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4 RESUMEN
La enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC) se caracteriza por la acumulacién lisosomal de
colesterol, presencia de estrés oxidativo y muerte celular. Los tejidos mas afectados son el cerebro y
el higado. Hasta la fecha, no se ha determinado el o los mecanismos que producen la muerte celular
en estos tejidos. Para tratar de entender estos mecanismos y dado que se ha demostrado la
contribucion del daino mitocondrial en otras enfermedades neurodegenerativas y con dafio hepatico
nosotros proponemos estudiar el funcionamiento y la dindmica mitocondrial en modelos NPC y
evaluar la contribucién de la disfuncién mitocondrial en el dafio celular observado en la enfermedad.
Las mitocondrias son esenciales para la integridad celular, por lo que su dindmica esta estrechamente
regulada. La dindmica mitocondrial abarca procesos de fusion, fision, biogénesis y autofagia.
En las células NPC se ha observado que existe un mayor contenido de colesterol en la membrana
mitocondrial y que procesos importantes de la mitocondria estdn alterados, como la sintesis de ATP y
la entrada de GSH a la mitocondria. Se ha descrito ademas alteraciones en la morfologia mitocondrial
en tejidos NPC. Nuestra hipdtesis es que el aumento de colesterol en la membrana mitocondrial
produce disfuncién mitocondrial en las células NPC. Ademas proponemos que la proteina MLN64
mediaria el transporte de colesterol a las mitocondrias en células NPC. En conjunto estas alteraciones
convergerian en una reduccién en la produccién de energia, aumento en la producciéon de ROS y en la
demanda de energia de las células NPC.
El objetivo principal de este trabajo es evaluar si el aumento de colesterol, mediado por la proteina
MLNG64, contribuye a la disfuncién mitocondrial y su relevancia en la patogenia de la enfermedad NPC.
Para evaluar esto en diferentes modelos modulamos los niveles de expresién de MLN64 y evaluamos
la funcién mitocondrial en diferentes modelos celulares y en tejidos del ratén Npc1”". Para mejorar la
funcion mitocondrial en células NPC y ratones Npc1”~ usamos GSH-EE como antioxidante y Piracetam,
una droga que estimula la produccion de ATP.
Nuestros resultados muestran, en diferentes modelos celulares NPC, disminucidn en el potencial de
membrana, aumento de la produccién de superdxido mitocondrial, disminucidn de GSH y alteraciones
en la morfologia mitocondrial en comparacion con las células control. Las alteraciones en la
morfologia se relacionaron con disminucién y aumento en los niveles de la proteina de fusion MFN2
y a de la proteina de fisién FIS1, respectivamente. En el higado de ratones Npcl”" encontramos
disminucion en la actividad de la ATPasa lo que se relaciond con un aumento significativo en el

contenido de colesterol mitocondrial.
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El tratamiento con Piracetam previno la pérdida del PMM y el aumento de produccion de superdxido
mitocondrial en células tratadas con U18, pero en ratones Npcl'/' no tuvo efectos positivos. El
tratamiento con GSH-EE previno la pérdida de peso en ratones Npcl’/’ hasta las 8 semanas. Sin
embargo, no tuvo efectos positivos en el comportamiento locomotor y en la sobrevida.

Las células NPC y el higado del ratdn Npcl'/' presentaron aumento de la expresiéon de MLN64. Al
disminuir los niveles de MLN64 en células NPC se previno la pérdida del potencial de membrana y
disminuyeron los niveles de ROS mitocondrial. En el higado de los ratones Npcl'/' la disminucién de
MLN64 provocd disminucion del contenido de colesterol libre total y sorprendentemente un aumento
en el contenido de colesterol mitocondrial.

Por otra parte, en las células que sobreexpresan MLN64 encontramos alteraciones en la funcién
mitocondrial y cambios en la morfologia mitocondrial, estos ultimos, asociados a disminucién en la
expresion de MFN2. La sobreexpresion de MLN64 en higado de ratones produjo un aumento
significativo en los niveles de colesterol mitocondrial, disminucidon en la actividad de la ATPasa,
alteraciones en el consumo de oxigeno, disminucion en el contenido de GSH mitocondrial vy
disminucion de MFN2. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que existen alteraciones en
la funcién mitocondrial en la enfermedad NPC y sugieren que MLN64 estaria involucrado en estas
alteraciones, ya que la sobreexpresion de MLN64, produce alteraciones en la funcién y dindmica
mitocondrial similares a las observadas en modelos NPC. En este trabajo por primera vez se demostrd
gue la expresion de MLN64 estd aumentada en modelos NPC, lo que podria constituir un mecanismo
patogénico en la enfermedad NPC. Los resultados obtenidos y antecedentes de la bibliografia sugieren
que MLN64 participaria en la homeostasis celular del colesterol y favoreceria la acumulacién de
colesterol en la mitocondria en la enfermedad NPC. La funcién de la proteina MLN64 no ha sido
completamente dilucidada y no se puede descartar que MLN64 regule la funcién de otras proteinas
transportadoras de colesterol que pueden favorecer el transporte de colesterol a la mitocondria.

Las conclusiones de este trabajo es que en modelos NPC existen alteraciones en la funcidn y en la
morfologia mitocondrial. Estas alteraciones estarian relacionadas a un aumento del contenido de
colesterol mitocondrial mediado por MLN64 y a cambios en la expresion de proteinas reguladoras de
los procesos de fusién y fisiébn mitocondrial.

La importancia de este trabajo es que se demuestra que existe disfuncién mitocondrial en Ia
enfermedad de NPC y que esta disfuncién podria estar relacionada al aumento de colesterol

mitocondrial y al aumento de expresion de MLN64.
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5 INTRODUCCION

La enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC) es un desorden neurodegenerativo de herencia
autosdmica recesiva, que se clasifica como una enfermedad de depésito lisosomal neurovisceral, y se
caracteriza por la acumulacién de colesterol no esterificado en el higado, el bazo y el sistema nervioso
central [1]. Es una enfermedad con un amplio espectro clinico que va desde un trastorno neonatal
rapidamente mortal hasta un inicio en la adultez de una enfermedad neurodegenerativa crénica. En la
mayoria de los casos la gravedad de la enfermedad estd determinada por la evolucidén neuroldgica, sin
embargo los sintomas neuroldgicos suelen ser precedidos por signos sistémicos (ictericia colestasica
en el periodo neonatal, y/o hepatoesplenomegalia en la infancia y la nifiez) [1]. En la forma mas
comun de presentacion o la enfermedad de NPC cldsica los pacientes presentan un deterioro
neurolégico progresivo. En el periodo infantil temprano existe retraso en el desarrollo motor, y en el
ultimo periodo infantil y juvenil comienzan a aparecer problemas en la marcha, caidas, torpeza,
cataplejia, y problemas escolares. En algunos casos también existen trastornos psiquidtricos como
demencia progresiva [2].

Actualmente esta enfermedad tiene una incidencia estimada minima de 1 / 120.000 nacidos vivos [2]
y es una enfermedad progresiva mortal que no tiene cura. En nuestro laboratorio estamos interesados
en estudiar los mecanismos moleculares que desencadenan la enfermedad para aportar en el
conocimiento de nuevos tratamientos y mejorar la calidad de vida de los pacientes. Las caracteristicas
de la enfermedad NPC que conocemos actualmente y que sustentan nuestra investigacion son

multiples y las mencionaré a continuacidn, para finalmente exponer nuestra propuesta de trabajo.

5.1 Etiologia de la Enfermedad NPC

La enfermedad NPC se origina por mutaciones en los genes NPC1 y NPC2. Un 95% de los casos de la
enfermedad se deben a mutaciones en el gen de NPC1 localizado en el cromosoma 18q11 [3, 4], y el
5% restante se deben a mutaciones en el gen de NPC2 localizado en el cromosoma 14q24 [5].

NPC1 es una proteina de varios dominios de transmembrana localizada en los compartimentos
endosomales tardios y lisosomas [6], mientras que NPC2 es una proteina relativamente pequefia
ubicada en el lumen lisosomal [7]. El modelo actual de transporte de colesterol en los lisosomas es
gue NPC2 une colesterol libre y lo transfiere a NPC1, la que transportaria el colesterol a través del

glicocalix hasta la membrana de los endosomas / lisosomas para ser liberado del organelo (Fig.1) por
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mecanismos que aun no han sido determinados [8]. Tanto las deficiencias en NPC1 como en NPC2

provocan la acumulacion intracelular de colesterol libre y glicoesfingolipidos [9].

Figura 1: Modelo de egreso del colesterol de
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oo X Glycocalyx .
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2 o donde es redistribuido para requerimientos
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La funcidon exacta de las proteinas NPC1 y NPC2 adn no estd clara, y aunque la enfermedad NPC estd
descrita como un defecto en el trafico celular de colesterol, en el cerebro, los lipidos que se acumulan
principalmente son los ganglidsidos [1]. Estas evidencias han llevado a proponer multiples hipdtesis

sobre la patogénesis de la enfermedad y de los mecanismos que finalmente llevan a la muerte celular.

5.2 Patogénesis de la Enfermedad NPC

La principal caracteristica de la enfermedad NPC es la acumulacién de lipidos en varios érganos, como
el higado, el bazo, el cerebro y en algunos casos también se ven afectados los pulmones [1, 10, 11]. En
el higado y el bazo existe acumulacién de colesterol libre, esfingomielina, LBPA, glicolipidos y
esfingosina libre. En el tejido cerebral ademds se produce acumulaciéon de glicoesfingolipidos,
especialmente los ganglidsidos GM2 y GM3 [1].

En nuestro laboratorio hemos encontrado que en el higado de los ratones Npcl 7 hay sefiales de
inflamacién y fibrosis, aumento de las proteinas carboniladas y disminucién del contenido de
glutatidn, lo que tiene relacidon con un aumento del estrés oxidativo [12]. Ademas en los ratones Npcl
" nuestro grupo ha descrito un aumento de apoptosis y dafio oxidativo, especialmente de las
neuronas cerebelares de Purkinje, que llevaria a la activacidn de la via pro- apoptética c-Abl/p73 [13,
14]. Otro hallazgo reciente es que ademds en los lisosomas de los ratones Npc1” existe acumulacion
de vitamina E [15], un importante antioxidante lo que contribuiria aun mas al estrés oxidativo

presente en la enfermedad. De hecho tratamientos con alta dosis de vitamina E logran revertir el dafio

oxidativo y aumentar la sobrevida de los ratones Npcl"/' [16].
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Entre otras posibles causas de muerte celular en modelos de la enfermedad NPC se han reportado:
disfuncién peroxisomal [17], neuroinflamacién [18], induccién de apoptosis [19] y disminucién en la
sintesis de neuroesteroides [20]. Interesantemente, todos estos mecanismos provocan o son
provocados por el estrés oxidativo, por lo que varios grupos [14, 21], incluido el nuestro, han

propuesto el aumento del estrés oxidativo como mecanismo patogénico en la enfermedad de NPC.

5.3 Estrés oxidativo en la Enfermedad NPC

Existen muchos estudios consistentes con la hipétesis que el estrés oxidativo podria ser un factor que
contribuye ala fisiopatologia de la enfermedad NPC. Al analizar por microarreglos el genoma de
fibroblastos de pacientes que poseen mutaciones en el gen de NPC1 se encontraron perfiles de
aumento de expresion de genes indicativos de estrés oxidativo. Por ejemplo, se encontraron
aumentos en la expresion de genes componentes de la NADPH oxidasa, los que al estar
sobreexpresados pueden generar ROS y también de genes que responden a estrés oxidativo como
MTI1G, MT3, GPX3 entre otros [22]. En otros modelos de la enfermedad NPC se encontré mayor
produccidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) y peroxidacién de lipidos [23]. Ademas al comparar
el plasma de pacientes que tienen la enfermedad NPC con plasma de pacientes controles se encontrd
una disminucién significativa en la fraccion de coenzima Q10 reducida y en la capacidad antioxidante
trolox equivalente [21].

Nuestro grupo ha demostrado que existe un aumento del estrés oxidativo en neuronas modelos de la
enfermedad NPC y que el tratamiento con el antioxidante NAC es capaz de inhibir la activacién de la
via pro-apoptética c-Abl/p73 y de aumentar la sobrevida de dichas neuronas [14]. Ademas,
recientemente nuestro grupo ha demostrado que un tratamiento con la vitamina E, un potente
antioxidante, es capaz de inhibir la misma via pro-apoptética y mejora el comportamiento locomotor y
la sobrevida en ratones Npc1” [16] . Estas evidencias en conjunto corroboran la importancia del estrés
oxidativo como agente patoldgico en la enfermedad NPC.

Aunqgue se ha demostrado la presencia de estrés oxidativo en pacientes NPC y en células y tejidos
provenientes de modelos animales de la enfermedad [14], aun no se ha determinado el mecanismo
por el cual se produce el aumento de estrés oxidativo en las células NPC.

En este trabajo nosotros proponemos que el aumento de estrés oxidativo en la enfermedad de NPC
puede deberse principalmente a fallas en la funcidon y dinamica mitocondrial, lo que favorece la

produccidn de ROS y disminuye la defensa antioxidante en la célula.
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5.4 Alteraciones mitocondriales en la enfermedad NPC
La mitocondria es un organelo dinamico que pasa constantemente por sucesivos estados de fusién y
fisién con un intercambio activo de componentes para segregar los elementos funcionales y dafiados

(Fig.2). [24].

Capacidad Figura 2: Dindmica mitocondrial.
Fission metabélica
Alta El ciclo de vida de la mitocondria empieza con el
Baja crecimiento y la division de otra mitocondria
Biogenesis ‘ preexistente (biogénesis) y termina cuando disminuye
K, @ su funcionalidad por autofagia mitocondrial (mitofagia).
\J O \ Adaptado de Westerman, 2010.
Fusion Mitofagia

En el cerebro de ratones NPC se ha visto que existe predominio de mitocondrias mds pequeiias y
redondeadas [25], lo que sugiere que podrian existir alteraciones en los procesos de la dindmica
mitocondrial, ya que cuando existe aumento de la fisién y/o disminucién en la fusion predominan las
mitocondrias pequeiias [26].

Otro factor que afecta la funcién mitocondrial es el contenido de colesterol en sus membranas. Como
se ha demostrado ampliamente el aumento de colesterol afecta la fluidez de las membranas
biolégicas y tiene efectos perjudiciales en la funcidén mitocondrial [27].

Las mitocondrias aisladas de cerebros de ratones deficientes en NPC1 presentan disminucion en la
produccidon de ATP, debido a una disminucién en la actividad de la ATP sintasa [25], mayor
susceptibilidad a la produccion de ROS estimulado por el péptido AB, y mayor liberacion de proteinas
pro-apoptoéticas mitocondriales [28]. Estas alteraciones se correlacionan con un aumento de colesterol
en la membrana mitocondrial, lo que queda demostrado al tratar estas mitocondrias con el agente
guelante de colesterol metil-B,ciclodextrina, condiciones en las que las mitocondrias NPC recuperan la
capacidad de producir ATP a niveles similares a los controles [25].

Otros hallazgos apoyan la hipétesis de que el aumento de colesterol en la membrana mitocondrial es
el causante de las alteraciones mitocondriales observadas en las células NPC. Asi, se ha demostrado en
células cancerigenas que presentan un mayor contenido de colesterol en la membrana mitocondrial,
gue este aumento de colesterol afecta la sintesis de ATP por la ATP sintasa, el intercambio de

ATP/ADP en la membrana interna por la adenina nucleétido translocasa (ANT) y el intercambio de
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ATP/ADP en la membrana externa mitocondrial por el canal anidnico dependiente de voltaje (VDAC)
[29].

Ademas, se ha demostrado que al incubar mitocondrias silvestres con colesterol se produce un efecto
inhibitorio en la actividad de la ATPasa, efecto que no se observa al analizar la fraccion de sub-
particulas mitocondriales en donde se encuentra la ATPasa. Esto sugiere que el efecto inhibitorio lo
ejerce el colesterol que se aloja en las membranas mitocondriales y que no es un efecto directo sobre
la ATPasa [30].

Los estudios en células deficientes de caveolina 1 (CAV1) sugieren también que la acumulacién de
colesterol mitocondrial se asocia a disfuncién mitocondrial. Las células deficientes en CAV1 presentan
un aumento en el contenido de colesterol mitocondrial, y en la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS), que se relacionan con el aumento de la apoptosis [31].

Aungque se han realizado varios estudios sobre el efecto del colesterol en la membrana mitocondrial,
el aumento de colesterol en la membrana mitocondrial de los animales NPC es controversial, ya que
cuando se purifican mitocondrias por centrifugacién por gradiente pueden resultar contaminadas por
pequefias cantidades de endosomas/lisosomas, en particular cuando la densidad y tamafio de éstos se
encuentra alterada por la acumulacién de colesterol por la deficiencia de NPC1 [32]. A pesar de estas
dificultades técnicas, existe otro modelo que también apoya la hipdtesis de aumento de colesterol en
las membranas mitocondriales de células deficientes en NPCl. Se demostré que mitocondrias
purificadas de células de ovario de hamster chino (CHO) deficientes en NPC1 tenian un aumento del
colesterol en la membrana mitocondrial [33]. Esto se determind midiendo la sintesis de pregnenolona,
en la cual el paso limitante es la llegada de colesterol a la membrana mitocondrial, donde se
encuentra la enzima que sintetiza la pregnenolona. Asi se pudo medir indirectamente el aumento en
el transporte de colesterol hacia la mitocondria cuantificando la cantidad de pregnenolona producida.
Las células CHO deficientes en NPC1, transfectadas con pldsmidos codificantes para la enzima
esteroidogénica que produce pregnenolona CYP11A1, presentaron un aumento significativo en los
niveles de pregnenolona sintetizado [33], lo que reafirma la hipdtesis de que las membranas
mitocondriales de las células NPC presentan mayor contenido de colesterol o que existe una mayor
llegada de colesterol a la mitocondria.

Aunque se ha reportado que existe un aumento de colesterol en la membrana mitocondrial de las
células NPC, y uno de los pasos limitantes para la sintesis de hormonas esteroidales es la llegada de
colesterol a la mitocondria, al contrario de lo que se espera, la sintesis de hormonas esteroidales se

encuentra disminuida en los cerebros de ratones NPC [20]. Esto sugiere que el colesterol produce
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cambios en la estructura de la membrana mitocondrial, lo que seria perjudicial para la funcién de las
enzimas que se encuentran en la membrana, por lo que estos hallazgos también apoyan la hipdtesis
de disfuncién mitocondrial en la enfermedad NPC.
En los ratones deficientes de NPC1 un aumento en el contenido del colesterol mitocondrial se asocia a
una disminucion en la fluidez de la membrana mitocondrial y a un aumento en la susceptibilidad a la
apoptosis desencadenada por TNF-a [34]. Al igual que los ratones NPC, los ratones transgénicos que
sobreexpresan el factor de transcripcion SREBP-2 también presentan acumulacion de colesterol
intracelular y acumulacidn de colesterol en las mitocondrias [28]. En estos ratones el aumento del
colesterol mitocondrial se asocia a disminucion en la entrada de glutatién a la mitocondria, mayor
estrés oxidativo, inflamacién y mayor muerte neuronal desencadenada por el péptido AP [28].
Consecuentemente, en hepatocitos de ratones Npcl” se ha visto disminuido el contenido de
glutation (GSH) mitocondrial y esto se atribuye a un mayor contenido de colesterol en la membrana
mitocondrial [34].
El GSH es un importante antioxidante y es la principal defensa para la mantencién de un ambiente
mitocondrial redox apropiado, repara modificaciones oxidativas y evita la disfuncién mitocondrial y
muerte celular. Es un compuesto tiol, no proteico que requiere ATP para su sintesis en el citoplasma.
La mitocondria no posee la maquinaria enzimatica necesaria para sintetizar GSH, sin embargo éste
puede atravesar facilmente a través de poros en la membrana externa mitocondrial (MEM). Dada la
naturaleza anidnica del GSH a pH fisioldgico, éste no puede difundir a través de la membrana interna
mitocondrial (MIM). El GSH es transportado hacia la matriz mitocondrial por transportadores que se
localizan en la MIM, donde el principal de estos transportadores es el transportador de 2-Oxoglutarato
(OGc) (Fig.3).
La disminucién en el transporte de GSH hacia las mitocondrias en células NPC se explicaria por las
caracteristicas del transporte de GSH hacia la matriz mitocondrial, que es altamente dependiente de
una dindmica apropiada de la membrana mitocondrial. Asi se ha visto que al modificar la fluidez de la
membrana mitocondrial con alcohol, el transporte de GSH hacia la matriz mitocondrial disminuye
considerablemente [35], esto debido a que la rigidez de la membrana mitocondrial aumenta por el
etanol, produciendo un aumento en la razén colesterol/fosfolipidos en la membrana mitocondrial
(Fig.3).

En acuerdo con lo anterior, se ha visto que en experimentos en los que se cargan con colesterol

mitocondrias aisladas, existe una disminucién en la entrada de mGSH a dichas mitocondrias [31].
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Mads aun, al tratar a ratones que presentan mayor contenido de colesterol mitocondrial como los Tg-
SREBP-2 con GSH-EE, una forma de GSH que es permeable a la membrana, se restablecié el contenido
de mGSH y se previno el estrés oxidativo, el daifio neuronal y la susceptibilidad a la muerte celular
inducida por AB [28]. Estos resultados muestran la importancia del mGSH como defensa antioxidante
y sugieren que restablecer los niveles de mGSH con GSH-EE podria ser una terapia efectiva para
disminuir el dafo oxidativo y la muerte celular observados en la enfermedad NPC.

En estudios recientes se ha visto que las células NPC presentan alteraciones metabdlicas como
aumento en la secrecidon de lactato, disminuciéon de la respiracion mitocondrial dependiente de
glutamina y disminucién en el transporte de ATP a través de la membrana mitocondrial, y que todas
estas alteraciones son prevenidas cuando se bloquea el transporte de colesterol hacia la mitocondria
inhibiendo la expresién de las proteinas MLN64 y NPC2 [36]

En conjunto todas las evidencias mencionadas anteriormente apoyan la hipdtesis de que el aumento

de colesterol en la mitocondria produce disfuncién mitocondrial.

5.5 Transporte de colesterol hacia la mitocondria mediado por MLN64

Las mitocondrias son organelos pobres en colesterol, sin embargo se ha observado el aumento de
colesterol en las mitocondrias de miocardio sometido a isquemia y en las mitocondrias de células
cancerigenas [30]. A pesar de estas evidencias, se desconocen los mecanismos de destinacion del
colesterol hacia la mitocondria. En tejidos esteroidogénicos existen proteinas, incluyendo la familia de
proteinas START, que son capaces de transportar colesterol hacia la mitocondria donde se sintetizan
las hormonas esteroidales. Las proteinas START contienen un dominio llamado de la misma manera,

gue permite la transferencia de lipidos. El primer miembro de esta familia en ser identificado, Ilamado
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StAR, facilita el movimiento de colesterol desde fuentes intracelulares a la mitocondria, en tejidos
esteroidogénicos, estimulando la sintesis de hormonas esteroidales [37].

En la busqueda de posibles candidatos que pudieran transportar colesterol hacia la mitocondria, en
nuestro laboratorio quisimos estudiar la posible participacion de MLN64. MLN64 (o STARD3) es otro
miembro de la familia START, sin embargo su funcién en el transporte de lipidos no ha sido
completamente dilucidada [38, 39]. El ADNc de MLN64 codifica para una proteina de 445
aminodcidos, que esta compuesta por dos dominios distintos: el dominio amino terminal que contiene
cuatro hélices transmembrana, y se denomina MENTAL; y el dominio carboxilo terminal que contiene
el dominio START, caracteristico de los miembros de la familia [40].

El analisis ultraestructural de MLN64 confirmd la presencia del dominio START, y ademas se determiné
la habilidad de este dominio para unir colesterol en una razén equimolar [41]. El analisis de la
distribucién subcelular de MLN64 muestra su colocalizacion con un lipido endosomal llamado LBPA,
ademas se ha visto que MLN64 se localiza en endosomas tardios junto con la proteina ABCA3 y en
una poblacidn distinta de endosomas de NPC1. Se ha propuesto que MLN64 participa en el transporte
intracelular de colesterol endocitado. De acuerdo a éste modelo el colesterol primero entraria a los
compartimentos MLN64 positivos desde donde podria ser reciclado hacia la membrana plasmatica y
en una segunda etapa el colesterol entraria a los compartimentos NPC1 positivos donde se exporta
colesterol hacia el reticulo endoplasmatico [42]. Concordante con este modelo las imagenes obtenidas
con microscopia electrénica muestran que MLN64 se encuentra en la membrana de los endosomas
tardios. Por otra parte, con la microinyeccién de anticuerpos especificos se observé que el dominio
START de MLN64 es citoplasmatico [43]. La topologia de MLN64 en la membrana de los endosomas
tardios predice que el domino START proyectado hacia el citoplasma, seria capaz de transportar
colesterol hacia membranas aceptoras [43]. Por otro lado, el dominio MENTAL estd relacionado con
la dinamica de los endosomas, ya que cuando se sobreexpresa produce alteraciones en la distribucion
y tamafio de estos organelos [44] y ademads se ha visto que al igual que el dominio START une
colesterol a una razén equimolar [45].

En estudios in vitro en que se uso la proteina MLN64 intacta y una proteina MLN64 truncada, que no
posee el dominio START, se demostréd que las células transfectadas con la proteina truncada
acumularon colesterol con un fenotipo similar al fenotipo NPC e inhibicion del trafico de los
endosomas tardios [43]. Otros estudios in vitro sugieren que el dominio START de MLN64 media la
transferencia de colesterol entre membranas y estimula el metabolismo mitocondrial del colesterol

hacia hormonas esteroidales [46]. Estos hallazgos sugieren fuertemente que MLN64 podria tener
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participacién en la mantencion de la homeostasis intracelular de colesterol. Sin embargo aunque
MLN64 es una proteina capaz de unir colesterol y se localiza en los endosomas, su sobreexpresidén no
es capaz de rescatar el fenotipo NPC [43] lo que sugiere que MLN64, NPC1 y NPC2 actuarian
concertadamente en una via comun para sacar el colesterol de los endosomas tardios y lisosomas
[43].

Estudios de Charman y cols. [33] sugieren la contribucién de MLN64 en el transporte de colesterol
desde la via endosomal hacia la mitocondria, ya que se demostré que el silenciamiento de MLN64
utilizando ARN de interferencia disminuye el transporte de colesterol a la membrana interna
mitocondrial y produce una reduccidn de los niveles de colesterol mitocondrial en células carentes de
NPC1. Esto sugiere que MLN64 es capaz de trasportar colesterol a la mitocondria, incluso en ausencia
de NPC1 [33]. En resumen Charman y cols. [33] describieron una via de transporte para el colesterol
endosomal hacia las mitocondrias que requiere MLN64, pero no NPC1, y que puede ser responsable
del aumento del colesterol mitocondrial en la enfermedad de NPC. Sin embargo, no se determiné con
estos estudios la relevancia de esta via para la funcién y dindmica mitocondrial, ni para el dafo
oxidativo y muerte celular caracteristicos de las células NPC.

Interesantemente, en una reciente publicaciéon donde se estudié el mecanismo de resistencia a la
muerte celular inducida por la toxina del dntrax en macrdfagos de ratdn, se sugiere que la inhibicidn
de la expresion de MLN64 previene la muerte celular inducida por la toxina, confiriendo resistencia a
las células infectadas. Los resultados de este estudio sugieren que MLN64 es capaz de cambiar su
localizacion desde los lisosomas hacia la mitocondria produciendo un aumento en el contenido de
colesterol mitocondrial, aumento de la produccién de ROS y deplecién de mGSH, llevando finalmente
a muerte celular [47].

Interesantemente, en nuestro laboratorio se demostrd hace algunos afios que la sobreexpresion de
MLN64 en ratones produce dafo hepdtico correlacionado con un aumento de la apoptosis y un
aumento del colesterol hepatico libre [48]. Sin embargo, no se demostrd la contribucién de MLN64 en
el transporte de colesterol a la mitocondria, y posterior muerte celular. Dado estos hallazgos en
nuestro laboratorio estamos interesados en estudiar la posible participaciéon de MLN64 en el
transporte de colesterol hacia la mitocondria, especialmente en células NPC.

En resumen el aumento de colesterol en la membrana mitocondrial de las células NPC tendria
consecuencias perjudiciales para la funcion mitocondrial y podria estar afectando procesos vitales
para la célula como la produccidn y degradacion de ATP, la sintesis de neuroesteroides y el transporte

de glutatién (GSH) hacia la mitocondria.
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5.6 HIPOTESIS
La disfuncion mitocondrial, producida por el aumento de colesterol mitocondrial mediado por

MLNG64, contribuye a la patogénesis de la enfermedad Niemann-Pick tipo C

5.7 OBJETIVO GENERAL
Determinar si la disfuncion mitocondrial, inducida por aumento de colesterol mitocondrial es

mediado por MLN64 y contribuye a la patogénesis de la enfermedad de Niemann-Pick tipo C

5.7.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar si existen alteraciones estructurales y funcionales en la mitocondria en
modelos celulares y en tejidos de ratones Npc1 T,
Evaluar la funcién mitocondrial en modelos NPC in vivo e in vitro
Evaluar el contenido de colesterol mitocondrial in vivo e in vitro

Evaluar la dinamica mitocondrial en modelos NPC in vivo e in vitro

b) Evaluar la contribucion de la disfuncion mitocondrial en la patogénesis de la enfermedad
NPC en modelos celulares y en ratones Npc1 ™.
Evaluar la funcién mitocondrial in vitro usando piracetam para aumentar la produccion de
ATP y con GSH-EE para aumentar los niveles de mGSH
Evaluar el efecto de piracetam y GSH-EE in vivo sobre los niveles de estrés oxidativo en el
higado y cerebro, la funcién hepatica, la funcidon locomotora y la sobrevida de los ratones
Npcl"/".

c) Evaluar la contribucion de MLN64 en el aumento de colesterol mitocondrial y en la
disfuncion mitocondrial
Sobreexpresar los niveles de MLN64 mediante un adenovirus recombinante y evaluar
contenido de colesterol mitocondrial, funcién mitocondrial, dinamica mitocondrial, y dafio
oxidativo.
Disminuir los niveles de MLN64 con shRNA y evaluar contenido de colesterol mitocondrial,

funcién mitocondrial, dindmica mitocondrial y dafio oxidativo.
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6 METODOLOGIA

6.1 REACTIVOS

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma Chemicals Co. (St. Louis,USA): Tritédn X-100, albimina
de suero de bovino (BSA), dodecilsulfato de sodio (SDS), Tween 20, NP-40, persulfato de amonio, B-
mercaptoetanol, tetrametiletilendiamina (TEMED), bicarbonato de sodio, filipina, Hoesch, fosfato
inorganico, adenosina trifosfato (ATP), oligomicina, Carbonil cianide 4-
(trifluorometoxy)phenilhidrazona (FCCP), rotenona, antimicina, Etil ester de glutation (GSH-EE),
piracetam y Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT).

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Merck (Darmstadt, Alemania): NaCl, KCI, MgCl2, MgS04,
Na2HPO4, NaH2P04, KH2PO4, MnCI2x4H20, CaCl2x2H20, HCIO4, H202, HCI, Na2S205, Na2S03,
metanol, glucosa, sacarosa y los solventes de grado analitico.

Los siguientes reactivos de grado biologia molecular se obtuvieron de Invitrogen Corporation
(Carlsbad, USA): Tris, glicina, estandar de peso molecular de 100 pb DNA ladder, benchmark protein
ladder preteiido, Taq polimerasa.

La agarosa de grado biologia molecular fue adquirida en BioWhittaker Molecular Applications
(Rockland, USA).

La solucidn de Chomczynki-Fenol para la extraccidon de ARN se obtuvo de Winkler (Santiago, Chile)

El liqguido de montaje para inmunofluorescencia Fluoromount se obtuvo de Electron Microscopy
Sciences (Washington, USA).

El papel filtro N22 se obtuvo en Whatman (Maidstone, Inglaterra), la membrana de nitrocelulosa para

western blot de BIORAD (Hercules, USA).

6.1.1 Materiales y medios para cultivo celular

Los siguientes materiales para cultivo celular se obtuvieron de Orange Scientific (Braine-I'Alleud,
Bélgica): frascos de 25 cm2 y 75 cm2, placas de 20 mm, 60 mm y 150 mm, pipetas estériles
desechables de 5 mly 10 ml y rastrillos estériles desechables.

Los tubos cdnicos de polipropileno de 15 ml y 50 ml se obtuvieron de Falcon (St. Louis, USA). Los filtros
de 0.22 um se adquirieron de Millipore (Bedford, USA).

Los siguientes reactivos se obtuvieron de Gibco Invitrogen (Carlsbad, CA): medio de cultivo Dulbecco’s

Modified Eagle (DMEM), F12 Nutrient Mixture, Advanced MEM, suero fetal bovino, tripsina-EDTA,
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glutamina, piruvato, antibidtico-antimicético, neurobasal, B27, penicilina, estreptomicina vy
Arabindsido de Citocina.
Los ARN de interferencia y el reactivo Dharmafect para realizar la trasnfeccién fueron obtenidos de

Dharmacon, GE healthcare (Colorado, USA).

6.1.2 Sistemas Comerciales

El sistema para la trascripcién reversa cDNA reverse transcription kit y el sistema para g-PCR Fast SYBR
green master mix se obtuvieron de Applied Biosystems, life technologies (Carlsbad, USA).

Las sondas para microscopia Mitotracker red, Mitotracker green y Mitosox fueron obtenidas de
Molecular Probes, Life technologies (Carlsbad, USA).

El sistema para para medir colesterol, Amplex red cholesterol assay, fue obtenido de Invitrogen, Life
technologies (Carlsbad, USA).

El sistema para medir GSH en tejidos y células se obtuvo de Arbor Assays (Ann Arbor, USA).

El sistema para purificar mitocondrias se obtuvo de MACS, Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach,
Alemania).

El sistema de quimioluminiscencia para visualizar la unién de los anticuerpos primarios a las muestras
proteicas de un western blot se obtuvo de Perkin Elmer LifeSciences, Inc. (Boston, USA).

El sistema para medir transaminasas plasmaticas se obtuvo de Kovalent, Reagelabor (Sao Paulo,
Brasil).

El sistema para medir la concentracidon de proteina BCA Protein Assay Kit, Pierce, Thermo Scientific

(Waltham, USA)

6.1.3 Anticuerpos

El anticuerpo policlonale anti calbindina (AB1778) se obtuvo de Chemicon International Temecula,
CA).

El anticuerpo policlonal anti nitrotirosinas (NITT12-A) se obtuvo de Alpha Diagnostic (San Antonio, TX).
Los anticuerpos secundarios anti-mouse y anti-rabbit conjugado con peroxidasa de rabano se
obtuvieron de Upstate Charlottesville, USA).

Los anticuerpos secundarios anti-rabbit y anti-mouse conjugados con Alexa Fluor-488 y Alexa Fluor-

594 fueron obtenidos de Molecular Probes (Eugene, OR).
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Los anticuerpos monoclonales anti catepsina B (ab58802), anti CoxIV (ab14744) y los policlonales anti
mitofusina 2 (ab50838), anti Opal (ab42364), anti FIS1 (ab71498) y anti MLN64 (ab3478) fueron
obtenidos de Abcam (Cambridge, UK).

El anticuerpo monoclonal anti citocromo C (556432) se obtuvo de BD Pharmingen (New jersey, USA)
Los anticuerpos usados como control de carga, el anticuerpo policlonal de conejo anti b-actina fue
obtenido de Santa Cruz Biotechnology y el, anticuerpo policlonal de conejo anti anti-e-COP fue donado

gentilmente por el Dr Monty Krieger; Massachusetts Institute of Technology, Cambridge, MA, USA.

6.1.4 Modelos de estudio
En el presente estudio se utilizaron lineas celulares, cultivo primario y animales de experimentacion

gue se describen a continuacion:

6.1.4.1 Fibroblastos deficientes de NPC1

En el laboratorio disponemos de lineas celulares de fibroblastos de ratén wild type (WT) y con
mutaciones en el gen de NPCI. Los fibroblastos WT fueron gentilmente donados por el Dr.
Schuchman del Source Department of Genetics & Genomic Sciences, Mount Sinai School of Medicine
(New York, USA). Los fibroblastos con mutaciones en la proteina NPC1 (Npcl’/’) fueron donados
gentilmente por el Dr. Petel Lobel del Departamento de Farmacia de la University of Medicine and
Dentistry of New Jersey- Robert Wood Johnson Medical School (New Jersey, USA).

Los fibroblastos fueron mantenidos en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero fetal
de bovino y 1% de antibidtico-antimicdtico a 37°C y 5% de CO, en una incubadora Water-Jacketed

3250 (Forma Scientific, Marietta, USA).

6.1.4.2 Células de Ovario de Hamster Chino deficientes de NPC1

Las células CHO-K1 fueron obtenidas de American Type Cultura Collection (ATCC) (Vancouver,
Canadd). Las células CHO-K1 deficientes para la proteina NPC1 fueron gentilmente donadas por la Dra.
Laura Liscum del Tufts University School of Medicine (Boston, Massachusetts, USA).

Estas células fueron mantenidas en medio de cultivo F12 suplementado con 7,5% de suero fetal de
bovino y 1% de antibidtico-antimicético a 37°C y 5% de CO; en una incubadora Water-Jacketed 3250

(Forma Scientific, Marietta, USA).
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6.1.4.3 Neuronas de hipocampo de rata

Hipocampos de ratas Sprague-Dawley en estado embrionario fueron disecados, y los cultivos
primarios de hipocampo fueron preparados como se describe por Alvarez et al. [49]. Las células
hipocampales fueron sembradas en pocillos recubiertos con poli-lisina, mantenidas en medio
neurobasal y suplementadas con B27, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de Estreptomicina por 5-7
dias antes de los tratamientos posteriores. Para inhibir la proliferacion glial, se anadié 2 uM de

Arabinésido de citosina (AraC) en el tercer dia del cultivo, el que fue removido dos dias después.

6.1.4.4 Linea celular HT22

Las células HT22 son una linea celular neuronal de hipocampo que fueron obtenidas mediante la
inmortalizacidon de un cultivo primario de neuronas de hipocampo de ratdn. Estas células fueron
gentilmente donadas por la Dra. Alejandra Alvarez del Departamento de Biologia Celular y Molecular
de la Facultad de Ciencias Bioldgicas.

Los cultivos fueron mantenidos en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de suero fetal de
bovino y 1% de antibiético-antimicdtico a 37°Cy 5% de CO, en una incubadora Water-Jacketed 3250.
Las neuronas (tanto las de cultivo primario como las HT22) fueron tratadas con U18666A a una
concentracion final de 1 pg/mL para tratamientos cortos (menores de 1 dia) y de 0,5 pg/mL para

tratamientos por tiempos largos.

6.1.4.5 Linea Celular HepG2

Las células HepG2 provienen de un hepatocarcinoma humano y poseen morfologia epitelial. Estas
células fueron obtenidas desde American Type Culture Collection (ATCC) (Vancouver, Canadd). Los
cultivos fueron mantenidos en medio de cultivo Advanced MEM suplementado con 10% de suero fetal
de bovino y 1% de antibidtico-antimicdtico a 37°C y 5% de CO, en una incubadora Water-Jacketed
3250. Al momento de la infeccién con adenovirus el medio de cultivo se cambid por Advanced MEM

suplementado con 2% de suero fetal de bovino.

6.1.4.6 Animales de experimentacion

En el Departamento de Gastroenterologia disponemos de ratones silvestres BALB/c y deficientes para
la proteina NPC1 (Npc1”), BALB/c npc™, que fueron gentilmente donados por el Dr. Peter Pentchev
(Seccidon de Patofisiologia Celular y Molecular de la rama de Neurologia Metabdlica y del Desarrollo,

National Institute of Neurological Disorders and Stroke, National Institutes of Health, Bethesda, USA).
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Ademas disponemos de los ratones de la cepa C57BL/6 que fueron utilizados para los experimentos de
infeccidon con adenovirus.

Los ratones se mantienen actualmente en el vivero del Departamento de Gastroenterologia de la
Facultad de Medicina de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, a temperatura controlada (212C) y
sometidos a un régimen de luz correspondiente a ciclos alternados de 12 h (luz: 9 AM — 9 PM) para la
mantencion de un ritmo circadiano constante.

Los animales tienen libre acceso a agua y a una dieta estandar (Prolab RMH 3000) obtenida de PMI
Feeds Inc. (Brentwood, USA). Esta dieta estandar tiene una composicion de 22% de proteina, 5% de
grasa y 0.02% de colesterol y permite una adecuada reproduccion y crecimiento de los ratones
manteniendo un estado metabdlico estable.

Luego del destete, los ratones fueron genotipificados mediante PCR de DNA obtenido de la cola. Los
procedimientos en ratones forman parte del proyecto Fondecyt 1110310 de la Dra. Zanlungo vy
cuentan con la aprobacién ética correspondiente del Comité de Bienestar Animal (CEBA) de la

Facultad de Medicina de la P. Universidad Catdlica de Chile.

6.2 METODOS

6.2.1 Anestesia, sacrificio y toma de tejidos de los animales

Los animales fueron anestesiados con una mezcla de xilacina (0,12 mg por cada 10 g animal)/ketamina
(0,8 mg por cada 10 g animal). Para preparar homogenizados de proteinas y extraer RNA se removi6 el
higado, se congelé en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C. Para purificar mitocondrias se
extrajo el higado y se procedié inmediatamente a la homogenizacién. Para fijar los animales, éstos
fueron perfundidos intracardiacamente con 50 mL de NaCl 0,9% y posteriormente con PFA 4%. Los
cerebros fueron removidos y mantenidos en postfijacién con PFA 4% por 24 h. A continuacion, los
cerebros se mantuvieron en una solucién de sacarosa al 30 % por 48-72 h. Los cerebros fueron

cortados en un cridstato a 40 um de espesor.

6.2.2 Cultivo primario de neuronas hipocampales de rata

Los hipocampos de ratas en el dia embrionario 18 fueron disectados y los cultivos fueron preparados
como se describe brevemente. Se removieron los hipocampos de las ratas y se incubaron con tripsina
0,25% por 17 min. Luego se inactivd la tripsina con suero de caballo, se retiré el sobrenadante y se

realizaron 3 lavados con medio Hanks 1X. Los hipocampos se resuspendieron en 2-3 mL de medio de
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adhesién a 379C vy el tejido se disgregd con un suave pipeteo. Las células se centrifugaron, el pellet fue
lavado con medio de adhesién y las células se volvieron a disgregar, utilizando una pipeta Pasteur de
menor didmetro. Este proceso se repitid una tercera vez y luego las células se contaron en una cdmara
Neubauer. Las neuronas hipocampales fueron sembradas en placas cubiertas con polilisina y
mantenidas en medio neurobasal suplementado con B27 con 100U/mL de penicilina y 100 pg/mL de
estreptomicina por 5 dias antes de tratarlas. Para inhibir la proliferacién glial, a los cultivos se les
agrego Arabinésido de Citocina (AraC) en el tercer dia de cultivo quedando en una concentracién final

de 2uM por un tiempo total de 48 horas.

6.2.3 Tratamiento de células con U18666A
Los cultivos fueron tratados con U18666A a una concentracion final de 1 pug/mL para tratamientos

cortos (24 horas) y de 0,5 pg/mL para tratamientos por tiempos largos.

6.2.4 Transfecciones de células CHO

Las células CHO fueron mantenidas en medio F12 suplementado con SFB al 7,5%, 100 U/mL de
penicilina y 100mg/mL de estreptomicina. Brevemente, se sembraron 1x10° de células CHO WT y NPC
en placas de cultivo de 60 mm y luego de 24 horas se realizd la transfeccidon con 15 ul de Dharmafect y
la cantidad suficiente de siRNA para obtener una concentracion final en la placa de 5 nM para cada
siRNA empleado, tanto para siRNA-control (nontargeting siRNA #1, D-001210) y el siRNA-MLN64
(siIGENOME duplex #3 D-048833) que se encuentran en la plataforma de Dharmacon, y que fueron
obtenidos de GE Healthcare Dharmacon. Después de incubar 5 min a temperatura ambiente se mezcld
los siRNA con el reactivo de transfeccidon dharmafect y se incubd a temperatura ambiente por 20 min.
Posteriormente, se agregd la mezcla a cada pocillo, que contenian 3 ml de medio sin antibidticos. Se
incubd 24 h a 37°C en atmdsfera 5% CO2 saturada de humedad. Luego de este periodo, el medio fue
reemplazado por F12 completo por 72 horas. El grado de deplecidn de la proteina fue testeado por

inmunofluorescencia contra MLN64.

6.2.5 Inmunofluorescencias indirectas de los cultivos celulares

Una vez finalizado el tratamiento de las células, éstas fueron lavadas con PBS 1X vy fijadas en
Paraformaldehido al 4%, Sacarosa 4% en PBS 1X suplementado con CaCl2 10 uM y MgCI2 1 uM (PBS-
CM), por 20 min a temperatura ambiente y permeabilizadas con Tritén X-100 al 0,1% por 10 min a

temperatura ambiente.
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Posteriormente, se bloqued con una solucién de Gelatina al 0,2% en PBS 1X por 20 min a temperatura
ambiente, en cdmara humeda. Los anticuerpos primarios fueron incubados en cdmara humeda, a 42C
durante toda la noche. Luego de lavar 3 veces por 15 min con PBS-CM se procedié a incubar el
anticuerpo secundario en cdmara humeda, protegida de la luz, a temperatura ambiente por 2 h.
Finalmente, se lavaron 3 veces por 15 min con PBS 1X y después de eliminar el exceso de liquido, se
montaron con solucién de montaje Fluoromont y se dejé polimerizar en oscuridad durante toda la
noche. Las diluciones de los anticuerpos se prepararon en solucién de bloqueo segun se indica: anti
rabbit nitrotirosina (NITT12-A, 1:100); anti rabbit MLN64 (ab3478, 1:500), anti mouse citocromo C
(556432, 1:200), los anticuerpos secundarios anti-mouse y anti-rabbit conjugados con Alexa Fluor 488

y Alexa Fluor 594 fueron utilizados en una dilucién 1:1000.

6.2.6 Tinciones de filipina y Hoescht

Tincién con Filipina en células: después de haber realizado las inmunofluorecencias, las células se
incubaron con Filipina 25 pug/mL por 30 min en oscuridad.

Tincidn con Hoescht: una vez realizada las inmunofluorescencias, las células fueron incubadas con

Hoescht (Sigma) a una concentracion final de 0,05ug/mL por 30 min en oscuridad.

6.2.7 Homogenizados de proteinas de cultivos celulares y de tejido para western blot

Para lisar las células se utilizd la solucion tampdn RIPA alto detergente (Tris-HCI 50 mM; pH 7,4, NaCl
150 mM, NP40 1%, Deoxicolato Sédico 0,5%, SDS 0,1%, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM) mas inhibidores de
proteasas (1 pg/ul 27 Leupeptina, 1 pug/ul Pepstatina, 1 mM PMSF), utilizando un volumen de 100 pl
por cada placa de 60 mm. Luego de los raspados a 4°C, el homogenizado se pasa a tubos eppendorfy
la suspensidon obtenida se centrifugd a 13000 g por 10 min a 4°C. Se recuperd el sobrenadante
obtenido y se cuantificd la cantidad de proteinas totales presentes por el método del acido
bicinconinico (BCA) usando un sistema comercial.

Para la preparacion de homogenizados de higado se homogenizé el higado completo, para
posteriormente seguir con la purificacion de mitocondrias, en amortiguador de homogenizacion
(Manitol 225 mM, sacarosa 75 mM, EGTA 0,1 mM, BSA 1mg/ml, Hepes 10 mM) utilizando el un
homogeneizador Dounce. Para homogenizar higado congelado se tomaron 0,15 g de tejido hepatico
congelado y se mezclaron con 1 ml de amortiguador de homogenizacion (Tris 20 mM, MgCI2 2 mM,
sacarosa 0.25 M pH 7,2) y antiproteasas como PMSF (0,035g/ml de etanol), leupeptina (10mg/ml H20)

y pepstatina (2mg/ml metanol) y se homogenizaron mediante un homogenizador mixer mil (Retsch).
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El homogenizado resultante se centrifugé a 3000 g a 4°C por 10 min. Se recuperd el sobrenadante

obtenido y se cuantificd la cantidad de proteinas totales presentes.

6.2.8 Analisis mediante western blot de lisados celulares y homogenizados de higado

Para el analisis de western blot se utilizaron 50 pg de proteinas de lisado de células y 50 ug de
homogenizado total de higado. Las muestras fueron sometidas a electroforesis denaturante en un gel
al 10%, 12% o 15% de poliacrilamida-0,1% dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) segun el peso molecular
de la proteina a analizar en amortiguador Tris-HCl 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, SDS 0,1% p/v a 100
V por 1.5-2 h y luego transferidas a una membrana de PVDF o nitrocelulosa en amortiguador Tris-HCl
25 mM pH 8,3, glicina 192 mM, metanol 20% v/v a 350 mA por 1 h. Después de la transferencia, la
membrana fue bloqueada con 20 mL de leche al 5% en TBS suplementado con Tween 20 0,1% por
toda la noche en agitacion a 4°C. Posteriormente, la membrana se incubé con el anticuerpo primario
en la misma solucién de bloqueo por una hora a temperatura ambiente. Para controlar la carga
proteica de cada muestra, la membrana se cortd y se incubd con un anticuerpo policlonal anti e-cop
preparado en conejo en una dilucion 1:5000 en TBS/Tween 20 0.1%/leche 5% por 1 h a temperatura
ambiente. Luego, se procedid a lavar ambas membranas 3 veces con TBS/Tween 20 0,1% por 5 min y
se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente en una dilucién 1:5000 SFB-10% en
TBS/Tween 20 0,1%/leche 5% por 1 h a temperatura ambiente.

Las diluciones de los anticuerpos primarios usados fueron: anti MLN64 1:1000; anti catepsina B
1:1000, anti CoxIV 1:1000, anti mitofusina 2 1:1000, anti Opal 1:1000, anti FIS1 1:250.

La union del complejo anticuerpo primario/anticuerpo secundario a las muestras proteicas fue
visualizada usando el procedimiento de quimioluminiscencia (Perkin Elmer Life Sciences, Inc.) y
expuestas en un film Super HR-GB Fuji, que se reveld manualmente.

Las sefiales detectadas en los western blots se cuantificaron mediante el programa Imagel.

6.2.9 Infeccion de células HepG2 con adenovirus Ad. MLN64

Las células HepG2 en cultivo fueron infectadas con una dosis previamente estandarizada de
adenovirus Ad.MLN64. En placas de 60 mm de didametro (80% confluencia) se infecté con 1.65x10°
particulas virales en 3 ml de DMEM 2% suero fetal bovino, 1% antibiético-antimicético. Luego de 4 h
se suplementaron con suero fetal bovino para alcanzar una concentracion final de suero del 5%. A las

48 h post-infeccion se procedid a cosechar las células mediante raspado para posteriormente lisarlas
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en una solucién de lisis. A estos lisados se les midié la concentracién de proteinas para realizar los

ensayos de western blot y medicién de colesterol.

6.2.10 Infeccién de ratones C57BL6/J con adenovirus Ad. MLN64

Para administrar el virus, los animales fueron anestesiados con isoflurano. Se ubicd la vena de la cola 'y
se inyecté por via intravenosa 1x10™ particulas de adenovirus recombinante en 0,1 mL de
amortiguador fosfato salino con una jeringa insulina de 0,5 mL. Como grupos controles, se utilizaron
animales inyectados con el adenovirus recombinante control Ad.E1A que no lleva ningun transgen. A
las 48 h post infeccion los animales fueron sometidos a eutanasia y remocién del higado, el cual se

lavé en suero fisioldgico y se congelo para su posterior uso.

6.2.11 Infeccién de células y ratones Balb/c con adenovirus Ad.shMLN64

Para disminuir los niveles de expresion de MLN64 in vivo se disefid un adenovirus que contiene un
shRNA para MLN64 de ratdon. Este adenovirus fue creado usando el kit comercial Knockout™
Adenoviral RNAi System 1 (Clontech).

Para administrar el virus, los animales fueron anestesiados con isoflurano. Se ubicé la vena de la colay
se inyectd por via intravenosa 1x10™ particulas de adenovirus recombinante en 0,1 mL de
amortiguador fosfato salino con una jeringa insulina de 0,5 mL. A los 7 dias post infeccion los animales
fueron sometidos a eutanasiay remocién del higado y plasma. El higado fue usado posteriormente
para purificar mitocondrias.

Las células fueron infectadas con una dosis de 1,4x10° particulas virales por cada 2,5 x 10° células

utilizando el mismo procedimiento que para la infeccion con Ad.MLN64.

6.2.12 Fraccionamiento subcelular y purificacion de mitocondrias

El fraccionamiento subcelular se realizd con el fin de obtener una fraccion enriquecida en
mitocondrias. Para esto se hizo un homogenizado de tejido (cerebro e higado) usando un
homogeneizador Dounce en 5 ml de amortiguador A (manitol 225 mM, sacarosa 75 mM, EGTA 0,1
mM, BSA 1mg/ml, hepes 10 mM) por cada 1g de tejido. El homogenizado se centrifugd 15 min a 700 g.
Se recuperd el sobrenadante y se centrifugd a 10000 g. El precipitado que corresponde a las
mitocondrias crudas se re suspendié en amortiguador B (sacarosa 395 mM, EGTA 0,1 mM, hepes 10
mM). El extracto crudo de mitocondrias fue sometido a ultracentrifugacion por 35 min a 95000 g en

un gradiente discontinuo de percoll. De esta ultracentrifugacion se obtiene una banda que
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corresponde a las mitocondrias purificadas. Esta banda es recuperada y sometida a una siguiente

purificacion mediante inmunoprecipitacion.

6.2.13 Purificacion de mitocondrias mediante inmunoprecipitacion

Con el fin de obtener mitocondrias purificadas sin contaminacién de otros organelos la fraccion que se
obtuvo al centrifugar el gradiente de percoll se procesé segun instrucciones del fabricante del sistema
comercial para purificar mitocondrias (MACS, Milenyi Biotec). Brevemente la muestra se incubé toda
la noche en la disolucidon de separacién y el anticuerpo anti-TOM22 acoplado a bolas magnéticas.
Luego esta mezcla se pasé por las columnas de separacién montadas en un soporte magnético.
Finalmente para recuperar las mitocondrias las columnas fueron liberadas del soporte magnético y de
la elucion de las columnas se recuperd las mitocondrias purificadas. Las proteinas fueron cuantificadas
con el método del BCA y las muestras congeladas a -20 °C hasta su uso.

La pureza de las fracciones fue comprobada mediante western blot usando como marcador de

lisosomas la proteina catepsina B y como marcador de mitocondrias la proteina CoxIV.

6.2.14 Tincién con las sondas Mitotracker red, Mitotracker green y Mitosox

Para evaluar el potencial de membrana se utilizé la sonda fluorescente MitoTracker Red CMXRos
(Molecular Probes), la que corresponde a una tincidn fluorescente roja que tifie mitocondrias en
células vivas y cuya acumulacion depende del potencial de membrana. Para marcar las mitocondrias
de forma independiente del potencial de membrana se utilizé la sonda Mitotracker Green (Molecular
Probes). Las células en cultivo se sembraron a un 40% de confluencia, se lavaron con medio HANK a
37°Cy se incubaron con la sonda por 30 min a 37°C. Para extraer el exceso de sonda se lavé con HANK
3 veces por 10 min y se observé usando un microscopio confocal.

Para evaluar la produccién de superdxido mitocondrial se utilizé la sonda fluorescente MitoSOX™ Red
(Molecular Probes), que se dirige a la mitocondria selectivamente y es rdpidamente oxidado por el
superéxido mitocondrial, pero no por otras especies reactivas de oxigeno, produciendo fluorescencia
roja. Las células en cultivo se sembraron a un 40% de confluencia, se lavaron con medio HANK a 37°C
y se incubaron con la sonda por 10 min a 37°C. Para extraer el exceso de sonda se lavd con HANK,

inmediatamente las células fueron observadas usando un microscopio confocal.
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6.2.15 Estudio de morfologia mitocondrial en células MEF

Para estudiar la morfologia de las mitocondrias se utilizd la linea celular de fibroblastos de embridon de
raton (MEF), las que fueron transfectadas para expresar establemente la proteina fluorescente
cerulean acoplada a la secuencia de destinacién mitocondrial de 20 aminodcidos del C-terminal de la
proteina humana Bcl-xL. Estas células fueron gentilmente donadas por el laboratorio de la Dra.
Alejandra Alvarez de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la PUC. Las células fueron observadas al
microscopio confocal, donde se obtuvieron imagenes en 3 dimensiones para posteriormente hacer un
analisis estructural y determinar el porcentaje de esfericidad de las mitocondrias mediante el
programa IMARIS.

Las MEFs fueron tratadas con U18 a una concentracion de 1ug/ml por 24 h para evaluar la morfologia
mitocondrial en un modelo NPC. Para estudiar el efecto de la sobreexpresion de MLN64 las MEFs

fueron infectadas con 1,4 x10° particulas virales por cada 2,5 x 10° células por 48 horas.

6.2.16 Ensayo de funcionalidad mitocondrial por reduccién del MTT

El ensayo de MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolio) es un ensayo
colorimétrico para la medicién de la actividad de las enzimas mitocondriales que reducen el tetrazolio
a un compuesto coloreado que se puede medir por espectrofotometria. Las células se sembraron a un
90% de confluencia, se retird el medio de cultivo y se agregd 250 pl de MTT al 10 % en PBS. Las células
se incubaron por 4 h a 37 2C. Posteriormente se agregd 200 ul de solucidn para terminar la reaccion
de MTT vy se incubd de 15-20 h a 37 2C. Finalmente se midié la D.O. 570 nm en el espectrofotémetro.
Los resultados de viabilidad celular se expresaron como porcentaje de D.O. por mg de proteina,

asumiendo los valores de los controles sin tratar como el 100%.

6.2.17 Consumo de Oxigeno de tejidos y células

Para medir consumo de O, en tejidos se utiliz6 homogenizado total o mitocondrias crudas utilizando el
medio MiR05 (EGTA 0,5 mM, MgCl2-6H20 3 mM, K-lactobionato 60mM, Taurina 20mM, KH2P0O4 10
mM, HEPES 20mM, Sucrosa 110mM, BSA 1 g/l, pH 7,1) y se utilizé el equipo respirometro Oxygraph-2k
(OROBOROS instrument), el que tiene un sensor para medir con alta resolucion el consumo de
oxigeno, tanto de células intactas como de mitocondrias aisladas u homogenizado total de tejido.

Para medir consumo de O, en células se utilizé el equipo XF24 de Seahorse Bioscience. Las células
fueron sembradas 20000 células en placas de 24 pocillos de Seahorse Bioscience 24 h antes del

experimento. 1 hora antes de realizar la medicion las células se lavaron en PBS 1X y se agregd 700 ul
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de DMEM sin suero y sin bicarbonato, suplementado con glucosa 10 mM, piruvato 1 mM y glutamato
2 mMy se dejaron a 37 °C por una hora.

Tanto para tejidos como células se utilizd el experimento clasico para evaluar consumo de O, que
consiste en adicionar 3 compuestos a la muestra. La primera inyeccién es Oligomicina, que inhibe la
sintesis de ATP por el bloqueo del canal de protones de la parte ATP sintetasa (complejo V), en
consumo de Oxigeno en estas condiciones puede ser utilizado para distinguir el porcentaje de
consumo de O, dedicado a la sintesis de ATP y el porcentaje de consumo de O, necesarios para
superar la pérdida natural de protones a través de la membrana mitocondrial interna. La segunda
inyeccidon es FCCP (cianuro de carbonilo-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone), que es un iondforo
portador de iones moviles. Se trata de un agente de desacoplamiento, ya que altera la sintesis de ATP
por el transporte de iones de hidrégeno a través de la membrana mitocondrial en lugar del canal de
protones de la ATP sintasa (complejo V). Este colapso del potencial de membrana mitocondrial
conduce a un rapido consumo de energia y oxigeno sin la generaciéon de ATP. En este caso, tanto la
tasa de consumo de oxigeno (OCR) como la tasa de acidificacién extracelular (ECAR) aumentardn,
debido al desacoplamiento de OCR, y ECAR como el intento de las células para mantener su balance
de energia mediante el uso de la glucdlisis para generar ATP. El FCCP se puede utilizar para calcular la
capacidad mdxima respiratoria de las células. En la tercera inyeccion se afiade rotenona, un inhibidor
de Complejo I. Se observara una disminucién de la OCR, debido a la funcién mitocondrial alterada, con
un aumento concomitante de la ECAR ya que la célula se desplaza hacia un estado mas glucolitico con

el fin de mantener su balance energético.

6.2.18 Actividad de ATPasa

Esta técnica se basa en la determinacién colorimétrica del fosfato inorganico producido a partir de
ATP por la ATPasa de muestras de mitocondrias aisladas de tejido segin el método de Sumner [50].
Brevemente 1mg de proteinas de la fraccidon de mitocondrias purificadas fueron incubadas en 2 ml de
amortiguador (KCL 100 mM, Tris/HCL 10mM, pH 7,3) a 30 °C por 5 min. Luego para empezar la
reaccién se adicioné ATP para llegar a una concentracion final de 4 mM. A los 10 min la reaccion se
detuvo con 6% de 4acido tricloroacético (TCA), se centrifugd a 2500 g por 10 min y se determind el
fosfato inorgéanico liberado al sobrenadante mediante una reaccién colorimétrica a una longitud de

onda de 660 nm.
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6.2.19 Medicién del contenido de colesterol mitocondrial

El contenido de colesterol mitocondrial de higado de ratones C57/BL6 se cuantificé en la fraccion
purificada de mitocondrias, mediante HPLC (high performance liquid chromatography) usando una
columna de fase reversa pBondapak C18 10-um (30 cm x 4 mm didmetro interior) siguiendo el
protocolo de Duncan y cols. [51].

El contenido de colesterol en mitocondrias purificadas de higado de ratones Balb/C y en
homogenizado de células se midid usando el sistema comercial Amplex Red Cholesterol Assay
(Invitrogen).

Ademds para medir el contenido de colesterol mitocondrial en células se utilizé6 una aproximacion
indirecta de medicion de colesterol colocalizando marcadores de mitocondria con marcadores de

colesterol libre como Citocromo C y filipina respectivamente.

6.2.20 Determinaciones de glutation hepatico y mitocondrial

Para las determinaciones de glutation en mitocondrias purificadas de higado se utiliz6 un método
enzimatico que detecta la aparicion de un compuesto coloreado que se produce a partir del DNTB, el
cual es cuantificado en un espectrofotometro. Las muestras se recolectaron en tubos que contenian 2
mL de una solucién de acido sulfosalicilico al 5% para evitar oxidaciones. Estas muestras se diluyeron
20 veces en este mismo acido. Se tomaron 25 plL de las diluciones, se les agregé 700 uL de NADPH
25mg/100mL en amortiguador (buffer stock: 0,12M Na2HPO4, 0,023M NaH2P04, 0,0063M EDTA, pH
7,5), 100 puL de DTNB 6mM en amortiguador, 175 pL de agua y 2 unidades de la enzima glutation
reductasa a cada muestra. Se incubd por 15 min y se determind la absorbancia a 412 nm.

Para aislar el GSH citosdlico del GSH mitocondrial en células se usé el protocolo descrito por Lluis y
cols.[52]. Brevemente las células fueron despegadas usando un rastrillo y fueron resuspendidas en
100 ul de PBS 1X. Esta suspension de células fue mezclada con 100 ul de digitonina (15 mg/ 10 ml de
250 mM manitol, 20 mM EDTA, 17 mM hepes). Esta mezcla fue centrifugada a 13.000 rpm por 2 min
en un tubo que contenia TCA al 10% y una mezcla con 5 partes de silicona y 1 parte de parafina.
Posterior a la centrifugacién se forman dos fases acuosas, una sobre la silicona:parafina y otra abajo
gue contiene el TCA. El GSH citosdlico se obtuvo de la fase acuosa sobre la silicona:parafina y el GSH
mitocondrial se obtuvo de la fase acuosa con TCA. Finalmente el GSH en las fracciones se midi6

usando el sistema comercial Glutathione Colorimetric Detection kit, de Arbor Assays.
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6.2.21 Microscopia electrénica de higado de ratones Balb/C

Para estudiar la morfologia mitocondrial en cortes de higado se usdé microscopia electrdnica. Luego de
sacrificar a los ratones se removio el higado y se guardd un trozo de higado en solucién de fijado para
microscopia electrénica. Posteriormente los tejidos fueron procesados por la Unidad de Microscopia
Avanzada (UMA) de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Catdlica de Chile y las
fotografias fueron obtenidas en el Microscopio Electrénico de Transmision de la misma unidad. El

tamafio de las mitocondrias fue evaluado usando el programa Image J.

6.2.22 Tratamiento de los animales con GSH-EE y Piracetam

Desde el dia post nacimiento 7 y hasta que de acuerdo a las tablas de supervision diaria se determiné
el sacrificio humanitario, los ratones Balb/C WT y Npc1” fueron inyectados de forma diaria cada 12 h
con GSH EE (1,25 mmol/ kg) o con suero fisioldgico (vehiculo). Ademas otro grupo fue tratado con una
inyeccidén diaria de Piracetam (300 mg/kg) a partir de las 4 semanas de vida hasta que se determin¢ el
sacrificio. A partir de las 4 semanas de vida de los ratones se realizaron las pruebas conductuales y

motoras.

6.2.23 Pruebas Locomotoras, ganancia de peso y sobrevida de ratones

Para la prueba de Hanging, los animales se colocaron con sus patas delanteras en el centro de una
barra horizontal (3 mm de didmetro y 35 cm de longitud) donde se observé su comportamiento
locomotor durante 30 s. En esta prueba al ratén se le asigndé un puntaje de 0 a 5 basado en sus
habilidades motoras, siendo cero el peor puntaje y 5 el maximo, de acuerdo a los pardmetros
definidos por Voikar y cols [53] . Los valores asignados fueron los siguientes: 0, se cae antes de 10's; 1,
se mantiene agarrado a la barra con sus dos patas delanteras; 2, trata de trepar con sus patas traseras
hacia la barra; 3, se agarra a la barra con sus dos patas delanteras y una o dos traseras; 4, se agarra de
la barra con su 4 patas y la cola; 5, se escapa activamente de la barra y llega hasta un extremo. Esta
prueba se realizé a partir de las 4 semanas

Para la prueba de la barra los animales fueron entrenados desde las 4 semanas de vida para caminar
sobre una barra de aluminio de 1 metro de largo y 3 cm de ancho. La prueba se realizé 1 vez por
semana a contar de las 2 semanas de tratamiento. Se analizd el nimero de caidas de los animales,
permitiendo un maximo de 5 caidas. Esta prueba fue adaptada de Voikar y cols [53].

Ademas los ratones fueron supervisados diariamente para registrar la ganancia de peso, ya que este

parametro es un indicador del estado de salud del animal. Adicionalmente, se realizaron estudios de
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sobrevida, para lo cual los ratones NPC tratados fueron sacrificados cuando presentaron un deterioro
significativo indicativo de sufrimiento de acuerdo al protocolo aprobado por el Comité de Etica de

Bienestar Animal.

6.2.24 Analisis Estadistico

Los resultados se expresaron como promedio * error estdndar de la media. Las diferencias
observadas entre los promedios de los pardmetros determinados para todos los grupos fueron
valoradas estadisticamente mediante la aplicacién del test de t-Student para datos pareados, usando
el software de andlisis estadistico Graph Pad Prism (Graph Pad Software, Inc., San Diego, USA). Una
diferencia entre grupos experimentales se considerd estadisticamente significativa cuando el valor p

fue menor de 0,05.
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7 RESULTADOS

7.1 Las células modelo de la enfermedad NPC presentan disminucion del potencial de membrana y
alteraciones en la morfologia mitocondrial

La disfuncion mitocondrial juega un rol clave en muchas enfermedades neurodegenerativas y con
compromiso hepatico [54], por lo que quisimos evaluar la funcién mitocondrial en varios modelos
celulares de la enfermedad NPC.

Un buen modelo in vitro de la enfermedad NPC corresponde a células tratadas con el compuesto
U18666A (U18), droga que produce acumulacién de colesterol en lisosomas en las células generando
un fenotipo NPC [55]. Ademas en el laboratorio disponemos de modelos genéticos que presentan
mutaciones en el gen de NPC1 y no expresan la proteina. Como se muestra en la figura 4 nuestros

modelos acumulan colesterol como se espera para las células NPC.

A. Modelos farmacoldgicos B. Modelos Genéticos

Control U18666A WT

Células HT22 Fibroblastos de ratén

Células de ovario de
hamster chino (CHO)

Fibroblastos de
embrién de raton

Figura 4: Los modelos celulares NPC acumulan colesterol libre.

Los diferentes modelos celulares fueron fijados y tefiidos con 25 pg/ml de filipina, para marcar colesterol libre,
montados y observados al microscopio. (A) Para inducir el modelo NPC las células fueron tratadas con una
concentracion de U18666A de 0,5 pug/ml por 48 h. (B) Los modelos genéticos son células que tienen mutaciones
en el gen de la proteina NPC1. Cada experimento se repitié 3 veces. Para cada set experimental se obtuvieron 10
imagenes.

Para evaluar el potencial de membrana mitocondrial (PMM) se utilizé la sonda fluorescente
Mitotracker Red (Molecular Probes®). Esta tincidon es especifica para mitocondrias y su acumulacion

depende del potencial de membrana.
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Se evalud el PMM en cultivo primario de neuronas de hipocampo de rata (NHC), en células HT22
derivadas de cultivo primario de neuronas inmortalizadas de hipocampo de ratén, tratadas con U18,
en fibroblastos de ratén y en células CHO con mutaciones en el gen de NPC1. Como se puede observar
en la figura 5 todos los modelos evaluados presentan disminucidn en la intensidad de la fluorescencia
de Mitotracker red (MT red), lo que indica que hay una disminucién en el PMM. Al marcar las
mitocondrias con MT red también se puede observar la morfologia mitocondrial. En muchas
oportunidades observamos que las mitocondrias de las células tratadas con U18 y de las células
deficientes de NPC1 presentan una forma mas pequeiia y redondeada que las células control.

Como el MT red es una sonda que marca la mitocondria de forma dependiente del potencial de
membrana no es la herramienta mas adecuada para evaluar morfologia mitocondrial, por lo que para
corroborar alteraciones en la morfologia mitocondrial en células NPC utilizamos fibroblastos de ratén
en estado embrionario (MEFs) que fueron trasfectados para expresar establemente un constructo de
la proteina fluorescente cerulean con la sefial de destinacion mitocondrial de la proteina Bcl-xL y
fueron tratados con U18. En estas células es posible estudiar la morfologia mitocondrial sin utilizar
tinciones para visualizar la mitocondria que puedan ser perjudiciales para la célula. Como se observa
en la figura 6 las células tratadas con U18 presentaron una marcada fragmentacién de las
mitocondrias, lo que fue evaluado cuantitativamente mediante un programa computacional disefiado
para evaluar el porcentaje de esfericidad de las mitocondrias en imagenes obtenidas en 3 dimensiones
(Slidebook software (Intelligent Imaging Innovations)). De acuerdo a nuestras observaciones al
cuantificar el porcentaje de esfericidad, que mientras mas cercano a 1 es mds esférico, se encontrd
que el tratamiento con U18 aumenta el porcentaje de células con mitocondrias esféricas (round) en

comparacion a las células control (Fig. 6B).
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Figura 5: Los modelos celulares NPC presentan disminucion en el potencial de membrana
mitocondrial.

Los diferentes modelos celulares fueron tefiidos con la sonda Mitotracker Red a una concentracién 25 nM por 30
min a 37°C. Posteriormente fueron fijadas y montadas para ser observadas al microscopio. La intensidad de la
fluorescencia se cuantificd con el programa Image J. (A) Las neuronas de hipocampo de rata y las células HT22
fueron tratadas con U18666A 0,5 ug/ml por 48 h. (B) Fibroblastos de ratén y células CHO silvestres (WT) y
fibroblastos y células CHO mutantes para la proteina NPC1 (Npcl'/'). *diferencia significativa en comparacion al
control con p<0,05 en test de T-Student. Cada experimento se repitid 3 veces. Para cada set experimental se
obtuvieron 10 imagenes de las cuales se realizd la cuantificacién seleccionando como region de interés (ROI)
cada célula por separado.
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Figura 6: Los fibroblastos de embriéon de ratéon tratados con U18 presentan alteraciones en la

morfologia mitocondrial.

Los fibroblastos de embridn de ratdn (MEF) con una transfeccion estable para expresar la proteina de fusion que
contiene un dominio de destinacién a la membrana externa mitocondrial acoplado a la proteina fluorescente
cerulean fueron tratadas por 48h con 0,5 pg/ml de la droga U18666A y observadas al microscopio confocal (A).
Las imagenes fueron obtenidas en 3D para hacer un andlisis completo de la morfologia mitocondrial mediante el
programa computacional IMARIS que cuantifica esfericidad de las mitocondrias (B). Cada experimento se repitid
3 veces. Para cada set experimental se obtuvieron 3 imagenes en 3D.

Estas alteraciones en la morfologia mitocondrial puede deberse a alteraciones en los procesos de
dindmica mitocondrial que abarcan procesos de fusidon y fision. Para evaluar estos procesos
analizamos la expresion de las proteinas reguladoras de la fusion como OPA1 y MFN2 y las reguladoras
de la fision con FIS1. Para realizar este experimento utilizamos el modelo genético de células CHO
deficientes para NPC1 para evitar posibles artefactos inducidos por la droga U18.

Como se observa en la figura 7A las células CHO-NPC presentan alteraciones visibles en la morfologia
mitocondrial y al analizar las proteinas marcadoras de la dindmica mitocondrial encontramos que las
células NPC presentan aumento en la proteina de fisién FIS1 (Fig.7B) en comparacién con las células

WT.
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Figura 7: Las células CHO NPC presentan aumento del marcador de fision FIS1

(A) Para evaluar la morfologia mitocondrial las células fueron tefiidas con la sonda fluorescente Mitotracker
green y fueron observadas al microscopio de fluorescencia. Cada experimento se repitié 3 veces. Para cada set
experimental se obtuvieron 5 imagenes (B) Western blot de proteinas reguladoras de la dindmica mitocondrial.
Las células fueron homogenizadas y para realizar el western blot se cargo 50 pg de proteina por carril. Las
proteinas MFN2 y OPA1 son marcadores de fusion y la proteina FIS1 es marcador de fision. Como control de
carga se utilizd la proteina £-cop. *diferencia significativa en comparacion al control con p<0,05 en test de T-
Student. Cada experimento se repitio 3 veces, y cada set experimental se hizo por triplicado.

En conjunto estos resultados demuestran que existe disminuciéon del potencial de membrana
mitocondrial en diferentes modelos celulares NPC y que existen alteraciones en la morfologia
mitocondrial. Los resultados sugieren que los cambios en la morfologia mitocondrial pueden deberse

a alteraciones en los procesos de fusion y fisién mitocondrial.

7.2 Las mitocondrias de los tejidos de los ratones Npcl’ son mas pequefas y presentan
alteraciones en la dinamica mitocondrial en comparaciéon con las mitocondrias de los ratones
WT

Ya que en modelos celulares NPC encontramos alteraciones en la morfologia mitocondrial quisimos

evaluar si estos resultados se reproducian en higado de ratones Npcl'/' .
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A. Microscopia electrénica de higado B. Western Blot de marcadores de
dindmica mitocondrial
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Figura 8: Las mitocondrias de higado de ratones Npc1'/' son mas pequefias y presentan disminucién

de MFN2

Los ratones fueron sacrificados a las 8 semanas de edad. El higado fue extraido y una parte se conservo para la
obtencién de muestras de microscopia electrdnica y el resto fue homogenizado para purificar mitocondrias. A)
Analisis de higado por microscopia electrdnica, el tamafo mitocondrial fue cuantificado midiendo el darea
mitocondrial usando el programa imagen vy los resultados fueron expresados como promedio + SEM. Se analizé
higado de dos ratones (WT y NPC), de cada higado se analizaron 3 cortes histolégicos y de cada corte se
obtuvieron 5 imagenes. B) Para el andlisis por Western blot de marcadores de la dindmica mitocondrial en cada
carril se cargd 50 ug de proteinas de la fraccién enriquecida en mitocondria. La intensidad de cada banda se
cuantificd usando el programa image J. Como control de carga se utilizd la proteina mitocondrial CoxIV. *
diferencias estadisticamente significativas con p<0,05. El experimento se realizé 3 veces con 3 individuos para
cada fenotipo.

Para evaluar si en higado de ratones habia alteraciones en la morfologia mitocondrial y si ademas
existian alteraciones en los procesos de dindmica mitocondrial observamos higado de ratones usando
microscopia electrdnica y evaluamos la expresién de proteinas marcadoras de dinamica mitocondrial.
Como se observa en la figura 8A las mitocondrias de los higados de los ratones Npcl”™ son
significativamente mds pequefias en comparacién con las mitocondrias de los ratones WT. Como se
observa e la figura 8B la expresion de la proteina de fusion MFN2 esta disminuida significativamente

en un 30% en las mitocondrias de higado de ratones Npc1”” en comparacién con las WT.
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Estos resultados sugieren que el predominio de mitocondrias pequefias en higado de ratones Npcl'/'

puede deberse a alteraciones en la dindmica mitocondrial, y que existe una disminucién en la fusion.

7.3 Las células modelo de la enfermedad NPC presentan aumento en la produccion de superdxido
mitocondrial

Para analizar si los cambios en el potencial de membrana observados en nuestros modelos NPC y los
cambios en la morfologia mitocondrial tenian consecuencias en la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) mitocondrial, evaluamos la produccién de superéxido mitocondrial en células HT22
tratadas con U18 y en células CHO NPC, usando la sonda fluorescente Mitosox (Molecular Probes)
que ingresa a la mitocondria, es oxidado por el superdxido mitocondrial y es retenido en las
mitocondrias.

En la figura 9A se puede observar que las células HT22 tratadas con U18 presentan un aumento
significativo de Mitosox indicando la presencia de estrés oxidativo mitocondrial. Este resultado se
reprodujo en las células CHO-NPC, como se observa en la figura 9B.

En conjunto hasta ahora los resultados demuestran que existen alteraciones en la funcidn
mitocondrial en diferentes modelos NPC. Estas alteraciones podrian relacionarse a un aumento del
contenido de colesterol en la membrana mitocondrial, que se ha demostrado que es perjudicial para

varios procesos que ocurren en la mitocondria [30, 34].
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Figura 9: Las células modelo NPC presentan aumento de las especies reactivas de Oxigeno

mitocondrial.

Los diferentes modelos celulares fueron tefidos con la sonda Mitosox a una concentracion 5 mM por 20 min a
37°C. Inmediatamente fueron observadas al microscopio. La intensidad de la fluorescencia se cuantificd con el
programa Image J. A) Las células HT22 fueron tratadas con U18666A 0,5 ug/ml por 48 h. B) Células CHO
silvestres (WT) y células CHO mutantes para la proteina NPC1 (Npcl'/'). *diferencia significativa en comparacion
al control con p<0,05 en test de T-Student. Cada experimento se repitid 3 veces. Para cada set experimental se
obtuvieron 10 imagenes de las cuales se realizd la cuantificacion seleccionando como regién de interés (ROI)
cada célula por separado.

7.4 Los higados de los ratones Npc1” presentan aumento del contenido de colesterol mitocondrial

Se ha demostrado que una de las posibles causas de disfuncién mitocondrial son cambios en la
estructura lipidica mitocondrial, especialmente en el colesterol libre presente en la membrana [56].
Para evaluar el contenido de colesterol mitocondrial es necesario obtener una fraccién pura de
mitocondrias sin contaminaciones con otros organelos. Para medir el contenido de colesterol en

células purificamos mitocondrias de lisados celulares de células CHO. Como se observa en la figura
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10A fuimos capaces de obtener una fraccién enriquecida en mitocondrias y con poca contaminacién
con otros organelos como los lisosomas. Al evaluar los niveles de colesterol celular total (Fig. 10B) no
se observé diferencias entre las células silvestres (WT) y las células NPC. Este no era el resultado
esperado, ya que como se muestra en la figura 4B las células CHO NPC acumulan colesterol, por lo
tanto esperdbamos encontrar un aumento en el contenido de colesterol total. Al evaluar el contenido
de colesterol mitocondrial (Fig.10C) no encontramos diferencias. Probablemente el aumento de
colesterol mitocondrial en estas células es muy discreto y es necesario utilizar otros métodos para
cuantificar los niveles de colesterol mitocondrial en este modelo. De hecho utilizando un método
indirecto de medicién de colesterol otros grupos han demostrado que existe aumento del contenido
de colesterol mitocondrial en células CHO NPC [25, 33, 36].

Dado que no encontramos diferencias significativas en las células CHO NPC y es muy dificil purificar
mitocondrias con alto rendimiento y la alta pureza necesarias para medir colesterol mitocondrial
decidimos evaluar el contenido de colesterol mitocondrial en mitocondrias aisladas de higado de
ratén Npcl”. Como se observa en la figura 10D obtuvimos mitocondrias de alta pureza, lo que se
puede apreciar por la ausencia de los marcadores de endosomas tardios y lisosomas Lampl vy
Catepsina B. De acuerdo a lo esperado los higados de los ratones Npcl” presentaron un aumento en
el contenido de colesterol libre total (Fig. 10E). Interesantemente y de acuerdo a nuestra hipdtesis
encontramos que el colesterol mitocondrial se encuentra significativamente aumentado en
mitocondrias de higado de ratones Npc1” en comparacion a los WT (Fig. 10F).

Los resultados obtenidos, junto con otros datos publicados, sugieren que existe un aumento en el
contenido de colesterol mitocondrial en las células y tejidos NPC.

Como se menciond anteriormente el aumento de colesterol en la mitocondria es perjudicial para la
funcién mitocondrial. El siguiente paso fue evaluar procesos celulares que se ha demostrado que

estan alterados cuando existen alteraciones en el contenido de colesterol mitocondrial.
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Figura 10: Las mitocondrias de higado de ratén NPC presentan aumento del contenido de colesterol
mitocondrial.

Para medir el colesterol mitocondrial se realizé un fraccionamiento subcelular. Para evaluar la pureza de la
fraccién mitocondrial se hizo western blot. En cada carril se cargé 50 ug de proteina. La proteina Catepsina B
(CatB) y Lamp1 son marcadores de lisosomas, la proteina Cox IV es un marcador mitocondrial. El contenido de
colesterol se midié usando un kit comercial (invitrogen) en el homogenizado total y en la fraccion enriquecida en
mitocondrias. (A) caracterizacién de mitocondrias purificadas de células CHO. (B) Colesterol total y (C) colesterol
mitocondrial de células CHO. n=5 (D) Caracterizacién de mitocondrias purificadas de higado de ratdn. (E)
Colesterol total y (F) colesterol mitocondrial de higado de ratén n=5. *diferencia significativa en comparacion al
control con p<0,05 en test de T-Student.

7.5 Las células NPC presentan disminucion de la defensa antioxidante y aumento de estrés
oxidativo.

El colesterol presente en las membranas mitocondriales determina la fluidez de las membranas y de

esta fluidez depende el transporte de glutatién hacia la mitocondria [35]. El glutatién mitocondrial es

un importante antioxidante y evita el exceso de radicales libres en la mitocondria. Los radicales libres,

moléculas claves en el desarrollo de numerosas enfermedades y en particular el estrés oxidativo

mitocondrial, se han demostrado determinantes en el control de la funcionalidad de la mitocondria y

en consecuencia de la viabilidad celular. Como observamos que en las células NPC existe un aumento
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del colesterol mitocondrial y ademas un aumento en la produccién de anidn superdxido quisimos
evaluar los niveles de GSH. Como se observa en la figura 11A los niveles de GSH total y GSH
mitocondrial estan disminuidos en las células CHO-NPC en comparaciéon con las células WT. Esta
disminucion en la defensa antioxidante podria explicar el aumento de ROS mitocondrial observado

previamente.
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Figura 11: Las células NPC presentan disminucion de la defensa antioxidante y aumento del dafio
oxidativo.

(A) El contenido de glutatién (GSH) se midié en homogenizado total celular (GSH total), en la fraccidn citosédlica y
en la fraccion mitocondrial usando un kit comercial. n=5 (B) Las células CHO silvestres (WT) y las células CHO
mutantes para NPC1 (NPC) fueron sembradas para realizar inmunofluorescencia contra proteinas
nitrotirosinadas usando un anticuerpo primario anti nitrotirosina (N-Tyr) y un anticuerpo secundario
fluorescente verde (alexa fluor 488), fueron fijadas y observadas al microscopio. La fluorescencia fue
cuantificada usando el programa Imagel. * diferencias estadisticamente significativas con p<0,05 en
comparacién al control. Cada experimento se repitid6 3 veces. Para cada set experimental se obtuvieron 5
imagenes de las cuales se realizé la cuantificacién seleccionando como region de interés (ROI) cada célula por
separado.
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Como ya habiamos encontrado un aumento en la produccion de ROS mitocondrial y encontramos el
GSH disminuido quisimos evaluar si las células NPC presentaban dafio oxidativo. En la figura 11B se
observa que las células CHO NPC presentan aumento en las proteinas nitrotirosinadas, en
comparacion con las células WT, lo que es un indicativo de la presencia de dafio oxidativo celular.

Estos resultados en conjunto sugieren que existe un desbalance en el estado redox de las células NPC
y como consecuencia se produce un aumento del dafio oxidativo. El aumento de produccién de ROS
en la mitocondria a la vez puede deberse por alteraciones en la cadena respiratoria. Una forma de

evaluar el funcionamiento de la cadena respiratoria es evaluar el consumo de oxigeno en la célula.

7.6 Las células NPC no presentan alteraciones en el consumo de oxigeno en presencia de glucosa,
piruvato y glutamato.

Es posible obtener Informacién valiosa sobre el estado fisiolégico de las células a través de la
medicidn de la tasa de oxigeno consumido por las células para la produccién de ATP. Para evaluar la
tasa de consumo de oxigeno (OCR) o respiracién mitocondrial en células se usé el analizador XF
(Seahorse Bioscience), el que mide en tiempo real el consumo de O, en las células de forma no
invasiva. Ademas, las células también pueden generar ATP a través de la glucdlisis, es decir, la
conversion de glucosa a lactato, independiente de oxigeno. Este proceso también se puede cuantificar
usando el analizador XF mediante la medicidn del acido lactico producido indirectamente a través de
los protones liberados en el medio extracelular que rodea las células, lo que provoca la acidificacion
del medio y proporciona la velocidad de acidificacién extracelular (ECAR).

La tasa de consumo de oxigeno (OCR) basal fue establecida por las primeras 3 mediciones como se
muestra en la Figura 12A. Oligomicina, un inhibidor de la ATP mitocondrial-sintasa se inyectd en el
medio para estimar el OCR acoplado a la sintesis de ATP. El OCR que permanece después de agregar
oligomicina corresponde al OCR residual, éste menos el OCR no mitocondrial puede ser atribuido a la
fuga de protones o “leak mitocondrial”. Al afiadir el desacoplador FCCP para determinar la OCR
maxima, seguido de antimicina-A, un inhibidor de la respiracién mitocondrial, para determinar las
fuentes no mitocondriales de consumo de oxigeno, se observo que las células WT y las células NPC no
presentan diferencias significativas en ninguno de los parametros evaluados. Tampoco mostraron
diferencias en la ECAR. Apoyando nuestros resultados, recientemente fue publicado un trabajo en el
gue se observd que las células CHO NPC no presentan cambios en el consumo de O, en comparacién

con células WT en presencia de glucosa. Sin embargo, en presencia de glucosa y glutamina si se
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detectaron cambios significativos en la OCR basal, cambios en la razén ADP/ATP vy la respiracion
madxima, lo que sugiere que existe un aumento en la glicdlisis en las células NPC [36], los que nosotros
no habriamos detectado por los substratos utilizados en los experimentos.

Como las células in vitro son capaces de adaptarse a las condiciones de cultivo para sobrevivir,
probablemente es mds dificil ver los cambios en el consumo de oxigeno en estas condiciones y
ademds como previamente habiamos encontrado cambios mas significativos en higado de ratén

quisimos evaluar el consumo de oxigeno en tejidos de ratones Npcl’/’.

7.7 Las mitocondrias aisladas de higado de ratén Npc1'/' no presentan alteraciones en el consumo
de oxigeno y presentan alteraciones en la actividad de la ATPasa.

Previamente se demostréd que no existen alteraciones en la funcidn de los complejos LILII, IV y V
mitocondriales en cerebro de ratones Npcl”, encontrandose sélo alteraciones en el complejo V:
ATPasa, ATPsintasa [25]. Sin embargo, para hacer estas mediciones se evalud la actividad enzimatica
de estos complejos y no el consumo de oxigeno, que es una mejor herramienta para evaluar la
funcionalidad de toda la cadena respiratoria en conjunto. Para determinar si existian alteraciones en la
cadena respiratoria en higado de los ratones Npcl1” nosotros cuantificamos el consumo de oxigeno
usando el equipo Oxygraph-2k (Oroboros). Primero evaluamos la tasa de consumo basal, el leak
mitocondrial, la respiracion maxima y la respiracion no mitocondrial y no encontramos diferencias
entre las mitocondrias provenientes de los higados de los ratones Npc1”" comparados con los ratones
WT (Fig. 12B).

Posteriormente, evaluamos el consumo de oxigeno estimulando cada complejo de la cadena
respiratoria con sus substratos para determinar si habia diferencias en la utilizacién de sustratos en
higado de ratones WT y Npc1” y nuevamente no encontramos diferencias (Fig. 12C). Estos resultados
sugieren que no existen alteraciones en el consumo de oxigeno en estas condiciones.

Como se menciond anteriormente, se habia descrito que los ratones Npc1”™ presentaban alteraciones
en la actividad de la ATPasa, y esta enzima es susceptible a los cambios del contenido de colesterol en
la membrana mitocondrial [30]. Al evaluar la actividad de esta enzima en mitocondrias aisladas de
higado y de cerebro se encontré una disminucion tanto en higado como en cerebro de ratones Npc1™”

(Fig. 12D).
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Figura 12: Las mitocondrias aisladas de higado de ratén Npc1'/' no presentan alteraciones en el
consumo de oxigeno y presentan alteraciones en la actividad de la ATPasa

(A) Par medir consumo de oxigeno en células se utilizé el equipo XF-Seahorse. Las células fueron sembradas
(50x103 cels/pocillo) con XF-DMEM en placas XF de 24 pocillos 24 horas antes de realizar la medicion. Los valores
de OCR se normalizaron con el contenido total de proteinas en los pocillos correspondientes y se expresaron
como pmol / min / mg de proteina. 10x de: oligomicina (20mM), FCCP (10mM), antimicina A (40mM), y rotenona
(10 mM) diluido en medios XF se cargan en los puertos de inyeccion indicadas en la placa. Cada punto es el
promedio de 5 pocillos independientes de células WT y células NPC. n=2. (B) El consumo de oxigeno en higado
de ratén se midié en el respirémetro Oxygraph-2k (Oroboros Instrument). Cada grafico es una imagen
representativa de 3 mediciones. Se utilizé el medio MIR05. Se midid el consumo de oxigeno basal, luego se
agrego oligomicina (omy), FCCP y finalmente rotenona y antimicina A. (C) El flujo de oxigeno en estado 2
atribuible al complejo I (Cl) se midié mediante la adicion Glutamato (concentracion final 2 mM) y Malato (2mM),
posterior a ello se agregd succinato (10mM) con lo que se midid la oxidacién adicional del complejo Il (CI + 1I).
Para obtener la respiracion maxima se agregd FCCP (1ImM) Finalmente, el transporte de electrones a través de
complejo | y lll fue inhibida por la adicién secuencial de rotenona (0.1 mM) y antimicina A (2,4 M)
respectivamente para obtener el flujo de oxigeno independiente del sistema de transferencia de electrones. (D)
Los ratones WTy Npcl’/’ fueron sacrificados a las 8 semanas y se extrajo higado y cerebro. Las mitocondrias se
purificaron de tejido fresco mediante ultracentrigugacion. La actividad de la ATPasa fue determinada
cuantificando el fosfato organico (Pi) liberado por minuto por mg de proteina. n=5. * diferencias
estadisticamente significativas con p<0,05 en comparacién al control.
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Finalmente con los resultados obtenidos hasta ahora podemos decir que se realizd una caracterizaciéon
parcial de la funcidon mitocondrial en modelos NPC y encontramos que existen alteraciones en células
y tejidos NPC. Para evaluar la relevancia de estas alteraciones para la patogenia de la enfermedad se
hicieron tratamientos con piracetam que aumenta la produccidon de ATP y con GSH-EE que recupera

los niveles de GSH mitocondrial.

7.8 El tratamiento con Piracetam tiene un efecto protector de la funcion mitocondrial en células
modelo de la enfermedad NPC

Los resultados anteriores sugieren que existe disfuncion mitocondrial en células NPC, por lo que
quisimos evaluar el efecto in vitro de Piracetam (PIR), molécula potenciadora de la funcién
mitocondrial. Para evaluar el efecto de Piracetam se trataron células HT22 con la droga U18 por 24 y
48 h para inducir el fenotipo NPC. Ademas las células se trataron con una concentracion 1 mM de la
droga Piracetam por 24 h. Post tratamiento se analizé el PMM y la produccion de superéxido
mitocondrial. Como se observa en la figura 13A el Piracetam previene la bajada del PMM inducido por
el U18 a las 24 h, sin embargo no es capaz de rescatar la bajada del PMM inducido por el U18 a las 48
h. En la figura 13B se observa que el Piracetam disminuye la produccion de superdxido
significativamente de las células tratadas por 48 h con U18. Estos resultados en conjunto sugieren que
el Piracetam puede mejorar la disfuncion mitocondrial inducida por la droga U18, por lo que el
siguiente objetivo fue evaluar el efecto del Piracetam in vivo en ratones Npc1™".

Los ratones Npc1”"y WT fueron tratados desde el dia post natal 28 (p28) hasta las 8 semanas con una
dosis diaria de 300 mg/Kg de Piracetam. El tratamiento no tuvo efecto positivo en la ganancia de peso
(Fig. 13C). Ya que esta droga no tuvo efectos beneficiosos en ratones no se realizaron mas ensayos en

ratones por consideraciones éticas.

52



A. Mitotracker red en células HT22 tratadas
con Piracetam

B. Mitosox en células HT22 tratadas
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Figura 13: El tratamiento con Piracetam tiene un efecto protector de la funcion mitocondrial en

células modelo de la enfermedad NPC

Las células HT22 fueron tratadas con U18666A por 24 y 48 h con una dosis de 0,5 pg/ml. Ademas se realizé un
(A) Post tratamiento las células se incubaron con la

co-tratamiento de 24 h con una dosis de Piracetam 1mM.
sonda Mitotracker red por 30 min a 37°, se fijaron vy
fluorescencia se cuantificd usando el programa Imagel. (B

Mitosox para determinar presencia de superodxido. La intensidad de la fluorescencia se cuantificd usando el
programa Imagel. (C) Los ratones fueron tratados diariamente desde p28 hasta p60 con una dosis de 300 mg/ kg
r el efecto del tratamiento. El n experimental fue el

y fueron supervisados y pesados diariamente para evalua
siguiente: WT PIR=1, Npc1” (KO) salino=2, Npc1” (KO) PI
p<0,05 en comparacion al control.
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7.9 El tratamiento con GSH-EE produce un efecto positivo en la ganancia de peso de los ratones
Npcil +

Como se mostré anteriormente, los modelos de células NPC presentan disminucidn en los niveles de
GSH mitocondrial. Por esta razén, tratamos a los ratones WT y a los ratones Npc1 7 con éster de GSH
(GSH-EE), una molécula derivada del GSH que no necesita de transportadores para llegar a la
mitocondria ya que difunde pasivamente a través de las membranas. El objetivo de este tratamiento
fue recuperar los niveles de mGSH en los ratones Npcl + y asi disminuir el estrés oxidativo y lograr
una mejoria en estos ratones.
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Figura 14: El tratamiento con GSH-EE produce un efecto positivo en la ganancia de peso de los

ratones Npc1 o+

Los ratones fueron tratados desde el séptimo dia de nacidos cada 12 h con éster de glutation (GSH-EE) o
vehiculo. (A) Curva de sobrevida de Kaplan-Meier. (B) Los ratones fueron supervisados y pesados diariamente
para registrar las variaciones en el peso durante el tratamiento. (C) Test para evaluar el compartimento
locomotor de los animales. Para el test de la barra un puntaje mas bajo indica mejor desempefio, en el caso del
test “hanging” un mayor puntaje indica mejor desempefio. El n experimental para todos los test fue el siguiente:
WT salino=4, WT GSH=2, Npc1”" (ko) salino=5, Npc1” (ko) GSH-EE=6.
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Al tratar los ratones con 1,25 mmol/kg de GSH-EE dos veces al dias observamos un efecto positivo en
la ganancia de peso entre las 5 y las 12 semanas de vida pero no observamos un aumento en la
sobrevida (Fig. 14). Al evaluar el comportamiento locomotor de los animales no observamos

diferencias significativas en las pruebas de la barray de “hanging”.

A. Niveles de GSH en higado B. Niveles de GSH en cerebro
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Figura 15: Niveles de GSH mitocondrial en tejido de ratones de 8 semanas WTy Npc1'/'

Los ratones fueron tratados desde el séptimo dia de nacidos cada 12 h con éster de glutation (GSH-EE) o
vehiculo, fueron sacrificados y se purificd mitocondrias de higado y de cerebro para medir GSH. (A) Niveles de
mMGSH en higado de ratones. (B) Niveles de GSH en cerebro de ratones. n higado: WT salino=2, WT GSH=1, Npc1
r (ko) salino=3, Npcl'/' (ko) GSH-EE=3. . n cerebro: WT salino=1, WT GSH=1, Npcl'/' (ko) salino=1, Npcl'/' (ko)
GSH-EE=3.

Estos resultados muestran que el tratamiento con GSH-EE produce un aumento en el peso de los
ratones pero no logra aumentar la sobrevida de los ratones Npc1 7. Esto puede explicarse porque la
terapia no recupera los niveles de mGSH a los niveles esperados (Fig.15) en los ratones Npcl?,
probablemente debido la forma de administraciéon o a la dosis usada.

En conclusion no pudimos evaluar la relevancia de la disfuncion mitocondrial en la enfermedad de
NPC y no se puede descartar que los resultados obtenidos con Piracetam y GSH-EE pueden deberse a

gue ademas de la disfuncidon mitocondrial en NPC existen otros factores que llevan a un aumento del
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estrés oxidativo [54] y probablemente una terapia conjunta con otros antioxidantes podria tener
mejores efectos.

En esta tesis se propone que la disfuncién mitocondrial en las células NPC es causada por un aumento
del transporte de colesterol hacia la mitocondria. Un posible candidato responsable de este transporte
de colesterol hacia la mitocondria es la proteina MLN64, ya que es una proteina se expresa en los
endosomas y lisosomas en todos los tejidos y posee alta homologia con la proteina StAR que

transporta colesterol hacia la mitocondria en tejidos esteroidogénicos.

7.10 Laexpresion de MLN64 esta aumentada en modelos NPC.

Interesantemente, al analizar la expresién de MLN64 en células CHO por Western blot (Fig. 16A) y por
inmunofluorescencia (Fig. 16B) encontramos que las células NPC presentan mayores niveles de la
proteina MLN64 que las células WT. En el higado de ratones se encontré un aumento de 1,7 veces de
la expresion génica de MIn64, evaluado por gPCR (Fig. 16C), y un aumento de 2,4 veces en los niveles
de la proteina MLN64, evaluado por WB (Fig. 16D).

El aumento de expresion de MLN64 en modelos NPC se ha demostrado por primera vez en este
trabajo. Este hallazgo y datos de la literatura sugieren que MLN64 podria estar involucrado en el
aumento del contenido de colesterol mitocondrial observado en modelos NPC, por lo que decidimos
evaluar la participacién de esta proteina en la funcion mitocondrial y el contenido de colesterol

mitocondrial en modelos NPC evaluando el efecto de la inhibicion de la expresion de MLN64.
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Figura 16: Los niveles de expresion de MLN64 estan aumentados en modelos NPC.

(A) Western blot para MLN64, en cada carril se cargaron 50 pug de homogenizado total de células silvestres (WT)
y células mutantes para NPC1 (NPC). Como control de carga se uso la proteina épsilon Cop (€-Cop). La intensidad
de las bandas fue cuantificada usando el programa imagel. Como control positivo (C+) se utilizd homogenizado
de células HepG2 infectadas con un adenovirus recombinante para MLN64. n=3 B) Las células WT y NPC fueron
sembradas para realizar la inmunofluorescencia contra la proteina MLN64. Se usé un anticuerpo primario anti
MLN64 y un secundario fluorescente verde (alexa fluor 488). La intensidad de la fluorescencia se cuantificd
usando el programa Imagel. Los ratones fueron sacrificados y se extrajieron trozos de higado para preparar RNA
y proteinas. (C) qPCR para MLN64, el Npcl‘/‘ fue comparado con el WT que presenta una expresion relativa 1y
los datos fueron normalizados por los valores del 18S. n=3 (D) Las proteinas del homogenizado total fueron
separadas por electroforesis y analizadas por Western blot. Como control de carga se utilizé ecop. n=5 *
diferencias estadisticamente significativas con p<0,05.
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7.11  El siRNA contra MLN64 logra disminuir los niveles de la proteina y produce aumento del
potencial de membrana y disminucién de la produccién de superdxido en células NPC.

Para estudiar la participacién de MLN64 en la disfuncién mitocondrial decidimos disminuir los niveles
de MLN64 en las células CHO NPC, ya que previamente observamos que estas células tienen un
aumento en la expresion de MLN64. Para disminuir los niveles de MLN64 usamos un ARN de
interferencia (siRNA, por sus siglas en inglés) dirigido contra la secuencia de MLN64 y probamos
diferentes condiciones. Para chequear la efectividad de los siRNA evaluamos la expresion de MLN64
mediante inmunofluorescencia y qPCR. La expresion de MLN64 disminuye significativamente a las 72y
a las 96 h con una concentracion de siRNA de 5 nM (datos no mostrados). Los siguientes
experimentos se realizaron usando una concentracidon de 5 nM por 96 horas. Como se observa en la
figura 17A la expresion de MLN64 no disminuye en todas las células transfectadas con el siRNA-
MLNG64, pero existen poblaciones de células que presentan disminucion de la expresion de MLN64.

El siguiente paso fue determinar la funcién mitocondrial en las células tratadas con el siRNA. Como
previamente se mostré que las células NPC presentan disminucidon del potencial de membrana,
aumento en la produccién de superdxido mitocondrial y disminucidon en el contenido de GSH,
evaluamos estos parametros en las células tratadas con siRNA-MLN64. Para cuantificar el PMM vy la
produccidn de superdxido mitocondrial sélo se consideraron las células que presentaban disminucidn
en la expresion de MLN64.

Como se puede observar en la figura 17 las células NPC transfectadas con el siRNA-MLN64 presentan
un aumento en el potencial de membrana y una disminucidon en la produccién de superdxido en
comparaciéon con las células NPC sin transfectar. Al cuantificar los niveles de GSH en homogenizado
total de células no se encontraron diferencias significativas entre las células NPC transfectadas con el
siRNA-MLN64 vy las células no transfectadas, sin embargo los niveles de GSH de las células NPC
transfectadas con siRNA-MLN64 son comparables a los niveles de las células WT, lo que sugiere que la
disminucion de la expresién de MLN64 produce una recuperacion en los niveles de GSH en las células
NPC. En conjunto estos resultados sugieren que la disminucion de la expresion de MLN64 es
beneficiosa para las células CHO NPC y que este efecto beneficioso podria tener relacion con una

disminucion en el transporte de colesterol hacia la mitocondria.
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Figura 17: La deplecion de MLN64 en células CHO NPC recupera el potencial de membrana
mitocondrial y disminuye los niveles de ROS mitocondrial.

Las células CHO silvestres (WT) y las células CHO mutantes para Npcl (NPC) fueron sembradas y transfectadas
con una concentracién de 5 UM de siRNA por 96h. Para evaluar el potencial de membrana se utilizo tinciéon por
Mitotracker red y para medir produccion de superdxido mitocondrial se utilizé la sonda fluorescente Mitosox,
posteriormente fueron fijadas y se realizé inmunofluorescencia con un anticuerpo primario anti MLN64 y un
secundario fluorescente verde (alexa fluor 488). Para cuantificar la fluorescencia de ambas sondas se selecciond
sélo las células que presentaban disminucion de la expresion de MLN64. A) inmunufluorescencia para MLN64
(verde). La intensidad de la fluorescencia de mitotracker red (B) y Mitosox (C) se cuantificd usando el programa
Imagel. Cada experimento se repitid 3 veces. Para cada set experimental se obtuvieron 5 imagenes de las cuales
se realizé la cuantificacidon seleccionando como regién de interés (ROI) cada célula por separado. * diferencias
estadisticamente significativas con p<0,05 en comparacion al control. D) el contenido de GSH total se midié en
homogenizado total de células.
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7.12  La deplecién de MLN64 en higado de ratones Npc1’ produce disminucién del colesterol
total y aumento del contenido de colesterol mitocondrial

Para lograr mejores niveles de inhibicién de la expresion de MLN64 se utilizd un adenovirus para

expresar un ARN de interferencia (“short hairpin” RNA, shRNA) dirigido contra MLN64 y se infecté

ratones Npc1” logrando una disminucion de la expresion de MLN64 en el higado (Fig. 18Ay B).
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Figura 18: La deplecién de MLN64 en higado de ratones Npc1’ produce disminucién del colesterol
total y aumento del contenido de colesterol mitocondrial

Los ratones WT y Npcl’/’ (NPC) fueron infectados con un adenovirus recombinante que contiene un shRNA
contra MLN64 (Ad.shRNA.MLN64) por 7 dias. Los ratones fueron sacrificados y se extrajieron trozos de higado
para preparar RNA y proteinas. (A) gPCR para MLN64, cada grupo fue comparado con el WT que presenta una
expresion relativa 0 y los datos fueron normalizados por los valores del 18S. Como control positivo (+) se utilizd
un animal infectado con Ad.MLN64. n=3 (B) Las proteinas del homogenizado total fueron separadas por
electroforesis y analizadas por Western blot. Como control de carga se utilizé ecop. n=4 * diferencias
estadisticamente significativas con p<0,05. (C) Colesterol total en homogenizado de higado. n=4 (D) Contenido
de colesterol de mitocondrias purificadas mediante ultracentrifugacién, gradiente de percoll e
inmunoprecipitacion. n WT=5, n NPC= 8, n NPC+shMLN64= 3. * diferencias estadisticamente significativas con
p<0,05.
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Previamente vimos que los ratones Npcl"/' tienen aumentados los niveles de colesterol mitocondrial y
nuestra hipotesis es que MLN64 transporta colesterol hacia la mitocondria en células NPC. Al contrario
de lo que esperabamos encontramos un aumento del contenido de colesterol mitocondrial y una
disminucion del colesterol libre total (Fig. 18C y D) en higado de ratones que fueron infectados con el
adenovirus shRNA-MLN64. Estos resultados inesperados son interesantes ya que es primera vez que
se observa que la depleciéon de MLN64 produce aumento de colesterol mitocondrial en tejidos NPCy a
la vez son controversiales con otros resultados publicados en otros tipos celulares. Hasta ahora no
tenemos una explicacion para estos resultados, que parecen ser contrarios a nuestra hipétesis. Es
posible especular que la disminucion de la expresién de MLN64 activa una via de transporte adicional
de colesterol a la mitocondria. Un posible candidato seria la proteina NPC2, la que se ha reportado
puede mediar transporte de colesterol a la mitocondria en ausencia de NPC2[57].

La informacién que existe hasta ahora sugiere que la funcién de MLN64 es compleja y puede estar
regulada por muchos factores. Por otra parte, es posible que la funcién de MLN64 se encuentre
alterada en modelos NPC. Si bien el modelo de inhibicién de la expresién de MLN64 entregd
informacién interesante, es posible que parte de la respuesta observada se deba al aumento
compensatorio en la expresién de otras proteinas involucradas en el transporte de colesterol a la
mitocondria en el ratdon NPC. Considerando lo anterior quisimos complementar nuestros resultados

con un modelo de sobreexpresiéon de MLN64 en ratones silvestres.

7.13 La sobreexpresion de MLN64 en higado de ratén y células HepG2 produce aumento del
contenido de colesterol mitocondrial

Para lograr la sobreexpresion de MLN64 en higado utilizamos un adenovirus recombinante que
contiene el cDNA de MLN64, Ad.MLN64, vy lo inyectamos via venosa en ratones C57BL6/J silvestres.

Al infectar los ratones con Ad.MLN64 por 48 h logramos sobreexpresar la proteina MLN64 en el
higado (Fig. 19A). Para medir el contenido de colesterol mitocondrial purificamos mitocondrias por
fraccionamiento subcelular y luego por gradiente de percoll, de manera de obtener una fraccion libre
de contaminacién por otros componentes celulares (Fig. 19B). Concordante con nuestra hipdtesis se
observé que los higados de los ratones que sobreexpresan MLN64 presentaban mayor contenido de
colesterol mitocondrial que los ratones que fueron infectados con un adenovirus control Ad.E1A (Fig.

19C).
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Para medir el efecto de la sobreexpresién de MLN64 sobre el contenido de colesterol mitocondrial en
hepatocitos en cultivo infectamos células HepG2 con el Ad.MLN64 y se realizé una purificacion de
mitocondrias mediante inmunoseleccion magnética. Sin embargo, el rendimiento de la técnica no nos
permitid obtener la cantidad de mitocondrias necesarias para medir los niveles de colesterol. Como
alternativa se realizé una tincién de mitocondrias con el anticuerpo fluorescente anti-citocromo C
(CytC), y se marcd el colesterol libre con filipina y consideramos como colesterol mitocondrial la

colocalizaciéon entre ambas marcas.

A. Western blot para MLN64
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MLN64 —
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Figura 19: La sobreexpresion de MLN64 en higado de ratén produce aumento del contenido de
colesterol mitocondrial

Los ratones fueron infectados con una dosis Unica de adenovirus de 1x1011 particulas virales por 48 h. Post
infeccion se extrajo el higado y se realizd fraccionamiento subcelular y purificacion de mitocondrias por
gradiente de Percoll. A) Western blot anti MLN64 de homogenizado total de higado. B) caracterizacion de la
pureza de la fraccién mitocondrial mediante western blot para el marcador lisosomal catepsina B y el marcador
mitocondrial coxIV. C) Niveles de colesterol medidos por HPLC en la fraccidon de mitocondrias purificadas. n=5. *
diferencias estadisticamente significativas con p<0,05 en comparacién al control.

Como se observa en la figura 20A, las células que sobreexpresan MLN64 presentan mayor tincion para

filipina. Al colocalizar la marca para filipina con la marca para CytC (Fig. 20B) encontramos que las
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células que sobreexpresan MLN64 presentan un mayor indice de Pearson (Fig. 20C), indicando que las
mitocondrias de estas células tienen mayores niveles de colesterol.
Estos resultados sugieren que MLN64 mediaria el transporte de colesterol hacia la mitocondria tanto

en higado de ratones como en células HepG2.

A. Inmunofluorescencia para MLN64, CytC y flipina
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Figura 20: Contenido de colesterol mitocondrial en células HepG2 infectadas con un adenovirus
recombinante para MLN64.

Las células HepG2 fueron infectadas por 48 h con un adenovirus recombinante que carece de la regidn
codificante (Ad.E1A) y con un adenovirus que codifica para la proteina MLN64  (Ad.MLN64). A)
Inmunofluorescencia para MLN64 (rojo), CytC (verde) y tincion para filipina en células HepG2. B) Colocalizacién
de la proteina CytC y filipina. C) Coeficiente de Pearson de la colocalizacion entre CytC y filipina. Cada
experimento se repitié 3 veces. Se cuantificaron 5 imagenes por set experiemental.
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7.14 La sobreexpresion de MLN64 produce alteraciones mitocondriales en higado de ratones y en
células HepG2.
En el resultado anterior se demostré que la sobreexpresién de MLN64 produce aumento del colesterol
mitocondrial en higado de ratones y en células HepG2 en cultivo.
Para evaluar el efecto de la sobreexpresion de MLN64 sobre la funcién mitocondrial medimos el
consumo de oxigeno y la actividad de la ATPasa en mitocondrias aisladas de higado de ratén. Como se
observa en la figura 21A la sobreexpresiéon de MLN64 produce una disminucién en la respiracidn
maxima, lo que indica posibles alteraciones en la utilizacion de sustratos o disminucion en la
integridad de la cadena transportadora de electrones.
Al analizar la actividad de la ATPasa mitocondrial (Fig. 21B) encontramos que la sobreexpresién de
MLN64 produce una disminucion significativa de la actividad de la ATPasa, lo que podria relacionarse a
un aumento del contenido de colesterol mitocondrial, ya que existen evidencias que un aumento en el
contenido de colesterol en la membrana mitocondrial produce alteraciones en la actividad de la
ATPasa [25, 30].
Al infectar las células HepG2 con un adenovirus recombinante para MLN64 encontramos que no todas
las células sobreexpresaban MLN64, pero interesantemente sélo las células que sobrexpresaban
MLN64 presentaron disminucion en el PMM (Fig. 22A). Ademas, al evaluar la produccion de
superdéxido mitocondrial usando la sonda Mitosox encontramos que las células que sobreexpresaban
MLN64 presentaban mayor fluorescencia para Mitosox, lo que indica mayor produccién de superdxido
en mitocondrias (Fig 22B). Para controlar que la infeccidn con el adenovirus no fuera la causante de
estos fendmenos usamos el adenovirus control Ad.E1A. El Ad.E1A no produjo disminucién en el
potencial de membrana ni aumento en la fluorescencia de Mitosox. Lo siguiente que quisimos evaluar
fueron los niveles de GSH mitocondrial (mGSH) y ademas la funcionalidad mitocondrial usando el
ensayo de MTT ((3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difenil tetrazolio de bromo). La figura 22C muestra que
los niveles de mGSH estdn significativamente disminuidos en las células que sobreexpresan MLN64. Al
evaluar la viabilidad o funcionalidad mitocondrial por MTT encontramos que la infeccién con

Ad.MLN64 producia una disminucién significativa de la funcionalidad mitocondrial (Fig.22D).
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Figura 21: Consumo de oxigeno y actividad ATPasa en mitocondrias de higados de ratones
infectados con un adenovirus recombinante para MLN64.

Los ratones fueron infectados con un adenovirus recombinante y 48 h post-infeccidon fueron sacrificados. El
higado de homogenizé y se purificaron mitocondrias mediante ultracentrifugacén. A) Se midio la respiracidn
celular en mitocondrias utilizando el respirometro Oxygraph-2k (Oroboros Instrument). Cada grafico es una
imagen representativa de 3 mediciones. Se utilizé el medio MiR05. El flujo de oxigeno en estado 2 atribuible al
complejo | (Cl) se midié mediante la adicién Glutamato (2 mM) y Malato (2mM), posterior a ello se agregd

|II

succinato (10mM) con lo que se midié la oxidacion adicional del complejo Il (Cl + Il). Para obtener el “proton
leak” se agregd oligomicina (20 mM).Para obtener la respiraciéon maxima se agregd FCCP (1mM). Finalmente, el
transporte de electrones a través de complejo | y Ill fue inhibida por la adicién secuencial de rotenona (0.1 mM)
y antimicina A (2,4 M) respectivamente para obtener el flujo de oxigeno independiente del sistema de
transferencia de electrones. n=3 B) La actividad de la ATPasa fue medida en mitocondrias aisladas y se cuantifico

el Pi liberado por minuto por mg de proteina. n=5. * diferencias estadisticamente significativas con p<0,05.

Estos resultados en conjunto sugieren que la sobreexpresion de MLN64 produce disfuncion
mitocondrial in vivo e in vitro, la que, por los resultados anteriores, puede ser atribuida a un aumento

del contenido de colesterol mitocondrial.
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Figura 22: Alteraciones de la funcionalidad mitocondrial en células HepG2 infectadas con un

adenovirus recombinante de MLN64.

Las células HepG2 fueron infectadas por 48 h con un adenovirus recombinante que carece de la region
codificante (Ad.E1A) y con un adenovirus que codifica para la proteina MLN64 (Ad.MLN64). A) para evaluar el
PMM se usé la sonda fluorescente Mitotracker Red. Para identificar las células infectadas con el Ad.MLN64 se
realizd una inmunofluorescencia para marcar MLN64 (verde). La intensidad de la fluorescencia de mitotracker
Red se cuantificé utilizando el programa Imagel). B) Para cuantificar la produccion de superdxido en la
mitocondria se uso la sonda fluorescente Mitosox. C) Los niveles de glutation mitocondrial se midieron segun el
método de Tietze y fueron normalizados por los niveles de glutatién mitocondrial de las células que no fueron
*

infectadas. n=5. D) Para evaluar la funcionalidad de la mitocondria se realizd6 el ensayo de MTT. n=5.
diferencias estadisticamente significativas con p<0,05 en comparacién al control.
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7.15 Las células que sobreexpresan MLN64 presentan alteraciones en la morfologia mitocondrial
y en marcadores de dindmica mitocondrial

Cuando sobreexpresamos MLN64 en células HepG2 con el adenovirus Ad.MLN64 encontramos que un
porcentaje alto de las células infectadas por 48 h presentaban alteraciones en la morfologia
mitocondrial, presentando mitocondrias mas pequeiias y redondeadas. Para corroborar estas
observaciones se infectaron con Ad.MLN64 las células MEFs transfectadas establemente con Ia
proteina Bcl-xL-Cerulean para visualizar las mitocondrias. Como se observa en la figura 23A las
mitocondrias de las células infectadas con Ad.MLN64 se ven mas pequefias y redondeadas en
comparacion a las infectadas con el Ad.E1A. Al cuantificar el porcentaje de esfericidad se encontré que
la sobreexpresion de MLN64 aumenta en un la esfericidad de las mitocondrias (Fig. 23A). Estos
resultados sugieren que podrian existir alteraciones en la dindmica mitocondrial en las células que
sobreexpresan MLN64.

Por este motivo evaluamos marcadores de dinamica mitocondrial por Western blot y gPCR. Como se
ve en la figura 23B la sobreexpresion de MLN64 produce una disminucién significativa en los niveles
de la proteina de fusién MFN2. En conjunto estos resultados sugieren que la sobreexpresién de
MLN64 produce aumento en el contenido de colesterol mitocondrial y alteraciones en la morfologia y

en la dindmica mitocondrial en higado de ratones y en células.
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Figura 23: Las células que sobreexpresan MLN64 presentan fragmentacion mitocondrial y
disminucion de MFN2.

(A)Los fibroblastos de embrion de ratén (MEFS) con una transfeccién estable con una proteina de fusion que
contiene un dominio de destinacién a la membrana externa mitocondrial acoplado a la proteina fluorescente
cerulean (plasmido OMM-cerulean) fueron infectadas con un adenovirus recombinante que carece de la region
codificante (Ad.E1A) y con un adenovirus que codifica para la proteina MLN64 (Ad.MLN64) por 48 horas,
observadas al microscopio confocal y analizadas para calcular el indice de esfericidad (Round). Cada experimento
se repitid 3 veces. Para cada set experimental se obtuvieron 3 imdagenes en 3D. (B) Las células HepG2 fueron
infectadas por 48 h con Ad.E1A y con un Ad.MLN64, fueron homogenizadas y para realizar el western blot se
cargo 50ug de proteina por carril. Cada experimento se repitid 3 veces por duplicado. Las proteinas MFN2 y
Opal son marcadores de fusidn y la proteina FIS1 es marcador de fision. Como control de carga se utilizé la
proteina actina. *p<0.05
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En conjunto los resultados obtenidos hasta ahora permiten proponer que MLN64 media el transporte
de colesterol hacia la mitocondria, que el aumento del colesterol mitocondrial tiene un efecto
negativo sobre la funcion mitocondrial y que ademas MLN64 produciria alteraciones en proteinas
reguladoras de la dindmica y funcion mitocondrial como MFN2. Ademas los resultados sugieren que
MLN64 participaria en las alteraciones mitocondriales observadas en los modelos NPC, ya que las
alteraciones que se vieron en las células que sobreexpresan MLN64 son similares a las obtenidas en

las células NPC, que ademas presentan niveles aumentados de MLN64.
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8 DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta tesis demuestran la existencia de alteraciones mitocondriales en
modelos NPC in vitro e in vivo y sugieren fuertemente que el mecanismo por el cual se producen estas
alteraciones involucra el aumento del contenido de colesterol mitocondrial y la participacién de la

proteina MLN64.

8.1 Disminucidén del potencial de membrana y aumento del contenido de colesterol mitocondrial en
modelos NPC

El primer objetivo de este trabajo fue determinar si existian alteraciones mitocondriales en modelos
NPC, como se ve en la figura 5 todos los modelos NPC in vitro que evaluamos presentaron
disminucion del potencial de membrana. Aunque previamente se habia demostrado que neuronas y
astrocitos Npcl” presentan disminucion del potencial de membrana y disfuncién mitocondrial [25],
no se habia determinado la causa de estas alteraciones. Nosotros proponemos que estas alteraciones
se producen, al menos en parte, por aumento en el contenido de colesterol mitocondrial en células
NPC. Previamente se habia reportado que las células NPC presentan alteraciones en los niveles de
colesterol mitocondrial [19, 25, 33, 57] y ademas se habia demostrado que el aumento de colesterol
mitocondrial afecta la fluidez de las membranas [27], disminuye la produccién de ATP [25] y produce
mayor liberacién de proteinas proaopoptéticas mitocondriales en células NPC[28].

Una disminucién del potencial de membrana también se ha reportado en modelos de la enfermedad
de Alzheimer, donde se ha observado que las mitocondrias de las células cercanas a los agregados del
péptido AP presentan disminucidon del potencial de membrana y mitocondrias fragmentadas [58].
Estas alteraciones funcionales y estructurales pueden explicar el aumento del dafio oxidativo y de la
muerte celular provocada por el péptido AB y también podria constituir un mecanismo patogénico en
la enfermedad de NPC, ya que se ha visto en modelos NPC que también existe acumulacion de
péptido AP [59]. Cabe destacar que un aumento en los niveles de colesterol mitocondrial hacen mas
susceptibles a las células al dano por péptido AB [28], lo que apoyaria nuestra hipdtesis del dafio
mitocondrial inducido por colesterol en la membrana mitocondrial.

Otros autores atribuyen la bajada del potencial de membrana en células NPC a las alteraciones
reportadas en la homeostasis del calcio. El calcio es un importante mediador de la funcién
mitocondrial, aumenta la utilizacion de substratos, la produccién de NADH, la actividad de la ATP

sintasa y algunas enzimas del ciclo del TCA (revisado en [60]). Se ha visto ademds en tejidos

70



esteroidogénicos que al aumentar los niveles de calcio se aumenta el transporte de colesterol desde la
MEM hacia la MIM, aumentando la sintesis de hormonas esteroidales [61] y disminuyendo la cantidad
de colesterol mitocondrial. En adicidn se ha visto que células de pacientes NPC y de modelos animales
presentan niveles de calcio disminuidos [62] y al aumentar los niveles de calcio intracelular en células
NPC se produce una disminucion en la acumulacion de colesterol en los lisosomas y ademds se rescata
la funciéon mitocondrial aumentando el potencial de membrana y aumentando la expresiéon del
complejo IV que se encuentra disminuido en estas células. Estos efectos no se observan cuando se usa
un quelante de calcio, lo que demuestra que el recuperar los niveles de calcio lisosomal mejoran la
funcidon mitocondrial [63].

Estos hallazgos sugieren que el transporte de colesterol hacia la mitocondria también se veria
afectado por las alteraciones en la homeostasis de calcio presentes en células NPC vy las alteraciones
mitocondriales atribuidas a la falta de calcio podrian deberse a aumento de los niveles de colesterol
mitocondrial. En este sentido cabe destacar que el agente curcumina, una substancia que aumenta los
niveles de calcio intracelular aumenta la sobrevida de ratones Npc1” [62], lo que sugeriria que la
disfuncién mitocondrial podria ser relevante en la enfermedad NPC.

Por otro lado en otras enfermedades de depdsito lisosomal se ha propuesto como mecanismo
patogénico la fragmentacion mitocondrial y la pérdida en la capacidad de la mitocondria de ejercer su
funcién de tampdn del calcio intracelular dejando la célula mas susceptible a estimulos apoptéticos

[64, 65].

8.2 Alteraciones en la morfologia mitocondrial en modelos NPC

Otro parametro que quisimos evaluar fue la morfologia mitocondrial. La morfologia de la mitocondria,
el tamafio y el nimero de éstas estdn definidos por el balance entre los procesos de fusion y fision. La
fision se lleva a cabo mediante un complejo de proteinas que incluyen DRP1, FIS1 entre otras. Su
inhibicién induce la formacién de mitocondrias elongadas. La fragmentacién de las mitocondrias
inducida por DRP1 y FIS1 precede la apoptosis. La fusion mitocondrial es llevada a cavo por las
proteinas Opal y mitofusinas (revisado en [65]).

En este trabajo se demuestra por primera vez que existen alteraciones en las proteinas de fisién y
fusion en células NPC (Fig.7 y 8).El aumento de FIS1 en células CHO explicaria el aumento de
mitocondrias mas pequefias. La disminucién de MFN2 que encontramos en higado de ratones Npcl'/'
podria explicar las mitocondrias mas pequefias vistas por microscopia electrénica. La disminucion de

MFN2 en ratones Npcl” no sélo produciria mitocondrias mas pequefias sino que también podria
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explicar otras alteraciones en la funcion mitocondrial que observamos en este trabajo. MFN2 no sélo
regula la fusién en la mitocondria, se ha visto que también participa en la regulacién de la cadena
respiratoria, el potencial de membrana, el metabolismo celular y la apoptosis [66, 67]. También se ha
observado que mutaciones en la proteina MFN2 causa la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth, la que
se caracteriza por degeneracion de los axones periféricos y donde la ausencia de MFN2 disminuiria el
transporte axonal de mitocondrias disminuyendo la disponibilidad de energia en los axones periféricos
[68]. Esta disminucidn en el transporte de mitocondrias ha sido propuesto como un potencial
mecanismo en muchas enfermedades neurodegenerativas [69] y podria contribuir al dafio del SNC
observado en la enfermedad de NPC.

No se puede descartar que la presencia de mitocondrias fragmentadas observadas por nosotros en
modelos NPC (Fig. 6 y 8) sea consecuencia de otro proceso defectuoso en las células NPC como la
autofagia .Alteraciones en la autofagia y acumulacidon de mitocondrias fragmentadas disfuncionales se
ha propuesto como mecanismo patogénico en varias enfermedades lisosomales que presentan
mutaciones en diferentes genes sin embargo comparten fenotipos similares[64, 70].

Existen evidencias que la autofagia selectiva de mitocondrias se induciria por disfuncién mitocondrial,
formacidn del poro de transiciéon de la membrana mitocondrial, disminucién en el potencial de
membrana y por aumento en la produccién de ROS [71]. Sin embargo, aun no se determina que es
especificamente lo que induce la autofagia selectiva de las mitocondrias dafiadas.

En la enfermedad de NPC se ha visto que existen alteraciones en la autofagia. En lisado de cerebro de
ratones NPC se encontré aumento del marcador LC3-Il y en el cerebelo de estos ratones se observo
mayor cantidad de vacuolas y autofagosomas en las células de Purkinje [72]. Se ha demostrado que en
los tejidos NPC existe induccién de genes relacionados con la autofagia, sin embargo también se ha
visto acumulacién de vacuolas ricas en proteinas destinadas a degradacién (proteinas ubiquitinadas)
[73], lo que sugiere que el proceso de autofagia es disfuncional en las células NPC. Este fendmeno no
ocurre en fibroblastos de pacientes [74]. Esta diferencia en dos tipos celulares diferentes puede
explicar la muerte de células neuronales antes que otras células en la enfermedad NPC. En este
sentido, un incremento de autofagia podria constituir un mecanismo de defensa en el SNC,
proporcionando una via de escape alternativa del colesterol acumulado en los lisosomas mediante la
salida de colesterol del autolisosoma hacia otros destinos celulares.

Recientemente, se ha propuesto que alteraciones en la funcién de los lisosomas llevarian a |la
acumulacién de mitocondrias defectuosas y a disfuncién mitocondrial, ,y que éste seria un potencial

mecanismo en comun de las enfermedades lisosomales con las neurodegenerativas [75]. Finalmente
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nosotros proponemos que las alteraciones funcionales y estructurales encontradas en los modelos
NPC precede la autofagia, y una disfuncion en la autofagia contribuye a la acumulacion de

mitocondrias mds pequeiias y disfuncionales en los modelos NPC.

8.3 Aumento del contenido de colesterol en modelos NPC

Como se mencioné previamente nosotros postulamos que un aumento en los niveles de colesterol
mitocondrial produce alteraciones en la funcién mitocondrial. Para probar nuestra hipdtesis
evaluamos el contenido de colesterol mitocondrial en células CHO NPC y en higados de ratones Npc1”
. Al evaluar los niveles de colesterol mitocondrial en las células CHO (Fig.10B) no encontramos
diferencias significativas. La dificultad de obtener diferencias significativas en esta medicidon puede

deberse a una minima contaminacién con lisosomas o a que la cuantificaciéon del contenido de

colesterol mitocondrial en células es dificil debido a que el colesterol mitocondrial sélo representa un
5% del colesterol total celular. Sin embargo, no podemos descartar deficiencias metodoldgicas ya que
mediante el kit para medir colesterol utilizado tampoco fuimos capaces de detectar aumento en el
contenido total de colesterol en células CHO NPC comparadas con las WT. Interesantemente, y de
acuerdo a lo esperado encontramos un aumento en el colesterol mitocondrial en higado de ratones
Npcl” (Fig.10F), lo que previamente no habia sido descrito. Este aumento de colesterol mitocondrial
puede deberse a un aumento del transporte de colesterol mediado por MLN64.

Charman y cols. [33] postulan que el colesterol se acumula en las células NPC por el aumento del
transporte de colesterol mediado por MLN64 a la membrana externa mitocondrial, donde el paso
limitante seria la entrada de colesterol a la membrana interna y que el colesterol que se transporta
seria proveniente del colesterol acumulado en los lisosomas o colesterol sintetizado endégenamente
de las células NPC, porque al disminuir los niveles de MLN64 no se alteran los niveles de colesterol
mitocondrial en las células WT.

Otra alternativa es que MLN64 transporte colesterol desde la membrana plasmatica hacia la
mitocondria, ya que se ha descrito que MLN64 cicla entre endosomas tardios y la membrana
plasmatica [42, 76], y ademas otro estudio ha descrito que existe transporte de colesterol desde la
membrana plasmatica hacia la mitocondria [77].

Otra proteina que podria estar involucrada en el transporte de colesterol hacia la mitocondria es
NPC2. Recientemente se publicd que en ensayos usando células semipermeabilizadas existe un
transporte no vesicular de colesterol directamente desde los endosomas hacia la mitocondria, que no

requiere proteinas citosdlicas, pero si requiere NPC2 [57]. En este mismo estudio se vio que al
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disminuir la expresion de NPC2 mediante un ARN de interferencia disminuia significativamente el
contenido de colesterol mitocondrial, y al restituir la expresion de NPC2 se restituia el transporte de
colesterol hacia la mitocondria. En células deficientes para NPC1 se ha visto que existe un aumento de
la expresion de NPC2 [78]. Interesantemente en este trabajo por primera vez se demuestra un
aumento en la expresion de MLN64 (Fig.16) en modelos NPC, esto sumado a la sobreexpresion de
NPC2 contribuiria al aumento del contenido de colesterol mitocondrial observado.

Consecuente con el aumento del contenido de colesterol mitocondrial nosotros encontramos,
disminucion del GSH (Fig. 11) y aumento de superéxido mitocondrial (Fig.9) en células NPC, y
disminucion de la actividad de la ATPasa en higado de ratones Npcl’/’ (Fig.12). Algunas de estas
alteraciones mitocondriales han sido observadas en un modelo de rata de esteatohepatitis, en que las
mitocondrias de hepatocitos presentaban mayor contenido de colesterol mitocondrial y disminucién
de mGSH, lo que sensibilizaba a los hepatocitos a la muerte celular inducida por TNF-a y FAS.

El aumento de supedxido mitocondrial en células NPC no habia sido reportado previamente y podria
preceder otras alteraciones vistas en modelos NPC como estrés oxidativo y activacién de la apoptosis
[14] y ser unos de los factores que contribuyen al dafio oxidativo observado en las células NPC. De
hecho, las células NPC también presentaron un aumento de los niveles de proteinas nitrotirosinadas
(Fig.11) lo que indica aumento del dafio oxidativo.

En adicion se ha descrito que la actividad de la ATPasa disminuye cuando aumentan los niveles de
colesterol en la mitocondria. Dado que en higado de ratones Npcl”’ encontramos aumentado
significativamente el contenido de colesterol mitocondrial evaluamos la actividad de la ATPasa. Como
era lo esperado la actividad de la ATPasa se encontrd disminuida en higado y en cerebro de ratones
Npcl” (Fig.12).

Sin embargo no podemos descartar que otros factores, ademas del contenido de colesterol
mitocondrial, afecten la actividad de esta enzima como por ejemplo la disminucién en la expresion
de la enzima. La ATPasa forma parte del complejo V mitocondrial (F;Fo), junto con la ATPsintasa.
Cuando el potencial de membrana disminuye por disminucién de sustrato, la ATPasa puede hidrolizar
ATP a ADP, lo que moviliza protones que son capaces de recuperar el potencial de membrana [79],
siendo este un mecanismo para recuperar el potencial de membrana. Una disminucién en la actividad
de la ATPasa concuerda con nuestros resultados de disminucién del potencial de membrana en células
NPC. Esta disminucion de la actividad de la ATPasa podria ser perjudicial y constituiria otra alteracion

en la funcién mitocondrial en los tejidos Npc1”".
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Alteraciones en la actividad de la ATPasa por mutaciones se ha visto que produce acidosis lactica,
cardiomegalia, hepatomegalia, ataxia, entre otros sintomas [60]. Interesantemente algunos de estos

sintomas estan presentes en pacientes NPC.

8.4 Metabolismo energético en modelos NPC

Dado que encontramos alteraciones en la actividad de la ATPasa y cambios en el potencial de
membrana en células NPC esperdbamos encontrar alteraciones en el consumo de oxigeno. Sin
embargo no se encontraron cambios en el consumo de oxigeno ni en células ni en tejidos NPC (Fig.12).
Estos resultados concuerdan con resultados publicados recientemente por Kennedy y cols.[36], en los
gue se muestra que en presencia de glucosa no existen cambios en el consumo de oxigeno en células
NPC, sin embargo en presencia de glucosa y glutamina existen cambios significativos en la OCR basal,
la fosforilacion de ADP y respiracién maxima, lo que sugiere que existen alteraciones en la utilizacién
de algunos substratos en las células NPC.

De acuerdo con lo anterior en un estudio en ratones WT y Npc1”” al realizar anélisis metaboldmicos en
diferentes regiones del cerebro se encontrd en cerebelo y corteza un aumento en la produccién de
lactato y una disminucién en la utilizacidon de piruvato en el ciclo del TCA. Ademas se encontré un
aumento en la expresion de genes glicoliticos como la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) [80]. Los
niveles aumentados de lactato y el aumento de la enzima LDH sugieren un aumento de la glicélisis
anaerdbica en cerebro de ratones Npc1”', y la disminucion de la utilizacidon de piruvato sugiere una
disminucion en la utilizacidn de glucosa para el metabolismo oxidativo. Este fendmeno de aumento de
la glicdlisis hacia lactato puede tener efectos nocivos en el SNC ya que limita la disponibilidad de
glucosa para la via de la pentosa fosfato, disminuyendo la sintesis de NADPH y como consecuencia
disminuyendo la regeneracion de GSH.

Aungue se han reportado alteraciones en el consumo de oxigeno en modelos similares al que se usé
en este trabajo nosotros no vimos cambios al realizar nuestras mediciones (fig.12). Esto pude deberse
a la edad de los ratones utilizados, ya que se ha visto variabilidad en pardmetros metabdlicos
dependiendo la edad del ratén. Asi se ha visto que al analizar la produccidon de ATP en cerebelo de
ratones se encontrd diferencias significativas en ratones de 3 semanas, viéndose que los ratones Npcl
a producian menos ATP que los WT, sin embargo estas diferencias no se observaron a las 7 semanas
de edad [80]. En el mismo estudio se observd a las 3 semanas de edad diminucién en la expresion de
la enzima piruvato deshidrogenasa, lo que produce acumulacion de piruvato y por lo tanto

disminucion en la foforilaciéon oxidativa y disminucion en la produccion de ATP. En etapas
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sintomaticas de la enfermedad no se encontraron alteraciones en la produccion de ATP, pero se
encontré mayor produccién de lactato [80], lo que podria reflejar un cambio hacia glicolisis anaerdbica
y produccién de energia por esta via. Esta disfuncién mitocondrial en etapas tempranas
presintomaticas de la enfermedad podria indicar que la disfuncion mitocondrial precede otras

alteraciones como aumento del estrés oxidativo y aumento de la apoptosis.

8.5 Relevancia de la disfuncién mitocondrial en modelos NPC

Dadas las alteraciones que encontramos en los modelos NPC quisimos evaluar la relevancia de la
disfuncién mitocondrial en la patogenia de la enfermedad. Para esto buscamos drogas que se habian
reportado previamente ser efectivos en otros modelos en los que existia disfuncion mitocondrial y
aumento del contenido de colesterol mitocondrial.

El Piracetam (PIR) es una droga que ha sido usado en pacientes con Alzheimer y que se ha mostrado
produce mejoras en la funcion mitocondrial y aumenta la produccion de ATP [81, 82]. En nuestro
modelos NPC in vitro el PIR tuvo el efecto esperado previniendo la caida del potencial de membranay
el aumento de ROS mitocondrial (Fig.13). Sin embargo al hacer pruebas en ratones Npc1” el PIR no
tuvo ningun efecto en los parametros evaluados (Fig. 13). Cabe destacar que iniciamos este
tratamiento en ratones de 4 semanas de edad, y como se mencioné previamente existen disminucién
en la produccién de ATP desde las 3 semanas de edad en ratones Npcl” [80] . Es posible que se
requiera iniciar tratamientos antes para observar efectos positivos. De hecho, varios grupos, incluidos
el nuestro, han mostrado que mientras antes se inicien los tratamientos terapéuticos en los ratones
NPC mejores son los resultados obtenidos [13, 23]. Ademads no sabemos si esta droga es capaz de
atravesar la barrera hematoencefélica, sélo se ha reportado la presencia de Piracetam en fluido
cerebroespinal en pacientes tratados por via intravenosa [83].

Por otro lado utilizamos etil éster de GSH (GSH-EE) que es un compuesto que regenera el GSH
mitocondrial. Este compuesto ha demostrado tener efectos positivos en un modelo de ratén que
presenta niveles de colesterol mitocondrial aumentados y susceptibilidad a muerte celular inducida
por el péptido AB [28]. Nuevamente no obtuvimos los resultados esperados (Fig.14) al tratar los
ratones Npcl"/" con esta droga. Esto puede deberse a que la terapia usada no aumento los niveles de
mMGSH como nosotros esperdbamos, probablemente la ruta de administraciéon o la dosis usada no es
la adecuada para lograr los efectos esperados en ratones Npcl'/'.

La ganancia de peso observada en los ratones Npcl"/" puede deberse al discreto aumento de mGSH en

el higado (Fig.15). Esta ganancia de peso en los ratones Npcl'/' se asocia a un mejor estado de salud,
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ya que pueden alcanzar mejor el alimento y tienen la capacidad de deglutirlo. Los ratones Npcl'/'
alrededor de las 6 semanas de vida presentan sintomas como ataxia y problemas para deglutir el
alimento debido al dafio en el SNC, especificamente en areas del tronco cerebral como el nucleo
Pontino [84]. Cabe destacar que normalmente los ratones Npcl 7 no viven mas de 12 semanas.
Resulta llamativo que 2/6 y 2/5 de los ratones tratados con la droga y el vehiculo, respectivamente,
vivieron hasta la semana 14. Una posible causa de este aumento en la sobrevida de los ratones podria
ser el tratamiento con vehiculo (suero fisioldgico), ya que al efectuarse dos veces al dia podria
proporcionar hidratacion, los que por su avanzada edad tienen problemas para alimentarse y tomar
agua. Otra posibilidad es que por azar estos ratones hayan vivido mas tiempo que el promedio de los

ratones Npcl +

Los hallazgos mds relevantes de esta tesis en relacidn a las mitocondrias en modelos de la enfermedad
de NPC son que existen alteraciones en la funcién mitocondrial que estarian relacionadas al aumento
del colesterol mitocondrial y también existen alteraciones en la morfologia mitocondrial lo que se
relacionaria con disminucidn de la proteina de fusién MFN2 y aumento de la proteina FIS1. Sin
embargo, no fue posible evaluar la relevancia de estas alteraciones en la patogenia de la enfermedad
NPC ya que las intervenciones utilizadas como Piracetam y GSH-EE no fueron eficaces para rescatar la

funcién mitocondrial como nosotros esperabamos.

Nosotros proponemos que la proteina MLN64 participaria en el transporte de colesterol hacia la
mitocondria. Para determinar la participacién de MLN64 en el aumento del contenido de colesterol
mitocondrial y en las alteraciones mitocondriales observadas, realizamos experimentos en los que se

inhibid la expresion de MLN64 y en los que se sobreexpresé MLN64.

8.6 Relevancia de MLN64 en el aumento de colesterol mitocondrial en modelos NPC

MLNG64 es una proteina que se ha estudiado recientemente y sin embargo se ha visto que desempena
multiples funciones en distintos tipos celulares sin que todavia se conozca su funcion especifica. En
este trabajo por primera vez se demostré que MLN64 estd aumentado en células y tejidos NPC
(Fig.16). Como se menciond previamente nosotros postulamos que MLN64 favorece el aumento de
colesterol en la mitocondria, por mecanismos que aun no se han dilucidado. A continuacién se
discutiran los mecanismos que se proponen segun los ultimos hallazgos y de acuerdo a los resultados

encontrados en esta tesis.
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Al disminuir los niveles de MLN64 en células CHO encontramos que las células NPC recuperan los
niveles de potencial de membrana y superéxido mitocondrial alcanzando niveles comparables a las
células WT (Fig.17). Esto se explicaria por los hallazgos recientes donde se ha postulado un rol de
MLN64 en muerte celular, especificamente aumentando el colesterol mitocondrial y haciendo mas
susceptible a la célula frente a dafios. Esto por los hallazgos encontrados en macréfagos donde la
toxina del dntrax produciria una protedlisis y posterior translocacién de MLN64 a la mitocondria, lo
gue produciria un aumento de colesterol mitocondrial, hiperpolarizacién de la mitocondria, aumento
de ROS y disminucion de GSH mitocondrial [47]. En este sentido, en células esteroidogénicas se ha
descrito, especificamente en mitocondrias aisladas de sincitiotrofoblastos, que MLN64 es cortada
proteoliticamente y se libera un fragmento de aproximadamente 30 Kda que estimula la sintesis de
progesterona [85]. Las células CHO al derivar de ovario podrian tener la maquinaria para proteolizar y
translocar a MLN64 hacia la mitocondria con el subsecuente transporte de colesterol lo que produciria
disfuncién mitocondrial. En condiciones fisiolégicas este transporte de colesterol seria minimo, sin
embargo como en células NPC se acumula colesterol y ademas MLN64 se encuentra aumentado, el
transporte de colesterol por MLN64 constituiria un mecanismo patogénico en células NPC.

Sin embargo, no es posible descartar que otras proteinas, ademas de MLN64, faciliten el transporte de
colesterol a la mitocondria en células NPC. Recientemente, se ha propuesto que la proteina NPC2,
cuya expresién aumenta en células deficientes de NPC1, también facilitaria el transporte de colesterol
a la mitocondria en células que carecen de NPC1 [57].

Por otro lado, sorprendentemente al disminuir la expresién de MLN64 en higado de ratones Npc1”
encontramos disminucidn en el contenido de colesterol libre total y un aumento significativo en los
niveles de colesterol mitocondrial (Fig.18). Estos hallazgos son sorprendentes porque nosotros
esperabamos al igual que lo descrito previamente e en células CHO NPC, que al disminuir los niveles
de MLN64, disminuiria el contenido de colesterol mitocondrial. Otro hallazgo sorprendente fue que
disminuyera el contenido de colesterol libre total al disminuir los niveles de MLN64 (Fig.18).

Estas diferencias entre células CHO e higado puede deberse a diferencias en la regulacion de la
homeostasis del colesterol en los diferentes tipos celulares. Las células CHO provienen de un tejido
esteroidogénico, donde el colesterol que llega a la mitocondria se utiliza principalmente para la
sintesis de hormonas esteroidales y en el higado el colesterol que llega a las mitocondrias se utiliza
principalmente para la sintesis de sales biliares de la via alternativa o acidica por la enzima CYP27A1.
Un mecanismo que explicaria un aumento del contenido de colesterol mitocondrial al disminuir

MLN64 en higado de ratones Npcl"/" es que en estas condiciones se favoreceria el transporte de

78



colesterol a la mitocondria por StAR. Se ha visto que cuando se sobreexpresa StAR aumenta la sintesis
de sales biliares, donde el paso limitante es la llegada de colesterol a la mitocondria, sin embargo
cuando StAR se sobreexpresa junto con MLN64, MLN64 inhibe la accién de StAR. Por lo tanto, si se
disminuye la expresion de MLN64 disminuye su accion inhibitoria sobre StAR y aumentaria el
transporte de colesterol hacia la mitocondria.

Sin embargo este mecanismo no explica por qué en modelos NPC en los que existe aumento de
MLN64 se ve un aumento de colesterol mitocondrial. Nosotros proponemos que en higado de ratones
Npc1” la accion de MLN64 sumado a la de NPC2 favorece el transporte de colesterol hacia la
mitocondria. Se ha demostrado que MLN64 quedaria atrapado en los lisosomas en enfermedades que
existen alteraciones en el trafico de colesterol, como NPC [86]. Sin embargo MLN64 es sintetizado en
el RE, transferido a la membrana plasmatica y luego internalizado y puede llegar a compartimentos
NPC1 positivos o ser reciclado a la membrana plasmatica [87]. En células NPC parte de MLN64
guedaria atrapado en los lisosomas y otra parte seria reciclada hacia la membrana plasmatica llevando
consigo colesterol, que eventualmente podria llegar a la mitocondria. Cuando se inhibe la expresion
de MLN64 se pierde la inhibicién de StAR y se favoreceria la llegada de colesterol a la mitocondria.
Esto sumado al aumento de expresidn de NPC2 en células NPC explicaria un aumento del contenido
de colesterol mitocondrial al diminuir MLN64.

Otra funcidon de MLN64 que explicaria la disminucién del colesterol libre total que vimos al disminuir
los niveles de MLN64 en higado de ratones Npcl” seria su funcion en el trafico de endosomas tardios.
Se ha visto que la deplecién de MLN64 produce la dispersién de los endosomas hacia la periferia de la
célula [5, 6, 8, 9], disminuyendo la interaccién con lisosomas, y por lo tanto disminuyendo la llegada
de colesterol a los lisosomas. Van der Kant y cols. [42] por primera vez demostraron que MLN64 se
encuentra en una poblacion de endosomas tardios diferente de NPC1. El colesterol endocitado pasaria
primero por endosomas tardios “tempranos” que contienen MLN64 y de aqui puede ser redirigido a la
membrana o a endosomas tardios “tardios” que contienen NPC1.

Con estos antecedentes y nuestros resultados podemos proponer que en higado de ratones Npcl'/',
MLNG64 ejerceria su funcion de manera normal hasta llegar a los lisosomas, donde en parte quedaria
retenido lo que explicaria su sobreexpresion en modelos NPC (Fig.16). Esto produciria la pérdida en la
inhibicion de StAR, lo que sumado a la acumulacién de colesterol en los lisosomas y un aumento en la
expresion de NPC2 favoreceria el transporte de colesterol hacia la mitocondria. Al inhibir la expresion
de MLN64 en higado de ratones Npcl” ademds se perderia su funcién en el transporte y fusién de

endosomas, por lo que disminuiria el contenido de colesterol en los lisosomas. Cabe destacar que
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nosotros no logramos una deplecién completa de MLN64 en nuestros modelos, por lo que se
mantendria una actividad remanente de MLN64. Se requieren de otros estudios para determinar la

relevancia de MLN64 en el manejo de colesterol en ratones Npcl-/-.

8.7 Efecto de la sobreexpresion de MLN64

Para entender de mejor manera la funcidn fisiolégica de MLN64 en un modelo donde no existieran
otras alteraciones como lo modelos evaluados previamente sobreexpresamos la proteina en células
HepG2 y en higado de ratones silvestres.

En células HepG2 encontramos que la sobreexpresion de MLN64 disminuye el PMM, aumentan los
niveles de superéxido mitocondrial, disminuye la viabilidad celular y disminuyen los niveles de GSH
mitocondrial (Fig.22). Estos resultados son similares a los que encontramos en las células modelos
NPC, por lo que nosotros planteamos que MLN64 mediaria el transporte de colesterol a la mitocondria
y afectaria los parametros evaluados.

Concordante con esta hipétesis se ha reportado que MLN64 seria la responsable de aumentar los
niveles de colesterol mitocondrial, aumentar la produccién de ROS, hiperpolarizar la membrana y de
la depleciéon de GSH en células RAW264 y en macrdfagos expuestos a la toxina del antrax y que
cuando MLN64 estd disminuida las células son resistentes a la muerte celular.

Para chequear si MLN64 efectivamente transportaba colesterol a la mitocondria evaluamos el
colesterol mitocondrial en las células HepG2 y en higado de ratones que sobreexpresan MLN64. Al
evaluar los niveles de colesterol en las células que sobreexpresan MLN64 encontramos un aumento
en los niveles de colesterol mitocondrial en comparacién con las células que no sobreexpresan MLN64
(Fig.20). Por otro lado al evaluar los niveles de colesterol mitocondrial en mitocondrias purificadas de
higados de ratones que sobreexpresan MLN64 (Fig.19) encontramos diferencias significativas, lo que
indica que la sobreexpresion de MLN64 produce un aumento en los niveles de colesterol mitocondrial.
Finalmente como observamos que en tejidos Npcl” y en células NPC existian cambios en la
morfologia y dindmica mitocondrial y ademds habia disminucion de MFN2 evaluamos estos
parametros en las células que sobreexpresan MLN64. Como se observa en la figura 23 la
sobreexpresion de MLN64 produce una disminucién en el tamafio de las mitocondrias, y disminucion
de la proteina MFN2, lo que indicaria una diminucién de la fusién. Estas alteraciones podrian explicar
los hallazgos anteriores de disminucién del potencial de membrana y aumento de la produccion de

ROS, ya que se ha visto en un modelo de esteatohepatitis en células HepG2 que la disminucion de
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MFN2 produce disminucién en los niveles de ATP, aumento en la produccién de ROS y mitocondrias
fragmentadas [88].

En conjunto los resultados obtenidos hasta ahora en este objetivo permiten proponer que MLN64
media el transporte de colesterol hacia la mitocondria cuando se sobreexpresa, que el aumento del
colesterol mitocondrial tiene un efecto negativo sobre la funcién mitocondrial y que ademdas MLN64
produciria alteraciones en proteinas reguladoras de la dindmica y funcién mitocondrial como MFN2.
Nosotros proponemos que cuando se sobreexpresa MLN64 en células WT produciria un aumento del
contenido de colesterol en endosomas tardios y lisosomas imitando el fenotipo NPC y ademads
facilitaria el transporte de colesterol hacia la membrana plasmatica y de aqui a la mitocondria. Esto lo
apoyan los antecedentes en los que se ha visto que la sobreexpresion de MLN64 en células Hela
produce la formacion de organelos endociticos mas grandes y menos abundantes en comparacion a
células control [45] y en células COS-1 aumenta la fusion de endosomas tardios de manera
dependiente de actina y estimula la deposicion de colesterol en estos organelos [89]. En adicidn se ha
propuesto que MLN64 podria producir el aumento del colesterol mitocondrial mediando el transporte
de colesterol entre endosomas tardios y la membrana plasmatica [42]. Entonces la sobreexpresion de
MLNG64 favoreceria el transporte de colesterol hacia la membrana plasmatica y de aqui el colesterol
llegaria a la mitocondria. Esta suposicidn se apoya por el hecho que se ha visto que la mayor fuente
de colesterol que llega a la mitocondria proviene de la membrana plasmatica [90, 91], principalmente
proveniente de HDL. Ademas como MLN64 ejerce una accion inhibitoria sobre StAR el colesterol que
llegaria a la membrana mitocondrial no se utilizaria y se alojaria en la membrana produciendo dafio.
Finalmente las alteraciones mitocondriales que encontramos en células que sobreexpresan MLN64 se
explicarian por un aumento de los niveles de colesterol mitocondrial mediados por MLN64, ya que son
las mismas alteraciones que encontramos en células NPC que también presentan niveles de colesterol
aumentados. Ademas por un mecanismo que no se ha dilucidado aun la sobreexpresion de MLN64
produce fragmentacion mitocondrial y una disminucion en la expresién de MFN2, lo que también
podria estar relacionado al incremento en los niveles de colesterol mitocondrial. Como se menciond
previamente altos niveles de colesterol en la membrana mitocondrial son perjudiciales para la funcién
mitocondrial y podrian explicar la bajada en el potencial de membrana, el aumento en la produccién
de ROS mitocondrial, la disminucidn en la ATPasa y la fragmentacidon mitocondrial encontrados en
nuestros modelos.

En este trabajo por primera vez se ha demostrado que la proteina MLN64 podria tener un rol en la

disfuncién mitocondrial favoreciendo el enriquecimiento de colesterol de la membrana mitocondrial y
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produciendo alteraciones funcionales y estructurales en la mitocondria. Ademas se demostrd que su
expresion esta aumentada en modelos NPC, lo que podria constituir un mecanismo patogénico en la

enfermedad de NPC.

9 CONCLUSION

Los resultados presentados en esta tesis demuestran la existencia de alteraciones mitocondriales
funcionales y estructurales en modelos in vitro e in vivo de NPC. Este trabajo presenta la primera
evidencia de aumento de la expresion de MLN64 en modelos NPC y que al inhibir la expresidn de
MLN64 se rescata la funcién mitocondrial y disminuye el colesterol total, en células CHO NPC y en
higado de ratones respectivamente. Nuestros resultados sugieren que existe una correlacion entre el
contenido de colesterol mitocondrial con la disfuncién mitocondrial y con la expresién de MLN64 en
modelos NPC. Ademads en este trabajo se presenta la primera evidencia que las alteraciones en la
estructura de las mitocondrias se correlacionan con alteraciones en la expresion de MFN2 y FIS1 en
modelos NPC

Por otra parte se demostré que los tratamientos con Piracetam y GSH-EE no fueron efectivos en
rescatar la funcién mitocondrial in vivo, por lo que no se pudo determinar la relevancia de la
disfuncién mitocondrial en el desarrollo de la enfermedad NPC.

La sobreexpresion de MLN64 produjo alteraciones funcionales y estructurales en la mitocondria in
vivo e in vitro, los que se relacionaron con un aumento del contenido de colesterol mitocondrial y
disminucion de MFN2 respectivamente. Nuestros datos sugieren fuertemente que el aumento del
contenido de colesterol mitocondrial es perjudicial para la funcién mitocondrial. Los resultados de los
estudios in vitro e in vivo donde se muestra la relacién entre aumento de contenido de colesterol
mitocondrial, MLN64 y disfuncién mitocondrial en NPC forman parte de un articulo que
proximamente sera enviado a publicar.

Los resultados presentados en esta tesis indican que estrategias para disminuir el contenido de

colesterol mitocondrial podria ser beneficioso para la salud de los pacientes NPC.
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