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1. Resumen del proyecto

La enfermedad de Niemann Pick tipo C (NPC) es una enfermedad lisosomal
compleja-caracterizada por alteraciones neurolégicas (ataxia, cataplexia,
alteraciones motoras y demencia supranuclear), hepatoesplenomegalia 'y
enfermedad hepatica. En algunos casos, los pacientes desarrollan un fallo
hepatico fulminante incluso antes de que se manifiesten los sintomas
neurolégicos. A nivel molecular, la enfermedad de NPC esta causada por
mutaciones en la proteina endolisosomal NPC1/NPC2, cuyo papel es regular la
distribucion y trafico de colesterol/glicoesfingolipidos (GSL), que acaban
acumulandose en los tejidos afectados (higado y cerebro). Las caveolinopatias
engloban un conjunto de enfermedades neurodegenerativas cuyos sintomas son
similares a los de la enfermedad de NPCy que estan determinados por la pérdida
funcional de caveolina-1 (CAV1), una proteina clave que determina microdominios
especificos en las bicapas lipidicas, caracterizados por la presencia de colesterol y
GSL. Puesto que la disfuncion mitocondrial contribuye a muchas enfermedades
degenerativas y hepaticas, y ya que la deficiencia de NPC1 y CAV1 inducen el
incremento de colesterol mitocondrial, nuestra hipotesis establece que el acimulo
de colesterol mitocondrial es un factor clave para el desarrollo de la enfermedad
de NPCy de las caveolinopatias. El propdsito global de este proyecto es probar
esta hipotesis utilizando como modelos experimentales ratones deficientes en
NPC1y CAV1, asi como fibroblastos y linfocitos de pacientes con enfermedad de
NPC para determinar la funcion mitocondrial y la defensa antioxidante, asi como el
analisis lipidomico y su impacto en los hepatocitos y las células de Purkinje.
Asimismo, hemos analizado el papel de la recuperacion de la defensa antioxidante
en la funcion mitocondrial, del peso corporal y de la supervivencia en modelos

experimentales de NPC y caveolinopatias.



2. Resultados principales

Colesterol y defensa antioxidante mitocondrial en ratones deficientes en
NPCy CAV1

Como muchas enfermedades lisosomales, la enfermedad NPC se caracteriza por
alteraciones lisosomales y acumulacion de colesterol y GSL. La deficiencia de CAV1
no solo influye en la distribucion intracelular de colesterol, sino que tiene también
impacto en la capacidad energética del hepatocito en el higado regenerante,
sugiriendo una alteracion mitocondrial. Aunque el colesterol y los GSL son
componentes integrales de las membranas lipidicas, su acumulacion en
mitocondria no solo repercute en su funcion al desacoplar el consumo de oxigeno
con la fosforilacion oxidativa, sino que interfiere en la actividad de transportadores
mitocondriales especificos, incluyendo el transporte de GSH del citosol a la
mitocondria, lo que provoca la disminucion del GSH mitocondrial (mGSH). Para
evaluar el impacto de la deficiencia de NPC1 y CAV1 en la fisiologia mitocondrial,
hemos examinado el nivel de colesterol mitocondrial, asi como la funciény
defensa antioxidante mitocondrial a partir de higado y cerebro de ratones
deficientes en NPC1 y CAV1. En particular, nos enfocamos en el nivel de mGSH,
porque es conocido que su transporte es sensible a las propiedades dinamicas de
la membrana mitocondrial. Los resultados obtenidos indican la acumulacion de
colesterol en la membrana mitocondrial interna en ambos modelos (NPC1y CAV1
KO), que se correlaciona con una menor tasa de transporte de GSH del citosol a la
mitocondria, dando lugar a la disminucion del nivel de mGSH, pérdida de fluidez
de la membrana mitocondrial y una alteracion entre los estados 3y 4 enla
respiracion mitocondrial, que conlleva una disminucién del cociente de control por
aceptor en la presencia de ADP, sugiriendo una disfuncion mitocondrial.
Finalmente, hemos demostrado en fracciones del ER y MAM de higado de raton
que CAV1 es una proteina residente en dichos dominios y que la ausencia de CAV1
en MAM aumenta significativamente el nivel de colesterol. Esos dominios MAM
son muy activos metabdlicamente y juegan un papel clave en el transporte de

iones y lipidos entre el ER y la mitocondria.



Efecto del éster etilico de GSH sobre los niveles de mGSH, susceptibilidad al
estrés oxidativo y funciéon mitocondrial en hepatocitos y en células de
Purkinje

El GSH regula multiples funciones celulares, principalmente la defensa
antioxidante al actuar en el ciclo redox dependiente del GSH. Para examinar las
consecuencias del mGSH en la susceptibilidad al estrés oxidativo, primero hemos
establecido las estrategias que permiten la recuperacion del mGSH a pesar del
incremento de colesterol. Asimismo, examinamos con mayor precision el impacto
de la disminucién del mGSH en la funcién mitocondrial utilizando respirometria de
alta resolucién (HHR). El tratamiento con éster etilico de GSH (GSHee) recupera el
nivel de mGSH tanto en higado como cerebro de ratones deficientes en NPC,
observandose un efecto similar en fibroblastos de pacientes con la enfermedad de
NPCy en los hepatocitos primarios deficientes en NPC. A diferencia del GSHee, la
N-acetilcisteina (NAC) es incapaz de incrementar el nivel de mGSH, ya sea en
higado, en cerebro o en hepatocitos aislados.

+/+

Se realiz6 el analisis de HRR en homogenados hepaticos NPC™" (ratones controles),
NPC”y NPC” tratados in vivo con GSHee. Al determinar el consumo de oxigeno del
estado 2 de respiraciéon (en ausencia de ADP) y tras afiadir los sustratos del
complejo I, malato y glutamato, al medio de respiracién, se observé una
disminucion significativa en el consumo de oxigeno en NPC” comparado con

+/+

ratones NPC™". El tratamiento con GSHee no modificd los parametros anteriores.
Resultados similares se observaron en presencia de rotenona (inhibidor del
complejo 1) y succinato (sustrato del complejo II). De manera similar, la respiracion
acoplada determinada como el consumo de oxigeno en presencia de oligomicina
para inhibir la ATPsintasa y la maxima transferencia electrénica (ETS) en presencia
del desacoplante FCCP, mostraron una disminucién en higado en los ratones NPC
" que no se recuper6 con el tratamiento con GSHee. Un andlisis similar de HRR en
homogenados de cerebelo de ratones NPC**, NPC” y NPC” tratados con GSHee

establecié diferencias significativas entre los diferentes grupos, al contrario de lo

observado en muestras de higado. En este Ultimo caso, observamos que la



fosforilacion oxidativa con sustratos del complejo | disminuye en NPC” comparado
con NPC*", efecto que es revertido con el tratamiento con GSHee. Las diferencias
utilizando sustratos del complejo Il mostraron una tendencia similar entre NPC”"y

NPC"", con la capacidad del GSHee de prevenir dichas alteraciones.

Los resultados de la funcion mitocondrial en higado se acompafaron de una
disminucién en la expresion de los complejos mitocondriales, en particular del
complejo IV (citocromo C oxidasa) y del complejo V, que no se revirtieron con el
tratamiento con GSHee. Sin embargo, no se detectaron cambios sustanciales en la
expresion de estos mismos complejos en el cerebro de NPC” comparado con el de

NPC**,

En los fibroblastos humanos de pacientes con la enfermedad de NPC se observo
una reduccion significativa de la funcién mitocondrial, acoplada y en el estado ETS
de maxima transferencia electrénica, comparandola con los fibroblastos de

sujetos sanos.

Calbindina es una proteina esencial en la funcién de la coordinacién motora e
integracién sensorial que se expresa principalmente en cerebelo y células de
Purkinje. La disminucion en la expresiéon de calbindina, por tanto, desencadena
deficiencias en la coordinacién motora. Un analisis mediante inmunohistoquimica
para revelar la presencia de calbindina mostré una disminucién de su nivel en
muestras de cerebelo de ratones NPC” con respecto a los ratones controles
NPC**. Sin embargo, tras el tratamiento de los ratones NPC” con GSHee se
observo un incremento del nivel de calbindina en células de Purkinje. Dichos
resultados corroboraban las observaciones del nivel de nitrosilacion en residuos
de proteinas de células de Purkinje en ratones NPC” tras el tratamiento con

GSHee.



El tratamiento con GSHee revierte las alteraciones del patrén de GSL en
cerebro de ratones deficientes en NPC

Hemos observado un incremento del nivel de colesterol mitocondrial, tanto en
higado como en cerebro de ratones deficientes en NPC. En linea con dichas
observaciones, un analisis por microscopia confocal mostré un incremento de
colesterol libre en mitocondria de los fibroblastos de pacientes con NPCy en
hepatocitos de ratones NPC”, que se confirmd a nivel bioquimico mediante un
analisis por HPLC. Asimismo se observé un incremento del gangliésido GD3 en
mitocondria de higado de ratén NPC” que colocalizaba con el colesterol libre.
Dichos resultados se correlacionan con la expresion de proteinas envueltas en la
regulacion del trafico de colesterol a la mitocondria, observandose un incremento
en la expresion de mRNA de StARD1, que es normalizado tras el tratamiento con
GSHee. Por otra parte, el nivel de mRNA de MLN64 disminuy6 en higado deficiente
en NPC, asi como la expresion de CAV1 tanto en higado como en cerebro, efecto
que fue revertido por el tratamiento con GSHee.

Ademas, el nivel de especies moleculares de esfingolipidos determinados por
espectroscopia de masas, exhibe cambios significativos, tanto en higado como en
cerebro de raton deficiente en NPC, en particular de esfingomielina y GSL. Dichos
cambios fueron revertidos en el cerebro deficiente en NPC tras el tratamiento con

GSHee.

El tratamiento con GSHee prolonga la supervivencia y la capacidad motora
en ratones deficientes en NPC

Para verificar el impacto que la recuperacién de los niveles de mGSH con GSHee
ejerce en la patologia de la enfermedad NPC, ratones NPC” fueron tratados con
GSHee desde el dia 7 de su nacimiento. Los resultados observados indican que el
tratamiento con GSHee mejora dos pruebas funcionales de actividad motora,
incluyendo el test Hanging, particularmente a las 8 semanas de tratamiento,
obteniéndose una mejor puntuacién en los ratones tratados con GSHee con
respecto a los no tratados (3,2 vs. 2,1, p<0,05). Con respecto al test Beam, también

se observa una mejoria significativa en los ratones NPC” tratados con GSHee, en



especial a las 6 semanas de tratamiento. Ademas de estos resultados, los ratones
NPC” tratados con GSHee mostraron un incremento en el peso corporal respecto
a los ratones tratados con suero. De mayor relevancia es que el tratamiento con
GSHee prolongase la supervivencia desde los 69 dias en los no tratados hasta los
117 dias en los tratados. El tratamiento del ratén NPC” con el precursor de GSH,
NAC, fue incapaz de mostrar un efecto significativo en la supervivencia (76 dias), lo
que refleja la incapacidad del NAC de incrementar el nivel de mGSH y de mejorar
la funcién mitocondrial. Finalmente, el tratamiento de los ratones NPC” con 2-
hidroxipropilciclodextrina (CDX), prolongd su supervivencia hasta los 118 dias,
siendo similar su efecto al ejercido por el GSHee, mientras que la combinacién
CDXy GSHee no mostro un efecto sinérgico con respecto a los dos tratamientos
por separado. Sin embargo, el tiempo en el que se mantuvo una supervivencia del
50% fue distinto entre los distintos grupos siendo mayor en el tratado con CDX

que con GSHee.

3. Relevancia clinica e implicaciones

Una de las caracteristicas mas importantes de la enfermedad de NPCy las
causadas por mutaciones en CAV1 es la alteracion en el trafico intracelular de
colesterol y GSL, asi como la perturbacion en la funcién lisosomal. Sin embargo, la
contribucién y el papel de la disfuncién mitocondrial en dichas enfermedades no
se ha establecido hasta el momento. Nuestra aproximacion, en este sentido, ha
sido examinar la distribucion del colesterol y GSL en mitocondria y su impacto en
la funcion mitocondrial, el nivel de mGSH y la defensa antioxidativa, asi como las
consecuencias en los sintomas neuroldgicos y en la supervivencia en modelos

experimentales de esas enfermedades.

Nuestros resultados muestran por primera vez que el tratamiento de ratones
deficientes en NPC con GSHee recupera el nivel de mGSH tanto en higado como

en cerebro, repercutiendo en la recuperacién de la funcién mitocondrial y la



proteccién frente al estrés oxidativo, con unos efectos similares observados en
fibroblastos de pacientes con la enfermedad NPC. El tratamiento con GSHee
mejora la funcion del cerebelo, reflejada en la recuperacion de la integracion
sensorial y coordinacién motoray, en especial, en la prolongacion de la
supervivencia de los ratones deficientes en NPC. Dada la capacidad del GSHee de
atravesar la barrera hematoencefalica, estos hallazgos suponen un avance en el
tratamiento de la enfermedad NPCy de las caveolinopatias mediante el

tratamiento con GSHee.
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