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Resumen

Se realizé diagnéstico bioquimico en cultivos de fibroblastos, provenientes de biopsias de piel de 73
pacientes candidatos clinicamente de padecer la enfermedad neurodegenerativa de herencia autosémica
recesiva de Niemann Pick C, remitidos por los servicios de neurologia y genética del pais. Mediante andlisis
cualitativo de intensidad de fluorescencia perinuclear por tincién de Filipin, se reportaron 23 pacientes
positivos (11 Mujeres/12 Hombres). La prueba t permiti6 inferir que no existen diferencias estadisticamente
significativas en relacion a la edad (1 - >45 afios) y el género de los pacientes.

Palabras clave: Enfermedad de Niemann Pick C, depésito lisosomal, diagnéstico bioquimico, Lipoproteinas
de baja densidad-LDL, lisis celular, Tincién de Filipin, Transporte intracelular de lipidos.

Abstract

Filipin staining test was made from cultured fibroblasts from skin biopsies from 73 patients clinically
candidates of developing the neurodegenerative disease autosomal recessive Niemann Pick C, referred by
the neurology and genetics in the country. Qualitative analysis by perinuclear fluorescence intensity, the
positive biochemical diagnosis was identified in 23 patients. The 7 test allowed inferring that not statistically
significant differences in relation to age (1->45 years) and gender of patients.

Key words: Cell lysis, Filipin staining test, Lipid trafficking intracelular, low density lipoproteins-LDL,
Lysosomal storage, Niemann Pick type C disease.
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1. Introduccion

Niemann Pick C (NPC) es una enfermedad neuro-
degenerativa con un patrén de herencia autosémica
recesiva, caracterizada por deficiencia en el transpor-
te intracelular de colesterol no esterificado, produ-
cido por la acumulacién de glucoesfingolipidos en
los lisosomas [1, 2, 3]. Su incidencia es de 1:120000
nacidos vivos. La expresion de la enfermedad ha si-
do asociada a las mutaciones en los genes NPC1 y
NPC?2 localizados en los cromosomas 18 y 14, loci
(q11-q12) y (q24.3) respectivamente [4]. Las protei-
nas que codifican estos genes estan involucradas en
la exportacién adecuada de colesterol y es posible
que actien de forma conjunta para regular el trans-
porte lipidico intracelular y su homeostasis [5] (tabla
1). Mutaciones en estos genes generan disfuncionali-
dad, lo que altera el transporte lipidico y conduce a
la acumulacién de colesterol en los lisosomas [6].

1.1. Metodologia

Medios de cultivo y suplementos. Minimum Es-
sential Medium Eagle (MEM, Gibco-Invitrogen):
suplementado con el 20% de Suero Fetal Bo-
vino, Antibiético-Antimicético (Anti-Anti, Gibco-
Invitrogen), L-Glutamina, Lipoproteina —-LDL-
(L7914, 50mg/ml Sigma) y Filipin III from Strep-
tomyces filipinensis (Sigma).

Aspectos éticos. Al momento de la toma de muestra
bioldgica se diligenci6 el consentimiento informado
de todos los pacientes o sus tutores responsables.

Cultivos de fibroblastos y condiciones in vitro. Se
evaluaron 73 pacientes a partir de biopsias de piel de
3-6 mm (Epidermis); tomadas por personal especia-
lizado. Se establecieron por duplicado los cultivos
de fibroblastos en monocapa a 37 °C en presencia de
Humedad relativa de 95% y 5% de concentracion
de COy, con un tiempo méaximo de procesamiento
de 24 horas después de la recoleccién de la muestra
bioldgica. Se establecieron cultivos controles prove-
nientes de pacientes con resultado previo negativo,
con las mismas condiciones para comparar morfolo-
gia y monitorear la prueba bioquimica empleada.

Esterificacion de lipoproteinas de baja densidad
-LDL. Se aplicé protocolo descrito por Vanier y
colaboradores [9, 10], se estimulan los fibroblastos
de cultivos celulares con una confluencia >80 % con
medio libre de lipoproteina y adicién 20 ul a una
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concentracién de 50 mg/ml de LDL durante 24 horas
con posterior tincién con Filipin III.

Microscopia fluorescente. Las emisiones fluores-
centes fueron capturadas con objetivo de 20X y
100X con ldmpara de mercurio de 100 watt, con
microscopio Olympus BX51 vy filtro DAPI (350-450
nm) con registro de microfotografias. Como con-
troles de lectura se utilizaron laminas de pacientes
NPC facilitados por el Laboratorios de Clinicas (Por-
to Alegre-Brasil), Universidad de la Plata (Argen-
tina) y Gillet-Mérieux et Neurogenétique Molecu-
laire, (Lyon-Francia). Cada resultado fue informado
al médico tratante quien interpretard e informaré al
paciente sobre los hallazgos de la prueba bioquimica.

Tratamiento Estadistico. Bajo los valores de la prueba
t se compard la distribucién y significancia estadistica
de los pacientes con diagndstico bioquimico positivo
con relacién a los datos demogréaficos de edad y género.

El diagnéstico bioquimico requiere el cultivo de fi-
broblastos para detectar el depdsito de colesterol no es-
terificado en vesiculas perinucleares, se considera que
el 80-85 % de los pacientes afectados presentan intensa
fluorescencia [9,10]. Sin embargo, en Colombia es una
patologia subdiagndsticada por su heterogeneidad cli-
nica, ausencia de registros de la poblacion afectada y
estandarizacion de pruebas de confirmacién diagndsti-
ca, por lo tanto, este diagndstico bioquimico mediante
tincion de Filipin permiti6 identificar la intensidad de
fluorescencia perinuclear en tres patrones bioquimicos:
positivo (presencia de vesiculas perinucleares con in-
tensa fluorescencia), negativo (ausencia de intensidad
de la fluorescencia a nivel perinuclear) y fenotipo bio-
quimico variante (Intensidad de fluorescencia menos
pronunciada), encontrados en los pacientes remitidos
por los servicios de neurologia y genética, con sospe-
cha clinica y alto riesgo de padecer la enfermedad de
NPC; para este estudio, se reportan tnicamente los
pacientes con el patrén clasico positivo.

Los datos obtenidos en ésta investigacion, aporta-
ron informacién de una poblacién colombiana con alta
sospecha de padecer la enfermedad de NPC y se gene-
ré una bases de datos que contribuya al planteamiento
de otras investigaciones dirigidas a la implementa-
cién de pruebas alternativas de diagndstico temprano.
Al mismo tiempo, el personal médico dispondra de
una prueba bioquimica que permita el acercamiento al
diagndstico clinico y manejo terapéutico que modifica
la historia natural de la enfermedad.
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Tabla 1. Localizacion cromosémica, mutaciones en los genes NPC1 y NPC2 e impacto celular en pacientes con NPC [5].

Gen-proteina gen NPC1 gen NPC2
(proteina NPC1) (proteina NPC2)

Gen-locus

Proteina/Exones 1278aa/25 exones 132aa/5 exones

Mutaciones ( %) 85-95 %: 4-5%:

332 mutaciones reportadas

20 mutaciones reportadas

Disfuncionaliad
parcial de organelos

Endosomas tardios
Reticulo endoplasmatico
Complejo de Golgi
Membrana plasmética

Endosomas tardios
Lisosomas

Codifica Una glicoproteina de membrana  Pequefia proteina lisoso-
endosémica mal

Funcion Transporte intracelular, concentra-  Proteina de unién a coleste-
cién y distribucién del colesterol rol

Implicacién Acumulacién de esfingosina, Alteracion en la homeosta-

biologica esfingolipidos y colesterol sis de esteroles.

Alteracion en la homeostasis del

calcio

Tabla 2. Manifestaciones Sistémicas y neuroldgicas segtin edad de aparicion [7].

Edad de inicio

Manifestaciones sistema-
ticas

Manifestaciones neurologicas

Pre-perinatal
> 3 meses

Hidrops fetal
Hepatoesplenomegalia
Ascitis fetal
Coleostasis prolongada
Infiltracién pulmonar

No suele observarse

Insuficiencia respiratoria
y/o hepdtica
Infantil precoz Hepatoesplenomegalia Retraso del desarrollo motriz
3 meses a > 2 aflos Hipotonia central
Hipoacusia
*PSMYV (no detectado)
Infantil tardio Organomegalia Caidas frecuentes

2 a < 6 afios

Ataxia, distonia, disfagia, disartria.
Hipotonia central

Perdida de la audicion

Convulsiones (parciales o generalizadas)
Cataplexia

*PSMYV (habitualmente presente)

Juvenil (clasico)
6 a 15 afos

Organomegalia
(No siempre presente)

Fracaso escolar

Problemas de conducta

Caidas frecuentes

Ataxia, distonia, disfagia, disartria
Convulsiones (locales y/o generalizadas)
Cataplexia

Mioclonia

*PSMV (habitualmente presente)

Adolescentes y Adultos
> 15 afos

Organomegalia
(No siempre presente)

Torpeza

Caidas frecuentes

Dificultad del aprendizaje o para trabajar
Sintomas neurolégicos de progresion lenta
Ataxia, distonia, disfagia, disartria
Convulsiones (parciales y/o generalizadas)
Cataplexia

Demencia

Signos psiquidtricos

Mioclonia

*PSMV (casi siempre presente)

*PSMV=Pardlisis Supranuclear de la Mirada Vertical.
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Esta enfermedad metabdlica es dificil de diag-
nosticar porque presenta un fenotipo variable y esta
categorizada segun la edad de aparicién de las mani-
festaciones clinicas en pre-perinatal, infantil-juvenil y
adolescencia-adulto [7], como se detalla en el tabla 2.

2. Resultados y discusion

2.1. Analisis cualitativo de la fluorescencia

El andlisis cualitativo de la intensidad de fluores-
cencia permiti6 identificar el diagndstico bioquimico
positivo asociado a NPC en estado aparente de ho-
mocigoto, observado por acumulo de LDL a nivel
perinuclear en los fibroblastos, mediante tincién de
Filipin (figura 1). En esta prueba bioquimica se ac-
tivan los receptores de LDL como proceso inicial
para continuar la ruta metabdlica; alteraciones en la
esterificacion y regulacién del colesterol producen
depdsito lisosomal, aunque también se almacena en
el complejo de golgi y reticulo endoplasmatico [11,
12, 13, 14, 15].

Figura 1. Diagndstico bioquimico positivo por tincién
de Filipin en fibroblastos cultivados en presencia de
LDL por 24 horas. a) 100X Control Negativo: ausencia
de intensidad de fluorescencia. b, ¢) 20X, d) 100X Al-
ta intensidad de fluorescencia en forma de granulos o
numerosas inclusiones vesiculares a nivel perinuclear,
evidencia de depdsito de colesterol.

2.2. Sintomas y edades de los pacientes
evaluados

La aparicién de los sintomas en pacientes pedid-
tricos y adultos con sospecha de NPC fue variable e
independiente a la edad en relacién al género (figura
2), el rango de edad oscil6 entre 0-25 afios. Segtin
nuestros datos la edad media al diagnéstico bioqui-
mico positivo fue de 8.32 afios, es decir; 9.9 para el
género femenino y para el masculino 6.7 afios.
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Figura 2. Diagnéstico bioquimico positivo por género
y edad. Este patrén positivo se observé en pacientes pe-
diétricos y adultos independientes a la edad y al género.

Los valores de la prueba ¢ (tabla 3), permitieron
establecer que el promedio de edad de los pacientes
con diagndstico bioquimico positivo son iguales, que
no existen diferencias significativas con un valor
p (p=0.2; p>0.05; t = 1.2), en referencia a la
siguiente formulacidn:

Hipotesis nula (Ho): los promedios son significa-
tivamente iguales (p> 0.05)

Hipotesis alterna (Ha): los promedios son signifi-
cativamente diferentes (p < 0.05).

Tabla 3. Valores prueba 7, en relacion al género y edad
de los pacientes con diagndstico bioquimico positivo.

Parametro Femenino  Masculino
Recuento 11 12
Promedio 9.9 6.7
Varianza 50.4 20.9
Desviacion Estandar 7.1 4.5
Coeficiente de Variacion 71.7% 67.7%
Minimo 1 1
Miximo 22 17
Rango 21 16
Cuartil Inferior 3 3
Cuartil Superior 17 9
Rango Intercuartilico 14 6
Sesgo Estandarizado 0.3 1.3
Curtosis Estandarizada -0.8 0.7

Para los pacientes con evidencia de depdsito de
colesterol a nivel perinuclear, el valor maximo de
edad (25 afios) para las mujeres fue 7 afios mayor
en relacion a los hombres (18 afios) ( figura 3). En
consecuencia, las mujeres presentaron un rango de
edad mas amplio. Sin embargo, la prueba ¢ permite
inferir que no hay diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre los promedios de las edades de los
pacientes positivos para la prueba bioquimica. Los
valores de curtosis permiten inferir una asimetria po-
sitiva con relacién a la frecuencia de edad, dado que
los valores estdn muy cercanos a la media.
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Figura 3. Edad por género de los pacientes con tincién
de Filipin positiva. Para los pacientes con evidencia
de depdsito de colesterol a nivel perinuclear, el valor
maximo de edad (25 afios) para las mujeres fue 7 afios
mayor en relacion a los hombres (18 afios).

2.3. Dificultades en los cultivos celulares

Una de las limitaciones de la prueba bioquimi-
ca de tincién de Filipin se present6 en los cultivos
de fibroblastos con resultado diagndstico positivo,
consistente en la dificultad para la adhesién y pro-
liferacién. Los fibroblastos cultivados de pacientes
afectados presentaron cambios morfoldgicos induci-
dos por lisis celular como consecuencia del depdsito
de colesterol ( figura 4), condicién no observada en
los controles.

El Filipin reacciona con el colesterol no esteri-
ficado y detecta los derivados de éster colesterol,
observados como particulas de variados tamafios a
nivel intranuclear; este depésito de colesterol produ-
ce apoptosis celular [16, 17], este comportamiento
permite inferir que el acumulo de colesterol es un me-
canismo patogénico de muerte celular en pacientes
con evidencia de depdsito lisosomal. En este sentido,
la alteracion estructural es una de las consecuencias
mads relevantes de la enfermedad de NPC, porque
confiere una morfologia celular atipica, especialmen-
te en las neuronas, lo que conlleva problemas de
neurotransmision [18]. Esto también, fue demostra-
do por los estudios de microarreglos (microarray)
en fibroblastos de pacientes NPC, en los cuales, se
concluye que estas células activan genes que indu-
cen apoptosis [19]. En modelos animales con NPC,
los hepatocitos de ratén también exhiben apoptosis,
inflamacién y fibrosis [20].
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Figura 4. Lisis de Fibroblastos por depdsito lisosomal
de colesterol (100X) a, b, ¢) Fibroblastos de pacientes
con diagndstico bioquimico positivo; cultivados en pre-
sencia de LDL durante 24 horas. La flecha indica lisis
celular por ruptura de membranas producido por dep6-
sito lisosomal de colesterol perinuclear. d) Fibroblastos
normales.

La patogénesis de la enfermedad esta generada
por alteracién en las proteinas de los genes NPC1 y
NPC2, involucradas en la exportacion adecuada de
colesterol y es posible que actien de forma conjunta
para regular el transporte lipidico intracelular y la ho-
meostasis de colesterol. Mutaciones en estos genes
generan un funcionamiento deficiente, lo que altera
el transporte lipidico y conduce a la acumulacién
de colesterol en los lisosomas [6, 21]. La vitami-
na E también se acumula en los lisosomas y puede
disminuir la capacidad antioxidante de la célula.

En este sentido, los pacientes con NPC presentan
disminucién en la capacidad antioxidativa y un incre-
mento en productos derivados de la oxidacién de co-
lesterol, detectable en plasma por concentracion de
oxiesteroles; datos no incluidos en este estudio. Este
dafio oxidativo puede relacionarse con disfuncién
de las mitocondrias evento observado en muchas en-
fermedades neurodegenerativas [19]. Sepulveda y
colaboradores proponen varios modelos matemati-
cos que pueden ser aplicables a nivel celular; para
evaluar diferentes variables como la temperatura y
la humedad relativa, que pueden influir en el dafio
oxidativo [22].

3. Conclusiones

La aplicacién de LDL y tincién de Filipin en los
fibroblastos in vitro, permiti6 el diagnéstico bioqui-
mico positivo forma “clasica” asociada con NPC,
mediante la intensidad de fluorescencia perinuclear,
que facilit6 visualizar el depdsito lisosomal en los
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23 pacientes reportados. Sin embargo, el diagndstico
definitivo de NPC debe ser complementado por es-
tudios moleculares para las mutaciones en los genes
NPC1 y NPC2. Adicionalmente, estos datos deben
correlacionarse con la historia clinica de los pacien-
tes evaluados para evitar el subdiagnéstico, los falsos
positivos e interpretacion errénea con diagnésticos
diferenciales que también evidencia fuerte fluores-
cencia pero sus manifestaciones clinicas no se aso-
cian con NPC. La prueba ¢ permiti6 establecer que
no existen diferencias estadisticamente significativas,
entre las edades ni entre los géneros de los pacientes
con diagnéstico bioquimico positivo.
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