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RESUMEN

La enfermedad de Niemann-Pick (NPC) es un trastorno neurodegenerativo el cual es
causado por una mutacion en el gen NPC1 o NPC2, ambos codifican para proteinas del
endosoma y lisosoma que se encargan del transporte del colesterol hacia el citoplasma
celular, por lo que su mutacién provoca la acumulacién del colesterol y otros tipos de lipidos
dentro de estos compartimentos celulares, afectando su funcién y comunicacién con otros
organelos, y eventualmente lleva a la desregulacion de la via de la autofagia y muerte
celular. La enfermedad de NPC afecta al ser humano desde neonatales hasta adultos
mayores, donde los signos y sintomas son variables: inflamacion del higado y bazo,
problemas motores, temblores, movimientos involuntarios, problemas en el aprendizaje (en

casos en infantes), demencia (en los adultos), entre otros.

Debido a su baja prevalencia y heterogeneidad en su sintomatologia se ha dificultado tanto
su estudio como su diagndstico. Por estas razones el enfoque de este trabajo reside en
determinar in silico aquellas diferencias moleculares entre células somaticas provenientes
de pacientes y sujetos control para posteriormente proponer alguna o algunas biomoléculas
como posibles biomarcadores que permitan lograr un diagnostico mas eficiente y puedan
constituir nuevos blancos terapéuticos. Por lo que para el presente proyecto se analizé una
base de datos de un microarreglo de expresidn proveniente de fibroblastos de 23 pacientes
vs 22 controles. La base de datos se obtuvo del repositorio de libre acceso GEO2, con
numero de acceso: GSE124283, la cual se extrajo en crudo, se normalizé y se realizé el
analisis de expresion diferencial mediante el uso del paquete limma de R, el cual compara
las medias de expresién y su significancia de cada uno de los genes entre pacientes y
controles. Este primer analisis mostré variabilidad en los genes expresados
diferencialmente entre los individuos de las mismas categorias: controles o pacientes,
probablemente debido a las diferencias por el sexo. Posteriormente, se separaron la base
de datos entre mujeres y hombres y se analizaron de forma independiente con el fin de que
los cambios de la expresion génica no fueran afectados por el sexo y que los cambios de
expresion detectados fueran representativos de la enfermedad. Una vez obtenidos los
genes expresados diferencialmente, se realizaron los analisis de enriquecimiento: GO,

KEGG y PWMEnrich, para buscar la significancia biol6gica de cada uno de ellos.

El analisis en forma independiente de los datos de mujeres y hombres mostré diferencias
en la expresion de los genes entre los dos grupos, pero también importantes similitudes en

vias de sefializacién que representan a la enfermedad como grupos de genes involucrados



en el lisosoma, endosoma y transporte, metabolismo de lipidos, via de Wnt e interacciones
célula-célula. También encontramos 18 genes en comun entre ambas bases de datos, los
cuales proponemos como objetivo de estudio o biomarcadores potenciales de esta

enfermedad neurodegenerativa.



ABSTRACT

Niemann-Pick disease type C1 is a neuro-visceral lysosomal storage disorder that affects
people of variable ages ranging from infancy to adulthood. The presence of mutations in
either NPC1 or NPC2 leads to accumulated cholesterol and other lipids inside
endosoma/lysosoma that give rise to loss of function, autophagy dysregulation and
eventually death cell. The symptoms of the disease are variable and may include: enlarged
liver or/and spleen, learning difficulties, seizures, gait problems, dementia, loss of muscle

tone, among others.

For this project we used in silico methods to identify the principal genes affected in this
disease. The approach was an analysis of microarray data from GEO2, accession number
GSE124283. We studied the gene expression of skin fibroblast from 45 individuals: 22
healthy controls and 23 with NPC. The raw data set were downloaded, normalized and the
differential expression analysis was performed by limma package, this analysis revealed a
bias (excessive variability) among subjects within the same category (control or patient)
when analyzed the two sexes together, so we decided to independently analyze men’s and

women’s data.

The second approach was looking for the biological significance of the differential expressed
genes with enrichments analysis: the Gene Ontology, KEGG pathway and PWMEnrich; here
we got several differences between the two sexes although we found similarities that
represent this pathology, some of this common genes between the two groups of the
databases, that were differentially expressed between patients and controls, where
enriched in the lysosome, endosome transport, lipid metabolism, Wnt signaling pathway and
cell-cell interaction. Both data sets share 18 DEGs, that participate on important pathways,
therefore, we propose that some of the 18 DEGs that we found related to NPC disease could

have value as potential biomarkers or targets of this disease.
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Figura 1. Resumen gréfico de las principales afectaciones a nivel celular que ocurren
en la enfermedad de NPC, la mayoria de ellas reflejadas en nuestros resultados. La entrada
de lipidos a la célula se hace mediante el procesos de endocitosis, iniciando con la union
de las lipoproteinas a sus receptores de membrana y la formacion del endosoma. El
endosoma eventualmente se puede fusionar con otros endosomas, vesiculas y/o el
lisosoma. La degradacion de las lipoproteinas libera a los diferentes tipos de lipidos que se
dirigirAn hacia otros organelos, para formacion de membrana, participacion en el
metabolismo o sustratos de diversas vias. La mitofagia es la degradacién de mitocondrias
dafiadas que ocasionan un aumento de ROS. La mitofagia y autofagia inician con el
englobamiento de las biomoléculas que se desean degradar por una doble membrana que
formara al autofagosoma, el proceso continua con su fusién con el lisosoma y la
degradacion de estos compuestos. La principal funcion del lisosoma es la degradacién
mediante sus hidrolasas acidas, sin embargo, también contiene otras clases de proteinas
que participan en otros procesos. Tal es el caso de la proteina NPC1, que es una proteina
de membrana que transporta el colesterol fuera del lisosoma, y su mutacién provoca su
acumulacion del mismo, asi como una alteracion de la funciones del lisosoma y
eventualmente de las vias en las que patrticipa. Los recuadros y flechas sefialan el nombre
y flujo del proceso. Las flechas puntuadas y rojas indican flujo afectado por la patologia de
NPC.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de la enfermedad de Niemann-Pick

La enfermedad de Niemann-Pick (NP) fue descrita por primera vez por Albert Niemann y
Ludwig Pick en los afos 1910’s, ambos estudiaron los casos de varios nifios con
ascendencia judia que presentaban sintomas de lo que parecia ser una enfermedad nueva
que eventualmente conducia a una muerte temprana. La enfermedad de NP es un trastorno
degenerativo neuro-visceral causado por un desorden en el almacenamiento lisosomal y
reciclamiento de biomoléculas que se caracteriza por la acumulacion de lipidos dentro de

la célula (Villamandos Garcia & Santos-Lozano, 2014).

El término de “enfermedad de Niemann-Pick” engloba un grupo heterogéneo de
enfermedades representadas por el acumulo lipidico lisosomal con caracteristicas clinicas,
bioguimicas y moleculares variables. Se clasifica en 3 tipos, Niemann Pick tipo A, By C.
Las tres variedades de la enfermedad de Niemann-Pick son heredables y causadas por una
mutacién de tipo autosdmica recesiva (McGovern et al., 2013). Para el caso de los tipos A
y B son debido a una mutacién en el gen de la enzima esfingomielinasa acida (ASM, por
sus siglas en inglés) la cual tiene un papel importante en la degradacién de los
esfingolipidos impidiendo su acumulacién y regulando su concentracion en las membranas
plasmaticas. En la NP tipo A (NPA) no hay actividad de la enzima en absoluto, lo que genera
una disfuncién neurovisceral y eventualmente la muerte a temprana edad (entre los
primeros 2-3 afios de edad); mientras que en el tipo B si existe actividad de la enzima ASM
pero a niveles bajos; en NPB los primeros sintomas aparecen a una edad variable
(dependiendo de la mutacién) desde la nifiez hasta la etapa adulta, con sintomas
heterogéneos y los pacientes muestran supervivencia mas alta que en la tipo A (Thurberg
et al., 2012). Ambos tipos tienen prevalencia baja de 0.4 — 0.6 por cada 100, 000 nacidos y
en general, cuanto mas temprano es el inicio clinico, mas grave es la enfermedad
(Hammond et al., 2019).

La enfermedad NP tipo C es causada por una mutacion en el gen NPC (NPC1 o NPC2) la
cual codifica a proteinas endolisosomales encargadas de transportar colesterol (Cox &
Cachon-Gonzalez, 2012) y cuya mutaciébn causa una acumulacién de colesterol no
esterificado y otros tipos de lipidos, entre ellos los esfingolipidos, glicoesfingolipidos y los
gangliésidos GM3 y GM2 (Lloyd-Evans & Platt, 2010), la mutacion afecta todas las células

del cuerpo pero las que presentan un mayor deterioro son las del cerebro, higado, bazo y



algunas células del sistema inmune. El tipo C de esta enfermedad afecta desde neonatos

hasta adultos mayores, presentando en cada estrato de edad sintomas variables.

Para el caso de la enfermedad de NPC se ha estimado una prevalencia mundial de entre 1
de 89,000 a 1 en 120,000 nacidos vivos (Burton et al., 2021). Sin embargo, en un proyecto
de secuenciacion del genoma y exoma de distintas poblaciones alrededor del mundo (en
particular en una cohorte grande de pacientes de la republica Checa) se predijo un
incremento en la prevalencia de esta enfermedad, entre 1/19,000 - 36,000 por lo que
pareciera que es mas comun de lo que se habia considerado inicialmente y algunos casos
de inicio tardio pueden pasar desapercibidos en las estadisticas (Hammond et al., 2019),
en parte por las dificultades en su diagnéstico. Se estima que entre el inicio de los signos y
sintomas y el diagndstico de NPC hay en promedio 2.5 afios para el tipo infantil, 4.3 infantil

tardio y 6 afios para el tipo juvenil y adultos (Burton et al., 2021).

Cabe destacar que en México no hay datos de prevalencia, sin embargo, si hay
publicaciones de casos (Griese et al., 2010; Jean-Tron et al., 2012; Pina-Aguilar et al., 2014;
Zarco-Roman et al., 2017). En el presente proyecto nos centramos en NPC, esto debido a
la rareza de la enfermedad y por ende su poco estudio, su evolucién menos fatal que la tipo
Ay B y por lo que hasta ahora se conoce respecto a los mecanismos moleculares
subyacentes, que se alinea con el interés de nuestro grupo el cual es la importancia de la

autofagia en el SNC.

Pero, ¢ por qué estudiarla?, ademas de que NPC es una enfermedad muy interesante, a lo
largo de su estudio se han encontrado caracteristicas que comparte con otras
enfermedades de mayor importancia (por tener mayor prevalencia). El entendimiento de
enfermedades asociadas a mutaciones, como NPC, pueden llevarnos entender las bases
de la desregulaciéon de la autofagia, de la homeostasis de lipidos, de calcio, transporte
intracelular, sefializaciébn y comunicacién entre organelos, asi como otras disfunciones que
comparte con otras enfermedades mas prevalentes. Al igual que la enfermedad de
Alzheimer, NPC es una enfermedad neurodegenerativa donde ocurre una desregulaciéon en
la homeostasis del colesterol, con depdsitos de tau y Amiloide-B, ademas de la
desregulacion de la autofagia. NPC también es una de las 60 enfermedades de depdsitos
lisosomales, las cuales, al igual que los lisosomas, ha incrementado progresivamente su
estudio, importancia y conocimiento. Los lisosomas ya no son vistos como organelos
involucrados solamente en vias catabdlicas, sino como un elemento dindmico en la via de

la autofagia y en otras funciones de sefializacion celular, incluida la adaptacion a cambios

7



en el ambiente. Esta nueva vision del lisosoma ha redefinido la manera en la que
entendemos las enfermedades de depositos lisosomales (Parenti et al., 2021) y por lo tanto
la NPC.

1.1.1 Enfermedad de Niemann-Pick tipo C: cuadro clinico y diagnéstico

En NPC una las principales vias afectadas es la autofagia y dado que esta via es la ruta
principal de eliminacion y reciclamiento de macromoléculas, el mantenimiento de la
homeostasis, viabilidad celular y el bienestar del organismo (Palhegyi et al., 2019), su
desregulacién causa una enfermedad progresiva multisistémica que abarca un amplio
espectro clinico. La forma mas frecuente de la enfermedad se asocia con una colestasis
neonatal transitoria, esplenomegalia y/o hepatomegalia progresiva y posteriormente
sintomas neurologicos. Entre las manifestaciones neurolégicas se destacan las siguientes:
alteraciones en la motilidad ocular siendo caracteristica la paralisis de la mirada vertical,
disfagia, disartria, ataxia, distonia, crisis epilépticas, dafio cognitivo progresivo, sintomas
psiquiatricos y crisis de cataplejia Gelastica: episodios de debilidad muscular con risa
incontenible (Molina & Gomez, 2016); también se han reportado en adultos demencia y
casos de psicosis que se asemejan a esquizofrenia (Walterfang et al., 2006). Sin embargo,
los sintomas y signos de NPC son muy variables, son poco especificos y se desarrollan en
distintos periodos de tiempo, por lo que de esto deriva en un diagnéstico dificil y en muchas
ocasiones erréneo (Villamandos Garcia & Santos-Lozano, 2014).

Respecto al diagnéstico, el mas aceptado es la secuenciacion de los genes NPC1 y NPC2
buscando la mutacion y en caso de ser necesario, el ensayo de filipina; la filipina es un
potente antibidtico empleado como marcador fluorescente del colesterol (Van Leeuwen et
al., 2008) el cual permite visualizar la acumulacién de colesterol no-esterificado dentro de

la célula, como se puede observar en la figura 2 (Vanier & Millat, 2003).




Figura 2. Microfotografia de cultivos de fibroblastos provenientes de pacientes con
Niemann-Pick y sujetos sanos, tefiidos con filipina. (a) Paciente con Niemann-Pick tipo
C, (b) paciente con una variante de NPC y (c) sujeto sano; en los incisos a y b se muestra
el aumento de la concentracion de colesterol y por lo tanto mas intensidad de fluorescencia
al compararlas con las células de un paciente sano. Imagen obtenida de Vanier, M. y Millat,
G., 2003.

1.1.2 Dafio neuronal y muerte celular en NPC

En las enfermedades por almacenamiento lisosomico (LSD, por sus siglas en inglés:
Lysosomal storage diseases) se ha documentado la muerte celular o principalmente
afectacién de neuronas y otras células del organismo, especialmente las del higado, bazo,
cardiacas y del sistema inmune (macréfagos), sin saber exactamente los mecanismos por
los que ocurre la muerte celular. Lo que si se sabe es que en estas enfermedades el mal
funcionamiento del lisosoma afecta las vias de degradacién de los organelos dafiados,
como la mitofagia, que conlleva a la acumulacién de mitocondrias disfuncionales, de
especies reactivas del oxigeno (ROS) y desregulacion de vias donde participa la
mitocondria como la apoptosis y la respuesta inflamatoria (Torres et al., 2017; Yanez et al.,
2020).

Asi como la disfunciéon mitocondrial es comun en otras enfermedades neurodegenerativas
como la enfermedad de Alzheimer (EA) y enfermedad de Parkinson (EP), hay otras
caracteristicas fisiopatolégicas compartidas con NPC como disfuncion en el metabolismo
de los lipidos, alteraciones del citoesqueleto y fragmentaciones del aparato de Golgi, que
acompafian el dafio celular progresivo causando alteraciones morfolégicas manifestadas
en todo el espectro de la enfermedad como lo son la formacion de mega neuritas,

dendritogénesis ectdpica, marafias neurofibrilares (Walkley & Suzuki, 2004).

Actualmente se encuentra en discusion el mecanismo por el cual las neuronas y otras
células mueren en NPC (Yanez et al., 2020). La evidencia indica que la neurodegeneracion
sucede por la via de la apoptosis y, en este sentido, diversos trabajos reportan la presencia
de células apoptdticas tanto en cerebros de pacientes como en modelos murinos de NPC,
sugiriendo que dicha apoptosis ocurre por la via de TNF (factor de necrosis tumoral). Sin
embargo, al respecto al modelo murino, se demostr6 que, aunque el aumento de expresion
de genes involucrados en esta via correlaciona con el deterioro de la enfermedad, al

bloquearla no se observa una reduccion de la patologia (Wu et al., 2005; Yanez et al., 2020).
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Por ello, se ha propuesto que en esta patologia los mecanismos de muerte celular
implicados pueden ser otros como la necroptosis.

Un estudio realizado en hepatocitos de pacientes con NPC demostr6 que la inhibicion de la
apoptosis solo disminuye ligeramente la muerte celular. A través de la induccion de Bcl-2
(protooncogén) se ha intentado bloguear la muerte celular dependiente de caspasas y la
piroptosis (apoptosis con activacion del inflamosoma) con minociclina, antibiético con
actividad antiinflamatoria y antiapoptotica, concluyendo finalmente que la muerte de las
células no se efectla por estas vias pues no se observan cambios significativos, y
sugiriendo de nuevo otros mecanismos, como la necroptosis (Yanez et al., 2020).

La sugerencia de la necroptosis como posible mecanismo de muerte celular en este
modelo, surge a partir del hecho de que al usar un inhibidor alostérico de RIP3 (regulador
de la necroptosis) se observé una disminucién significativa de la muerte celular. En otro
reporte se determiné que la inhibiciéon de necroptosis en un modelo murino de neuronas de
Purkinje llevé a que dichas células mostraron una mejoria en la progresion de la enfermedad
y una disminucion en la tasa de mortalidad (Cougnoux et al., 2016; Yanez et al., 2020).
Estos trabajos ofrecen un nuevo punto de vista en el que se realza el papel de la necroptosis

como el tipo de muerte celular mas probable que ocurre en NPC.

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada y organizada que se ejecutada por
la familia de proteinas llamadas caspasas. El proceso mediante el cual una célula muere
por apoptosis ocurre de la siguiente manera: primero, se activan las endonucleasas que se
encargan de romper el DNA; posteriormente se prosigue con la degradacion de proteinas
del nucleo, proteinas de union intracelular, la fragmentacion del citoesqueleto; y finaliza con
la formacion de cuerpos apoptéticos asi como la aparicion de células fagociticas del sistema
inmune (D'Arcy, 2019). En este tipo de muerte celular, a diferencia de la necrosis, se busca
gue sea un proceso limpio, es decir, que no se dafien a células vecinas y no generar una

respuesta inflamatoria.

Mientras que la necroptosis es un tipo de muerte celular parecida a la necrosis, pero
regulada, ya que en esta via se reconocen receptores de membrana tipo RIP que activan a
MLKL (ejecutor de la necroptosis). El RIP3 es un componente de la via de sefializacion de
TNF, que puede inducir la muerte celular por la via de las caspasas o por otra via
independiente; a diferencia de la apoptosis, en la necroptosis hay una respuesta
inflamatoria usualmente inducida por DAMPs (Pan et al., 2016). Es importante tener en
cuenta que la apoptosis y necroptosis no son mutuamente excluyentes, pueden suceder en

el mismo drgano de forma secuencial o simultanea (Linkermann & Green, 2014).
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1.1.3 Enfermedad de Niemann-Pick tipo C: del almacenamiento del colesterol ala

via de la autofagia

El mal funcionamiento de las proteinas NPC1 y/o NPC2 provocan la acumulacién del
colesterol, de algunos glicolipidos y gangliésidos en el endosoma tardio; esta acumulacién
a su vez provoca un mal funcionamiento en el transito vesicular y posiblemente, afecte las
uniones entre membranas para su fusion. Tomando en cuenta que la patologia no solo se
debe a la acumulacion de lipidos en compartimientos celulares, sino también a la ausencia
de ellos en otros lugares (Hammond et al., 2019), podemos relacionar algunas afectaciones
a la perdida de homeostasis en el metabolismo de lipidos.

Debido a que el colesterol es uno de los lipidos mayormente afectados en esta patologia,
también se alteran sus principales funciones, las cuales son: a nivel estructural en las
membranas contribuye a la fluidez, curvatura y asociaciones entre organelos. También a
partir del metabolismo del colesterol y otros lipidos se obtiene moléculas de importancia
biol6gica como hormonas, vitamina D y &cidos biliares. Particularmente, los lipidos también
cumplen un papel importante en las estructuras de los axones y formacion de mielina en el
sistema nervioso. Es por ello que la patologia de NPC se presentan afectaciones en el
metabolismo, comunicacion entre organelos y el transporte vesicular dentro de las células,
asi como la sinapsis para el caso de las neuronas.

Se ha reportado que el colesterol que se acumula dentro de las vesiculas promueve el
reclutamiento desde el citoplasma hacia la membrana del lisosoma/endosoma de
MTORC1, sensor de nutrientes, energia y estrés y ademas regulador de la via de la
autofagia. El reclutamiento de mTORC1 disminuye mecanismos encargados del
mantenimiento de la biomasa, proliferacién, crecimiento y catabolismo. En la NPC, el
MTORCL1 esté hiperactivo (Lim et al., 2019), lo que lleva a un desbalance en la via de la
autofagia y eventualmente la acumulaciéon de colesterol. Los resultados encontrados en
fibroblastos de pacientes con NPC mostraron que el tratamiento con rapamicina (inhibidor
de la mTORC1, por lo tanto, promotor de la autofagia) provoca una disminucién en la
acumulacién de colesterol en los lisosomas y una mejora en la viabilidad celular. La
evidencia indica que la regulacion positiva de la autofagia es un buen blanco terapéutico
tanto por la via de mTOR como por la induccién del factor transcripcional TEFB, regulador

maestro de la biogénesis de los lisosomas (Yanez et al., 2020).
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1.2 Autofagia: generalidades y conceptos basicos

La autofagia es el proceso de degradacion y reciclamiento por la via lisosomal conservada
evolutivamente, durante el cual, los componentes celulares como macromoléculas,
proteinas y hasta organelos son secuestrados en autofagosomas que se fusionan a
lisosomas para su degradacion y/o reciclaje. La macrofagia, usualmente referida como
autofagia, inicia con la activacion de ULK1 (ATG1), que acarrea a Beclinl junto con Vps y
después participan otras proteinas llamadas ATG (autofagy-related genes). Durante la
elongacion las ATG5 y ATG12 acarrean otras proteinas ATG como LC3-ll y I, junto con los
fosfolipidos que formaran la doble membrana del autofagosoma. Los desechos celulares,
proteinas no-funcionales y/u organelos que se quieren degradar son marcados con
receptores especificos de autofagia, como p62 o PINK1, que después interactian con
proteina ATG (fig. 3). Una vez formado el autofagosoma, éste se fusiona con el lisosoma
mediante el reconocimiento y union de membranas mediante las proteinas sintaxina-17,
Vamp-8, SNAP29 y otras proteinas de la familia de las SNARE. Después de la fusion las
proteasas e hidrolasas en el pH del lisosoma degradan a los desechos celulares (fig. 3).

La autofagia tiene diversos roles fisiol6gicos como: ayuda en el reciclaje de componentes
celulares y en menor medida induce muerte celular ante diferentes tipos de estrés
principalmente por restriccién caldrica, durante la diferenciacion celular, embriogénesis y
ante el sefialamiento de organelos dafiados. Alteraciones en la via de la autofagia se han
relacionado con cancer y otras enfermedades neurodegenerativas como EA (D'Arcy, 2019).
La autofagia se encuentra a niveles basales en la mayoria de las células y entre sus
reguladores esta mTORCL1 (fig. 3) y AMPK, ambas responden a los cambios de nutrientes
y regulan a ULK. Aunque en condiciones basales se encuentra activa, la autofagia también
puede inducirse por varios inductores como diferentes tipos de estrés, restriccién calérica,
ausencia de factores de crecimiento, dafio a biomoléculas, dafio a organelos,

envejecimiento y cambios metabdlicos.
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Figura 3. Esquema de la via de la autofagia con los 4 pasos principales: 1) inicio, 2)
elongacion, 3) fusion y 4) degradacion. Se ilustran algunas de las proteinas que participan
en cada paso. Imagen elaborada en BioRender.

1.3 Factores tréficos o de crecimiento

Los factores tréficos son polipéptidos, que pueden tener un efecto autécrino o paracrino,
pero a cortas distancias (son mediadores locales) del sitio donde fueron secretados, a
diferencia de las hormonas, que si pueden tener un efecto a distancias mayores. Tienen
receptores especificos en la superficie de las células, que al unirse generan una cascada
de sefializacion la cual, en la mayoria de los casos, concluye con la regulacion de la
expresion de genes de respuesta primaria (como los protooncogenes), secundaria o tardia.
Lo que puede dar como resultado la regulaciéon del ciclo celular o del proceso de

diferenciacion (Cardenas-Aguayo M del, 2004).

Estas moléculas pueden estimular diferentes tipos celulares o sélo a un tipo particular de
célula. Se conocen varias familias de factores trdéficos, la cuales se describen en la tabla 1
(Cardenas-Aguayo M del, 2004).

Tabla 1. Principales familias de los factores de crecimiento y algunas de sus
caracteristicas. Modificada de Cardenas-Aguayo, M. del C. 2004

Factor Origen Actividad primaria Comentario
Hepatocitos y . . Se ocupaenla
. Promueve la proliferacion, .
células de . L regeneracion y
HGF . angiogénesis, morfogénesis . .
origen proteccion de varios

y antipoptotica

mesenguimal 6rganos.
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NGF submaxilar neuritico y supervivenciaen | en 1968. Sus
masculina las células neurales receptores son del
tipo trk (trkA, trkB y
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IGF-1 . ) L/
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principalmente de origen
fetal
Las interleucinas son
Causan inflamacién, o la al menos 22 (IL1a
Principalmente | inhiben, estimulan la y B, IL2...1L22)
Citocinas secretadas proliferacion, regulan la Los interferones son:
por linfocitos respuesta inmune. Inducen INF-a, Byy
muerte celular Factores de Necrosis
Tumoral: TNF-ay

El término factor de crecimiento (o factor tréfico) se utilizé por primera vez en relaciéon con
los componentes del suero (el fluido de la sangre que permanece cuando la sangre ha
coagulado), que permiten que las células de mamifero proliferen in vitro (Cardenas-Aguayo
M del, 2004). De los factores que promueven la supervivencia celular se encuentran los
factores neurotréficos derivados de glia (GDNF), derivados del cerebro (BDNF), factor de
crecimiento epidérmico (EGF) y varios miembros de la familia de los factores de crecimiento
derivados de fibroblastos (FGF) (Cardenas-Aguayo M del et al., 2003).

Los factores neurotréficos derivados del cerebro tienen un papel importante en la plasticidad
del sistema nervioso central (SNC), envejecimiento, cambios morfolégicos y funcionales,
como fosforilacion de receptores asociados a diferentes funciones, generaciéon de nuevas
neuronas, reorganizacion del citoesqueleto y de las espinas dendriticas. Se ha reportado la
deficiencia de neurotrofinas como NGF y BDNF durante las primeras etapas de la EA, lo
gue puede estar generando degeneracion neuronal, muerte celular y perdida de
neurotransmision colinérgica. De igual modo, se han reportado bajos niveles de expresion
BDNF tanto en modelos de la enfermedad de Parkinson, en depresién y ante estrés. En el
caso de NPC se vio que la desregulacion de NGF estd asociada a los defectos de los
endosomas que afectan el transporte celular y la sefializacién de la via de NGF(Cabeza et
al., 2012). Por lo que se ha propuesto que el “nivelar’ las concentraciones de las
neurotrofinas pueden tener un potencial terapéutico en estas enfermedades (Cardenas-
Aguayo M del et al., 2013).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Factores troficos como reguladores de la autofagia

En estudios previos nuestro grupo reporté que FGF2 tiene un papel importante en la
supervivencia de precursores neurales (Cardenas-Aguayo M del et al., 2003) y actualmente
se sabe que los factores de crecimiento tienen efectos multiples, ya que ademas de inducir
la proliferacién pueden controlar otros procesos como el de supervivencia, diferenciacion,
migracién, etc. (Cardenas-Aguayo M del, 2004). Por otro lado, se ha descrito que ante la
ausencia de los factores de crecimiento las células dejan de inducir sefiales favorables a la
supervivencia, por lo tanto, sin estas sefiales favorables, moléculas como puma, noxay bax
(reguladores de la apoptosis), que normalmente se encuentran inhibidas, se activan e

inician la apoptosis (D'Arcy, 2019).

Desde un enfoque diferente Cardenas-Aguayo en 2003, caracterizé el mecanismo de
muerte celular en células precursoras neurales derivadas de la neuroesfera ante la
ausencia de factores de crecimiento. Las células mostraron caracteristicas de autofagiaal
retirarles el FGF2, como formacion de vacuolas de doble membrana alrededor de
componentes del citoplasma como las mitocondrias y otras vesiculas (fig. 4).
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Figura 4. Desarrollo de vacuolas en ausencia de FGF2
en células derivadas de la neuroesfera, 0-5 dias. El cultivo
celular crecio durante 12-24 horas en presencia de FGF2,
se lavaron y se prosiguié a su cultivo en ausencia del
factor de crecimiento. Se observa la formacion de
vacuolas a partir del primer dia (1d) de retirarles FGF2. La
imagen de la izquierda, (inciso D) es una fotografia en el
microscopio electronico de una de las vacuolas que se
formaron, la cabeza de flechas sefiala la doble membrana
y m, de mitocondria. Barra de escala 50 um. Tomada de
Cérdenas-Aguayo, M. del C. y col. 2003.

2.2 El sexo y otras variables que deben de ser consideradas en el estudio de

enfermedades

En los udltimos afos han surgido estudios sobre la importancia de tomar en cuenta el sexo
en el estudio de las enfermedades y particularmente se habla sobre las diferencias que hay
en enfermedades neurodegenerativas, como por ejemplo EA (Medeiros & Silva, 2019) y
esquizofrenia (Mendrek & Stip, 2011), también en enfermedades cardiovasculares, en la
respuesta inflamatoria (Houben et al., 2020) y recientemente en la respuesta a tratamientos
y farmacos para otro tipo de enfermedades (Idda et al., 2021).

Se ha sugerido que la principal causa de esta diferencia, pero no la Unica, es hormonal
principalmente refiriéndose a las hormonas esteroideas, y tipicamente el estrégeno. Las
diferentes hormonas y su proporcién entre los sexos afectan de diferente forma los érganos
y sistemas, incluso ciertas funciones del cerebro se encuentra bajo la influencia de ellas
(Cahill, 2006). Muchas funciones neuronales y conductuales se ven afectadas o reguladas
por las hormonas, incluyendo el estado de animo, la funcién cognitiva, la regulaciéon de la
presion arterial, la coordinacion motora, el dolor y la sensibilidad a los opioides.
Anatdmicamente existe muy poco dimorfismo sexual en el cerebro de humanos, y la
mayoria de estas diferencias se encuentran principalmente en los patrones de conectividad
de ciertas regiones cerebrales, y aiun mas notables, en mecanismos neuroquimicos y

moleculares (McEwen & Milner, 2017).

En NPC poco se ha hablado sobre las diferencias que pueden presentarse entre ambos
sexos; sin embargo, de lo reportado en el modelo murino, los resultados muestran que estas
diferencias se ven tanto en la patologia, en la supervivencia (Cougnoux et al., 2020), asi
como en la respuesta al tratamiento (Houben et al., 2020); mientras que en el humano no

se ha evidenciado una diferencia en supervivencia.
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Dado que la respuesta hormonal es considerada como la posible causa que explica dichas
diferencias y considerando ademéas que el colesterol es el sustrato en la sintesis de
hormonas esteroideas y puede activar la respuesta inflamatoria (Houben et al., 2020), se
podria esperar una diferencia entre los sexos en NPC.

Por ejemplo, en un estudio del perfil lipidico de 34 pacientes de NPC (18 hombres y 16
mujeres) con rangos de edad de 1.5 a 45 afios encontraron diferencias significativas con
respecto a la poblacion control cuando ademas de dividir a los pacientes por sexo, los
dividian por rangos de edad: menores (nifias, nifios) o mayores de 14 afios (mujeres,
hombres). Entre los resultados encontraron que los niveles del colesterol total fueron
significativamente menores en nifias y hombres con NPC, pero no fue asi para nifios y
mujeres; ademas, los niveles de LDL fueron significativamente menores en nifias, hombres
y mujeres con NPC, mientras que en el caso de los nifios no hubo diferencias significativas;
también los niveles de triacilgliceroles fueron significativamente mayores en los nifios, nifias
y mujeres con NPC, exceptuando a los hombres. Y de forma general, en todos los pacientes
de NPC los valores de HDL fueron significativamente menores. También reportaron una
asociacion inversa significativa entre los niveles de HDL y la edad de muerte de los

pacientes de NPC (n =5, para este caso) (Garver et al., 2010).

Relacionado con las diferencias neuroquimicas esta el caso de dos hermanos, un hombre
y una mujer, con la misma mutacién en el gen NPC1, una mutacion que se ha relacionado
con el fenotipo juvenil y usualmente presenta sintomas parecidos a la esquizofrenia. A los
16 afios el varon presento psicosis y a los 25 afios comenzd con alteraciones cognitivas y
motoras, mientras que su hermana mostré alteraciones menos severas y los primeros
sintomas después de los 25 afios, ademas de una mejor respuesta a los tratamientos
(Walterfang et al., 2009). En un principio ambos casos fueron diagnosticados con
esquizofrenia, sin ver mejoras tras al tratamiento se realizé el diagnostico correcto,
sefialando de nuevo la importancia del reconocimiento de estas enfermedades raras para
el correcto diagnéstico de las mismas y la busqueda de biomarcadores. Las nuevas
tecnologias, como la secuenciacion de dultima generacion mas los enfoques “-oma”
(metabolémicos, gendémicos y protedémicos), han tenido un gran impacto en la
caracterizacion bioldgica, desarrollo de herramientas de diagnéstico e identificacion y

validacién de nuevos objetivos terapéuticos.
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2.3 Generalidades del andlisis de la expresion génica mediante microarreglos de

expresion y sus aplicaciones en el area biomédica

Una de las primeras respuestas de la célula ante un cambio en el medio, el ciclo celular,
diferenciacion celular, adaptacion, estrés, etc., consiste en la regulacion de la transcripcion,
la cual implica el “encendido” o “apagado” de cierto tipo de genes para su posterior
traduccién. El estudio de la expresion génica permite conocer en qué condiciones un gen
esta activado y por lo tanto se transcribe a RNA mensajero para pasar a otro nivel de
regulacion y finalmente a la traduccion de la proteina. En la actualidad hay muchas formas
de estudiar la regulacién génica a diferentes niveles dependiendo de la pregunta inicial:
microarreglos, Northern blot, RNA-seq y PCR.

En los estudios de microarreglo se extrae el RNA de las células control y células problema,
después el MRNA se retro-transcribe a cDNA usando acidos nucleicos etiquetados con una
molécula que emite fluorescencia cuando se forma la doble cadena de DNA. El microarreglo
consta de miles de pozos en un arreglo cuadrado, en cada pozo hay una gran cantidad de
copias de un gen en particular las cuales van a hibridar con el cDNA de las muestras, en

esta técnica se mide la cantidad del transcrito con la intensidad y/o color de la fluorescencia
(fig. 5).
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En la actualidad existen mas de 2 millones de datos de microarreglos de expresion de
células y tejidos humanos que son de dominio publico y se encuentran en el repositorio
GEO o Gene Expresion Omnibus (https://www.ncbi.nim.nih.gov/geo/), provenientes de
varias plataformas (Wu & Witten, 2019). GEO hace accesible esta informacion para que
cualquier persona pueda descargarlo con los datos en crudo o analizarlo mediante GEO?2.
El analisis de microarreglos es otra herramienta en el estudio de enfermedades ya que
permite encontrar patrones de expresion de genes caracteristicos de un tejido o condicion
patoldgica.

Los microarreglos se basan en la hibridacion de los &cidos nucleicos, evaluando al mismo
tiempo la presencia de miles de genes en una condicién (Mirnics et al., 2001) y por lo tanto
se genera una gran cantidad de informacién que, usando herramientas bioinforméaticas,
serve para encontrar desde patrones en el cambio de regulacion de varios genes, hasta el
estudio de mecanismos regulatorios, funciones celulares y vias metabdlicas caracteristicas
de las muestras analizadas. En el contexto de salud humana y tratamientos, el conocimiento
obtenido en estos patrones multigénicos puede ayudar a determinar las causas y
consecuencias de enfermedades, asi como identificar genes para uso diagndstico

(biomarcadores) y terapéutico (Lockhart & Winzeler, 2000).
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3. HIPOTESIS

Existen diferencias significativas en la expresion de genes involucrados en diversas
funciones como trafico vesicular, metabolismo de lipidos, muerte celular, asi como vias de
sefializacion y factores de crecimiento de células somaticas (fibroblastos) provenientes de
pacientes con la enfermedad de Niemann Pick con respecto a las células obtenidas de los

sujetos control.

4. JUSTIFICACION

La enfermedad de Niemann-Pick tipo C es una entidad patolégica que afecta al sistema
neuro-visceral, que se presenta baja prevalencia y heterogeneidad en su sintomatologia, lo
cual ha dificultado su estudio, diagndstico y tratamiento. Por estas razones, el enfoque de
este trabajo residi6 en determinar a través de ensayos in silico aquellas diferencias
moleculares entre células somaticas provenientes de pacientes y sujetos control para
posteriormente proponer algunas biomoléculas como posibles biomarcadores, que
permitan lograr un diagndstico mas eficiente y puedan constituir nuevos blancos
terapéuticos. Las herramientas que se utilizaron fueron el analisis de bases de datos de
microarreglos a través de técnicas bioinformaticas en donde se esperaba encontrar vias
enriguecidas en diferentes procesos celulares tales como muerte, supervivencia y

autofagia.
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5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el patron de expresion diferencial en células sométicas (fibroblastos) de pacientes
con la enfermedad de Niemann Pick vs sujetos control mediante el andlisis bioinforméatico
de bases de datos de microarreglos de RNA y detectar las posibles alteraciones en vias de
sefializacion y factores de crecimiento como potenciales biomarcadores de esta

enfermedad neurodegenerativa.,

5.1 Objetivos particulares

e Andlisis in silico de genes de expresion diferencial de NPC en bases de datos de
microarreglos de RNA

¢ Analizar las vias de muerte celular en arreglos de expresion de la enfermedad de NPC.

e Analizar las vias de sefalizacion relacionadas con factores de crecimiento y su impacto
de las vias de viabilidad celular.

o Desarrollar interactomas (analisis de redes) para interpretar los cambios de expresion

diferencial relacionados con la enfermedad de Niemann Pick.
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6. METODOLOGIA

6.1 Disefio experimental

Busqueda y seleccion
de bases de datos

A

Tratamiento y
normalizaciéon

Andlisis e
identificacion
de los GED

\ 4

Andlisis GO, KEGG
y PWMEnrich

\ 4

Validacion e
integracion de
los resultados

Figura 6. Esquema del disefio experimental. Esquema representativo introductorio de
la metodologia explicada a continuacion.

6.2 Busqueda de bases de datos de microarreglos de RNA de células de pacientes
con NPC

Se trabaj6é con una base de datos alojada en el repositorio Gene Expression Omnibus o
GEO2 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) del Centro Nacional de Informacion

Biotecnoldgica o NCBI (por sus siglas en inglés). La base de datos referida tiene la clave
de acceso GSE124283, compartida en la red por Hetmanczyk y colaboradores
(Hetmanczyk-Sawicka et al., 2020). Dicha base de datos fue obtenida a partir del
microarreglo Genechip Illumina HumanHT-12 V4.0 expression beadchip, proveniente de
cultivos de fibroblastos de 46 individuos: 22 controles (13 hombres y 9 mujeres) y 24
enfermos con NPC (12 hombres y 12 mujeres) de los cuales 16 de los enfermos padecian

de la variante infantil, 6 de la juvenil y 2 de la de adultos.
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Se obtuvo el perfil de expresion en crudo, se traté con el paquete lumi y Limma de R

Bioconductor (https://www.bioconductor.org/) y el software estadistico R (version 4.0), se

realizé la correccion de fondo y normalizacion. La normalizacion de un microarreglo se basa
en dos situaciones, la primera es que la mayor parte de los genes no se estan expresando
en ninguna de las condiciones y la segunda es que en los genes que si estan expresados
la mayoria tendré una expresion promedio y sin variacion ante las diferentes condiciones,
mientras que un menor niumero de genes aumentard o disminuira su expresion. En la
normalizacion de los datos también se busca eliminar el sesgo experimental entre las
muestras y obtener los datos al mismo nivel para entonces poder compararlos mediante

diferentes tipos de analisis estadisticos.
Analisis de la expresion diferencial

Después de normalizar la base de datos el siguiente paso es encontrar los genes
expresados diferencialmente por el método empirico de Bayes con el paquete limma de

Bioconductor/R (https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/limma.html); limma

usa la prueba t-test la cual arroja la variacion promedio de cada gene entre dos grupos y si
esa expresion diferencial es significativa (valor-p), en este caso los grupos son las células
de pacientes con NPC vs la de los individuos controles. El paquete lima también introduce
el andlisis de Benjamini-Hochberg para correccién multiples pruebas para evitar a los falsos
positivos que hayan salido significativos (valor-p ajustado). Los resultados de la expresion
diferencial se muestran en un mapa de calor, elaborado con el paquete heatmap.2 y en un

grafico de volcan realizado con EnhancedVolcano, ambos paquetes de R.

6.3 Analisis del enriquecimiento de ontologia de genes o gene ontology (GO)

Los resultados del gene ontology se obtuvieron a partir del paquete topGO de R
(https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/topGO.html), para este analisis se

tienen que seleccionar dos objetos, un universo de genes y la seleccion de los genes dentro
de este universo que se van a utilizar para encontrar a los GO enriquecidos. En topGO se
pueden aplicar diferentes estadisticas de prueba, en este proyecto se uso la prueba de

Fisher.

De la base de datos se seleccionaron los genes expresados diferencialmente con valor-p
ajustada menor a 0.05 como universo y para la segunda seleccion se eligieron los genes
con un fold change (FC) o valor de cambio mayor que O para los que se regularon

positivamente y menor que 0 los regulados negativamente.
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Para cada uno de los grupos de genes el GO da 3 resultados que describen a cada grupo,
segun sea el caso, entonces para estos resultados se selecciono la funcion molecular (MF),
componente celular (CC) y proceso bioldgico (BP) enriquecidos significativamente. En estos
resultados se busca una concordancia con el significado biolégico de la enfermedad y sus
afectaciones y entre los 3 grupos: MF, CC y BP; este paso sirve para comenzar a limitar el

analisis hacia vias o funciones de interés.

6.4 Andlisis del enriquecimiento de vias de sefalizacién

Se uso la funcién kegga del paquete de limma de R para el andlisis de KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), Kegga obtiene las vias del KEGG a partir de la
pagina oficial del KEGG. Se identificaron las vias de sefializacion enriquecidas entre los
genes expresados diferencialmente y se us6 la prueba de Fisher para el célculo de
significancia, para este caso se usaron los resultados con un valor-p <0.05. Para este
analisis solo se seleccionaron a los genes expresados diferencialmente sin separarlos por

expresion y se eligid el top 10 con respecto a su valor de significancia o valor-p.

6.5 Analisis del enriquecimiento de sitios de unidn a factores de transcripcion

Para la busqueda de factores de transcripcion que regulen a los genes expresados
diferencialmente de nuestra base de datos se usé el paquete de Bioconductor, PWMEnrich

(https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/PWMEnrich.html). PWMEnrich

identifica en la secuencia no codificante de la lista de genes los sitios unién de DNA en
donde se unen reguladores o factores transcripcionales y se arrojan a los enriquecidos.
Para esto se seleccionaron 1000 pares de bases (pb) rio arriba del grupo de genes que
aumentaron su transcripcion y los que la disminuyeron, esto con el fin de encontrar el o los
factores de transcripcion principales o importantes que estén posiblemente regulando a los

genes que tienen una expresion diferencial en nuestra base de datos.

6.6 Andlisis de las vias de muerte celular en arreglos de expresion de la enfermedad
de NPC

Se obtuvieron los genes expresados diferencialmente que estaban dentro de los GO
enriquecidos relacionados con muerte celular, supervivencia y/o proliferacion y se busco
gen por gen la via con la que estaba relacionado y su interaccién con otros genes, para
entender mejor las vias de muerte celular que se estaban activando en estas células o bien
en la enfermedad. En esta metodologia se us6 también la pagina web del KEGG:

https://www.genome.jp/kegqg/ para la identificacion de estas vias.
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7. RESULTADOS

7.1 Tratamiento de |la base de datos

La base de datos se descarg6 en crudo y se tratd con el paquete de R Bioconductor, primero
se hizo una correccion de fondo y después la normalizacién. Con la normalizacion se busca
obtener una expresién de los genes con distribucion normal, hay diferentes formas de
visualizar estos resultados, por ejemplo, mediante un histograma y/o la gréfica de cajas y
bigotes, en la primera se agrupan a todos los sujetos y en el otro tipo de grafica se visualizan
por sujeto. En la figura 7 se muestra el histograma con la distribucion de los datos antes
(fig. 7A) y después (fig. 7B) de su tratamiento, en la figura 6B se observa como los datos

tienden a una distribucién normal.
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Figura 7. Histograma de la distribucién de los datos normalizados. (A) Después de la
correccion de fondo, pero antes de la normalizacion y (B) después de la normalizacion, en
este caso la media de la expresion de los genes de la poblacién es 8.5 y el resto se
distribuye a los extremos de la media.

Otra forma de visualizar la normalizacion de los datos es mediante el grafico de cajas y
bigotes (fig. 8) pero en este tipo de grafico se ve la distribucién de los cuantiles de cada una
de las muestras. Por lo tanto, esperamos a partir de todas las muestras una distribucién
normal, una sola mediana poblacional definida, en donde se encuentren la mayoria de los

datos con misma distribucion de expresion a ambos lados y menos valores en los extremos.
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Figura 8. Grafico de cajas y bigotes de cada muestra, sobre el eje de las abscisa esta
el nivel de expresion y sobre las ordenadas las muestras. De igual forma la media de la
poblacion es 8.5, vemos que tanto los controles como pacientes tienen la misma distribucion
y por lo tanto son comparables entre ellos.

7.2 Andlisis de la expresién diferencial

Después del tratamiento de la base de datos, se hizo la busqueda de los genes expresados
diferencialmente por el método empirico de Bayes con el paquete limma; una vez obtenidos
los genes expresados diferencialmente existen varias formas de visualizarlos, y la primera
gue se uso en este reporte fue el heatmap. En el heatmap o mapa de calor se grafica la
expresion de los genes expresados diferencialmente (GED) de cada una de las 46 muestras
en un gradiente de color, y el paquete por si solo acomoda las muestras jerarquicamente
basado en la semejanza de expresion. Al analizar la base de datos completa y después de
obtener el mapa de calor vimos que los GED no representaban a la enfermedad pues no
se compartia la expresion entre las muestras de pacientes, sino que habia expresion similar
entre controles y pacientes; por eso, en la figura 9A las muestras se acomodaron
desordenadamente (fig. 9A). Posterior a estos resultados, se analizaron la base de datos
separando a hombres y mujeres y al encontrar resultados més sélidos se optd por seguir
analizandola de esta manera. Por ello, a partir de aqui se muestran ambos resultados,

siendo la figura 9B el mapa de calor de solo los hombres y la 9C de solo las mujeres.
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Figura 9. Mapas de calor con lajerarquizacion de las muestras de: (A) la base de datos
completa, (B) base de datos de s6lo hombres y (C) base de datos de sélo mujeres. Sobre
el eje de las abscisas estan los genes expresados diferencialmente y sobre las ordenadas
las muestras, en la parte superior esta el dendograma que muestra la relacion de expresion
entre las muestras, ordenadas por semejanza.

El segundo gréfico que usamos para visualizar los resultados fue el diagrama de volcan
(volcano plot) (fig. 10), en donde se muestra la expresién diferencial en el valor de cambio
0 FC de cada uno de los genes entre los pacientes con NPC contra los controles y que tanto
esta diferencia es significativa (valor-p ajustado). Nosotros definimos a los genes
expresados diferencialmente con un valor-p ajustado < 0.05 y FC mayor a 0.5 o menor a -
0.5, de esta forma se obtuvieron de los datos de las mujeres 107 genes que aumentaron su
transcripcion y 52 que la bajaron (fig. 10A); y de los hombres 286 genes que aumentaron

su transcripcion y 235 que la bajaron (fig. 10B).
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Figura 10. Diagrama de volcén del andlisis de expresion diferencial, sobre el eje de las
abscisas se grafica la significancia, -log10 del valor-p ajustado y sobre las ordenadas el log
del fold change o el valor de cambio. Los genes expresados diferencialmente estan
marcados con color rojo, (A) 159 para las mujeres y (B) 521 para los hombres. En el grafico
se agregaron algunos nombres de los genes expresados diferencialmente. De esta base
de datos se obtuvieron en total 10283 genes expresados.
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7.3 Los resultados del GO de las mujeres relacionados con la enfermedad de NPC

Entre los GO enriquecidos de los genes regulados negativamente en funcién molecular

se encuentran las vias de regulacién transcripcional, unién al RNA, unién a iones metalicos,
entre otros (fig. 11A); entre los componentes celulares se hallaron el nucleo y la cromatina
(fig. 11B), finalmente, entre los procesos biolégicos se encontraron la regulacion de la
expresion génica, metabolismo del RNA y la via de sefializacion de Wnt, entre otros (fig.
11C).

De los regulados positivamente encontramos en procesos bioldgicos: regulacion de la
macroautofagia (tabla 2), transporte endosomal, catabolismo de lipidos (tabla 3), procesos
de oxido-reduccion, degranulacion de neutréfilos, por mencionar algunos (fig. 11D); los
componentes celulares enriquecidos fueron el endosoma, mitocondria, region extracelular

y membrana plasmética, entre otros (fig. 11E).
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Figura 11. Resultados del topGO de los GED de las mujeres, GO enriquecidos en los
genes a la baja en (A) Procesos Bioldgicos, (B) Componentes Celulares y (C) Funcién
Molecular; GO enriguecidos de los genes a la baja en (D) Procesos Biologicos y (E)
Componentes Celulares. Todos los GO fueron significativamente enriquecidos como lo
muestra el gradiente de color que indica los valores del valor-p.
Se afiadieron tablas de los procesos biolégicos enriquecidos que ya se han reportado en la
enfermedad con los genes que participan en los mismos, su regulacién en valor de fold

change (F.C) o valor de cambio y su funcion.
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Tabla 2. Genes que incluyen en el GO:0016241. Regulacién de la macroautofagia,

Gen F.C. | Funcion

ATP6VOAL | 0.80 | Subunidad de una enzima que se encarga de la acidificacion de
organelos intracelulares.

ATP6VOC | 0.57 | Subunidad de una enzima que se encarga de la acidificacion de
organelos intracelulares.

ATP6V1A | 0.73 | Subunidad de una enzima que se encarga de la acidificacion de
organelos intracelulares.

FEZ1 0.57 | Involucrado en el transporte retrogrado de la mitocondrial al del soma
al axén o dendritas. Regula morfologia celular, crecimiento de
dendritas y soma.

GBA 0.68 | Este gen codifica a una proteina de membrana lisosomal que juega
un papel central en la degradacion de lipidos e intercambio de
membranas.

PINK1 0.69 | Proteina cinasa serina/treonina ubicada en la mitocondria, protege a
la célula del estrés inducido por disfuncién mitocondrial.

VPS35 0.77 | Proteina vacuolar involucrada en el transporte retrogrado de
endosomas a Golgi.

SQSTM1 0.45 | Receptor p62/SQSTML1: interacciona con la maquinaria de autofagia
MTOR y vias de sefializacion de respuesta antioxidante, inflamacion
y metabolismo.

*Algunos de estas funciones se obtuvieron de Genecards: https://www.genecards.org/ otras
de articulos publicados en Pubmed: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/

Tabla 3. Genes que incluyen en el GO:0044242. Proceso catabdlico de lipidos

celulares

Gen F.C | Funcién

ACAT1 0.66 | Cataliza el ultimo paso de la beta-oxidacién, esterifica al colesterol
libre

CROT 0.55 | Participa en la beta-oxidacion, convierte el producto final en un éster
de carnitina.

DAGLB 0.49 | Hidroliza DAGs de forma calcio-dependiente.

GBA 0.68 | Enzima del lisosoma que cataliza la hidrolisis de glucosilceramidas en
ceramidas libres.

HEXB 0.64 | Subunidad beta de la Hexosaminidasa. Cataliza la degradacion del
gangliésido GM2.

PHYH 0.87 | Proteina peroxisomal involucrada en la alfa-oxidaciébn de acidos
grasos.

PLA2G15 | 0.59 | Fosfolipasa dependiente de calcio, homeostasis de
glicerolfosfolipidos, grupos acilos y otros lipidos en corpartimentos
celulares.

SMPD1 0.79 | Esfingomielinasa acida lisosomal que convierte la esfingomielina en
ceramida.

*Algunos de estas funciones se obtuvieron de Genecards: https://www.genecards.org/ otras
de articulos publicados en Pubmed: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/
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7.4 Los resultados del GO de los hombres relacionados con la enfermedad de NPC

Para identificar el significado biolégico de los genes expresados diferencialmente se realiz6
el andlisis GO de los genes expresados al alta y los de a la baja (fig. 12) de la base de datos
de solo los hombres. De los 235 genes expresados a la baja se obtuvo en funcion
molecular union al RNA, union a Cadherina, union a iones metalicos, entre otros (fig. 12A).
Entre los componentes celulares enriquecidos se estuvieron membrana vesicular, balsas
lipidicas, citoesqueleto y uniones célula-célula (fig. 12B); en procesos bioldgicos:
organizacion de la matriz extracelular, procesos glucoliticos (fig. 13), adhesion y uniones

célula-célula y la via de sefalizacién de Wnt, entre otros (fig. 12C).

De los 286 genes regulados positivamente (a la alta) encontramos en procesos
biol6gicos: regulacién positiva de la apoptosis (tabla 4), metabolismo de 4cidos grasos no
saturados (tabla 5), organizacion del lisosoma, regulacion de procesos inflamatorios y
regeneracion, por mencionar algunos (fig. 12D). De los componentes celulares
enriguecidos estuvieron el lisosoma, membrana de vesiculas, membrana plasmatica y cilio
o citoesqueleto (fig. 12E); en funcién molecular estan: union a RNA, unién a péptidos y
ligandos de receptores, por mencionar algunos (fig. 12F).
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Figura 12. Resultados del topGO de los GED de los hombres, GO enriquecidos en los

genes a la baja en (A) Procesos Bioldgicos,

(B) Componentes Celulares y (C) Funcidn

Molecular; GO enriguecidos de los genes a la baja en (D) Procesos Bioldgicos y (E)
Componentes Celulares. Todos los GO fueron significativamente enriquecidos como lo
muestra el gradiente de color que indica los valores del valor-p.

Se afiadieron tablas de los procesos biolégicos enriquecidos que ya se han reportado en la

enfermedad con los genes que participan en los mismos, su regulacién en valor de fold

change (F.C) o valor de cambio y su funcion

apoptotico

Tabla 4. Genes que incluyen en el GO:0043065 Regulacion positivo del procesos

Gen F.C. | Funcién

AKR1C3 1.62

Moonlights como un receptor coactivador de androgenos y previene
degradacion por unién a ubiquitina. Su sobrexpresién promueve
supervivencia celular por activacién NF-kB y STAT3.
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ARHGEF3

1.26

Promueve la regeneracion muscular mediante la activacion de la
autofagia

GRN

0.5

Progranulina es un factor de respuesta al estrés en fibroblastos ante
hipoxia y acidosis. Tiene un papel importante en la homeostasis del
lisosoma.

IFIT2

0.59

Modula la apoptosis o proliferacion. IFIT2 sobrerexpresado lleva a la
activacion de caspase-3.

PYCARD

0.76

Es un componente importando del inflamosoma. Estructuralmente, es
uno de los motivos de muerte, CARD interacciona con caspasa-1.

SLIT2

0.84

Slits son un grupo de glicoproteinas secretoras que juegan un papel
en la migracién celular. También han sugerido que Slit2 puede ser un
gen supresor de tumores.

SQSTM1

0.48

p62/SQSTML1: interacciona con la maquinaria de autofagia y otras
vias de sefializacion de respuesta antioxidante, inflamacion y
metabolismo.

TNFSF12

0.59

Forma parte de la superfamilia de factor de necrosis tumoral (TNF),
puede activar caspasa-8 o 9 y llevar a la apoptosis intrinseca o
extrinseca.

*Algunos de estas funciones se obtuvieron de Genecards: https://www.genecards.org/ otras
de articulos publicados en Pubmed: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/

Tabla 5. Genes que incluyen en el GO:0044242. Proceso catabdlico de lipidos

celulares

Gen F.C. | Funcion

AKR1C3 Moonlight como un receptor coactivador de androgenos y previene
degradacién por unién a ubiquitina. Su sobrexpresion promueve

1.62 | supervivencia celular por activacion NF-kB y STAT3.

AUH 0.42 | Es el paso critico en la via de degradacion de la leucina. Se localiza
en la mitochondria.

IDH1 0.67 | Isocitrato deshidrogenasa, participa en el rompimiento de grasas para
la obtencion de energia, en la conversion del isocitrato a 2-
cetoglutarato.

PHYH 0.64 | Es responsabe de uno de los primeros pasos del rompimiento del
acido fitanico durante la alfa-oxidacion.

PLA2G4C | 0.87 | Hidroliza glicerofosfolipidos hacia acidos grasos libres y
lisofosfolipidos. Y participa en la formacion de balsas lipidicas.

PNPLA7 | 0.69 | Promueve la hidrolisis de lisofosfatidilcolina e interactia con las balsas
lipidicas.

*Algunos de estas funciones se obtuvieron de Genecards: https://www.genecards.org/ otras
de articulos publicados en Pubmed: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/

Uno de los GO enriquecidos en los genes a la baja fue el de procesos glucoliticos, con

alrededor de 12 genes que participan en diferentes vias, una de ellas fue la glucolisis (fig.

13) en donde se encontraron 5 genes participando en ella.
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Figura 13. Via metabdlica de la glucdlisis. Con flechas verdes se sefialan a los genes
gue disminuyeron su transcripcion en la base de datos de hombres, de los cuales 5 se
traducen a las enzimas que forman parte de esta via, dos de ellas: la hexocinasa y la
fosfofructocinasa, son dos de las tres principales que regulan la via. Figura obtenida de la
web: http://fisiolvegetal.blogspot.com/2012/11/respiracion-i-glucolisis.html

7.5 Vias de sefializacion enriquecidas para ambas bases de datos

Para el KEGG se incluyeron todos los GED sin dividirlos por la regulacién positiva o
negativa, con el objeto de visualizar las vias alteradas de manera méas general. En el caso
de las mujeres, se observaron vias relacionadas con el fagosoma, lisosoma, vesiculas y
metabolismo del colesterol. En el caso de los hombres se obtuvieron vias del fagosoma,
interaccion con la matriz extracelular, y metabolismo de glicidos, entre otros. En este caso

la Gnica via compartida entre ambos sexos fue la del fagosoma.
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Figura 14. Resultados del KEGG de A) mujeres y B) hombres. Todos los resultados fueron
significativamente enriquecidos como lo muestra el gradiente de color que indica los valores

del valor-p.

7.6 Andlisis de enriquecimiento de motivos de unidn de la base de datos de mujeres

De los 107 genes que aumentaron su transcripcion en la base de datos de las mujeres se

seleccionaron a los 7 factores de transcripcion enriquecidos significativamente que se unian

a ellos. En la tabla 6 se afiadieron su funcién, algunos de los GED que regulan y la

frecuencia con la que aparecio este motivo en las secuencias no codificantes.

Tabla 6. Resultados de PWMEnrich de la base de datos de las mujeres

Genes que regula: CD68, ATP6V0OAL, GBA, PIK3IP1, SGKS, IL13RA2,
MEGF6, EGFR, entre otros

F.T Funcién %

USF1 Se expresa ubicuamente controla genes importantes en el metabolismo | 22
de glucosa vy lipidos.

Genes que regula: VAT, RAB3IL1, CD68, ATP6VOAL, GBA, SMPD1,
PIK3IP1, SGK3, IL13RA2, ITGB5, MEGF6, entre otros.

RARA Receptor nuclear del &cido retinoico, regula genes implicados en el | 21
desarrollo, diferenciacion, apoptosis, granulopoyesis y genes del reloj
circadiano.

Genes que regula: VAT1, SMAD6, EGFR, entre otros.

TFEB Es el regulador maestro de la biogénesis y exocitosis lisosomal, | 20
autofagia, catabolismo de lipidos, metabolismo energético y respuesta
inmune.

Genes que regula: VAT1, RAB3IL1, GBA, SGK3, entre otros.

TFAP2A | Regula vias del desarrollo adecuado del ojo, la cara, la pared del | 19
cuerpo, las extremidades y el desarrollo del tubo neural.

Genes que regula: RAB3IL1, CD68, SMPD1, IL13RA2, ITGB5, entre
otros.

TFES3 Promueve la transcripcion de genes rio-abajo del TGF-£. 19
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ATF3 Este factor de transcripcion se activa en cancer y en respuesta al estrés. | 18
Genes que regula: RAB3IL1, CD68, ATP6VOAL, IGFBP6, SMADSG,
EGFR, entre otros.

ARNTL | Es un factor de transcripcion que activa genes del reloj circadiano, | 18
metabolismo, suefio, temperatura del cuerpo, presidon sanguinea,
endocrino, renal y cardiovascular.

Genes que regula: RAB3IL1, GBA, ACAT, entre otros.

% Porcentaje de secuencias en el que se encuentra el motivo enriquecido.

*Algunos de estas funciones se obtuvieron de Genecards: https://www.genecards.org/ otras de
articulos publicados en Pubmed: https://pubmed.nchi.nim.nih.gov/

Del mismo modo para los 52 genes que disminuyeron su transcripcion se seleccionaron a
los 6 factores de transcripcibn mas enriquecidos que se unian a ellos. En la tabla 7 se

afiadi6 su funcién y algunos de los GED que regulan.

Tabla 7. Resultados de PWMEnrich de la base de datos de las mujeres

F.T Funcion %
NRL Se puede regular de manera redox-dependiente, se activa en dietas ricas | 35
en carbohidratos y bajas en grasa y puede activar a TGF-f31.
Genes que regula: PIK3IP1, LATS2, NETO2, IMPA2, entre otros.
ATF3 Este factor de transcripcion se activa en cancer y en respuesta al estrés. | 33
Genes que regula: PIK3IP1, CENPV, TCF7L1, NETO2, IMPA2, VEGFA,
entre otros.

ATF4 Regulador de procesos metabdlicos, redox, respuesta integrada al estrés | 33
(ISR). Genes gque regula: PIK3IP1, NETO2, IMPA2, entre otros.
CEBPA | Factor de transcripcion que coordina proliferacion, diferenciacion de | 30
células madre mieloides, adipocitos, hepatocitos, entre otros.

Genes que regula: PIK3IP1, LATS2, TCF7L1, NETO2, IMPA2, ERRFI1,
entre otros.

ARNTL | Es un factor de transcripcion que activa genes del reloj circadiano, | 30
metabolismo, suefio, temperatura del cuerpo, presion sanguinea,
endocrino, renal y cardiovascular.

Genes que regula: PIK3IP1, LATS2, NETO2, IMPA2, entre otros.

MAX Esta implicado en vias de proliferacion, diferenciacion y apoptosis. 26
Genes que regula: PIK3IP1, CENPV, LATS2, TCF7L1, NETO2, IMPA2,
VEGF4, entre otros.

% Porcentaje de secuencias en el que se encuentra el motivo enriquecido.

*Algunos de estas funciones se obtuvieron de Genecards: https://www.genecards.org/ otras de
articulos publicados en Pubmed: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/

7.7 Anédlisis de enriquecimiento de motivos de union de la base de datos de
hombres

De los 286 genes que aumentaron su transcripcion en las bases de datos de los hombres
se seleccionaron a los 7 posibles factores de transcripcion mas enriquecidos y que los
podrian estar regulando. En la tabla 8 se afadioé su funcion y algunos de los GED que

regulan.
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Tabla 8. Resultados de PWMEnrich de |la base de datos de los hombres

F.T Funcion %

FEZF2 | Represor de la transcripcion. Tiene una funcién especifica en las | 18
proyecciones neurales. Genes que regula: KLF4, ATP6VOE2, entre
otros.

HINFP1 | Represor de la transcripcion. Genes que regula: CAT, KLF4, NT5E, | 17
ATP6VOE2, EGFR, entre otros.

FOS Regulador de la proliferacién y diferenciacién; en algunos casos se ha | 16
asociado con la muerte celular por apoptosis. Genes que regula:
AKR1C3, GPX1, KLF4, RCAN2, entre otros.

ZMAT2 | Forma parte del complejo corte-empalme del RNA mensajero. Genes | 16
gue regula: TNFSF12, EGFR, entre otros.

Involucrado en la diferenciacion neuronal y de la transicion de | 16

TCF3 mesénquima a epitelio. Genes que regula: CTSK, ATP6VOE2, entre
otros.

MYC Juega un papel en la progresion celular, apoptosis y transformacion | 16
celular. Genes que regula: ARHGEF3, GPX1, NT5E, EGFR, ATP6V1G2,
entre otros.

BATF Controla la diferenciacién de linajes de células inmune. Genes que | 16

regula: PYCARD, CES2, entre otros.

% Porcentaje de secuencias en el que se encuentra el motivo enriquecido.
*Algunos de estas funciones se obtuvieron de Genecards: https://www.genecards.org/ otras de
articulos publicados en Pubmed: https://pubmed.nchi.nim.nih.gov/

Se repitié el mismo procedimiento para los 235 genes que disminuyeron su transcripcion

en la base de datos de los hombres se seleccionaron a los 7 posibles factores de

transcripciéon enriquecidos significativamente que los podrian estar regulando. En la tabla 9

afiadimos su funcién y algunos de los GED que regulan.

Tabla 9. Resultados de PWMEnrich de la base de datos de los hombres

F.T Funcion %

ATF3 Este factor de transcripcion se activa en cancer y en respuesta al estrés. | 27
Genes que regula: PAWR, NPC1, FLNB, TAGLN, WNT5A, NXN, entre
otros.

CEBPA | Factor de transcripcion que coordina proliferacion, diferenciacion de | 26
células madre mieloides, adipocitos, hepatocitos, entre otros.
Genes que regula: PAWR, FLNB, TAGLN, SULF1, WNT5A, NXN, entre
otros.

NRL Se puede regular de manera redox-dependiente, se activa en dietas ricas | 24
en carbohidratos y bajas en grasa y puede activar a TGF-1.
Genes que regula: PAWR, NPC1, SULF1, NXN, entre otros.

ATF4 Regulador de procesos metabdlicos, redox, respuesta integrada al estrés | 24
(ISR). Genes que regula: PAWR, NPC1, NXN, entre otros.

MAX Esta implicado en vias de proliferacién, diferenciacion y apoptosis. 23
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Genes que regula: PAWR, PGK1, TAGLN, SULF1, NXN, HK2, entre
otros.

ARNTL | Es un factor de transcripcibn que activa genes del reloj circadiano, | 23
metabolismo, suefio, temperatura del cuerpo, presion sanguinea,
endocrino, renal y cardiovascular. Genes que regula: PAWR, SULF1,
WNT5A, HK2, entre otros.

RARA | Involucrado en la regulacién del desarrollo, diferenciacién, apoptosis y | 22
genes del reloj circadiano. Genes que regula: PAWR, PGK1, TAGLN,
MYH9, SLC2A1, entre otros.

% Porcentaje de secuencias en el que se encuentra el motivo enriquecido.

*Algunos de estas funciones se obtienen de Genecards: https://www.genecards.org/ otras de
articulos publicados en Pubmed: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/

7.8 Busqueda de vias de muerte celular en arreglos de expresion de la enfermedad
de NPC en los datos de mujeres

A diferencia de los datos que se obtuvieron de los hombres, en mujeres no se encontraron
procesos bioldgicos en el topGO (fig. 11) ni vias en el KEGG (fig. 14) relacionadas con
muerte celular por lo que se optd por la busqueda individual de gen por gen dentro de los
genes expresados diferencialmente. Se seleccionaron entonces genes que estuvieran
involucrados en vias de sefalizacidbn de muerte celular, proliferacién, supervivencia y/o

autofagia.

Para encontrar las vias en las que participaban los genes se buscaron en KEGG

(https://www.kegg.jp/kega/pathway.html) cada uno de los genes por separado y después se

buscé la correlacion entre ellos. Teniendo en cuenta el gran nimero de vias de regulacion
que hay en la célula y que hay proteinas que participan en mas de una via, solo se puede
hacer una suposicién de lo que podria estar ocurriendo en las células de mujeres con NPC,

con base en nuestros resultados.

Una vez identificadas las vias o proteinas con las que interaccionan pudimos reconocer al
menos 3 vias centrales: la via de MAPK, PI3K y Wnt/B-catenina (fig. 15). Con la via de
sefializaciéon de MAPK interactian al menos 3 genes: PROS1, NPC2 y BCAP31 (genes

regulados a la alta), por estos ultimos dos la via estaria siendo regulada de manera
negativa. En la via de PI3K interaccionan ITGB5 (a la alta) y SGK3 (a la alta) de manera
positiva mientras que PI3KIP1 que es su inhibidor, esta inhibida su transcripcién. PROS1
ademas de participar en la via de MAPK, participa en la respuesta antinflamatoria al igual
gue CD59 (fuerte inhibidor del complemento) y CD68, glicoproteina que se encuentra
preferencialmente en las membranas de endosomas/lisosomas, pero también en la

membrana celular y responde a la presencia de LDL oxidadas, todos expresados a la alta.
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También se identificaron genes y vias que interaccionan con la via de Wnt/3-catenina, que
es fundamental en el desarrollo embrionario y en la homeostasis tisular. La inhibicion de la
expresion de algunos genes que codifican a proteinas de la via lleva a la estabilizacion de
B-catenina y por lo tanto a su funcién como activador de la transcripcion de genes. La
estabilizacién o no-degradacion de B-catenina activa vias de proliferacion y supervivencia

celular.

PKD1 puede interaccionar con la via Wnt y B-catenina (Kim et al., 2016; Lee et al., 2020),
y se sabe que PTK7 puede interactuar con receptores de la via de Wnt y con otros
receptores como FGFR y VEGFA, y puede tanto activar como inhibir la via (Peradziryi et
al., 2012). También en esta via identificamos a TCF7L1 que es un factor de transcripciéon
gue interactla con B-catenina para la activacion de genes (Chen et al., 2021), y a TGFB1I1
gue participa en la via de TGF y Wnt. Todos los genes anteriores estan regulados a la baja

en la base de datos de mujeres. Mientras que PRRX1, que esta regulado al alta, activa la

via permitiendo que B-catenina se mantenga en el citoplasma. La expresién de PRRX1 en
fibroblastos se ha asociado a la reparacion del dafio y propagacion (Leavitt et al., 2020), y
en otras con la proliferacién y diferenciacién (fig. 14). Ademas de TGFB1I1 se identificaron

otros genes que interacttan con la via TGF, MEGF6 y BMP1, los tres pueden activar a TGF-

B, pero el Unico que esta expresado al alta es MEGF6.

En las células se estan expresando genes que participan en otras vias de proliferacion y
supervivencia, como_LATS2 que esta regulado a la baja y por lo tanto no puede bloquear la
funcion de YAP/TAZ en la proliferacion y evadir la apoptosis. EI CENPV que forma parte
del centrémero por lo que tiene un papel en la divisiéon celular, y finalmente NOV que se
encuentra al alta y puede inhibir a NFkB y PISK/AKT/mTOR y por lo tanto inhibe la respuesta

inflamatoria y promueve la autofagia. NOV también promueve la adhesion celular.
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Figura 15. Vias identificadas con los genes expresados diferencialmente en mujeres.
Los genes que se marcan de rojo son los que aumentaron su transcripcién mientras que
los verdes son los que la disminuyeron, los que estan en blanco son otras proteinas que

participan en la via.

7.9 Busqueda de vias de muerte celular en arreglos de expresion de la enfermedad

de NPC en los datos de hombres

En el resultado del Gene Ontology (fig. 12) de los genes expresados a la alta se encontré

enriquecida la regulacion positiva de los procesos apoptéticos (tabla 4). En este GO se

encuentran genes involucrados con autofagia (ARHGEF3 y SQSTM1) y la mayoria de ellos

estan asociados a la regulacion de la proliferacion y muerte celular.

A modo de buscar relacidon entre ambas bases de datos, buscamos en los resultados de los

hombres a los GED que también participen en algunas de las tres vias anteriormente

mencionadas: MAPK, PI3K y Wnt/B-catenina, o vias de autofagia, supervivencia o evasion

a la apoptosis, también incluimos a los genes de la tabla 4 y factores de crecimiento, en el

esquema (fig. 16).
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Figura 16. Vias identificadas con los genes expresados diferencialmente en los
hombres. Los genes que se marcan de rojo son los que aumentaron su transcripcion
mientras que los verdes son las que la disminuyeron, los que estan en blanco son otras
proteinas que participan en la via.

Ciclo celular

7.10 Validacion de genes

Se compararon los 159 GED (valor-p ajustado < 0.05 y valor de cambio mayor a 0.5 0 menor
a -0.5) que se obtuvieron de la base de datos de solo las mujeres, con los 288 GED (valor-
p ajustado < 0.05 y valor de cambio mayor a 0.5 o menor a -0.5) que se obtienen de los
datos de solo hombres y 181 GED (valor-p ajustado < 0.05, valor de mayor a 1.4 o menor
a -1.4) del articulo en donde se publicaron los resultados de la base de datos completa, se
buscé la interseccion entre los 3 grupos de genes cuidando que tuvieran la misma

regulacién (a la alta o a la baja).

Fueron 97 genes compartidos entre la base de datos completa vs solo hombres y 21 genes
vs solo mujeres; 18 genes solo se comparten entre hombres y mujeres y 7 se comparten

entre las tres bases de datos (fig. 17 y tab. 10).
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S€eXos.

En la tabla 10 se mencionan los 7 genes en comun entre la base de datos analizada entera

y nuestros resultados de hombres y mujeres; se incluye a qué codifican y en que vias

participan.
Tabla 10. Genes que estan en la interseccidn de las 3 bases de datos
Gene Funcion
CENPV | Participa en el crecimiento celular, division, el paso entre G2 y M del ciclo
(baja) celular y senescencia
IMPA2 Se reportd que esta relacionado con la via de MAPK en la progresiéon de
(baja) tumores
PRRX1 | Cuando esta sobreexpresada tiene diferentes efectos en la morfologia
(alta) celular, proliferacion, migracién e invasion
VAT1 Transportador que regula calcio, mecanismos de reparacion epidérmico y
(alta) negativamente regula la fisibn mitocondrial
RAB3IL1 | Es una proteina intercambiadora de guanina de Rab3A. Y Rab3A tiene un rol
(alta) importante en el transporte vesicular, trafico y exocitosis. Es también sustrato
de la via de sefalizacion de MAPK v la secrecién de IL-6
PROS1 ProS1 es un fuerte estimulador de fosforilacion de Tyro3, Erk y Akt, también
(alta) esta involucrado en la cascada de coagulacién y anti-inflamacion.
NAV2 Participa en el crecimiento y migracion celular
(alta)

*Algunos de estas funciones se obtuvieron de Genecards: https://www.genecards.org/ otras
de articulos publicados en Pubmed: https://pubmed.ncbi.nim.nih.qgov/
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También afiadimos la lista (tabla 11) de los 18 genes expresados diferencialmente en

comun entre hombres y mujeres.

Tabla 11. Interseccion de genes entre mujeres y hombres

Genes que disminuyeron su
transcripcién

Genes que aumentaron su
transcripcién

CENPV
IMPA2
NPAS2
ETV6

FEZ1 PHYH
SQSTM1 RAB3IL1
PRRX1 CD68
CCDC93 Clorf85
HEXB OSBPL3
ARMCX1 NAV2
VAT1 PROS1
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8. DISCUSION

La enfermedad como Niemann-Pick es un trastorno que presenta mucha heterogeneidad,
por lo tanto, es importante considerar el eliminar aquellas variables que puedan afiadir algun

sesgo en el muestreo, como lo es el sexo o la edad.

Dado que al analizar la base de datos completa se notaron diferencias en la expresion de
algunos genes dentro del mismo grupo de muestras, la base de datos se dividi6 entre
mujeres y hombres para analizarlos por separado, y esto fue por dos razones: 1) al
analizarla completa no se encontré homogeneidad en los resultados debido a que se tiene
una gran variedad en las mutaciones del gen y en la edad en la que se inicia la enfermedad,
y 2) las células que se pidieron al banco de células para el estudio in vivo, son fibroblastos
de pacientes con NPC y de individuos aparentemente sanos que provienen del sexo
femenino, por lo que de esta forma nos aseguramos de que los genes que se elijan para su

posterior validacion en las células de pacientes no estén sesgados por el fenotipo sexual.

En el caso del andlisis de la base de datos elegida para la separacién por sexos ayudo a
agrupar mejor jerarquicamente a los pacientes en el mapa de calor. También tomando en
consideraciéon los resultados publicados por Hetmanczyk y colaboradores (donde esta
publicada la base de datos), cuando validaron sus resultados in silico mediante una RT-
PCR tiempo real notaron incongruencias en la expresion de algunos genes entre pacientes
infantiles y los pacientes adultos (referirse al material suplementario del articulo de
Hetmanczyk y colaboradores (Hetmanczyk-Sawicka et al., 2020); para el caso de la edad
hay reportes que indican que la edad de aparicién de los primeros sintomas influye en el
progreso de la enfermedad y parametros clinicos (Baxter et al., 2022). Ademas, las
diferencias sexuales asociadas al dimorfismo sexual son mas evidentes en la pubertad.
Esta clase de sesgos se tienen que tomar en cuenta cuando se buscan opciones de
tratamientos 0 marcadores para el diagnéstico, también estos hallazgos sefialan la
importancia de validar los resultados obtenidos en el andlisis in silico en algin modelo

celular comparando ambos sexos (in vitro).

En este estudio se trabajo con la base de datos de un microarreglo con muestras de 22
controles y 23 pacientes de Niemann-Pick, una de las variables que se podia controlar es
el sexo por lo que la base de datos se analiz6 separando a hombres y mujeres. El andlisis
de los microarreglos nos permite comparar la diferencia de expresion de los miles de genes
que se estan transcribiendo o dejando de transcribir en las células de pacientes contra las

de individuos sanos o controles. El andlisis se va limitando hasta obtener los genes
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expresados diferencialmente en la condicion de interés, después se analizan con base en
su funcion o participacion dentro de la célula mediante los andlisis de enriquecimiento (fig.
6).

8.1 Las vias importantes de la enfermedad de NPC aparecen en los andlisis de
enriguecimiento

De los resultados del topGO de mujeres (fig. 11) se obtuvo que algunos de los genes

expresados diferencialmente estan involucrados en vias que se han descrito afectadas en
esta patologia. Por ejemplo, la regulacién positiva de endosomas y la macroautofagia (tabla
2) lo que concuerda con lo observado en células provenientes de pacientes con NPC y del
modelo murino, donde se ha visto la acumulacion de vesiculas, endosomas vy
autofagosomas debido a que el depdsito de lipidos interfiere en la via de la autofagia (Davis
et al.,, 2021). En respuesta a la acumulacion de lipidos también se encontraron GO
asociados a la activacion del catabolismo de lipidos al alta (tabla 3), una de las situaciones
interesantes de este grupo de genes son que pertenecen a diferentes vias y organelos

celulares como lisosomas, mitocondria y peroxisoma.

Otros resultados obtenidos del GO son aguellos enriquecidos en genes involucrados en
eliminar especies reactivas del oxigeno y en la organizacion mitocondrial; asociado a estos
resultados se ha reportado la disfuncion mitocondrial en células con NPC (Karten et al.,
2009), tanto la desregulacion de la mitofagia como la acumulacién de colesterol dentro de
ella afecta su funcién promoviendo la generaciéon de ROS, por lo que, la célula aumenta la

transcripcion de estos genes probablemente intentado aminorar el dafio.

En los resultados del topGO de solo los hombres se observa que los genes expresados

diferencialmente estan involucrados en vias que también se encuentran afectadas en la
patologia. Al igual que en los resultados de solo las mujeres se obtuvieron genes asociados
a la activacion del metabolismo de lipidos (tabla 5). Una diferencia entre ambas bases de
datos fue que en la de hombres se obtuvieron genes que aumentaron su trascripcion en la
regulacion negativa del proceso inflamatorio y regulaciéon positiva de procesos de apoptosis
(tabla 4). La respuesta inflamatoria ya se habia reportado en células NPC, tanto de humano
como del modelo murino y a la apoptosis como el proceso por el cual las células mueren
(Wu et al., 2005; Yanez et al., 2020); sin embargo, ninguno de los genes asociados a estos
procesos fue enriquecido en los resultados de las mujeres. Esta regulacion diferencial en el
procesos de apoptosis entre hombres y mujeres podria explicarse por la regulacién negativa

de los estrégenos hacia la misma, lo que podria dar resultado a una menor afectacion de
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la enfermedad en mujeres, lo cual solo se ha reportado en el caso de los dos hermanos
(que se menciond en los antecedentes, (Walterfang et al., 2009)); o bien otra explicacion a
este resultado seria que en mujeres la regulacion de la muerte celular sucede por otra via

alterna, como la necroptosis.

Un resultado interesante, y que no se ha reportado en esta patologia, fue el metabolismo
de azucares (fig. 13), donde al menos 6 de las enzimas que participan en la glucélisis
disminuyeron su transcripcion, al igual que un transportador de glucosa (GLUT1). Aunque
no se ha reportado en células con NPC, estos resultados concuerdan con la desregulacion
gue ocurre en otros desordenes metabdlicos. De hecho, en dietas altas en grasa se ha
reportado una disminucion en la expresion de GLUT1. Del mismo modo se ha reportado la
desregulacion del metabolismo de la glucosa en enfermedades neurodegenerativas (Zhang
etal., 2021), como en EA (Vogelsang et al., 2018). Relacionado con el metabolismo también
se han visto diferencias entre ambos sexos, en la distribuciéon y acumulacion de la grasa,
homeostasis de la glucosa, sefializacion de la insulina, y metabolismo de lipidos, incluso
hay dependencia del tejido del que se trate. De hecho, frente a enfermedades metabdlicas
pareciera que las mujeres siempre tienen una mejor adaptacion, y se ha postulado que
tanto las hormonas como el cromosoma X estan implicados. Por ejemplo, la homeostasis
de la glucosa de inicio esta regulada por el musculo esquelético, de forma basal y a través
de la insulina; en las mujeres al tener menor masa muscular hay mayor secrecion de
insulina y por lo tanto mayor absorcion de glucosa. En el caso de los hombres, una mayor
masa muscular los hace mas vulnerables a generar resistencia a la insulina (Chella
Krishnan et al., 2018), lo que podria explicar el metabolismo de glucosa a la baja en la base

de datos de hombres analizada en el presente trabajo, debido al desbalance metabdlico.

A pesar de las diferencias encontradas entre ambos sexos en nuestro analisis, se
encontraron resultados compartidos del topGO entre hombres y mujeres. Dentro de los
genes expresados al alta se encontraron GO relacionados con el metabolismo de lipidos
mientras que de los genes expresados a la baja se encontraron GO relacionados con la via
de Wnt, unién a RNA y a iones metalicos (en MF). Cabe sefialar que para el caso del
metabolismo de lipidos y la via de Wnt se comparten ambas vias, pero los genes
involucrados no son los mismos entre hombres y mujeres (tabla 5 y 3). Mientras que en los
resultados del KEGG, el fagosoma fue la Unica via en coman entre ambas bases de datos

(de hombres y mujeres).
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Mujeres y hombres comparten los mismos factores de transcripcién enriquecidos

paralos genes regulados ala baja

El siguiente andlisis de enriquecimiento que se hizo fue el de los factores de transcripcion
(FT) los cuales podrian estar regulando a los genes expresados diferencialmente. Entre los
factores de transcripcién enriquecidos en la base de datos de mujeres se encontraron
algunas semejanzas en la participacion de los genes que regulan de manera conjunta
(genes a la baja y hacia la alta). Se hallaron factores de transcripciébn asociados a la
regulacion de genes de respuesta al estrés (ATF3, ATF4, ARNT); del metabolismo (USF1,
ARNTL, NRL, ATF4); y de desarrollo, diferenciacion, y apoptosis (RARA, TFE3, NRL,
CEBPA, MAX), entre otros.

Entre los factores transcripcionales enriquecidos se encuentra TFEB, el cual es el regulador
maestro de lisosomas y endosomas, por lo que tiene sentido que este regulando vias que
se encuentran activadas en NPC. TFEB también se ha relacionado con otras enfermedades
neurodegenerativas como EA (lyaswamy et al., 2021; Zheng et al., 2021), enfermedad de
Parkinson (Decressac & Bjorklund, 2013; Ebrahimi-Fakhari & Wabhlster, 2013) y enfermedad
de Huntington (Tsunemi et al., 2012). Por ello, se ha propuesto su activacion para promover
la autofagia y eliminacién de agregados de proteinas que normalmente ocurren en estas

enfermedades.

La mayoria de los factores de transcripcion que se obtuvieron en los genes que aumentaron
su transcripcion estan involucrados en diferenciacion, proliferacion y apoptosis: MYC,
BATF, TCF3y FOS. Estos resultados concuerdan con los resultados obtenidos del topGO,
donde se obtuvieron GO relacionados con apoptosis y regeneracion (fig. 12D). Y de manera
conjunta, en genes que aumentaron y disminuyeron su transcripcion encontramos FT
represores de la transcripcion (FEZF2, HINFP1); que regulan genes que participan en
proliferacion y diferenciacién (FOS1, TCF3, BATF, CEBPA, MAX, RARA); apoptosis (MYC,
RARA); respuesta al estrés (ATF3, ATF4, NRL); y en el metabolismo (NRL, ATF4).

Asi como en los resultados de enriquecimiento anteriores en el andlisis de PWMEnrich se
encontraron similitudes entre los sexos; de los genes que disminuyeron su regulacion de
hombres y mujeres resultaron enriquecidos casi los mismos posibles factores de

transcripcion que podrian estar regulandolos, es decir, un total de 6 FT (tab. 7y 9).
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8.2 Factores de crecimiento expresados diferencialmente y su posible importancia
en la patologia

En ambas bases de datos encontramos genes que codifican a factores de crecimiento
expresados diferencialmente. En la base de datos de mujeres los factores de crecimiento
expresados a la baja fueron: TGFB1I1, PDGFC, IGFBP6 y VEGFA; y a la alta: NGF, MEGF
y EGFR (fig. 15). Como parte de las hipétesis de este trabajo es que los factores de
crecimiento podrian restablecer la via de la autofagia nos centraremos en aquellos factores
de crecimiento que estan expresados a la baja para proponerlos como posibles blancos de
estudio en la patologia. TGFB1I1 participa en la via de TGF-B inhibiéndola y en la via de
Whnt, su sobreexpresién de ha asociado a la inhibicion de la proliferacion en tumores (Ruan
et al., 2020). PDGFC puede inducir la via de TGF- y estimular la proliferacién (Li et al.,
2021). IGFBP6 modula supervivencia y diferenciacion celular (Zong et al., 2021). VEGFA
(Factor de crecimiento endotelial vascular A) es responsable de la angiogénesis y al igual
gue los demas participa en vias de supervivencia y diferenciacién celular, VEGF se ha
reportado disminuido en células de NCP de humano y del modelo murino de NPC y ademas
reportaron una disminucién de la acumulacion vesicular cuando se afiadié el factor de

crecimiento (Lee et al., 2014).

Mientras que en los hombres encontramos a la baja HBEGF, IGFBP7 y BDNF; y a la alta
receptores de factores tréficos: TGFBR3 y EGFR (fig. 16). HBEGF se ha visto implicado en
proliferacién y migracion, se incrementa ante el dafio a la piel (White et al., 2021) HBEGF
(factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina) se ha visto implicado en proliferacion
y migracion, se incrementa ante el dafio a la piel (White et al., 2021). IGFBP7 juega un
papel en proliferacion, migracion, crecimiento y metabolismo. EIl BDNF es una neurotrofina
que se encuentra usualmente en cerebro y en tejidos periféricos. Se ha asociado el BDNF
a la patologia de NPC y el neurodeterioro, en el modelo murino de NPC se report6 que hay
una deficiencia en la activacion del receptor TRKB mediante BDNF debido a la acumulacion
de colesterol en las neuronas estriatales, la no-activacion del receptor provoca que el
crecimiento de las neuritas no se induzca (Henderson et al., 2000). En este articulo faltd
medir la secrecion de BDNF, resultado que seria interesante dado que en nuestro estudio
estad regulado a la baja porqué probablemente ésta sea otra de las razones del

neurodeterioro.
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8.3 Validacion de los GED comunes entre mujeres y hombres y la propuesta como
posibles objetos de estudio

Se sugieren como genes cruciales en la enfermedad aquellos que se encuentran en la
interseccién entre las bases de datos (fig. 17). Sin embargo, los resultados del analisis de
la base de datos analizada entera y ya publicados (Hetmanczyk-Sawicka et al., 2020) estan
sesgados por el tipo de analisis bioinformético que utilizaron para tratar y normalizar los
datos, ademas del sesgo por no contemplar las diferencias de expresion que hay entre los
sexos y edad de los pacientes. De hecho, cuando se analiz6 la base de datos completa, se
obtienen solo 103 genes expresados diferencialmente (con F.C. mayor a 1 y menor a -1),
esto denota las diferencias que hay entre diversos analisis bioinformaticos dado que en la

academia no hay una normalizacién general de este tipo de analisis.

Se considera entonces prestar mas atencion a los resultados de este trabajo para este
analisis y a los 14 genes sobre-expresados en comun de hombres y mujeres (tabla 11). En
esta lista se encuentran: SQSTML1 el cual es un receptor y sustrato de autofagia, via que
aparecié enriquecida tanto en el andlisis de topGO como en KEGG. Al igual que en nuestros
resultados, SQSTM1 aparece sobre-expresado en células de NPCL1 (linytska et al., 2021),
asi como en un estudio de protedmica (Davis et al., 2021), su expresién positiva podria ser

consecuencia de la falla en la via de la autofagia que se presenta en NPC.

Asi como en el GO analisis, encontramos en esta lista a genes involucrados en metabolismo
de lipidos o relacionados con ellos: PHYH, PRRX1, HEXB, CCDC93, OSBPL3 y GLMP.
PHYH codifica para la enzima que degrada y evita la acumulacién de &cido fitoico, acido
graso que su acumulacion se ha asociado al dafio mitocondrial y de membrana (Picher-
Martel & Dupre, 2018). Defectos en este gen (PHYH) estan asociados a la enfermedad
Refsum, una ataxia cerebral autosémica recesiva (ARCA por sus siglas en ingles), cabe
destacar que la enfermedad de Niemann-Pick también pertenece a ARCA. HEXB codifica
la subunidad beta de la Hexosaminidasa, la cual se encarga de catalizar la degradacién del
gangliésido GM2, evitando que se acumule. Los ganglidsidos son lipidos secundarios que
también se acumulan en NPC, principalmente en el cerebro (Anheuser et al., 2019), al igual
que en nuestros resultados HEXB aparece sobre-expresado en un estudio de protedmica
(Davis et al., 2021). CCDC93 codifica a una proteina que participa en el complejo CCC el
cual se encarga de medir los niveles de colesterol dentro de la célula. EI CCDC93 también
participa en el proceso de reciclaje de proteinas y receptores endosomales, principalmente
el receptor de LDL (Rimbert et al., 2020). El PRRX1 es un factor de transcripcion presente

en diversos tejidos, regula genes involucrados en desarrollo, que participan en la fibrosis
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durante la reparacion de heridas (Leavitt et al., 2020), también se ha visto que inhibe la
adipogénesis mediante la activacion de la via TGF (Du et al., 2013) y participa en otras
vias del metabolismos de lipidos (Claussnitzer et al., 2014). Otro gen relacionado es
OSBPL3 que codifica al receptor intracelular de unién a oxiesteroles, los cuales son
colesteroles oxidados que se incrementan en la enfermedad de Niemann-Pick debido al
estrés oxidante y ademas fueron de los primeros biomarcadores reportados para esta
enfermedad (Maekawa et al., 2020). EI OSBPL3 también se ha visto implicado en la relacion
entre el reticulo endoplasmatico, el aparto de Golgi y la membrana plasmatica (Santos et
al., 2018). OSBPL3 sobre-expresado ya se habia publicado en datos de otro microarreglo
de fibroblastos de pacientes con NPC (Reddy et al., 2006).

También se obtuvieron genes que codifican a proteinas de endosomas/lisosomas, HEXB,
VAT1 y Clorf85 o GLMP; VATL1 es un transportador principalmente relacionado con la
sinapsis, transporte vesicular, exosomas, transferencia de fosfolipidos entre membranas de
organelos, fusion y fision mitocondrial (Yang et al., 2021). Ademas, cuando VAT1 esta
sobre-expresado en células HelLa, se induce fragmentacién mitocondrial (Watanabe et al.,
2020), y de acuerdo con otros estudios, en células de pacientes con NPC es comun la
fragmentacion mitocondrial (Davis et al., 2021; Wos et al., 2016) pero su relacion con VAT1
no se ha reportado en la patologia. Clorf85 o GLMP conforma uno de los dominios de
MFSD1 un transportador de membrana lisosomal, GLMP se ha relacionado con depdsitos
de lipidos y su respectiva regulacion (Liu et al., 2021). Tanto VAT1 como GLMP se
reportaron aumentadas en un estudio de proteémica del modelo de raton de NPC (Balboa
et al., 2021).

Otro de los genes en comun que se report6 en este estudio aumentado fue CD68, este gen
esta relacionado a la respuesta inflamatoria y también se ha reportado a la alta en tejido de
higado (Alam et al., 2014) y en el sistema nervioso central del modelo de ratén (Smith et
al., 2009). PROS1 es otro gen de interés que participa en la respuesta inflamatoria, codifica
a una proteina ligando de TAM y estos receptores tienen un papel importante en la
respuesta inflamatoria en cancer, esclerosis multiple y enfermedades neurodegenerativas
como EA y EP (Herrera-Rivero et al., 2019). Asi mismo, PROS1 participa en el
mantenimiento de células precursoras neurales, en la diferenciacion, proteccién contra
neurotoxicidad y apoptosis. También se ha propuesto como biomarcador de la progresion
de la EA porque se encuentra elevado en estadios tempranos, pero no avanzados de la

enfermedad (Herrera-Rivero et al., 2019; Tondo et al., 2019).
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Otros genes de la interseccion que se han asociado con el sistema nervioso son HEXB,
NAV2 y FEZ1. Mutaciones en el gen HEXB (anteriormente mencionado) causan la
enfermedad de Sandhoff, una enfermedad de depdsito lisosomal como NPC, que causa
pérdida de neuronas motoras y deterioro mental (Alonso-Perez et al., 2021). NAV2 codifica
a proteina de la familia de los neuron navigator altamente expresado en el cerebro, pero
presente también en otros tejidos y juega un papel importante en la regulacién del
crecimiento, migracion y regeneracion de neuronas en el sistema nervioso. Esta proteina
también se ha asociado a la activacion de la via Wnt/B-catenina (Wang et al., 2021), la via
de Wnt fue enriquecida en el topGO de los genes expresados a la baja en ambas bases de
datos. FEZ1 codifica a una proteina necesaria para el desarrollo axonal, transporte
anterégrado de mitocondrias y con efecto neuroprotector (Demir et al., 2019). Al igual que
FEZ1 se encontrd en la interseccién, y en los resultados del GO, genes involucrados en
transporte como CCDC93, VAT1 y RAB3IL1. RAB3IL1 codifica a una proteina asociada con
Rab3A, involucrada en exocitosis. Ademas, en los resultados de un RNAseq de fibroblastos
de pacientes con NPC tratados con 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPBCD), un
tratamiento propuesto para la enfermedad de NPC, vs sin tratamiento, RAB3IL1 y SQSTM1

disminuyeron su transcripcion (Rodriguez-Gil et al., 2021).

Otras vias relacionadas con la patologia de NPC y que se representaron en la interseccion
de nuestros resultados y GO, fueron la disfuncion mitocondrial y estrés oxidante, ambas
condiciones reportadas en células de pacientes (Jurs et al., 2020; Zampieri et al., 2009) y
en el modelo murino (Cologna et al., 2012). De los genes en comun fueron VAT1, FEZ1y
ARMCX1, los primeros dos previamente mencionados, con respecto a ARMCX1 se ha visto
gue regula el trafico mitocondrial y su sobre-expresion esta asociada a la regeneracion de

axones (Kaeffer et al., 2021).

A manera de resumen en la figura 18 se incluyen las principales vias en las que participan
estos 14 genes (expresados a la alta, comunes entre las bases de datos de mujeres y
hombres), hay que considerar que muchas de las vias que aparecen en la imagen también
fueron resultado de los andlisis de enriquecimiento y también se incluyen en la resumen

grafico (fig. 1) de las principales afectaciones de NPC a nivel celular.
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Figura 18. Principales vias en las que participan los 14 genes expresados a la alta
comunes entre las bases de datos de mujeres y hombres. El grafico representa al lisosoma
con la proteina NPC1 funcional y con un transporte de colesterol “normal” y al lisosoma con
NPC1 mutada, con acumulacion de colesterol y cargo lisosomal, ademas de dafio a otros
organelos, como la mitocondria. Imagen elaborada en Biorender.
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9. CONCLUSIONES

e Se analizé el perfil de expresién de la base de datos de microarreglos de fibroblastos
de pacientes con NPC y controles, con una n = 45. Debido a la heterogeneidad de
la enfermedad se opto6 por analizarla separando por sexos: hombres y mujeres.

e Se hizo un andlisis de enriquecimiento de ontologia de la funciébn molecular,
procesos biolégicos y componentes celulares enriquecidos. Se encontrd
concordancia con la disfuncion en el transporte vesicular, regulacion de la
macroautofagia y catabolismo de lipidos en genes expresados al alta; y a la baja se
encontraron procesos biologicos de la via de Wnt y regulacion transcripcional,

principalmente.

e Se encontraron genes rio arriba y abajo de vias de proliferacion y supervivencia
como la via de MAPK, de Wnt, TGF-f3, PI3K'y NFkf, en la base de datos de mujeres.
En la de hombres se encontraron enriquecidos términos de GO de regulacién

positiva de la apoptosis y regulacion negativa de la inflamacion.

e Dentro de la base de datos de mujeres se encontraron los siguientes factores de
crecimiento expresados diferencialmente: a la baja estdn VEGFA, ERRFI1 y
TGFB1l1, y a la alta el receptor EGFR. En la base de datos de hombres se
encontraron a la alta receptores de factores troficos: TGFBR3 y EGFR; y a la baja
BDNF (factor neurotrofico derivado del cerebro), HBEGF y IGFBP?7.

e En el andlisis de enriquecimiento de factores de transcripcion de los genes que se
expresaron diferencialmente en la base de datos de hombres y mujeres se
encontraron algunos que participan en la regulacion de las mismas vias
anteriormente mencionadas: lisosoma, autofagia, proliferacion, metabolismo y de
respuesta al estrés, entre los que se encuentran TFEB, RARA, ATF3, ATF4 y
ARNTL.

e Finalmente, entre la interseccion de la base de datos de hombres y mujeres se
encontraron 18 genes que podrian ser de relevancia para la patologia de NPC. Entre
los que se encuentran: SQSTM1, PRRX1, OSBPL3, CD68, PROS1 y VAT1, por

mencionar algunos.
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10.

PERSPECTIVAS

Dado que los resultados obtenidos en este trabajo fueron in silico y a nivel génico,
proponemos que el siguiente paso sea el de la validacion en un modelo in vitro y en
otro nivel de regulacién como lo es el proteico, para asi determinar cuales de las
moléculas y vias alteradas y que fueron identificadas en nuestro andlisis
bioinforméatico se reproducen en un modelo de la enfermedad.

El primer paso que se propone es determinar si existe alguna diferencia en la
proliferacién, viabilidad o en la susceptibilidad a la viabilidad posterior a algun insulto
quimico e incluso muerte entre las células provenientes de pacientes y sujetos
control. Estas evaluaciones de la viabilidad y deteccién de la muerte celular se
realizaran por medio de técnicas colorimétricas, por ejemplo: WST-1, Cyto-ID-
Autophagy, Apoptosis/ Necrosis Assay Kit, Caspase-3 colorimetric assay kit, en los
cultivos celulares antes y después de afiadir el o los factores tréficos, o el Perdxido
de Hidrégeno, como agente inductor de estrés.

Una vez establecidas las condiciones del modelo se plantea afiadir en los cultivos
celulares factores tréficos (se proponen a VEGF y/o BDNF) para evaluar su efecto
en la proliferacion o viabilidad celular ademas de evaluar el cambio en la
regulacion de la via de Wnt/B-catenina, MAPK y/o IP3K, por medio de la técnica de
Western-blot.

Finalmente, se plantean evaluar algunos genes/proteinas que ya han sido
publicados por otros trabajos con el fin de validar nuestro modelo celular de la
enfermedad de Niemann-Pick: CD68, OSBPL3 y/o SQSTML1,; asi como de otros que
no han sido publicados pero que participan en vias relevantes para esta enfermedad
neurodegenerativa como: VAT1, GLMP y/o NAV2, asi como el factor de

transcripcion TFEB.
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12. ANEXO

Con el objetivo de hacer la validacion de las vias de sefializacion obtenidas en los
resultados del andlisis in silico se obtuvieron 7 lineas de fibroblastos del Instituto Coriell
(https://www.coriell.org/), 4 pacientes con NPC y 3 aparentemente sanos o controles. Las

lineas celulares se caracterizaron mediante inmunofluorescencia con el microscopio
confocal mediante la expresion de vimentina, una proteina del citoesqueleto celular y
marcador de células mesenquimales y fibroblastos; y también con el color azul se marco el

nucleo como marcaje celular mediante la tincién con DAPI.

La siguiente tabla muestra el nombre de cada linea celular, junto con las caracteristicas que
tienen, como la edad y el sexo de los individuos, en todos los casos y para el caso de los
pacientes la mutacion(es) que tienen en el gen NPCL1 y los rasgos clinicos que mostraron.
La caracterizacion de los fibroblastos en campo claro vistos en el microscopio 6ptico a 10x
de contraste de fases, proviene del cultivo celular en una T25 y el pase va de los p4 a los
pl6, lo que se puede observar es su forma fusiforme, alargada o estrellada y con

prolongaciones; en estos resultados también podemos notar la capacidad proliferativa de

cada linea.
CONTROLES
Linea Campo claro 10x, microscopio Imagenes de microscopia confocal de las
celular de Optico de contraste de fases. inmunofluorescencias para Vimentina (ndcleos

Fibroblastos | Barra de escala = 100 pm.
GM00969 | R
Sexo: F s
Edad: 2
afos

tefiidos con DAPI). Barra de escala = 20 um.

> .

Tenti nay
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GMO01652
Sexo: F

Edad; 11
afos

GMO02036
Sexo: F
Edad: 11
afios
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PACIENTES

Linea celular de
Fibroblastos

Campo claro 10x, microscopio
Optico de contraste de fases.
Barra de escala = 100 um.

Imagenes de microscopia confocal de las
inmunofluorescencias para Vimentina (ntcleos
tefiidos con DAPI). Barra de escala = 20 um.

GMO03123

Sexo: F

Edad: 9 afios
Genotipo: NPC1
Mutacion:
c.1947+5G>C
ILE1061THR
PRO237SER
*Rasgos
clinicos:
Actividad de la
esfingomielinasa
al 38%,
actividad
“normal” de la -
galactosidasa y
acumulacién de
colesterol no-
esterificado en
fibroblastos.

GM22870

Sexo: F

Edad: 4 afios
Genotipo: NPC1
Mutacion:
1920delG 1VS9-
1009G>A
*Rasgos
clinicos:
Clinicamente
afectado.
Nacimiento
prematuro a 35
semanas con
cordén umbilical
de 2 vasos;
esplenomegalia
a los 2 afios;
desarrollo de
retraso y ataxia
leve;
hepatomegalia a
los 3 afiosy 9
meses.

Gemela de la
linea GM22871.
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GM22871

Sexo: F

Edad: 4 afios
Genotipo: NPC1
Mutacion:
1920delG 1VS9-
1009G>A
*Rasgos
clinicos:
Clinicamente
afectado.
Nacimiento
prematuro a 35
semanas con
cordon umbilical
de 2 vasos;
esplenomegalia
a los 2 afios;
desarrollo de
retraso y ataxia
leve;
hepatomegalia a
los 3 afiosy 9
meses.

Gemela de la
linea GM22870.

GM17914

Sexo: F

Edad: 7 afios
Genotipo: NPC1
Mutacion:

424 25SinsGA
ILE1061THR
*Rasgos
clinicos:
Clinicamente
afectado. Ataxia,
regresion del
desarrollo,
paralisis de la
mirada superior;
los fibroblastos
no mostraron
colesterol no-
esterificado
detectable por
ensayo quimico.

*Rasgos clinicos obtenidos de la pagina del Instituto Coriell (https://www.coriell.org/).
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