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Glosario

Cyto-c: Citocromo C.

DAMP: Patrones moleculares asociados al dafio.
EA: Enfermedad de Alzheimer.

EN: Enfermedades neurodegenerativas.

EP: Enfermedad de Parkinson.

ELA: Esclerosis lateral amiotrofica.

EH: Enfermedad de Huntington.

GO: Gene Ontology.

In silico: Analisis realizado de forma computacional.
INcRNA: RNA largo no codificante.

MiRNA: microRNA.

mtDNA: ADN mitocondrial.

MOMP: Permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial.
PA: Acido palmitico.

ROS: Especies reactivas de oxigeno.
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Resumen

Titulo: Analisis funcional in silico de RNAs largos no codificantes (IncRNAs) de astrocitos
humanos bajo estrés lipotoxico y su asociacion con enfermedades neurodegenerativas”
Autor: Valentina Gonzalez Gomez™

Palabras Clave: IncRNAs, miRNAs, lipotoxicidad, neurodegeneracién, astrocitos,
bioinformatica, neuroinflamacion.

Descripcion: Las enfermedades neurodegenerativas (EN) son trastornos progresivos e irreversibles que
causan deterioro neuroldgico gradual. El incremento de factores de riesgo como la obesidad han contribuido
al aumento de casos de EN. La obesidad puede derivar en lipotoxicidad, afectando la funcién de neuronas
y astrocitos a través de la induccion de factores neuroinflamatorios y otros efectos que pueden contribuir al
desarrollo de las EN. Sin embargo, los mecanismos moleculares implicados en este proceso no estan
completamente esclarecidos. Recientemente se ha demostrado que los RNA largos no codificantes
(IncRNA) cumplen un papel regulador en los astrocitos y en las EN, lo que sugiere que el estudio de estas
moléculas puede mejorar el conocimiento sobre los procesos neurodegenerativos. Con base en lo anterior,
el objetivo de este trabajo fue explorar el rol funcional de IncRNAs asociados a lipotoxicidad. Para ello, se
seleccionaron dos IncRNA con expresion diferencial, obtenidos de astrocitos bajo condiciones lipotoxicas
usando palmitato y bajo condiciones basales. Estos INCRNAs se analizaron usando DIANA-LncBase y
DIANA-TarBase para establecer sus interacciones con miRNAs y mRNAs. Las redes de interaccion
resultantes se visualizaron empleando Cytoscape y el papel de las redes ceRNA en rutas metabdlicas se
dilucidaron a través de PANTHER y DIANA-miRpath. Las redes obtenidas se enriquecieron en procesos
relacionados con las EN. Ademas, se propusieron 3 posibles ejes INCRNA/MiIRNA/MRNA basados en el
perfil transcriptomico que podrian involucrarse en los mecanismos de las EN. Los tres ejes,
AC092687.3/hsa-let-7e-5p/SOD2, AC092687.3/hsa-let-7e-5p/PMAIP1 y SERTAD4-AS1/hsa-miR-125b-
5p/NUDT16L1 mostraron importancia en la regulacion de procesos de apoptosis e inflamacion,
caracteristicas relevantes de las EN. Estas redes y ejes propuestos ayudaran a comprender los mecanismos
inducidos por la lipotoxicidad en astrocitos, ampliar el conocimiento sobre los INcRNAs y su papel
regulador en las EN, identificando asi moléculas potencialmente Gtiles para su diagnostico temprano e
implementacion de terapias efectivas para contrarrestarlas.

“ Trabajo de Grado
** Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Janneth Gonzalez Santos. PhD en Ciencias.
Codirector: Andrés Felipe Aristizabal Pachon. PhD en Ciencias Biomédicas
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Abstract

Title: In silico functional analysis of long non-coding RNAs (IncRNAs) from human astrocytes
under lipotoxic stress and their association with neurodegenerative diseases*
Author(s): Valentina Gonzéalez Gomez™

Key Words: IncRNAs, miRNAs, lipotoxicity, neurodegeneration, astrocytes, bioinformatics,
neuroinflammation.

Description: Neurodegenerative diseases (ND) are progressive and irreversible disorders that cause
gradual neurological deterioration. Increasing risk factors such as obesity have contributed to the increase
in cases of ND. Obesity can lead to lipotoxicity, affecting the function of neurons and astrocytes through
the induction of neuroinflammatory factors and other effects that may contribute to the development of ND.
However, the molecular mechanisms involved in this process are not fully elucidated. Recently, long non-
coding RNAs (IncRNAs) have been shown to play a regulatory role in astrocytes and in ND, suggesting
that the study of these molecules may improve our understanding of neurodegenerative processes. Based
on the above, the aim of this work was to explore the functional role of IncRNAs associated with
lipotoxicity. For this purpose, two differentially expressed InNCRNAs were selected, obtained from astrocytes
under lipotoxic conditions using palmitate and under basal conditions. These INcRNAs were analyzed using
DIANA-LncBase and DIANA-TarBase to establish their interactions with miRNAs and mRNAs. The
resulting interaction networks were visualized using Cytoscape and the role of ceRNA networks in
metabolic pathways was elucidated using PANTHER and DIANA-miRpath. The obtained networks were
enriched in ND-related processes. In addition, 3 possible INCRNA/miRNA/MRNA axes were proposed
based on transcriptomic profiling that could be involved in ND mechanisms. The three axes,
AC092687.3/hsa-let-7e-5p/SOD2, AC092687.3//hsa-let-7e-5p/PMAIP1 and SERTAD4-AS1/hsa-miR-
125b-5p/NUDT16L1 showed importance in the regulation of apoptosis and inflammation processes,
relevant features of ND. These proposed networks and axes will help to understand the mechanisms induced
by lipotoxicity in astrocytes, expand the knowledge about IncRNAs and their regulatory role in ND, thus
identifying potentially useful molecules for their early diagnosis and implementation of effective therapies
to counteract them.

*Bachelor thesis
** Science Faculty. School of Biology. Director: Janneth Gonzalez Santos, PhD in Sciences.
Codirector: Andrés Felipe Aristizabal Pachon. PhD in Biomedical Sciences
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Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas (EN) afectan a millones de personas en todo el
mundo, siendo los desérdenes de mayor prevalencia la enfermedad de Alzheimer (EA), Parkinson
(EP), la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y la enfermedad de Huntington (EH) (Erkkinen, Kim,
& Geschwind, 2018; Maserejian, Vinikoor-Imler, Dilley, 2020; Pringsheim et al., 2012; Tysnes &
Storstein, 2017; World Health Organization, 2021; Xu et al., 2020). Estos trastornos se
caracterizan por la progresiva degeneracion de la estructura y funcion neuronal (Maciotta et al.,
2013). Debido al rapido envejecimiento de la poblacidn, el riesgo de la incidencia de las EN ha
incrementado, y con ello, la tasa de muerte de la poblacion senescente, lo cual lleva a un
incremento en los costos econdmicos de atencion médica (Zahra et al., 2020). Aunque las
investigaciones sobre estas neuropatologias son recurrentes, el mecanismo de las mismas aun no
se encuentra totalmente esclarecido, lo que dificulta la obtencion de tratamientos efectivos que
evite el desarrollo de las EN (Zahra et al., 2020).

Diversos estudios han observado la importancia de los astrocitos en el desarrollo de las EN
(Leeetal., 2022; Siracusa et al., 2019). Estas celulas gliales cumplen diversas funciones como dar
soporte metabdlico y antioxidante a las neuronas, controlar la barrera hematoencefalica (BBB),
entre otras, por lo que pueden ser considerados como los reguladores maestros del metabolismo
cerebral (Lee et al., 2022; Rose et al., 2020; Verkhratsky et al., 2015). Por esto, responden a
disfunciones metabdlicas tales como el incremento de acidos grasos plasmaticos, los cuales pueden
atravesar la BBB (Ortiz-Rodriguez et al., 2019). Debido a los roles esenciales que cumplen los

astrocitos en el mantenimiento de la funcién cerebral normal y a las implicaciones que trae el



RNA LARGOS EN ASTROCITOS BAJO PA ASOCIADOS CON EN 12

declive de dichas funciones, han sido un modelo ampliamente usado para el estudio de las EN
(Acioglu et al., 2021; Phatnani & Maniatis, 2015; Rose et al., 2020; Verkhratsky et al., 2015)

El aumento en los niveles de acidos grasos plasmaticos como el acido palmitico (PA) es
una consecuencia del consumo de alimentos hipercaléricos, ricos en grasas saturadas, conduciendo
al desarrollo de la obesidad (Hruby & Hu, 2015; Ortiz-Rodriguez et al., 2019). Esta Gltima puede
conducir a un fenémeno conocido como lipotoxicidad que puede generar un declive en las
funciones cognitivas debido al desajuste de vias metabdlicas que lleva a la disfuncion y muerte de
neuronas y otras células del SNC como los astrocitos (Ortiz-Rodriguez et al., 2019; Phatnani &
Maniatis, 2015; J. Schaffer, 2003)

En relacion a lo anterior, se ha observado que la lipotoxicidad puede desencadenar la
produccion de citocinas proinflamatorias y altera la funcion mitocondrial, provocando un
incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) que se traduce en estrés oxidativo (J. E.
Schaffer, 2016; Schonfeld & Reiser, 2017). Los anteriores fenOmenos pueden provocar
alteraciones en las funciones fisioldgicas normales de células microgliales y astrocitos, ademas de
promover un estado de neuroinflamacion, condicion en la cual dichas células son reguladores
criticos (Gonzalez-Reyes et al., 2017; Nordengen et al., 2019; Rose et al., 2020; Soung & Klein,
2019). La prevalencia de un estado critico de inflamacion sumado a las anteriores condiciones
puede llevar al desarrollo de las EN debido a disfunciones en la homeostasis cerebral (Cenini et
al., 2019; Gupta et al., 2012; Kempuraj et al., 2017; Kwon & Koh, 2020; Ortiz-Rodriguez et al.,
2019).

Aunque diversas investigaciones muestren la importancia que tienen los astrocitos en
escenario lipotoxico en el desarrollo de las EN (Hidalgo-Lanussa et al., 2020; Ortiz-Rodriguez et

al., 2019), proporcionando una base para el estudio de los mecanismos que estan involucrados en
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su desarrollo, ain queda un gran vacio de investigacion debido a la comprensién insuficiente de
los mecanismos moleculares inducidos por la lipotoxicidad en astrocitos y su papel en el desarrollo
de los trastornos neurodegenerativos (Hidalgo-Lanussa et al., 2020; Ortiz-Rodriguez et al., 2019).
Dicha carencia de conocimiento se puede abordar desde el estudio del campo de los RNAs no
codificantes (ncRNAs) (Neal & Richardson, 2018; Zhou et al., 2021b).

Uno de los tipos de ncRNAs son los microRNAs (miRNAs) que poseen menos de 200
nucledtidos y se caracterizan por disminuir la estabilidad de los RNAs mensajeros (MRNAS)
objetivo o inhibir su traduccién (Slack & Chinnaiyan, 2019; Zhou et al., 2021a). Por otra parte, se
encuentran los ncRNA largos (IncRNASs) caracterizados por controlar la expresion génica en cis
(acttian cerca de sus sitios de transcripcion) y trans (actdan en regiones gendmicas o celulares
distantes), influenciar la expresion génica a nivel transcripcional, post-transcripcional y
epigenético, entre otras caracteristicas (Slack & Chinnaiyan, 2019; Zhou et al., 2021).
Actualmente, el campo de estudio de los ncRNAs ha ido en continuo crecimiento, debido a su
importancia en numerosos procesos bioldgicos como la regulacién de la apoptosis, donde
participan en vias de sefializacion celular, como la via de p53, y desempefian un papel importante
en la modulacion de genes clave implicados en este proceso (Dahariya et al., 2019; T. Lin et al.,
2019; Slack & Chinnaiyan, 2019; C.-W. Wei et al., 2018; J. H. Yang et al., 2013). Entre los
enfoques de estas investigaciones, se encuentra la busqueda de IncRNAs diferencialmente
expresados en pacientes de ciertas enfermedades para considerarlos como potenciales
biomarcadores (Cipolla et al., 2018).

En el caso de las EN, los IncRNAs han cobrado gran relevancia debido a que gran parte de
estos se expresan en el tejido cerebral (aproximadamente 40%), excediendo asi la cantidad de

genes codificantes (Zhou et al., 2021a). Sumado a esto, tienen un rol importante en la regulacion
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de la diferenciacion neuronal y en la plasticidad sinéptica, en la determinacion del destino de
células gliales y neuronales, entre otras funciones fundamentales en el SNC. Por esto, no es
sorprendente que la desregulacion de INcRNAs pueda contribuir al desarrollo de EN (Quan, Zheng,
& Qing, 2017; Roberts, Morris, & Wood, 2014; Wei et al., 2018; Zhou et al., 2021). Aunque se ha
establecido una conexion entre la desregulacion de los IncRNAs y los trastornos
neurodegenerativos, aln existe un vacio en el conocimiento en cuanto a los mecanismos
moleculares que correlacionan a los "cCRNAs con el desarrollo y progresion de estas enfermedades,
lo anterior debido en parte a la complejidad de las redes reguladoras involucradas.

Una hipétesis que se ha propuesto para estudiar dichas redes de regulacion es la del RNA
enddgeno competitivo (ceRNA) (Salmena et al., 2011). Esta hipotesis propone que los RNAs
determinan sus niveles de expresion compitiendo por una limitada cantidad de miRNAs a través
de los elementos de respuesta a miRNA (MRE) (Salmena et al., 2011). Tanto RNAs codificantes
como no codificantes pueden compartir MRES, lo que genera una competencia entre ellos por los
miRNAs disponibles, lo cual lleva a la regulacién de la abundancia de dichos miRNAs (Fan et al.,
2018; Salmena et al., 2011; Yin et al., 2020). A pesar de la relevancia que puede tener las redes
ceRNA en la patogénesis de las EN, solo se han reportado algunas redes de regulacion de ceRNA
en neurodegeneracion en los ultimos afios (Cai & Wan, 2018; Faghihi et al., 2008; C. W. Wei et
al., 2018). Por esto, estudiar las redes reguladoras en las que participan los IncRNAs y como las
interacciones que se dan en ellas afectan la expresién génica puede ayudar a comprender mejor la
funcién de los INcCRNAS en el avance y desarrollo de las enfermedades neurodegenerativas.

Aunque se ha observado que los INcCRNAs desempefian roles importantes en la regulacién
de la expresion génica y funciones celulares en los astrocitos, ain existen brechas de conocimiento

sobre los mecanismos de accion de los IncRNAs anotados en dichas células, asi como su
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participacion en vias metabdlicas y funciones bioldgicas especificas. Es por esto que, investigar la
influencia que tienen los INCRNA en estas células y su relacion con un escenario de inflamacion
lipotoxico presenta una perspectiva novedosa para la dilucidacion de los procesos moleculares
relacionados a la neurodegeneracion. Ampliar el conocimiento y comprension de los mecanismos
que subyacen a las EN permitird que, a futuro, se desarrollen terapias efectivas y métodos de
diagndstico temprano para dichas enfermedades que suponga menores costos y facilidad en el
acceso.

Esto cobra gran importancia ya que, uno de los factores que agudiza el impacto
socioeconomico y sanitario de las EN es el diagndstico tardio (Leifer, 2003). En paises de bajos y
medianos ingresos como Colombia, la carga sociosanitaria puede ser mucho mayor que en paises
con altos ingresos, debido a la existencia de numerosas barreras tales como recursos insuficientes,
desigualdad en el acceso a los sistemas de atencion y la carencia de profesionales de la salud
capacitados en las EN (Alzheimer’s Disease International, 2021). Si a lo anterior se le suma la
influencia de otras condiciones que pueden incrementar la posibilidad de padecer EN, como lo es
el exceso de peso (prevalencia del 56.4% de personas en Colombia) (Ministerio de Salud y
Proteccién Social, 2021), el impacto socioecondmico Yy sanitario de los trastornos
neurodegenerativos sera mucho mayor, por lo que, se hace necesario realizar mas estudios que
permitan mitigarlo (Hruby & Hu, 2015; Ortiz-Rodriguez et al., 2019). En este sentido, el presente
proyecto de trabajo de grado busca identificar y caracterizar IncRNAs diferencialmente expresados
en astrocitos humanos bajo condiciones lipotoxicas; lo que puede aportar en el estudio de los
mecanismos moleculares de estos, lo cual, podria contribuir en el conocimiento de IncRNAs como

potenciales biomarcadores y/o dianas para el diagnéstico y tratamiento de las EN.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General
Caracterizar in silico el papel funcional de IncRNAs diferencialmente expresados en
astrocitos humanos bajo condiciones lipotdxicas y su relacion con procesos relevantes en

enfermedades neurodegenerativas.

1.2 Objetivos Especificos

Predecir in silico las redes de interaccion de IncRNAs expresados diferencialmente en
astrocitos humanos en condiciones lipotdxicas.

Evaluar in silico la relacion de IncRNAs de astrocitos humanos expresados
diferencialmente en condiciones lipotdxicas, con procesos relevantes en enfermedades

neurodegenerativas.
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2. Metodologia

2.1. Predecir in silico las redes de interaccion de IncRNAs expresados diferencialmente en
astrocitos humanos en condiciones lipotdxicas.
A continuacion, se presentaran todos los pasos metodol6gicos para darle alcance al primer
objetivo.
2.1.1 Obtencidn de los datos

En un estudio anterior (Rojas-Cruz et al., 2023) realizado por el laboratorio de Bioquimica
Computacional y Bioinformatica de la Universidad Javeriana, se evalud la expresion diferencial
de tres lotes diferentes de astrocitos humanos normales (células NHA: lotes #0000612736,
#00005656712, #0000514417) (Lonza Cat # CC-2565) cultivados en medio basal de astrocitos
(ABM) (Lonza, Basilea, Suiza) y suplementos SingleQuots (Lonza, Basilea, Suiza) durante 12
dias a 37°C, atmdsfera humidificada y 5% CO2, sembrando 5 x 103 células/cm2. El tratamiento
utilizado para generar lipotoxicidad lo realizaron siguiendo los protocolos descritos por Martin-
Jiménez, el cual, brevemente, lo efectuaron sometiendo &cido palmitico (PA) en combinacion con
albumina sérica bovina (BSA), como modelo de inflamacion, mientras que el tratamiento control
fueron células sometidas Unicamente al vehiculo (VH). Posteriormente, extrajeron, secuenciaron
y analizaron el RNA de cada grupo siguiendo la metodologia descrita en (Angarita-Rodriguez et
al., 2022), obteniendo los genes diferencialmente expresados a través del paquete edgeR (v3.36)
en R (ver Apéndice A). A partir de esto, identificaron 17 transcritos de INcRNA expresados
diferencialmente en astrocitos bajo condiciones de lipotoxicidad. Del andlisis realizado en el
estudio mencionado anteriormente, fueron seleccionados dos IncCRNAs para ser analizados en el

presente trabajo: Transcrito ENST00000606907 del IncRNA AC092687.3 regulado al alza y
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transcrito ENST00000437764 del IncRNA SERTAD4-ASL1 regulado a la baja, cuya informacion
se encuentra registrada en la Tabla 1 del Apéndice B.
2.1.2 Red de interaccion INCRNA-miRNA-mRNA (ceRNA)

La red de interaccion de RNA enddgeno competitivo (ceRNA) esta compuesta por las
interacciones entre IncRNA-miRNA-mRNA. Con base a esto, inicialmente, haciendo uso del
repositorio DIANA-LncBase v.3 (Gltima actualizacion en noviembre de 2019) (Karagkouni et al.,
2020), el cual posee informacion de objetivos de miRNA respaldados experimentalmente; se
estudio la interaccion InNcRNA-miRNA. Para esto, se buscaron los ID de los transcritos de cada
InNcRNA en dicho repositorio, de donde se obtuvieron los miRNAs con interaccion de alta
confianza con los IncRNAs seleccionados. Los resultados se filtraron con base a los siguientes
criterios: Validacion experimental directa; especie en donde fueron obtenidos (Homo sapiens);
métodos usados para validacion de las interacciones de alto rendimiento (HITS-CLIP, PAR-CLIP,
CLEAR-CLIP, miR-CLIP, Luciferase Reporter Assay). Seguidamente, se obtuvieron los mMRNAs
interactuantes con los miRNAs empleando las bases de datos DIANA-TarBase v.8 (Ultima
actualizacion en noviembre de 2017) (Karagkouni et al., 2018) y DIANA-mirPath v.3 (Gltima
actualizacion en mayo de 2015) (Vlachos et al., 2015). Esta Gltima fue empleada ademas para
realizar un andlisis de prediccion de rutas (ver punto 2.2.1.2). Los resultados se filtraron usando
los criterios mencionados anteriormente para las interacciones INCRNA-miRNA.

Por medio del software FunRich 3.1.4 (Fonseka et al., 2021), se construyeron diagramas
de Venn para cada miRNA, para asi identificar el solapamiento de los mMRNAS interactuantes
obtenidos de las herramientas del consorcio DIANA usadas. Los mMRNASs en com(n se emplearon

para completar las interacciones miRNA-mRNA. Finalmente, la red de interaccion IncRNA-
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mMiRNA-mRNA (ceRNA) se construyd integrando los interactomas de IncRNA-miRNA y
miRNA-mRNA, y fue recreada usando el software Cytoscape 3.9.1 (Shannon et al., 2003).
2.2 Evaluar in silico la relacion de IncRNAs de astrocitos humanos expresados
diferencialmente en condiciones lipotdxicas, con procesos relevantes en enfermedades
neurodegenerativas.
A continuacion, se presentaran todos los pasos metodoldgicos para darle alcance al segundo
objetivo.
2.2.1 Andlisis de enriquecimiento funcional

2.2.1.1 Andlisis de enriquecimiento funcional de mRNAs. El anélisis de enriquecimiento
funcional se realizo a partir de dos aproximaciones. El primero fue el analisis de enriquecimiento
funcional de mRNAs, el cual se llevé a cabo empleando todos los mMRNAs de la red de interaccion
ceRNA realizada. Estos se ingresaron en el sistema de clasificacion PANTHER v.17 (Thomas et
al., 2022) y se empleé el enfoque de analisis de sobrerrepresentacion estadistica (ORA por sus
siglas en inglés), el cual evalua estadisticamente la fraccion de una lista de genes de interés en una
lista de genes de referencia (Khatri et al., 2012). El andlisis de enriquecimiento se realizd por
términos Gene Ontology (GO) y rutas PANTHER, usando como umbral de seleccién un p-valor
corregido por Benjamini-Hochberg FDR < 0.05 vy filtrando los resultados con base a términos
relacionados con neurodegeneracion e inflamacion. Los términos GO filtrados y las rutas
PANTHER seleccionadas se visualizaron por medio de graficas de barras realizadas en el
programa R versién 4.2.1 usando el paquete ggplot2 versién 3.3.6.

2.2.1.2 Analisis de enriquecimiento funcional de miRNAs. La segunda aproximacion se
llevo a cabo por medio del analisis de enriquecimiento de rutas KEGG de miRNAs. Para esto, se

ingresaron los miRNASs de la red de interaccion ceRNA en la herramienta DIANA-mirPath v.3
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(Vlachos et al., 2015) (usada anteriormente en la construccion de la red ceRNA. Ver punto 2.1.2).
Se consideraron las rutas KEGG enriquecidas con un p-valor corregido por FDR < 0.05 y se
filtraron teniendo en cuenta Unicamente las rutas que tuvieran relacién informada con el desarrollo
de EN. Las vias KEGG seleccionadas se visualizaron por medio de un gréafico de burbujas
realizado en el programa R version 4.2.1 usando el paquete ggplot2 version 3.3.6.
2.2.2 Seleccion y validacion de ejes INCRNA-miRNA-mRNA

La red ceRNA in silico se comparé con los perfiles de expresion hallados en el
transcriptoma empleado inicialmente (ver punto 2.1.1), el cual se encuentra en el Apéndice A.
Haciendo uso del software Cytoscape 3.9.1 (Shannon et al., 2003), se identificaron los mMRNAs de
la red in silico que presentaran datos de expresion. La identificacion de dichos mMRNAs permitio
encontrar los ejes INCRNA-miRNA-mRNA que, probablemente puedan estar desregulados en
astrocitos humanos bajo condiciones lipotdxicas. Los ejes ceRNAs seleccionados se dividieron
en dos tipos de acuerdo con la expresion de los INCRNAs y mRNAs, asi: Tipo 1; transcrito de
IncRNA regulado al alza, miRNA regulado a la baja y mRNA regulado al alza. Tipo 2; transcrito
de IncRNA regulado a la baja, miRNA regulado al alza y mRNA regulado a la baja.

Adicionalmente, para verificar que los mRNAs identificados anteriormente estuvieran
presentes en la red in silico y en el transcriptoma, se realizaron diagramas de Venn entre los dos
conjuntos de datos por medio del programa FunRich 3.1.4 (Fonseka et al., 2021), con el fin de
seleccionar los mas probables ejes ceRNAs. Seguidamente, se evaluo el enriquecimiento de los
ejes con rutas PANTHER y términos GO que estuvieran asociadas a procesos de relevancia en
nuestro modelo. Posterior a la identificacion de los ejes, se seleccionaron los ejes a analizar en el

presente estudio, con base a los perfiles de expresion de los genes y a como estos se encontraban
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enriquecidos en las rutas PANTHER vy términos GO. Esta seleccion permitié enfocar la
investigacion en un namero manejable de genes y cumplir con los objetivos del presente proyecto.

Por otra parte, empleando la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO) (Barrett et
al., 2013) del NCBI, se obtuvieron los datos de expresion de miRNAs de los siguientes estudios
relacionados con neurodegeneracion; GSE155700, GSE46579 y GSE48552. Esto con el fin de
evaluar si dichos datos respaldaban los ejes propuestos por el analisis presentado anteriormente.
Los estudios del GEO mencionados se encuentran en el Apéndice C.

Finalmente, se realizd una exploracion en la literatura, relacionada con los mRNAs
obtenidos de la red de interaccion ceRNA, lo cual, permitié caracterizar la funcion bioldgica de
estos genes, potencialmente relacionada con procesos enmarcados en la neurodegeneracion. Con
base a esta informacion, se plantearon los mecanismos de accion de los ejes ceRNAs, los cuales
se representaron de forma grafica por medio de la herramienta BioRender (BioRender, s.f.). De
esta forma se dilucidd la posible asociacion de los INcRNAs analizados con las EN.

El flujo de trabajo seguido en la metodologia (punto 2.1 a 2.2.2) se encuentra

esquematizado en un diagrama estilo PRISMA que se encuentra en la Fig. 1 del Apéndice B.

3. Resultados

3.1. Redes de interaccion ceRNA predichas in silico de INcCRNAs expresados diferencialmente
en astrocitos humanos en condiciones lipotdxicas

El analisis se inicid con el transcrito ENST00000606907 del IncRNA AC092687.3. Dicho
INcRNA presentd 4 interacciones reportadas con miRNAs en la base de datos DIANA-LncBase

v.3. Seguidamente, se obtuvieron los MRNAS con interaccion confirmada con dichos miRNAs de
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las bases de datos DIANA-TarBase y DIANA-mirPath. El total de interacciones anotadas fue de
346. De los 4 miRNAs asociados al IncRNA de estudio, uno fue excluido, el hsa-miR-1-3p, debido
a que no se hallaron interacciones con mMRNAs reportadas en DIANA-mirPath. Las interacciones
INcRNA-miRNA para el INcRNA AC092687.3 se muestra en la Tabla 2 del Apéndice B.
Seguidamente, se analizé el transcrito ENST00000437764 del IncRNA SERTAD4-ASL.
Este presento 8 interacciones con miRNAS en la base de datos DIANA-LncBase v.3. Posterior a
los filtros aplicados, solo se seleccionaron 5 interacciones y, con respecto a las interacciones
miRNAs-mRNAs, se hallaron 576 mRNAs entre las bases de datos DIANA-TarBase y DIANA-
mirPath. Posteriormente, se integraron los interactomas de INCRNA-miRNA y miRNA-mRNA
correspondientes a cada IncCRNA. Las interacciones INCRNA-miRNA para el IncRNA SERTAD4-

AS1 se muestra en la Tabla 3 del Apéndice B.

3.2 Evaluacion in silico de la relacion de los INcRNAs de astrocitos humanos expresados
diferencialmente en condiciones lipotoxicas con el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas
3.2.1 Andlisis de enriquecimiento funcional

3.2.1.1 Andlisis de enriquecimiento funcional por medio de PANTHER. El anélisis de
enriquecimiento funcional por medio de PANTHER v.17 (Thomas et al., 2022) usando los MRNAs
de las redes de interaccion, permitié identificar los términos GO y las rutas metabdlicas
enriquecidas para cada transcrito de INCRNA en astrocitos bajo condiciones lipotdxicas.

Los resultados del analisis para el transcrito ENST00000606907 del IncRNA AC092687.3
reveld un total de 1950 términos GO y 42 rutas PANTHER significativas (p-valor ajustado < 0.05)

(ver Apéndice D) a partir de la lista de genes que interactian indirectamente con dicho INCRNA,
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obtenida a través de la integracion de los datos de DIANA-TarBase y DIANA-miRPath. Después
de aplicar un filtro para dejar solo los términos y rutas mas relevantes a nuestro modelo, se
seleccionaron 30 términos GO y 19 rutas PANTHER para su posterior andlisis (ver Apéndice E).

Entre las rutas en las que estan involucrados los genes diana que interacttian indirectamente
con AC092687.3, se encuentran vias metabdlicas primarias que participan directamente en la
apoptosis (via de p53, respuesta al estrés oxidativo y las vias de sefializacion de la apoptosis),
inflamacion y neuroinflamacion (como lo son la inflamacién mediada por quimiocinas y citocinas,
sefializacion de receptores tipo Toll, activacion de células T y B, ruta de sefializacion del PDGF,
entre otras). Asimismo, se encuentran vias involucradas directamente en neurodegeneracion como
via de la enfermedad de Parkinson, via de la enfermedad de Huntington y via de la enfermedad de
Alzheimer-presenilina. Entre estas, destacan especialmente las siguientes vias con una alta
significancia estadistica y gran cantidad de genes enriquecidos: via de p53 (FDR =155 x 10y
19 genes), via de la MAPK p38 (FDR = 3.03 x 10* y 13 genes) y via de sefializacion de la
inflamacion mediada por quimiocinas y citocinas (FDR = 7.36 x 10° y 22 genes). La gréafica de
analisis de enriquecimiento de rutas PANTHER para AC092687.3 se observa en la Fig. 2 del
Apéndice B.

Por otra parte, entre los términos GO enriquecidos para los genes diana del IncRNA
AC092687.3, destacan principalmente los que cuentan con una alta significancia estadistica, gran
cantidad de genes enriquecidos y significado bioldgico relevante para el modelo de estudio:
regulacion de la muerte celular programada (FDR = 2.59 x 103y 103 genes) y respuesta celular
al estrés (FDR = 3.07 x 10"* y 106 genes) para los procesos bioldgicos (BP); adhesion focal (FDR
=1.57 x 10 y 48 genes) y complejo de proteina quinasa serina/treonina (FDR = 4.82 x 108 y

genes) para componentes celulares (CC); actividad de proteina quinasa serina/treonina (FDR =
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2.58 x 10*y 38 genes), y union a receptor de sefializacion (FDR = 6.63 x 10" y 65 genes) para
funciones moleculares (MF). Igualmente, cabe resaltar dos términos que, aunque no tengan gran
cantidad de genes enriquecidos ni sean tan significativos estadisticamente como los términos
destacados anteriormente, tienen un significado bioldgico relevante: proceso apoptético de células
gliales (FDR = 3.25 x 10 y 3 genes) para BP, y union a p53 (FDR = 4.05 x 10 y 6 genes) para
MF. La gréfica de analisis de enriquecimiento de términos GO para AC092687.3 se observa en la
Fig. 3 del Apéndice B.

En cuanto al transcrito ENST00000437764 del IncRNA SERTAD4-AS1, su analisis de
enriquecimiento funcional revel6 un total de 1707 términos GO y 56 rutas PANTHER
significativas (p-valor ajustado < 0.05) (ver Apéndice F) en la lista de genes diana que interacttan
indirectamente con dicho IncRNA. Al igual que con el IncRNA AC092687.3, se filtraron los
resultados con base al modelo bioldgico del estudio, conservando asi los términos y rutas mas
relevantes, de las cuales se seleccionaron 30 términos GO y 17 rutas PANTHER para su posterior
analisis (ver Apéndice G).

Entre las rutas PANTHER seleccionadas se encuentran vias metabdlicas principales que
intervienen directamente en procesos de apoptosis (tales como la via de p53, Ras, MAPK p38, la
respuesta al estrés oxidativo, y las vias de sefializacion de la apoptosis y TGF-beta), inflamacion
y neuroinflamacion (como la inflamacion mediada por quimiocinas y citocinas, la via de
sefializacion mediada por el receptor histaminico H2, la activacion de células T, la ruta de
sefializacion del PDGF, entre otras), y otras como la via de las enfermedades de Parkinson,
Huntington y Alzheimer-presenilina. Entre las vias metabdlicas obtenidas, se destacan
principalmente las que cuentan con la mayor cantidad de genes enriquecidos, mayor significancia

estadistica y significado bioldgico, las cuales son: via de p53 (FDR = 1.81 x 10% y 16 genes), via
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de sefializacion de FGF (FDR = 1.70 x 10° y 17 genes), via de sefializacion de la inflamacion
mediada por quimiocinas y citocinas (FDR = 4.75 x 10° y 18 genes). La grafica de analisis de
enriquecimiento de rutas PANTHER para SERTAD4-ASL1 se observa en la Fig. 4 del Apéndice B.

Con relacion a los términos GO seleccionados, se destacan los siguientes términos que
cuentan con una alta significancia estadistica, gran cantidad de genes enriquecidos y significado
bioldgico relevante para el modelo de estudio: respuesta celular al estrés (FDR = 2.08 x 102! y 85
genes) y muerte celular (FDR = 3.06 x 10 y 57 genes) para BP; compartimento de control de
calidad del reticulo endoplasmico (FDR = 1.54 x 10* y 6 genes) para CC; union al factor de
transcripcion (FDR = 2.3 x 101% y 38 genes) y actividad de proteina quinasa serina/treonina (FDR
=4.04 x 10° y 30 genes) para MF. La grafica de andlisis de enriquecimiento de términos GO para
SERTAD4-AS1 se observa en la Fig. 5 del Apéndice B.

3.2.1.2 Analisis de enriquecimiento funcional por medio de DIANA-mirPath. Por otra
parte, se realizo el analisis de enriquecimiento funcional desde una segunda aproximacion, el cual
fue ejecutado a traves de la herramienta DIANA-mirPath v.3 (Vlachos et al., 2015). Este analisis
permitio explorar las posibles vias metabdlicas reguladas por los miRNAs presentes en las redes
de interaccion de ambos IncRNAs. De las vias identificadas, se eliminaron aquellas que no se
relacionaban con el modelo de estudio.

Al realizar el analisis de enriquecimiento funcional del transcrito ENST00000606907 del
INcRNA AC092687.3 mediante la herramienta DIANA-mirPath v.3, se ingresaron los 3 miRNAs
que interactuaban con el INcRNA. Los resultados mostraron 9 vias metabolicas significativas y
asociadas a nuestro modelo. Entre estas vias destacan la via de sefializacién de Hippo (FDR =9.14

x 10), p53 (FDR = 1.51 x 10%) y MAPK (FDR = 6.46 x 10%), y la ruta de la enfermedad de
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Huntington,. La grafica del analisis de enriquecimiento por medio de DIANA-mirPath para
AC092687.3 se observa en la Fig. 6 del Apéndice B.

Por otra parte, para el transcrito ENST00000437764 del INcRNA SERTADA4-AS1, el
analisis de enriquecimiento se realizé con los 5 miRNAs de la red de interaccion. De los resultados
obtenidos se identificaron 9 vias significativas. Entre estas se destacan, igualmente, la via de
sefializacion de Hippo (FDR = 2.29 x 10), y MAPK (FDR = 4.72 x 10?); y la via de p53 (FDR
= 3.69 x 102). La grafica del analisis de enriquecimiento por medio de DIANA-mirPath para
SERTAD4-AS1 se observa en la Fig. 7 del Apéndice B.

3.2.2 Seleccion de ejes INcCRNA-MiRNA-mRNA

Con el fin de completar la construccion de las redes ceRNA, se compararon las redes in
silico construidas con los perfiles de expresion de mRNAs hallados en el transcriptoma empleado
(ver Apéndice A). En consecuencia, en la red ceRNA del IncRNA AC092687.3 se identificaron
18 mRNAs sobreexpresos, De esta manera, la red ceRNA para dicho IncRNA, resulté de la
siguiente forma: Transcrito ENST00000606907 del IncRNA AC092687.3 interactia con 3
mMiRNAs (hsa-miR-4525, hsa-miR-1226-5p y hsa-let-7e-5p) que regulan 346 genes, 18 de los
cuales fueron encontrados en los perfiles de expresion del transcriptoma. Estos genes se
encontraban dentro de los ejes tipo 1. A partir de estos 18 genes, se seleccionaron los dos genes
con mayor expresion y enriquecimiento en vias: AC092687.3(ENST00000606907)/hsa-let-7e-
5p/SOD2 y AC092687.3(ENST00000606907)/hsa-let-7e-5p/PMAIPL. La red ceRNA del IncRNA
AC092687.3 se observa en la Fig. 8 del Apéndice B.

De manera similar, en la red ceRNA del IncRNA SERTAD4-AS1, fueron identificados 8
MRNAS con expresion a la baja, lo que permitié completar la red ceRNA, resultando de la siguiente

forma: Transcrito ENST00000437764 del IncRNA SERTADA4-AS1 interactia con 5 miRNASs
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(hsa-miR-125a-5p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-708-5p, hsa-miR-369-3p y hsa-miR-28-5p), que a
su vez regulan 576 genes, de los cuales 8 fueron hallados en los perfiles de expresion del
transcriptoma. Estos genes se encontraban dentro de los ejes tipo 2. A partir de estos 8 genes, se
seleccion6 el gen con menor expresion y mayor enriquecimiento en vias: SERTAD4-
AS1(ENST00000437764)/hsa-miR-125b-5p/NUDT16L1. Es importante resaltar que el miRNA
hsa-miR-125b-5p comparte todos sus genes diana con el mMiRNA hsa-miR-125a-5p, lo que genero
un nuevo eje para esta ultima red, siendo el SERTAD4-AS1(ENST00000437764)/hsa-miR-125a-
5p/NUDT16L1. Lared ceRNA del IncRNA SERTAD4-ASL1 se observa en la Fig. 9 del Apéndice
B.
3.2.3 Validacion de ejes INcRNA-miRNA-mRNA

Con el fin examinar el rol de los miRNAs en los ejes seleccionados, se uso la base de datos
GEO del NCBI de la que se obtuvieron diferentes estudios relacionados con las EN para obtener
los perfiles de expresion diferencial de cada miRNA (hsa-let-7e-5p, hsa-miR-125a-5p y hsa-miR-
125b-5p). En este sentido, para el miRNA hsa-let-7e-5p, se encontrd una disminucion significativa
en su expresion en los estudios GSE46579 y GSE48552 al comparar pacientes con EA vs control
(CTR). En cuanto al miRNA hsa-miR-125b-5p, se observé un aumento en los niveles de expresion
de dicho miRNA en los estudios GSE48552 y GSE155700 al evaluar pacientes con EA y con
demencia frontotemporal vs CTR, respectivamente. Por Gltimo, para el miRNA hsa-miR-125a-5p,
no se observaron diferencias significativas en los niveles de expresion en ninguno de los estudios
analizados, por lo que el eje que incluia a dicho miRNA fue eliminado. Los resultados especificos
de la validacion de los miRNAs se encuentran en la Tabla 4 del Apéndice B.

Con base a los resultados de la validacion de miRNAs realizada anteriormente, los ejes que

contarian con un mayor soporte y cuya expresion de los RNAs que los conforman concordaba con
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los tipos de ejes propuestos para cada IncRNA (ver punto 2.2.2), serian los ejes
AC092687.3(ENST00000606907)/hsa-let-7e-5p/SOD2 y AC092687.3(ENST00000606907)/hsa-
let-7e-5p/PMAIP, y el eje SERTAD4-AS1(ENST00000437764)/hsa-miR-125b-5p/NUDT16L1, los
cuales, fueron los seleccionados finalmente para analizar. Los ejes seleccionados de las redes
ceRNA del IncRNA AC092687.3 y SERTAD4-ASL se observan en la Fig. 1.

Figura 1

Ejes INcRNA-miRNA-mRNA de ambas redes ceRNA potencialmente involucradas en astrocitos

bajo estrés lipotoxico

AC092687.3

{ENST00000606907) hsa-le]t-?e-Sp s0D2
®
AC092687.3
(ENSTO0000606907) hsa-let-7e-5p
PMAIP1
SERTAD4-AS1

(ENST00000437764) hsa-miR-125b-5p
._ NUDT16L1

St bere

Nota: IncRNA, forma de hexagono; miRNAs, forma de triangulo; mRNAs, forma de circulo. Los
valores de Log2 Fold Change se muestran mediante el color del nodo. Los nodos de color rojo
corresponden a los valores de expresion mas bajos, los de color azul corresponden a los valores

mas altos y los de color gris corresponden a los miRNAs que no contaban con datos de expresion.
4. Discusion

La identificacion y entendimiento de los mecanismos moleculares subyacentes a las EN ha

sido un gran tema de interés en la investigacion biomédica debido no solo al impacto en la calidad
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de vida de quienes las padecen, sino también al impacto socioeconémico que suponen (Zahra et
al., 2020). A medida que la poblacion envejece y los factores de riesgo como la obesidad aumentan,
la prevalencia de las EN también lo hace, representando a la poblacién una carga sociosanitaria
cada vez mayor (Hruby & Hu, 2015; Zahra et al., 2020). Debido a esto, se ha buscado estudiar la
patogénesis de las EN desde distintas aproximaciones, como lo es la investigacion de INcCRNAs en
astrocitos bajo condiciones lipotoxicas y su relacion con procesos de neurodegeneracion.

Con el fin de investigar el rol que cumplen los INcCRNAS en dichos procesos, en el presente
proyecto se exploré de forma in silico el papel funcional de los IncRNAs AC092687.3 y
SERTAD4-AS1 que contaban con expresion diferencial en astrocitos bajo condiciones lipotoxicas,
a partir de lo cual, se hallaron redes in silico de genes y miRNAs relacionados con cada IncCRNA.
Mediante el uso del andlisis transcriptomico aportado por el grupo de investigacion, se
identificaron tres ejes potenciales a partir de las redes ceRNA in silico, siendo
AC092687.3(ENST00000606907)/hsa-let-7e-5p/SOD2, AC092687.3(ENST00000606907)/hsa-
let-7e-5p/PMAIP1 y SERTAD4-AS1(ENST00000437764)/hsa-miR-125b-5p/NUDT16L1. Estos
estdn implicados en procesos de apoptosis, respuesta celular al estrés y neuroinflamacion
principalmente, procesos que, fueron respaldados por la identificacion de términos GO vy rutas
metabdlicas. En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que ambos INCRNAs y los ejes en los
gue se encuentran podrian estar involucrados en procesos relevantes para el desarrollo de las EN
en un contexto de astrocitos bajo lipotoxicidad.

Para explorar el papel de los IncRNAs y sus redes ceRNA en el modelo biol6gico de estudio
y como su desregulacion se asocia con las EN, en la presente investigacion se realizd un analisis
integral de las interacciones ceRNA y la evaluacion in silico de los INCRNAs SERTAD4-AS1

(IncRNA de clase antisentido y cadena negativa) y AC092687.3 (IncRNA de clase antisentido y
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cadena negativa), los cuales, han sido estudiados en algunas patologias (Feng et al., 2023; Wu et
al., 2022; S. Yang et al., 2021; Zhang et al., 2020). Sin embargo, la informacién disponible sobre
ambos IncRNAs es limitada y alin no se conoce con exactitud su funcion biolégica y mecanismo
molecular. Especialmente, en el contexto neurodegenerativo, la relacion de los IncRNAs
AC092687.3 y SERTAD4-AS1 con las EN adn es desconocida.

Con base a lo anterior, se realiz6 un andlisis de enriquecimiento funcional de términos GO
y vias biologicas mediante las herramientas PANTHER y DIANA-mirPath, lo cual permitid
identificar las posibles funciones y mecanismos moleculares de los INCRNAs de interés en el
modelo biolégico de estudio. Los resultados revelaron que ambos INCRNAs pueden estar
modulando la expresion de ciertos genes que estan relacionados con la respuesta a condiciones de
estrés celular, sefializacion celular, la respuesta inmunoldgica y la inflamacion, asi como en
procesos de muerte celular.

Estos procesos engloban vias como la via de p53, que desempefia un papel crucial en la
respuesta del dafio del ADN, apoptosis e inflamacion (Aloi et al., 2015). Ademas de esta via, se
identificaron otras relevantes como la via la via de Hippo, involucrada en la regulacion del
crecimiento celular y la apoptosis; y la via de sefializacion de MAPK (via MAPK p38 en
PANTHER), relacionada con la respuesta al estrés celular e inflamacién. Estas vias, junto con
otras enriquecidas, han sido relacionadas con procesos de neurodegeneracion (Albert-Gasco et al.,
2020; Sahu & Mondal, 2020; Sileo et al., 2022; Talebi et al., 2021). Igualmente, cabe resaltar que
los términos GO enriquecidos para ambos INCRNAS se relacionan con los procesos anteriormente
mencionados. En ellos se incluyen procesos apoptoticos de células gliales, union a p53, respuesta
al estrés celular, regulacién de la permeabilidad mitocondrial y actividad quinasa, entre otros.

Adicionalmente, ambos IncRNAs se enriquecen igualmente en vias relacionadas directamente con
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EN, siendo estas la via de la enfermedad de Parkinson, Huntington y la via de la enfermedad de
Alzheimer-presenilina,

A pesar de que se identificaron rutas y términos enriquecidos relacionadas con procesos
neurodegenerativos, es importante considerar que pueden existir otras vias, (principalmente
relacionadas a la supervivencia celular), que tengan efectos opuestos a estos procesos y brinden
proteccion contra los mismos, como lo pueden ser las vias de sefializacion de TGF-beta y FGF
(Caraci et al., 2011; Klimaschewski & Claus, 2021). Esto se puede dar ya que, ambos INnCRNAs
podrian enriquecer genes inhibidores en dichas vias. Es decir, AC092687.3 al estar sobreexpresado
enriquece genes que posiblemente actien como moduladores negativos, y al estar aumentados,
inhiben dichas vias. Por otro lado, SERTAD4-AS1, al estar expresado a la baja, podria enriquecer
esas mismas vias debido a que los genes que las enriquecen, posiblemente, sean promotores de las
mismas y se encuentren disminuidos. Igualmente, es posible que dichas rutas se encuentren
enriquecidas debido a que los genes que las enriquecen posiblemente se manifiesten como una
respuesta adaptativa de los astrocitos ante el dafio causado por la lipotoxicidad (Fulda et al., 2010).
Sin embargo, es necesario investigar cada via y sus términos GO asociados para comprender
completamente la relacion de los InNcRNASs con las mismas y su significado en neurodegeneracion.

En este sentido, para investigar méas a fondo el rol de los IncRNAs en astrocitos bajo estrés
lipotdxico y su relacion con las EN, se propusieron los siguientes ejes de regulacion ceRNA:
AC092687.3(ENST00000606907)/hsa-let-7e-5p/SOD2 y AC092687.3(ENST00000606907)/hsa-
let-7e-5p/PMAIP1 para AC092687.3 y SERTAD4-AS1(ENST00000437764)/hsa-miR-125b-
5p/NUDT16L1 para SERTAD4-ASL. Para entender el papel de los ejes ceRNAs, y, por tanto, de
los IncRNAs analizados en el modelo bioldgico de estudio, se evalud la funcion de los genes SOD2,

PMAIP1y NUDT16L1.
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En primer lugar, se analizd el gen PMAIP1 perteneciente al eje
AC092687.3(ENST00000606907)/hsa-let-7e-5p/PMAIPL del IncRNA AC092687.3. Este gen,
también llamado NOXA, es un gen pro-apoptético perteneciente a la subfamilia BCL-2 del dominio
de homologia 3 (BH3) activado por p53 ante diversas sefiales de estrés celular (Aloi et al., 2015;
Oda et al., 2000; Yakovlev et al., 2004). En el presente estudio, se plantea la hip6tesis de que la
lipotoxicidad genera la sobreexpresién del IncRNA AC092687.3(ENST00000606907),
conduciendo a una mayor captacion del miRNA hsa-let-7e-5p por este IncCRNA, reduciendo el
efecto regulador del miRNA sobre el mRNA de PMAIPL. La falla en la regulacion post-
transcripcional de PMAIP1 y su mayor expresion debido a la activacion del factor de transcripcion
p53 (causado por lipotoxicidad, inflamacion y ROS) conduce a una via de respuestas que resulta
en la neutralizacion de las proteinas BCL-2A1 y MCL1, induciendo la liberacion de complejos
Bax/Bak (Roufayel et al., 2022). Esto lleva a la permeabilizacion de la membrana externa
mitocondrial (MOMP), lo que ocasiona la liberacién de componentes mitocondriales como cyto-
¢ y ADN mitocondrial (mtDNA) (Dumont et al., 2020; Seo et al., 2003; White et al., 2014). Es
importante destacar, que la sobrerregulacién de PMAIP1 es un evento que se produce en respuesta
al dafio cronico y prolongado causado por la lipotoxicidad.

Al producirse la salida de dichos componentes mitocondriales, se puede generar una
cascada de respuestas que lleva a la apoptosis y a la neuroinflamacién. Inicialmente, el cyto-c se
une a la proteina APAF-1 dando lugar a la formacion del apoptosoma, complejo que activa la
procaspasa-9, conduciendo a la activacién de la via intrinseca de las caspasas y la consecuente
induccidn de la apoptosis (Heilig et al., 2023). Entre las posibles consecuencias, cabe destacar que
al morir, podrian liberarse el cyto-c y el mtDNA acumulados en el citosol del astrocito apoptético

al espacio extracelular, donde actdan como patrones moleculares asociados al dafio (DAMPS) y
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activan receptores de reconocimiento de patrones (PRR) de células circundantes, desencadenando
una respuesta inflamatoria (Eleftheriadis et al., 2016).

Basado en el estudio de Lin et al., 2022, es posible plantear que el cyto-c actia como
DAMP al unirse a los receptores tipo Toll 4 (TLR4) de otros astrocitos y activar la via MAPK-
JNK, la secrecién de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1p y la respuesta inmunitaria de dichos
astrocitos (M. Lin et al., 2022). De forma similar, el mtDNA se puede unir a receptores tipo Toll
9 (TLR9) de los endosomas de células gliales, donde induce la activacion de la via MAPK p38 y
la subsecuente activacion del factor de transcripcion NF-kB que lleva a la transcripcion de
citoquinas pro-inflamatorias como I1L-6 y TNF-a y posiblemente a la activacion del inflamasoma
NLRP3 (M. Linetal., 2022; Qiu et al., 2022). En conjunto, estas vias de respuesta pueden provocar
un estado de neuroinflamacion y muerte celular, los cuales son procesos relevantes en las EN
(Kwon & Koh, 2020; Talebi et al., 2021; White et al., 2014). EI mecanismo de accion del eje
anteriormente explicado se encuentra representado en la Fig. 10 del Apéndice B.

Ademas de PMAIP1, el IncRNA AC092687.3 también regula a otro mRNA diana del
mMiRNA hsa-let-7e-5p, siendo este SOD2 (eje AC092687.3(ENST00000606907)/hsa-let-7e-
5p/SOD2). El gen SOD2 codifica para la enzima superoxido dismutasa 2 mitocondrial
(SOD2/MnSQOD), crucial en la neutralizacion de ROS al catalizar la conversion del superoxido en
peroxido de hidrogeno (H202) (Jung et al., 2019). En el contexto celular del presente trabajo, la
lipotoxicidad en los astrocitos genera la produccion excesiva de ROS que lleva al estrés oxidativo
(el cual puede estimular vias inflamatorias) y estimula la sobreexpresion de SOD2 (Rahman &
Biswas, 2006; Schonfeld & Reiser, 2017). Paralelamente, se induce la sobreexpresién del INcCRNA
AC092687.3(ENST00000606907), lo que modula los niveles de SOD2 al interferir con el miRNA

hsa-let-7e-5p.
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Esto podria reflejar una respuesta adaptativa de SOD2 como respuesta al estrés oxidativo
generado por la lipotoxicidad (Ruszkiewicz & Albrecht, 2015). Esta sobrerregulacion ha sido
observada en eritrocitos de pacientes con EA, indicando los altos niveles de ROS que se da en
dicha EN y reflejando un mecanismo compensatorio contra el dafio oxidativo (De Leo et al., 1998;
Ruszkiewicz & Albrecht, 2015). No obstante, es posible que el dafio celular generado por la
lipotoxicidad sea tan alto y prolongado que la célula no pueda contrarrestarlo, la sobrerregulacién
de SOD2 sea insuficiente y resulte eventualmente en la muerte celular (Fulda et al., 2010).

En consecuencia, la sobrerregulacion de dicha enzima no solo podria reflejar la posible
insuficiencia de la respuesta adaptativa, sino que también podria tener efectos perjudiciales en la
célula. Esta situacion podria darse si se genera un desbalance en la actividad de otras enzimas
antioxidantes como la catalasa (Hussain et al., 2004). Esto podria generarse debido a que, la
regulacion al alza de SOD2 se lleva a cabo por dos posibles mecanismos (desregulacion del eje
ceRNA y ambiente celular oxidativo), lo que podria resultar en una falta de coordinacién con otras
enzimas antioxidantes. Lo anterior puede provocar una acumulacion excesiva de H20, que puede
generar un aumento del estrés oxidativo, una respuesta inflamatoria mas intensa y provocar dafio
al ADN (Eno et al., 2013; Fulda et al., 2010; Henning et al., 2022; Hussain et al., 2004;
Ruszkiewicz & Albrecht, 2015). Estos eventos pueden activar factores de transcripcion como p53
que pueden incrementar la expresion de proteinas pro-apoptéticas, inducir, entre otras, la
disfuncion mitocondrial y resultar en la apoptosis de los astrocitos (Fulda et al., 2010). Debido a
esto, es posible que se produzca la cascada de respuestas mencionada anteriormente para el eje
AC092687.3/hsa-let-7e-5p/PMAIPL. EI mecanismo de este eje se encuentra representado en la

Fig. 11 del Apéndice B.
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En tercer lugar, se analiz6 el gen NUDT16L1 perteneciente al eje SERTAD4-
AS1(ENST00000437764)/hsa-miR-125b-5p/NUDT16L1 del IncRNA SERTADA4-AS1. Este gen,
también conocido como TIRR, es un regulador de la funcién de la proteina 1 de union a p53
(53BP1). Esta ultima se une a p53 formando un complejo (53BP1-p53) que es clave en la
reparacion de las roturas de doble cadena del ADN (DSBs) y en el control de las decisiones
celulares antitumorigénicas, por lo que, la expresion de 53BP1 es esencial para la sefializacion
normal de p53 (Cuella-Martin et al., 2016; Parnandi et al., 2021; Rass et al., 2022). En células
sanas, se ha observado que la union de TIRR al dominio Tudor de 53BP1, forma un complejo
estable que impide que esta Gltima se una a la cromatinay al factor de transcripcion p53, generando
que TIRR sea un regulador negativo de 53BP1 y, por tanto, del complejo 53BP1-p53 y de la
sefializacion de la via de p53 (Parnandi et al., 2021).

A partir de esto, en este estudio se plantea que el estrés lipotoxico cronico y prolongado en
los astrocitos, puede conducir a una disminucién en la expresion del IncRNA SERTAD4-AS1
(ENSTO00000437764), lo que provoca que el miRNA hsa-miR-125b-5p inhiba la traduccién del
gen NUDT16L1/TIRR causando una disminucion en los niveles de esta Gltima. Esta deficiencia de
TIRR, sumado al dafio del ADN a causa de la lipotoxicidad, promueve la union de 53BP1 a las
DBSs y a p53 (Botuyan et al., 2018; Strano et al., 2001, 2005). Al unirse a p53 e incrementar la
formacion del complejo 53BP1-p53, causa su activacion aberrante, provocando un incremento en
la transcripcion de genes mediada por p53 en condiciones de estrés celular, entre el que se
encuentra el gen pro-apoptotico BAX (Parnandi et al., 2021). Este Gltimo puede generar la cascada
de eventos mencionada anteriormente para el eje AC092687.3(ENST00000606907)/hsa-let-7e-

5p/PMAIPL. ElI modelo planteado se representa en la Fig. 12 del Apéndice B.
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En conjunto, los resultados de enriquecimiento y los tres ejes de regulacion ceRNA
analizados en el presente trabajo evidencian la complejidad de las interacciones moleculares en
astrocitos en respuesta a la lipotoxicidad. La regulacion de estos ejes puede seguir un orden de
activacion de acuerdo con la magnitud del dafio inducido por la lipotoxicidad. De esta forma, el
insulto inicial de PA activa al eje AC092687.3/hsa-let-7e-5p/SOD2 como una respuesta adaptativa
para contrarrestar el dafio oxidativo. Es importante destacar que la exposicion continua y
prolongada al exceso de PA y la acumulacion de ROS, puede inducir la activacion de vias
inflamatorias, lo que, a su vez, puede agravar el dafio en los astrocitos.

Debido a la cronicidad del dafio, la respuesta adaptativa inicial puede volverse insuficiente
y, en cambio, potencialmente perjudicial debido al aumento de H20>, que genera un incremento
en el estrés oxidativo y una respuesta inflamatoria mas intensa, asi como dafio al ADN
(Chelombitko, 2018; Palmai-Pallag & Bachrati, 2014). Estos eventos pueden llevar a la activacion
de p53. Sumado a esto, de forma simultanea se activa el eje SERTAD4-AS1/hsa-miR-125b-
5p/NUDT16L1, impactando igualmente en la activacion de p53, incrementandola. La activacion
de dicho factor de transcripcion puede modular la respuesta al dafio, y dependiendo de la magnitud
y duracion de este, puede resultar en una mayor transcripcion de genes pro-apoptoticos, como
PMAIPL. En este escenario, si el dafio lipotdxico y la inflamacion persisten de manera crénica, la
sobrerregulacién de PMAIPL, influenciada tanto por la activacion de p53 como por la regulacién
de su correspondiente eje (AC092687.3/hsa-let-7e-5p/PMAIPL), puede contribuir a la disfuncion
mitocondrial y, finalmente contribuir al inicio de la cascada apoptética. Entre las posibles
consecuencias de este evento, se encuentra la liberacion de componentes mitocondriales al espacio
extracelular, los cuales, pueden actuar como DAMPs al unirse a receptores Toll de otras células

circundantes y producir la neuroinflamacion (M. Lin et al., 2022; Qiu et al., 2022). Esta respuesta,
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tanto inflamatoria como apoptotica puede provocar una variedad de efectos en el SNC y estar
presente en el desarrollo de las EN (Guttenplan et al., 2021; Phatnani & Maniatis, 2015; Takuma
et al., 2004). Es relevante recordar que estos eventos representan una fraccion limitada de un
complejo entramado de interacciones que se da en la respuesta de los astrocitos sometidos a estrés
lipotoxico, por lo que otras moléculas y factores pueden contribuir a la misma. EI modelo

planteado para la conexion de los tres ejes se representa en la Fig. 13 del Apéndice B.

5. Conclusiones

Mediante el uso de un enfoque computacional, el presente estudio caracterizé los efectos
de los INcRNAs AC092687.3y SERTAD4-AS1 en astrocitos sometidos a estrés lipotoxico. Los
resultados evidencian redes de RNA enddgeno competitivo para cada InNCRNA, donde se incluye
las interacciones de cada INCRNA con los miRNAs y los mRNAs diana de los ultimos. A partir de
esta prediccion in silico de interacciones para cada INcCRNA, y por medio del planteamiento de dos
ejes de regulacion ceRNA para cada uno, se evalud el papel que tenian dichas moléculas en el
modelo bioldgico de estudio. Estos ejes ceRNA evidenciaron una fuerte relacion de cada INCRNA,
con procesos Yy vias que llevan a la disfuncién mitocondrial, lo que puede conducir a la apoptosis
y neuroinflamacion, los cuales son procesos relevantes en el desarrollo de las EN. Lo anterior se
vio respaldado por los procesos asociados con cada IncRNA, (obtenidos del enriquecimiento de
miRNAs y mRNAS) como respuesta al estrés, neuroinflamacion y muerte celular. Estos resultados
proporcionan una base para el estudio de los INCRNAs AC092687.3 y SERTAD4-AS1 en el
contexto neurodegenerativo, lo cual, hasta el momento, habia permanecido inexplorado.

Adicionalmente, en un contexto mas general, los resultados contribuyen a una mejor comprensién
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de las funciones de los IncRNA en las enfermedades neurodegenerativas y proporcionan
indicaciones para futuras investigaciones. Sin embargo, a pesar de la obtencion de resultados
prometedores, es importante tener en cuenta algunas limitaciones. Entre estas se destaca los
posibles sesgos en la obtencion de los resultados debido a la seleccion de bases de datos y
herramientas y a los umbrales usados, que puede provocar la perdida de vias y procesos
importantes que no estén involucrados en las Gltimas. De igual forma, se resalta que los resultados
obtenidos son aproximaciones basadas en modelos computacionales. Para confirmar la validez de
estas hipotesis, se requiere llevar a cabo la validacion experimental de los resultados de forma in

vitro o in vivo.

6. Recomendaciones

Para futuros estudios, se sugiere realizar el analisis de enriquecimiento desde la
aproximacion GSEA usando perfiles de expresion para los genes analizados, lo cual, permitira
tener un mejor entendimiento de lo que puede estar sucediendo en el modelo bioldgico de estudio.

Adicionalmente, recomienda llevar a cabo experimentos de validacién que pueden incluir
la sobreexpresién o la supresion de los IncRNAs bajo condiciones de control y PA para observar
como esto afecta a la expresion (mediante qPCR) de las otras moléculas de RNA involucradas en
los ejes, esto con el fin de corroborar las interacciones propuestas en los ejes ceRNA y darles

mayor validez a los mecanismos de accidn y significado bioldgico de los ejes planteados.
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