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RESUMEN

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurolégico que afecta a la
poblacion de edad avanzada, caracterizandose por cuadros de demencia que
aumenta con el pasar del tiempo. Esta patologia afecta a varios millones de
personas en todo el mundo y los tratamientos, aun hoy en dia, son deficientes.
La identificacion de biomarcadores para el diagndstico temprano de la
enfermedad de Alzheimer cada vez se intensifica mas. Hoy en dia existen
biomarcadores bien establecidos para su diagndéstico, como el analisis de beta
amiloide, proteina tau total en liquido cefalorraquideo o los procedimientos con
resonancia magnética. La especificidad y sensibilidad que se consiguen con
estos biomarcadores son muy buenas. Sin embargo, los procedimientos para la
recoleccién de muestra y posterior analisis son complejos y en algunos casos
costosos. En este estudio, se identificaron biomarcadores sanguineos de la
enfermedad de Alzheimer mediante la aplicacion de herramientas
bioinformaticas en el procesamiento de micro-arreglos. Los micro-arreglos
obtenidos de la bases de datos publicas Gene Expression Omnibus fueron
analizados mediante diversos algoritmos y métodos bioinformaticos. Se analiz6
la diferencia en la expresion génica en casos y controles, para posteriormente
construir redes de co-expresidn con genes que solo se diferencien en la
enfermedad de Alzheimer. Los analisis de enriquecimiento de procesos
bioldgicos fueron necesarios para comprobar la relacién entre la expresion de
ciertos genes y el aparecimiento de la enfermedad de Alzheimer. Con el
propdsito de brindar nuevas dianas de estudio, se propuso una lista de genes
que son candidatos potenciales para ser biomarcadores en la enfermedad de
Alzheimer. La combinaciéon de métodos de seleccion de rasgos y redes de co-
expresion permitid proponer los genes PRKCB, CARDS8, PIK3CG, NOD2,
MXD1, ZFX y PCYOX1L como biomarcadores o dianas terapéuticas

potenciales para la enfermedad de Alzheimer.



ABSTRACT

Alzheimer's disease is a neurological disorder that affects elderly population.
This pathology affects several million people around the world while the today
treatments are still deficient. Researches in identification of biomarkers for the
early diagnosis of Alzheimer's disease are intensified. Nowadays we count with
well-established biomarkers for diagnosis, such as beta-amyloid analysis, total
tau protein in cerebrospinal fluid or magnetic resonance imaging (MRI)
procedures. The specificity and sensitivity achieved with these biomarkers are
good. However, their procedures for sample collection and subsequent analysis
have an increased prize and difficulty. In this study, we identified blood
biomarkers in Alzheimer's disease by applying bioinformatics tools for
processing and analysis of microarrays. Microarrays obtained from the public
Gene Expression Omnibus databases were analyzed using several algorithms
and bioinformatics methods. Differentiation of gene expression in cases and
controls was studied followed by co-expression networks analysis. Enrichment
analysis of biological processes and metabolic pathways were necessary to
verify the relationship between the expression of certain genes and Alzheimer's
disease. In order to provide a new study target, a list of genes that are potential
candidates for being biomarkers in Alzheimer's disease was proposed.
Combination of features selection methods and co-expression networks allowed
us to propose genes PRKCB, CARDS8, PIK3CG, NOD2, MXD1, ZFX and
PCYOX1L as a potential biomarkers or therapeutic targets for Alzheimer's

disease.
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CAPITULO I. Introduccién
1.1 Antecedentes

El uso de técnicas de evaluacién de la expresion geénica, en la actualidad,
permite un amplio estudio de enfermedades complejas (Blennow, 2010). El
objetivo es comprender las relaciones entre las enfermedades, sus
mecanismos Yy las posibles alternativas terapéuticas para enfrentarlas (Clark et
al.,, 2012). Existen varias técnicas para evaluar la expresion génica y su
regulacion. Algunas de estas técnicas estan bien establecidas, mientras que
otras son relativamente nuevas como la multiplexing (Drachman, 2006). Entre
las técnicas mas conocidas se encuentran la hibridacién fluorescente in situ (de
sus siglas en inglés, Fluorescent In Situ Hybridization, FISH), analisis en serie
de la expresidon génica (de sus siglas en inglés, Serial Analysis of Gene
Expression, SAGE), reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion
inversa (de sus siglas en inglés, Reverse Transcription Polymerase Chain
Reaction, RT-PCR), RNA seq (de sus siglas en inglés, RNA sequencing),

micro-arreglos, entre otras (Forsberg et al., 2008).

En principio, los patrones de perfiles de expresion génica mediante técnicas
como los micro-arreglos, son un método poderoso para aislar las diferencias
moleculares entre tejido sano y enfermo (Garcia, 2007). Los micro-arreglos,
teniendo como base chips de vidrio, plastico o silicio, permiten el analisis de la
expresion simultanea de miles de genes y la comparacién de perfiles genéticos
en diferentes tejidos o condiciones fisiologicas especificas (Teixeira, 2010). Un
micro-arreglo contiene sondas que pueden ser secuencias de oligonucledétidos
especificas, ADN gendmico o fragmentos de ADNc (Hampel, 2007). La
tecnologia depende de la hibridacion entre la muestra de ARNm y las sondas

de ADN, que se imprimen en la base (Aguilar, 2013).



La enfermedad de Alzheimer es la forma mas comun de demencia, afectando a
casi la mitad de la poblacion mayor de 85 afios (Drachman, 2006). Es una
patologia neurodegenerativa con una pérdida total de las funciones mentales
en sus ultimos estados (Henriksen, 2014). La caracteristica que mas se asocia
con la patologia, es la aparicion de lesiones con depdsitos proteicos localizados
a nivel del hipocampo y areas parietotemporales de la corteza cerebral
(Henriksen, 2014). Dichas lesiones constan de placas neuriticas con depdsitos
extracelulares de [B-amiloide y ovillos interneuronales formados por
neurofibrillas de proteina fau (Hye et al., 2006). A pesar de los intensos
esfuerzos, no hay tratamientos modificadores finales para la enfermedad de
Alzheimer (Juncal et al., 2000). Entre las posibles razones para la ausencia de
medicamentos eficientes, encontramos el problema de atacar una sola diana o
el planteamiento de un mecanismo incorrecto (Klunk y Mathis, 2008). Por
ultimo, existe una falta de biomarcadores para registrar a los pacientes
"correctos" en los ensayos, es decir, pacientes en estado temprano (Kong; Mou
y Hu, 2011).

Por otro lado, existe un alto porcentaje de afectados en los cuales, los cambios
patolégicos relacionados con el Alzheimer comienzan en el cerebro, por lo
menos una década antes de la aparicion de signos y sintomas clinicos (Li et al.,
2012). Esto hace que sea dificil identificar a los pacientes con Alzheimer en
estadios tempranos, en donde es mas probable que los tratamientos sean
eficaces (Li et al., 2012). En vista de ello, investigaciones en todo el mundo
buscan descubrir y desarrollar métodos precisos, fiables y rentables para la
deteccion temprana de Alzheimer (Marcello et al., 2009). Es asi que, mediante
el analisis con micro-arreglos, se estd dedicando gran esfuerzo en la
identificacion de componentes solubles en sangre y liquido cefalorraquideo
(LCR) que podrian servir como biomarcadores de Alzheimer utiles y fiables
(Marcello et al., 2009).
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En el LCR, los biomarcadores establecidos incluyen el beta amiloide 42 (AB42),
tau fosforilado (p-tau) y tau total (Mattsson; Blennow y Zetterberg, 2009). Los
bajos niveles de AB42 en el LCR de individuos con deterioro cognitivo leve
(DCL), se consideran indicativos de la presencia de Alzheimer en curso
temprano, pero con probabilidad de progresion rapida (Morris et al., 2009). Una
limitacion para el uso del LCR en general es el medio por el cual se lo obtiene;
a través de una puncién espinal lumbar, que se considera invasiva y no exenta
de riesgo. Asi mismo, se han realizado avances en la deteccién temprana de
Alzheimer, mediante resonancia magnética (RM) y la tomografia por emision de
positrones (PET) (Romero, 2013). En estas técnicas se utilizan marcadores
como Florbetapir (18F), Pittsburgh B (PiB) y fluorodeoxiglucosa (Sherman et
al., 2007). El alto costo de estos procedimientos y las inconsistencias en la
interpretacion prohiben su uso como evaluadores de enfermedades iniciales
(Romero, 2013).

En contraste, la obtencion de sangre es menos invasiva. Proteinas
plasmaticas, lipidos, proteinas y microRNAs encerrados dentro de los
exosomas son altamente aprovechables (Schneider; Hampel y Buerger, 2009).
Estos componentes han demostrado ser biomarcadores prometedores para la
deteccion temprana del Alzheimer (Morris et al., 2009). Sin embargo, la vasta
extension y complejidad de la enfermedad, que afecta a numerosas moléculas,
células y sistemas, impide los intentos de determinar qué alteraciones estan
especificamente asociadas con la patologia temprana (Yang; Rieves y Ganley,
2012).

1.2 Planteamiento del problema

La utilizaciéon de micro-arreglos que permitan la identificacién de biomarcadores
en sangre de pacientes con Alzheimer, podria proporcionar nuevas estrategias
para abordar la complejidad de la enfermedad (Blalock et al.,, 2003). La
aplicacion de la técnica genera gran cantidad de datos, pero el analisis e

interpretacion de los mismos representaria una labor lenta, costosa e inefectiva



(Miller; Galecki y Shmookler, 2001). Asi mismo la interpretacion, a menudo se
ve obstaculizada por la baja potencia estadistica (Barnes y Yaffe, 2016). Pocos
estudios de micro-arreglos utilizan tamafos de muestra suficientes para
proporcionar la potencia estadistica necesaria para evitar errores (Cai; Zhao y
Ratka, 2011). Entre los errores mas comunes estan; frecuencia alta de falsos
positivos, falsos negativos e incertidumbre de pertinencia en los criterios de

valoraciones funcionales (Ghidoni; Paterlini y Benussi, 2013).

Por tanto, el problema se centra en extraer la valiosa informacion biolégica de
esta inmensa cantidad de datos, por lo que es imprescindible la utilizacion de
herramientas y técnicas bioinformaticas (Kong; Mou y Hu, 2011). Entre las
herramientas actuales se encuentra el aprendizaje automatico (Machine
learning) y la mineria de datos (Data mining) (Grossman et al., 2001). Con
respecto al analisis de micro-arreglos, es mas comun la utilizacion de
herramientas de agrupaciéon (clustering y biclustering) incluidas dentro del
aprendizaje automatico (Hu et al., 2012). Estas metodologias permitirian
encontrar grupos funcionales de genes que muestren comportamientos

analogos (Pickering, 2012).

Del mismo modo, las redes de co-expresion desempenan un papel central en la
identificacion y analisis de patrones especificos, produciendo nuevos
conocimientos significativos (Josephs et al., 2006). Redes de co-expresion a
partir de biomarcadores sanguineos en Alzheimer son insuficientes (Koyama et
al., 2013). Por esta razén, aun es deficiente la comprension de los procesos
biolégicos complejos que estan involucrados en el Alzheimer (Koyama et al.,
2013).



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

v' Aplicar herramientas bioinformaticas para la identificacion de biomarcadores

sanguineos en la enfermedad de Alzheimer.
1.3.2 Objetivos especificos

v Analizar micro-arreglos para evaluar la diferencia de la expresiéon génica
mediante métodos bioinformaticos.

v’ Construir redes de co-expresion utilizando herramientas bioinformaticas.

v" Aplicar herramientas de seleccion de rasgos y analisis de redes para la

identificacion de biomarcadores en Alzheimer.
1.4 Justificacién

Los perfiles de transcripcion de sangre mediante micro-arreglos, reflejan
cambios neuropatoldgicos y grandes alteraciones somaticas (Lucie; Dwaine y
Charles, 2012). Se cree que la sangre, junto con todo su perfil transcripcional,
puede proporcionar una herramienta poderosa y minimamente invasiva para la
identificacién de nuevos biomarcadores en Alzheimer (O’Bryant et al., 2010).
Los esfuerzos hacia la identificacién de biomarcadores de cambios patologicos
tempranos, asi como de proteccion neuronal, se deben intensificar. De este
modo, el desarrollo y la validacion de los mismos facilitara en gran medida la
identificacion de un tratamiento eficaz, junto con estrategias preventivas para

esta enfermedad.

El estudio para la identificacién de biomarcadores en Alzheimer es de interés
mundial, puesto que ofrece la posibilidad de implementar una alternativa a la
incapacidad de un diagndstico precoz para el Alzheimer (Thambisetty et al.,
2010). Por otra parte, la implementacion de herramientas bioinformaticas, juega
un rol esencial para el analisis e interpretacion de datos obtenidos a partir de

tecnologias de exploracion masiva, en este caso los micro-arreglos (Ziemann et
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al., 2011). Aguilar y colaboradores (2013), utilizaron algoritmos de aprendizaje
automatico mediante arboles de decision, en donde encontraron funciones
booleanas a partir de agrupacion de datos. La implementacion del algoritmo fue
mediante el paquete bioinformatico WEKA (Universidad de Waikato). Sin
embargo, el estudio fue hecho a partir de datos basados en imagenes de
resonancia magnética (MRI). Esto plantea la posibilidad de aplicar los mismos
algoritmos de aprendizaje automatico a partir de biomarcadores sanguineos

que, hasta la fecha no han sido realizados (Zipser, 2016).

Para investigar mas a fondo los genes y vias bioldgicas que intervienen en la
aparicion de Alzheimer, en el presente proyecto se plantea la aplicacién de
varias herramientas bioinformaticas. Ademas se contempla la utilizacion de
consorcios de datos de expresion disponibles de forma libre (Gene Expression
Omnibus, GEQO) que se traduce en un ahorro de tiempo significativo eliminando
ensayos previos en laboratorio. El programa de la Unién Europea
AddNeuroMed es una iniciativa multicéntrica, disefiada para recopilar y validar
los datos de biomarcadores para la enfermedad de Alzheimer. Estos datos se

encuentran clasificados dentro de la base de datos GEO.



CAPITULO Il. Marco teérico
2.1 Biomarcador

Un biomarcador puede definirse como una caracteristica susceptible de
medirse y evaluarse objetivamente siendo un indicador de procesos biologicos
normales, procesos patologicos o respuestas farmacologicas a una
intervencion terapéutica (Britschgi, 2011). Los biomarcadores pueden ser
conceptualizados en distintos términos como rasgo, estado y tasa (Blennow,
2010). Un biomarcador de rasgo indica la susceptibilidad a una enfermedad, un
biomarcador de estado se dirige al diagnéstico de una enfermedad y un
biomarcador de tasa ofrece el seguimiento de la progresion de una enfermedad
o un tratamiento (Cai; Zhao y Ratka, 2011). Asimismo, existen biomarcadores
clinicos que buscan medir por ejemplo, el rendimiento en una prueba cognitiva.
Del mismo modo, biomarcadores basados en la formaciéon de imagenes, tales
como la cuantificacién volumétrica de una regidn especifica del cerebro con la
resonancia magnética (RM), biomarcadores epigenéticos (metilacion del ADN),
transcriptomicos (expresion de mRNA o miRNA), marcadores genéticos como
MAPT H1 / genotipo H1 como un predictor independiente de riesgo en la
enfermedad de Parkinson (Chalbot et al.,, 2011). También se conocen
biomarcadores bioquimicos con varios candidatos potenciales para su
identificacién; éstos incluyen el liquido cefalorraquideo, componentes de la

sangre, orina y piel, entre otros (Clark et al., 2012).

Los biomarcadores son importantes por dos caracteristicas fundamentales:

v Sensibilidad: cuando nos referimos al grado de individuos con una
enfermedad especifica que el ensayo predice correctamente (Cummings,
2011).

v Especificidad: se refiere a la fracciéon de individuos sin la enfermedad que el

ensayo descarta correctamente (Cummings, 2011).
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Actualmente, los avances en disciplinas nuevas como la lipidémica, proteémica
y metabolémica, estdan abriendo nuevas posibilidades para la obtencion de

biomarcadores efectivos (Shumaker, 2011).
2.2 Biomarcadores en la enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es progresiva y no tiene cura. Los
tratamientos se ven obstaculizados significativamente por la falta de
biomarcadores de facil acceso, que puedan detectar la presencia de la
enfermedad y predecir el riesgo de enfermedad de forma fiable (Shumaker,
2011). A pesar de los intensos esfuerzos, no hay tratamientos modificadores
aprobados para la enfermedad de Alzheimer (Ferrer, 2012). Como resultado,
los esfuerzos hacia la identificaciéon de biomarcadores de cambios patoldgicos
tempranos, asi como biomarcadores indicativos de proteccion neuronal, se han
intensificado (Ferrer, 2012). La identificacion de los biomarcadores periféricos
que conduzcan a una prueba diagnostica temprana y eficaz para la EA
permitiria la deteccidén pre-sintomatica y seria valiosa para el monitoreo de la
eficacia de las intervenciones durante los ensayos clinicos (Hampel, 2008).
Actualmente, en todo el mundo se manejan tres tipos de biomarcadores para
evaluar la progresion de la EA, los primeros basados en liquido cefaloraquideo
(LRC), luego estan los biomarcadores basados en neuroimagen y por ultimo,

los biomarcadores sanguineos.
2.2.1 Biomarcadores en liquido cefaloraquideo (LCR)

Biomarcadores establecidos de EA a partir del liquido cefalorraquideo (LCR)
son muy precisos, pero existen obstaculos para la aplicacion clinica (Herrmann;
Chau; Kircanski y Lanctot, 2011). El péptido B-Amiloide 42 (AB42), proteina tau
total y niveles de proteina tau hiperfosforilada son biomarcadores ampliamente
caracterizados en la enfermedad de Alzheimer, permitiendo identificar
pacientes con EA de individuos cognitivamente normales de edad avanzada
(Hampel, 2008). Ademas, estos biomarcadores también han demostrado el
potencial de prondstico, ya que fueron capaces de separar los sujetos con

deterioro cognitivo leve (DCL) que progresaron a EA de aquellos que no lo
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hicieron (Herrmann; Chau; Kircanski y Lanctot, 2011). Sin embargo, para la
recoleccion de LCR es necesaria una puncidon lumbar, considerada una
practica invasiva con una percepcion negativa del publico (Hampel, 2012). Es
una de las limitaciones en la utilizacion de estos biomarcadores como un

sondeo de primera linea (Hampel, 2012).
2.2.2 Biomarcadores basados en neuroimagen

Los enfoques de neuroimagen, como las imagenes de resonancia magnética
estructural (RM) de regiones especificas del cerebro, tomografia por emision de
positrones (PET) mediante marcadores como Florbetapir (18F), Pittsburgh B
(PiB) y fluorodeoxiglucosa, y resonancia magnética funcional (RMF) se han
estudiado ampliamente. Biomarcadores de neuroimagen proporcionarian un
valor pronéstico para la conversion de DCL a EA, ya que los pacientes con
DCL que son AB42 positivo son altamente propensos a desencadenar EA,
mientras que los son AB42 negativo no lo son. Una importante limitacion con
los compuestos Pittsburgh B y Florbetapir (18F) es su corta vida media (menos

de 20 minutos) y costo, lo que limita una aplicacion mas amplia.
2.2.3 Biomarcadores basados en sangre

Un biomarcador basado en la sangre se considera ventajoso dada la
accesibilidad, minima invasividad y costo de extraccién (Hye et al., 2006). La
sangre posee componentes como suero, células sanguineas, proteinas, lipidos,
y diversos productos metabdlicos susceptibles de evaluaciéon. Ray vy
colaboradores (2007), identificaron un panel de 18 biomarcadores de un grupo
de 120 proteinas de sefnalizacion en sangre. Asimismo, existen componentes
de inmunidad innata y adaptativa que estan presentes en la sangre,
considerada como el mejor fluido corporal para la evaluacién de procesos
sistémicos (Hye et al., 2006). Es asi que, diversos proyectos de investigacion
clinica, evaluan componentes inmunolégicos como biomarcadores para
determinar el estado de salud del paciente, o los resultados de intervenciones

farmacoldgicas (Ray et al., (2007).
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Por otro lado, el uso potencial de la sangre, basado en el perfil de expresién
génica para el diagndstico de trastornos cerebrales, también ha sido objeto de
estudio (Jack, 2010). Investigaciones demuestran un grado significativo de
covariabilidad en la expresion génica entre el tejido cerebral y las células
sanguineas periféricas (Klunk y Mathis, 2008). No obstante, una conexién
directa entre el cerebro y la sangre periférica esta ausente, debido a una
barrera hematoencefalica casi intacta (Klunk y Mathis, 2008). Es por esto que,
los biomarcadores basados en la sangre de individuos con EA, serian el primer
paso en una proyeccion de varias etapas para el proceso de reemplazo de
biomarcadores basados en LCR o imagen (Mattsson; Blennow y Zetterberg,
2009). El posible desequilibrio en el nivel de expresion de genes especificos en
sangre, hace imprescindible su analisis, asi un gen desconocido podria
convertirse en un biomarcador confiable. Los micro-arreglos de expresion,
proporcionan nuevas herramientas para analizar un complejo conjunto de
genes con una marcada diferencia en su expresidbn bajo condiciones

especificas. (Schneider; Hampel y Buerger, 2009).
2.3 Micro-arreglos de expresion

Los micro-arreglos de ADN son dispositivos desarrollados en el ambito
biotecnolégico que pueden medir el nivel de expresion de miles de genes en
paralelo, dentro de una muestra de ARNm en particular (Morris et al., 2009).
Estos perfiles de expresion pueden usarse para comparar el nivel de
transcripcion de genes en condiciones clinicas. Los objetivos pueden ser los de
identificar biomarcadores de diagndéstico o prondstico; controlar la respuesta a
una terapia; y/o entender los mecanismos implicados en el origen de una
enfermedad (Schneider; Hampel y Buerger, 2009). Por tanto, los micro-arreglos
de ADN se consideran importantes herramientas para el descubrimiento en la

medicina clinica (Soares, 2012).

En un micro-arreglo cada sonda (secuencias conocidas de oligonucleoétidos) se

repite miles de veces en un espacio microscopico, y tiene una secuencia
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especifica que complementa a un fragmento de secuencia de un gen (Tanne,
2012). Cada gen suele estar representado en un micro-arreglo por un conjunto
de sondas de secuencias distintas, distribuidas aleatoriamente en la superficie
del micro-arreglo (Soares, 2012). Es necesario la utilizacién de diferentes
sondas para obtener una estimacion correcta del nivel de expresion de un gen,
cubriendo asi una amplia extensién del transcrito analizado (Figura 2)
(Thambisetty y Lovestone, 2010). El formato utilizado en el micro-arreglo influye
en el numero de sondas, que puede variar entre tres o cuatro o hasta diez por

gen (Thambisetty y Lovestone, 2010).

Los cambios en la expresién de determinados genes pueden estar vinculados a
la accion de estimulos particulares, a una determinada etapa fisioldgica,
metabdlica o via de sefializacion, y en ultima instancia la funcion del producto

génico (Thambisetty et al., 2010).

RNA Iragments with fucreacent tags from sampie 10 be tested

BNA Tragment hybrdiros
7 with DA on GeneChig® array

Figura 1. Esquema con la distribucion de sondas en una matriz y cadenas
marcadas con florocromo.

Adaptado de Affymetrix (s.f).
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2.3.1 Tipos de micro-arreglos de expresion

Los micro-arreglos se pueden clasificar de acuerdo a tres criterios: la longitud
de las sondas; método de fabricacion y el numero de muestras que se pueden
perfilar de forma simultanea en una matriz (Thambisetty et al., 2010). Entre

ellos estan:

2.3.1.1 Micro-arreglos de oligonucledtidos o de canal Unico: en este tipo de
micro-arreglos las sondas son moléculas de oligonucledtidos sintetizados
directamente sobre la superficie o base. Los oligonucleétidos son polimeros
cortos de ADN de cadena sencilla de 25, a 60 nucledtidos. En estos micro-
arreglos cada gen esta representado por varios oligonucleétidos de secuencia

distinta y analizan solo un tipo de muestra (Cai; Zhao y Ratka, 2011).

2.3.1.2 Micro-arreglos de cDNA o dos canales: en los micro-arreglos de dos
canales las sondas son moléculas de ADN complementario de cadena sencilla
que son sintetizados en forma in vitro y se colocan sobre la superficie. Cada
sonda representa normalmente un gen y pueden analizar dos 0 mas muestras
(Cai; Zhao y Ratka, 2011).

2.3.2 Proceso de cuantificaciéon de la expresion de ARNm en micro-

arreglos de expresion

1. Inmovilizacion de las sondas: las sondas u oligonucleétidos se inmovilizan
en el soporte o matriz en posiciones ordenadas. Existen actualmente varias
técnicas de inmovilizacion, tecnologias in situ como la fotolitografia, entre
otras (Hampel, 2012).

2. Extraccion de ARNm de la muestra: el ARNm se extrae de tejidos o
células mediante transcripcion inversa, debido a la inestabilidad del ARNm.
Posteriormente se marca con un colorante fluorescente o biotina. En el caso
de micro-arreglos de un solo canal usualmente se marca con biotina
mientras que para micro-arreglos de dos canales se marca con colorantes

como cianina (Cys-3 y Cys-5) (Hampel, 2012).
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3. Hibridacién: la hibridacion se efectia por complementariedad de cadenas y
los lavados se realizan en condiciones de alta rigurosidad para minimizar la
probabilidad de hibridacién cruzada entre genes similares. Para los micro-
arreglos de dos canales se efectua una hibridacién competitiva, por lo que la
intensidad y color de la micro-imagen dependera del grado de hibridacion de

las sondas con las cadenas marcadas (Figura 3) (Hampel, 2012).

4. Cuantificacion: en esta etapa se determina la cantidad de muestra
hibridada mediante un escaner laser que detecta moléculas marcadas
fluorecentemente. La cantidad de fluorescencia medida en cada ubicacién
especifica es directamente proporcional a la cantidad de ARNm con la
secuencia complementaria presente en la muestra analizada. La
fluorescencia es capturada en una imagen formada por una malla de puntos

brillantes para su cuantificacién (Hampel, 2012).

cell type A cell type B
l RNA extraction l
RNA - = RNA
l reverse transcription 1

cDNA =g 25"

cDNA Spotting
Printing or Coupling Oligos

label red
&

hybridize

2 Channel Array

Figura 2. Proceso de hibridacion y cuantificacién de secuencias de ARMm en
micro-arreglos de expresion.

Adaptado de (Cano, 2010).
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2.3.3 Pre-procesamiento de datos de micro-arreglos de expresiéon

Las imagenes resultantes de la hibridacion de los micro-arreglos se utilizan
para generar un conjunto de datos (Hye et al., 2006). Estos datos necesitan ser
"pre-procesados" antes del analisis e interpretacion de los resultados (Hye et
al., 2006). El pre-procesamiento no es mas que transformar los datos sin
procesar en datos biolégicamente utiles (Klunk y Mathis, 2008). Por lo tanto, es
un paso que mejora y extrae las caracteristicas significativas de los datos y los

prepara para la aplicacién de métodos de analisis (Klunk y Mathis, 2008).

La normalizacion es un tipo particular de pre-procesamiento, en donde se
busca eliminar ciertas diferencias sistémicas (Mattsson; Blennow y Zetterberg,
2009). Basicamente, se corrigen diferencias en las distribuciones de los valores
de intensidad de las distintas matrices y plataformas (Mattsson; Blennow y
Zetterberg, 2009). Dependiendo del tipo de plataforma y tecnologia del micro-
arreglo, existen distintos métodos para normalizar los datos: Linear lowess,

Robust linear lowess, Rank invariant, Quantile normalization (Soares, 2012).
En general podemos describir tres tipos de normalizacion:

Normalizacién intra-muestra: se realiza debido a que la distribucién de los
datos es altamente asimétrica. Por lo tanto, es necesario lograr una mayor
simetria en la distribucion mediante la aplicacion del logaritmo en base dos
para distribuir la frecuencia mas uniformemente. Dicha transformacion es
recomendada en determinadas ocasiones por el proveedor del micro-arreglo

(Thambisetty y Lovestone, 2010).

Normalizacién intra-arrreglo: la normalizacién entre matrices es necesario
debido a que los promedios y varianzas son distintos en las muestras
procesadas. La normalizacion dentro de la matriz se toma para cada micro-

arreglo por separado y puede involucrar a todos los genes, o a sélo partes de
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ellos. Este tipo de normalizacion tiene como objetivo, entre otras cosas eliminar

la variabilidad de los colorantes fluorescentes (Thambisetty y Lovestone, 2010).

Normalizacion inter-plataforma: la normalizacion entre plataformas es
necesaria debido a que los promedios y varianzas son distintos en las muestras
procesadas. Por otro lado, usualmente involucra estudios diversos lo que
aumenta la variabilidad de las mediciones. En las matrices los factores que
aumentan la varianza son generados por el equipamiento con el que se trabaja,

procedimientos en la medicion y el operador (Cummings, 2011).

Con la normalizacion se obtiene una matriz numérica normalizada, que
constituye por si sola una fase donde se aplica un cierto nivel bioinformatico.
Posteriormente, la aplicacion de herramientas bioinformaticas, permite
determinar genes con una expresion génica mas alta y agruparlos mediante
métodos de clasificacion como el clustering. La determinacién de patrones de
comportamiento comun y agrupacion, son procedimientos que estan inmersos
en la aplicacion de paquetes incluidos dentro de lenguajes de programacion
(Cavalieri y De Filippo, 2005).

2.4 Métodos bioinformaticos

La bioinformatica posee multiples herramientas para el analisis de grandes
cantidades de datos biolégicos (Tamames et al., 2002). Es asi que puede
apoyarse en la programacion para realizar instrucciones de asociacion, célculo,
clasificaciéon y analisis estadistico (Obayashi et al., 2007). Este tipo de
instrucciones permiten de forma automatica obtener datos valiosos en el ambito
de la biomedicina. Una de sus aplicaciones es el analisis de expresion génica.
Bioconductor es un proyecto de software de desarrollo abierto escrito en
lenguaje de programacién R para el analisis y comprensién de los datos

genomicos y de expresion génica (Cavalieri y De Filippo, 2005).
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Uno de los paquetes mas usados en el analisis de expresion es Limma (Smyth,
2005). Esta instruccién en R, usada para el analisis estadistico de datos
gendémicos, ha demostrado ser una opcién frecuentemente utilizada para el
analisis de los datos de los experimentos con micro-arreglos, PCR, entre otras
(Cruz et al., 2016). El paquete esta disefiado de tal manera que, después de un
pre-procesamiento y la normalizacion inicial, es posible llevar a cabo el analisis

de un sin fin de tecnologias (Smyth, 2005).
2.4.1 Redes de co-expresién

Una red de co-expresion implica la evaluacion de la relacion entre la expresion
de un gen y el resto de los genes analizados. Esto quiere decir que, si un gen
sufre un cambio en su expresion (por una determinada condicion, ej. patologia),
este cambio puede generar una modificacion en la expresion de otros genes. El
estudio de estas relaciones es el estudio de las redes de co-expresion
(Tamames et al., 2002).

Las redes de co-expresion ofrecen informacion sobre el genoma a gran escala
y también tienen el potencial para poner en relieve los mecanismos
moleculares especificos en la enfermedad, sobre todo si la base biofisica de la
co-expresion se integra en las herramientas matematicas del analisis de redes
(ej. médulos y centralidad) (Tamames et al., 2002). Por ejemplo, es comun la
evaluacion del niumero de vecinos en la red de co-expresion para identificar los
genes altamente conectados ("genes hub”) que pueden estar correlacionados
con la enfermedad o ser mediadores putativos de la patologia (Cavalieri y De
Filippo, 2005). Si bien este enfoque (centralidades o genes hub) ha dado lugar
a muchas ideas, tiende a centrar la atenciéon en unos pocos genes, y hace caso
omiso de las muchas formas en las que la co-expresion se pueden utilizar para
generar y transformar los sistemas de conocimientos en predicciones

comprobables (Zhang y Horvath, 2005).
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Los estudios en multiples especies, tejidos y plataformas han demostrado que
los genes co-expresados tienden a estar funcionalmente relacionados
(Obayashi et al., 2007). De forma analoga, los conjuntos de genes que estan
densamente interconectados dentro de la red global, son comunmente
conocidos como "maodulos” (Langfelder y Horvath, 2008) y, consecuentemente
estos moddulos, usualmente responden a procesos biologicos especificos. Si
una fraccién significativa de los genes en un médulo se corresponde con un
determinado proceso biolégico (definido por su ontologia genética), entonces
consideramos la regla de “culpabilidad por asociacion”, es decir, el resto de
genes en el médulo se supone que también estan relacionados a ese mismo
proceso (Tamames et al., 2002). De esta forma, el analisis tipico en las redes
de co-expresion busca asociar los modulos con enfermedades u otros rasgos

fenotipicos registrados en el mismo conjunto de datos (Obayashi et al., 2007).

En la red de co-expresion, los genes seleccionados son representados por
nodos y las conexiones entre ellos, que representan la fuerza de la conexién
(Alfa; j), son representadas esencialmente por una matriz de adyacencia

ponderada con elementos:
Alfa; ; =|cor(x;, x;)|* (Ecuacién 1)

Donde x;y x; son los perfiles de expresién de los genes i y j. Este método
considera un intervalo continuo (0,1) en lugar de una matriz de adyacencia
discreta (Zhang y Horvath, 2005).

Las correlaciones entre los genes pueden alterarse en la enfermedad, asi como
la estructura reguladora, sin que esto afecte la expresion diferencial (Zhang et
al., 2013). Mientras que la co-expresion diferencial es en si misma una nueva
herramienta, se aplica generalmente para encontrar modulos enteros de genes
con conectividad diferente (correlaciones) entre casos y control (Zhang et al.,

2013). Ampliando el trabajo previo en la co-expresiéon diferencial, Hudson vy
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colaboradores (2009) y Rhinn y colaboradores (2012), muestran cémo la co-
expresion diferencial puede ser utilizada para priorizar objetivos moleculares

relacionados con la enfermedad.
2.4.2 Seleccion de rasgos para el andlisis de micro-arreglos

La caracteristica principal de los nuevos conjuntos de datos creados por micro-
arreglos es su gran dimensionalidad (es decir muchas variables, ej. genes), y
en muchas ocasiones un tamafo de muestra pequefio. La idea central en la
seleccion de rasgos es extraer aquellos rasgos (variables) que representen, de
forma mas completa la informacion contenida en todo el espacio, disminuyendo

de esta forma la dimensionalidad (Liu; Ranka y Kahveci, 2008).

Existen diversos métodos de seleccidn de rasgos en el analisis de micro-
arreglos, por ejemplo: métodos univariados y multivariados, métodos evolutivos
y otros que utilizan clasificadores lineales y no lineales, como maquinas de
vector soporte (de sus siglas en inglés, Support Vector Machines, SVMs) y
regresion logistica (Liu; Ranka y Kahveci, 2008). Debido a la gran complejidad
y diversidad de métodos, resulta dificil explicar todos ellos aqui. Por eso nos
limitaremos a explicar aquel que sera utilizado y que se denomina como
“‘minima redundancia maxima relevancia” (mMRMR) (Hanchuan; Fuhui y Ding,
2005).

Este método considera para su ejecucion no sélo la expresién de los genes
para la separacion de las clases (ej. de casos y controles), sino que
adicionalmente analiza las relaciones entre los propios genes (ej.
correlaciones), reduciendo de esta forma la posibilidad de seleccionar genes
que contribuyan con la misma informacion (Hanchuan; Fuhui y Ding, 2005).
Para ello, este método emplea la informacibn mutua como medida de
correlacion entre los genes, al mismo tiempo que va creando grupos de los

mismos y evaluando el poder de clasificacion. Una de las ventajas de este
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método es que es rapido y basicamente no lineal (Hanchuan; Fuhui y Ding,
2005).

2.4.3 Diferenciacion de genes

La evaluacién de la expresion diferencial génica, entre muchos grupos y
condiciones diferentes al mismo tiempo, se puede realizar mediante diversas
formas. No obstante, una de las mas empleadas en el ambiente de R es el
paquete limma, que se encuentra en Bioconductor y en especial la funcién
ImFit (Smyth, 2005) (Gentleman et al., 2004) (R Core Team, 2013). Esta
funcion acepta una matriz de modelo que describe el disefio experimental, y
produce una salida que almacena la informacion del modelo ajustado para
cada gen. Cada uno de estos modelos es posteriormente ajustado por la
funcién eBayes, que considera los estadisticos de prueba empiricos de Bayes
para cada gen, incluyendo los valores de p y el logaritmo de la expresién

diferencial (Johnson; Li y Rabinovic, 2007).

Es importante destacar que, como este analisis es realizado en miles de genes
simultaneamente, es importante disminuir el error al rechazar hipétesis nulas
en diferencias de expresion génicas, cuando estas son realmente nulas. Para
ello, se ajusta el valor de p aplicando los métodos de factor de falso
descubrimiento (de sus siglas en inglés, False Discovery Rate, FDR)

(Benjamini y Hochberg, 1995).
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CAPITULO IIl. Disefio del plan experimental

En el presente trabajo se realiz6 la identificacion de biomarcadores sanguineos
en la enfermedad de Alzheimer, usando herramientas bioinformaticas en el
procesamiento de micro-arreglos, tales como el analisis de redes de co-
expresion y la seleccién de rasgos. El estudio no constituyo la aplicacion de
procedimientos experimentales con muestras de individuos dentro de un
laboratorio. El programa de la Unién Europea AddNeuroMed se encarga del
financiamiento, recopilacion y distribucién de datos de biomarcadores para la
enfermedad de Alzheimer. Estos son posteriormente presentados publicamente
en varias plataformas de almacenamiento de datos, una de ellas Gene
Expression Omnibus (GEO, Edgar; Domrachev y Lash, 2002). Es asi que, se
utilizaron datos de dos ensayos de micro-arreglos, almacenados y disponibles
libremente en la base de datos GEO, siguiendo lineamientos de Informacion
Minima sobre un Experimento de Micro-arreglos (de sus siglas en inglés,
Minimum Information About a Microarray Experiment, MIAME). Los
lineamientos MIAME son directrices para presentar la informacion minima que
debe incluirse cuando se detalla un experimento de micro-arreglos. Dentro del
proyecto se manejaron variables dependientes caso/control e independientes

como la edad y sexo.

Para alcanzar los objetivos planteados, se elabor6 una base de datos de micro-
arreglos curada con casos y controles, a partir de la base de datos GSE63060
(Sood et al., 2015) con la plataforma GPL6947 basada en chip de perlas de
expresion lllumina HumanHT-12 V3.0; y GSE63061 (Sood et al., 2015) con
plataforma la GPL10558 basada en chip de perlas de expresion /llumina
HumanHT-12 V4.0. La distribucion y los determinantes de estados de casos y
controles de los dos ensayos fueron obtenidos de ArrayExpress (Kolesnikov et
al., 2015).
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Luego, mediante el lenguaje de programacion R (R Core Team, 2013), junto
con Bioconductor (Gentleman et al.,, 2004), se normalizaron los valores de
expresion media entre plataformas (cross-normalization). La normalizacion
dentro de cada una de las muestras y entre muestras no fue necesaria, debido
a que cada ensayo fue normalizado previamente por los investigadores que
publicaron dichas bases de datos en GEO. Se realizé la integraciéon de las
bases de datos, junto con la clasificacion epidemiolégica de la muestra y

numero de genes a estudiar.

Posteriormente se realizé un analisis estadistico convencional para evaluar la
significancia de las variables edad y sexo. A continuacion, se realizé la
diferenciacion génica entre casos y controles mediante el paquete limma. El
analisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos fue realizado en los genes
seleccionados para establecer sus relaciones con la enfermedad de Alzheimer.
Posteriormente, se realiz6 la construccion de redes de co-expresion
(representacion grafica con dendogramas), analisis de médulos, determinacién

de conectividad y distancia génica.

Por ultimo, la informacién de las redes de co-expresion se combiné con
estrategias de analisis de redes y de seleccion de rasgos para la determinacion
de los biomarcadores mas promisorios. El resumen del disefio experimental se

lo aprecia en la figura 3.
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Figura 3. Diagrama de flujo con las fases para el desarrollo del estudio:
identificacion de biomarcadores sanguineos en la enfermedad de Alzheimer
mediante la aplicacion de herramientas bioinformaticas en el procesamiento de
micro-arreglos y analisis de redes de co-expresion.
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CAPITULO IV. Procedimientos
4.1 Poblacion y muestra

Se seleccionaron dos ensayos de los repositorios GEO (Edgar; Domrachev y
Lash, 2002) y que también se encuentran en la base de datos ArrayExpress
(Kolesnikov et al., 2015) que tenian perfiles de expresiéon génica con relacion al
Alzheimer en sangre. Los grupos de muestras de casos y controles de
Alzheimer se obtienen gracias al financiamiento de la Union Europea
AddNeuroMed. Los estudios se apoyan en sangre humana como fuente de
ARN. El primer estudio GSE63060 contiene 329 muestras mientras que el
segundo GSE63061 contiene un total de 388 muestras (Tabla 1). Los casos
corresponden a pacientes con enfermedad de Alzheimer y pacientes con
deterioro cognitivo leve. Cada caso tiene descripciones propias de edad, etnia y

sexo, disponibles en el repositorio ArrayExpress anteriormente mencionado.

Tabla 1.

Total de muestras de los ensayos utilizados y total de genes en comun

obtenidos a partir del procesamiento en R.

NUimero de Numero de
muestras | genes en comun
GSE63061 388
GSE63060 329 14476
Total 717

Se asigno a cada variable dentro del estudio un cédigo para su identificacion y
ejecucion de instrucciones a lo largo del procesamiento. Para los casos de
Alzheimer se asigno el codigo (A); para el deterioro cognitivo leve (M) y para
los controles (C). Con respecto al sexo, se asigno el codigo (f) para mujeres y
(m) para hombres. La distribucién y clasificacion epidemioldgica de toda la

muestra se encuentran en cada fase (Tabla 2).
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Tabla 2.

Clasificacion epidemiolégica con la mediana de la edad y sexo de los individuos

segun su estado dentro de la muestra.

Estado
. Deterioro Total
Alzheimer (A) cognitivo leve (M) Control (C)
Edad 78(58-95) 77(57-100) 74(52-91)

n |% del total n (% deltotal] n |% deltotal| n |% del total
Mujeres | 184 | 42,40% 144 33,18% 106 2442% |(434| 60,53%
Hombres| 101 | 35,69% 95 33,74% 87 30,74% |[283| 39,47%
n |% del total n (% deltotal] n |% deltotal| n |% del total
285 | 39,75% 193 26,92% 239 33,33% [717 100%

Sexo

Muestra

4.2 Materiales y métodos para la obtencion de los datos

El estudio requirié como equipo de trabajo una portatil con sistema operativo

capaz de soportar paquetes bioinformaticos.
4.2.1 Procesamiento de micro-arreglos

Mediante el uso del paquete GEOquery (Davis y Meltzer, 2007), en R, es
posible la comunicacion directa con los repositorios de datos utilizados en
GEO. El mapeo entre las sondas y los genes se realizé de forma manual,
empleando las respectivas anotaciones de las plataformas asociadas a cada
micro-arreglo. En aquellos casos donde dos o mas sondas corresponden a un
mismo gen, se empled la media de los valores para la intensidad final. Para
esto se wusan las funciones: collapseRows (Miller et al., 2011)
e intersect (Langfelder y Horvath, 2008) implementadas en el paquete WGCNA.
La normalizacion inter plataformas se llevé a cabo con el fin de volver a escalar
la intensidad y eliminar los efectos de diferencia de intensidad entre estudios.
Esto se realizé mediante la funcion Combat en el paquete SVA (Johnson; Li y
Rabinovic, 2007).

4.2.2 Diferenciacion génica

La evaluacién de genes, con una diferencia de expresién estadisticamente

significativa entre C y grupos (A y M) se obtuvo mediante el paquete limma
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(Smyth, G. K. 2005). El intervalo de confianza para definir la significacion
estadistica fue p < 0.05. Luego, el ajuste de tasa de falso descubrimiento (FDR)
al valor de p obtenido fue necesario para eliminar los falsos negativos
(Benjamini y Hochberg, 1995). Se aplicé el —logo al ajuste del valor p
concerniente a la diferencia de expresion génica, para llevar los datos a una

escala positiva y una mejor apreciacion visual.
4.2.3 Andlisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos.

El analisis de procesos bioldgicos (de sus siglas en inglés, Biological Process,
BP) se realizé con el recurso bioinformatico DAVID v6.7 (de sus siglas en
inglés, Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery,
DAVID) (Huang; Sherman, y Lempicki, 2009).

4.2.4 Construccion de redes de co-expresion

Para la construccion de las redes de co-expresion, fue necesario plantearse
criterios de discriminacién para los genes que participan en cada caso. Se
considero solo los genes que se expresen en la enfermedad de Alzheimer con
respecto a los controles, pero que no sean comunes con los que se expresan
en el deterioro cognitivo leve. El criterio se aplicd en base al conocimiento de
que, no todo deterioro cognitivo leve en un individuo desencadena en la
enfermedad de Alzheimer (Petersen et al., 1999) (Flicker; Ferris y Reisberg,
1991). Debido a la gran cantidad de genes, las condiciones para su seleccion
se incremento. Es asi que se ajustd la diferencia en la expresion génica hasta

un valor de p<0,01.

Para la construcciéon de la redes de co-expresion, se utilizé el paquete
WGCNA. En este estudio, se selecciono 3 = 6, siguiendo el criterio de topologia
libre de escala, utilizando la funcién pickSoftThreshold (Langfelder et al., 2008)
en WGCNA.
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4.2.5 Analisis de médulos

Los modulos se detectaron utilizando el algoritmo dinamico de arbol cortado
con la funcién cutreeDynamic (Langfelder; Zhang y Horvath, 2008) en el
paquete WGCNA. La conectividad del nodo (k) y la conectividad intramodular
del nodo (Kintra) S€ calcularon para cada médulo como se describe en Tejera;
Bernardes y Rebelo (2013) y Cruz y colaboradores (2016). Se establecieron
colores para cada mddulo en inglés para las instrucciones en R, y sus

equivalencias en espafiol para la presentacion de resultados.

Cada uno de los médulos tiene un simbolo (MA) dentro del dendograma,
representdndose con un color en particular (turquesa, marrén, rojo, azul,
amarillo, gris y verde) y agrupando cierta cantidad de genes. De acuerdo al
meétodo utilizado, al moédulo gris no se le atribuye una funcién especial o un
proceso especifico; este agrupa genes que no tienen una funcion en particular,
reflejando el remanente de genes que no se co-expresan de forma suficiente.

Este principio se aplica para todos los dendogramas obtenidos.
4.2.6 Distancia génica

Otra forma de comparar la conectividad de los genes, es mediante un analisis
de la distancia topoldgica entre genes en las condiciones estudiadas. Para esto
usamos la formulacion presentada en Tejera; Bernardes y Rebelo en 2013. La

distancia se define como:

KDist,= CoA \/Z 1 (oA - COC) (Ecuacion 2)

Donde k®* y k°°© corresponden con las conectividades totales de un gen i en
la red de Alzheimer y Control respectivamente. Por otro lado a®®* y a“° son los
valores de correlacion en la matriz de adyacencia entre el gen j y todos los

genes vecinos.
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4.4.7 Seleccion de Rasgos

Se realizaron dos procedimientos para la seleccion de rasgos. El primero
(Modelo 1) se defini6 como clases solo los casos de Alzheimer (clase=1) y
Control (clase=0), mientras que en el segundo (Modelo 2) se consideré
igualmente dos clases pero de la siguiente forma: Alzheimer (clase=1) y
Control + M (clase=0).

En la selecciéon de rasgos se usaron los 14774 genes, y se predefinio el
algoritmo mRMR segun Hanchuan; Fuhui y Ding en 2005, para elegir de forma
ordenada los 250 genes con mayor relevancia y minima redundancia. Dicha
estrategia ha sido recientemente reportada en estudios de priorizacién de
genes en Parkinson por Cruz y colaboradores (2016). La seleccion de 250
genes fue, en cierta forma arbitraria, es mas para problemas en los cuales
fuesen a ser empleados algoritmos de aprendizaje automatico, seria
conveniente una cantidad mucho menor de variables. No obstante, como se va
a realizar un cruzamiento con la informaciéon que ya se posea de los médulos y
valores de expresion, es necesario un numero relativamente alto de genes. De
cualquier forma, siendo una lista ordenada, no solo se debié considerar la
cantidad de genes en comun, sino también la posicion (ranking) en el cual un

gen es identificado por su grado de relevancia y minima redundancia.
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CAPITULO V. Resultados y discusion
5.1 Integracion de plataformas

En la figura 4, se representa la diferencia de expresion media de cada micro-

arreglo (muestra) en ambos estudios.

(=1

Intensidad

GSE63060

GEM1E22400 GSM1530526 GESM1E2DE43 GSM1539780 GEM1522160 GSM1530277 GSM15322304
Muestras

Figura 4. Valores de expresiéon media para cada micro-arreglo en los estudios
GSE63061 y GSE63060 previo a la normalizacion entre plataformas.

La distribucién de las intensidades claramente demuestra que hay grandes
diferencias en los dos estudios. Esto se debe a multiples factores incluyendo

diferentes formas de correccion de fondo o formas diferentes de normalizacion
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en cada estudio. En la figura 5, se representa el mismo fendbmeno pero usando
otra forma de estimacion, mediante una proyeccion de componentes

principales (usando la funcién cmdscale de R).
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Figura 5. Proyeccion de componentes principales para cada micro-arreglo en
los estudios GSE63061 y GSE63060 previo a la normalizacién entre
plataformas.

El hecho de poder separar visualmente los dos estudios indica, de forma
evidente, el sesgo presente en los datos por pertenecer a estudios diferentes.
La normalizacion posterior tiene como objetivo eliminar este tipo de sesgo, para
poder establecer una comparacion confiable de las expresiones génicas en los

dos estudios.

En las figuras 6 y 7, se representa la homogeneidad que existe en el valor de
expresion media en cada micro-arreglo entre las dos plataformas posterior a su

normalizacion.
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Figura 6. Valores de expresion media para cada micro-arreglo en los estudios
GSE63061 y GSE63060 posterior a la normalizacion entre plataformas.

Figura 7. Proyeccién de componentes principales para cada micro-arreglo en
los estudios GSE63061 y GSE63060 posterior a la normalizacion entre
plataformas.
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Posteriormente a la integracion y mapeo de los genes, se tuvo un total de

14476 genes que deberan ser analizados.
5.2 Andlisis de lainfluencia de la edad y el sexo

Se realizd un anadlisis de varianza (ANOVA) para determinar si existian
diferencias significativas entre la edad y sexo con respecto a la enfermedad de
Alzheimer. Debido a que se trabajo con tres variables en el estudio (A, My C),
se realizd un ajuste de Bonferroni, mientras que para la variable categérica
(sexo), se utilizé un test de chi-2. En la tabla 3, se presentan los niveles de
significancia para las variables edad y sexo con respecto a la enfermedad de

Alzheimer en la muestra estudiada.
Tabla 3.

Andlisis de varianza (ANOVA) y chi-2 para las variables edad y sexo.

Variable F Valor p
Edad 12,15 p<0,01*
Sexo 1,934 n.s.

Nota, *: Estadisticamente significativo; n.s.: no significativo

Los resultados obtenidos para la edad muestran wuna diferencia
estadisticamente significativa en su relacién con el Alzheimer y el deterioro
cognitivo leve. Por otro lado, el sexo no muestra diferencias estadisticas

significativas.

En este sentido, estudios previos han demostrado cémo la edad influye en el
aparecimiento y progreso de la enfermedad de Alzheimer. Los resultados en
los estudios sugieren que la taupatia asociada con la enfermedad de
Alzheimer, aparece aproximadamente en el 95% de personas en edades
mayores a los 69 afos. Ademas, se reporta que en algunos casos puede
comenzar antes de lo esperado, en edades posteriores a la pubertad inclusive
antes de dicha etapa (Braak, 2011). Del mismo modo, Ferrer y colaboradores

(2012), describe en sus estudios una distincién entre el envejecimiento normal
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y la enfermedad de Alzheimer por la presencia de placas seniles y ovillos
neurofibrilares conforme se incrementa la edad, con alrededor del 80% de los
individuos mayores de 65 afos. Por lo tanto, podemos senalar que los
resultados obtenidos en nuestro estudio eran esperados y estan respaldados

con estudios previos.
5.3 Diferenciacién génica

Los 14476 genes proporcionados por las 717 muestras de individuos con la
enfermedad de Alzheimer (A), deterioro cognitivo leve (M) y controles (C) se
procesé con limma. El objetivo aqui fue identificar los genes diferenciados
significativamente entre Alzheimer-Control (A-C), Alzheimer-Deterioro cognitivo
leve (A-M) y deterioro cognitivo leve-controles (M-C). En la Tabla 4, se
muestran las cantidades de genes identificados bajo dos criterios de

significacion estadistica.
Tabla 4.

Numeros de genes identificados en la diferenciacién génica.

Numeros de genes identificados | Numeros de genes identificados
con un valor p* <0.05 con un valor p <0.01

A-C 3774 2758

A-M 446 31

M-C 5349 4034

*El valor de p corresponde con el ajustado por medio del factor de falso descubrimiento (FDR)

Se sabe que no todo deterioro cognitivo leve en un individuo desencadena en
la enfermedad de Alzheimer, por lo tanto, buscando una mayor especificidad,
solo nos interesé la identificacion de genes que sean capaces de diferenciar los
casos de Alzheimer. Para esto fue necesario entonces eliminar aquellos genes
que también aparecen como significativos para el M. En la figura 8, se
muestran los diagramas de Venn con los genes en cada caso utilizando dos

valores de cortes de significacion: 0.05 y 0.01 respectivamente.
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A-C M-C

A-M

a)

Figura 8. Diagramas de Venn

a) Diagrama de Venn con genes comunes con un valor de corte de
significacion 0.05.

b) Diagrama de Venn con genes obtenidos con un valor de corte de
significacion 0.01.

Observando el diagrama de Venn para el valor de corte mas estricto,
observamos que de los 2758 genes obtenidos con un valor de p < 0.01, solo
579 genes estan unicamente diferenciados en Alzheimer. Estos genes fueron
los que se utilizaron para la construccion de la redes de co-expresiéon. Los
resultados de expresion y valores p obtenidos para estos genes en la

comparacion Alzheimer-control se muestran en el Anexo 1.

En la figura 9, se muestra de manera clara y representativa a aquellos genes
que muestran una mayor diferencia de expresién entre A-C, pero que no
representan de forma exclusiva la enfermedad de Alzheimer. El uso de los
genes con mayor diferenciacion (RNA28S5, CETN2, MRPL51, RPL36AL,
RPS25, NDUFA1, NDUFS5, TOMM?7, RPL26) como biomarcadores, seria un

error, ya que podria incrementar los falsos positivos confundiendo el Alzheimer
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y el deterioro cognitivo leve. Contrariamente con esta afirmacion, un estudio
reportd una co-localizacién de factores de metilacion de estabilizacion con
rRNA (5.8S rRNA), y la proteina ribosomal codificada por el gen RPL26. La
disminucién de estas proteinas en muestras de cerebro de individuos con
Alzheimer, sugiere que los mecanismos epigenéticos podrian desempefiar un

papel importante para modular la expresion (Mastroeni et al., 2010).

Expresion genes Alzheimer
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Figura 9. Diferencia de expresién de gene entre A-C junto con genes
exclusivos para A.

5.4 Andlisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos.

Los analisis de enriquecimiento de procesos biolégicos permitieron obtener
aquellos procesos que se relacionan significativamente con los 579 genes
previamente identificados. La lista que se presenta muestra los 10 procesos

biolégicos con alta significancia estadistica (Tabla 5).
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Tabla 5.

Analisis de enriquecimiento de procesos bioldégicos para genes de Alzheimer
(n=579).

Categoria Termino Valor p
GO0:0045087 | Respuesta inmune innata 7,04E-05
G0:0043280 | Regulacion positiva de la actividad endopeptidasa de | 1,38E-04

tipo cisteina implicada en el proceso apoptético
G0:0051607 | Respuesta de defensa a virus 1,81E-04
GO0:0043124 | Regulacion negativa de la quinasa |-kappaB vy | 7,22E-04
sefalizacion del factor nuclear potenciador de las
cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-
kappaB)
GO0:0050718 | Regulacion positiva de la secrecion de la beta | 0,0014
interleucina-1
GO0:0050728 | Regulacion negativa de la respuesta inflamatoria 0,0026
G0:0090200 | Regulacion positiva de liberaciéon de citocromo ¢ de la | 0,0054
mitocondria
GO0:0006952 | Respuesta de defensa 0,0068
GO0:0050707 | Regulacion de secrecion de citoquinas 0,0092
G0:0032760 | Regulacion positiva de produccion del factor de | 0,0093
necrosis tumoral

Estudios previos realizados en procesos bioldgicos relacionados con el
Alzheimer nos permitieron obtener una visibn mas amplia. Pennisi y
colaboradores (2016), reportaron la presencia de inflamosomas (complejos
multiprotéicos del sistema inmune innato) activadores de caspasas
proinflamatorias, que producen la activacion de las citoquinas proinflamatorias
interleucina (IL) -1 ter, IL-18 e IL-33, promoviendo el desarrollo de una
neuroinflamacion y patologias como el Alzheimer. Asi mismo, existen
receptores codificados por los genes TLR2 y TLR4, que participan en la
respuesta inflamatoria mediada por la microglia, durante la formacién de placas
de beta amiloide en la enfermedad de Alzheimer (Zhang et al., 2012).
Adicionalmente, un estudio reporté una referencia al deterioro en la reparacion

del ADN por escision de nucledtidos, mediante la via (TCR) que podria
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desempenar un papel critico en trastornos neurodegenerativos crénicos, tales
como la enfermedad de Alzheimer, mismo proceso que consta como

significativo en el analisis de enriquecimiento expuesto (Sepe et al., 2013).

Receptores para productos finales de glicacion avanzada fueron reportados por
Tanne y colaboradores (2012), en donde explicaron como dos isoformas
proteicas desempefian papeles importantes en la patogénesis del Alzheimer,
ya sea a través de la interaccion del péptido beta mMRAGE con beta amiloide o
la inhibicién de la via de sefalizacion activada por beta mRAGE. En otro
ambito, Shih y colaboradores (2015), reportaron la activacion de NF-kappa B,
especialmente su activacion constitutiva en pacientes de estados inflamatorios
cronicos y mas aun en la enfermedad de Alzheimer. Procesos bioldgicos en
compartimientos celulares también han sido reportados. Santos vy
colaboradores (2010), expusieron como el mal funcionamiento mitocondrial es
una de las principales causas del inicio de la neurodegeneracion en el cerebro

de personas con Alzheimer.

En el presente estudio también se reportd la regulacién positiva en la
produccion del factor de necrosis tumoral. Un estudio realizado por Gabbita y
colaboradores (2012), muestraron como factores de necrosis tumoral alfa son
mediadores inflamatorios de la neurodegeneracion en pacientes con la
enfermedad de Alzheimer. La razén se encuentra en los niveles elevados de

citoquinas en el liquido cefalorraquideo, hipocampo y corteza cerebral.

Por tanto, podemos sefialar que los procesos biologicos analizados estan
relativamente descritos en estudios anteriores. Sin embargo, existen procesos
bioldgicos obtenidos que aun no han sido reportados en relacion al Alzheimer.
En este apartado, no se presentan las tablas con todos los procesos biolégicos

significativos, sino aquellas con mayor relevancia para nuestra discusion. El
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listado de todos los términos significativos puede ser consultados en los

Anexos.
5.5 Construccion y anélisis de redes de co-expresion

Para la red de co-expresion se emplearon los 579 genes. En la figura 10, se
muestra el dendograma para la enfermedad de Alzheimer. Cada uno de los
modulos tiene un simbolo (MA) dentro del dendograma, representandose con
un color en particular (turquesa, marrén, azul y gris) y agrupando cierta

cantidad de genes.

Dendograma y Médulos{Alzhemer)

T _."_I T,

| Bl ey MA1 116
2 . ' b MA2 47
; MA3 113
MA4 303

Figura 10. Dendrograma y representaciones de moddulos obtenidos en las
redes de co-expresion en la enfermedad de Alzheimer (A).

En la figura 11, se muestra como las diferencias mas altas en expresion se
encuentran en los médulos azul, marrén y turquesa. Es asi que, en dichos
moddulos se encuentran genes fuera del comportamiento medio (en especial en

el azul y turquesa) de cada moédulo con una mayor regulacion negativa.
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Figura 11. Caja de Tukey de la diferencia de
expresion de genes presentes en la enfermedad de
Alzheimer junto con valores atipicos.

Con respecto al médulo marrén, la media se encuentra por debajo de cero, es
decir el mdédulo contiene la mayoria de genes que en el Alzheimer fueron
sufrieron una regulacién negativa. No obstante, la diferencia de expresién no
necesariamente implica una mayor o menor importancia de un grupo de genes
en especifico. Para esto es necesario considerar aspectos como la
conectividad (Cruz et al., 2016) (Tejera; Bernardes y Rebelo, 2013).

La conectividad (k) de un gen en un modulo representa la importancia de ese
gen en ese modulo. Por lo tanto, mientras mas conectado se encuentra un gen,
mas importante podria ser. En la tabla 6, se muestran los mddulos de la red de

co-expresion de Alzheimer con los valores de conectividad.
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Tabla 6.

Diferentes valores de conectividad en los modulos.

Mddulo | N |kTotal |k Intramodulo | k Fuera del médulo |k Diferencia
MA1 116 2,25 1,04 1,21 -0,17
MA?2 47| 0,40 0,23 0,17 0,07
MA3 113/ 0,04 0,01 0,03 -0,02
MA4 303 3,24 2,78 0,46 2,31

Los médulos azul (MA1) y turquesa (MA4) de la red de co-expresion del
Alzheimer son los que muestran una mayor conectividad tanto total como intra-
modular. Esto sugiere que estos dos moédulos contendrian la mayor cantidad de
genes relevantes para la patologia, y al mismo tiempo agruparian procesos

biolégicos especificos.

Paralelamente, para cada uno de los 579 genes, se calculé la distancia
topoldgica. Esta distancia otorga una medida de las diferencias de conectividad
de cada uno de los genes en la red control y la red de Alzheimer. De esta
manera se evalud la relevancia de cada gen de una forma independiente. De
hecho, como podemos ver en la figura 12, los genes con mayor distancia no
necesariamente presentaron mayores o menores valores de diferenciacion en
cuanto a expresion, pero si con genes que mostraron una mayor diferencia de

conectividades intra-modular con relacioén a la conectividad total (figura 13).
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Figura 12. Diferencia de expresion de genes de
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Figura 13. Distancia topolégica de genes de Alzheimer y
control.

La conectividad media en la red de co-expresion de Alzheimer es mucho mayor
(k=1,68) que la conectividad media en la red control (k=0,50). Esto implica que,
en la patologia muchos genes aumentan sus relaciones con genes vecinos (en
términos funcionales). De esta forma, genes muy conectados en la red
patolégica, necesariamente implicaran una mayor diferenciacién con la red

control (como se muestra en la Figura 13). Estos “hubs” que a su vez se
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encontraron en los modulos MA1 y MA4 serian de gran valor para la

descripcion bioldgica (o patogénica) de la enfermedad.
5.6 Andlisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos por mdédulos

Dentro del analisis por mddulos se encontraron algunos procesos relacionados
con el Alzheimer como se muestran en latabla 7, 8 y 9.

Tabla 7.

Analisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos para el médulo MA1.

Categoria Termino Valor p
G0:0006954 | Respuesta inflamatoria 2,53E-04
GO0:0035556 | Transduccion de la sefal intracelular 0,0017
G0:0042981 | Regulacion del proceso apoptético 0,0045
G0:0006952 | Respuesta de defensa 0,0109
GO0:0006955 | Respuesta inmune 0,0155
G0:0002250 | Respuesta inmune adaptativa 0,0159
GO0:0002374 | Secrecion de citoquinas implicada en la respuesta inmune 0,0254
GO0:0051607 | Respuesta de la defensa al virus 0,0297
G0:0043280 | Regulacion positiva de la actividad endopeptidasa de tipo | 0,0416

cisteina implicada en el proceso apoptético
G0:0032755 | Regulacién positiva de la produccion de interleucina-6 0,0436
GO0:0001666 | Respuesta a la hipoxia 0,0454
G0:0006468 | Fosforilacion de proteinas 0,0460
G0:0032570 | Respuesta a la progesterona 0,0477
GO0:0051591 | Respuesta al adenosin monofosfato ciclico 0,0498

Con respecto a procesos apoptoticos, Wang y colaboradores (2012), reportaron
un mecanismo por el cual el péptido amiloide induce la apoptosis en astrocitos,
contribuyendo significativamente a la neurodegeneraciéon en personas con
Alzheimer. Por otro lado, en los procesos de transduccion de la sefial
intracelular, Bot y colaboradores (2011), reportaron la proteina NRXN3[. Este
tipo de sefal demostré estar implicada en la regulaciéon de la actividad y la

plasticidad de las sinapsis y las vias de transduccion.
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Analisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos para el médulo MA2.

Categoria Termino Valor p
G0:0006195 Proceso catabdlico de nucledtidos de purina | 0,0275
G0:0016569 Modificacion covalente de la cromatina 0,0353
G0:0006672 Proceso metabdlico de la ceramida 0,0483

Tabla 9.

Analisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos para el médulo MA4.

Categoria Termino Valor p
GO0:0045087 | Respuesta inmune innata 1,51E-07
GO0:0051607 | Respuesta de defensa a virus 8,74E-04
GO0:0050728 | Regulacion negativa de la respuesta inflamatoria 0,0016
GO0:0071222 | Respuesta celular a lipopolisacaridos 0,0032
G0:0045944 | Regulacion positiva de la transcripcion del promotor de ARN 0,0035

polimerasa Il
G0:0043124 | Regulacién negativa de la quinasa I-kappaB y sefalizacion del 0,0085
factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las
células B activadas (NF-kappaB)
G0:0038066 | Cascada de proteinas quinasas activadas por mitégenos 0,0094
(P38mapk)
G0:0006584 | Proceso metabdlico de la catecolamina 0,0094
GO:0007165 | Transduccioén de sefiales 0,0112
GO0:0045742 | Regulacion positiva de la via de sefalizacion del receptor del 0,0134
factor de crecimiento epidérmico
G0:0090200 | Regulacion positiva de liberacion de citocromo c de la 0,0229
mitocondria
GO0:0050776 | Regulacion de la respuesta inmune 0,0292
GO0:0070935 | Estabilizacion del mRNA mediada por 3'-UTR 0,0367
GO0:0009725 | Respuesta a hormonas 0,0380
GO0:0045444 | Diferenciacion de células grasas 0,0447
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Por ultimo, se ha reportado en estudios, que la ceramida podria participar en la
muerte celular neuronal que conduce a la enfermedad de Alzheimer, pero su
papel principal sigue siendo desconocido. En el estudio encontraron niveles
elevados de Cer16, Cer18, Cer20, y Cer24 en los cerebros de individuos con la

enfermedad de Alzheimer (Filippov et al., 2012).

Como se puede observar, basicamente el médulo MA1, corresponde a los
procesos inmunes e inflamatorios; el moédulo MA4 recoge mas especificamente
los procesos inmunologicos; mientras que MA2 corresponde a procesos del

metabolismo proteico y de estructura nuclear.
5.7 Seleccién de Rasgos

De los 579 genes identificados previamente, 24 coincidieron con el Modelo 1y
74 con el Modelo 2. Asi, el segundo modelo fue mas especifico para Alzheimer
que el primero. Estos resultados apoyaron la discusion previa de que los 579
son mas especificos para Alzheimer. Por esta razén, solo se analizaron los
resultados del Modelo 2. Los 20 primeros genes con mayor impacto en el
mRMR son: RPL36AL, TNRC6C, HLA-DOA, DDIT4, LRRC14, TCIRGT1,
PPP1R12C, ATP6V1E1, DCUN1D1, NSMCE1, ZBTB80OS, MRPL51, OCRL,
PIEZO2, ZFX, SHFM1, PCYOX1L, TMEM120A, PSMD4, CDC42SE1.

En base a estos 20 genes obtenidos, se realizd la busqueda de estudios que
estén en correspondencia con los resultados y sean el respaldo indicado para
que los genes se conviertan en biomarcadores Uutiles en futuras
investigaciones. Meng y colaboradores (2016), reportaron el gen ZFX como un
posible regulador del envejecimiento. El analisis sugirié que los reguladores de
la transcripcion son los genes mas afectados en la enfermedad de Alzheimer,
tanto a nivel de metilacion del ADN y expresion génica, asi como en el proceso

de envejecimiento.
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Por otra parte, Scheubert y colaboradores (2012), reportaron el gen PCYOX1L
junto con LOC283755 y PTPN3 como genes que necesitan un estudio especial
y exhaustivo. Segun Cruz y colaboradores (2016), la poca correspondencia de
los genes resultantes de la seleccion de rasgos es la légica diferente que
utiliza, encontrandose genes mas distantes desde el punto de vista metabdlico.
En la tabla se observa que, tanto la distancia topolégica como los genes
obtenidos por la seleccidén de rasgos, apuntan una vez mas a que los modulos
MA1 y MA4 presentan la mayor importancia. Es decir, ambos moddulos
contienen la mayor cantidad de los genes identificados por mRMR. No
obstante, debemos observar que estos dos modulos también contienen la
mayor cantidad de genes (Tabla 10), por esta razén es necesario hacer un

ajuste.
Tabla 10.

Mdédulos con genes obtenidos mediante seleccion de rasgos.

Cantidad de | Ranking | Frecuencia

Genes medio ajustada Genes
Distancia | Ildentificados | (MRMR) | (MRMR)
Modulos | Topolégica | por mRMR

LRRC14
NSMCE1
CELF2
POLR3C
PRKCB
CARDS8
C9orf66
MTMR4
CTSS
ARHGAP24
VCAN
CNOT11
KDM3B
WDR37
PIK3CG
AVIL
IL10RB
NOD2
HCG27
DUSP1
SLC22A4
IFNGR2
MXD1
CD93
TNRC6C
DCUN1D1
MA2 0,08 8 34 1,50 PSMD4
TNFAIP3
ERCCS5

MA1 0,15 24 121.5 1,62
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SPG11
DPCD
PIPSL
RSRP1
DDIT4
PPP1R12C
HLA-A
Cborf24
MA3 0,02 9 58 0,55 FBN2
AHSA1
FAM127B
EIF1AY
TMEM120A
CDC42SE1
MARCH6
KLHDC8B
DGKD
CA4
AURKAIP1
VPREB3
TRAF3IP3
PGS1
ATP6V0OB
TMX4
H2AFY
TBKBP1
SDF4
C2orf68
MA4 0,22 33 106 0,85 TPST1
ZNF467
PRKDC
PLBD1
CD79B
BRI3
HSPA6
S100A11
OPTN
CEBPD
ALOX5AP
CSNK1G2
TRIM25
GATS
PLXDC2
SNRPN
VNN3

Para esto consideramos la ponderacion de la frecuencia de genes encontrados
con la cantidad de genes que el mismo modulo posee, de forma semejante a
como lo realizé Cruz y colaboradores (2016). Es decir, el valor de “frecuencia
ajustada” se define como:

nmRMR)

Fa= ((%%) (Ecuacion 3)

NMA total
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Donde, nmrvr €S NUmero de genes comunes con mMRMR, nya corresponde al
numero de genes en el modulo y nuawta €S €l nUmero de genes en todos los
moddulos. Este nuevo valor confirma el valor del médulo MA1 y MA2 (azul y
marron) pero decrece el valor del moédulo MA4. Este resultado, en conjunto con
el analisis modular y el analisis de distancia topoldgica, sugiere que el médulo
MA1 es el de mayor importancia, y que los 24 genes encontrados en ese
modulo en comun con la seleccibn de rasgos, pueden ser potenciales
biomarcadores. Este resultado también sugiere que la respuesta inflamatoria
asociada con procesos inmunoldgicos, tiene una mayor contribucion en la
enfermedad de Alzheimer que los procesos puramente inmunolégicos, mas

representados en el modulo MA4.

Estos 24 genes son: LRRC14, NSMCE1, CELF2, POLR3C, PRKCB, CARDS,
C9orf66, MTMR4, CTSS, ARHGAP24, VCAN, CNOT11, KDM3B, WDR37,
PIK3CG, AVIL, IL10RB, NOD2, HCG27, DUSP1, SLC22A4, IFNGR2, MXD1 y
CD93. De los cuales algunos se han reportado en investigaciones previas. En
el caso de Gerschutz y colaboradores (2014), expusieron que PRKCB y
MAPK1 incrementaron su expresion en el tronco cerebral y el cerebelo en la
enfermedad de Alzheimer. Por otro lado, propusieron que las alteraciones en la
expresion de estos dos genes, se producen en etapas tempranas de la
patogénesis. Ademas, estipulan que las multiples vias de transduccion son
afectadas, dando lugar a la enfermedad de Alzheimer en lugar de un

envejecimiento fisiolégico normal.

En cambio, Un y colaboradores (2008), mostraron cémo las mujeres de
genotipo AA del gen CARDS8 (proteina truncada), tenian un riesgo 2,39 veces
mayor de desarrollar la enfermedad de Alzheimer que los sujetos con el
genotipo TT del gen CARDS8 (proteina de longitud completa). Sin embargo, en
el grupo de hombres era ausente dicho efecto. En otro estudio, Plata y

colaboradores (2012), estudiaron el caso del gen PIK3CG, gen que esta dentro
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de un amplio rango genes que incluyen un numero previamente vinculado en
estudios de expresion génica para la formaciéon de placas beta amiloide en la

enfermedad de Alzheimer.

Recientes hallazgos de Chen y colaboradores (2008), demostraron que las
funciones del gen NOD2 en conjunto con TLRZ2, ejercen una regulacion positiva
en la expresion de receptor del péptido formilo 2 (mFPR2), un receptor
acoplado a la proteina G que media la actividad quimiotactica de patégenos y
los péptidos derivados del huésped, incluyendo péptidos como el amiloide beta

42, el factor causante en la enfermedad de Alzheimer.

Las investigaciones de Tseveleki y colaboradores (2010), han ayudado a
comprobar la regulacién del gen MXD1 en modelos murinos (ratones). Su
regulacion negativa sugirid que puede estar implicado en diferentes tipos de
neurodegeneracion, proponiendo asi una nueva diana terapéutica para la

inhibicidon de trastornos del sistema nervioso central.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 Conclusiones

Los genes PRKCB, CARDS, PIK3CG, NOD2, MXD1, ZFX y PCYOX1L son
siete biomarcadores o dianas terapéuticas potenciales para la enfermedad de

Alzheimer identificados por seleccion de rasgos y/o analisis de co-expresion.

Los genes LRRC14, NSMCE1, CELF2, POLR3C, C9orf66, MTMR4, CTSS,
ARHGAP24, VCAN, CNOT11, KDM3B, WDR37, AVIL, IL10RB, HCGZ27,
DUSP1, SLC22A4, IFNGR2 y CD93 priorizados mediante seleccion de rasgos
y andlisis de co-expresion, son candidatos completamente desconocidos en

relacion a la enfermedad de Alzheimer.

La combinacion de métodos de seleccion de rasgos y redes de co-expresion
permitieron proponer nuevos genes candidatos relacionados con la enfermedad

de Alzheimer que deben ser validados experimentalmente.

La construccidon de las redes de co-expresiébn basadas en casos de
enfermedad de Alzheimer, muestran cémo los genes se expresan en forma
diferente y cdmo su co-expresién puede aumentar el riesgo en el aparecimiento
de la patologia. A esto se adiciona que nuestro analisis sugiere que los
procesos inflamatorios e inmunes podrian jugar un papel esencial en la

patologia.
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6.2 Recomendaciones

Llevar a cabo la validacién experimental de los genes RPL36AL, TNRC6C,
HLA-DOA, DDIT4, LRRC14, TCIRG1, PPP1R12C, ATP6V1E1, DCUN1D1,
NSMCE1, ZBTB80OS, MRPL51, OCRL, PIEZO2, SHFM1, TMEM120A, PSMD4,
CDC42SE1, CELF2, POLR3C, C9orf66, MTMR4, CTSS, ARHGAP24, VCAN,
CNOT11, KDM3B, WDR37, AVIL, IL10RB, HCG27, DUSP1, SLC22A4,
IFNGR2, CD93, TNFAIP3, ERCC5, SPG11, DPCD, PIPSL y RSRP1 para

comprobar su relacién con la enfermedad de Alzheimer .

Realizar técnicas de aprendizaje automatico para priorizar aun mas la
informacion genética especialmente de aquellos genes identificados mediante
la seleccién de rasgos y evaluar la selectividad y especificidad de cualquier

algoritmo de clasificacién utilizando estos genes.
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Anexo 1. Tablas con los valores de expresion y significacion estadistica obtenidos mediante Limma para los 579 genes
especificos de Alzheimer-Control

GENEID logFC Valor p Valor p (FDR) GENEID logFC Valor p Valor p (FDR)
11335 -0,093 5,95E-11 3,05E-09 6843 0,043 2,28E-04 1,65E-03
53917 0,104 1,17E-09 4,32E-08 1912 0,056 2,30E-04 1,66E-03

533 0,121 1,17E-09 4,32E-08 4689 0,102 2,44E-04 1,76E-03
10636 0,096 3,11E-09 1,02E-07 29781 0,020 2,45E-04 1,77E-03
1052 0,184 7,71E-09 2,26E-07 59342 0,082 2,46E-04 1,77E-03
10598 -0,081 1,16E-08 3,17E-07 8651 0,044 2,48E-04 1,78E-03
29123 0,054 1,26E-08 3,41E-07 22934 -0,132 2,48E-04 1,78E-03
253018 0,181 1,44E-08 3,84E-07 57763 0,061 2,49E-04 1,79E-03
8664 -0,119 1,49E-08 3,94E-07 4201 -0,043 2,51E-04 1,80E-03
10623 -0,072 1,90E-08 4,93E-07 51266 -0,087 2,55E-04 1,82E-03
22900 0,145 2,15E-08 5,53E-07 84961 0,049 2,55E-04 1,82E-03
51186 -0,031 2,70E-08 6,74E-07 8778 0,092 2,56E-04 1,82E-03
51380 0,077 4,19E-08 9,90E-07 51222 0,027 2,57E-04 1,83E-03
3276 -0,084 5,93E-08 1,34E-06 7421 0,024 2,57E-04 1,83E-03
23299 0,095 7,09E-08 1,67E-06 10284 -0,041 2,61E-04 1,85E-03
9422 -0,078 7,11E-08 1,67E-06 286006 0,061 2,68E-04 1,90E-03
6001 -0,152 7,23E-08 1,60E-06 57053 0,032 2,72E-04 1,92E-03
80315 0,081 8,25E-08 1,79E-06 54998 0,072 2,76E-04 1,95E-03
29082 -0,089 8,95E-08 1,93E-06 9586 0,092 2,78E-04 1,96E-03
197370 -0,092 9,02E-08 1,94E-06 5594 0,050 2,87E-04 2,01E-03
5093 0,117 9,30E-08 1,98E-06 112616 0,055 2,87E-04 2,01E-03
25798 0,134 1,66E-07 3,16E-06 55002 0,065 2,87E-04 2,02E-03
55122 0,125 1,68E-07 3,20E-06 2730 0,033 2,94E-04 2,06E-03
151903 -0,090 1,66E-07 3,34E-06 3659 0,116 2,98E-04 2,08E-03
8621 0,053 1,72E-07 3,43E-06 4287 -0,031 3,00E-04 2,09E-03
49856 0,066 1,79E-07 3,55E-06 9252 0,067 3,02E-04 2,11E-03
3423 0,073 2,05E-07 4,02E-06 3755 -0,028 3,08E-04 2,14E-03
10659 0,061 2,32E-07 4,45E-06 81844 0,079 3,14E-04 2,17E-03
285172 0,085 3,21E-07 5,90E-06 5510 -0,047 3,15E-04 2,18E-03
116369 0,063 3,88E-07 6,95E-06 83596 0,030 3,16E-04 2,18E-03
5710 -0,099 4,04E-07 7,19E-06 6844 0,082 3,21E-04 2,21E-03
171017 0,052 4,16E-07 7,32E-06 971 -0,074 3,21E-04 2,21E-03
8527 0,034 4,24E-07 7,46E-06 9334 0,121 3,22E-04 2,21E-03
3931 0,031 4,94E-07 8,562E-06 10610 0,080 3,24E-04 2,23E-03
83538 -0,116 4,98E-07 8,56E-06 1486 0,083 3,28E-04 2,25E-03
138151 0,072 5,09E-07 8,75E-06 8659 0,012 3,29E-04 2,25E-03
1520 0,146 5,39E-07 9,19E-06 123041 0,041 3,29E-04 2,25E-03
2357 0,189 5,86E-07 9,86E-06 1850 0,054 3,33E-04 2,28E-03
131408 0,063 6,80E-07 1,13E-05 3842 0,028 3,35E-04 2,29E-03
9489 0,125 7,29E-07 1,19E-05 5094 0,062 3,38E-04 2,31E-03
83440 0,069 7,57E-07 1,24E-05 6515 0,120 3,43E-04 2,34E-03
8675 0,063 8,30E-07 1,34E-05 9185 0,064 3,43E-04 2,34E-03
134553 0,051 9,54E-07 1,51E-05 55653 -0,048 3,45E-04 2,35E-03
79746 0,126 9,73E-07 1,564E-05 7057 0,080 3,48E-04 2,37E-03
54442 0,051 1,02E-06 1,60E-05 64221 0,034 3,48E-04 2,37E-03
22884 0,058 1,25E-06 1,90E-05 219771 0,052 3,52E-04 2,39E-03
84245 0,066 1,29E-06 1,95E-05 3034 0,073 3,55E-04 2,41E-03
83463 0,075 1,35E-06 2,01E-05 51409 0,028 3,55E-04 2,41E-03
2130 0,049 1,41E-06 2,10E-05 286254 0,032 3,68E-04 2,49E-03
867 0,106 1,47E-06 2,18E-05 2114 0,079 3,77E-04 2,54E-03
64965 -0,074 1,64E-06 2,28E-05 55689 0,042 3,83E-04 2,57E-03
23514 0,057 1,56E-06 2,29E-05 6240 -0,074 3,87E-04 2,60E-03
83716 0,224 1,61E-06 2,36E-05 4150 0,020 3,93E-04 2,63E-03




5294 0,071 1,66E-06 2,42E-05 6604 0,039 3,93E-04 2,63E-03
10677 0,051 1,75E-06 2,53E-05 6184 0,059 3,94E-04 2,63E-03
1490 -0,021 1,93E-06 2,76E-05 7852 0,082 3,94E-04 2,63E-03
10813 -0,044 1,98E-06 2,82E-05 153577 0,037 4,07E-04 2,71E-03
10299 0,070 2,25E-06 3,17E-05 25855 -0,056 4,14E-04 2,75E-03
154467 -0,089 2,36E-06 3,29E-05 29062 0,037 4,14E-04 2,75E-03
94097 0,066 2,49E-06 3,45E-05 25832 0,032 4,15E-04 2,76E-03
51499 -0,068 2,56E-06 3,63E-05 55646 -0,062 4,16E-04 2,76E-03
51311 0,095 2,60E-06 3,58E-05 241 0,119 4,17E-04 2,77E-03
84270 0,083 2,69E-06 3,68E-05 4084 0,121 4,18E-04 2,77E-03
1462 0,210 2,74E-06 3,74E-05 197259 0,103 4,19E-04 2,78E-03
11314 0,103 2,91E-06 3,94E-05 90522 0,062 4,21E-04 2,79E-03
266971 -0,086 2,93E-06 3,97E-05 151636 0,050 4,21E-04 2,79E-03
4051 0,128 3,01E-06 4,05E-05 11252 0,084 4,24E-04 2,80E-03
27180 0,058 3,01E-06 4,05E-05 79934 0,040 4,25E-04 2,81E-03
9147 -0,062 3,19E-06 4,26E-05 54872 0,034 4,38E-04 2,88E-03
11027 0,170 3,19E-06 4,26E-05 23258 0,085 4,42E-04 2,90E-03
1843 0,193 3,34E-06 4,44E-05 280655 -0,029 4,49E-04 2,94E-03
84885 0,066 3,60E-06 4,73E-05 26270 0,082 4,51E-04 2,95E-03
56882 0,102 3,62E-06 4,75E-05 10970 0,109 4,66E-04 3,04E-03
27034 0,030 3,65E-06 4,78E-05 79027 0,020 4,66E-04 3,04E-03
200942 0,131 3,69E-06 4,82E-05 4191 0,070 4,67E-04 3,04E-03
27439 0,132 3,77E-06 4,91E-05 29108 0,065 4,68E-04 3,05E-03
6817 0,049 3,80E-06 4,94E-05 821 0,063 4,71E-04 3,07E-03
79135 -0,041 3,81E-06 4,96E-05 1084 0,085 4,73E-04 3,08E-03
8870 0,104 4,00E-06 5,15E-05 2535 0,059 4,76E-04 3,09E-03
3105 0,314 4,07E-06 5,24E-05 51493 -0,055 4,76E-04 3,09E-03
3937 0,066 4,40E-06 5,60E-05 7045 0,112 4,82E-04 3,13E-03
3134 0,112 4,59E-06 5,80E-05 4035 0,026 4,83E-04 3,14E-03
22918 0,160 4,65E-06 5,87E-05 9394 0,019 4,90E-04 3,17E-03
51550 -0,028 4,83E-06 6,06E-05 7263 0,099 4,96E-04 3,20E-03
64207 0,176 4,92E-06 6,17E-05 80342 -0,075 5,01E-04 3,23E-03
7097 0,095 5,07E-06 6,32E-05 23173 -0,059 5,06E-04 3,26E-03
102157402 -0,029 5,10E-06 6,34E-05 9129 0,060 5,08E-04 3,27E-03
57639 -0,059 5,29E-06 6,52E-05 55628 0,014 5,08E-04 3,27E-03
51693 -0,054 5,78E-06 7,05E-05 201475 0,043 5,11E-04 3,28E-03
91662 0,124 5,87E-06 7,13E-05 51564 0,019 5,14E-04 3,29E-03
100128537 0,069 5,91E-06 7,17E-05 308 0,101 5,18E-04 3,32E-03
1455 0,187 6,05E-06 7,33E-05 7357 0,059 5,19E-04 3,32E-03
219931 0,079 6,36E-06 7,67E-05 2783 0,067 5,24E-04 3,35E-03
10577 0,111 6,49E-06 7,81E-05 3081 -0,025 5,24E-04 3,35E-03
84458 0,062 7,05E-06 8,41E-05 6942 0,020 5,25E-04 3,35E-03
10077 0,067 8,12E-06 9,56E-05 1185 0,021 5,27E-04 3,36E-03
51072 0,051 8,14E-06 9,58E-05 10658 0,024 5,33E-04 3,39E-03
83862 0,092 8,22E-06 9,64E-05 7942 0,039 5,43E-04 3,44E-03
9846 0,078 8,58E-06 1,00E-04 158248 0,044 5,45E-04 3,45E-03
155061 0,117 8,87E-06 1,03E-04 5591 0,025 5,45E-04 3,45E-03
8500 0,048 8,90E-06 1,03E-04 128646 0,043 5,46E-04 3,46E-03
641 -0,035 9,11E-06 1,05E-04 79887 0,107 5,46E-04 3,46E-03
55571 -0,074 9,49E-06 1,09E-04 54853 0,045 5,49E-04 3,47E-03
9555 0,058 9,76E-06 1,12E-04 6310 0,045 5,50E-04 3,48E-03
143 0,090 9,99E-06 1,14E-04 440574 -0,018 5,55E-04 3,50E-03
8972 0,063 1,08E-05 1,22E-04 8334 0,120 5,57E-04 3,51E-03
84446 0,117 1,26E-05 1,40E-04 65005 -0,034 5,61E-04 3,54E-03
126074 0,061 1,32E-05 1,47E-04 201799 0,129 5,68E-04 3,57E-03
152007 0,095 1,33E-05 1,47E-04 2218 0,065 5,73E-04 3,60E-03




1378 0,049 1,37E-05 1,52E-04 64781 0,035 5,76E-04 3,62E-03
7100 0,137 1,39E-05 1,53E-04 84830 -0,047 5,80E-04 3,64E-03
6890 0,135 1,48E-05 1,62E-04 9463 0,029 5,82E-04 3,65E-03
2073 -0,077 1,48E-05 1,62E-04 54902 -0,068 5,82E-04 3,65E-03
9110 0,070 1,59E-05 1,72E-04 4097 0,019 5,83E-04 3,65E-03
51150 -0,053 1,62E-05 1,75E-04 387 0,102 5,86E-04 3,67E-03
54899 0,046 1,63E-05 1,76E-04 4856 0,091 5,92E-04 3,69E-03
169841 0,032 1,64E-05 1,77E-04 54682 0,084 5,95E-04 3,71E-03
3920 0,105 1,65E-05 1,77E-04 57222 0,099 6,00E-04 3,74E-03
6789 0,078 1,67E-05 1,79E-04 6923 -0,055 6,03E-04 3,75E-03
6840 0,072 1,68E-05 1,80E-04 57580 0,071 6,06E-04 3,76E-03
29802 -0,172 1,73E-05 1,85E-04 84941 0,097 6,07E-04 3,77E-03
25911 -0,071 1,74E-05 1,85E-04 7391 0,067 6,09E-04 3,78E-03
23383 0,076 1,82E-05 1,92E-04 5236 0,066 6,14E-04 3,81E-03
7305 0,102 1,89E-05 1,99E-04 6772 0,115 6,16E-04 3,82E-03
6638 -0,063 1,95E-05 2,04E-04 399967 0,031 6,28E-04 3,88E-03
4676 -0,083 1,97E-05 2,06E-04 26253 0,070 6,37E-04 3,93E-03
54541 0,134 1,99E-05 2,07E-04 11068 0,044 6,39E-04 3,94E-03
10133 -0,118 1,99E-05 2,07E-04 5699 0,070 6,41E-04 3,95E-03
4043 0,057 2,00E-05 2,08E-04 23191 0,032 6,45E-04 3,97E-03
8926 -0,057 2,03E-05 2,11E-04 3735 -0,042 6,55E-04 4,02E-03
818 0,086 2,04E-05 2,12E-04 153443 -0,044 6,61E-04 4,05E-03
79042 0,113 2,08E-05 2,15E-04 80019 0,074 6,62E-04 4,05E-03
2852 0,044 2,11E-05 2,17E-04 54920 0,063 6,68E-04 4,08E-03
54165 0,097 2,12E-05 2,19E-04 81565 0,072 6,91E-04 4,21E-03
57136 0,116 2,13E-05 2,19E-04 6046 0,062 7,09E-04 4,31E-03
23492 0,080 2,22E-05 2,28E-04 317 0,056 7,09E-04 4,31E-03
352954 0,090 2,24E-05 2,29E-04 79837 0,038 7,15E-04 4,34E-03
171389 0,029 2,31E-05 2,36E-04 762 0,144 7,17E-04 4,35E-03
9736 0,051 2,32E-05 2,36E-04 23151 0,049 7,18E-04 4,35E-03
8178 0,098 2,37E-05 2,40E-04 5610 0,134 7,23E-04 4,38E-03
55778 0,051 2,37E-05 2,41E-04 4814 0,110 7,26E-04 4,39E-03
80071 -0,036 2,45E-05 2,46E-04 9766 0,081 7,36E-04 4,44E-03
64748 0,121 2,58E-05 2,58E-04 58191 0,057 7,37E-04 4,45E-03
2091 -0,105 2,65E-05 2,64E-04 23248 0,039 7,38E-04 4,45E-03
55374 0,038 2,69E-05 2,67E-04 314 0,012 7,43E-04 4,48E-03
7707 0,086 2,74E-05 2,71E-04 27036 0,031 7,49E-04 4,50E-03
3490 0,092 2,82E-05 2,78E-04 55144 -0,039 7,53E-04 4,52E-03
26071 0,027 2,84E-05 2,80E-04 1537 0,060 7,57E-04 4,54E-03
9094 0,048 2,84E-05 2,80E-04 387893 0,029 7,58E-04 4,54E-03
23064 0,058 2,84E-05 2,80E-04 25979 0,037 7,66E-04 4,58E-03
168544 0,152 2,85E-05 2,80E-04 79957 0,020 7,77E-04 4,65E-03
91748 0,040 2,94E-05 2,87E-04 3574 -0,015 7,88E-04 4,70E-03
581 -0,038 2,96E-05 2,88E-04 93622 -0,051 7.91E-04 4,72E-03
359948 0,043 2,96E-05 2,88E-04 728524 0,014 7,93E-04 4,73E-03
974 -0,152 3,01E-05 2,92E-04 387103 -0,026 8,04E-04 4,78E-03
51738 0,066 3,05E-05 2,95E-04 5654 0,028 8,12E-04 4,83E-03
56666 0,150 3,06E-05 2,96E-04 5089 0,068 8,14E-04 4,84E-03
57609 0,074 3,10E-05 2,98E-04 84080 0,039 8,18E-04 4,86E-03
23401 0,138 3,11E-05 3,00E-04 432 0,083 8,27E-04 4,91E-03
51130 0,031 3,20E-05 3,07E-04 9658 0,035 8,30E-04 4,92E-03
10404 0,081 3,27E-05 3,13E-04 109 0,061 8,30E-04 4,93E-03
6945 0,030 3,27E-05 3,13E-04 5159 0,044 8,49E-04 5,03E-03
483 0,054 3,43E-05 3,26E-04 7125 -0,021 8,67E-04 5,12E-03
54863 0,062 3,47E-05 3,29E-04 387700 0,055 8,73E-04 5,15E-03
22864 0,033 3,60E-05 3,39E-04 9043 0,047 8,79E-04 5,19E-03




57690 -0,045 3,61E-05 3,41E-04 388799 0,020 8,92E-04 5,25E-03
7706 0,121 3,64E-05 3,43E-04 9308 -0,037 9,01E-04 5,30E-03
1774 0,029 3,66E-05 3,44E-04 132864 0,030 9,10E-04 5,35E-03
81619 0,060 4,00E-05 3,72E-04 6799 0,032 9,14E-04 5,37E-03
912 0,107 4,10E-05 3,81E-04 644 -0,058 9,15E-04 5,37E-03
84679 -0,036 4,35E-05 4,01E-04 55252 0,072 9,17E-04 5,38E-03
339105 0,034 4,43E-05 4,07E-04 10215 -0,076 9,32E-04 5,46E-03
5922 0,061 4,64E-05 4,24E-04 55741 0,050 9,33E-04 5,47E-03
6583 0,109 4,68E-05 4,28E-04 1018 0,018 9,47E-04 5,53E-03
1432 0,049 4,98E-05 4,53E-04 578 0,042 9,54E-04 5,57E-03
285613 0,033 5,01E-05 4,56E-04 402055 -0,109 9,61E-04 5,61E-03
9410 -0,062 5,05E-05 4,58E-04 29765 0,021 9,64E-04 5,62E-03
57035 0,094 5,28E-05 4,78E-04 151516 0,083 9,66E-04 5,62E-03
57820 -0,024 5,32E-05 4,81E-04 1521 0,118 9,67E-04 5,63E-03
10226 0,120 5,40E-05 4,87E-04 6720 0,029 9,67E-04 5,63E-03
284207 0,028 5,42E-05 4,88E-04 4217 0,071 9,70E-04 5,64E-03
85444 -0,037 5,51E-05 4,94E-04 3568 -0,034 9,71E-04 5,64E-03
5226 0,132 5,55E-05 4,98E-04 56670 0,018 9,92E-04 5,75E-03
51759 -0,167 5,57E-05 4,98E-04 85495 0,038 1,02E-03 5,90E-03
123803 -0,065 5,59E-05 5,00E-04 55350 0,093 1,03E-03 5,97E-03
9189 0,079 5,63E-05 5,02E-04 9530 0,026 1,04E-03 5,99E-03
9086 -0,133 5,68E-05 5,05E-04 80781 0,044 1,04E-03 5,99E-03
3096 0,041 5,75E-05 5,12E-04 8543 0,051 1,05E-03 6,02E-03
145165 -0,058 5,76E-05 5,12E-04 83478 0,028 1,05E-03 6,04E-03
27334 -0,045 5,79E-05 5,14E-04 5250 0,038 1,05E-03 6,05E-03
4299 0,037 6,01E-05 5,30E-04 152006 0,028 1,06E-03 6,10E-03
55827 -0,064 6,09E-05 5,37E-04 3455 0,032 1,07E-03 6,14E-03
435 0,024 6,23E-05 5,46E-04 57533 0,074 1,07E-03 6,14E-03
10955 0,039 6,37E-05 5,56E-04 10019 0,068 1,07E-03 6,15E-03
3303 0,201 6,44E-05 5,61E-04 64342 0,059 1,08E-03 6,17E-03
3399 -0,094 6,58E-05 5,71E-04 119 -0,025 1,08E-03 6,21E-03
54776 0,033 6,82E-05 5,90E-04 9183 -0,041 1,09E-03 6,24E-03
116541 -0,081 6,91E-05 5,98E-04 90378 0,032 1,09E-03 6,25E-03
4521 -0,054 7,04E-05 6,07E-04 2353 0,129 1,11E-03 6,31E-03
4850 -0,018 7,10E-05 6,11E-04 4691 -0,052 1,11E-03 6,31E-03
5329 0,103 7,22E-05 6,20E-04 9768 0,025 1,13E-03 6,42E-03
9684 0,054 7,26E-05 6,23E-04 51079 -0,064 1,16E-03 6,60E-03
55577 0,101 7,44E-05 6,36E-04 26511 0,072 1,17E-03 6,64E-03
2153 0,103 7,50E-05 6,40E-04 23070 0,024 1,17E-03 6,65E-03
56255 0,089 7,56E-05 6,44E-04 51279 0,069 1,18E-03 6,68E-03
23259 -0,027 7,57E-05 6,45E-04 90317 -0,022 1,18E-03 6,70E-03
51780 0,067 7,63E-05 6,49E-04 5930 0,018 1,19E-03 6,73E-03
10376 0,091 7,78E-05 6,62E-04 22938 -0,038 1,19E-03 6,73E-03
388969 0,068 7.91E-05 6,71E-04 56907 -0,033 1,19E-03 6,74E-03
56683 -0,053 7,96E-05 6,74E-04 684959 0,058 1,21E-03 6,80E-03
126017 -0,027 8,03E-05 6,77E-04 81030 0,104 1,21E-03 6,82E-03
27173 0,059 8,20E-05 6,89E-04 6282 0,111 1,21E-03 6,84E-03
5170 0,029 8,24E-05 6,92E-04 56851 0,049 1,22E-03 6,88E-03
8668 -0,072 8,44E-05 7,07E-04 388555 0,023 1,24E-03 6,96E-03
115992 0,059 8,51E-05 7,12E-04 678 0,089 1,24E-03 6,97E-03
8460 0,126 8,61E-05 7,20E-04 51267 0,030 1,24E-03 6,97E-03
10910 -0,039 8,69E-05 7,26E-04 27125 0,042 1,24E-03 6,98E-03
196527 0,062 9,22E-05 7,65E-04 196 0,044 1,25E-03 7,01E-03
84898 0,096 9,29E-05 7,70E-04 8115 -0,043 1,25E-03 7,02E-03
9755 0,037 9,35E-05 7,74E-04 6248 -0,032 1,26E-03 7,03E-03
286075 0,031 9,42E-05 7,79E-04 9910 -0,036 1,28E-03 7,14E-03




706 0,087 9,47E-05 7,83E-04 64332 0,047 1,28E-03 7,16E-03
196441 0,052 9,57E-05 7,90E-04 4170 0,084 1,30E-03 7,22E-03
5702 -0,059 9,85E-05 8,10E-04 5978 -0,014 1,30E-03 7,23E-03
217 0,098 9,90E-05 8,14E-04 64180 0,079 1,30E-03 7,25E-03
23231 -0,096 1,00E-04 8,21E-04 9907 0,030 1,30E-03 7,25E-03
9903 0,074 1,01E-04 8,25E-04 29916 0,032 1,30E-03 7,26E-03
23095 0,051 1,01E-04 8,29E-04 10981 0,075 1,31E-03 7,28E-03
146880 0,022 1,01E-04 8,31E-04 51734 0,102 1,31E-03 7,28E-03
1831 0,080 1,02E-04 8,37E-04 2204 0,053 1,32E-03 7,32E-03
154141 0,023 1,03E-04 8,39E-04 348793 -0,031 1,32E-03 7,33E-03
22978 0,102 1,03E-04 8,40E-04 353116 0,052 1,32E-03 7,34E-03
7326 0,040 1,04E-04 8,45E-04 84432 -0,020 1,35E-03 7,48E-03
23528 0,121 1,05E-04 8,54E-04 54994 -0,048 1,36E-03 7,53E-03
9274 -0,025 1,07E-04 8,66E-04 79366 -0,023 1,37E-03 7,54E-03
6281 0,102 1,08E-04 8,75E-04 221496 0,042 1,39E-03 7,64E-03
9895 0,034 1,10E-04 8,86E-04 4763 0,027 1,40E-03 7,71E-03
3805 0,090 1,10E-04 8,88E-04 51754 0,025 1,41E-03 7,78E-03
3588 0,078 1,12E-04 9,06E-04 79022 -0,040 1,43E-03 7,87E-03
8349 0,115 1,15E-04 9,26E-04 115286 -0,017 1,45E-03 7,94E-03
3460 0,107 1,16E-04 9,30E-04 25844 0,079 1,45E-03 7,97E-03
3310 0,114 1,18E-04 9,42E-04 4318 0,204 1,46E-03 7,99E-03
132241 0,025 1,19E-04 9,53E-04 200030 0,031 1,46E-03 8,00E-03
7 0,039 1,23E-04 9,78E-04 121355 -0,039 1,49E-03 8,12E-03
7265 -0,054 1,25E-04 9,94E-04 57655 0,072 1,50E-03 8,19E-03
2358 0,161 1,29E-04 1,02E-03 2002 0,036 1,52E-03 8,27E-03
5730 0,166 1,31E-04 1,03E-03 5768 0,038 1,52E-03 8,29E-03
4615 0,085 1,38E-04 1,08E-03 7284 0,058 1,52E-03 8,29E-03
93129 0,026 1,40E-04 1,10E-03 55696 0,053 1,53E-03 8,30E-03
10288 0,052 1,42E-04 1,11E-03 64127 0,107 1,53E-03 8,31E-03
57649 0,027 1,42E-04 1,11E-03 81928 0,029 1,53E-03 8,32E-03
11065 0,032 1,48E-04 1,15E-03 10541 -0,070 1,55E-03 8,39E-03
220323 0,082 1,48E-04 1,15E-03 6041 0,055 1,55E-03 8,43E-03
7128 0,064 1,50E-04 1,16E-03 1659 0,040 1,55E-03 8,43E-03
80008 -0,040 1,53E-04 1,19E-03 5937 0,038 1,56E-03 8,45E-03
80208 0,083 1,56E-04 1,21E-03 2161 0,036 1,59E-03 8,61E-03
1662 -0,046 1,57E-04 1,21E-03 55600 -0,084 1,60E-03 8,65E-03
7538 0,110 1,57E-04 1,21E-03 348235 -0,031 1,60E-03 8,65E-03
64802 0,032 1,59E-04 1,22E-03 65979 0,045 1,61E-03 8,66E-03
3112 -0,117 1,59E-04 1,22E-03 5899 0,093 1,61E-03 8,70E-03
79188 0,092 1,60E-04 1,23E-03 23254 0,022 1,62E-03 8,72E-03
11262 -0,047 1,63E-04 1,25E-03 115727 0,042 1,62E-03 8,74E-03
8530 0,147 1,66E-04 1,27E-03 283 0,057 1,63E-03 8,76E-03
116540 -0,067 1,67E-04 1,27E-03 57178 0,086 1,63E-03 8,77E-03
79932 0,080 1,68E-04 1,28E-03 8841 0,037 1,63E-03 8,79E-03
4485 0,040 1,71E-04 1,30E-03 1612 0,048 1,64E-03 8,81E-03
22990 0,074 1,72E-04 1,31E-03 55281 0,115 1,65E-03 8,87E-03
114876 0,032 1,75E-04 1,33E-03 81873 -0,054 1,66E-03 8,90E-03
51202 -0,047 1,76E-04 1,33E-03 4860 -0,076 1,67E-03 8,93E-03
10859 0,052 1,79E-04 1,35E-03 54107 -0,060 1,67E-03 8,94E-03
55959 0,090 1,81E-04 1,36E-03 23560 -0,064 1,69E-03 9,00E-03
54386 -0,063 1,86E-04 1,39E-03 23387 0,070 1,70E-03 9,08E-03
117289 0,075 1,86E-04 1,39E-03 2201 0,049 1,71E-03 9,09E-03
8993 0,200 1,87E-04 1,40E-03 10516 -0,042 1,72E-03 9,15E-03
10460 0,097 1,87E-04 1,40E-03 2971 -0,088 1,72E-03 9,15E-03
22849 0,027 1,88E-04 1,41E-03 56254 -0,057 1,75E-03 9,25E-03
7277 0,132 1,97E-04 1,47E-03 114548 0,048 1,76E-03 9,32E-03




4841 0,043 2,06E-04 1,53E-03 55106 0,030 1,77E-03 9,36E-03
8772 0,065 2,07E-04 1,53E-03 51614 -0,047 1,79E-03 9,43E-03
963 0,066 2,08E-04 1,54E-03 171423 -0,037 1,79E-03 9,43E-03
4141 0,050 2,10E-04 1,55E-03 28511 0,019 1,79E-03 9,46E-03
4686 -0,044 2,15E-04 1,58E-03 22933 0,027 1,80E-03 9,48E-03
55784 0,088 2,16E-04 1,59E-03 10409 0,126 1,82E-03 9,59E-03
1376 0,054 2,17E-04 1,59E-03 6348 0,030 1,84E-03 9,68E-03
105652 0,056 2,18E-04 1,60E-03 157983 0,034 1,85E-03 9,72E-03
5894 0,090 2,22E-04 1,63E-03 8934 -0,062 1,85E-03 9,75E-03
5008 0,057 2,24E-04 1,63E-03 5579 0,049 1,86E-03 9,77E-03
84295 -0,012 2,24E-04 1,63E-03 94103 -0,080 1,87E-03 9,81E-03
8693 0,056 2,26E-04 1,65E-03
10073 -0,045 2,27E-04 1,65E-03
9798 0,060 2,28E-04 1,65E-03

Anexo 2. Tabla de analisis de enriquecimiento de procesos bioldgicos de Alzheimer (n=579).

Categoria Termino Valor p
G0:0045087 Respuesta inmune innata 7,04E-05
GO0:0043280 Regulacién positiva de la actividad endopeptidasa de tipo cisteina implicada en el proceso apoptético 1,38E-04
G0:0051607 Respuesta de defensa a virus 1,81E-04
GO0:0043124 Regulacion negativa de I-kappab kinase / NF-kappab sefializacion 7,22E-04
G0:0050718 Regulacién positiva de secrecion de la beta interleucina-1 0,0014
GO0:0050728 Regulacién negativa de la respuesta inflamatoria 0,0026
G0:0090200 Regulacién positiva de la liberacion de citocromo c a partir de la mitocondria 0,0054
GO0:0006952 Respuesta de defensa 0,0068
G0:0050707 Regulacion de la secrecion de citoquinas 0,0092
G0:0032760 Regulacién positiva de la produccién de factor de necrosis tumoral 0,0093
G0:2000766 Regulacién negativa de la traduccion citoplasmatica 0,0098
GO0:0007165 Transduccion de sefales 0,0102
G0:1900153 Reglrjtlacidn positiva del proceso catabolico de mRNA transcrito por la radiaciéon nuclear, decadencia dependiente de la 0,0119

muerte
G0:0050776 Regulacién de la respuesta inmune 0,0128
GO0:0016045 Deteccion de bacterias 0,0150
G0:1902043 Regulacién positiva de la via de sefializacion extrinseca apoptética y via receptores del dominio de muerte celular 0,0150
GO0:0006954 Respuesta inflamatoria 0,0152
GO0:0032757 Regulacién positiva de la produccion de interleucina-8 0,0163
GO0:0045944 Regulacién positiva de la transcripcion del promotor de ARN polimerasa Il 0,0167
GO0:0043065 Regulacién positiva del proceso apoptético 0,0175
G0:0071222 Respuesta celular a lipopolisacaridos 0,0183
GO0:0032755 Regulacién positiva de la produccion de interleucina-6 0,0220
GO0:0030168 Activacion plaquetaria 0,0220
GO0:0071385 Respuesta celular al estimulo glucocorticoide 0,0225
G0:2000353 Regulacién positiva del proceso apoptético de las células endoteliales 0,0225
G0:0002430 Via de sefializacién mediada por receptor de complemento 0,0232
GO0:0045892 Regulacién negativa de la transcripcién, modelo de ADN 0,0256
GO0:0032570 Respuesta a la progesterona 0,0267




GO0:0035556 Transduccion de la seiial intracelular 0,0277
GO0:0009636 Respuesta a sustancias toxicas 0,0279
GO0:0006955 Respuesta inmune 0,0305
GO0:0034605 Respuesta celular al calor 0,0309
GO0:0051092 Regulacién positiva de la actividad del factor de transcripcion de NF-kappab 0,0309
G0:2001243 Regulacién negativa de la via de sefializacién apoptética intrinseca 0,0316
G0:0038066 Cascada de proteinas quinasas activadas por mitégenos (P38mapk) 0,0316
GO0:0039694 Replicacion del genoma viral del ARN 0,0316
G0:0006584 Proceso metabdlico de la catecolamina 0,0316
GO0:0006919 Activacion de la actividad endopeptidasa de tipo cisteina implicada en el proceso apoptético 0,0339
GO0:0031663 Lipopolisacarido mediado por la via de sefializacion 0,0384
G0:0045444 Diferenciacion de las células grasas 0,0407
GO0:0002675 Regulacién positiva de la respuesta inflamatoria aguda 0,0410
G0:0010818 Quimiotaxis de células T 0,0410
GO0:0097011 Respuesta celular al estimulo de colonias de macréfagos de granulocitos 0,0410
G0:1901216 Regulacién positiva de la muerte neuronal 0,0423
G0:0045862 Regulacién positiva de la protedlisis 0,0423
GO0:0006935 Quimiotaxis 0,0465
G0:0097190 Ruta de sefializacion apoptética 0,0465
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