMGCR protein
levels and, paradoxically, also increased its degradation, which
may indicate loss of the regulation of the enzyme by sterols or due
to a mechanism unrelated to sterol concentration. In light of the
fact that lovastatin inhibits synthesis of sterols and nonsterols, this
result is in line with the widely held view that sterols regulate
transcription and nonsterols act posttranscriptionally [65]. The
notable increase in HMGCR protein and mRNA may affect the
production of other biologically active intermediates in the meval-
onate pathway, possibly with negative consequences for neuronal
function.

High levels of circulating cholesterol have been proposed to
affect the production and accumulation of Af in the brain [10—
13,29]. Therefore, statins have been proposed as an alternate ther-
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Figure 4 Levels of HMGCR and mature SREBP-2 in liver and rat brain tissues. (A) Western blots of HMGCR (~ 97 kDa) and (B) the mature form (~ 68 kDa) of
SREBP-2 in liver and brain (Ctx, Cb and Hp). Rats received a regular diet (dark columns), a HFD (gray columns), and 0.04% Lov (clear columns) for 5 days.
The graphs represent changes in HMGCR and SREBP-2 levels when normalized by a loading control (f-actin) and compared to controls. The mean + SEM
of three experiments are depicted. * P < 0.05 vs. Ctrl. *** P < 0.001 vs. Ctrl.

apy for the treatment and prevention of AD. However, the role of
cholesterol in the brain and the effects of statins on APP metabo-
lism are not known. In this study, we showed that rats fed with a
HFD presented increased cholesterol in the liver but not in the
brain. Additionally, we observed an important rise in the produc-
tion of APP in the hippocampus and cerebral cortex. However, this
was accompanied by an increase in Af levels only in the cerebral
cortex, indicating that the metabolic condition of the cortex makes
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it particularly sensitive to Af accumulation. This study is the first
demonstration that only 5 days of a HFD is sufficient to change
the expression and processing of APP without altering the accu-
mulation of cholesterol in the brains of normal rats. Currently,
there is no mechanistic explanation for this apparent paradox.
High levels of serum cholesterol may induce vascular changes that
alter BBB permeability to favor the access of reactive molecules,
such as cytokines or reactive oxygen species, to the CNS [66].
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tissue protein. * P < 0.05 vs. Ctrl, ** P < 0.01 vs. Ctrl.

Consistent with our results, Ghribi et al. [67] reported that choles-

terol-induced Af and iron deposition was greater

in the rabbit cor-

tex than in the hippocampus and was associated with BBB
disruption. Interestingly, the Aff load in the cerebral cortex is an

early indicator for patients with AD [68].
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Previous studies have found that statins have anti-amyloido-
genic properties [13,20,28,69]. In this study, we demonstrated the
differential effects of lovastatin treatment on the expression of
APP and Ap in vivo and in vitro. In cultured neurons, lovastatin-
mediated inhibition of HMGCR decreased Af secretion, consistent
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with the studies mentioned above. This effect was independent of
the reduction in cholesterol, indicating an alternate mechanism is
responsible for the effect of statins on APP metabolism. In
contrast, in vivo lovastatin treatment produced a slight increase in
APP without affecting Af production. It is possible that 5 days of
lovastatin treatment was not sufficient to reach pharmacological
doses that affect Af metabolism. However, the treatment was suf-
ficient to produce a robust increase in molecules related to choles-
terol metabolism, such as HMGCR and SREBP, in the cerebral
cortex and in the hippocampus. Some studies have indicated that
different metabolites of the mevalonate pathway (cholesterol and
isoprenoids) have differential effects on APP expression and Af
production. This finding would explain some of the apparent
discrepancies between the in vivo and in vitro etfects of lovastatin,
depending on the doses reached in cells. For example, Ostrowski
et al. [70] showed that the inhibition of protein isoprenylation by
simvastatin and lovastatin in neuroblastoma cells causes the accu-
mulation of APP through the inhibition of G proteins (Rho, Rac,
Ras and Rab) that reduce APP C-terminal fragments and Af secre-
tion. These results, together with our findings, suggest that the
in vivo effect of statins on APP are extremely complex because
multiple molecules altered by the inhibition of HMGCR are
affected by statin treatment in vitro and in vivo [30,71,72].
Although we explored the short-term effects of lovastatin on basal
Ap production, other studies have shown that long-term adminis-
tration of simvastatin is able to reduce levels of Af in transgenic
mice that overproduce this peptide [73] and increases memory-
related protein levels and synaptic plasticity [74,75]. However, AD

A. Mendoza-Oliva et al.

patients treated with simvastatin for 12 weeks did not exhibit
changes in AD-related markers and exhibited only a modest
decrease in brain cholesterol metabolism [76]. In conclusion, we
demonstrated that lovastatin at the doses used, differentially affect
the expression and production of APP and Af in vivo and in vitro.
We showed that several of the effects of lovastatin-induced
HMGCR inhibition have detrimental implications for neuronal
survival in vitro. These effects are independent of a statin-induced
reduction in cholesterol. I vivo, short-term administration of lov-
astatin does not directly reduce cholesterol levels; instead, it
affects the mevalonate pathway, as indicated by the increase in
mature SREBP-2 and upregulation of HMGCR we observed. These
findings may help to elucidate some of the effects of lovastatin on
cholesterol homeostasis in the brain and may provide additional
evidence on the role of statins on APP expression and metabolism.
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The Complex Actions of Statins in Brain and Their Relevance for

Alzheimer’s Disease Treatment: An Analytical Review
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Abstract: In view that several studies have shown a positive correlation between high cholesterol and an increase in the
risk for developing Alzheimer’s disease (AD) statins have been proposed as alternative drugs for its treatment and/or pre-
vention. However, the potential benefits of statins remain controversial. Although they have lipid-lowering properties,
statins also have pleiotropic effects that are unrelated to cholesterol reduction and have a wide range of biological implica-
tions whose consequences in brain function have not been fully characterized. In this work we analyze different studies
that have reported both, beneficial and toxic effects for statins in the central nervous system (CNS), and we revise the lit-
erature that claims their potential for treating AD. First, we present an overview of the cholesterol metabolism and its
regulation in the brain in order to provide the framework for understanding the pathological association between altered
cholesterol and AD. Then, we describe the cholesterol-lowering and pleiotropic properties of statins that have been re-
ported in vivo and in in vitro models. We conclude that the effects of statins in the brain are broad and complex and that
their use for treating several diseases including AD should be carefully analyzed given their multiple and broad effects.

Keywords: Alzheimer's disease, amyloid beta, cholesterol pathway, HMG-CoA reductase, isoprenoids, neuroprotection, neuro-

toxicity, statins.

INTRODUCTION

Statins are competitive inhibitors of 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) reductase the rate-limiting
enzyme in cholesterol biosynthesis [1, 2]. Discovered in
1976 by Endo and approved by the U.S. Food and Drug
Administration (FDA) in 1987, statins are the most common
prescribed drugs to lower systemic high cholesterol levels
often associated with cardiovascular disorders [3]. Recently,
statins have also been proposed for treatment and prevention
of AD due to the association of this disease with altered cho-
lesterol metabolism [4, 5]. However, epidemiological and
experimental studies that have examined the beneficial ef-
fects of statins for AD prevention have yielded conflicting
results [6, 7] In fact, recent studies have reported deleterious
effects of several statins on neuronal function both, in vivo
and in vitro [8-12].

The effects of statins on cholesterol metabolism in pe-
ripheral tissues are well known and include a variety of non-
lipid lowering related or pleiotropic effects, which unveil the
complexity of their molecular targets within the cell [13, 14].
However the impact of the chronic use of statins and the
consequent side effects in the brain are not completely
known.

To analyze the effects of statins in the CNS it should be
kept in mind that cholesterol homeostasis in the brain is
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differentially regulated than in the periphery and that sys-
temic cholesterol does not cross the brain blood barrier
(BBB) [15]. In this work, we review the mechanisms that
regulate cholesterol biosynthesis and metabolism in the brain
and discuss the effects of statins when regulating these meta-
bolic pathways. Our goal is to provide evidence on the
mechanisms by which statins have been shown to modulate
cholesterol in the brain and to analyze the grounds for some
conflicting results.

CHOLESTEROL BIOSYNTHESIS AND ITS INHIBI-
TION BY STATINS

Cholesterol is a structural component of the animal cell
membrane, that modulates its physico-chemical properties
[16]. It is also a key component of lipid rafts, membrane
regions actively involved in signal transduction [17] and is
the precursor of many pivotal molecules such as vitamin D,
[18] and steroid hormones [19]. The cholesterol pathway
also known as the mevalonate pathway involves the activity
of more than 20 enzymes mainly located in the endoplasmic
reticulum (ER) in a complex and highly expensivemetabolic
route present in virtually all animal tissues [20]. The limiting
step in cholesterol biosynthesis is catalyzed by the HMG-
CoA reductase that transforms HMG-CoA to mevalonate
which is then converted to an isoprenoid unit [21] (Fig. 1).
There is a growing number of intermediate compounds with
biological activity in the cholesterol pathway, which unrav-
els the extent of this metabolic route in regulating multiple
cellular functions. In successive steps, isoprenoid units con-
dense head to tail and form squalene, that is cyclized to yield
cholesterol [22]. The bio-active intermediate compounds

© 2014 Bentham Science Publishers
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such as geranyl geranyl pyrophosphate (GGPP) and farnesyl
pyrophosphate (FPP) are lipid tags used for post-translational
modification of a wide variety of proteins, including the y-
subunit of heterotrimeric G proteins [23]. The prenylation of
these proteins is required for their attachment to the cell
membrane allowing the cell to exert biological functions
such as migration, differentiation, proliferation and signaling
[24]. The inhibition of the cholesterol pathway by statins
also reduces the prenylation of G proteins such as Rho, Rac,
Ras and Rab [25] which may have deleterious consequences
for cell function [26]. In addition, isoprenoids are also in-
volved in transcription (isopentenyl tRNAs), N-glycosylation
(dolichol), and mitochondrial electron transport (ubiquinone
and heme A) [22].

HMG-CoA

HMG-CoA .
reductase l I Statins

mevalonate

.

IPP

.

GPP heme A
ubiquinone

l /' dolichol
|

squalene GGPP

N
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l proteins
lathosterol l
GTPases
l Ras, Rac, Rho...
cholesterol Pleiotropic
effects

Ui s
Fig. (1). Cholesterol biosynthesis pathway. HMG-CoA reductase
inhibition by statins reduces cholesterol production and interferes
with the formation of isoprenoids from mevalonate. Reduction in
isoprenoids such as FPP and GGPP decreases prenylation of bio-
logical active proteins that may account for the broad and complex
actions of statins.

REGULATION OF CHOLESTEROL SYNTHESIS

Systemic cholesterol homeostasis is controlled by syn-
thesis, absorption of the dietary cholesterol intake, cellular
efflux and degradation [27]. Biosynthesis of cholesterol is
mainly regulated by its concentration in the ER [28] and is
negatively modulated by plasma levels of low-density lipo-
protein cholesterol (LDL-C) [29]. Much of the regulation of
cholesterol synthesis takes place at this step [20] whereby the
HMG-CoA reductase is subject to short and long-term regu-
lation (Fig. 2A and B). The short-term regulation of the en-
zyme occurs through its phosphorylation/dephosphorylation
mediated by hormonal signaling. The phosphorylation of
HMG-CoA reductase, which is triggered by glucagon
through adenosine monophosphate-activated kinase (AMPK)
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[30] decreases the enzyme's activity, while dephophorylation
induced by insulin through protein phosphatase 2A (PP2A)
increases its activity [31] (Fig. 2A). Long-term regulation of
HMG-CoA reductase is allosterically modulated by a nega-
tive feedback mediated by sterol contents (Fig. 2B). A cho-
lesterol sensing mechanism in the ER regulates the expres-
sion of genes involved in cholesterol biosynthesis (HMG-
CoA reductase), as well as in its uptake (through LDL recep-
tor) [28, 32] and in its degradation [33]. Sterol regulatory
element binding proteins (SREBPs) are the classical tran-
scription factors that regulate the homeostasis of cellular
cholesterol controlling the expression of genes related with
the synthesis of cholesterol and with its uptake from LDLs
[28]. SREBPs are integral membrane proteins residing in the
ER. In the presence of high sterol levels, SREBPs bind to
another membrane protein, the SREBP cleavage-activating
protein (SCAP) [34]. The complex SCAP-SREBP is retained
in the ER through its binding to the insulin-induced gene-1
(INSIG-1)[35, 36]. When sterol levels decrease, the SCAP-
SREBP complex leaves the ER and is transported to the
Golgi via a secretory pathway [37]. In the Golgi, SREBP is
sequentially processed by site-1 protease (S1P) and site-2
protease (S2P) [38, 39] that yield the soluble and active N-
terminal domain of SREBP, which then enters the nucleus
and induces the expression of their target genes [40]. This
elegant regulation of cholesterol metabolism is consequence
of a sterol-sensing domain (SSD) present in both, SCAP and
HMG-CoA reductase [41]. At a post-translational level, ster-
ols also regulate the degradation of HMG-CoA reductase
[42-44]. When cholesterol is low, HMG-CoA reductase is
stable, but when cholesterol increases, it interacts through its
SSD domain with INSIG-1 [45] allowing its ubiquitination
and its subsequent degradation by the endoplasmic-
reticulum-associated protein degradation (ERAD) pathway
[45].

ON THE COMPLEXITY OF THE EFFECTS OF
STATINS

Statins are pharmacological agents used to lower sys-
temic cholesterol levels. These drugs share an HMG-like
moiety and competitively inhibit the HMG-CoA reductase,
occupying a part of the substrate-binding site [1, 46]. There
are six statins approved for clinical use by the FDA as cho-
lesterol lowering agents [47] and are classified in two
groups: lipophilic (lovastatin, simvastatin, fluvastatin) and
hydrophilic (atorvastatin, pravastatin, rosuvastatin) being
pravastatin the most hydrophilic and simvastatin the most
lipophilic [48]. Lovastatin, simvastatin, pravastatin and
mevastatin are natural compounds extracted from the fungi
such as Aspergillus terreus, whereas fluvastatin, atorvastatin
and rosuvastatin are synthetic molecules [48]. Lipophilic
statins may cross the BBB but only lovastatin has been de-
tected in the cerebrospinal fluid (CSF) at significant levels
indicating that this statin may have potential CNS-related
effects [49]. All statins except pravastatin are catabolized in
the liver by the cytochromeP450 (CYP450) system [50, 51].
Although these drugs are generally well tolerated, they have
been associated rarely with serious complications such as
rhabdomyolysis, renal failure, depression, violence and para-
noia in sensitive patients [52, 53]. The proposed mechanism
associated with many of the adverse effects of statins appears
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Fig. (2). Regulation of cholesterol synthesis. Biosynthesis of cholesterol is mainly regulated by its concentration in the ER. Cholesterol
synthesis through HMG-CoA reductase is subject to short and long-term regulation. A) The white box at the bottom left corner shows the
short-term regulation of cholesterol synthesis. The phosphorylation of HMG-CoA reductase, which is triggered by glucagon through AMPK
decreases the activity of the enzyme, while dephophorylation induced by insulin through PP2A increases it. B) Long-term regulation of
HMG-CoA reductase is allosterically modulated by a negative feedback mediated by cholesterol concentration. SREBPs residing in the ER
are the transcription factors regulating the homeostasis of cellular cholesterol that control the expression of HMG-CoA reductase and LDLR.
In the presence of high cholesterol (1 cholesterol), SREBPs bind to SCAP. The complex SCAP-SREBPs is retained in the ER through its
binding to INSIG-1. When cholesterol levels decrease (| cholesterol) the SCAP-SREBP complex leaves the ER and is transported to the
Golgi via the secretory pathway. In the Golgi, SREBPs are sequentially processed by S1P and S2P yielding the soluble and active SREBPs,
which then enter the nucleus inducing the expression of their target genes. Cholesterol also regulates the degradation of HMG-CoA reduc-
tase. When cholesterol levels are low HMG-CoA reductase is stable, but when cholesterol increases it interacts through its SSD domain with

INSIG-1 allowing its degradation.

to depend mainly on the inhibition of the cholesterol synthe-
sis pathway.

The multiple pleiotropic effects of statins not attributable
to the reduction of LDL-C have received growing attention
since they can explain some of the extra benefits derived
from the their use [54]. Statins have anti-inflammatory, im-
munomodulatory, pro-angiogenic and anti-thrombotic effects
[55, 56]. Therefore, the mechanism of action of statins in
neurons is a fundamental issue in order to delineate their
potential use for neurodegenerative disorders. A major com-
prehension of cholesterol metabolism in the brain is crucial
to understand how it acts in nervous cells and if/how its
pathological alterations can be prevented or repaired by stat-
ins.

BRAIN CHOLESTEROL METABOLISM

The brain is the organ with the highest contents of cho-
lesterol. About 25% of the body cholesterol resides in the
brain mainly in its unesterified form and is the major struc-
tural component of cell membranes and myelin sheaths [57].
In the CNS cholesterol also participates in key cellular proc-
ess including cell differentiation, dendritic and synaptic for-
mation, axonal guidance, neurotransmission, endocytosis,
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synapse plasticity and intracellular signaling as a precursor
of active neurosteroids [58, 59].

Significant differences in cholesterol metabolism be-
tween the CNS and the periphery have been described. The
half-life of circulating cholesterol is only of few days in con-
trast to brain cholesterol that may remain for 6 months in
rodent and 5 years in humans [57]. The metabolism of cho-
lesterol in the CNS is rather poorly understood as compared
to our knowledge of peripheral cholesterol.

In humans, maternal cholesterol is the primary source of
brain cholesterol during early stages of development [60].
The formation and maturation of the BBB at 12—-18 weeks
[61] of gestation impedes the uptake of lipoproteins from
circulation [62]. Thus, after this developmental stage, brain
cholesterol levels are independent from dietary uptake or
hepatic synthesis and its production essentially (>99%) de-
pends on denovo synthesis [57].

During axonal myelination, oligodendrocytes have the
most cholesterol synthesis capacity; later in adulthood, the
rate of synthesis of these cells decreases and cholesterol con-
tinues being synthesized mainly by astrocytes [63, 64]. Neu-
rons are able to synthesize most of the cholesterol needed for

127



4 Current Alzheimer Research, 2014, Vol. 11, No. 9

their growth and synaptogenesis at early stages of develop-
ment [59]. But in the mature brain, neurons reduce their bio-
synthetic capacity probably due to the high-energy expendi-
ture of the pathway and become dependent of the cholesterol
provided by astrocytes [65, 66].

Cholesterol homeostasis in the brain is maintained
through the balance between cholesterol transport via a
brain-specific  lipoprotein-dependent process and the
endogenously synthesized cholesterol. Blood is not a source
of lipoproteins in the brain; these molecules are synthesized,
assembled and secreted mainly by astrocytes and traffic back
to neurons [67, 68]. The ATP-binding cassette (ABC) trans-
porters are important molecules for mediating lipid transport
in the CNS, especially in the formation of apolipoprotein E
(APOE) [69]. Once cholesterol is synthesized, the ABC
transporter A1 (ABCAT1), which is expressed in both neurons
and glial cells, exports it [70-72].

There is evidence showing that cholesterol biosynthesis
in the brain is also regulated by SREBPs and HMG-CoA
reductase in a similar way than in peripheral tissues through
feedback inhibition of gene expression and protein degrada-
tion [73]. In neurons, HMG-CoA reductase is present and
active in the ER but is also found in axons where cholesterol
synthesis does not take place [74] suggesting that this en-
zyme could have other functions in the neuron. The balance
of cholesterol levels in the brain is finely modulated. Choles-
terol is excreted from the brain in the form of 24-
hydroxycholesterol (24-OHC) by the action of the choles-
terol 24-hydroxylase (CYP46) [57, 72, 75] a specific neu-
ronal enzyme [76] and although circulating cholesterol does
not cross the BBB, its oxidized product 27-
hydroxycholesterol (27-OHC) can reach the brain [77, 78].
Based on the latter, it has been hypothesized that the influx
of 27-OHC into the brain may represent a link between hy-
percholesterolemia and the risk to develop AD [79, 80].

CHOLESTEROL DYSREGULATION IN AD

Epidemiological and experimental studies have suggested
that hypercholesterolemia increases the susceptibility to de-
velop AD [81, 82] which is characterized by the accumula-
tion in brain of amyloid beta (AP) protein and the hyper-
phosphorylation of the microtubule-associated protein tau. In
fact, the presence of the €4 allele of APOE, which is posi-
tively associated with high-cholesterol contents in brain, is
one of best-established risk factors for developing AD [4,
83-85]. Interestingly, it has been found that high circulating
cholesterol at middle-age increases the risk of AD by 66%
[86] although at late-ages this correlation is no longer consis-
tent.

Recently genome-wide association studies have identi-
fied polymorphisms in genes associated with cholesterol
homeostasis, including ABCAl, ABC transporter A7
(ABCA7) and clusterin (CLU) [87-89]. Also high-plasma
levels of 24-OHC have been associated with AD [90, 91] and
vascular dementia [92]. However, it is still unclear whether
high-plasma 24-OHC levels are related directly to the devel-
opment of AD or if it is a reflection of the BBB disruption or
both [93]. Most of the results in this respect have shown that
cholesterol regulation in AD is lost at different levels: bio-
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synthesis, transport, lipoprotein assembly, lipoprotein recep-
tors, and signaling [94].

A body of evidence suggests that cholesterol can influ-
ence the activity of the enzymes involved in the metabolism
of amyloid beta precursor protein (APP) and AP production.
Studies in animals have shown that excess of dietary choles-
terol accelerates AP accumulation in brain and in contrast,
low-cholesterol favors the non-amyloidogenic pathway of
APP metabolism decreasing AP production and amyloid
plaque formation [95-98]. Although the mechanisms by
which cholesterol affect AR production are not entirely clear,
it has been suggested that changes in membrane cholesterol
levels or distribution in lipid rafts influence the activity and
expression of B- and y-secretases involved in the amyloi-
dogenic processing of APP [95, 97, 99-102]. However, epi-
demiological data could not explain the relationship between
systemic high-cholesterol and Ap accumulation. In fact, al-
though in a cohort of non-demented elderly adults high cir-
culating cholesterol levels were not directly related to AP
deposition, genetic factors related with high cholesterol
transport were associated with AP deposition in the brain
[103]. On the other hand, high-cholesterol enhances neuronal
toxicity of AP by increasing reactive oxygen species (ROS)
formation [104, 105]. This way, cholesterol may increase the
vulnerability of brain to toxic events in the elderly at two
levels: promoting AP deposition and increasing its toxicity.

EFFECTS OF STATINS IN BRAIN CHOLESTEROL
METABOLISM AND THEIR USE IN AD

Epidemiological studies have reported highly variable
outcomes after statin administration in AD patients making it
difficult to establish their potential beneficial use in the clin-
ics [6, 7, 106-108]. It has been suggested that controversial
results are probably due to multiple variations in the experi-
mental design such as time and doses of statin administra-
tion, ability of statins to cross the BBB, age of subjects in the
studies, basal levels of cholesterol, catabolism of statins in
the liver and their interaction with xenobiotics that can alter
their pharmacokinetics [109]. Because of the disruption of
the BBB in AD it has been considered that both lipophilic
and hydrophilic statins can access the brain, altering choles-
terol metabolism differently among patients depending on
the BBB status.

It is interesting to establish whether statins are able to
affect cholesterol metabolism in the brain and to evaluate if,
as a consequence, their potential therapeutic role may in-
volve some pleiotropic effects. Studies in AD patients [110]
and in animal models have shown that simvastatin or pravas-
tatin reduces the levels of AP both in CSF and brain [111]
and decreases de novo synthesisof cholesterol without alter-
ing the cerebral cholesterol contents [112]. In cultured neu-
rons lovastatin also reduces AP but does not lower total cho-
lesterol concentrations [113]. Lovastatin and simvastatin are
able to reduce the levels of 24-OHC in plasma [114] and in
CSF of AD patients [110]. In other reports, both statins have
been shown to strongly reduce the levels of brain membrane
cholesterol and affect its distribution in synaptosomal mem-
branes [115, 116]. Experimental evidence has shown that
lovastatin and the cholesterol extracting compound, methyl-
B-cyclodextrin (MBCD) alter the function of protein com-
plexes associated with lipid rafts in cultured neurons [99].
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Furthermore, treatment with simvastatin induces the up-
regulation of HMG-CoA reductase mRNA in the rodent
brain [117]. Lovastatin and mevastatin reduce APOE secre-
tion from glial cells through inhibition of protein prenylation
[118] (Table 1). Several statins (lovastatin, pravastatin, and
simvastatin) also affect expression of genes involved in cell
growth, signaling and cholesterol trafficking in the mouse
brain [119]. Thus, many of the reported effects of statins in
brain or cultured neurons depend on their ability to inhibit
the cholesterol pathway. Despite the widespread use of stat-
ins, the consequences of inhibiting cholesterol synthesis in
the CNS have not been elucidated. Some works using animal
models and cell cultures have indicated the putative neuro-
protection of statins [120]. However, other reports have
shown some toxicity. Neuronal death induced by exposure to
statins may depend on the reduction of cholesterol synthesis
and on the decrease of other isoprenoids to critical levels
such as to compromise neuronal function. The evidence
pointing at the beneficial and deleterious effects of statins
will be reviewed in detail below analyzing the role of statins
as neuroprotectants vs their risk for inducing neurotoxicity.

NEUROPROTECTIVE POTENTIAL OF STATINS

As previously mentioned, different effects of statins on
neuronal survival can be associated with their capacity for
lowering cholesterol, but also with a variety of pleiotropic
effects (Fig. 1, Table 2). Similarly, some groups have dem-
onstrated that the pleiotropic functions of statins in AD likely
play critical roles. For example, it has been proposed that the
beneficial use of statins for treating this disease depends on a
neurovascular protection [108] and on the reduction of oxi-
dative and nitrosative stress [121].

Table 1. Statins' effects in brain cholesterol.

Current Alzheimer Research, 2014, Vol. 11, No. 9 5

a) Ap Metabolism and Toxicity

It is now well established that changes in cholesterol levels
result in modifications in AP production. The extraction of
cholesterol from membranes using MBCD and lovastatin re-
duces AP production in hippocampal cultured neurons [99].
This may occur through posttranslational modifications since
atorvastatin and simvastatin inhibit beta-site APP-cleaving
enzyme 1 (BACE-1) dimerization [122] activity and protein
levels [123] leading to a reduction of AP levels. Moreover, in
AD patients clinically treated with simvastatin for 12 months,
an increase in APP products related with the non-
amyloidogenic process occurred [124]. In line with the previ-
ous mentioned study, lovastatin administration at low doses to
human neuroblastoma cells, increases a-secretase activity fa-
voring the non-amyloidogenic route [125]. Lovastatin also
promotes the clearance of AP [126], modulates APP distribu-
tion in lipid rafts [127] and atorvastatin diminishes maturation
and phosphorylation of APP [128]. In addition, lovastatin pro-
tects human neurons from A toxicity by inhibiting glycogen
synthase kinase 3 beta (GSK-3p) activity and by increasing
nuclear translocation of transcription factors such as catenin
(cadherin-associated protein), beta 1 (B-catenin), transcription
factor 3 (TCF-3), and lymphoid enhancer binding factor 1
(LEF-1) required for neuroprotection [129]. Altogether these
studies suggest that beyond the statins ability to inhibit choles-
terol synthesis as the main mechanism for their anti-
amyloidogenic action, other effects also may involve the acti-
vation of different metabolic signaling pathways.

b) Neuroinflammation

Activated astrocytes and microglia are frequently ob-
served in AD suggesting a pivotal role of inflammation in

Effects Model

Statin Treatment Ref.

AD patients' CSF

simvastatin 80 mg/day, 26 weeks [109]

CSF and brain of guinea pigs

simvastatin 0.5 % of diet, 3 weeks

Reduces levels of Ap %% "2 and cultured hippocampal neurons

decreases de novo cholesterol synthe-

) [ cultured cortical neurons

sis (lathosterol without altering

[110]

simvastatin or lovastatin 4uM,48hor72h

cholesterol contents. [''"+ 112

guinea pig brain

simvastatin 150 mg/day, 3 weeks

[111]

HMG-CoA reductase and ABCA1).

pravastatin 250 mg/ day, 3 weeks

SH-SYS5Y (appsw-293) lovastatin 10 uM, 24 h [112]

Reduces 24-OHC levels, ! '3 AD patients' plasma pravastatin 250 mg/ day, 3 weeks [113]

Reduces levels of brain cells' mem- . lovastatin 100 mg/kg/day, 23 days [114]

hol | mouse brain cells' membranes

brane cholesterol. simvastatin or lovastatin 80 mg/kg/day, 23 days [115]
Up-regulates genes involved in cho-

lesterol homeostasis (mRNA of mouse brain simvastatin 100 mg/kg, 3 days [116]

Reduces protein isoprenylation and BV-2 cells

lovastatin or mevastatin 2.5-10 uM, 1624 h

APOE release. hippocampal slices

[117]

lovastatin 100 uM, 24-72 h
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Table 2.

Statins' neuroprotective effects in brain.

Mendoza-Oliva et al.

tion.!"*!

injection of AB)

Effects Model Statin Treatment Ref.
a) AP metabolism and toxicity
Decrease of cholesterol levels by
MBCD and lovastatin induces a re-
Itured hi 1 1 tati 10 uM, 4 d; 98
duction in A production and secre- cuttured ippocampai neurons ovastatm # s (98]
tion
Inhibits the protein levels of BACE- bHEK cells lovastatin ?r simvas- 1,10>10 uM,16 h [121]
1122 jts dimerization, '*" and activ- tatin
ity [121,122,126] . .
1y. aged dog brain atorvastatin 80 mg/day, 14.5 months [122]
. . . CFS of AD patients simvastatin 20 mg/day, 12 months [123]
Stimulates the non-amyloidogenic
pathway of APP by increasing the SK-N-MC and SH-SY5Y cells lovastatin land2 uM, 4 h [124]
a-secretase ' ¥ activity. ]
NB2a cells (appsw-695) atorvastatin 5uM,24h [194]
cultured hippocampal neurons (lipid .
Inhibits Ap production through the rafts fractions) lovastatin 5-10pM, 36 h [126]
reduction of APP in lipid rafts ">
iop. [127] t tati ita-
and APP phosphorylation. cultured cortical neurons aforvastatin ot pita 0.2-2.5 uM, 4 days [127]
vastatin
P tes degradati f AB vi
romotes degradation of Ap via BV-2 cells lovastatin 5uM,24h [125]
stimulation of IDE secretion.
Protects neurons from AP toxicity
reducing GSK-3p activity and induc- SK-NSH cells lovastatin 4 uM, 24 and 48 h [128]
ing Wnt signaling.
b) Neuroinflammation
Attenuates the production of inflam- . . 30 mg/kg/day, from 5-15 [131]
. [130] atorvastatin or pita- .
matory cytokines (MCP-1 IL-1B, aged APP-Tg mouse vastatin months of age (examined
IL-6, and TNF-a!"*?), reduces senile every 5 months) [130]
plaques, " *! tau phosphorylation
and improves Cogl?zitive function. [131, rat hlppocampus (impaired by intracerebroventricu- atorvastatin 5 mg/kg/day, 3 weeks [132]
lar injection of AB)
Improves cerebrovascular function
and reduces glial activation as 'well a aged APP-Tg mouse simvastatin 20 mg/kg/day, 8 weeks [133]
number of AP plaque-associated
dystrophic neurites.
Inhibits the actions of Rho GTPases
through reduction in iéoprenyla.tion BV-2 cells lovastatin c.)r simvas- different doses.18 h [134]
and attenuates AB-stimulated in- tatin
flammation.
¢) Antioxidant propierties
aged dog brain atorvastatin 80 mg/day, 14.5 months [120]
Increases GSH levels'*” and glu-
tamine synthetase activity "*¥ streptozotocin-induced model of AD in 51mvastat1r'1 pravas- 5 me/ke, 4 weeks [138]
rats tatin
Reduces lipoperoxidation, " 3% atorvastatin or pita- . .
] o o) aged APP-Tg mouse . unidentified [139]
protein oxidation and nitration.! vastatin
Prevents the memory impairment and
oxidative stress (superoxide anion .
. mouse brain (impaired by intracerebroventricular .
formation) that occurs after AB injec- fluvastatin 5 mg/kg/day, 2 weeks [140]

Aydé Mendoza Oliva

130




Brain Effects of Statins

Current Alzheimer Research, 2014, Vol. 11, No. 9 7

(Table 2) contd....

Effects Model Statin Treatment Ref.
d) Neuronal Survival and Plasticity
rosuvastatin or sim-
o cultured cortical neurons vastatin atorvastatin 100-300 nM, 6 days [142]
Protects neurons from excitotoxic mevastatin pravas-
death (by NMDA" or glutamate!"**” tatin
through a reduction in the association
of NMDARI to lipid rafts. ¥ cultured cortical neurons atorvastatin 1 uM, 2-4 days pre-treatment [143]
cultured cortical neurons simvastatin 250 nmol/L, 4 days [144]
Induces neuroprotection of gluta-
mate-mediated excitotoxicity via . . . .
activation of the TNF-R2-signaling cultured cortical neurons lovastatin unidentified [145]
pathway.
Protects cells from PAF-induced
neuronal damage by reducing PAF cultured cortical or cerebellar neurons simvastatin 100 nM, 24 h [150]
receptors.
. {151, 153] NB2a cells mevastatin 5-10 uM, 24 h [151]
Induces neurite outgrowth ' "
through activation of EGFR, up- . . )
regulation of NeuN,"™" and inhibition cultured hippocampal neurons pravastatin 100 uM, 4-48 h [153]
of RhoA signaling. '* 13! . F
PC12 cells lovastatin 10 uM, 24 h [152]
Enhances neurite outgrowth by acti- cultured cortical neurons atorvastatin 0.05-10 pmol/L, 48 h [154]
vation of Akt/mTOR pathway ">
and increases the number and length
of dendritic branches by activation of cultured cortical neurons atorvastatin 0.1 uM, 30 min-24 h [155]
GGTase-I and Rac1.™
Traumatic brain injury (TBI), rat brain atorvastatln'or sim- 320 mg/kg, 14 days [156]
vastatin
Protects neurons after[ 11516]111%1 'reducing TBL rat brain atorvastatm'or sim- unidentified, 14 days [157]
neurological deficits; ' °™ " improves vastatin
cerebral blood flow ***¥and in-
. .. [157, 159, 160] _ ~ _
duces qng[}ggﬁgl]esm, neuro stroke-prone sp9ntaneously hyperten: atorvastatin 2 mg/kg and 20 mg/kg, 11 [158]
genesis and synaptogenesis. sive rats weeks
[159, 160]
1 and 3 mg/kg,14 d 159
middle cerebral artery occlusion . ancd > mg/ke, ays [159]
(MCAo), rat brain atorvastatin
’ 10 mg/ kg, 14 days [160]

neuronal death [130]. Thus, it has been proposed that the
antinflammatory actions of statins might contribute to neuro-
protection. According to the above, animals from a trans-
genic mouse model of AD that chronically received atorvas-
tatin or pitavastatin, showed a reduced number of activated
microglia as well as a decrease in the mean of the area occu-
pied by senile plaques, a diminishment in phosphorylated tau
[108, 131] and an improvement in cognitive performance
[132]. Similarly, atorvastatin diminishes the memory im-
pairment produced by intracerebroventricular injection of Af
in rats, which correlates with a reduction in the levels of the
inflammatory cytokines interleukin 1beta (IL-1p), interleukin
6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) in brain
[133]. Simvastatin promotes cerebral blood flow and reduces
oxidative stress, glial activation and AP plaques associated to
dystrophic neurites [134]. Some of these effects have been
ascribed to different mechanisms not necessarily related to
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the statin-dependent cholesterol lowering effect. For exam-
ple, simvastatin attenuates AP-induced microglia activation
and IL-1f induction through the diminishment in isoprenyla-
tion of Rho family members [135]. On the other hand, it has
also been found that in cultured hippocampal slices, statins
provoke microglial activation and upregulation of TNF-a
dependent on the inhibition of the mevalonate pathway and
on the generation of GGPP [136].The question of whether
activated microglia positively or negatively contributes to
AD progression is also unresolved. Thus, the anti-
inflammatory actions of statins may be mostly indirect and
the underlying molecular mechanism of action has not been
elucidated yet.

¢) Antioxidant Properties

The presence of oxidized proteins, lipids and DNA has
been identified in tissues from AD patients, indicating an
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undergoing oxidative stress process [137, 138]. The antioxi-
dant properties of statins represent one of their pleiotropic
effects. A recent study showed that atorvastatin administra-
tion significantly reduces lipoperoxidation, protein oxidation
and nitration and that it increases glutathione (GSH) levels in
the parietal cortex of aged beagles [121]. Similarly, in a
streptozotocin model of AD, simvastatin and pravastatin
prevented the decrease in GSH contents and in glutamine
synthase activity in the rat hippocampus [139]. Atorvastatin
and pitavastatin reduce the levels of lipid oxidation the 4-
hydroxynonenal (4-HNE) product and of advanced glycation
end products (AGEs) in AD mice brains [140]; and fluvas-
tatin prevents memory impairment and oxidative stress that
occurs in mice after AP injection [141]. Therefore, the reduc-
tion of oxidative damage in AD may be important for
achieving the beneficial effects attributed to statins in regard
to cognitive function.

d) Neuronal Survival and Plasticity

Excitotoxicity is characterized by excessive calcium en-
try into the neurons mediated mainly by overactivation of the
N-methyl-D-aspartate (NMDA) glutamate receptor subtype
and might contribute to neuronal death in some neurodegen-
erative conditions [142]. Several statins are able to protect
cultured neurons from NMDA excitotoxicity through differ-
ent mechanisms. Zacco et al.,[143] showed that in cortical
cultured neurons, different statins protect cells from NMDA
toxicity seemingly by cholesterol depletion. In another work,
Bosel et al.,[144] found that atorvastatin attenuated gluta-
mate-induced excitotoxicy through the decrease of the
NMDA receptor function and independently from the inhibi-
tion of the HMG-CoA reductase. Statins, in particular sim-
vastatin have been also shown to reduce the association of
the subunit 1 of NMDA receptors (NMDARI1) to lipid rafts
[145], thus providing evidence for different mechanisms of
neuronal protection. In addition, it has been reported that
neuroprotection against excitotoxicity by lovastatin depends
on the activation of the tumor necrosis factor receptor 2
(TNF-R2) signaling pathway [146].

High levels of the platelet-activating factor (PAF) have
been found in AD brains [147]. PAF is a potent phospholipid
mediator that is released under several pathological condi-
tions [148] and mimics the toxicity induced by AP [149,
150]. Simvastatin is able to protect against PAF-induced
neuronal damage reducing the number of PAF receptors in
the lipid rafts, thus desensitizing neurons to PAF signaling
[151].

Statins promote neurite outgrowth and neuronal plasticity
through the activation of several signaling pathways, which
are independent of cholesterol. For example, mevastatin in-
duces neurite outgrowth by activating the epidermal growth
factor receptor (EGFR) [152], while lovastatin and pravas-
tatin enhance neurite outgrowth and cell differentiation by
inhibiting the prenylation and consequently the activity of
the small GTPase protein, RhoA [153, 154]. Atorvastatin
also induces neurite outgrowth by activating the Akt/mTOR
pathway in cortical neurons [155] and increases the number
and length of dendritic branches by activating geranylgeran-
yltransferase type I (GGTase-1) and Racl in cortical cultured
neurons [156]. Simvastatin and atorvastatin have also shown
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to protect neurons after a traumatic brain injury in rats [157,
158] and to improve cerebral blood flow in stroke-prone
spontaneously hypertensive rats [159]. All these positive
effects were dependent on the activation of molecules in-
volved in angiogenesis, neurogenesis and synaptogenesis
[160, 161].

NEUROTOXIC EFFECTS OF STATINS

Although a number of studies have described some gen-
eral neuroprotective effects of statins in vivo and in vitro,
clinical evidence for their efficacy in AD is still not well
accepted and their prescription should be carefully consid-
ered. The therapeutic use of statins have yielded conflicting
results and there is general agreement that beyond the bene-
ficial effects mentioned above, some toxic events, which are
listed in (Fig. 1) and (Table 3) are also derived from their
administration.

a) Negative Implications in Neuronal Survival and Plas-
ticity

Growing evidence confirms the neurotoxicity of some
statins under certain administration schemes, although at
present the main mechanism leading to toxicity has not been
established. Lovastatin is neurotoxic for developing human
CNS cells at pharmacological concentrations [162]. How-
ever, it remains unclear whether this neurotoxicity depends
on a decrease in cholesterol contents or if it is due to a reduc-
tion of other isoprenoid products. It has been suggested that
the neurotoxicity induced by mevastatin depends on the re-
duction of internal cholesterol levels since neurotoxicity
could not be prevented after adding non-esterol metabolites
[163]. It is worth mentioning that lovastatin, being a statin
prone to cross the BBB is also neurotoxic to human neuro-
blastoma cells and is associated with an increase in ROS
production [105].

Multiple mechanisms have been linked to statins' neuro-
toxic effects. In differentiated neuroblastoma cells, exposure
to mevastatin inhibits proteasome activity and induces de-
generation [164]. In the human neuroblastoma line SH-
SYSY, lovastatin induces apoptosis in a time and dose-
dependent manner associated with the reduction of me-
valonate [165]. In the same cellular line it was demonstrated
that lovastatin induced apoptosis through the mitochondrial
pathway via the activation of caspase-9 as initiator and
caspase-3 as effector [166]. Thus, although in many in-
stances the beneficial effects of statins have been correlated
with reduced levels of isoprenoids [13] there is also evidence
that such reduction may lead to neurotoxicity. GGPP and
FPP are crucial for post-translational modifications of small
GTPases [167]. In the CNS, Rho GTPases participate in cy-
toskeleton remodeling and are implicated in neuronal devel-
opment, migration, plasticity and protection [168-170]. Lo-
vastatin and simvastatin reduce FPP and GGPP levels in
both, cultured neurons [171] and in mouse brain [172] de-
creasing signal transduction pathways crucial for neuronal
growth and survival. Lovastatin, mevastatin and atorvastatin
treatment at high concentrations have been shown to inhibit
neurite growth and proliferation and to reduce the viability of
differentiated neuroblastoma NB2a cells [173]. In fact,
HMG-CoA reductase inhibition by atorvastatin has also been
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Table 3. Statins' neurotoxic effects in brain.
Effects Model Statin Treatment Ref.
a) Negative implications in neuronal survival and plasticity
. . . 0.01-1000 ng/ml,
Induces neuronal death "1 1651 py human embryonic brain cells lovastatin 3 he12 days [161]
apoptosis through the mitochondrial
pathway via caspase activation ' cultured cortical neurons mevastatin 5uM, 48 h [162]
and through the reduction of Bel-2 SH-SYS5Y cells lovastatin 10 uM, 24 h [165]
and Bcl-xL protein levels.!"™”!
rat brain neuroblasts lovastatin 1-10 uM, 24 h or 48 h [195]
PC12 cells 7uM, 24-72 h
Inhibits neurite outgrowth "' and atorvastatin [173]
cell death "> ¥ by mechanisms that cultured cortical neurones 8uM, 48 h
involve reduction in GGPP,!" '™ as :
> lovastatin or mevas-
ion i i NB2a cell 1,3,10, 100 uM, 24 h 172
well as reduction in the expression acells tatin atorvastatin n [172]
and function of RhoA.™"
cultured cortical neurons pravastatin 300 uM, 72 h [174]
Induces alterations in the microtubule cultured hippocampal neurons lovastatin 10 puM, different times [175]
system ' 17'6'1%] by'increjclsing tau 65h [176]
phosphorylation and inducing axonal
degeneration 176 Jinked to the lack of cultured cortical neurons mevastatin 300 nM, 24. 48 or 72
GGPP!"™ or cholesterol.l!” 1% , h [196]
Other mechanisms of neurotoxicity: human neuroblastoma cells lovastatin 50-100 uM, 24 h [104]
increase of ROS production,!"* inhi- NZa cell . 40-150 uM. 24 h i
bition of the proteasome activity,!'*! acells mevastatin ) 5 [163]
microglia activation and TNF-o up- ¢ cultured hi Ish ati 10 UM. 6 d 135
regulation." rat cultured hippocampal slices mevastatin uM, 6 days [135]
b) Adverse psychiatric effects
tient -based analysis (34-86
patient survey-based analysis ( various various [178]
years)
Produces cognitive deficts '* and
adverse psychiatric effects (somatiza- hypercholesterolemic patients simvastatin 20 mg/day, 12 weeks [52]
; fon. 52 faty (1]
tion, depression, ™" and anxiety ). atorvastatin or 0.5mg/kg, 6 weeks
guinea pigs [11]
simvastatin 1 mg/kg, 6 weeks
¢) Neurotransmission Impairment
Lowers number of synapsis "*! and cultured hippocampal neurons lovastatin 0.25 uM, 7 days [9]
. . . . 9, 182]
impairs synaptic vesicle release. cultured hippocampal neurons mevastatin 4 uM, 7 days [182]
Interferes with synaptic plasticity cultured cortical neurons mevastatin 300 nM, 21 days [8]
reducing the expression of synaptic hi Lsti . 25 uM. 60 mi 185
proteins, NMDAR currents,™ long- ippocampal slices mevastatin 1M, 60 min [185]
term potentiation"* and evoked cultured hippocampal neurons mevastatin 4uM, 6h [183]
post-synaptic currents "**! Alters the
function and dynamics of the sero- CHO cell$ (uman s-1714) mevastatin 50 uM, 56 h [10]
tonin system.!'”!

[176]. In line with the previous finding, it has been shown
that mevastatin alters microtubule stability by increasing tau
phosphorylation and inducing axonal degeneration in cul-
tured neurons [177]. All these effects were associated to a
cholesterol deficiency since they could be reverted by incu-
bating the cells with VLDL or cholesterol. At present the
only explanation for the discrepancy between neuroprotec-

shown to cause neurite loss by interfering with GGPP syn-
thesis in cultured neurons [174]. In cortical cell cultures,
pravastatin-induced neurotoxicity was prevented by its co-
treatment with GGPP, which restores the amount of the ac-
tive RhoA protein. [175]. Lovastatin also produces degenera-
tive changes affecting the neuritic network and altering the
microtubule system, again due to the lack of the GGPP
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Fig. (3). Complex and broad effects of statins in CNS. The implications of statins' effects in the CNS are not completely understood. Pro-
tective or beneficial effects as well as detrimental effects have been reported after statins' administration. The plus sign (+) indicates a protec-
tive or beneficial effect in different cellular processes. The minus sign (-) represents the toxic effects of statins. Orientation of arrows indicate
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tion and neurotoxicity elicited by statins may involve differ-
ences in the doses and incubation times that are analyzed in
the (Tables 2 and 3). Although the majority of studies are
experimental and involve in vitro or in vivo animal models,
the problem about statins having a positive or a negative
contribution in AD progression remains unresolved.

b) Adverse Psychiatric Effects

Given the complexity in the behavioral effects provoked
by the use of statins, the FDA has approved to change the
security labels for statins prescription indicating that they
may cause memory loss and confusion during medication
that can however be reversible once the drug is no longer
administered [178-180]. Other reported effects of statins in
patients are risk of depression, aggressiveness [12, 181] and
somatization [52]. In an animal model, a low dose treatment
with simvastatin or atorvastatin induced mild but significant
levels of anxiety-related behaviors [11]. Although at present
the mechanisms by which a long-term statin treatment leads
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to cognitive and emotional alterations are not well under-
stood, recent evidence suggests some molecular mechanisms
that can be associated with neuronal dysfunction.

¢) Neurotransmission Impairment

In neuronal membranes, cholesterol modulates synaptic
function and neurotransmitter release. Depletion of choles-
terol with MBCD [182] or with mevastatin in cultured hipoc-
campal neurons impairs synaptic vesicle release [183]. Lo-
vastatin lowers the number of synapses and also reduces
synaptic vesicle release [9], while mevastatin affects cortical
neuronal morphology and synaptic protein expression, re-
duces NMDAR currents [8] and decreases evoked post-
synaptic currents [184]. Cholesterol imbalance induced by
MBCD [185] or mevastatin reduces long-term potentiation in
rat hippocampal slices [186] and chronic cholesterol deple-
tion by mevastatin results in a significant reduction and func-
tionality of the human serotonin H-1A receptors (5-HT1A)
expressed in CHO cells [10]. Such depletion could explain,
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at least in part, some of the psychiatric effects related to the
chronic treatment with statins. Moreover, it has been sug-
gested that lowering cholesterol beyond certain levels may
inhibit the release of neurotransmitters at synapses and dis-
rupt neuronal function [187, 188]. In a recent study Schilling
et al., [189] reported that the membrane lipid raft associated
proteins syntaxin-lo. and synaptophysin are altered after
atorvastatin treatment in rats. Another report has also indi-
cated that disruption of lipid rafts by mevastatin and fu-
monisin Bl (an inhibitor of the sphingolipid synthesis) in-
duce depletion of excitatory and inhibitory synapses, loss of
dendritic spines, and instability of membrane alpha-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) recep-
tors in cultured neurons [190]. These events may account for
the adverse effects of statins on cognition.

d) Age-related Vulnerability of Statins Consumption

The relation between statins and improvement of cogni-
tive function in the elderly is currently a matter of debate.
The use of statins has been questioned given the reported
adverse effects in this population [178]. An increase in unde-
sirable side effects may include the age and genetic profile of
the patient, as well as the presence of some associated dis-
eases that may affect drug action and pharmacokinetics
[191]. During aging, hippocampal cholesterol synthesis de-
creases but total cholesterol brain contents remain stable
[192]. Chronic treatment with atorvastatin reduces the hip-
pocampal volume in AD patients [193] who may be particu-
larly susceptible to the adverse effects of statins due to the
altered cholesterol metabolism and signal transduction dys-
regulation present in the disease [194]. However, it should be
mentioned that some clinical studies do not support the idea
that cognitive considerations should be a factor to discon-
tinue statin medication for cardiovascular and cerebrovascu-
lar disease [195].

CONCLUSION

From the predicted increase in cardiovascular diseases in
the coming years, it is expected that the prescription and use
of statins will aggressively rise. Thus, the need to regulate
statins' consumption, in order to avoid their abuse and elimi-
nate self-medication represents a priority. In regard to medi-
cal practice it is highly relevant to carefully consider the
clinical condition of the patients, as well as their age and
genetic background before selecting a particular statin for its
administration. Commonly, statins are prescribed for a long
time, often for a life-time. Therefore it is worth considering
that statins act locally by lowering lipid levels, but may have
broad pleiotropic effects, thus affecting peripheral tissues
and the CNS.

Currently, there is no solid evidence to support the use of
statins for the treatment or prevention of neurodegenerative
diseases such as AD; even when experimental and clinical
studies have suggested positive effects on their administra-
tion for treating the disease, negativeoutcomes may rely
upon the side effects mediated by a general inhibition of the
mevalonate pathway. Data pointing at the effectiveness of
statins for the treatment of AD are somewhat contradictory
and further research is required to clarify their beneficial
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and/or toxic effects and to determine if they can be safety
used to prevent or treat AD.
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LEF-1 = Lymphoid enhancer binding fac-
tor 1

MCP-1 = Monocyte chemotactic protein 1

MBCD = Methyl-B-cyclodextrin

NeuN = Neuronal nuclei

NMDA = N-methyl-D-aspartate

NMDARI1 = Subunit 1 of NMDA receptor

PAF = Platelet-activating factor

PP2A = Protein phosphatase 2A

ROS = Reactive oxygen species

S1P = Site-1 protease

S2p = Site-2 protease

SCAP = SREBP cleavage—activating pro-
tein

SREBP = Sterol regulatory element-binding
protein

SSD = Sterol-sensing domain

TCF-3 = Transcription factor 3

TNF-R2 = Tumor necrosis factor receptor
2TNF-0, tumour necrosis factor
alpha

VLDL = Very-low-density lipoprotein

B-catenin = Catenin (cadherin-associated pro-
tein), beta 1

24-OHC = 24-hydroxycholesterol

27-OHC = 27-hydroxycholesterol

4-HNE = 4-hydroxynonenal

5-HT1A = Serotonin H-1A receptors
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Abstract: Amyloid-B (AP) plays an important role in Alzheimer’s disease (AD) progression and is associated with
synaptic damage and neuronal death. Epidemiological and experimental studies indicate that hypercholesterolemia and
hyperhomocysteinemia increase susceptibility to AD; however, the exact impact and mechanisms involved are largely
unknown. Few studies have addressed the combined effects of the above compounds, which are considered to be risk
factors for developing AD, on AB-induced neurotoxicity. The aim of the present work was to analyze the relationships
between homocysteine (Hey) and cholesterol and their role in A toxicity in human neuroblastoma cells, as well as the
mechanisms associated with this neurotoxicity. In addition to finding that Hey is involved in cholesterol homeostasis in
neurons, we demonstrate that the combined effect of cholesterol and Hcy in the presence of copper significantly increases
the levels of reactive oxygen species and may render neurons more vulnerable to AP.

Keywords: Cu>*-amyloid-B complex, homocysteine toxicity, neuronal cholesterol accumulation, ROS production.

INTRODUCTION

Alzheimer’s  disease (AD) is a  devastating
neurodegenerative condition characterized by a progressive
loss of memory and cognitive impairment as a result of
extensive synaptic loss and neuronal death. The cause of AD
remains unknown, but genetic susceptibility and
environmental factors both seem to play a role in the
development of the disease, making it difficult to establish
its precise etiology and prevention. Amyloid-f (AP)
deposition in the brain is considered an important factor in
AD progression, as it initiates a cascade of events associated
with synaptic damage and neuronal death [1-4]. However,
few studies have addressed the combined effects of diverse
compounds that are considered risk factors for developing
AD on AB-induced neurotoxicity.

Cumulative evidence indicates that neuronal metabolism
and the redox state are altered in this disease [5-8]. Oxidative
stress may arise from chemical interactions that occur in
complexes formed between AP and highly reactive metals
such as copper (Cu®") [9, 10]. The major source of reactive
oxygen species (ROS) associated with the toxicity of A is
derived from the AB:Cu”” complexes that produce H,O,
from molecular oxygen [11, 12]. Several studies have shown
that cholesterol may be the substrate for ROS produced by
AB:Cu2+ complexes [13, 14]. In addition, epidemiological
and experimental studies indicate that hypercholesterolemia
increases susceptibility to AD. In fact, the presence of the €4
allele of ApoE, which is associated with high circulating
levels of cholesterol, is a well-established risk factor for
developing AD in humans [15-17] and cholesterolemia is a
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frequent finding in AD patients [18]. The brain is the organ
with the highest cholesterol content, the majority of which
stems from de novo synthesis [19]. Therefore, it has been
suggested that, in addition to systemic cholesterol levels,
other factors participate in the synthesis and deposition of
cholesterol in the brain. Notably, Hcy has recently been
found to be significantly elevated in patients with either
vascular dementia or AD [20], and several studies in humans
have shown a positive correlation between Hcy and high
cholesterol levels [21, 22]. Although in vitro studies have
demonstrated that Hcy leads to the increased production and
secretion of cholesterol [23-25], it remains unknown whether
cholesterol levels in the brain are associated with elevated
Hcy. Therefore, the aim of the present work is to investigate
the relationship between Hcy and cholesterol levels and their
effect on AP toxicity. We analyzed the potential of the
aforementioned compounds to increase the susceptibility of
differentiated human neuroblastoma cells to AP toxicity and
the mechanisms associated with this neurotoxicity.

MATERIALS AND METHODS
Cell Culture

Human neuroblastoma cells (MSN) [26] were cultured in
RPMI 1640 medium containing non-essential amino acids
and 10% fetal calf serum in 24 multidishes at a density of
0.5x10° cells per well. Cultures were maintained in an
atmosphere of 5% CO,/ 95% O, at 37°C. After 24 h, MSN
cells were induced to differentiate by adding retinoic acid at
10 uM and nerve growth factor (NGF) at 50 ng/ml to the
culture media over 5 days. In experiments to evaluate
toxicity, the culture medium was replaced with fresh
medium, and the cells were exposed for 24 h to different
concentrations of L-homocysteine (Hcy) with or without
CuCl, (dissolved in sterile Milli-Q water), cholesterol 50 pM
(dissolved in ethanol and added to the cultures at a final
concentration of 0.3%) or AB;.4,. When the effects of AR

© 2013 Bentham Science Publishers
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were tested, the peptide was pre-incubated at 37°C for 7 days
to allow aggregation before adding to the cells. As a control
for the effects of Hey, in some experiments, neurons were
exposed to L-homocystine (Hcys) which is an oxidized
derivative of Hcy without reported toxicity. The reagents,
CuCl,, cholesterol, MTT, Hcy, Hcys and AP;,4, were
purchased from Sigma Chemical, St Louis, MO.

Cell Viability

The method employed in this work is commonly used in
cultured cell studies to evaluate mitochondrial redox activity
through the conversion of 3-[4,5- dimethylthiazole-2-yl]-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide (MTT) to formazan crystals
by mitochondrial respiratory chain reactions. In brief, MTT
dissolved in phosphate-buffered saline (PBS) at 5 mg/ml was
added for 1 h to MSN cells in a 1/10 (v/v) ratio after a 24 h
incubation with the different treatments. The incubation
medium was then removed, and neurons were solubilized
with isopropyl alcohol (0.8 ml). The absorbance of each
sample was quantified using a spectrophotometer at 570 nm
(Pharmacia Biotech, Gaithersburg, MD).

Determination of Intracellular ROS Formation

ROS were determined with a fluorometric assay using
dihydrorhodamine (DHR) (Sigma St. Louis MO, USA).
Cells were treated as described above and then harvested in
PBS containing 0.5% protease inhibitors (Complete™,
Roche). A 100 pl aliquot of the samples (approximately 100,
000 cells) was centrifuged at 180xg for 5 min. Then, 180 pul
of buffer (containing in mM: 140 NaCl, 5 KCI, 0.8 MgS04,
1.8 CaCl2, 5 glucose, 15 HEPES) and 20 ul of DHR (1 pM)
were added to the pellet and incubated at 37°C for 2 min.
The fluorescent product rhodamine 123 was measured using
a spectrophotometer at 505 nm and interpolated in a curve of
rhodamine 123.

Cholesterol Labeling

MSN cells were grown on coverslips, washed twice in
PBS for 5 min, and stained with filipin (Sigma Chemical, St
Louis, MO), a blue fluorescent probe to study the
distribution of non-esterified cholesterol [27]. A filipin stock
solution (1 mM) was prepared in methanol. A working
solution (50 ng/ml) was prepared by dissolving the stock
solution in PBS 1X and applied to the cells for 45 min at
37°C. Differentiated MSN cells were exposed for five days
to Hey (50 uM) or cholesterol (50 pM). At the end of this
time, the cells were washed 2 times with PBS 1X for 5 min
and then fixed with methanol (-20°C) for 5 min and
permeabilized with PBS 1X/Triton 0.25% for another 20
min. The cells were washed again with PBS 1X and then
incubated with 500 pl of the filipin working solution. The
cells were then washed three times in PBS 1X and observed
at 20X magnification under a Inverted Fluorescent
Microscope, Olympus IX71 using 360 nm excitation and
emission collected at 460 nm.

Cholesterol Measurement

Cholesterol content was quantified by the Amplex Red
Cholesterol assay (Invitrogen) in whole-cell lysates prepared
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from differentiated MSN cultures after 5-day incubation with
Hcy or cholesterol. Briefly, cells were homogenized in
buffer containing 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NacCl,
1% Nonidet P40, 0.5% deoxycholate and protease inhibitors
(Complete™, Roche) and diluted in a reaction buffer. Then,
an equivalent of Amplex Red working solution (300 uM
Amplex Red, 2 U/ml cholesterol oxidase, 0.2 U/ml
cholesterol esterase and 2 U/ml horseradish peroxidase) was
added. The samples were incubated at 37°C for 30 min in the
dark, and absorbance was measured at 535 nm using a
microplate reader (BioRad, M 550). Cholesterol content was
calculated by interpolating values in a standard curve of
cholesterol and normalized with respect to the protein
content from each sample.

Statistical Analysis

Statistical significance was determined by ANOVA
followed by Tukey’s test. Data represent the mean = SEM of
at least three experiments (indicated in each figure)
performed in triplicate.

RESULTS

Cultured MSN were treated with retinoic acid plus NGF
to induce neuronal differentiation. The neuron-like
phenotype was obvious by 72 h after incubation when the
cells produced cytoplasmic extensions. After 6 days, the
majority of treated MSN neuroblastoma cells presented some
neurite extensions (Fig. 5A) that were positive for the
microtubule-associated protein 2 (MAP-2) (data not shown).
At this stage of differentiation, a dose-response analysis of
the viability of undifferentiated or RA-differentiated MSN
cells after Hey treatment was performed. The analysis was
performed using the MTT test, to measure cell viability of
the corresponding cell samples. Significant differences in
Hcy toxicity were observed between undifferentiated and
differentiated human neuroblastoma cells, the primary
difference being that the undifferentiated cells demonstrated
resistance to Hcy toxicity. After a 24 h incubation, a
significant reduction of 10% in the viability of differentiated
neurons was observed in the 50 pM concentration
(*%p<0.01), which progressed to 75% neuronal death at 100
UM (x#xp<0.001). As suggested in previous work, Hcy
toxicity depends on its reduced chemical structure [28, 29]
and, as expected, to its oxidized form, Hcys did not induce
neuronal death in either differentiated or undifferentiated
cells (Fig. 1).

In view of the central role of AR on neurodegeneration in
AD and the proposed role of Cu*" and cholesterol in its
toxicity, we tested the effect of these compounds on neuronal
damage in the presence or absence of Hcy (Fig. 2A).
Differentiated MSN cells showed only slight toxicity after 24
h exposure to low concentrations of ABi4, (10 uM). When
cells were co-incubated with AP;4 and Hcy, the
mitochondrial reducing capacity was inhibited an additional
16% (*p<0.05). Whereas Cu>" (10 puM) or cholesterol (50
uM) induced 25% neuronal death, when combined with Hcy,
they reduced the number of surviving neurons by almost 40%
(##%p<0.001). These results indicate that Hcy might increase
the vulnerability of neuronal damage to diverse neurotoxic
insults associated with neurodegeneration in AD. Neuronal
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death was also exacerbated when Cu”*" and cholesterol were
co-administered (45% of cell death) and when AP was
combined with Cu®", cholesterol or Hey (Fig. 2B). However,
when AB;.4 was added in combination with Cu”/cholesterol,
the mitochondrial redox activity of human neurons diminished
by more than 55% (:##p<0.001 vs control).

1507 —o—Hcys differentiated MSN
{ —=—Hcy non differentiated MSN
125_' —o— Hcy differentiated MSN

*

1004 A

Cell viability (% control)
8.2

N
o
P

Fedede

25 50 100 125 150
Concentration (pM)

Fig. (1). Survival of MSN exposed to different concentrations of
homocysteine (Hcy) and the oxidized form homocystine (Hcys).
Differentiated and non-differentiated cells were treated for 24 h
with different concentrations (25-150 uM) of Hey (gray and empty
squares) and Hcys (empty circles). Each point represents the mean
+ SEM of triplicate determinations of three to five different
experiments: *p<0.05, **p<0.01, ***p<(0.001 vs control. Statistical

significance was determined using one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Tukey’s test.

Because the primary mechanism of toxicity of the studied
compounds depends on their ability to increase the
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production of ROS, we next examined differences in ROS
concentration after a 24 h incubation with different
combinations (Fig. 3A). As previously reported [14] AB;.4
does not significantly change the rate of ROS generation
after a 24 h incubation at 10 uM concentration, whereas
Cu”", cholesterol and Hey induced a significant 25% to 40%
increase in ROS accumulation (**#p<0.001 vs control). No
further increase of Hey-induced ROS was observed with the
addition of AP;.4, but an additional 15% 1ncrease was
achieved when Hcy was co-incubated w1th Cu*" and
cholesterol Interestingly, in the cholesterol-Cu®" and Hcy-
Cu*" conditions, AP induced increases in ROS production by
120% and 75%, respectively, as compared to control cultures
(Fig. 3B).

To further analyze the cholesterol-dependent toxicity we
have incubated differentiated MSN cells with Hcy and
cholesterol for 5 days (during the differentiation process) in
10% or 2% serum containing 51.16 mg/l and 10.23 mg/l of
cholesterol, respectively (Fig. 4). After 5 days of cholesterol
exposure, cell death reached 75% while Hcy-induced
toxicity was similar to that observed after 24 h (25% of cell
death). However, when neurons were incubated in low serum
(2%), a higher cell survival was observed, suggesting that
cholesterol and Hcy-mediated toxicity also depend on the
presence of some serum components.

To determine the extent of cholesterol incorporation from
the media, differentiated neurons were stained with filipin.
Fig. (5A) shows the morphological features of differentiated
MSN cells that were used throughout the study. An almost
total absence of filipin staining of cell bodies and neurites
was observed in normal MSN cells that were not exposed to
cholesterol. An evident increase in staining was observed
mainly in the cell body of neurons incubated with 50 uM

100- P RNy

u?*  Chol Cu?*  Chol Cu?*-Chol Cu?*-Hcy

Hecy Ap

Fig. (2). Effects of Cu*", cholesterol and Hey on mitochondrial redox activity in the absence or presence of AB;.4 in differentiated MSN. A,
cells were treated with CuCl, (10 uM), Chol (50 uM) or AB;4, (10 uM) with or without Hey (50 uM) for 24 h. B, cells were exposed to
CuCl, (10 uM), Chol (50 uM) or Hey (50 uM) in the presence of AB;.4, (10 uM) for 24 h. The data expressed as the percentage of control
values (dotted line) are the mean = SEM of triplicate determinations of three to six different experiments: *p< 0.05, **p<0.01, ***p<0.001
vs control; " p<0.001 vs Hey; & p<0.05 vs ARz © p<0.05 vs AP -Cu**-Chol. Statistical significance was determined using ANOVA

followed by Tukey’s test.
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Rhodamine 123 Fluorescence
(fold change vs control)
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Fig. (3). Effects of Cu*", cholesterol and Hey on ROS formation in the absence or presence of A4 in differentiated MSN. A, cells were
exposed to CuCl, (10 pM) or Chol (50 uM) with or without Hey (50 uM) for 24 h. B, cells were treated with CuCl, (10 pM), Chol (50 uM)
or Hey (50 uM) in the presence of AB;.4, (10 uM) for 24 h. Changes in rhodamine 123 fluorescence are expressed as fold increase compared
with control cells (dotted line). Each bar represents the mean + SEM of triplicate determinations of three to four different experiments: ***
p<0.001 vs control; " p<0.05 vs Hey, ¢ p<0.05 vs AP © p<0.05 vs Cu**; © p<0.05,°° p<0.01 vs AB;_4> -Cu>*-Chol. Statistical significance
was determined using ANOVA followed by Tukey’s test.

cholesterol. Surprisingly, when cells were treated for 5 days
with 50 uM Hcy, an increase in filipin staining was also
detected. To corroborate the rise in neuronal cholesterol after Control
adding Hcy, a fluorometric assay to measure cholesterol
content was performed. In differentiated MSN cells, 5-day
incubation with 50 uM cholesterol induced a 75% increase
in cholesterol compared to control, whereas Hcy induced

neuronal accumulation of cholesterol to almost 25% g 2
compared to control cells (Fig. 5B). 9 §
125+ 2
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e <)
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Fig. (5). Changes in cholesterol content in MSN cells. Panels show
in A) the corresponding fluorescent images and fluoresce intensity
Chol Hcy  Chol-Hcy Chol Hcey

(arbitrary units) of filipin staining in control cells, cells exposed to
Fig. (4). Long term effects of cholesterol and Hcy on mitochondrial Chol (50 puM) or to Hecy (50 pM) for 5 days during the

redox activity in MSN cells cultured in medium with different differentiation process. Panel B) shows the increase of cholesterol
concentrations of serum. During the differentiation process, cells levels quantified by the Amplex Red cholesterol assay in whole-cell
were exposed for 5 days to Chol (50 uM) or Hcy (50 pM) and lysates of neurons treated with Chol (50 uM) or Hey (50 uM) for 5
cultured in medium with 10% serum (dark columns) or 2% serum days during the differentiation process. Changes in cholesterol
(clear columns). The data expressed as the percentage of control levels are expressed as fold increase compared to control cells.
values (dotted line) are the mean + SEM of triplicate determinations Each bar represents the mean = SEM of triplicate determinations of
of three to five different experiments: *p<0.05, ***p<0.001 vs five experiments: *p<0.05, **p<0.0 vs control. Statistical
control. Statistical significance was determined using ANOVA significance was determined using ANOVA followed by Dunnett’s
followed by Tukey’s test. test.
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DISCUSSION

Accumulation of AP protein in the brain is a slow
process that most likely takes several years before
manifesting its neurotoxicity. In fact, the presence of
amyloid plaques in elderly subjects without cognitive
impairment suggests that the accumulation of the peptide by
itself is not the only causative condition of neuronal damage
or that, for unknown reasons, AB becomes progressively
more toxic in the brain of AD patients [30, 31]. Although
there is much evidence regarding the role of oxidative stress
in AD [32], the anti-oxidant and pro-oxidant properties of
AP and the associated conditions that might promote ROS
production by AP are still a matter of great debate [33, 34].

In the present work, we demonstrated that the combined
effect of different agents such as cholesterol, Hcy and copper
may render neurons more vulnerable to AP, as demonstrated
by higher levels of ROS production. We also found that Hcy
is able to increase cholesterol in neurons that in turn, might
be an additional factor to enhance A toxicity. To our
knowledge, this is the first report demonstrating such an
effect on Hey-mediated cholesterol accumulation in neurons,
although this result has been previously found in hepatocytes
[24, 35].

Epidemiological studies have confirmed that elevations
in plasma Hcy precede the development of dementia, and
there is a linear correlation between cognitive decline and
Hcy circulating levels [36]. The normal Hcy concentration in
the brain is approximately 10 uM [37]; however, during
pathological conditions, such as cerebral ischemia, it may
reach up to 50 uM [38]. This was the dose used in the
present work to potentiate AP neurotoxicity, although
previous studies have used higher concentrations of Hey to
increase amyloid toxicity in neurons [28]. We found that the
exposure to 50 uM Hcy by itself did not potentiate the toxic
effects of AP in differentiated neurons. However, when Hcy
was co-incubated with cholesterol or Cu®’, a significant
increase in the production of ROS was observed, and
neurotoxicity was elicited.

Several in vitro and in vivo studies have highlighted the
important role played by metals such as Cu®" in the diverse
toxic pathways associated with AD [39]. Interestingly, the
capacity of Hey for Cu®" reduction has been reported [29,
40], and it has been demonstrated that active redox forms of
Cu”" are present in regions affected by amyloid deposits in
AD brains but not in control age-matched brains [41].
According with this, we have found that neuronal exposure
to Cu®" potentiated the deleterious effect of cholesterol and
Hcy and increased ROS production. H,O, production has
also been found as a product of a catalytic reaction between
AB and cholesterol in the presence of AB:Cu”’, suggesting
that this complex may have a methaloenzyme-like activity
that is able to reduce cholesterol and generate HO, [11, 13,
42, 43]. We found that neuronal exposure to high cholesterol
increases the toxicity of AB; additionally, co-incubation with
AB:Cu*" increases cell death. We also demonstrated that the
toxicity elicited by cholesterol in conjunction with AB:Cu*"
exposure was correlated with ROS production, suggesting
that oxidative stress is involved in the additive toxic effects
on neurons. In view that experimental evidence has
documented the uptake of free cholesterol from the cell
surface [44] it is conceivable to assume that the cholesterol
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added to MSN cells was partitioned between the cell
membrane and the intracellular compartments. However, the
cholesterol-dependent ROS formation by AB:Cu® complexes
could be occurring at the cell surface in where the presence
of these complexes must be higher.

Although there is much evidence regarding the role of
oxidative stress in AD [32], there is less information linking
oxidative stress and aging with cholesterol biosynthesis [18].
Here we propose a role for Hcy on neuronal cholesterol
accumulation as an additional risk factor for increased A
neurotoxicity during pathological aging. Although currently
the mechanism for this Hcy-dependent cholesterol
accumulation is unknown, both an increase in lipoprotein
oxidation and/or the activation of cholesterol biosynthesis
and uptake have been reported in hepatocytes and
endothelial cells [23, 24, 35].

CONCLUSION

Taken together, the present results provide evidence for a
complex relationship between Hcy, which is able to increase
neuronal cholesterol, and the presence of the AB:Cu®”
complex, which promotes ROS production and neuronal cell
death. This study also suggests that AP neurotoxicity is a
pathological response to aging-associated brain conditions
and confirms the synergy of various agents that are
potentially involved in the generation of ROS that give rise
to AP neurotoxicity and provides evidence for a preventive
and therapeutic approach.

ABBREVIATIONS

AD = Alzheimer’s disease

AB = Amyloid-B

ROS = Reactive oxygen species

Hcy =  Homocysteine

Hcys = Homocystine

Chol = Cholesterol

MTT = 3-[4,5- dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyl-

tetrazolium bromide
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