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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el trastorno neurodegenerativo mas
comun en todo el mundo. El mecanismo fisiopatologico de la EA sigue sin estar
claro; sin embargo, estudios recientes han demostrado que la expresion diferencial
y la presencia de polimorfismos genéticos en genes involucrados en la respuesta
inflamatoria puede desencadenar el inicio y la progresion de la neurodegeneracion
en la enfermedad. Este estudio tuvo como objetivo explorar la patogénesis
molecular de la inflamacion relacionada con la EA mediante la secuenciacion de
transcriptoma y la genotipificacion de polimorfismos de nucleétido simple (SNP) en
pacientes con EA y controles. Para ello, se llevd a cabo la secuenciacion del
transcriptoma de 5 casos de EA y 10 controles, utilizando secuenciacion de nueva
generacion con el panel RNA lon AmpliSeq. Posteriormente, se identificaron los
genes diferencialmente expresados (DEG) con el paquete DESeq2 de
R/Bioconductor, sobre los cuales se realizaron andlisis de enriquecimiento funcional
por ontologias de genes (GO), y vias metabdlicas a través de la Enciclopedia de
genes y genomas de Kyoto (KEGG), asi como la identificacion de redes de
interaccion proteina—proteina con la base de datos STRING. Adicionalmente, se
llevé a cabo la genotipificacion de 15 SNP en 7 genes candidatos en 30 casos de
EA y 160 controles mediante la reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real
(RT-PCR).

Como resultado se tiene que un total de 94 genes sobre expresados y 147
subexpresados fueron identificados. Los genes sobre expresados se encontraron
enriquecidos en ontologias relacionadas con las vias de sefalizacion de la familia
interferén (INF) mientras que los genes sub expresados se asociaron principalmente
con procesos ciclo celular. En relacion con el mapeo de las rutas metabdlicas
KEGG, son de destacar las vias de sefializaciéon de JAK / STAT, quimiocinas, factor
de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), interleucina 17 (IL-17), MAP quinasas (MAPK) y
la via de EA. Respecto a la genotipificacion, los SNP rs7747909 y 10484879 del gen
IL-17A, rs1000610 del gen TNF-a y rs2075650 del gen TOMM40 fueron

identificados como factor de riesgo para la EA. Este estudio proporcion6 no solo una



imagen completa de la expresion genética en EA, sino también los procesos clave
asociados con la patologia que son importantes para la regulacion de la
neuroinflamacioén, contribuyendo a tener una comprensiéon mucho mejor desde la
perspectiva genética para mejorar los mecanismos actuales para tratar la EA en
Colombia.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, Genes diferencialmente
expresados, Analisis de enriquecimiento funcional, Polimorfismos de nucledétido

simple, Reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real.

Abstract

Alzheimer's disease (AD) is the most common neurodegenerative disorder
worldwide. The pathophysiological mechanism of AD remains unclear; However,
recent studies have shown that differential expression and the presence of genetic
polymorphisms in genes involved in the inflammatory response may result in disease
onset and progression. This study aimed to explore the molecular pathogenesis of
AD-related inflammation through transcriptome sequencing and genotyping of
simple nucleotide polymorphisms (SNP) in AD patients and healthy controls. Whole
blood samples from 5 AD and 10 controls were analyzed through Next Generation
Sequencing using the RNA lon AmpliSeq panel. Differentially expressed genes
(DEG) were identified by the DeSeq2 package R / Bioconductor. . Functional
enrichment analyses of the DEGs were carried out through gene ontology (GO) and
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) metabolic pathway mapping.
In addition, protein-protein interaction (PPI) networks were analyzed using the
STRING database. Furthermore, 15 SNP on 7 candidate genes in 30 AD-subjects
and 160 controls were genotyped by real-time polymerase chain reaction (RT-PCR).
As a result a total of 95 up-regulate genes and 149 down-regulated genes were
identified. The up-regulated genes were enriched in ontologies related to interferon
family (INF) signaling, while the down-regulated genes were mainly associated with
the cell cycle process. In relation to KEGG metabolic pathways mapping, we

highlight gene expression alterations in the signaling pathways of JAK / STAT,

VI



chemokines, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin-17 (IL-17), MAP
kinases and Alzheimer's disease. With respect to genotyping results, the SNPs
rs7747909 and 10484879 of gene IL-17A, rs1000610 of TNF-a and rs2075650 of
TOMMA40, were identified as a risk factor for AD. This study provided not only a
comprehensive picture of gene expression in AD, but also the key processes
associated with AD pathology that are important for the regulation of
neuroinflammation, which, in turn, contributes to have a much better understanding
from the genetic perspective in order to improve the current mechanisms to treat AD
in Colombia.

Keywords: Alzheimer’s disease, Differentially expressed genes, Functional
enrichment analysis, Single nucleotide polymorphism, Real time-polymerase chain

reaction.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas, conforman un grupo heterogéneo de
alteraciones que conllevan a un proceso insidioso de dafio y muerte neuronal,
dentro de estas, la Enfermedad de Alzheimer (EA) constituye la patologia mas
frecuente conformando alrededor del 50% al 70% de todos los casos de demencias
reportadas en Colombia (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2005). A lo largo
de su amplio estudio, se ha encontrado que la EA no puede ser explicada desde un
punto de vista etioldgico unifactorial y, por el contrario, se ha visto que son multiples
los mecanismos etiopatogénicos involucrados, que incluyen el depdsito anormal de
proteina beta amiloide (AB) con la formacion de placas neuriticas, la
hiperfosforilacion de proteinas tau con la subsiguiente formacién de ovillos
neurofibrilares (NFT), la participacion de mecanismos de estrés oxidativo y el
desencadenamiento de respuestas inflamatorias no controladas, entre otros.

En relacibn a los mecanismos inflamatorios, mudiltiples estudios
neuropatolégicos, moleculares y genéticos han sido llevados a cabo, proveyendo
una clara relacién entre la activaciéon de vias inflamatorias y el progreso de la
enfermedad. Es asi, como se han descrito diferentes cambios que incluyen,
alteraciones a nivel celular con hiperactivacion microglial y astrocitaria, cambios a
nivel molecular con la activacion del sistema de complemento y el desequilibrio en
los niveles de citoquinas pro y antiinflamatorias ademas de otras proteinas solubles
de sefializacion. Si bien el aporte en este campo de conocimiento ha sido cada vez
mayor, aun persiste informacion contradictoria y multiples vacios de conocimiento
en relacién con la respuesta inflamatoria y la EA. Es por esto que la comunidad
cientifica ha intentado explorar nuevos campos que seran abordados en la presente
tesis, gracias al estudio de la expresion genética diferencial y la presencia de
polimorfismos en genes relacionados con la respuesta inmune en la EA. Este
abordaje se realiz6 teniendo en cuenta que todos los mecanismos inflamatorios son
altamente dependientes entre si y casi nunca ocurren de forma aislada, sin
embargo, estas aproximaciones permiten aportar al conocimiento de como los

mecanismos inflamatorios encajan dentro de la patogenia general de la EA asi como
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también buscan contemplar nuevos disefios terapéuticos que permitan un mejor

manejo de la enfermedad.

1.1. Campo tematico

La enfermedad de Alzheimer (EA), es la forma mas comun de demencia en
el mundo occidental, es una enfermedad heterogénea desde el punto de vista
patologico y clinico (Reitz, 2015) en cuya progresion se involucran multiples factores
genéticos, ambientales y fisioldgicos incluyendo procesos metabdlicos y eventos
inflamatorios (Bagyinszky, Youn, An, & Kim, 2014). Los recientes avances en
tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento han facilitado el analisis rapido
del genoma en miles de sujetos, lo que ha permitido un avance significativo en la
comprension de los fundamentos genéticos de la susceptibilidad a la EA. Durante
los dltimos afios, este tipo de aproximacion ha permitido demostrar que la
inflamacion hace parte de los mecanismos de progresion de la neurodegeneracion
observada en la enfermedad. Diversos estudios indican que las aberraciones en el
control de la expresion génica, asi como la presencia de variantes polimérficas
pueden contribuir a la iniciacion y progresién de esta patologia (Twine, Janitz,
Wilkins, & Janitz, 2011). Las técnicas de secuenciacion del transcriptoma han
posibilitado una aproximacion potente a los andlisis de expresion de genes
garantizando niveles de sensibilidad y especificidad suficientes (W. Li et al., 2015),
lo cual ha proporcionado informacion sobre las vias moleculares implicadas en la
patogénesis de la EA y nuevos blancos terapéuticos potenciales. Asi mismo, las
técnicas moleculares han permitido identificar con gran sensibilidad, especificidad y
reproducibilidad &cidos nucleicos tanto para fines diagndsticos como para fines de
investigacion, tal es el caso de la reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real
(RT-PCR), la cual es una técnica que fusiona la quimica de la reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) con el uso de moléculas reporteras fluorescentes (Navarro,
Serrano-Heras, Castafo, & Solera, 2015), lo que ha contribuido a vislumbrar el rol

de las variantes puntuales en genes y regiones especificas del genoma, dentro de
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los diferentes fenotipos que se pueden presentar en diferentes condiciones
fisiopatoldgicas incluyendo la EA.

Este proyecto de investigacion buscaba establecer un perfil de expresion de
los genes asociados a procesos inflamatorios en EA en poblacién Colombiana e
identificar el posible rol de los polimorfismos de nucleétido simple (SNP), sobre la
expresion de dichos genes.

Esta tesis, fue desarrollada en la linea de investigacion de biologia molecular
en salud, adscrita al grupo de investigacion Neuroaprendizaje de la Universidad
Autonoma de Manizales (UAM); en el marco del proyecto de investigacion
denominado “Identificacion de SNP por secuenciacion del transcriptoma de genes
de respuesta inmune asociados a procesos inflamatorios en enfermedad de
Alzheimer (EA)” (Cddigo: 464-065 BIOS), el cual fue financiado con recursos del
sistema general de regalias a través del centro de bioinformética y biologia
computacional de Colombia CBBC-BIOS mediante la convocatoria de proyectos
“‘Fomento para la investigacion e innovacion en biotecnologia”, y por la UAM, a

través de la unidad de investigacion.

1.2. Planteamiento del problema

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo y es la
forma mas comun de demencia en los adultos mayores. En Colombia los casos de
EA corresponden entre 50% y 70% del total de los casos de demencia reportados
(Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2005). Para el afio 2020 se espera
gue 260.000 colombianos mayores de 60 afios padezcan esta patologia. A la fecha
no hay informacién actualizada sobre la frecuencia y la carga econdmica generada
por ésta enfermedad en el pais (Takeuchi, Ariza-Araujo, & Prada, 2014). Por esta
razon, la EA representa un desafio para las politicas publicas y los recursos en lo
concerniente al desarrollo, la calidad de vida, el cumplimiento de los derechos y la
inclusion social de los sujetos que la padecen y sus familias.

Entre las caracteristicas clinicas de la EA se destaca el deterioro de la memoria

a corto plazo que a lo largo de los afios progresa hasta involucrar otros aspectos de
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la cognicion y finalmente impacta la habilidad del sujeto para desarrollar actividades
de la vida diaria. Desde el punto de vista neuropatologico, en la EA se presenta
acumulacion extracelular del péptido beta amiloide (AB), hiperfosforilacion de la
proteina Tau y formacion de ovillos neurofibrilares (NFT) a nivel intracelular (Hyman
et al., 2012; Serrano-Pozo, Frosch, Masliah, & Hyman, 2011); la prevalencia de
estas lesiones incrementa con la edad y se presentan en una proporcion del 60% al
70% de los sujetos octogenarios con la patologia (Pierce, Bullain, & Kawas, 2017).
Sin embargo, las evidencias neuropatolégicas no son suficientes, ya que es
frecuente encontrar multiples comorbilidades con la EA, son frecuentes los casos
en los que se presentan este tipo de lesiones en individuos sin demencia y, como
consecuencia, se hace dificil establecer la etiologia de la enfermedad (Bennett et
al., 2006; Enciu & Popescu, 2013). Asi mismo, varias de las caracteristicas clinicas
de la EA se superponen con otros tipos de demencia y desérdenes neuroldgicos
(Byrne et al., 2012; Mendez, Selwood, Mastri, & Frey, 1993), por lo tanto, los
mecanismos fisiopatoldgicos de la EA aun no son claros, lo que indica que, al igual
que muchos otros trastornos geriatricos, la EA parece ser de origen multifactorial
(X.-F. Chen, Zhang, Xu, & Bu, 2013)

Un gran numero de evidencias (Heppner, Ransohoff, & Becher, 2015; Tweedie
et al., 2012; Wyss-Coray & Rogers, 2012) han documentado que la inflamacion es
un mecanismo que podria participar de forma importante en el progreso de la
neurodegeneracion presente en la EA. La desregulacion y la sobre activacion de las
células de la glia en el sistema nervioso central ocasionan la sintesis y liberacién de
diversos factores pro-inflamatorios y anti-inflamatorios (citocinas, quimiocinas,
radicales libres), los cuales, se propagan de forma descontrolada para conducir a
un circulo vicioso que conduce a la muerte neuronal y a la progresion crénica de la
enfermedad. Este fendmeno se debe en parte a variaciones en la expresion de los
genes gue codifican para dichas moléculas pro y anti inflamatorias (L. Liu & Chan,
2014; Luterman et al., 2000; Vukic et al., 2009), asi mismo, estudios recientes han

resaltado el papel de los polimorfismos genéticos de estos genes con relacion a la
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susceptibilidad a la enfermedad (Flex et al., 2014; Sardi et al., 2011; Q. Yang, Wang,
Jia, & Wang, 2016).

No obstante lo anterior, aunque se sabe que la neuroinflamacion es un evento
constante en la EA, el conocimiento actual es insuficiente para determinar si la
inflamacion es una causa, un promotor o, simplemente un fenémeno secundario en
esta patologia inexorablemente progresiva (Enciu & Popescu, 2013). En este
sentido, se realizan actualmente alrededor del mundo mdltiples investigaciones que
buscan establecer los mecanismos que modulan la reaccién inflamatoria propia de
la EA, esto, gracias al advenimiento de nuevas técnicas moleculares para el estudio
del genoma a gran escala, inicialmente con los micro arreglos y luego, con las
técnicas de secuenciacion de nueva generacién, a través de las cuales se han
podido identificar sistematicamente, entre otros, los cambios a nivel del
transcriptoma que ocurren frente a diferentes estimulos durante el desarrollo de la
enfermedad, y el establecimiento de procesos celulares particulares y la respuesta
al estrés.

Empero, dada la naturaleza multifactorial de la EA, es bastante la cantidad de
genes y polimorfismos reportados hasta el momento y en su mayoria, los hallazgos
no han sido contundentes, entre otras razones, debido a las diferencias
metodoldgicas entre estudios y a las discrepancias entre las poblaciones
estudiadas, dada la diversidad en su origen ancestral. En la literatura disponible no
se encontraron reportes que permitan establecer el rol de la expresion de los genes
inflamatorios en la fisiopatologia de la EA en poblacion colombiana por lo tanto, no
se conocen los factores inflamatorios predisponentes de riesgo para la EA en
nuestro pais. Es por lo anterior, que el grupo de investigacion Neuroaprendizaje se
ha interesado en los Ultimos afios en aportar al conocimiento del sustrato molecular
de la EA, si bien el grupo Neuroaprendizaje, ha sido durante afios referente para la
region en el estudio de la EA, el abordaje ha sido desde el componente
electrofisiolégico, pero, para comprender mejor el fendmeno de la EA y proponer
alternativas de intervencion efectivas, es necesario ahondar en los aspectos

moleculares que actlan detras de la respuesta electrofisiolégica, aprovechando las
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herramientas tecnologicas de reciente desarrollo que, ademas, permiten estar a la
vanguardia de las investigaciones cientificas a nivel mundial y que contribuyen a la
construccion de un nuevo paradigma en el abordaje de la patologia desde los
procesos investigativos a nivel nacional. Se requiere por lo tanto, establecer el perfil
de expresion de genes asociados a procesos inflamatorios y la presencia de
polimorfismos genéticos en sujetos con EA en Colombia, para de esta forma
contribuir a establecer las caracteristicas de esta patologia en nuestra poblacion y
aportar al desarrollo de medidas de diagndstico, tratamiento y seguimiento acorde
a las necesidades de nuestro contexto. Es asi como surge la pregunta de
investigacion ¢ Cual es el perfil de expresion de genes asociados a procesos
inflamatorios en pacientes colombianos con Enfermedad de Alzheimer y como se
ve influenciado dicho perfil por la presencia de polimorfismos de nucle6tido simple?

1.3.  Justificacion

El presente trabajo contribuyd a establecer el perfil de expresién génica y la
prevalencia de SNP de genes asociados a procesos inflamatorios en la EA en una
muestra colombiana. A partir de los resultados de esta investigacion se hace posible
generar una caracterizacion de la susceptibilidad a la EA en nuestra regiéon, desde
el abordaje la desregulacién de la respuesta inmune clave en las enfermedades
neurodegenerativas, incluida la EA. La presente investigaciébn es de relevante
importancia dado que en la literatura disponible no se encontraron estudios en
poblacién colombiana que evalten los niveles de expresion de genes inflamatorios
asociados a la EA, adicionalmente, tampoco se encontré que en nuestra poblacién
se hayan determinado valores consistentes de prevalencia o frecuencia de variantes
polimérficas relacionadas con esta patologia, existen apenas en la literatura algunos
reportes de la distribucion de SNP en nuestra poblacion y los porcentajes son
significativamente variables entre estudios.

Desde el ejercicio investigativo, el desarrollo de esta tesis aporto al
fortalecimiento de la linea de investigacion de biologia molecular en salud del grupo

de investigacion Neuroaprendizaje y al desarrollo de investigacion béasica en la
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UAM, pero también a la apertura hacia la disciplina de la bioinformatica nunca antes
explorada dentro de los ejercicios investigativos desarrollados por la universidad; de
esta misma forma, la ejecucion de este proyecto de tesis cooperé con la formacion
de recurso humano con conocimiento en bioinformatica que puede aportar a la
ejecucion de politicas publicas como la ley de ciencia y tecnologia para Colombia
(Congreso de la Republica de Colombia, 2009) y al desarrollo regional a través de
la contribucién al cumplimiento del plan de desarrollo del departamento de Caldas
2016-2019 el cual contempla dentro de sus objetivos la ejecucion del plan y acuerdo
de desarrollo estratégico departamental de ciencia, tecnologia e innovacion, el cual
busca entre otras cosas, fortalecer el sector estratégico Bio (biodiversidad y
biotecnologia) en Caldas (Gobernacién de Caldas, 2016).

Los resultados obtenidos de esta investigacion aportan al conocimiento de la
EA y los mecanismos inflamatorios que en ella se presentan, especialmente a la
caracterizacion de estos fendbmenos en poblacién colombiana, donde la exploraciéon
ha sido poca, y por lo tanto no se tienen suficientes datos sobre el comportamiento
de la enfermedad lo que ha limitado el desarrollo de estrategias de intervencion
oportuna desde politicas del gobierno nacional, de manera que, los resultados
obtenidos de este trabajo sirven para mitigar el problema de la desinformacion sobre
el comportamiento de la EA en nuestro pais y a establecer nuevos blancos de

investigacion terapéutica.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general
Analizar la expresion de genes de respuesta inmune asociados a procesos

inflamatorios en enfermedad de Alzheimer (EA).

1.4.2. Objetivos especificos
1. Establecer la prevalencia de los SNP de los genes: de proteina

desencandenante del receptor expresado en células mieloides 2 (TREM2)
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(rs75932628),, translocasa de la membrana mitocondrial 40 (TOMMA40)
(rs2076650),, interleucina 17-A (IL17A) (rs10484879, rs7747909,
rs2275913), interleucina 10 (IL10) (rs1800869, rs1800872), factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) (rs1800610, rs1800629, rs1800630,
rs1779724) e interleucina 8 (IL8) (rs4073) asociados a procesos inflamatorios
en la EA, en la poblacién de estudio.

. Determinar los perfiles de expresion de genes de respuesta inmune
asociados a procesos inflamatorios en EA.

. Relacionar la expresion del transcriptoma de los sujetos de investigacion con
la presencia de SNP de region promotora de los genes de respuesta inmune

asociados a procesos inflamatorios en la EA.
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2. ANTECEDENTES Y REFERENTE TEORICO

La demencia es un sindrome clinico degenerativo, que se caracteriza por una
inexorable progresion en el deterioro de las habilidades cognitivas y de la capacidad
de vida independiente (Prince et al., 2013). Con el envejecimiento progresivo de la
poblacién, diversas disciplinas han centrado su investigacion en los trastornos
meédicos relacionados con la edad, y mas especificamente la demencia. En el afio
2015 hubo 901 millones de adultos mayores en el mundo, lo que correspondia al
12% de la poblacién global, y se prevé un incremento particularmente rapido en la
proporcion de adultos mayores para paises de Asia, América Latina y el Caribe,
para el aflo 2030 se estima que el numero de adultos mayores alrededor del mundo
alcance los 1.400 millones, para el 2050 se espera que sean 2.100 millones, cifra
que podria ascender a 3.200 millones en 2100 (DeSA, 2015)

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el tipo de demencia mas frecuente,
afecta principalmente a los adultos mayores y actualmente 24 millones de personas
alrededor del mundo la padecen (Hurd, Martorell, Delavande, Mullen, & Langa,
2013), siendo la causa mas comun de pérdida severa de memoria y deterioro
cognitivo en los adultos mayores (Noroozian, 2016)

Los principales cambios patolégicos observados en el tejido cerebral
asociados a la EA incluyen el depdsito extracelular del péptido beta amiloide (AR),
de entre 39 y 42 aminoacidos, que forma placas neuriticas. EI AR es producido por
la ruptura proteolitica secuencial de la proteina precursora amiloide (APP) mediado
por las enzimas beta y gamma secretasa; adicionalmente, como cambio patolégico
se presenta acumulacion intracelular de proteina Tau hiperfosforilada (p-tau), una
proteina de ensamblaje de microtibulos que al acumularse forma ovillos
neurofibrilares (NFT). La prevalencia de estas lesiones a nivel cerebral incrementa
con la edad estando presentes en una proporcion del 60% al 70% de los sujetos
octogenarios con EA (Pierce et al., 2017) sin embargo, estas lesiones no siempre
estan presentes en el curso de la patologia e incluso se pueden presentar en sujetos
sanos. Otros cambios patoldgicos adicionales incluyen microgliosis reactiva y

pérdida generalizada de neuronas, sustancia blanca y sinapsis (Reitz, 2015). Dentro
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de las manifestaciones clinicas de la EA se incluye al igual que en la mayoria de
demencias, el deterioro de la memoria a corto plazo, sin embargo, en la EA, el
deterioro de la memoria trasciende hasta afectar la memoria a largo plazo y a lo
largo de los afios progresa hasta involucrar otros aspectos de la cognicién,
incluyendo deterioro del lenguaje, disfuncion ejecutiva, deterioro visoespacial y
finalmente se genera un impacto en la habilidad del sujeto para desarrollar

actividades de la vida diaria (Noroozian, 2016; Pierce et al., 2017)

2.1. Elrol delos mecanismos inflamatorios en la EA

Los mecanismos exactos que conducen a los cambios neuropatologicos y
clinicos de la EA todavia no se han esclarecido completamente. Sin embargo, se
ha comprobado que la aparicion de las manifestaciones patologicas propias de la
enfermedad estan acompafiadas por un proceso neuroinflamatorio crénico (L. Liu &
Chan, 2014) desencadenado por neuronas dafiadas, depdsitos de AR altamente
insolubles, y NFT (Wenk, 2006)

La neuroinflamacién en la EA suele manifestarse como astrogliosis,
activacion microglial y un aumento en los niveles de citocinas inflamatorias (ver
llustracion 1) tales como la IL-6, el TNF-a y el TGF-3. Ademas, se da la infiltraciéon
de células inmunes periféricas incluyendo células T y macrofagos entre otros, que
pueden modificar la contribucion de la microglia y los astrocitos a la
neuroinflamacién (Shadfar, Hwang, Lim, Choi, & Hong, 2015).
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llustracion 1.El proceso neuroinflamatorio. Disefio y diagramacion: Melissa Zuluaga

2.1.1. Astrocitos, inflamacién y su rol en la EA

Los astrocitos son las células mas abundantes en el sistema nervioso y
constituyen alrededor del 25% del volumen cerebral (Morales, Guzman-Martinez,
Cerda-Troncoso, Farias, & Maccioni, 2014), dentro de sus funciones se incluyen la
regulacion de la sinaptogénesis y la angiogénesis, que promueven la supervivencia
y maduracion neuronal (Serpente, Bonsi, Scarpini, & Galimberti, 2014). Estas
células parecen tener un rol importante dentro de la patogénesis de la EA y aunque
aun permanece abierto el debate alrededor del rol de la astrogliosis sobre los
acumulos de AP, se han observado con frecuencia astrocitos activados en las areas
del cerebro con placas amiloides (Nielsen et al., 2010; Sondag, Dhawan, & Combs,
2009; Thal, 2012), ademas, hay evidencia que soporta la correlacion entre la
astrogliosis y el deterioro cognitivo (Simpson et al., 2010).

Cuando los astrocitos son estimulados por placas de AB, se tornan reactivos
y producen en exceso citocinas inflamatorias IL-13 y TNFa las cuales podrian ser

los factores causales de la disfuncion cognitiva en la EA, asi mismo, producen
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especies reactivas de oxigeno (ROS) que participan de los procesos de estrés
oxidativo; este mecanismo es retroalimentado ya que los astrocitos también pueden
ser activados de manera secundaria por sus productos IL-18 y TNFa y, a largo plazo
el efecto de estas citocinas es perjudicial para la supervivencia de las neuronas. Los
astrocitos reactivos cuya presencia ha sido evidenciada tanto en tejido cerebral de
pacientes con EA como en animales transgénicos (Verkhratsky, Olabarria,
Noristani, Yeh, & Rodriguez, 2010) podrian secretar mas moléculas inflamatorias
para sobre-regular la transcripcion del gen de la APP y los niveles de esta en las
neuronas, contribuyendo a la generacion de AB desde la APP, de manera que el
AB, los astrocitos, la citoquinas y la APP neuronal aparentemente desarrollan un

circulo vicioso en la inmunoneuropatologia de la EA (C. Li et al., 2011).

2.1.2. Microglia, inflamacion y su rol en la EA

Las células microgliales son las principales células de la inmunidad innata
presentes en el sistema nervioso central (SNC) y actian como mediadores
primarios de la inflamacién que dirige la respuesta inmune enddgena (Serpente et
al., 2014); en el cerebro estas células se concentran especialmente en el hipocampo
y la sustancia nigra, dentro de sus funciones se encuentran secretar mediadores
citotoxicos y factores de crecimiento, facilitar la fagocitosis, actuar como células
presentadoras de antigeno (Ousman & Kubes, 2012; Ransohoff & Engelhardt, 2012)
y brindar soporte y proteccion a la neurogénesis y la sinaptogénesis, funciones
atribuibles a su accion en la fagocitosis de los desechos celulares, incluyendo una
variedad de factores de sefalizacion celular, neurotrofinas y componentes de la
matriz extracelular (Kettenmann, Hanisch, Noda, & Verkhratsky, 2011)

La microglia puede activarse en respuesta a multiples estimulos patolégicos
dentro de los que se incluyen infecciones, traumatismos, disfuncion neuronal,
isquemia e inflamacién, dicha activacién se caracteriza por la presentacién de
alguno de dos fenotipos bajo condiciones pro o anti-inflamatorias especificas. El
fenotipo M1, inducido por la activacion clasica de la microglia, se caracteriza por ser

predominantemente pro-inflamatorio con la produccion de citoquinas como
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interleucina 1 (IL-1), interleuncina 6 (IL-6), TNF-a, interferon gamma (INF-y).
radicales libres de oOxido nitrico (NO) y aniones super Oxido, que actdan en
respuesta a patdgenos y células tumorales, pero que también pueden dafar células
saludables como neuronas y glia (Serpente et al., 2014). El fenotipo M2, es
predominantemente anti-inflamatorio y se subdivide en dos grupos diferentes. Un
primer fenotipo es marcado por la arginasa-1 e inducido por la interleucina 4 (IL-4)
o la interleuncina 13 (IL-13), por lo que reduce la respuesta inflamatoria y promueve
la angiogénesis y la reparacion celular (Czeh, Gressens, & Kaindl, 2011). El
segundo, es un fenotipo desactivado, inducido por interleucina 10 (IL-10) o factor
de crecimiento transformante beta (TGF-B) que muestra un aumento en la
capacidad fagocitica, pero no un aumento de la secrecién de citoquinas pro-
inflamatorias (Pickford et al., 2011)

En la EA las células microgliales son mas propensas a cumplir un rol pro-
inflamatorio (Fenotipo M1) que fagocitico (Mandrekar-Colucci & Landreth, 2010). En
los cerebros con EA los depositos de AR son ricos en microglia (ElI Khoury et al.,
2007; Hanisch & Kettenmann, 2007) que contribuye a incrementar la respuesta
inflamatoria mediante la activacion de factores de transcripcion como el factor
nuclear kapa- beta (NF-kB) implicado en la produccion de citoquinas, tales como IL-
1B, IL-6, TNF-q, IL-8, TGF-B, y la proteina inflamatoria de macrofagos-1a (MIP-1a),
cuya concentracion incrementa a nivel cerebral en los sujetos con EA (Sastre,
Klockgether, & Heneka, 2006), lo que a su vez conlleva a que la microglia activada
aumente la amiloidosis cerebral (Shadfar et al., 2015) y la taupatia, puesto que una
elevada neuroinflamacion en contraste con una baja fagocitosis favorece la
formacién de ovillos de p-tau , segun lo sugieren los estudios realizados en modelos
animales (Jaworski et al., 2011; Sy et al., 2011; Yoshiyama et al., 2007)

Comprender los mecanismos subyacentes mediante los cuales las diferentes
células inmunes cambian su comportamiento entre diversos fenotipos, puede
contribuir a encontrar una manera de tratar las enfermedades neurodegenerativas
tales como la EA. Mdltiples evidencias soportan el papel de la regulacion de la

transcripcion en la iniciacion y progresion de la EA (X.-F. Chen et al., 2013; Twine
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et al., 2011). Con un conocimiento mas profundo de los cambios en el perfil de
expresion geénica, farmacos reciprocos se podrian desarrollar para revertir los
cambios en la transcripcion y aliviar los sintomas de EA. Asi mismo, las técnicas de
diagnostico basadas en los cambios en la expresion génica tienen el potencial de
detectar el inicio de la EA antes de que sea histologicamente evidente, permitiendo
un tratamiento precoz para prevenir el inicio de la enfermedad y una eficacia

duradera después de la interrupcién del tratamiento.

2.2. Analisis de transcriptoma y genotipificacién de polimorfismos en EA

El transcriptoma refleja la actividad celular dentro de un tejido en determinada
escala de tiempo. Los estudios de expresion del genoma, no se ven influenciados
por supuestos deductivos, y por lo tanto, proporcionan una aproximacion imparcial
para la investigacion de la patogénesis de enfermedades complejas como las
neurodegenerativas (Twine et al., 2011), la EA es un excelente ejemplo de como los
avances tecnologicos han facilitado la evolucion de la comprension de la etiologia
de las enfermedades neurodegenerativas (Jay, von Saucken, & Landreth, 2017).
Los primeros analisis de expresion génica en EA fueron abordados desde la técnica
de los microarreglos sin embargo, esta metodologia ha producido resultados
conflictivos (Twine et al., 2011), entre otras cosas, debido a que la interpretacion de
datos es a menudo obstaculizada por un bajo poder estadistico, altos indice de
falsos positivos o falsos negativos, y por la relevancia incierta de las inferencias
funcionales.(Blalock et al., 2004), Sin embargo, estas primeras aproximaciones
permitieron identificar mutaciones familiares en los genes que codifican para las
proteinas relacionadas con la produccién de AB, APP, presenilina 1 (PSEN1) y
presenilina 2 (PSEN2) vinculadas con el desarrollo de EA de inicio temprano (antes
de los 65 afios de edad), asi como la variante de riesgo para EA de inicio tardio
(después de los 65 afios de edad) apolipoproteina E- alelo ¢4 (APOE €4) (X.-F. Chen
et al., 2013; R. Guerreiro & Hardy, 2014).

Mas recientemente, se han desarrollado técnicas de secuenciacion de ultima

generacion (next generation sequencing) las cuales posibilitan una aproximaciéon
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potente a los analisis de expresion de genes a partir de transcriptoma garantizando
niveles de sensibilidad y especificidad suficientes (W. Li et al., 2015), por lo cual
proporcionan informacion sobre los mecanismos de progresion de la
neurodegeneracion observada en la EA y han hecho posible la identificacion de
variantes raras, algunas de los cuales pueden conferir un mayor riesgo y, por lo
tanto, puede proporcionar una importante vision de los genes con un rol biolégico
importante en la patologia. El perfilado del transcriptoma mediante las tecnologias
de secuenciacion profunda ofrece una vison de las vias comUnmente alteradas sin
tener en cuenta los factores genéticos o epigenéticos, y por lo tanto, representa una
herramienta ideal para investigar los mecanismos moleculares relacionados con la
fisiopatologia de la EA (Martiskainen et al., 2015)

Por otra parte, los SNP presentes en diversos genes han sido implicados en
la patogénesis de la EA, por lo que, multiples esfuerzos se han realizado con el fin
de desarrollar técnicas que posibiliten la fenotipificacién y genotipificacion de dichos
genes. De los cientos de técnicas existentes para genotipificar SNP la reaccién en
cadena de polimerasa en tiempo real (RT-PCR) ha sido una de las predilectas en
los estudios de asociacion clinica (Koch et al., 2002). Esta tecnologia fusiona la
guimica de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con el uso de moléculas
reporteras fluorescentes (ensayos TagMan) con el fin de supervisar la produccién
de productos de amplificacién durante cada ciclo de la reaccién de PCR (Navarro et
al., 2015). El genotipado con la técnica TagMan es relativamente simple y requiere
poco tiempo; ademas, dada la poca manipulacion de reactivos, la posibilidad de
mezcla de la muestra o de contaminacién es muy reducida y los resultados en
comparacién con otras técnicas de genotipificacion son equiparables (Koch et al.,
2002)

Es asi como la aplicacion de técnicas moleculares modernas ha propiciado
la identificacion de variaciones en la expresion y en la secuencia de nucleétidos de
diversos genes como factores de riesgo potenciales para la EA. Un acontecimiento
neuropatologico clave en la enfermedad de Alzheimer es la acumulacion del péptido

AB. La produccion y la eliminacién de AB en el cerebro estan reguladas por un gran
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namero de genes. Los niveles de expresion de estos genes deben ser ajustados en
el cerebro para mantener el AB en una cantidad equilibrada en condiciones
fisiologicas. Se ha encontrado que la mala regulacion de los genes que equilibran
esta sustancia, asi como la presencia de polimorfismos genéticos incrementa el
riesgo de EA o acelera su progresion (X.-F. Chen et al., 2013). A continuacion se
presenta el estado actual de los estudios de expresion diferencial y genotipificacion
de SNP de los principales genes identificados en esta tesis con potencial riesgo
para la EA en la muestra estudiada.

2.2.1. APOE en laEA

La apolipoproteina E (APOE) es un portador importante de colesterol en el
cerebro cuya funcion es entregar lipidos a las neuronas y participar en procesos de
reparacion (C.-C. Liu, Kanekiyo, Xu, & Bu, 2013). El gen de la APOE humana existe
como tres alelos polimoérficos: €2, €3 y €é4 gue generan tres isoformas diferentes de
la proteina (C.-C. Liu et al., 2013), que difieren entre si solo por un aminoacido
sustituido en las posiciones 112 y 158 de manera que las isoformas de APOE se
definen a partir de los haplotipos de los polimorfismos rs429358 (C/T +3937) y
rs7412 (C/T +4075) gracias a estas sutiles diferencias en la secuencia existen
diferencias significativas en los niveles de expresion, lo que sugiere que la
progresion de neurodegeneracion en la EA es debida a procesos de splicing
alternativo y al uso del promotor del gen APOE (Twine et al., 2011). Ademas la
presencia de polimorfismos en el locus €2/¢3/¢4 ha sido también asociado como
factor de riesgo para la EA, aunque los resultados han sido hasta ahora
controversiales. Asi mismo, las variaciones puntuales en la secuencia del promotor
proximal del APOE conduce a cambios en su nivel de expresion alterando la
transcripcion de genes. Varios polimorfismos han sido identificados y su asociacion
con el riesgo de EA ha sido investigada, incluyendo rs449647 (A/T —491), rs769446
(CIT -427), rs405509 (G/T -219) los cuales, se estima afectan la actividad
transcripcional del gen APOE mediante la alteracion del sitio de unién de los factores

de transcripcion (Bizzarro et al., 2009; Laws, Hone, Gandy, & Martins, 2003).
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2.2.2. TOMMA40 en la EA

El gen TOMMA40 codifica para la subunidad que forma el canal del complejo
de la traslocasa de la membrana externa mitocondrial, este complejo importa
proteinas precursoras en las mitocondrias (Humphries et al., 2005), y la disfuncién
de esta via bioldgica puede desempefiar un papel en el deterioro cognitivo y la
patologia de la EA lo que se conoce como "hipétesis de la cascada mitocondrial”
(Swerdlow & Khan, 2004)). Las proteinas APOE y TOMM40 pueden interactuar para
afectar la dindmica mitocondrial aunque los mecanismos precisos que subyacen en
esto no estan claros (Ferencz, Karlsson, & Kalpouzos, 2012; R. J. Guerreiro &
Hardy, 2012; Lyall et al., 2013)

Estudios de expresion diferencial tanto en muestras de tejido cerebral como
en sangre periférica han identificado subexpresion de TOMMA40 en sujetos con EA
(T.-S. Lee etal., 2012; Manczak, Calkins, & Reddy, 2011) que ademas empeora con
el tiempo (Goh et al., 2015), esta subexpresion induce estrés celular, disfuncion
endotelial vascular, hipoxia, privacion de glucosa y disfuncién mitocondrial, y todos
estos fendmenos contribuyen a la neurodegeneracion en la EA (Caselli et al., 2012).
También la presencia de polimorfismos en TOMM40 ha sido asociada al riesgo de
desarrollar la patologia, entre otros, varias investigaciones sugieren que el
polimorfismo rs2075650 se asocia significativamente con un mayor riesgo de
desarrollar la EA en poblacion europea (Bagnoli et al., 2013) y en poblacién coreana
(Chung et al., 2014; Chung et al., 2013) mientras que en sujetos de China no se han
encontrado asociaciones de riesgo significativas (He et al., 2016). Existe ademas,
un reporte de asociacion de este mismo SNP en poblacién colombiana, donde los
investigadores lo identificaron como factor de riesgo para la EA (Ortega-Rojas et al.,
2016).

2.2.3. TNF-aen la EA
El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una importante citoquina pro-
inflamatoria, desempefia un papel en la regulacion de la diferenciacion, la

proliferacion y la muerte celular, asi como en la inflamacion, las respuestas innatas
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y adaptativas inmunes, y también esta implicada en una amplia variedad de
enfermedades humanas incluyendo la EA (Qidwai & Khan, 2011). Mdltiples estudios
de expresion diferencial han evidenciado que el gen del TNF-a se encuentra sobre-
expresado en sujetos con EA (R. T. Perry, Collins, Wiener, Acton, & Go, 2001) y se
presume que, en gran medida la presencia de variaciones en la secuencia de ADN
de la region reguladora del gen TNF-a podria interferir con la transcripcion,
influyendo en el nivel circulante de la proteina codificada por este y aumentando asi
la susceptibilidad a enfermedades neurodegenerativas (Qidwai & Khan, 2011) a
pesar de ello, los estudios de asociacion entre la EA y la presencia de SNP en el
gen TNF-a no han sido concluyentes. Dentro de los SNP que se han asociado a la
EA se encuentra -238, -308 (rs1800629), -850, -863 (rs1800630), -1031 y -857
(rs1799724).

Podria considerarse que ElI SNP rs1800629 ha sido uno de los mejor
caracterizados en la EA, este se sugiere como un factor que incrementa el riesgo
de la patologia en poblacién china, mientras que su comportamiento en poblacion
europea es protector, (T. Wang, 2015) (Lianhong Yang, Lu, Jiang, Liu, & Peng,
2009) en contra posicion, hay estudios que no reportan ninguna asociacion
significativa para este SNP con la EA, lo mismo que para los SNP rs1800630, -238
y -1031 (Di Bona et al., 2009) lo que si es consistente en los estudios que reportan
al rs1800629 como factor de riesgo es que su comportamiento se ve influenciado
por la presencia del alelo ¢4 de APOE, ya que en concomitancia con este ultimo el
riesgo que representa el rs1800629 es significativamente mayor que cuando se
presenta individualmente (Qidwai & Khan, 2011).

Tanto la sobre expresion de TNF-a como la presencia de SNP,
especialmente el rs1800630 contribuyen a la produccion de NO, por lo que este gen
estaria involucrado en el deterioro neuroldgico de la EA por medio de la via del NO
(Belkhelfa et al., 2014) implicada en los procesos de estrés oxidativo y disfuncién

mitocondrial.

32



2.2.4. IL-17 en la EA

La neuroinflamacién especialmente mediada por la inmunidad innata ha sido
ampliamente reportada como mecanismo patogénico en la EA; sin embargo, el rol
de la inmunidad celular adquirida, como la mediada por los linfocitos T ayudadores
(Th17) ha sido menos estudiada. Los Th17 son células altamente pro inflamatorias
e inducen una respuesta inmune elevada a través de la produccion de citocinas pro
inflamatorias como la familia IL-17, IL-21 e IL-22, cuyos niveles se han encontrado
sobre expresados en el hipocampo y su concentracion se ha hallado elevada en el
liquido cefalorraquideo (LCR) y el plasma de pacientes con EA (Zhang, Ke, Liu,
Qiu, & Peng, 2013)

Una plétora de estudios soporta el rol patogénico de la IL-17 en diferentes
enfermedades autoinmunes e inflamatorias, la elevacion de IL-17 en el cerebro y el
LCR representa una activacion de la respuesta inflamatoria mediada por Th17 en el
sistema nervioso central (SNC), mientras que el aumento de IL-17 en el plasma
refleja también una activacion de la respuesta Th17 en los tejidos periféricos (Zheng,
Zhou, & Wang, 2016). Se ha reportado ademas, que las células endoteliales de la
barrera hematoencefalica (BHE), expresan receptores para la IL-17 y la IL-22 en
multiples enfermedades inflamatorias y que la unién a estos receptores altera las
uniones estrechas de la BHE lo que cambia su permeabilidad y facilita la infiltracion
de Th17 hacia el cerebro (Kebir et al., 2007), este mecanismo lleva ademas, a una
lesion directa de las neuronas por los Thl7 a través de la via Fas/FasL. Esta
respuesta inflamatoria tanto en el SNC como en los tejidos periféricos juega un rol
sinérgico en la promocion de la neuroinflamacion y la neurodegeneracion presentes
en la EA (Zhang et al., 2013), estudios en modelos animales han reportado que la
sobreexpresién del gen que codifica para IL-17A, uno de los miembros de la familia
IL-17, incrementa la respuesta inflamatoria en el SNC lo que promueve la
neuroinflamaciéon y neurodegeneracion en la EA al facilitar la movilizacion de células
inmunes periféricas al cerebro, las cuales a su vez produciran mas IL-17A,
perpetuando asi este mecanismo inflamatorio (Zhang et al., 2013). Contrario a los

hallazgos tradicionales, un estudio reciente en ratas indicd que la sobre-expresion
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de IL-17A parece ser beneficiosa puesto que incrementa la activacion microglial
pero reduce la cantidad de AB (J. Yang, Kou, Lalonde, & Fukuchi, 2017), debido a
que mejora el anabolismo de glucosa mediado por insulina, lo que puede conducir
a alteraciones de la expresion o modificacion postraduccional de los componentes
tradicionales de la patogenia en la EA como p-tau, AB y otros (Morales-Corraliza et
al., 2016).

2.2.5. IFN en la EA

La familia Interferén (IFN) constituye un amplio nUmero de citoquinas que se
subdividen en tres grupos de acuerdo a su receptor correspondiente: IFN tipo | (IFN-
1), presenta 14 subtipos, de estos los mas estudiados han sido el IFN alfay el IFN
beta; IFN tipo Il (IFN-2) cuyo Unico integrante es el IFN gamma; y el recién
descubierto tipo Il (IFN-3) que contiene tres subtipos de IFN delta (De Weerd et al.,
2013)

Los IFN-1 son un conjunto de citoquinas pleiotropicas que controlan la
secrecion de citoquinas proinflamatorias y que son los reguladores maestros de la
respuesta inmune innata relacionada con los desérdenes del sistema nervioso
central (Taylor et al., 2014). Sus funciones pleiotropicas estan relacionadas con una
amplia variedad de funciones inmunomoduladoras relacionadas con los procesos
inflamatorios (De Weerd et al., 2013), poseen propiedades pro inflamatorias a través
de la activacion de diferentes vias de sefializacion. De estas, la via clésica de las
janus quinasa (JAK) y la via transductora de sefiales y activadora de transcripcion
(STAT) son las mas criticas y bien definidas (Platanias, 2005)

La sefalizacion del IFN-1 ocurre a través de su receptor correspondiente, el
receptor de IFN alfa/beta (IFNAR) (De Weerd & Nguyen, 2012). El IFNAR esta
compuesto de dos subunidades, IFNAR1 e IFNAR2. Debido a su falta de actividad
qguinasa intrinseca, estas subunidades reclutan JAK para inducir una cascada de
fosforilacidon, estas son tirosina quinasa 2 (Tyk-2) y janus quinasa 1 (Jak-1) para
IFNAR1 e IFNAR2 respectivamente (J. Chen, Baig, & Fish, 2004). Tyk-2 y Jak-1
actuan como sitios de acoplamiento para la fosforilacion de una serie de STAT, que

tras la fosforilacion se translocan al nucleo, dando como resultado la transcripcion
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de genes pro-inflamatorios regulados por interferén (IRG) (Platanias, 2005). Varios
factores regulados por interferon (IRF), también son capaces de unirse al complejo
STAT antes de la translocacion nuclear, de estos el mas importante es IRF7, un
factor crucial en la produccion autocrina y en la exacerbacion de la respuesta de
IFN-1 (Honda, Yanai, Negishi, & Asagiri, 2005). La sefalizacion del IFN-1 es de
naturaleza flexible, con mas de 2000 interacciones ligando-receptor activadas o
reprimidas (Schreiber & Piehler, 2015). Es importante mencionar ademas, que el
IFN-B es capaz de inducir a JAK-STAT de forma independiente a la subunidad
IFNARZ2, a través de la interaccion aislada con IFNAR1. De hecho aun queda mucho
por estudiar con respecto a los diversos resultados bioldgicos de la sefializacion del
IFN-1 (De Weerd et al., 2013).

Recientemente la via Tyk2-STAT ha sido relacionada en la neurotoxicidad
mediada por la proteina ApR1-42, diversos estudios han demostrado que la
fosforilacion de Tyk2-STAT se encuentra elevada en la corteza y en el hipocampo
de animales transgénicos APP/PS1. La reduccion en la expresion o la activacion de
STAT3 atenta considerablemente la apoptosis inducida por AB, sugiriendo que la
activacion de STAT3 contribuye a la muerte neuronal después de la exposicidon a
AB. Este aumento en la fosforilacion de Tik2-STAT también ha sido observado en
cerebros postmortem de pacientes con EA (Wan et al.,, 2010). Ademas, se ha
encontrado que la supresion de la cascada de sefializacibn mediada por IFN-1
conlleva a una disminucién en la apoptosis neuronal y en la neurotoxicidad mediada
por AB (Taylor et al., 2014). Considerando entonces el potencial de los IFN-1 de
desencadenar estos eventos de fosforilacidén, se evidencia su rol prominente en la

mediacion de los mecanismos neuro-inflamatorios en la EA.

2.2.6. Otros genes en la EA

Dado que la EA es una patologia multifactorial y heterogénea, multiples
estudios han reportado un amplio numero de genes como factores de riesgo
potenciales para el desarrollo de la EA, tanto por la alteracion en sus niveles de

expresion como por la presencia de polimorfismos genéticos, entre otros se incluyen
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varias quimiocinas como IL-1, IL-6, TNFa y a1- anti quimotripsina (Holmes &
Butchart, 2011), el receptor de células mieloides tipo 2 (TREM2), clusterina (CLU),
receptor 1 del complemento (CR1), proteina de ensamblaje de union de clatrina a
fosfatidilinositol (PICALM), el receptor de sortilina (SORL1) y el cluster de
diferenciacion (CD33) (Bagyinszky et al., 2014). Asi mismo, estudios prospectivos
de casos y controles demuestran la existencia de niveles séricos elevados de
proteinas inflamatorias de fase aguda y de citoquinas, encontrandose asociaciones
entre EA y muchos biomarcadores inflamatorios, incluyendo las citoquinas IL-18, IL-
2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-18, IFN-y, y TGF-B, y la proteina C reactiva
(Eriksson et al., 2011; Koyama et al., 2012; V. H. Perry, Cunningham, & Holmes,
2007; V. H. Perry, Nicoll, & Holmes, 2010) Sin embargo, estas asociaciones muchas
veces son inconsistentes entre los estudios, pero es claro que las moléculas
inflamatorias parecen comportarse como un factor de riesgo o proteccion genético
para EA. Ademas, la hipotesis inflamatoria, es soportada por estudios
epidemiologicos que demuestran la menor incidencia de EA en pacientes que usan
medicamentos antiinflamatorios comparados con los que no (Eikelenboom et al.,
2010; Heneka, O’Banion, Terwel, & Kummer, 2010; In'T Veld et al., 2001)

2.3. Vias de sefalizacion en la EA

Tanto las diferencias en los niveles de expresidbn como las variaciones
puntuales en la secuencia del ADN de los genes asociados a la EA tiene efecto
sobre la presentacion de fenotipos, entre otros, mediante la alteracion de vias de
sefalizacion importantes dentro de los procesos inflamatorios en el sistema
nervioso. Aungue cientos han sido las vias de sefializacion asociadas a la EA, a
continuacion se hace referencia Unicamente a las principales vias que se

identificaron alteradas en esta investigacion.

2.3.1. Via de sefializacion JAK/STAT
La via de sefalizacion de proteinas Janus quinasa y los activadores de

trascripcion stat (JAK/STAT) hace parte de las cascadas peliotropicas utilizadas
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para transducir una multitud de sefales para el desarrollo y la homeostasis. La via
JAK |/ STAT es el principal mecanismo de sefializacion para una amplia gama de
citoquinas y factores de crecimiento. Después de la union de las citoquinas a su
receptor cognato, los STAT son activados por los miembros de la familia de tirosin
quinasas JAK. Una vez activados, dimerizan y translocan al nicleo y modulan la
expresion de genes diana (ver llustracion 2). Ademas de la activacion de STAT, las
proteinas JAK median el reclutamiento de otras moléculas tales como las MAP-
quinasas (MAPK) , la fosfoinositol quinasa 3 (PIK3), entre otras que activan la
transcripcion de factores adicionales. (Kanehisa, Furumichi, Tanabe, Sato, &
Morishima, 2017).

Se ha documentado que la via de transduccion utilizada por muchas
citoquinas para llevar a cabo su funcion se da principalmente por la via de
sefalizacion JAK/STAT, es por esto que esta se involucra en diferentes procesos
neurodegenerativos; especificamente en la EA se ha comprobado
experimentalmente que la sobre-activacion de esta via contribuye, al incremento de
la hiperfosforilacion de la proteina tau que lleva a la formacion de NFT (Orellana,
Quintanilla, Gonzalez-Billault, & Maccioni, 2005; Quintanilla, Orellana, Gonzalez-
Billault, & Maccioni, 2004). El efecto de la via JAK/STAT sobre Ila
neurodegeneracion en la EA es, ademas, dependiente del gen para el cual esta via
active la transcripcion, por ejemplo, en el caso de activar factores de transcripcion
de los genes que responden a INF-y la mayor produccion de esta citoquina inducira
la activacion de astrocitos causando la generacion de productos neurotoxicos como
NO y ROS (Hashioka, Klegeris, Schwab, & McGeer, 2009), mientras que cuando
JAK/STAT se activa para participar en la transcripcion de IL-3 contribuye a la
neuroproteccion ya que la IL-3 previene la muerte celular por acumulacion de AR
(Zambrano, Otth, B Maccioni, & | Concha, 2010).
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llustracion 2. Via de Sefializacion Jak/STAT. Fuente (Kanehisa et al., 2017)

2.3.2. Via de sefializacién de las Quimiocinas

Las quimiocinas son pequefios péptidos quimio atrayentes que proporcionan
sefales direccionales para el trafico de células de sistema inmune, y por lo tanto
son vitales para la respuesta protectora del organismo. Ademas, las quimiocinas
regulan la plétora de procesos bioldgicos de las células hematopoyéticas para
conducir la activacion celular, la diferenciacion y la supervivencia. La sefial de las
guimiocinas es transducida por receptores de quimiocinas (receptores acoplados a
proteina G) expresados en las células inmunitarias. Después de la activacion del
receptor, las subunidades alfa y beta-gamma de la proteina G se disocian para
activar diversas vias descendentes dando como resultado la polarizacion celular y
la reorganizacion de la actina. Varias GTPasas estan involucradas en este proceso.
La induccion de NO y la producciéon ROS estan reguladas también por la sefial de
quimiocinas mediante la movilizacion de calcio y la produccion de diacilglicerol (ver
llustracion 3) (Kanehisa et al., 2017).

Las citoquinas juegan un papel clave en los procesos inflamatorios y anti-
inflamatorios en la EA. Un factor importante en el inicio del proceso inflamatorio es
la sobreexpresion de la IL-1, que produce muchas reacciones en un circulo vicioso
gue causan disfuncién y muerte neuronal. Otras citoquinas importantes en la
neuroinflamacién son la IL-6 y el TNF-a. Por el contrario, otras citoquinas tales como

el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1ra), IL-4, IL-10 y el TGF-B puede suprimir
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tanto la produccion de citoquinas proinflamatorias como su accién, protegiendo el

cerebro (Rubio-Perez & Morillas-Ruiz, 2012)
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llustracién 3.Via de Sefializacion de las Quimiocinas. Fuente (Kanehisa et

al., 2017)

2.3.3. Via de sefializacion de la EA
La EA es un desorden cronico que destruye lentamente las neuronas y causa

incapacidad cognoscitiva seria. La EA como se mencion6 anteriormente, se asocia

macroscopicamente a la aparicion de placas amiloides y ovillos neurofibrilares, que

tienen varios efectos patolégicos sobre la funcién de las células en el cerebro. Los

oligbmeros extracelulares de AR pueden activar caspasas a través de la activacion

de receptores de muerte en la superficie celular. Alternativamente, la AB intracelular

puede contribuir a la patologia facilitando la hiperfosforilacion de tau, interrumpiendo

la funcion mitocondrial y desencadenando disfuncion de calcio. Hasta la fecha, los
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estudios genéticos han puesto de manifiesto cuatro genes que pueden estar
vinculados a un trastorno autosémico dominante o familiar temprano. Estos cuatro
genes incluyen: APP, PSEN1, PSEN2 y APOE (ver llustracibn 4) Todas las
mutaciones asociadas con las proteinas APP y las presenilinas pueden conducir a
un aumento en la produccién de péptido AR, especificamente la forma mas
amiloidogénica, beta- amiloide 42 (AB-42) (Kanehisa et al., 2017)
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llustracion 4. Via de Sefializacion de la Enfermedad de Alzheimer. En rojo se sefialan los genes

caracteristicos de la EA de tipo hereditario. Fuente (Kanehisa et al.

2.3.4. Via de sefalizacion del TNF

, 2017)

El TNF puede inducir una amplia gama de vias de sefializacion

intracelular, incluyendo la apoptosis y la supervivencia celular, asi como la

inflamacion y la inmunidad. ElI TNF activado se ensambla a un homotrimero
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y se une a sus receptores (TNFR1l, TNFR2) dando como resultado la
trimerizacion de TNFR1 o TNFR2. El TNFR1 se expresa en casi todas las
células y es el principal receptor del TNF-a. Por el contrario, el TNFR2 se
expresa en células limitadas tales como linfocitos T CD4+ y CD8+, células
endoteliales, microglia, oligodendrocitos, algunos subtipos neuronales
(neuronas hipocampales (Libang Yang, Lindholm, Konishi, Li, & Shen, 2002),
neuronas de la corteza (McCoy & Tansey, 2008)), cardiomiocitos, timocitos y
células madre mesenquimatosas humanas. Tras la union del ligando, el
receptor de TNF media la asociacion de algunas proteinas adaptadoras tales
como el receptor tipo 1 del factor de necrosis tumoral (TRADD) o el factor
asociado al TNF-B (TRAF2), que a su vez inician el reclutamiento de
transductores de sefial. La sefializacion del TNF-a induce la activacion de
muchos genes, controlados principalmente por dos vias distintas, la del NF-
kB y la cascada de las MAPK. La sefializacién del TNF-3 activa la via NF-k3
dependiente de fosfoinositol trifosfato (PI3) y la via Jun quinasa (JNK) que
conduce a la supervivencia celular (ver llustracion 5)(Kanehisa et al., 2017)
El TNF es un iniciador y regulador de la cascada pro-inflamatoria que
junto con el IFN-y estimula la produccién de IL-1, IL-6 e IL-8 entre otros, en
condiciones normales la via del TNF permanece casi inactiva, pero en
estados patoldgicos como la EA puede desencadenar dos tipos de respuesta:
en presencia de IFN -y el TNF activa la produccién de NO en los macrofagos,
mientras que, en ausencia de IFN-y estimula a los macréfagos y la

produccion de factores de crecimiento (R. T. Perry et al., 2001)
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TNF SIGNALING PATHWAY
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llustracion 5. Via de Sefializacion del Factor de Necrosis Tumoral. Fuente (Kanehisa et al.,
2017)

2.3.5. Via de sefalizacion de IL-17

La familia de la interleucina 17 (IL-17) es un subconjunto de seis citoquinas
que van de la IL-17A a la IL-17F, juegan un papel crucial tanto en las respuestas
inflamatorias agudas como crénicas. La IL-17A es caracteristica del subconjunto de
células T ayudadoras 17 (TH17), tiene papeles importantes en la proteccion frente
a patdégenos extracelulares, pero también promueve la patologia inflamatoria en la
enfermedad autoinmune, mientras que la IL-17F est& principalmente implicada en
los mecanismos de defensa de las mucosas; la IL-17E (también conocida como IL-
25) es un amplificador de respuestas inmunes de linfocitos T ayudadores; la IL-17C
tiene funciones bioldgicas similares a las de IL-17A mientras que las funciones de
IL-17B e IL-17D permanecen en gran medida evasivas. La familia IL-17 hace
sefalizacion a través de sus receptores correspondientes y activa vias
descendentes que incluyen los factores NF-kpB, MAPK y la proteina de unién al
enlace CCAAT beta (C/EBP) para inducir la expresion de péptidos antimicrobianos,

citoquinas y quimiocinas (ver llustracion 6). (Kanehisa et al., 2017).
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Bajo los dos primeros mecanismos, la IL-17 participa en la cascada de
sefalizacion de otras citoquinas, como es el caso de la IL-6 en astrocitos primarios,
la IL-17 tiene un efecto sinérgico con IL-6 para inducir la expresion de esta Ultima
de manera que estas células pueden servir como un blanco de células Th17 e IL-17
en el SNC a través de un mecanismo de realimentacion positiva (Ma et al., 2010).
Teniendo en cuenta que la IL-6 tiene actividad tanto inflamatoria como anti-
inflamatoria, el efecto de la IL-17 sobre ésta es significativo a la hora de generarse
una respuesta inmune inflamatoria.
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llustracion 6. Via de Sefializacion de la Interleucina 17. Fuente (Kanehisa et al., 2017)

2.3.6. Via de sefializacion de MAPK

La familia proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) es un
motivo altamente conservado que participa en varias funciones celulares, los
mamiferos expresan al menos cuatro grupos regulados de MAPK (Kanehisa et al.,
2017) que incluyen: las quinasas reguladas por sefial extracelular (ERK), las
proteinas activadas por mitdogeno p38 (p38-MAPK), las quinasas amino-terminales
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c-Jun (JNK) y las quinasas activadas por MAPK quinasa (ERK5). Cada via de
sefalizacion MAPK consta de al menos tres componentes, una MAPK quinasa
quinasa (MAP3K), una MAPK quinasa (MAP2K o MEK), y una MAPK (ver llustracién
7) Las vias MAPK son activadas por diversos estimulos extracelulares e
intracelulares que incluyen factores de crecimiento, citoquinas, hormonas y diversos
factores de estrés celular tales como el estrés oxidativo y el estrés del reticulo
endoplasmico. Estas vias de sefalizacion regulan una variedad de actividades
celulares incluyendo proliferacion, diferenciacion, supervivencia, muerte y migracion
celular. La desviacion del estricto control de las vias de sefalizacion MAPK ha sido
implicada en el desarrollo de muchas enfermedades humanas, incluyendo la EA, la
enfermedad de Parkinson (EP), la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y diversos
tipos de cénceres. La activacion persistente de las vias de sefializaciéon de JNK o
p38-MAPK se ha sugerido para mediar la apoptosis neuronal en EA, EP y ELA,
mientras que la via de sefalizacion de ERK desempefa un papel clave en varios
pasos de carcinogenia incluyendo proliferacion, migracion e invasion de células
cancerigenas (E. K. Kim & Choi, 2010)

La muerte celular por apoptosis es un evento caracteristico de las
enfermedades neurodegenerativas incluyendo la EA. La via de sefializaciéon de las
MAPK, especialmente p38-MAPK y JNK, media la transduccién de sefiales en la
apoptosis y puede desempefiar un papel clave en la neurodegeneracion (S. Wang
et al., 2014). La evidencia acumulada indica que la via p38-MAPK cumple varios
roles en la fisiopatologia de la EA, dentro de los eventos patolégicos en los que
participa se encuentran: la excitotoxicidad, la plasticidad sinaptica y la fosforilacion
de proteina Tau (Munoz & Ammit, 2010). Algunos efectos de la activacion microglial
en las neuronas parecen estar afectados por la activacién de proteinas p38-MAPK,
debido a que la microglia activada estimula la fosforilacion de la p38-MAPK en las
neuronas, asi mismo, la microglia activa sobre-expresa IL-1, citoquina que ha sido
asociada a la formacion de NFT, de manera que la microglia activada puede
contribuir a la patologia neurofibrilar en la EA a través de estos eventos y los

cambios resultantes en los elementos sindpticos y del citoesqueleto (Y. Li, Liu,
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Barger, & Griffin, 2003). Ademas, parece existir una fuerte correlacion entre los
niveles de p38-MAPK y JNK, el tiempo de evolucion y la severidad de la EA (S.
Wang et al., 2014) lo que sugiere que la alteracion periférica de estas dos quinasas
es mas una consecuencia de un mecanismo de la enfermedad por parte del SNC
en lugar de estar vinculados a mecanismos ocasionales. Estudios recientes también
han indicado que la desregulacion de p38MAPK y JNK esté implicada en los déficit
de memoria caracteristicos de la EA, asi mismo, modelos murinos reportan un rol
similar en la memoria para la via ERK, dado que, en presencia de taupatia y la
acumulacién de AB se desencadena un incremento de la actividad citosdlica de ERK
el cual se puede revertir mediante la administracion de un inhibidor de MEK, dando
como resultado la recuperacion significativa de la memoria a corto plazo (Feld et al.,
2014)

La via MAPK es importante en la produccion de factores inflamatorios
inducida por AB, por lo cual es un objetivo molecular viable como blanco terapéutico

para modificar los efectos de la EA 'y otros trastornos neurodegenerativos similares.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Disefo experimental y obtencién de la muestra

La presente investigacion estuvo enmarcada dentro de un enfoque empirico-
analitco con un alcance descriptivo e inferencial, con informacién
predominantemente cuantitativa. La poblacion objetivo estuvo constituida por
adultos mayores de 65 afios con diagndéstico comprobado de EA a través de la
clinica de memoria de la cuidad de Manizales; residentes en su mayoria de esta
misma ciudad.

La seleccion de la muestra fue intencional y estuvo conformada por dos grupos
de estudio: El grupo Caso constituido por 30 sujetos mayores de 65, de ambos
sexos, con diagnostico neuroldgico de EA comprobado por especialistas en clinica
de memoria. Y el grupo Control conformado por 160 individuos sanos.

Los criterios de inclusion para los casos de EA fueron: edad igual o mayor de 65
afos, firma del consentimiento informado para participar en el estudio por parte del
sujeto y un acudiente y cumplir con los criterios de diagndstico neuroldgico de
enfermedad de Alzheimer comprobado por especialista en clinica de memoria. Con
respecto a los controles, los criterios de inclusion fueron: ser mayor de 18 afios,
firma del consentimiento informado para participar en el estudio, ausencia de
enfermedad con deterioro cognitivo, enfermedad psiquiatrica, hipertensién arterial
(HTA) no controlada o enfermedad neuroldgica.

Los criterios de exclusidon incluian la presencia de patologia neurologica o
psiquiatrica que explicara los cambios cognitivos 0 comportamentales del paciente,
el abuso de sustancias psicoactivas y alcohol; la presencia de enfermedades
alérgicas, enfermedades inflamatorias sistémicas o condiciones médicas inestables.
El consumo de corticosteroides sistémicos, por lo menos un mes antes de la toma
de la muestra y la presencia de déficits auditivos o visuales severos.

Los participantes del estudio fueron sometidos a una entrevista de recogida de
datos, durante la cual les fue aplicado el cuestionario sociodemografico y de

antecedentes patologicos y el mini- examen del estado mental (MMSE) (Folstein,
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Folstein, & McHugh, 1975; Lasprilla & Rivera, 2015) y accedieron a firmar el
consentimiento informado para participar en el estudio aprobado por el comité de
ética de la UAM (Acta 047 de junio de 2015) (Anexo |). Ademas, les fue extraida
una muestra de 5 ml de sangre periférica en tubos Vacutainer® con EDTA (Becton,
Dickinson and company, EE.UU) siguiendo el protocolo para la toma de muestras
de sangre del laboratorio clinico de la UAM de acuerdo a las normas de

bioseguridad y lineamientos de la secretaria de salud de Manizales (Anexo Il)

3.2. Pasos metodoldégicos para dar cumplimento al primer objetivo
especifico: Establecer la prevalencia de los SNP en region promotora
de los genes TREM2, TOMMA40, IL17,IL10,TNF e IL8 asociados a
procesos inflamatorios en la EA, en la poblacién de estudio.

3.2.1. Aislamiento y cuantificacién de ADN

El ADN gendmico se extrajo a partir de 200 pl de sangre tratada con EDTA
utilizando el kit QlIAamp DNA mini (QIAGEN N.V, Alemania), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Posteriormente se midio la concentracion de ADN
usando un espectrofotometro Nanodrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Carlsbad,
CA), la integridad del ADN se calcul6 utilizando la relacién 260/280 nm (Anexo ll1);
luego, todas las muestras de ADN se almacenaron a -20 ° C hasta el analisis
posterior.
3.2.2. Genotipificacion de polimorfismos

La genotipificacion de los polimorfismos asociados a los genes de interés
TREM2 (rs75932628), TOMM40 (rs2075650), IL-17A (rs10484879, rs7747909,
rs2275913), IL-10 (rs1800896, rs1800872), TNF (rs1800610, rs1800629,
rs1800630, rs1799724) e IL-8 (rs4073) fue conducida mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) (Navarro et al., 2015)
utilizando TagMan Genotyping Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) en
el termociclador en tiempo real StepOnePlus Real -Time PCR System (Thermo
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Fisher Scientific, EE.UU). Adicionalmente se genotipificaron los SNP del gen APOE:
rs7412, rs429358, rs440446, dada su relacion comprobada con la EA.

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen final de 20 ul que
contenia 2uL de ADN gendmico, 1X TagMan Genotyping Master Mix y 1X Tagman
SNP Genotyping Assay Mix. En cada PCR se utilizaron dos controles positivos y
dos controles negativos para cada genotipo. Los experimentos se desarrollaron bajo
las siguientes condiciones: un calentamiento inicial de 60°C durante 30 segundos,
desnaturalizacion a 95°C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacion
gue consistieron en fases de 15 segundos a 95°C seguidos de un minutos a 60 °C.

Posteriormente, la curva especifica fluorescente para cada alelo y la
discriminacion alélica fueron visualizadas y analizadas mediante el software Allelic

discrimination (Applied Biosystems, Foster City,. California, EE. UU).

3.2.3. Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el software en linea SNPStats
(disponible en: http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats) . Se compararon las
distribuciones de genotipos y alelos. También fueron evaluados los Odds ratios (OR)
con intervalos de confianza del 95%, a los resultados les fue aplicada la correccion

de Bonferroni y la significancia estadistica se establecio en P <0,05.

3.3. Pasos metodolégicos para dar cumplimiento al segundo objetivo
especifico: determinar los perfiles de expresidén de genes de respuesta
inmune asociados a procesos inflamatorios en EA utilizando la

secuenciacion del transcriptoma humano.

Para dar cumplimiento a este objetivo, se seleccion6é una submuestra aleatoria
de 15 sujetos de investigacion (5 casos de EA y 10 controles) a los cuales se les
realizd secuenciacion del transcriptoma de un subconjunto de genes (RNA-seq)
para identificar genes y procesos biologicos asociados a la EA.
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Cabe aclarar que, los procedimientos de aislamiento y cuantificacion de ARN y
la preparacion de librerias y secuenciacion del amplicon se realizaron a través de
contratacion externa en el laboratorio Genetracer Biotech ubicadado en la ciudad
de Cantabria — Espafia.

3.3.1. Aislamiento y cuantificaciéon de ARN

La extraccion inicial de ARN total se realizé a partir de una muestra de sangre
periférica, utilizando el Tempus™ Spin RNA Isolation Kit (Ref. 4380204,
ThermoFisher Scientific, EE.UU.) siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Posteriormente, el ARN total obtenido fue cuantificado y valorado mediante el chip
de microfluidica Agilent RNA 6000 Pico (referencia 5067-1513) en el equipo
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, Calif.) siguiendo las

recomendaciones del fabricante (Anexo V).

3.3.2. Preparacion de las librerias y secuenciacién del amplicon

La secuenciacion del transcriptoma se llevé a cabo utilizando el panel de
genes lon AmpliSeq Transcriptome Human Gene Expression Kit (Thermo Fisher
Scientific, EE. UU) el cual permite la medicién simultanea de la expresion de mas
de 20.000 genes humanos en un solo ensayo (Pietrzak et al., 2016). A partir de 40
ng de ARN se prepararon las librerias del AmpliSeq Transcriptome Kit v2 (referencia
4475936, Thermo Fisher Scientific, EE. UU) en combinacién con los cédigos de
barras lon Xpress™ 01-16 Kit (4471250AB, Thermo Fisher Scientific, EE.UU)
siguiendo las especificaciones del fabricante. Consecutivamente, las librerias
resultantes fueron cuantificadas con el lon Library TagMan™ Quantification Kit (Ref.
4468802, Thermo Fisher Scientific, EE.UU) en un volumen final de 10ul. El mix de
reaccion consistid en una cierta concentracion de libreria de cada muestra mezclada
con las lon Spheres Particules (ISPs) y el resto de reactivos requeridos para la PCR
en emulsion. El enriqguecimiento de las ISPs portadoras de libreria y la posterior
carga del chip se desarrolld en el sistema automatizado lon Chef (Thermo Fisher
Scientific, EE.UU) empleando para ello el kit lon PI™ Hi-Q™ Chef Kit (referencia
A27198, Thermo Fisher Scientific, EE.UU) y un lon PI™ chips v3 (referencia
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A26771, Thermo Fisher Scientific, EE.UU). Luego, el chip cargado con las ISPs de
las 8 librerias en multiplex fue analizado en el secuenciador lon Proton (referencia
4476610, Thermo Fisher Scientific, EE.UU) y datos generados se analizaron
inicialmente con el software especifico de la plataforma Torrent Suite 5.0.2 (Thermo
Fisher Scientific, EE.UU) para generar la secuencia de las lecturas, eliminar los
codigos de barras y las lecturas de sefal baja. Con las lecturas resultantes (>80
millones de lecturas) se generaron los archivos FASTQ mediante el plugin
FileExporter 4.6.0.0 (Thermo Fisher Scientific, EE.UU).

3.3.3. Analisis bioinformético de las secuencias

Una vez obtenidos los datos de la secuenciacion se desarrollé un pipeline
bioinformético para el analisis de las secuencias AmpliSeq, el cual se plante6 en
cuatro fases 1) Fase de preprocesamiento, que consiste en un analisis y ajuste
de calidad utilizando la herramienta SAMStat v 1.5. 2) Mapeo sobre la anotacion
de referencia UCSC Hgl9 (TDB, 2014), mediante el lon Torrent Mapping
Alignment Program (TMAP) (Homer, 2011) 3) Estimacion de abundancias con
BEDTools v 2.26 mediante el llamado al comando multicov el cual informa el
recuento de alineaciones de varios archivos BAM ordenados por posicién e
indexados que se superponen a intervalos en un archivo BED. Especificamente,
para cada intervalo BED proporcionado, informa un recuento por separado de
alineaciones superpuestas de cada archivo BAM.(Quinlan, 2014; Quinlan & Hall,
2010). 4) Andlisis de expresion diferencial, a través del paquete DeSeq2 v.1.12.4
de R/Bioconductor (Anders & Huber, 2010; M. Love, Anders, & Huber, 2014; M.
I. Love, Huber, & Anders, 2014).

Los procedimientos bioinformaticos para las tres primeras fases del
pipeline se detallan en el Anexo V y los de la Gltima fase, de analisis de expresion
diferencial, se evidencian en el Anexo VI. A continuaciéon se describe la
metodologia para cada una de las fases del pipeline.

3.3.3.1. Analisis de calidad y pre procesamiento de los datos
Se genero6 un reporte de calidad de los datos de secuenciacion lon AmpliSeq

utilizando la herramienta SAMStat v1.5 (Lassmann, Hayashizaki, & Daub, 2010)
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(Anexo V). Adicionalmente, las lecturas de lon proton se mapearon sobre el genoma
humano de referencia UCSC Hg19 (TDB, 2014), utilizando el programa lon Torrent
Mapping Alignment Program (TMAP) (Homer, 2011) del plugin AmpliSeqRNA,
v4.2.lintegrado en el Torrent Suite Software (Life Technologies). Por la naturaleza
de las lecturas AmpliSeq (lecturas a partir de amplicones Unicos de 150 pb para
cada gen), TMAP es el programa esta optimizado para este tipo de datos e
implementa un enfoque de mapeo en dos etapas, usando cuatro algoritmos de
alineacion: BWA-short y BWA-long, SSAHA, y Super-maximal Exact Matching
(Pietrzak et al., 2016), seguido por el algoritmo Smith Waterman que se utiliza para
encontrar el mejor mapeo final (Smith & Waterman, 1981).

A partir de los archivos de alineamiento .bam generados por el mapeo de
lecturas, se utilizo el programa Bedtools para contar el nimero de lecturas obtenidas
para los amplicones de cDNA, que representan cada uno de los genes incluidos en
el panel AmpliSeq Human Gene Expression. Los recuentos resultantes representan
los niveles de expresion génica para 20812 genes (Osman, Hitzler, Ameur, &
Provost, 2015). Se obtuvo una matriz de conteos crudos de lecturas por gen, con la
cual primero se evalu6 el comportamiento de las muestras para identificar outliers y
ruido, previo a los analisis de expresién diferencial.

Para esto, se aplicé un andlisis de escalamiento multidimensional (MDS) con
el fin de evaluar la similitud entre muestras, especificamente entre condiciones y
entre réplicas. Adicionalmente, los conteos crudos fueron normalizados mediante
una transformaciéon logaritmica regularizada no supervisada (rlog) y luego se
calcularon las distancias Euclidianas entre muestras, con el fin de evidenciar la
similitud entre estas y verificar si el comportamiento se adaptaba a las expectativas
del disefio experimental. Las distancias Euclidianas fueron calculadas a partir de los
datos ajustados a un modelo Gaussiano, donde se asumio independencia entre las
muestras y los genes (Witten, 2011). Por ultimo, se implementd un analisis de
componentes principales PCA para explicar la disimilitud entre muestras basado en

la varianza (Holland, 2008)
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3.3.3.2. Exclusién de muestras atipicas

Una vez realizado el analisis exploratorio de los datos mediante los analisis
descritos anteriormente se identificaron muestras con comportamiento atipico, las
cuales fueron excluidas en los andlisis posteriores, bajo el criterio estadistico de la
similitud dada por las métricas de distancia. Una vez reajustado el conjunto de
muestras, se repitieron los analisis de MDS, similitud por distancia Euclidianay PCA
para validar la pertinencia de los ajustes realizados en relacion a la naturaleza del
estudio.
3.3.3.3. Andlisis de expresion de genes

Los andlisis de expresion diferencial para identificar los genes diferencialmente

expresados (DEG) entre los casos con EA y los controles se realizaron a partir de
la matriz de conteos crudos, usando la libreria DeSeq2 v.1.12.4 de R/Bioconductor
(Anders & Huber, 2010; M. Love et al., 2014; M. |. Love et al., 2014). El andlisis con
DESeq2 se realiz6 utilizando los parametros estandar del programa (Anexo VI),
filtrando genes con conteos menores a 1 para cualquiera de las muestras, lo cual
redujo el conjunto de genes de 20812 a 15577. Ademas, se aplicd un criterio de
minimo tres réplicas por condicion que soportaran un gen diferencialmente
expresado. Para la estimacion final de DEG significativos fueron calculados valores
de significancia ajustados (padj) y el procedimiento Benjamini - Hochberg fue
aplicado para estimar la tasa de descubrimiento falso (FDR). Finalmente, los DEG
significativos fueron seleccionados con base en umbrales del valor de significancia
padj <0.05, FDR<0.1y-0.521log2FC = 0.5.
3.3.4. Analisis de enriquecimiento funcional de DEG

Un analisis de enriquecimiento funcional basado en términos de ontologia de
genes fue efectuado sobre los ARN codificantes de proteinas que resultaron
diferencialmente expresados de manera significativa entre los sujetos con EA y los
controles, tomando como base los valores padj y Log2FC. Para la identificacion de
categorias funcionales enriquecidas entre los DEG fue utilizada la herramienta en
linea go enrichment del consorcio gene ontology (Ashburner et al., 2000;

Consortium, 2015). El andlisis fue efectuado para el subconjunto de genes sobre

52



expresados en el grupo casos respecto del grupo control, y posteriormente en el
subconjunto de genes sub expresados. Los analisis de enriquecimiento fueron
calculados para cada una de las ontologias disponibles: proceso bioldgico (BP),
funcion molecular (MF) y componente celular (CC), contra la base de datos de gene
ontology GO data set, se consideraron enriquecidos los términos para los cuales las
pruebas estadisticas arrojaron un valor de significancia con ajuste Bonferroni menor
al 0.05 (p-valor <0.05)

3.4. Pasos metodoldgicos para dar cumplimiento al tercer objetivo
especifico: relacionar la expresion del transcriptoma de los sujetos de
investigacion con la presencia de SNP de regién promotora de los
genes de respuesta inmune asociados a procesos inflamatorios en la
EA.

Dado que los genes reportados por el analisis de expresion diferencial no se
correspondieron con los genes candidatos propuestos para la genotipificaciéon de
SNP, el abordaje para dar cumplimiento al tercer objetivo especifico se centré en
realizar un andlisis de anotacion funcional de los genes diferencialmente
expresados y sus productos génicos e intentar establecer relaciones bioldgicas con
los genes genotipificados mediante RT-PCR y los productos génicos de estos, para
de esta forma intentar determinar el efecto de la presencia de los SNP candidatos
sobre la expresion de los DEG.

Primero, los DEG fueron mapeados sobre vias de sefalizacién y rutas
metabdlicas del humano, haciendo uso de la herramienta KEEG PATHWAY
MAPPER (Kanehisa et al., 2017; Kanehisa & Goto, 2000) Ya que los hallazgos con
esta herramienta fueron bastante amplios, se consideraron Unicamente los
hallazgos relacionados con procesos inmunes Yy/o inflamatorio, directamente
relacionados con la EA o donde participaba alguno de los genes candidatos
inicialmente propuestos para este trabajo. Posteriormente, fueron identificadas las
redes de interaccion proteina-proteina entre los productos de los DEG y los genes
evaluados mediante RT-PCR por medio de la base de datos STRING (Jensen et al.,
2008; Szklarczyk et al., 2014).
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

Este estudio buscaba contribuir a la identificacién de genes candidatos en la
patogénesis molecular de la EA relacionados con procesos inflamatorios. Para
cumplir con este fin, se llevo a cabo la secuenciacion del transcriptoma de 5 sujetos
diagnosticados con EA y 10 controles sanos residentes en la ciudad de Manizales,
utilizando el panel lon AmpliSeq Transcriptome Human Gene Expression de lon
Torrent, compuesto por 20.812 genes. Posteriormente, se identificaron los genes
diferencialmente expresados (DEG) con el paquete DeSeq2 de R/Bioconductor,
sobre los cuales se realizaron andlisis de enriquecimiento funcional por ontologias
de genes (GO) y de vias metabodlicas a través de KEGG. Adicionalmente, se
analizaron redes de interaccion proteina — proteina utilizando la base de datos
STRING. A partir de los andlisis se identificaron un total de 94 genes sobre
expresados y 147 sub expresados en los casos de EA con respecto a los controles.
Los genes sobre expresados se encontraron significativamente enriquecidos
(p<0,05) en procesos biolégicos asociados a vias de sefalizacién de citoquinas de
la familia interferon. Por su parte, los genes subexpresados presentaron
enriguecimiento significativo (p<0,05) para los procesos asociados al ciclo celular.
Dentro de las vias metabdlicas, en las cuales se mapearon los DEG, son de resaltar
las alteraciones en las vias de sefalizacion de: JAK/STAT, de quimiocinas, factor
de necrosis tumoral (TNF), la familia de interleucina 17 (IL-17), MAPK y la EA. EI
andlisis de interaccion proteina-proteina no mostré interacciones entre los
productos de los DEG y los productos de los genes candidatos evaluados por RT-
PCR.

Con respecto a la genotipificacion de SNP en los genes candidatos de
interés, los SNP rs7747909 y 10484879 de IL-17A, rs1000610 del TNF-a vy
rs2075650 de TOMMA40 fueron identificados como factor de riesgo para la EA. Asi
mismo fueron identificados dos haplotipos: un haplotipo de riesgo para el gen IL-17
en la combinacién “TAA” para los alelos de rs10484879, rs7747909 y rs2275913,
respectivamente. También se identifico un haplotipo protector para el gen TNF-a en
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la combinaciéon “GCCG” para los alelos de rs1799724, rs1800610, rs1800629 y
rs1800630, respectivamente.
A continuacion se detallan los resultados obtenidos para cada uno de los

objetivos especificos planteados.

4.1. Prevalencia de los SNP en regién promotora de los genes TREM2,
TOMMA40, IL17,IL10,TNF, IL8 y APOE asociados a procesos
inflamatorios en la EA
En el presente estudio fueron genotipificados 15 SNP incluidos en 7 genes

de interés: TOMMA40, IL-17, IL-10, TNF, IL8 y APOE, en sujetos con EA y controles
sanos. La distribucién de los alelos y los genotipos de los 15 SNP evaluados puede
ser consultada en el Anexo VII, a continuacion en la Tabla 1 se presenta la
distribucion de genotipos Unicamente para aquellos SNP que resultaron asociados
significativamente como factor de riesgo para la EA.

Se encontré tendencia a la asociacion con EA en 5 de los 15 SNP evaluados,
que correspondieron a los polimorfismos rs1800610 del gen TNF-a (OR:15.44,
IC:2.03-117.4, P:0,0005), rs10484879 (OR:4.24, IC:1.77-10.11, P:0.0001) vy
rs7747909 (OR:4.86, IC:1.61-14.67, P:0,0016) ambos del gen IL-17; el rs429358 (
OR:3.721C:1.47-9.40, P:0.0065) del gen APOE y finalmente el rs2075650 (OR:2.38,
IC:1.04-5.45, P:0.0309) del gen TOMMA40.

De estos, los dos ultimos han sido reportados como factor de riesgo para la
EA en multiples estudios realizados en otras poblaciones tanto colombianas como
extranjeras, mas los tres primeros no han sido asociados de manera contundente
con la EA, sin embargo, fueron tenidos en cuenta para esta investigacion dado que
se encuentran vinculados a la respuesta inflamatoria asumida como hipétesis para
esta investigacion y han sido vinculados a otras patologias de similares
caracteristicas proinflamatorias a la EA. Para los demas SNP no se encontraron

asociaciones significativas con la EA.
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Tabla 1.Frecuencias genotipicas de SNP identificados como factor de riesgo parala EA en la

muestra de estudio

Simbolo  NUmerors Genotipos de casos Genotipos de controles Valor OR(95% Alelo
del gen P IC) asociado
TNF rs1800610 GG GA AA GG GA AA 0.0005 15.44 A
(1.2%) 2 21 65 46 47
(8.3%) (87.5%) (41.1%) (29.1%) (29.8%) (2.03 -
117.4)
IL17 rs10484879 GG GT TT GG GT TT 0.0001 4.24 T
10 7 9 106 37 14
(38.5%) (26.9%) (34.6%) (67.5%) (23.6%) (8.9%) (2.77-
10.11)
IL17 rs7747909 GG GA AA GG GA AA 0.0016 4.86 A
4 13 10 77 33 48
(14.8%) (48.1%) (37%) (48.7%) (20.9%) (30.4%) (1.61-
14.67)
APOE rs429358 TT TC CcC TT TC CcC 0.0065 3.72 C
14 10 0 120 31 7
(58.3%) (41.7)  (0%)  (76%) (19.6)  (4.4%) (1.47-
9.40)
TOMM40 rs2075650 AA AG GG AA AG GG 0.0309 2.38 G
12 12 3 105 42 12
(44.4%) (44.4%) (11.1%) (66%) (26.4%) (7.5%) (;'j;')'

Los OR para el SNP rs2075650 de TOMMA40 significativos fueron comparados con

diversos reportes disponibles en reportes de meta analisis consignados en la base

de datos Alzgene (http://www.alzgene.org/), estos son reportes tanto de GWAS

como de estudios caso-control en otras poblaciones y se muestran en la Tabla 2. A

partir de estas comparaciones se evidencia una similitud entre los valores de OR

reportados por otros estudios para el SNP rs2075650 de TOMMA40 y el reportado en

esta tesis. Las diferencias estan dadas quizas por la variabilidad en el origen

ancestral de los individuos evaluados, el disefio experimental y la metodologia
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usada en cada estudio, variables que pueden afectar de manera representativa los

resultados de los estudios de asociacion genética.

Para los demas SNP significativos no se encontraron reportes en esta base

de datos, por lo tanto no fue posible hacer comparaciones extensas con reportes de

otras investigaciones.

contra el OR obtenido en el estudio

Tabla 2. Comparativo entre los OR de otros estudios de caso control reportados en literatura

Simbolo del } . » OR (95%IC) Otros OR (95%IC)
NUumero rs Referencia Poblacion ) ) )
gen estudios Estudio Propio
Alemana (C) 2.31(1.91-2.78)
(Harold et al., Inglesa (C) 2.48 (2.27-2.70)
2009) .
Estadounidense
2.68 (2.36- 2.09)
©
(Carrasquillo et
al., 2009) Caucasica 2.93 (2.41-2.51)
(Stage 1)
(Carrasquillo et
al., 2009) Caucasica 3.79 (3.26-4.41)
TOMMA40 rs2075650 (Stage 1) 2.38 (1.05-5.45)
Ortega-Rojas, )
Colombiana 3.52 (2.12-5.84)
2012
Ortega Rojas et )
Colombiana 4.20 (2.73-6.48)
al, 2016
(Bagnoli et al., )
Italiana 2.13(1.48-2.07)
2013)
(Naj et al., Estadounidense
2.96 (2.50-3.50)
2010) (Stage 1)
(Naj et al., Estadounidense
5.72 (3.63-9.02)
2010) (Stage 1)

De los 5 marcadores identificados con tendencia como factor de riesgo para

la EA en esta investigacion, no se cuenta con gran cantidad de reportes en

poblacion colombiana, que permitan un acercamiento a la prevalencia de estos en
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la poblacidn, existen apenas algunos reportes sobre la distribucion de los SNP de
los genes APOE y TOMM40 en poblacion colombiana, y para los demas SNP no se
encontraron reportes de literatura que describan su participacion en la EA, ni en
sujetos colombianos ni tampoco en poblaciones de otras regiones. Por lo tanto,
hasta donde es de conocimiento, esta es la primera vez que se reporta una posible
tendencia al riesgo de EA en los marcadores rs7747909 y rs10484879 del gen IL-
17 y el rs1800610 del TNF-a.

Respecto a las asociaciones, de manera consistente con los hallazgos de
otras investigaciones, se encontré una asociacion entre la EA y la presencia del
SNP rs429358 de APOE, este polimorfismo junto con el rs7412 son los
diferenciadores de isoformas APOE que pueden ser principalmente de tres tipos: €2
(cys112, cys158), €3 (cys112, arg158), y €4 (arg112, arg158).

Varias investigaciones han reportado que el gen TOMM40 esta en
desequilibrio de ligamiento con APOE, por lo cual ha recibido creciente atencion
como un gen promisorio en la EA. TOMMA40 también afecta las areas cerebrales
vulnerables en la EA, por medio de procesos apoptéticos descendentes que
combaten la agregacién de AR extracelular (Ferencz et al., 2012). Dentro de sus
variantes polimoérficas ha sido de gran interés el rs2075650 que se encuentra dentro
del intron 2 y aguas arriba de APOE, por lo cual, al estar en desequilibrio de
ligamiento con éste Ultimo podria modular los niveles de expresion de APOE
(Bekris, Galloway, Montine, Schellenberg, & Yu, 2010). El rs2075650 ha sido
descrito como parte de un haplotipo que puede modular la expresién no sélo de
TOMMA40, sino también de genes cercanos, como APOE y APOC1 y también esta
relacionado con la cantidad de proteina Tau total, AR y APOE-e4 en el liquido
cefalorraquideo (S. Kim et al., 2011)

El rs2075650 ha sido identificado como factor incremental del riesgo de EA
en en poblacion europea, coreana, estadounidense y colombiana como se
menciono previamente, sin embargo también existen algunos estudios que reportan
no identificar asociaciones de riego significativas (He et al., 2016), por lo tanto, los

hallazgos reportados en esta investigacién son consistentes con los reportados por
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otros estudios, especialmente en relacion con los OR de investigaciones en
poblacidon extranjera; de manera interesante, las mayores diferencias con el valor
OR se presentaron con los dos estudios de asociacién de este gen reportados en
poblacion colombiana (Ortega-Rojas et al., 2016); a pesar de compartir
caracteristicas de mestizaje estas diferencias se pueden deber al hecho de que la
muestra utilizada en esta investigacion es mas pequefia que la de otros reportes en
colombianos, pero se mantiene la tendencia al riesgo, con lo que se hace necesario
replicar analisis de este tipo en muestras de mayor tamano.

Por su parte gen IL-17A fue seleccionado como un candidato para la EA
teniendo en cuenta su importante rol dentro de los mecanismos inflamatorios, el gen
IL-17A codifica para una proteina pro inflamatoria producida por linfocitos T activos,
que tiene como rol, entre otros, regular las actividades del factor de transcripcién
NF-kB y las proteinas MAPK. Asi mismo, estimula la expresién de otras citoquinas
y la produccion de especies reactivas; los niveles altos de esta citoquina se han
asociado con diversas enfermedades, entre ellas la EA (Zhang et al., 2013; Zheng
et al., 2016).

Los SNP de IL-17A rs7747909 y 10484879 han sido asociados con
susceptibilidad a diversas enfermedades, como artritis reumatoide, psoriasis,
degeneracion macular, cancer y neoplasias entre otros. (Batalla Cebey, 2015;
Nordang et al., 2009; Popp et al., 2014; Valdés Gallego, 2015). Sin embargo, no se
encontraron evidencias en la literatura cientifica de haber sido estudiados con
respecto a la EA. En esta investigacion, los resultados muestran una tendencia al
riesgo para ambos polimorfismos en EA, ademas, para el rs7747909 se presento
una variacion en la distribucion del genotipo entre los casos, siendo el genotipo
homocigoto para el alelo ancestral de baja tenencia en los casos, lo que sugiere la
presencia del alelo T como de tendencia al riesgo, pero, en los controles el alelo
poco comun T se presentd en la mitad de los sujetos, por lo tanto es necesario
desarrollar estudios que permitan comprender el rol de estos SNP en la EA y hacer
seguimiento a través del tiempo a los controles evaluados para determinar el efecto

fenotipico a largo plazo de este alelo.
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El rs1800610 (+488 G/A) estéa localizado en el intrén 1 del gen TNF-a, hasta
el momento el impacto del alelo A en la transcripcién y expresion del TNF-a es
desconocido. Se ha especulado que este SNP estd asociado con una alta
produccion de TNF-a (Mullighan, Fanning, Chapel, & Welsh, 1997) y ha sido
asociado a enfermedad granulomatosa, esquizofrenia, algunos tipos de cancer y
depresion (Boutboul et al., 2016; Deshpande et al., 2017; Doong et al., 2015). Con
respecto a la EA no se ha encontrado literatura que sugiera asociacion entre la EA
y el SNP mencionado, de manera que, esta es al parecer, la primera vez que se
reporta una asociacion entre el rs1800610 y la EA. Para la muestra analizada, el
polimorfismo se presentd en la gran mayoria de los casos especialmente en
configuracion homocigota, en contraste esta misma configuracion se presento solo
en alrededor del 30% de los sujetos.

Es de aclarar que los hallazgos previamente mencionados deben ser
interpretados con cautela dado el reducido tamafio muestral, es por esto que los
hallazgos se reportan Unicamente como tendencias y no como asociaciones
demostradas, pues es necesario replicar el estudio en mayor cantidad de sujetos
para evaluar si el comportamiento de estos SNP se mantiene, asi como también,
implementar protocolos experimentales para evaluar el papel de estos SNP dentro
de procesos biolégicos in vivo.

Posterior al célculo de las frecuencias genotipicas se realiz6 un analisis de
haplotipos para los SNP evaluados. Los haplotipos son entendidos como una
combinacion de un set de alelos que se encuentra en sitios cercanos dentro del
cromosoma, es decir que se encuentran en desequilibrio de ligamiento (LD),
heredandose juntos con mas frecuencia de lo esperado por el azar (Ortega Rojas,
2012).

En el presente estudio se identificaron dos haplotipos de interés para los SNP
del gen IL-17Ay para los SNP del TNF-a.

El haplotipo conformado por los SNP evaluados en IL-17A “TAA” incrementa
el riesgo (OR:45.2 1C:45.26,46.08 F:0.212) y el haplotipo “CGGC” que contiene los
alelos para los SNP de TNF-a resulta protector (OR:0.08 1C:0.01,0.63 F:0.234) (ver
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Tabla 3) esto podria indicar un efecto sinérgico entre estos SNP para conferir riesgo
en el caso de IL-17 o proteccion en el caso de TNF-a a la EA.

Para el haplotipo de IL-17 la combinacion “TAA” contiene el alelo de riesgo
para el rs7747909, mientras que los otros dos alelos son ancestrales, que no
representan riesgo, lo que sugiere que el peso que aporta el rs7747909 al riesgo es
significativo. Para el haplotipo de TNF-a la combinacién “GCCG” contiene todos los

alelos ancestrales comunes, por lo cual tiene una tendencia a la proteccion.

Tabla 3. Haplotipos significativos para los SNP evaluados en la muestra

Simbolo del gen Haplotipo Frecuencia OR (95% IC)
IL-17 rs10484879 - rs7747909 - rs2275913 0.212 45.2 (45.26 — 46.08)
TAA
TNF-a rs1799724 - rs1800610 - rs1800629 -rs1800630 0.234 0,08 (0,01 -0,63)
CGGC

4.2. Perfiles de expresion de genes de respuesta inmune asociados a
procesos inflamatorios en EA
4.2.1. Seleccion de muestras, extraccion y valoracion del ARN
Para determinar el perfil de expresibn en genes asociados a respuesta
inflamatoria se secuencio el transcriptoma de 15 muestras como se describié en la
seccion de materiales y métodos. El proceso de secuenciacion fue realizado a partir
de ARN extraido de una muestra de sangre periférica, en el Anexo IV se muestran
los parametros obtenidos tras el proceso de aislamiento y valoracion del ARN total
de las muestras. En general la concentraciéon de ARN obtenida fue suficiente para
los propésitos del analisis, o que indica que el proceso de extraccion del ARN total
y purificacion fue optimo. No obstante se observd que algunas muestras sufrieron
degradacion. Sin embargo, teniendo en consideracion que el tiempo de

conservacion de las muestras superd en 5 dias al recomendado, puesto que se
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presentaron algunos inconvenientes en el transporte de las muestras hasta el
laboratorio de secuenciacion, la calidad final del ARN fue mejor de lo esperado.
Del proceso de secuenciacion se obtuvieron un promedio de 12,3 millones
de lecturas por muestra, de las cuales mas del 94,7% mapearon sobre diana y
permitieron analizar mas del 58,32% de las dianas (ver Tabla 4). Este ultimo dato
depende de la expresion de los genes en el momento en el cual se obtiene la
muestra, ya que nunca se expresan el 100% de los genes en cada célula. Es de
subrayar que si se compara la muestra que tiene menos lecturas mapeadas (P6
con 9.484.350 lecturas y 57,20% de dianas analizadas) con la muestra que tiene
mas lecturas (F9 con 17.475.956 y 61,18% de dianas analizadas) se observa que
hay menos de un 4% de diferencia en las dianas analizadas. Lo cual permite intuir
que se pudo analizar practicamente el total de genes expresados en las muestras
ya que aun doblando la profundidad en el niumero de lecturas, Unicamente se

observé un incremento de las dianas analizadas inferior al 4%.

Tabla 4. Cantidad de lecturas obtenidas para cada muestra en el proceso de secuenciacion

Barcode Name Muestra Lecturas Lecturas vélidas Dianas detectadas
lonXpress_001 C1 13,697,308 94.52% 58.35%
lonXpress_002 C3 13,159,912 95.36% 57.77%
lonXpress_003 C4 9,787,184 94.65% 56.60%
lonXpress_004 P5 9,775,742 94.19% 56.75%
lonXpress_005 C5 14,796,446 95.08% 59.40%
lonXpress_006 F5 10,827,796 94.66% 57.66%
lonXpress_007 P6 9,484,350 95.18% 57.20%
lonXpress_008 C6 10,318,061 94.90% 59.04%
lonXpress_009 F6 13,853,045 94.63% 59.93%
lonXpress_010 P8 12,691,041 94.60% 58.78%
lonXpress_011 F8 12,225,057 94.48% 57.27%
lonXpress_012 P9 11,699,109 94.32% 57.71%
lonXpress_013 F9 17,475,956 94.63% 61.18%
lonXpress_014 P10 14,386,189 95.06% 59.60%
lonXpress_015 F10 11,745,144 94.30% 57.65%
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http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-110-CHEF_IATHGEP_Sample_1_121_143/plugin_out/ampliSeqRNA_out.250/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-110-CHEF_IATHGEP_Sample_1_121_143/plugin_out/ampliSeqRNA_out.250/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-110-CHEF_IATHGEP_Sample_1_121_143/plugin_out/ampliSeqRNA_out.250/IonXpress_001/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-110-CHEF_IATHGEP_Sample_1_121_143/plugin_out/ampliSeqRNA_out.250/IonXpress_002/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-110-CHEF_IATHGEP_Sample_1_121_143/plugin_out/ampliSeqRNA_out.250/IonXpress_003/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-110-CHEF_IATHGEP_Sample_1_121_143/plugin_out/ampliSeqRNA_out.250/IonXpress_004/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-110-CHEF_IATHGEP_Sample_1_121_143/plugin_out/ampliSeqRNA_out.250/IonXpress_005/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-110-CHEF_IATHGEP_Sample_1_121_143/plugin_out/ampliSeqRNA_out.250/IonXpress_006/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-110-CHEF_IATHGEP_Sample_1_121_143/plugin_out/ampliSeqRNA_out.250/IonXpress_007/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-110-CHEF_IATHGEP_Sample_1_121_143/plugin_out/ampliSeqRNA_out.250/IonXpress_008/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-111-CHEF_IATHGEP_Sample_2_122_145/plugin_out/ampliSeqRNA_out.252/IonXpress_009/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-111-CHEF_IATHGEP_Sample_2_122_145/plugin_out/ampliSeqRNA_out.252/IonXpress_010/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-111-CHEF_IATHGEP_Sample_2_122_145/plugin_out/ampliSeqRNA_out.252/IonXpress_011/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-111-CHEF_IATHGEP_Sample_2_122_145/plugin_out/ampliSeqRNA_out.252/IonXpress_012/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-111-CHEF_IATHGEP_Sample_2_122_145/plugin_out/ampliSeqRNA_out.252/IonXpress_013/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-111-CHEF_IATHGEP_Sample_2_122_145/plugin_out/ampliSeqRNA_out.252/IonXpress_014/ampliSeqRNA.html
http://192.168.1.102/output/Home/Auto_user_genetracer-111-CHEF_IATHGEP_Sample_2_122_145/plugin_out/ampliSeqRNA_out.252/IonXpress_015/ampliSeqRNA.html

4.2.2. Preprocesamiento y analisis de calidad de las secuencias

Al evaluar la calidad de las secuencias se observé que en promedio el 90%
de las secuencias reportd un valor de calidad MAPQ > 30. Posteriormente, se
efectu6 el mapeo de los genes sobre la anotacion de referencia, un promedio de
97% de las lecturas de cada muestra mape6 sobre el genoma de referencia. Luego,
se construyo la matriz de conteos para el conjunto de datos.

Previamente a aplicar el andlisis de expresion diferencial sobre el conjunto
de datos, se indag6 sobre el comportamiento de las muestras a través de un analisis
de escalamiento multidimensional (MDS) con el fin de conocer la similitud entre
muestras y realizar ajustes al disefio experimental de acuerdo a la naturaleza de los
datos, los resultados del andlisis MDS se pueden evidenciar en la jError! No se e
ncuentra el origen de la referencia., se observa que no existe separabilidad entre
los grupos de estudio, con el fin de verificar si este fendmeno es debido a la
naturaleza de los datos o a posibles artefactos se desarrollé un analisis exploratorio
de los datos el cual permitié esclarecer que el comportamiento de algunas muestras

no se ajustaba al disefio experimental propuesto.

MDS Plot for Count Data
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llustracion 8. Analisis MDS para esclarecer el comportamiento de las 15 muestras
secuenciadas basado en los conteos crudos
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4.2.3. Analisis exploratorio y ajuste del conjunto de datos

El andlisis exploratorio de los conteos crudos se formuld en cuatro pasos:
prefiltrado, trasformacion de conteos, célculo de distancias entre muestras a partir
de conteos normalizados, y analisis de componentes principales (PCA), como se
describe a continuacion:
4.2.3.1. Prefiltrado

Se hizo una reduccion de la matriz de conteos inicial a partir de la eliminacion
de informaciéon nula mediante la regla de filtrado minima: la eliminacion de filas sin
conteos o con solo un conteo a lo largo de las muestras, de esta manera, el conjunto
de datos inicial se redujo de 20812 genes a 15577 genes, lo que indica que en un
total de 5.235 genes no se presentaron conteos o estos fueron irregulares a lo largo
de las 15 muestras.
4.2.3.2. Transformacion de los conteos crudos

Con el fin de evaluar la similitud global entre las muestras se aplicé a los
datos una normalizacion mediante una transformacion logaritmica regularizada no
supervisada (rlog) (M. I. Love et al., 2014)para posteriormente, establecer la
cercania entre las muestras independiente de los efectos técnicos de la
secuenciacion como la profundidad o tamafio de librerias que podria variar entre las
muestras.
4.2.3.3. Distancia Euclidiana entre muestras

Para evaluar la similitud entre muestras se efectu6 el célculo de distancias
Euclidianas entre muestras a partir de los datos ajustados a un modelo Gaussiano,
donde las muestras y los genes se asumieron independientes (Witten, 2011) . Se
evidenci6 que, no obstante habiendo normalizando los datos no existe separabilidad
evidente entre los grupos de estudio ( ver llustracibn 9) propuestos para la

investigacién, el agrupamiento es cadtico.
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llustracion 9. Agrupamiento basado en las distancias Euclidianas

4.2.3.4. Andlisis de componente principales (PCA)

Como segunda medida para corroborar el comportamiento de los grupos de
estudio se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA), método que utiliza
la proyeccién en dos dimensiones para explicar la disimilitud entre muestras basado
en la varianza (Bro & Smilde, 2014; Wold, Esbensen, & Geladi, 1987). Para este
caso, las dos primeras componentes principales explican el 40% de la variabilidad
entre las muestras, en la llustracién 10 se puede observar que no hay separabilidad
entre los grupos de estudio. Asi mismo, se observan algunas muestras con

comportamiento atipico (outliers)
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llustracion 10. PCA para conteos normalizados

4.2.3.5. Exclusion de muestras

Una vez realizado el andlisis exploratorio de las secuencias se identificaron
muestras atipicas que no fueron tenidas en cuenta para los andlisis posteriores, ya
gue por su comportamiento irregular no se ajustan al disefio experimental de la
investigacion. Las muestras excluidas fueron: C1, C6, C8, C10, C11, P5y P8. Una
vez reajustado el conjunto de datos, se repitieron los analisis exploratorios con el fin
de verificar el efecto de los ajustes realizados.
4.2.3.6. Prefiltrado y transformacion de los conteos en la muestra reducida

Una vez eliminadas las muestras atipicas se obtuvo una nueva matriz de
conteos de 20812 genes y 8 muestras. Al igual que con el conjunto de datos original
se eliminaron los genes con conteos de cero, esta vez se mantuvieron dnicamente
aquellos genes que tenian al menos una lectura por millén en al menos tres de las
ocho muestras, de esta forma el nimero de genes se redujo de 20812 a 13227.
Posteriormente se aplic6 una transformacion logaritmica regularizada no
supervisada (rlog) (M. I. Love et al., 2014) con el fin de normalizar el conjunto de
datos el cual fue el conjunto de datos definitivo con el cual se efectuaron los analisis

en adelante descritos.
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4.2.3.7. Distancias Euclidianas en la muestra reducida

Se realizo el calculo de las distancias Euclidianas al conjunto de datos
reducido, hubo una mayor tendencia a la separacion de muestras de acuerdo a sus
similitudes, con la eliminacion de muestras atipicas fue posible establecer

separabilidad entre los grupos del experimento (ver llustracion 11).
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10
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— ] - CA-Contral

llustracion 11. Agrupamiento basado en las distancias Euclidianas posterior a la exclusién de

muestras atipicas

4.2.3.8. Andlisis de componentes principales (PCA) en la muestra reducida

Al aplicar nuevamente el andlisis de componentes principales (PCA) al
conjunto de muestras ajustado se encontré que las dos primeras componentes
explican el 52% de la variabilidad en el conjunto de datos. En la llustracién 12 se

puede observar que hay separabilidad entre los grupos caso y control.
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llustracion 12. PCA para conteos normalizados posterior a la exclusién de muestras atipicas

4.2.4. Analisis de expresion de genes
Se efectudé sobre las muestras conservadas el andlisis de expresion

diferencial mediante la libreria DeSeg2 de R/bioconductor. Para el analisis de
expresion diferencial se contd con un total de 13227 genes, una vez realizado el
analisis 30 genes fueron reportados como outliers (0,23%) y un total de 245 genes
se encontraron diferencialmente expresados, de los cuales 95 genes resultaron
sobre expresados (0,72%), y los 150 genes restantes subexpresados (1,1%)
considerando un valor FDR<0,1, p<0,05y LOG2FC > 0.5y < -0,5.

Dentro de la tabla de resultados del analisis de expresion diferencial se
reporta el valor LOG2FC, que hace referencia a la estimacion de cuanto la expresion
del gen difiere en los casos de Alzheimer en comparacion con las muestras control.
Este valor se indica en una escala logaritmica en base 2: por ejemplo, un valor
LOG2FC e de 1,5 significa que la expresién del gen se incrementa por un factor
multiplicativo de 25 = 2,82 es decir, el gen tuvo un incremento en la expresion de
casi tres veces el nivel de referencia, cuando el valor LOG2FC es negativo indica
un decremento de la expresion (M. I. Love et al., 2014). Dentro de los genes

identificados como diferencialmente expresados los valores de LOG2FC varian en
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los genes sobre expresados en un rango de 0,52 a 1,50 y en los genes
subexpresados este rango varia entre -0,51 y -1,36 (Anexo VIII).

A continuacion se observa el MA-Plot (ver llustracién 13) el cual provee una
vision general muy util para experimentos donde se realizan comparaciones entre
dos grupos (R. Dudoit et al. 2002). La gréafica presenta una comparativa entre los
conteos normalizados para cada gen y el cambio en la expresién dado por LOG2FC;
cada gen es representado con un punto y aquellos con un valor de significancia
ajustada, menor al umbral (FDR<0,1) se muestran en rojo.
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llustracion 13. MA-PLOT de los genes diferencialmente expresados (padj<0,05 y FDR<0,1)

4.2.5. Anélisis de enriquecimiento funcional de DEG
4.2.5.1. Andlisis GO para genes sobre-expresados

Al realizar el analisis para el subconjunto de 94 genes sobre expresados, 90
de estos fueron mapeados sobre el listado de referencia para términos GO. Para la
ontologia proceso bioldgico se encontraron asociaciones significativas (p<0,05)
para la via de sefalizacion y la respuesta mediada por la familia interferon (tanto
interferén tipo 1 como interferén tipo 2, estos procesos se encontraron sobre
representados (ver jError! No se encuentra el origen de la referencia. e jError! No se
encuentra el origen de la referencia.), lo que significa que hay una proporcién mayor
a la esperada, de genes implicados en estos proceso bioldgico, dado que el nivel

de esta sobre representacion fue estadisticamente significativo, se considera que
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estos resultados no son aleatorio y es potencialmente interesante estudiar su
relacion con la EA.

Con respecto a los hallazgos en mencion, es de resaltar que la familia de
interferones fue descubierta hace méas de cincuenta afos e inicialmente fue
conocida por su habilidad para crear resistencia viral en las células. De acuerdo a
este criterio, fueron clasificados inicialmente en dos tipos: la familia INF-1
compuesta por las formas &cido-estables IFN-a e IFN-B y la familia INF-2 con la
forma &cido-labil IFN-y (Farrar & Schreiber, 1993). En afios recientes, un tercer tipo
de IFN ha sido descrito, el IFN-9, originalmente llamado IL-28a/b e IL-29 (De Weerd
& Nguyen, 2012).

En el ser humano el principal productor de INF-1 son las células dendriticas,
aunque también es producido por la microglia en condiciones neuropatolégicas
como la EA (Paul, Ricour, Sommereyns, Sorgeloos, & Michiels, 2007) mientras que
INF-2 es producido predominantemente por células T activadas y células asesinas
naturales (Hashioka et al., 2009), y en el cerebro puede ser expresado por
astrocitos, neuronas y microglia (Mastrangelo, Sudol, Narrow, & Bowers, 2009) e
INF-3 por células dendriticas plasmocitoides, no obstante, estudios in vitro han
demostrado que casi cualquier célula es capaz de producir INF-3 (Coccia et al.,
2004)

Las estimulacion neuronal cronica a través de INF-1 puede desencadenar
respuestas neurotoxicas y generar lesiones (Paul et al., 2007), de manera clasica
se asocia la sobreproduccion de INF-1 en el cerebro con la aparicion de efectos
adversos neuroldgicos y neuropsiquiatricos (Raison, Demetrashvili, Capuron, &
Miller, 2005), lo cual podria explicar en parte los cambios cognitivos y
comportamentales manifiestos en la EA. Modelos in vitro en ratones transgénicos
APP/PSEN1 han demostrado la contribucion de la sefalizaciéon de INF-1 en la
respuesta inflamatoria a AB, dado que, se ha encontrado que la expresion de INF-a
en cerebros de raton APP/PSEN1 puede incrementar hasta el doble que en los
controles (Taylor et al., 2014), otros estudios in vitro en neuronas primarias han

demostrado que la expresion de INF-1 inducida por AB precede a las de otras
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citoquinas clasicas como IL-1B e IL-6 (Kawai & Akira, 2006). En contraste, la
inhibicion de la expresion del receptor 1 de INF-1 proporciona proteccion contra la
toxicidad derivada de AB (Taylor et al., 2014).

INF-y también puede desencadenar una respuesta citotoxica en el cerebro,
niveles altos de esta citoquina repercuten sobre la activacion de los astrocitos,
quienes inducen neurotoxicidad y muerte celular, evidencias experimentales han
demostrado que la estimulacion con INF-y incrementa mas de cuatro veces el
porcentaje de muerte celular ya que los astrocitos incrementan su neurotoxicidad y
por lo tanto su potencia para matar tejido neuronal (Hashioka et al., 2009), por otra
parte, el INF-y es un activador de la via JAK/STAT que modula la transcripcién de
diferentes factores inflamatorios (Platanias, 2005; Shuai & Liu, 2003), por lo que el
efecto neurotdxico de los astrocitos derivado del INF-y puede ser revertido mediante
el uso de inhibidores de la via JAK/STAT (Hashioka et al., 2009), lo que convierte
esta Ultima en un potencial blanco terapéutico contra la EA y otras enfermedades
neurodegenerativas relacionadas.

El INF-y también tiene efecto sobre la microglia, estimulando la liberacion de
radicales toxicos de oxigeno que generar un estado de estrés celular (Klegeris,
Bissonnette, & McGeer, 2005; Klegeris & McGeer, 2003) aunque vale aclarar que
estas manifestaciones adversas son mas leves que en los astrocitos, los hallazgos
de este proyecto concuerdan con esta premisa ya que se identificaron enriquecidos
los procesos asociados a INF-y y la respuesta a estrés celular, que son mecanismos
interconectados.

Modelos murinos experimentales han evidenciado un aumento significativo
en la expresion de INF-y en condiciones amiloidogénicas, que ademas incrementa
en funcion de la edad (Abbas et al., 2002),a su vez la proteina AR exacerba de
manera significativa la expresion de INF-y de manera que es un sistema de
regulacion bidireccional, sin embargo, de manera sorpresiva INF-y tiene un efecto
protector o supresor sobre p-tau (Mastrangelo et al., 2009)

En ratones transgénicos J20 que presentan déficit temprano de memoria y

acumulacién progresiva AB, se ha presentado una alta expresion de los genes de
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INF-1 a lo largo de toda la vida, mientras que se ha presentado una alta expresion
de los genes de INF-2 Unicamente en edad temprana (3 meses), junto con un
marcado deterioro de la memoria y el aumento de la activacion glial (D& Mesquita
et al., 2015)

De manera conjunta, estos hallazgos sugieren una posible interaccion entre

la respuesta de INF-1 e INF-2 en la modulacién del deterioro cognitivo en la EA.

Tabla 5.Terminos enriquecidos para la ontologia "procesos biolégicos" en genes sobre-expresados

Término GO Frecuencia Frecuencia Tipo de Fold P valor
de Observada enriguecimiento enrichment
Referencia
Via de 71 7 + 22,23 0,000307

sefializacion

mediada por INF-

Y

Respuesta celular 125 8 + 14,43 0,000848

a INF-y
Respuesta a INF-y 147 8 + 12,27 0,00287
Respuesta al 3246 32 + 2,36 0,00461

estrés
Via de 63 6 + 21,48 0,00367

sefializacién de

INF-1
Respuesta celular 63 6 + 21,48 0,00367

a INF-1
Respuesta a INF-1 67 6 + 20,19 0,00524

Convenciones: (+) sobrerepresentacion, (-) subrepresentacion

Para las ontologias componente celular y funcibn molecular no se
encontraron hallazgos significativos de interés para ser discutidos en la presente

investigacién, sin embargo los demas hallazgos pueden verse en el Anexo IX.
4.2.5.2. Andlisis GO para genes sub-expresados
El andlisis para los 147 genes sub expresados arrojo mapeos de 142 genes

sobre los términos de ontologia disponibles, la correccién Bonferroni fue aplicada.

72



Se presentaron asociaciones significativas (p<0,05) para la ontologia “Proceso
bioldgico” en relacion a los procesos asociados al ciclo celular (ver Tabla 6)

La muerte neuronal es un proceso que puede ser fisioldgico o patoldgico, la
apoptosis y la necrosis son dos mecanismos que participan en este proceso. Sin
embargo, en los trastornos neurodegenerativos, algunas neuronas escapan a estos
tipos de muerte y agonizan en un proceso denominado degeneracion neurofibrilar
que se caracteriza por la agregacion anormal a nivel intracelular de proteinas Tau
hiperfosforilada (Hamdane et al.,, 2003), dicha degeneracion neurofibrilar
desencadena lo que se conoce como taupatia (ver llustracion 14) Las Taupatias
son un grupo de enfermedades neurodegenerativas progresivas caracterizadas por
la presencia de depdsitos filamentosos de microtubulos asociados a tau en las
neuronas afectadas o la glia, el ejemplo clasico de taupatia es la EA (Tatebayashi
et al., 2006).
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llustracion 14.Mecanismos de muerte celular, la via inferior muestra un proceso normal de
muerte por necrosis/apoptosis, la via superior una muerte por neurodegeneracion. Disefio y

diagramacion: Melissa Zuluaga.

Diferentes evidencias han vinculado la agregacion de proteinas Tau

anormalmente fosforiladas que forma filamentos con la reactivacion del ciclo celular,
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lo que sugiere que la disfuncidon mitética puede ser importante en la patogénesis de
la EA.

El ciclo celular se divide en cuatro momentos: la fase G1 donde se da un
proceso de crecimiento celular con sintesis de proteinas y acido ribonucleico (ARN)
para metabolismo. La fase S, en la cual se da la replicacion del acido
desoxirribonucleico (ADN), la fase G2, que es el segundo momento de crecimiento
celular en el que se continua la sintesis de proteinas y ARN para el proceso de
mitosis, finalmente en la fase M ocurre la division celular con los procesos de
mitosis, meiosis y citocinesis. Cuando una célula se encuentra en estado de reposo
en el que no ocurre replicacion o division celular, es decir, es una fase posmitética
y se denomina dicho estado como fase GO (Karp, 2009)

En el cerebro adulto, las neuronas se encuentran en fase GO, estas no se
dividen y estan plenamente diferenciadas. Por lo tanto, la re-expresiéon de proteinas
de ciclo celular se considera un fenémeno patoldgico, sin embargo, cabe sefalar
que la re-expresion de los marcadores G1/S se correlaciona con la apoptosis en
muchos tejidos incluyendo las neuronas, asi que, normalmente las células que
pasan del estado GO a un estado activo G1/S detienen el ciclo celular una vez ocurre
la apoptosis o la rediferenciacion (ver llustracion 15), pero en la EA se ha
identificado expresion de marcadores tanto G1/S como G2/M en neuronas que han
sufrido degeneracion neurofibrilar lo que sugiere que la desregulacién de los genes
involucrados en G1/S y G2/M permite a la neurona escapar de la apoptosis y

experimentar procesos degenerativos (Hamdane et al., 2003)
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llustracion 15. Reactivacion de las fases G1/S del ciclo celular para activacion de

apoptosis.Disefio y diagramacién: Melissa Zuluaga.

Una asociacion directa entre la fase M y la fosforilacion anormal de Tau fue
documentada por un estudio utilizando ovocitos de Xenopus laevis, cuya
maduracion es caracterizada por dos procesos denominados meiosis | y meiosis |l,
durante esta ultima se observd inmunoreactividad de la proteina Tau, tal y como
sucede en la EA, debido a que la meiosis Il se considera como una fase similar a la
mitosis, los hallazgos fueron corroborados utilizando células de neuroblastoma en
las que se identifico fosforilacién de la proteina Tau en células mitéticas debido al
desajuste de reguladores del ciclo celular y quinasas mitéticas (Delobel et al., 2002).

Multiples estudios, tanto en modelos murinos como en tejido humano
postmortem, han demostrado que dentro de los reguladores de ciclo celular y
guinasas mitoticas que coexpresan las neuronas que contienen NFT se encuentran
la APP (Lopez-Sanchez, Milller, & Frade, 2005), ciclinas (Busser, Geldmacher, &
Herrup, 1998), fosfoepitopos mitéticos (Kondratick & Vandré, 1996; Pope et al.,
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1994), histonas fosforiladas (Ogawa et al., 2003) y quinasas dependientes de ciclina
(Harris et al., 2000; Knecht et al., 1999; Tatebayashi et al., 2006; Tokumitsu et al.,
1999). A pesar de que las evidencias apuntan a que estas manifestaciones se dan
en condiciones patoldgicas neurodegenerativas, existe la hipétesis adicional de que
pueden deberse a un proceso regenerativo, sin embargo, dado que aun no se ha
demostrado plenamente que las neuronas de cerebro adulto tengan esta capacidad,
la expresion de la proteina del ciclo celular en neuronas maduras es considerada
como una respuesta mal adaptativa de las células "atoradas" en un ciclo que no
pueden completar y que termina por llevarlas a la muerte (Kuhn, Cooper-Kuhn,
Boekhoorn, & Lucassen, 2007).

Para las ontologias “funcién molecular” y “componente celular” no se
encontraron hallazgos significativos de interés para la investigacion y por lo tanto no
se reportan en la presente discusion. Sin embargo, los hallazgos en ambas
ontologia pueden consultarse en el

Anexo X.

Tabla 6.Terminos enriquecidos para la ontologia "procesos biolégicos" en genes sub-

expresados
Término GO Frecuencia Frecuencia Tipo de Fold P valor
de Observada enriquecimiento enrichment
Referencia

Proceso mitotico 766 21 + 3,97 0,000703
del ciclo celular

Ciclo de células 794 21 + 3,83 0,00127

mitoticas
Proceso del ciclo 1091 24 + 3,18 0,00428
celular
Regulacidn del 1003 23 + 3,32 0,00375

ciclo celular

Convenciones: (+) sobre representacion, (-) sub representacion
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4.3. Relacion entre los SNP de region promotora de los genes TREM2,
TOMMA40, IL17,IL10,TNF e IL8 y los perfiles de expresion de genes de
respuesta inmune asociados a procesos inflamatorios en EA
Dado que no se cumplié la hipétesis de correspondencia entre los genes

diferencialmente expresados y los genes candidatos propuestos para la
genotipificacion de SNP, el abordaje para dar cumplimiento al tercer objetivo
especifico se centrd en realizar un analisis funcional entre los genes evaluados
mediante genotipificacion y los DEG identificados mediante secuenciacion de
transcriptoma para identificar asociaciones entre ambos grupos de genes y sus
productos proteicos; y por otra parte, identificar el efecto de la presencia de los SNP
candidatos sobre dichos productos génicos y los procesos en los que se encuentran
involucrados.

Los genes diferencialmente expresados fueron mapeados sobre vias de
sefalizacion y rutas metabdlicas del humano, haciendo uso de la herramienta en
linea KEEG PATHWAY MAPPER; ya que los hallazgos con esta herramienta fueron
bastante amplios, se consideraron Unicamente los hallazgos relacionados con
procesos inflamatorios, con la EA o en los que patrticiparan los genes candidatos,
asi, al focalizar el analisis se procedid con la ultima etapa donde se tomaron los
DEG involucrados en las vias de sefializacion de interés, y se construyeron redes
de asociacién funcional de los productos proteicos de dichos genes, utilizando la
base de datos STRING, con el objetivo de establecer interacciones entre las
proteinas codificadas por los DEG y las proteinas de los genes candidatos
propuestos inicialmente para esta investigacién. A continuacion, se presentan los
resultados para cada una de las etapas del analisis.

4.3.1. Vias de sefializacion
El conjunto de 241 DEG fue analizado contra la base de datos de vias de

sefalizacion y rutas metabdlicas del humano ( org - hsa) de la herramienta KEEG

mapper. Es de anotar que uUnicamente 101 de estos genes se encuentran

registrados en la base de datos del KEEG mapper por lo que los resultados a

continuacion corresponden al mapeo sobre estos. Fueron identificadas 187 vias de
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sefalizacion en las que participa al menos uno de estos genes. Sin embargo, el
reporte de resultados a continuacion se limitara a aquellas vias de sefializacién de

interés de la investigacion donde interactian una mayor cantidad de DEG.

4.3.1.1. Viade sefnalizacion JAK/STAT

La via de sefalizacion JAK/STAT es un importante regulador pleiotrépico que
activa factores de transcripcion para la produccién de diferentes citoquinas y
factores de crecimiento (Kanehisa et al., 2017; H.-C. Lee, Tan, Cheah, & Ling,
2016). En esta investigacion, se encontraron sobre expresados cuatro de los genes
gue participan en esta via de sefializacion los cuales corresponden a dos miembros
de la familia de proteinas STAT (isoformas STAT1y STAT2), el gen JAK2 y el IL3RA
(subunidad a del receptor de IL-3) que es uno de los receptores de citoquinas que
pueden formar complejos con JAK2 (ver llustracion 16).

Estudios bioguimicos de la funcion de JAK2 han establecido su participacion
en la sefializacion de diferentes citoquinas en las que se incluyen la familia de
receptores de IL-3 (Schindler & Strehlow, 1999). JAK2 tiene un rol critico en la
transduccion de sefales de IL-3 ya que en ausencia de este no existen precursores
hematopoyéticos adicionales de respuesta a IL-3 (Kisseleva, Bhattacharya,
Braunstein, & Schindler, 2002). Por su parte, la familia del receptor de IL-3 incluye
receptores para IL-3, IL-5 y factores estimulantes de colonias de granulocitos y
monocitos (GM-CSF), estos receptores se componen de una cadena a especifica
para cada citoquina y una cadena B comun que es compartida entre estas
citoquinas. Cada una de estas citoquinas contribuyen a la diferenciacion y funcién
de subpoblaciones de leucocitos y tienen importancia clinica en la inmunidad y en
la fisiopatologia de un espectro de enfermedades inmunoldgicas tan diversas como
la alergia y el asma, la proteinosis alveolar pulmonar, algunas enfermedades
neurodegenerativas, y neoplasias (Shearer, Rosenwasser, Bochner, Martinez-
Moczygemba, & Huston, 2003).

La subunidad alfa del receptor de IL-3 (IL-3Ra) existe como una molécula

transmembrana con un dominio citoplasmatico que contiene los motivos
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conservados necesarios para el inicio de la sefializacion (Nicola, 1994). IL-3, ejerce
sus respuestas bioldgicas vinculando sus receptores cognatos en la membrana de
las células blanco, la union especifica del ligando con la cadena a conduce a la
activacion de la cadena B, que culmina con el inicio de la transduccién de sefiales,
gue es el mecanismo que finalmente reprograma rapidamente la expresion génica
de la célula diana para alterar su comportamiento (Kisseleva et al., 2002).Hasta el
momento se han descrito tres vias de sefializacion principales para la IL-3: la via
JAK/STAT, la via MAPK vy la via PI3K. Cabe mencionar que en esta investigacion
se encontraron diferencialmente expresados genes que activan a las dos primeras.

IL-3 juega un papel importante en el crecimiento y la diferenciacion celular
(Mufioz et al., 2001; Nicola, 1994) y su patron de respuesta corresponde a la
expresion celular de IL-3Ra (Shearer et al., 2003) Curiosamente, la interrupcién del
gen IL-3 o el gen IL-3Ra no produce alteracion de hematopoyesis basal.

Estudios en ratas sugieren que la IL-3 tiene un potencial rol en los procesos
inflamatorios en el SNC, dado que la microglia puede producir y responden a IL-3,
ademas la expresion de la cadena B en el cerebro esta restringida a las células
microgliales (Appel, Buttini, Sauter, & Gebicke-Haerter, 1995; Araujo & Lapchak,
1994; T. T. Lee, Martin, & Merrill, 1993) lo que sugiere que la IL-3 podria funcionar
en un ciclo de retroalimentacién autocrino (Appel et al., 1995).Un estudio in vitro en
el que células microgliales fueron estimuladas con IL-3 arrojé como resultado la
formacion y proliferacién de células gigantes polinucleadas (T. T. Lee et al., 1993),
lo que sugiere que IL-3 podria mediar la microgliosis y neurodegeneracion en la EA.
Asi mismo, el aumento de la expresion de IL-3Ra esta asociado con tumorgenésis.

Con respecto a los miembros de la familia STAT que se encontraron sobre
expresados en esta via: STAT1y STAT2, es de mencionar que, su descubrimiento
se debe al desarrollo reciente de investigaciones en torno a la familia INF, tanto
STAT1 como STATZ2 transducen sefiales predominantemente de INF-I e INF-II
(Kisseleva et al., 2002),

Por todo lo anterior, se puede inferir que la alteracion en la via JAK/STAT
debida a la sobre expresion de los genes STAT1, STAT2, JAK2 e IL3R deriva de

79



dos mecanismos diferentes, uno bien definido dado por la desregulacion de JAK2 e
IL3R que podria derivar en la alteracion de la produccion de la citoquina IL-3 y por
lo tanto en la aparicion de microgliosis reactiva y posterior neurodegeneracion en el
cerebro, tan caracteristicos de la EA y, por otro lado, la desregulacion de STAT1y
STAT2 que junto con JAK2 estan implicados en la activacion de la transcripcion de
multiples citoquinas de la familia INF, citoquinas tipo gp130 y algunos miembros de
la familia IL-2, que pueden desencadenar una respuesta pro inflamatoria crénica,

alteraciones en la regulacion del ciclo celular y la apoptosis.
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llustracion 16. Via de sefializacion JAK/STAT. En color rosa se identifican los genes

involucrados en esta via que se encuentran sobre expresados.

4.3.1.2.

Las quimiocinas pertenecen a una familia de citocinas que se expande

Via de sefializacion de las quimiocinas

rapidamente, cuya funcién principal es el control del correcto posicionamiento de las
células en los tejidos y el reclutamiento de leucocitos en el sitio de la inflamacion.
Hasta el momento, se ha evidenciado inmunoreactividad para una amplia cantidad
de quimiocinas (incluida IL-8, IP-10, MIP-lp, MIPa y MCP-1) y receptores de
guimiocinas (que incluyen CXCRZ, CXCR3, CXCR4, CCRS, CCR5) en células
residentes del SNC. La sobre expresion de algunas quimiocinas y receptores se ha
asociado con los cambios patolégicos de la EA (Xia & Hyman, 1999), entre otras
cosas, dado que las quimiocinas secretadas por células microliales, astrocitos y

neuronas pueden inducir la sintesis de ciertas proteinas de fase aguda incluida la
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APP. Asi mismo, AB induce la expresion de diferentes moléculas inflamatorias en
cultivos de microglia y astrocitos (Blasko et al., 2000; Streit, Conde, & Harrison,
2001)

En esta investigacion se identificaron 6 genes diferencialmente expresados
en la via de sefalizacion de las quimiocinas (ver llustracion 17), estos genes
corresponden a JAK2, STAT1, STAT2. Dada la relacion directa de esta via con la
via JAK/STAT, los tres genes se encontraron sobre expresados. También hubo
sobre expresion de los genes del receptor de la proteina quimioatrayente de
monocitos 1 (CCR2) y de la fosfolipasa C -2 (PLCB2), y sub expresion del gen de
la proteina basica de plaquetas (PPBP).

CCR2 es un receptor de quimiocinas expresado en microglia, que media la
acumulacion de fagocitos mononucleares en el sitio de la inflamacién. Para esta
investigacion el gen se encontré sobre expresado, lo cual es opuesto a lo reportado
en modelos murinos que han demostrado en el cerebro de ratones transgénicos
con EA se presenta una deficiencia de CCR2 que acelera la progresion de la
neurodegeneracion en estos ratones mediante la acumulacion temprana de A,
gue conlleva a deterioro de la memoria y muerte prematura (El Khoury et al., 2007;
Naert & Rivest, 2011, 2012). Por lo tanto, CCR2 es considerado protector en las
primeras etapas de la EA, al mediar la limpieza de acumulos de AR por el
reclutamiento de microglia fagocitica (El Khoury et al., 2007).

La contrariedad en los hallazgos reportados en modelos murinos contra lo
agui reportado puede deberse entre otras cosas, a las variaciones en la expresion
de CCR2 entre especies, en los ratones la expresion de CCR2 se presenta de
manera homologa como en humanos, cuando se trata de monocitos y entre el 2%
y 15% de células T, pero en otras células como los linfocitos asesinos naturales la
expresion basal del gen en ratones difiere de la de humanos (Mack et al., 2001) y
teniendo en cuenta que para el desarrollo de esta investigacion se utiliz6 sangre
periférica como tejido de muestra, es posible que se den sesgos asociados a los

diferentes tipos celulares, es por esto que se requiere corroborar los hallazgos aqui
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descritos mediante su replicacion con el fin de robustecer los hallazgos en humanos
y determinar las verdaderas diferencias con respecto a otros animales.

La Fosfolipasa C (PLC) es una enzima que cataliza la hidrélisis de
fosfoinositidos para generar diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3), los cuales
sirven como mensajeros intracelulares para la activacion de proteina quinasa C
(PKC) y la movilizacion intracelular de iones de calcio (Ca2+), respectivamente
(Berridge & Irvine, 1984; Pacheco & Jope, 1996; Rhee, Suh, Ryu, & Lee, 1989). Ha
habido cada vez mas evidencia que sugiere que la via de transduccion de sefiales
de la fosfolipasa C es anormal en la EA (De Sarno, Bijur, Lu, Davis, & Jope, 2000;
Degos et al.,, 2013; Shun Shimohama, Fujimoto, Taniguchi, & Kimura, 1992; S
Shimohama et al.,, 1991; S Shimohama et al., 1995; Young, Talbot, Gao,
Trojanowski, & Wolf, 1999)

Multiples abordajes experimentales han reportado niveles de concentracion
y actividad de diferentes isoenzimas de la familia PLC anormales en la EA. Estudios
en cerebro post mortem de sujetos con EA y controles han evidenciado un
incremento en la concentracién de la isoenzima PLC-0 en la region citosolica del
tejido cortical en cerebros con EA, en contraste, se han cuantificado bajas
concentraciones de PLC-6 y PLC-y en la region membranosa del tejido cortical de
cerebros con EA, mientras que en la corteza frontal no se han identificado niveles
alterados de PLC-y (Young et al., 1999); en esta misma region cerebral se han
encontrado concentraciones reducidas de PLC-3 (Young et al., 1999) mientras que
modelos en cultivos celulares no reportan diferencias sustanciales en la
concentracion de PLC-B entre casos de EA y controles (De Sarno et al., 2000) lo
que sugiere una participacion diferencial de las isoenzimas de PLC en la EA (S
Shimohama et al., 1995), que ademas podria ser dependiente de la region cerebral
afectada.

Experimentos in vivo en ratones P5 e in vitro en neuronas humanas
expuestos a excitotoxicidad han mostrado una sobre expresion del gen codificante
de PLC-B, comportamiento que es consistente con el hallazgo de la presente

investigacion donde PLCB2 se encuentra sobre expresado. Dicha expresion
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diferencial conlleva al aumento de la liberacion intracelular de Ca2+ que
eventualmente conduce a la muerte celular y al incremento en el estrés oxidativo
por la produccion de NO y ROS (Degos et al., 2013)

El gen PPBP codifica para el precursor de la proteina basica plaquetaria
(PBP) que pertenece a la familia de las quimiocinas CXC y se conoce como una
proteina granular de plaquetas (Brandt, Ludwig, Petersen, & Flad, 2000; Brown,
Joseph, Sawant, & Rajarathnam, 2017), las plaquetas contribuyen a la inflamacién
y cooperan con las células inmunes en una magnitud de respuestas inmunes e
inflamatorias, aunque la respuesta inflamatoria ha sido reconocida como un
mecanismo critico en enfermedades neuronales incluida la EA, la participacion de
las plaquetas en estas enfermedades ha sido poco investigada hasta ahora.
Estudios emergentes, describen una asociacion interesante entre las plaquetas y la
neuroinflamacion. por ejemplo, cuando la integridad de la barrera hematoencefalica
(BHE) se ve comprometida, las plaguetas pueden ser relevantes para la inflamacién
endotelial, asi como para el reclutamiento y activacion de células inflamatorias, por
lo tanto, pueden potencialmente contribuir a la patogénesis de las demencias.
(Langer & Chavakis, 2013)

El hecho de que las plaquetas contienen cantidades sustanciales de APP se
ha traducido en la hipétesis de que las plaquetas contribuyen a la EA (Catricala,
Torti, & Ricevuti, 2012). Las plaquetas activas pueden mediar el procesamiento de
la APP, el AB y su liberacién (Skovronsky, Lee, & Pratico, 2001), lo que puede
promover la formacion de placas amiloides alrededor de la vasculatura (Catricala et
al., 2012; Skovronsky et al., 2001)

En el presente estudio el gen PPBP resulté sub expresado en los caso de
EA. Inicialmente se creia que la expresibn de PPBP era especifica de
megacariocitos y plaguetas, sin embargo, posteriormente se logrd establecer que
ademas se encuentran en fagocitos mononucleares (El-Gedaily, Schoedon,
Schneemann, & Schaffner, 2004), dadas estas circunstancias los estudios de
expresion del PPBP han sido pocos dada la dificultad para estudiar a los

megacariocitos (Brandt et al., 2000), pero el descubrimiento de la actividad de este
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gen en los fagocitos mononucleares permitio ampliar el paradigma; aunque no se
encontraron reportes de estudios de la expresion del PPBC en EA, hay evidencia
de la expresion constitutiva y regulada de este en monocitos, los cuales afirman que
en estimulacion con INF-y se presenta sub expresion del PPBP, dichos hallazgos
fueron corroborados mediante técnicas moleculares in vivo (ElI-Gedalily et al., 2004).
Lo antes mencionado podria explicar el comportamiento del gen en la muestra
analizada en este estudio, ya que, como se discutié anteriormente en los resultados
del segundo objetivo especifico hay una participacion importante de la familia INF
mediada por la expresion diferencial de algunos de los genes evaluados mediante
secuenciacion del transcriptoma en sujetos con EA. Teniendo en cuenta lo anterior,
es importante continuar con el estudio del gen PPBP y su posible asociacion con la
familia INF ya que tiene una potencial participacion dentro de la fisiopatologia de la
enfermedad, y podria contribuir a comprender mejor los procesos patoldgicos de la

misma.
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llustracion 17.Via de sefializaciéon de las quimiocinas. En color rosa se identifican los genes
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genes sub expresados
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4.3.1.3. Via de sefalizacion de la Enfermedad de Alzheimer

Como se describio previamente en la seccion de antecedentes, a lo largo de
los afios, a partir de un sinnimero de estudios ha sido posible proponer una via de
sefializacion especifica para la EA asociada a un trastorno hereditario autosémico
dominante, comunmente conocida como EA de inicio temprano o EA de tipo familiar,
gque se caracteriza por mutaciones en genes especificos, procesos
neurodegenerativos y deterioro cognitivo. Por otra parte, existe la EA de inicio tardio,
la cual no tiene un patrén hereditario bien definido pero que comparte caracteristicas
fisiopatoldgicas y clinicas con la EA temprana. El abordaje de esta investigacion
estuvo centrado en la EA de inicio tardio, pero dado que esta comparte con la EA
temprana las manifestaciones histopatoldgicas y el riesgo asociado a APOE entre
otros, la via especifica para la EA de inicio temprano fue tomada en cuenta para el
desarrollo de los andlisis, con el fin de establecer aspectos comunes entre ambos
subtipos. En este estudio se encontré sobre expresion del gen PLCB2, previamente
descrito en la via de sefializacién de las quimiocinas. Por otra parte, los genes
caracteristicos de la EA de inicio temprano: APP, APOE, PSEN1 y PSEN2 no
evidencian expresion diferencial entre casos y controles (ver llustracién 18), lo que
sugiere que, efectivamente los casos de EA elegidos para analizar en el presente

estudio corresponden a la forma de inicio tardio.
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llustracion 18. Via de sefializacion de la Enfermedad de Alzheimer. En color rosa se identifica

el gen de lafosfolipasa C-B2 (PLCB2) el cual se encuentra sobre expresado en los casos. En color rojo

se representan los genes caracteristicos de la EA temprana.

PLCB2, como se menciond previamente, esta involucrado en los fendmenos

de muerte celular, el incremento en el estrés oxidativo que conlleva a la disfuncion
mitocondrial (Degos et al., 2013) y de manera indirecta, dado su efecto catalitico

gue conduce a la produccion de IP3 que activa a la PK3, tiene efectos sobre la

regulacion de la cascada de las quinasas a nivel cerebral, especificamente la via de

las MAPK, cuyo rol en la EA se describe posteriormente en esta investigacion.
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4.3.1.4. Via de sefalizacion de las MAPK

La cascada de proteina quinasa activada por mitogenos (MAPK) es un
mobdulo altamente conservado que participa en varias funciones celulares,
incluyendo la proliferacion, diferenciacion y migracién celular (Kanehisa et al.,
2017). Como se menciono en la seccidn de antecedentes, en mamiferos existen
cuatro subgrupos de MAPK: ERK, p38-MAPK, JNK y ERKS5. En el actual estudio,
dos genes que participan de la cascada MAPK resultaron diferencialmente
expresados: TAK1 y NLK, ambos hacen parte del subtipo de quinasas JNK y
codifican para la proteina quinasa activada por TGF-B; y la quinasa tipo nemo,
respectivamente

En la presente investigacion se encontrd6 que TAK1 estuvo sub expresado
mientras que NLK estuvo sobre expresado (ver llustracion 19) en los casos de EA
en comparacion con los controles.

No se encontraron evidencias en literatura que permitan vislumbrar el peso
especifico de la expresion de los genes TAK1 y NLK sobre la via de sefializacion de
MAPK en EA, sin embargo, existe evidencia de la expresion total de quinasas JNK
a partir de la cual se pueden establecer inferencias respecto a la expresion de TAK1
y NLK.

Se cree que el estrés oxidativo es un factor de riesgo clave en la desarrollo
de la EA, tal estrés es a menudo desencadenado por ROS que son activadores
tipicos de las vias de sefalizacion JNK y p38-MAPK en EA (Tabner et al., 2005;
Zhu, Lee, Raina, Perry, & Smith, 2002)

Estudios en tejido cerebral post mortem, sangre periférica y modelos
celulares concuerdan en que durante la EA, especialmente en estadios tempranos,
se presenta un aumento significativo de la expresién de los genes asociados al
subtipo de quinasas JNK; cuando los productos proteicos de éstos son fosforilados
pueden contribuir a la formacion de NFT y, de esta manera, contribuir a la
neurodegeneracion de la EA (Pearson, Byrne, MacGibbon, Faull, & Dragunow,
2006; Sun, Liu, Nguyen, & Bing, 2003; S. Wang et al., 2014). También, se ha

reportado que las quinasas JNK forman complejos de sefializacion en el cerebro de
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ratones APP transgénicos, e induce la apoptosis neuronal (Galvan et al., 2007;
Marques et al., 2003; Puig et al., 2004)

A pesar de que los hallazgos reportados por otros estudios son valiosos para
comprender el rol de la expresion diferencial de subtipos de MAPK, la evidencia no
es suficiente para poder hacer inferencias a la luz de los hallazgos particulares en
TAK1 y NLK en esta investigacion, ya que no se encontraron reportes que
especifiquen el nivel de expresion génica de cada una de estas quinasas sino la
expresion total del subtipo; ademas, la metodologia de la mayoria de estos estudios
aborda la expresion desde la cuantificacion de proteina total presente en el tejido y
no desde los transcritos del gen, por lo tanto, las inferencias alrededor de este tipo
de hallazgos deben ser cautelosas, pues muchas veces el nivel de expresion de un
gen no es equivalente a la cantidad de proteina sintetizada (McAdams & Arkin,
1997). De tal forma, se hace necesario ampliar los estudios alrededor de las
quinasas especificas de cada subtipo a la luz de la actividad transcripcional para

determinar su rol en la EA.
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expresado en los casos de Alzheimer.
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4.3.1.5. Vias de sefializacion de TNF e IL-17

A pesar de que para estas vias apenas se identifico un DEG en esta
investigacién, este modesto hallazgo se reporta a continuacion dado que, tanto IL-
17 como TNF hacian parte de los genes candidatos para EA propuestos inicialmente
y evaluados por RT-PCR.

Para esta investigacion se propuso la hipotesis de que la presencia de SNP
en los genes candidatos tenia un efecto directo sobre la expresion de los mismos,
sin embargo, esta premisa no se pudo corroborar dado que, no hubo concordancia
entre los DEG y los genes cuyos SNP fueron evaluados, por lo tanto, los hallazgos
se han limitado a identificar DEG que al menos se encuentren involucrados en las
vias de sefalizacion de los genes candidatos, de manera que al menos de forma
indirecta sea posible identificar tendencia a la interaccion entre los genes de ambos
planteamientos.

Para ambas vias se presentd subexpresion de TAK1 (ver llustracion 20 e
llustracion 21), un componte de la via MAPK, previamente descrito en la subseccion
de discusion de resultados de la misma.

El gen TAK1 esta implicado en la sefializacion de la citoquina pro inflamatoria
TNF-a, dado que esta ultima junto con la IL-1B son activadores de la via de
sefalizacion JNK que hace parte de la cascada MAPK (E. K. Kim & Choi, 2010).

La sefalizacion del TNF-a es controlada principalmente por dos vias
distintas, la NF-kB y la cascada de las MAPK (G. Chen & Goeddel, 2002). TAK1
tiene su rol en la sefalizacion de TNF-a a través de la activacion de factores de
transcripcion que inducen mecanismos de muerte/supervivencia celular.

La actividad de TAK1 es fundamental para la sefializacién de TNF ya que
activa una serie de quinasas que desencadenan en la activacion de la via INK (G.
Chen & Goeddel, 2002), que, como se mencionod previamente esta implicada en el
deterioro de la memoria, el tiempo de evolucién y la severidad de la EA (T. Wang,
2015). Sin embargo, aun no se conoce el mecanismo por el cual TAK1 es reclutada
dentro de la via de sefalizacion del TNF-a y activada dentro del complejo del

receptor en respuesta a TNF-a (G. Chen & Goeddel, 2002). Sin embargo, pareciera
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ser que el gen TAK1 tiene potencial como biomarcador dentro de la EA por lo que
se recomienda indagar mas a fondo sobre este gen, especialmente mediante

aproximaciones experimentales que permitan esclarecer su comportamiento in vivo.
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llustracion 20.Via de sefalizacion del factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-A) en marco celeste

se representa el gen TAKL1 el cual se encuentra subexpresado en los casos de EA

En el caso de la via de sefializacion de 1L-17, TAK1 es un activador de la via
de sefalizacion del factor de transcripcion NF-kB que activa la transcripcion de
diferentes moléculas inflamatorias varias de las cuales parecen estar involucradas
en la EA.

La IL-17 tiene un rol sinérgico al de la IL-18 y al TNF-a en lo referente a la
activacion de la produccién de moléculas inflamatorias. La activacion de la via de
sefalizacion del NF-kB es dependiente de la fosforilacién y la degradaciéon de los
inhibidores de kB (IkB) a través de las quinasas de IkB (IKK), pero, para que este
proceso se pueda dar es necesaria la intervencion de TAK1l como quinasa
intermedia. En ausencia de actividad NF-kp, la susceptibilidad celular a la apoptosis
incrementa (G. Chen & Goeddel, 2002), de manera que, podria esperarse que Si

hay una subexpresion del gen TAK1 en los casos de EA en comparacion con los
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controles, habra una menor activacion de IKK y por lo tanto menor actividad de NF-
kB lo que contribuiria a la muerte celular por apoptosis, y si ademas se tiene en
cuenta que en la EA parece haber una desregulacion del ciclo celular que lleva a
las células a trascender de un estado apoptético a uno neurodegenerativo, la
afectacion en la expresion de este gen también podria estar relacionada con la
hiperfosforilacion de proteinas en la EA.

Es de aclarar, que el anterior planteamiento se propone a la luz de las
evidencias tedricas y experimentales que hay en torno a la fisiopatologia y los
procesos inmunes en la EA, pero que, estas interpretaciones deben tenerse en
cuenta de manera discreta, ya que es necesario realizar estudios experimentales

que corroboren esta hipotesis.
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llustracion 21.Via de sefializacion de la interleucina 17 alfa (IL17A). En marco celeste se

representa el gen TAKL1 el cual se encuentra sub expresado en los casos de EA.

4.3.2. Redes de interaccion entre productos proteicos

Se efectud la construccion de la red de asociacion funcional de los productos
proteicos de los genes diferencialmente expresados dentro de la vias de
sefalizacion seleccionadas y los genes candidatos para RT-PCR. El interés estuvo
centrado en las interacciones entre estos productos que han sido determinadas
experimentalmente y su asociacion es comprobada. Bajo este criterio, no se

encontraron interacciones entre los DEG y los genes candidatos, sin embargo, el
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analisis arrojo hallazgos que permiten fortalecer los reportados en el anélisis de
ontologia de genes efectuado en el objetivo especifico nimero dos.
4.3.2.1. Productos de la via de sefializacion JAK/STAT

Se reconstruyo la red de asociacion de los productos de los DEG presentes
en la vias descritas en la seccion previa con el fin de determinar interacciones con
alguno de los productos de los genes candidatos iniciales o de los identificados en
esta investigacion. Asi, se identificé una interaccion de interés entre los productos
de STAT1, STAT2 y JAK2 con productos de la familia interferon (ver llustracion 22)
lo cual da solidez a los hallazgos realizados mediante el enriquecimiento con GO;
estos productos estdn en interaccion con el factor 1 regulador de interferén
(IFNGR1) un factor de transcripcion de la familia Interferébn que participa como
activador de la transcripcion de IFN-1. También, se pudo establecer la asociacién
de estos productos con el receptor 1 del interferon gamma (IRF1). Todas las
asociaciones han sido comprobadas experimentalmente a excepcion de la
asociacion entre JAK2 e IRF1, la cual es solo tedrica.

“nodel node2 score
IFNGR1 JAK?2 0.993 PIAS1

IFNGR1 STAT1  0.999 IFNGR1
IRF1 STAT1 0.999
IRF1 STAT2 0.988
IRF1 JAK2  0.676

llustracion 22.Interaccion entre los productos de la via JAK/STAT con productos de la familia

INF.
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4.3.2.2. Productos de las vias de sefializacién del TNF, de IL-17 y de MAPK

En las vias de IL-17, MAPK y TNF hay participacion del gen TAK1, el cual se
encuentra sub expresado en los casos de Alzheimer. TAK1 se encuentra
relacionados a multiples productos asociados a la familia de factores de crecimiento
transformante (TGF) (ver llustracion 23) entre ellos se incluyen factores de
transcripcion y receptores, lo cual es de esperarse dado que TAK1l es

principalmente activado en respuesta a TGF-a.

4nodel node2 score
TAB1 MAP3K7 0.999
TAB2 MAP3K7 0.999
TAB3 MAP3K7 0.999

TLR3 MAP3K7 0.999
TRAF6 MAP3K7 0.999

MAP3K7 EIF2AK2

llustracion 23. Interacciones de TAK1 con productos de la familia TGF.

A manera de sintesis, es posible mencionar que los cambios inflamatorios en
la EA estan dados por la accion de AB y la p-tau como activadores de la respuesta
inflamatoria en forma de astrogliosis y microgliosis principalmente. La presencia de
estas marcas neuropatologicas desencadena la activacion de diversos factores de
transcripcion entre los que se incluye el NF-kB como principal activador de la
transcripcion de genes de citoquinas; quien a su vez esta relacionado con la
actividad de las MAPK las cuales también contribuyen a la sefializacion de la
produccion de citoquinas y quimiocinas, moléculas que al mismo tiempo contribuyen
a la activacion de microglia y astrocitos, lo que perpetida los mecanismos
inflamatorios, de manera que los mecanismos inflamatorios en la EA se convierten

en una respuesta ciclica desinhibida.
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5. CONCLUSIONES GENERALES

5.1. Contribuciones de la Tesis

1. Contribuciones al campo investigativo de la tesis: Se considera que la
tesis propuesta, realiza un valioso aporte al conocimiento de los mecanismos
genéticos neuro inflamatorios involucrados en la EA, lo que permite enriquecer los
factores asociados al desencadenamiento y el progreso de la enfermedad para la
investigacion de futuras dianas terapéuticas.

Contribuciones al sector socioeconémico relacionado: Los aportes en la
patogenia inflamatoria de la EA ayudan a soportar hallazgos empiricos previos,
dando lugar a la postulacion de nuevas medidas de intervencion con la subsiguiente
disminucién en los costos asociados a la morbilidad y mortalidad de la EA.

Contribuciones académicas: Con el desarrollo del presente trabajo se logro
contribuir a la cimentacion y consolidacion de la linea de biologia celular y molecular
adscrita al grupo de investigacion Neuroaprendizaje, ademas, se abrieron nuevas

perspectivas de investigacion en torno al campo de la bioinformética.

5.2. Impactos Potenciales de la Tesis

IMPACTOS A CORTO PLAZO (0 A 4 ANOS):

1. Fortalecimiento del recurso humano del grupo de investigacion
Neuroaprendizaje, gracias a la formacion académica en bioinformatica y a la
participacion de estudiantes de semilleros de investigacion de la UAM

2. Mejoramiento de los protocolos de investigacién en el &rea de biologia
celular y molecular, gracias a la implementacion de nuevas técnicas de recoleccion
y analisis de la informacion.

3. Aporte a la comunidad cientifica de nuevos hallazgos relacionados con
el perfil genético neuro inflamatorio asociado a la EA en la poblacion colombiana, a
través de la divulgacion de la informacion en publicaciones cientificas y eventos

académicos relacionados.
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IMPACTOS A MEDIANO PLAZO (4 A 8 ANOS):

1. Aporte de conocimiento que cimienta la formulacién de teorias y
modelos emergentes que permitan entender mejor la etiopatogenia asociada a la
EA
IMPACTOS A LARGO PLAZO (MAS DE 8 ANOS):

1. Apertura o fortalecimiento de diversos campos de estudio para la
creacion de nuevas medidas terapéuticas que puedan ser mas eficaces en el

manejo de la EA.

5.3. Recomendaciones y trabajos futuros

1. Se recomienda a futuro poder realizar trabajos intergrupales donde se
involucren grupos de investigacion regionales y nacionales para continuar con la
caracterizacion genética de poblacién colombiana en relacidon con los factores
inflamatorios asociados a la EA.

2. Dado que la EA se comporta como una entidad multifactorial, se
recomienda la formulaciébn de nuevos modelos etiopatogénicos que incluyan los
nuevos aportes emergentes desde areas como la neuroinmunogenética.

3. Tomando como referencia la base de datos de sujetos de investigacion
generada a partir de esta tesis, se sugiere a futuro realizar la caracterizacion
demografica y epidemioldgica de esta poblacion con el fin de identificar la poblacién
en riesgo de EA y contribuir al desarrollo socioecondmico de la region.

4, Dado que hasta el momento no existen reportes de estudios que
analicen niveles de expresion génica en sujetos colombianos con EA, se sugiere
replicar estudios de la misma naturaleza del aqui expuesto con el fin de corroborar
los hallazgos y enriquecer el modelo fisiopatolégico de la EA en poblacion

colombiana.
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7. ANEXOS
Anexo |. Acta de aprobacion de comité de Etica para el desarrollo del
proyecto de investigacion y formato de consentimiento informado para

la participacion voluntaria

AGENDA
VICERRECTORLA ACADEMICA
UNIDAD DE INVE STIGACION
COMITE DE BIDETICA

Acta No. 47 de 2015

Facha: Junio 24 de 2015

Haora: 4 & 500 pen

Lugar: Sala de juntas

Integrantes del comits:

Maria del Camen Vergara Coordinadora de Ta Unidad de Treesigacion
Asistic

IWEida Cristing Fraume Fepresantante del CEA
Asishic

Andrea del Filar Sonzalez WMarn | Represercanie del area dinca de TSoeraps
Se eacuss

Jackebnne Mulesd Fepresantante del &rea dinica de Odoniologia
Se excust

Govanry Herrers Represantanie del Departaments de Cenoas Humanas
Msistic

ORDEN DEL DIA:

1. Venficacian del qudnim

2 Lectura del acta ndmers 46 efviada praviaments par comes alactranico

3. Presentacdn de poliicas naconalss e inbernaciorales que famantan s
investigaciin y sus aspecios dtioos

GROFD FPROYECTO INTEGRANTES
HEROAFRENDLIAJE | Hentficacian de 5RPs Tnvesflgador principal
por Secuenaaciin deal Caros Andrés Naranjo
tranescri phoma de penas Colnvestigadoras
de respuesta inmune Mary Orrega Cardazo
AspciAdas & procesog Francia Rastrepo de Majia
inflamatorios en Mauricia Medina Zalcedo
anfermedad de Alzheimer | Kelly Yojanna Cardena Londaiia
{Ef) Samillero de Inwestigacion
régsics Paola Lopes Echaverri

DESARROLLO DE L& 3ESION
1. Werficasian del guiosn
2. Leclora del scls ndmen 46 emviada previamenbs par correa elecironion, se

apruetia por unanrmidao

3. Presantacion de proyectos de insestigacion previamente aprobados par comilté de
curticulo de |os programss de masstrize o comité de invesligacian institucional
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Grupo: Neuroaprandlza)es

Proyacto: Identificadan de SNPs par secuenciaddn del fransciploma de genes de
respussts inmune asocisdes a proceses nflamalonics an EA. BIOS

Inveaflgadoras:

Investigador principal

Carlos Andrés Naranjo

Colnvestigadaoras

MMary Omega Cardosa

Francia Restrepo de Mejia

Mauricia Medina Salcedo

Kelly Yajanna Cardona Londaiia

Samillero de Investigacion

¥igsmica Pacla Lapar Echeverr

Conslderaclongs: el abjetive dal proyecio es ddetermings par secuenciaciin del
transcriptoma la asociacion enfra los SNPs en genes dé respuestia inmune y los
procesos inflamatanios en una muestra de pacentes con erfermedad de Alzheimer §
cantrales sanas. Be realrard bajo |la metodologia enfooue ampirics - analitios, alcance
descriptive @ inferencial, informacion  predominantemends  cuantifativa. Con una
muesira intercianal de 40 sujetes: 20 cases ¥ 20 controles,

Lo crilerics de inclusion para el estudio san: »= GEafias, ambos ganercs, esoolaridsd
minima quinto de primana, consentimieno nformado, dagndstioo de Enfermedad de
Alzheiner CDR 1-3 . 3a realizard «f disgndstios de EA v s& hard axtraccidn de ARN an
=angre en ambos grupos de pacienies &n el laboratonio de microbialogia, elaboracian
ded perfil de expresiin gendtica.

Rieggo: Se les pregunta quidn frmand el consentimiants, cuanda la EA e de nivel 3
(grave], el esiudio supane un desgo minima Al momenta de fa muestta de sangre
camas pueden ser: Zangrade excesive, desmayo o sensacidn de maraeo, Inflamacidn
Iocal (fiebitis] & Infeccitn local Se aprueba o consantimiento ¥ se recomianda realizar
&l projocalo que cormemple o8 pasos antes-durante y después de la muesira de
sangre, asi como mejorar el wocabulario del consentimiento apropiado para las
personas mayores de G5 afios y sus acudientas,

Sierdo las 6:00 pm se da por inalizads al comité,

Relatara:

Maria del Carmen Vergara Quintero
Intepranta del comité
Coordinadara de la Unidad de Investigacicn
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CODNGO: GIN-FOR-16

—
, R f\UAM m:m&oﬁwmu VERSIGes: 3

EN INVE STICACIONE S FECHA ELABORACION DEL
FORMATO : O4/3UN/2015

Yo, una vez nformadd sotve e pOpdeis,  ONeivos
procedimienion de Nlenvencidn y evaiuacino gue e lovardn 4 calo en osla Pvesingaoon ¥ 'os
posities Mgt QU %@ puedan Qenerar de ela. aukno a

docentse de la Unversdad Autdnoma de Manaes h‘nhmlnn:u\dtnsm
procedimienion:

1 Eval uaoon newoconniiva med ante pruchas neurcasiool O cas
2. Toma de muesira de sangre

Adcomaimente se me Piormd que

o M panticipackdin en esia Investigackdn es comgiatamente e y voluntara, estoy en ibenad de
retirarme de ela en cudquer momenio

*  No rechid benefido persona’ de Nnguna dase Dor B padoacon en esle proyecto de
Investigaciin. Sin evbany, e cLlera que jos resulados cbienidos penilrdn edatiocer un
pefl noa de B axpresidn de Qones de MESpURAa NTUNG en INdhiduos sane ¢ Indvwduos
Aagnost cados con erfermadad de Nzha mer, que contrituind come referenca &' desarmolo de
futuros estudics

. muammvumaummmwmmm
confidenciaimente ELa Infomacidn serd archhada on papdd y mado eednrinon. B archivo
del es10d0 se guardand en B Universidad Adnoma de Manizakes bajo B sesponsablidad de
los investigadores.

o Puesio que 100 1a Informackdn en esie propecho de invesigaciin es lievada @ ancnimalo, 'os
resUiadios PErsONIes NO PUSKEN CL AEOONDS DArA IrCeras DOrsoNas Como amgleadores,
COGANITACONES QUDMAMIEMaes, COTEATTas de Leguoes U olras atluciones educativas. E<o
WRTEMN S0 a2l cd a mi cOraRe, & oos miembros de m famiia v @ mis mddoos.

HaQo conatar que el preseme documento ha Sdo leido y entenddo por M en su insegndad de
manera e y essoniinea

HUELLA

Fima de' Parscicane
Documento
Huela Indoe deredho:
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CAD MO GiN-FOR-16

Firma die| acudienie
Cocumenio de (dentidad [ 8 =
Hula I ndioe derechio:

Prirpzcie apratdle gor o oo mdd S Bayd e iz |6 ISR, depan o reils on i gcka Mo 08 die p=m de 2015

“Tdentficacion de polimorfismos de nuclednde stmiple (SNP) por
asociados @ preceses nflomarorios en EA™

ORJETIV:

[retenpinar por secuenciaciin del ranseripboena la asociacion core los SMPs en genes de
respuesia immune ¥ los procesos imllamaionios en una muesima de pacienies con enfermedad
de Alrheimer y contmoles sanes

JUSTIFICACION:

La evabmicim neuoeognitiva nos permitind conocer siowsted est sano o fieme b
enfermedad de Alzheimer y que ton adelassada esta v osl podremes clasilicado en algune
de los dos grupes de estudio que senemaos.

Com &l andlisis genéticn de la nweesira de sangre podremoes identificar geses de respuesz
inmune ecciados 2 inflamacidn en EA. con el fin de aponar al conocimienso que st
de |a enmdemeedasd v tener wa referencia par feturas investgacmnes

FROCERIMIENTD DEL ESTUDID:

Si usted acepla participar, se le iomard una encees@ con algunos dacs persenales, se ke
realizani una evalwickim nesveognitiva por medic de una serie de pruchas gue evalimn
diferentes capacidades del cerchro por medie de preguntas vy eprckios simples.
PosleTinOMEnie 5 CxiTaenh una meesira de sangre e aprosimadamente 10ml, fnalbneae,
baremeos wm andlisis gemétice de la muestra de sangre para analizar la variscidn e b
expresin de sus gens

KIESGDS:

Fll siguienie mrahagn supone ricsgo hago para bos participanies del esiudio
O Remgrado excesivn
O resmayo o sessack’m de nmnes
O Indlasnacion local {flehits)
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CO0 M- GiN-FOR-16

-
o AR
- TUAM CO JEMTIMIENTO) INFORMADC PARA LA ———
g : EH INVE ETIBACGIDNE S FECHA FLA BORACIOM DEL
FORMATE : D47IUN 2015
O Indeverim local
BENEFICIOS:

Con su pasticipackim, se besco conocer mwjor la influencia de la imflasaciém en b
cnfermedad de Alzheimer, yo que esi2 es una de s teomas gue soperian la cousa de b
enfermedad, imvestigar en esie campo servick como evidencia a fubmmes investigockmes gue
bomgpuen enlbenar la problendiica de la E& para proposer posibles soluciones.

Mir 52 tmata de un estedio terapéatico por Do e oo existe compromiso de realizar un
matamiemn, Usted no recibizh benelicics econbmicos por la pamicipaciin en esm
imvessigacitn

AUTORIZACION PARA US0 DE LOS DATOS OB TENIDOS EN ESTE ESTUDID:

Usted autoniza que los dates obtenidos en este estudio pusdan ser wilizados en faturas
CONNITACnEs con nuevas bases de ditos obtenidos en otros estudics; wde dentro de
ahsodum condidencialidad ¥ previa Aprobaciin del Comité de Biodtica de investigaciin de
Iz Universidad Aundnoma de donizales para |a realizaciim de dichos esudios.
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Anexo Il. Protocolo paralatoma de muestras de sangre

UAM

PROTOCOLO PARA LA TOMA DE
MUESTRAS DE SANGRE

LABORATORIO DE BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECILAR ~ UNIVERSIDAD AUTONOMA DE MANIZALES

Jufio de 2015
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Pautas generales de seguridad

e La toma de muestras de sangre debe realzarse siempre por personal calificado pars tal
actividad (enfermera, auxiliar de enfermeria).
s obligatorio utilizar |a bata dentro de las instalaciones del laboratario.
Es requisito el uso de guantes a la hora de tomar la muestra, se debe utilizar un par de guantes
diferente para atender a cada paciente,
E£s recomendable el uso de gafas de proteccion.
No s permite consumir alimentos, bebidas o fumar en el laboratorio.

e Serecomienda el uso de gorro y tapabocas.

e Se debe resizar lavado de manos frecuente durante el dis, ademds es obligatorio realizar el
lavado de manos antes y después del contacto con el paciente y al salir o llegar al laboratodio.

Preparacion del paciente

Identificacion del paciente

La identificacion correcta del paciente es indispensable, pregunte por el nombre y documento de
identificacion del paciente, y el grupo de estudio al que pertenece (si es caso o control), si el paciente es
incapar de darle ésta informacidn, pidala al acompaiante o acudiente del paciente.

Explicacion del procedimiento

Trate siempre al paciente de manera cordial, explique a éste el procedimiento que le va a realizar en
forma clara y sencilla, si el paciente no puede comprenderie explique el procedimiento a su
acompafante o acudiente, si el paciente © acompafiante tienen dudas, trate de responder 3 sus
inquietudes de manera cordial y clara. Pida siempre la autorizacion del paciente y/o acudiente para la
realizacion del procedimiento, aun cuando el consentimiento informado ya haya sido firmado pida una
autorizacién verbal, si el paciente o el acudiente se niegan a ks realzacion del procedimiento trate de ser
comprensivo y no lo fuerce, pida asistencia 3 un miembro del grupo de investigacion a cargo del
prayecto.

Preparacion del equipo para la toma de la muestra

“Se debe preparar el equipo necesario para la obtencidn, la conservacion y el transporte correctos de la
muestra. Las propiedades biologicas de esta pueden ser alteradas por variables medicambientales
como: tiempo, contenedor, contaminacidn externa” (Secretaria distrital de salud de Bogots, 2008)

Equipo para la recoleccion de la muestra

3
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s Tubps PAXgene™ Biosd RNA Spstermn: gue permiten la estabilizacien v purificacian del RRA
in e luliar,

o Agojgs: Estdn numeradas dependiendo de so calibre. Las agujas de 09 mm a 1.1 mm de
diddmetro se utilizan normalmente para puncion venosa en adultas.

= Adaptador para tubos-Vaoutainer: Se utilizan para tuboes al vadia,

= Torniquete para adulta

Egquipo de asepsia y antisepsia

+  Quanmbes estériles

= Gasan ectériles

= Aloohel etilice o isapropilico al 70%
&  Cwrita a vends adhesiva

+ Yoedoposidona

Procedimiento para la toma de la muestra

Preparacién de la persona encargada de tomar la muestra

[l prafesional que va a realizar @l procedimiento de toma de la muestra de sangre debe realizar el
carrecta lvado de manes (g5 recomendable seguir el métods de vade de manes sugerido por ls
Organizacion mundial de la salud - OWE], debe utilizar los alementas de prateccion personal como: bata,

tapabacas y guantes,
Acomedarcién del paciente

“Lia muestra debe tomarse correctamente y bajo as condiciones mids Favorables para evitar @rrores. Esto
incluye la absoluta identificaddn del paciente, ef Stia a pundarar ¥ el velumen a colectar. [l paciente
dehe astar @n posicion  cdmoda, de preferencia en una silla especial para venopuncion con descanso
para los brazos “{Demar, 2015)

Seleccion del drea de recoleccion de 1o muestra

Al momento de elegic el sitio donde o realizard s puncion para s toma de la moestra, se deben syitar
las ranas herdas, laceradas o con alergias. B drea de preferencia para ks toma de la muestra es en la

regian cubital anterior de una de las miembres superiores,

Palpacion de la vena a punzar
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Presdia a la puncitn, se debs escoger la vena. La mejor manera e realizanda una palpacion oon la yema
de los dedos tratanda de seguir el recorrido de las wenas. Para ello calogue el tamiguebs 3 a 4 pulgadas
par encima del sitio selecionado, para visualizarlas mejor, Debe tener pragents @l no mantener el
tormiguete por mas de 3 minutas, para evitar la hemooonoentracidn,  Las venas mds utilizadas para la
wanapuncion, estan localizadas en el drea antecubital, entre éstas: la wena mediana cubital, la vena

cefilica v la vena basilica.
Limpieza y desinfeccion de Ia piel

Con una gasa estéril o algadion impregnada de aleohal al 70% o yodoposidona, se debe limpiar el &rea
dande estd ubicada la vena elegida para la puncian, con movimientas circulares desde e centra hacia ks
periferia, posteriormente, debe dejarse secar el drea de omanera natural, una ver realizada s

desinfaptian no Lo debe volver & tocar eldrea de la vena elegida
Extraccion de la muestra de sangre!

=+ Pida al paciente gue posicione el brazo en forma horizontal ¢ luego que derre y abrea el pofio
continuamente para bombeasr la sangre, luega pidale que deje ol pufio cerrado.

=  Cologue la punta de 3 aguja en un dngulo de 15 a 30 grados sobre la superficie de la vena
ewcngida y atraviess la piel con un mosvimienta firme y segura, hasta el lumen de la vena.

= sostenga firmemente el vacutainer con una mana ¥ con s otra inserte, lene y retire el tubo,

= Afloje el tormiquete para gue la sangre fluya mejor y remuoeva la aguja del brazo con movimiento
sugree al terminar de colectar, sin apretar el drea de la puncién con el algodan.

*  Presione el algoddn sobee @l sitio de la puncian aplicanda una presion adecuada y no excesiv
pasra eyitar ka formasdidn de hematoma,

= Descarte s aguja en el contenedor para elementes cortapunzantes (guardiang

= Cologue una curita o venda sdhesiva en el sitio de la puncign.

Rotulado de la muestra

Ll retulado de s muestra dabes realzarse inmediatarmants despuss de la recoleccitn de la muastra de

sangre. Dentro de los datos que se deben incluir para la dentificacién de la muestra se encoentran:

= Mombre del paciente

= Mimera de identificaciin del paciemts

= [Fecha de torma de la muestra

= Grupao al que pertenece e paciente: caso o controd

= niciabes del profesonal gue realizd la toma de la muestra

! Adaptado de: Demar. Mowwal de fehatomia,
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Cuidados del paciente posterior a la extraccion

Una wez finalizado &l proceso de extraccion de la muestra de sangre, guien realisg b boma de s muestra
debe verificar e estado en el que se @ncuentra @l paciente y si dste puede retivarse por sus propios
medios ¢ d inmediato, ya que, algunes pacientes poeden sufric marea a desmayo posteriar 8 la

extraccidn de sangre, por o que es indispensable preguntar ol paciente si se sente bien,

51 el paciente presenta sudoraciin, palidez o temblor, pudiera necesitar nuestra ayuda, le pademas
afrecer un estimulo olfaties Fearte coma alecohol; s ademds ocurre un desmayn oo le debasn slavar sus
piernas, para faworecer |a llegada de sangre al cerabro.

Transporte de la muestra

Cuanda el process de recoleccian de muoestras termina, éstas deben ser trasladadas lo antes posible al
labaratario para su andlisis v procecamientn,” s recaomienda transportar las muestras al laboratario en
las primeras 15 minutes de la recoleccidn a temperatura ambiente” (Secretaria distrital de salud de
Bagata, 2008)

Manejo ¥ disposicion de los residuos®

Finalirado el propesy de taoma de muestras de sangre los residuos generados del procedimisnta deben

descartarse segdn el Plan de gesticn integral de los residuos de ka Universidad Autdnoma de Manizales,

Los residuns generados de la realizacion de procedimientos asistenciales son comsideradas residuas

peligrosos de riesga biokigico y deben desecharse asi:

+ Lot residuas biosanitarios coma: gasas, algodones y guantes utilizadas para la toma de las
mivestrag deben desacharse en la canecs rofa rotulada como riesgo biokdgico Biasanitario

#+  La% agujas otilizadas para la extraceion  de la sangre deben desecharse en el reciplente parg
residios cortapunrantes de colar raja ([guardian)

+  La mess o espacio donde se dispusieron los materiales para la toma de ks musstra de sangre
dehe ser desinfectada con hipaclorita

= Lo residuos son recolectadoes disriamente @n la ronda del personal de servicios generades de [a
universidad Autdnoma de Manizales, verifigus gue dicha personal reslice siempre el
pracedimiento utilizando [os elementas de prateccion personal v de acuerde al protooolo para
la recolecritn imterna de residuas de la fundackin IPS.

* &daptade ce: Universidac Autdnoma de Manizales - Cemiro oo estudios ambiendales *Mélida Restrepo de
Fraume”- CEf. Flan de gestidn lehegral de residuos haspitalorios w simiares —FGEIRHS

B
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Anexo lll. Niveles de calidad y concentracion de ADN

# Medicion Absorbancia Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280
1 0,1 ng/pl 0,001 0,006 0,23
2 0,1 ng/pl 0,002 0,007 0,29
3 18,7 ng/pl 0,373 0,226 1,65
4 15,8 ng/pl 0,317 0,193 1,64
5 27,9 ng/pl 0,558 0,353 1,58
6 11,6 ng/pl 0,231 0,138 1,67
7 15,9 ng/pl 0,317 0,239 1,33
8 21,4 ng/pl 0,427 0,267 1,6
9 22,5 ng/pl 0,449 0,296 1,51
10 24,7 ng/pl 0,494 0,288 1,72
11 49,8 ng/pl 0,997 0,631 1,58
12 11,8 ng/pl 0,236 0,14 1,69
13 21,4 ng/pl 0,429 0,268 1,6
14 34,8 ng/ul 0,696 0,407 1,71
15 23,3 ng/pl 0,465 0,291 1,6
16 38,8 ng/pl 0,776 0,446 1,74
17 29 ng/pl 0,58 0,336 1,73
18 11,8 ng/ul 0,237 0,146 1,63
19 59,9 ng/ul 1,198 0,677 1,77
20 23,4 ng/pl 0,469 0,274 1,71
21 11,9 ng/pl 0,238 0,152 1,57
22 96,3 ng/pl 1,926 1,17 1,65
23 21,8 ng/pl 0,436 0,265 1,65
24 27,4 ng/ul 0,549 0,385 1,42
25 33 ng/pl 0,66 0,376 1,76
26 13,3 ng/pl 0,267 0,162 1,64
27 59,3 ng/pl 1,186 0,708 1,67
28 47,6 ng/pl 0,952 0,539 1,77
29 26,3 ng/pl 0,527 0,354 1,49
30 86,5 ng/ul 1,73 1,012 1,71
31 21,2 ng/ul 0,424 0,254 1,67
32 46,9 ng/pl 0,938 0,534 1,76
33 35,9 ng/pl 0,718 0,402 1,79
35 16,1 ng/pl 0,322 0,239 1,35
37 14,7 ng/pl 0,294 0,193 1,52
41 15,4 ng/ul 0,307 0,178 1,72
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42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

83,1
22,2
60,5
31,9
56,4
51,3
96,1
27,9
43,9
66,3
40,2
16,7
24,9
30
34,7
18,8
71,7
28
46
34,4
37,9
13,4
11,7
20,5
18
57,8
20
10,8
92,3
24
41,7
28,1
33,7
35
55,3
48,1
54,4
32
78,4

ng/ul
ng/pl
ng/pl
ng/ul
ng/ul
ng/pl
ng/ul
ng/ul
ng/pl
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/pl
ng/pl
ng/ul
ng/ul
ng/pl
ng/ul
ng/ul
ng/pl
ng/ul
ng/ul
ng/pl
ng/ul
ng/ul
ng/pl
ng/pl
ng/ul
ng/pl
ng/pl
ng/ul
ng/pl
ng/pl
ng/ul
ng/pl
ng/pl
ng/ul
ng/ul
ng/pl

1,662
0,445
1,21
0,638
1,129
1,026
1,922
0,558
0,878
1,325
0,804
0,334
0,498
0,6
0,694
0,375
1,433
0,559
0,919
0,688
0,758
0,268
0,233
0,411
0,36
1,155
0,4
0,217
1,846
0,48
0,834
0,561
0,674
0,699
1,106
0,962
1,088
0,64
1,569

0,91
0,266
0,718
0,354
0,616
0,589
1,108
0,325
0,487
0,736
0,466
0,192
0,283
0,346
0,506
0,227
0,787
0,317
0,519

0,43
0,427
0,153
0,133
0,223
0,209
0,668
0,231
0,123
1,005
0,526
0,454
0,321
0,449
0,471
0,668
0,665
1,043
0,379
0,889

1,83
1,67
1,69
1,8
1,83
1,74
1,73
1,71
1,8
1,8
1,72
1,74
1,76
1,73
1,37
1,65
1,82
1,76
1,77
1,6
1,78
1,75
1,76
1,84
1,72
1,73
1,73
1,76
1,84
0,91
1,84
1,75
15
1,49
1,65
1,45
1,04
1,69
1,77
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82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
95
98
100

37,5
29,7
46
40
24,4
35,1
33
47,6
21,2
32,5
16,9
53,5
38,5
30,2
31

ng/ul
ng/pl
ng/pl
ng/ul
ng/ul
ng/pl
ng/ul
ng/ul
ng/pl
ng/ul
ng/ul
ng/ul
ng/pl
ng/pl
ng/ul

0,75
0,594
0,92
0,799
0,489
0,702
0,66
0,953
0,424
0,651
0,338
1,07

0,77
0,603
0,62

0,449
0,366
0,554
0,479
0,292
0,424
0,408
0,607
0,3
0,445
0,203
0,805
0,491
0,443
0,397

1,67
1,62
1,66
1,67
1,67
1,65
1,62
1,57
1,41
1,46
1,67
1,33
1,57
1,36
1,56
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Anexo IV. Valores de cuantificacion del ARN para secuenciacion

Muestra Fluorimetria Espectrofotometria 260/230 260/280 Chip 1 Chip 2
(ng/ul) (nglul)
C1 100 87,5 2,241 2,034 6,4 6,1
C3 >200 107 2,229 2,038 6,1 5,8
C4 >200 107,6 2,235 2,035 3,5 3,9
P5 >200 105,7 2,244 2,041 6,1 -
C5 97 86,6 2,218 2,042 5,4 -
C7 93 83,7 2,293 2,045 5,9 -
P6 96 87,3 2,277 2,049 5,8 -
C6 45,1 24,025 2,635 2,063 6,6 -
C8 69 43,97 2,341 2,061 6,8 -
P8 84 71,25 2,288 2,046 6,5 -
C9 99 102,3 2,244 2,048 4,4 -
P9 45 26,725 2,417 2,06 7,1 7,2
C10 63 40,8 2,278 2,056 7 7,1
P10 83 70,15 2,209 2,049 6,5 6,4
Cl 100 94,9 2,237 2,05 5,5 5,6
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Anexo V. Procedimientos bioinforméaticos previo analisis de expresion

diferencial

ANALISIS DE CALIDAD DE SECUENCIAS UTILIZANDO LA HERRAMIENTA
SAMSTAT V 1.5.

#!/bin/bash

#5BATCH -J samstatd

#SBATCH -o stdout samstat4.txt
#SBATCH -e& error_samstatd.txt
#S5BATCH -n 32

module load software/bicinformatics/zamstat/1.5.1
for file in /BICS-Share/home/kycardonal/Mapped Final/*.bam
do

zamstat $£{file}
done

MAPEO SOBRE LA ANOTACION DE REFERENCIA UCSC HG19 MEDIANTE EL
ION TORRENT MAPPING ALIGNMENT PROGRAM (TMAP)

|' fbin/bash

#SBATCH -J Mapping Final

#5SBATCH -o Mapped Data Finmal.txt

#SBATCH -e errors_Final.txt

#SBATCH -n 32

module load software/bicinformatics/tmap/5.2.16

mkdir /BICS-5Share/home/kycardonal/Mapped Final

for file in /BIOS-Share/home/kycardonal/Data/*.fastcg
do

tmap mapall -f /BICS-Share/home/kycardonal/Reference genome/
hgld ampliseq transcriptome ercc vl.fasta -r 5file -i fq -3 2£file.bam -n 32 -o

Z —-w stagel --stage-keep-all mapl mapl map3 mapd stagel mMapvsw
mv $file.bam /BIOS-Share/home/kycardonal/Mapped Final/

done
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ESTIMACION DE ABUNDANCIAS CON BEDTOOLS V 2.26 MEDIANTE EL
LLAMADO AL COMANDO MULTICOV

¥'/bin/bash

#5BATCH -J multicov_count

#5BATCH -o stdout_multicov count.txt
#5BATCH -e errors multicov count.txt
#SBATCH -n 32

bedtools multicov -bams /BI0OS-Share/home/kycardonal/Data/

IonXpress 001 R 2016 07 08 _03_03 58 user genetracer-110-CHEF IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip 1.bam
EIOS—ShaIefhomeIkycaIdonalfDatafIDnXpIess_OOZ_R_:Ol6_0?_05_03_03_55_user_genetracer—llO—

CHEF IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip l.bam /BIOS-Share/home/kycardonal/Data/

IonXpress_003 R 2016 07 08 _03_03_58 user genetracer-110-CHEF IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip l.bam
BIOS-Share/home/kycardonal/Data/IonXpress 004 R 2016 07 08 03 _03 58 user genetracer-110-

CHEF IATHGEP Sample 1 Reanalisis_Chip l.bam /BIOS-Share/home/kycardonal/Data/

IonXpress 005_R_ 2016 0“ 08_03_03_58_user_genetracer—110-CHEF_ IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip l.bam
BIOS- 51aref10mefkycardnﬁalfDatafIDﬁXpress 006 _R 2016 _07_08 03 03 58 user gEﬁEtIECEI 110-

CHEF _IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip 1.bam /BIOS- 51aref1DmefkycardoﬁalfDataf

IonXpress 007 _R 2016 0’ 08 03_03_58 wuser genetracer—110-CHEF IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip l.bam
BIOS- 51aref1DnefkycaIdDﬁalfDatafIDﬁXpIess 008_R _Ol6_0”_0J_03_03_5J_Jser_genetracer -110-

CHEF IATHGEP_ Sample 1 Reanalisis Chip 1.bam f3105—ShaIefhomefkycardonalIDataf

IonXpress_ 009 R 201e 07_08_05_44 35 user genetracer-111-CHEF IATHGEP Sample Z Reanalisis Chip Z.bam
BIOS-Share/home/kycardonal/Data/IonXpress 010 R 2016 07_08 05 44 35 user genetracer-111-

CHEF IATHGEP Sample I Reanalisis Chip Z.kam /BIOS-Share/home/kycardonal/Data/

IonXpress 011 R 2016 _07_0%_05_44 35 _user genetracer-111-CHEF IATHGEP Sample Z Reanalisis Chip Z.bam
EIOS—ShaIefhomeIkycaIdonalfDatafIDnXpIess_OlZ_R_:Ol6_0?_05_05_44_35_user_genetracer—lll—

CHEF IATHGEP Sample 2 Reanalisis Chip 2.bam /BIOS-Share/home/kycardonal/Data/

IonXpress_013 R 2016 07 _08_05_44 35 user genetracer-111-CHEF IATHGEP Sample Z Reanalisis Chip Z.bam
BIOS-Share/home/kycardonal/Data/IonXpress 014 R 2016 07 08 _05_44 35 user genstracer-111-

CHEF IATHGEP_ Sample 2 Reanalisis Chip Z2.bam /BI0OS-Share/home,/kycardonal/Data,

IonXpress_ 015 R 2016 07 _08_05_4%4 35 user genetracer-111-CHEF IATHGEP Sample Z Reanalisis Chip Z.bam
bed hglS AmpliSeq Transcriptoms 21K vl.bed > Counts_matrix.cnt

#!/bin/bash

#5BATCH -J multicov_count_pm

#5BATCH -o stdout_multicov_count_pm.txt
#5BLTICH -e errors_multicov_count_pm.tXt
#SBATCH -n 2

bedtools multicov -g 20 -3 -bams /BIOS-Share/home/kycardonal/Data/

IonXpress 001 R 2016 O7_08_03_03_58_ user_ genetracer-110-CHEF_IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip l.bam f
BICS-Share/home/kycardonal/Data/IonXpress 002 R 2016 07 08 03 03_58 user genetracer-110-

CHEF IATHGEP_Sample_l Reanalisis_Chip l.bam /BIOS-Share/home/kycardonal/Data/

IonXpress_003_R 2016 _07_08_03_03_58 user genetracer—110-CHEF IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip l.bam /
BIOS-Share/home/kycardonal/Data/IonXpress_004 R 2016 07_08_03_03_58 user genetracer-110-
CHEF_IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip l.bam /BIOS-Share/home/kycardonal/Data/

IonXpress_ 005 _R 2016 _07_08_03_03_58 user genetracer—110-CHEF IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip l.bam /
BIOS-Share/home/kycardonal /Data/IonXpress 006 R 2016 07 08 _03 03_58 user genetracer-110-

CHEF IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip l.bam /BIOS-Share/home/kycardonal/Data/

IonXpress _007_R_Z2016 CI7 08_03_03_58_user_ genetracer-110-CHEF_IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip l.bam /
BIOS- Sdaref10nefkycardoﬂalfDataro1XpIe55 008 R _Ol6_0“_05_03_03_5J_Jser_genetracer 110-

CHEF IATHGEP Sample 1 Reanalisis Chip 1.bam f“IOS—ShaIefhomeﬁkycardonalfDataf

IonXpress_00% R 2016 07_08_05_44_ 35 user_ genetracer—-111-CHEF IATHGEP Sample - Reanalisis Chip Z.bam !
BIOS- 51are!1Dnefkycard01alfDatafIDﬁXpress 010 R 2016 _07_08_05_44 35 user genetracer-111-

CHEF IATHGEP Sample 2 Reanalisis Chip Z.bam /BIOS- 51aref1DneﬁkycardoualIDataf

IDﬂXpress 011 R 2016 Cl'1 08_05_44_ 35 user_ genetracer-1l11-CHEF_IATHGEP Sample Z Reanalisis Chip Z.bam /
BIOS- 51aref1Dnefkycard01alfDatafIDﬁXpress 01z R dol6_0“_0J_05_44_35_15eI_gEHetracer 111-

CHEF IATHGEP Sample 2 Reanalisis_ Chip Z.bam f“IOS—ShaIthome!kycardonalfDataf

IonXpress 013 _R 2016 _07_08_05_44 35 user genetracer—111-CHEF IATHGEP Sample 2 Reanalisis Chip Z.bam /
BIOS-Share/home/kycardonal/Data/IonXpress_014 R 2016 07_08_05_44 35 _user genetracer-111-

CHEF IATHGEP Sample 2 Reanalisis_Chip Z.bam /BIOS-Share/home/kycardonal/Data/

IonXpress_015 R 2016 07_08_05_44_ 35 user_ genetracer-111-CHEF_IATHGEP_ Sample 2 Reanalisis Chip Z.bam -

bed hglS AmpliSeq Transcriptome 21K wl.bed > Counts_matrix_pm.cnt
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Anexo VI. Procedimiento para analisis de expresion diferencial

#ANALTSTS DE EXPRESION DIFERENCIAL A PARTIR DE DESEQ2

FHHEHEAFHPREPROCESAMIENTO DE LOS DATOSHHHHHHHHHHHEHHH

#Cargando 1la libreria

library(DESeq2)

#Cargando los datos: countdata va a contener los conteos a cada gen y coldata, la info de
#las muestras

countdata <- read.csv("Matriz_conteos.tsv”, header=TRUE, sep = "\t")

coldata <- read.csv({"ColData.tsv", header=TRUE, sep = "\t")

#lonstruyendo el objeto en DeSeq2 para poder hacer el analisis
ddsMat<-DESegDataSetFromMatrix(countData = countdata,colData = coldata, design = ~TYPE )

#Prefiltrado del conjunto de Datos, lo que se hace es eliminar los ceros, para asi reducir
#el conjunto de datos y que el analisis sea més rapido

#Primero veo el total de filas inicial

inicial_rows <- nrow(ddsMat)

#luego filtro y veo cuantas quedan, reasigno a mi objeto para poder que se reduzca la dimension
ddsMat <- ddsMat[rowSums{counts({ddsMat)) »1, ]

filter_rows <- nrow{ddsMat)

#Se aplica una transformacidn a los datos para estalilizar la varianza en relacidn a la media,
#es decir se realiza una normalizacidn de los datos, esto con el fin de asegurar que las
#diferencias en los analisis se deben a los genes y a factores biologicos en si y no a
#diferencias en la escala.

#Para un conjunto de datos pequefio, funcional mejor la transformacidn logaritmica regularizada
#cuando bind=FALSE indica que el analisis se hace asumiendo que el grupo no influye en la
#hvarianza de los datos

rld <- rlog{ddsMat, blind = FALSE)

#Visualizacidon de la transformacidn rlog

plot(assay(rld),pch=16, cex=8.3, main="rlog")

#Distancias Euclidianas entre muestras: permite mirar las simulitudes entre las muestras y si esto s
#adapta a las expectativas del disefio experimental, para wvisualizarlas las grafico en mapas
#de calor con la libreria prettv heatmap

library(pheatmap)
library(RColorBrewer)

sampleDist <-dist(t(assay(rld)))
sampleDistMatrix <- as.matrix( sampleDist )
rownames (sampleDistMatrix) <- paste( rld$SAMPLE,rld$TYPE, sep="-" )
colnames(sampleDistMatrix) <- NULL
colors <- colorRampPalette( rev{brewer.pal(9, "Blues™)) )(255)
pheatmap(sampleDistMatrix,
clustering_distance_rows=sampleDist,
clustering distance cols=sampleDist,
col=colors)
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#Analisis de componentes principales PCA
library("ggplot2™)

pcaData <- plotPCA(rld, intgroup = c( "SAMPLE", "TYPE"), returnData=TRUE)

percentVar <- round(188 * attr(pcaData, "percentVar"))

d<- ggplot(pcaData, aes(PCl, PC2, color=SAMPLE, shape=TYPE, label=rownames{pcaData))) +
xlab(paste@("PCl: ",percentVar[1l],"% variance")) +
ylab(paste®("PC2: ",percentVar[2],"% variance")) +
coord_fixed()

d + geom text()
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Anexo VII. Frecuencias genotipicas paralos SNP de interés

Official rs number Genotypes Genotypes P value OR(95% IC)
symbol cases Healthy controls
TNF rs1800610 GG GA AA GG GA AA 0.0005 15.44(2.03-117.4)
1.2%) 2 21 65 46 47
(8.3%) (87.5%) (41.1%) (29.1%) (29.8%)
TNF rs1800630 CcC CA AA CcC CA AA 0.1192 0.42(0.13-1.29)
19 1 5 117 24 15
(76%) (4%) (20%) (75%)  (15.4%)  (9.6%)
TNF rs1799724 CcC CT TT cC CT TT 0.0899 2.38(0.77-7.30)
21 3 1 108 45 3
(84%) (12%) (4%)  (69.2%) (28.9%)  (1.9%)
TNF rs1800629 GG GA AA GG GA AA 0.3457 0.29(0.02-3.36)
19 4 1 132 24 2
(79.2%) (16.7%) (4.2%) (83.5%) (15.2%) (1.3%)
TREM2 rs75932628 cc CT TT CcC CT TT 0.1090 0.44(0.15-1.25)
21 5 1 141 15 3
(77.8%) (185%) (3.7%) (88.7%)  (9.4%)  (1.9%)
IL17 rs10484879 GG GT TT GG GT TT 0.0001 4.24(1.77-10.11)
10 7 9 106 37 14
(38.5%) (26.9%) (34.6%) (67.5%) (23.6%) (8.9%)
IL17 rs7747909 GG GA AA GG GA AA 0.0016 4.86(1.61-14.67)
4 13 10 77 33 48
(14.8%) (48.1%)  (37%)  (48.7%) (20.9%) (30.4%)
IL17 rs2275913 GG GA AA GG GA AA 0.0837 2.07(0.82-5.18)
20 7 2 91 52 14
(74.1%)  (25.9%) (0%) (58%) (33.1%)  (8.9%)
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APOE

APOE

APOE

TOMMA40

IL10

IL10

rs429358

rs7412

rs440446

rs2075650

rs1800872

rs1800896

TT

14
(58.3%)

CcC

22
(91.7%)
GG

7
(38.9%)

AA

12
(44.4%)

GG

12
(50%)

TT

9
(33.3%)

TC

10
(41.7)

CT

2
(8.3%)
GC

7
(38.9%)

AG

12
(44.4%)

GT

10
(41.7%)

TC

11
(40.7%)

CcC

(0%)

TT

(0%)
cc

(22.2)

GG

3
(11.1%)

TT

2
(8.3%)

CcC

;
(25.9%)

TT

120
(76%)

CcC

137
(87.3)
GG

65
(42.5%)

AA

105
(66%)

GG

88
(55.7%)

TT

67
(42.1%)

TC

31
(19.6)

CT

19
(12.1)
GC

69
(45.1)

AG

42
(26.4%)

GT

57
(36.1%)

TC

65
(40.9%)

cC

(4.4%)

TT

1
(0.6%)
CcC

19
(12.4)

GG

12
(7.5%)

TT

13
(8.2%)

CcC

27
(17%)

0.0065

0.4143

0.2071

0.0309

0.3753

0.1963

3.72(1.47-9.40)

1.60(0.35-7.35)

2.01(0.60-6.76)

2.38(1.04-5.45)

0.79(0.33-1.87)

1.71(0.65-4.44)
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Anexo VIII. Genes diferencialmente expresados (padj<0.05, FDR<0,1, LOG2FC

>0,5y <-0.5)

Gene Symbol log2FoldChange pvalue padj

ETV7 1,507233666  1,96451E-07 0,000458
PLXDC1 1,336513653  2,23566E-06 0,001862
SLC26A6 1,190249776  9,46045E-06 0,004242
NRG1 1,189525901 1,41313E-05 0,005315
EPSTI1 1,16367211 1,22362E-05 0,004919
PARP9 1,119477684  2,69033E-09 3,14E-05
IFI44 1,08616012 5,06162E-07 0,000843
XAF1 1,085641001 1,26654E-05 0,004922
GSDMA 1,052923604 8,6925E-05 0,016152
NANOG 1,043483508 8,82002E-07 0,001055
C1QB 1,038486756 0,000299153 0,034194
CD163 1,024477074  6,08781E-07 0,000887
IL3RA 1,010883767 0,000306725 0,034311
FOLR2 1,008620441 0,000500142 0,042876
SLAMF8 1,003063231 0,000356208 0,035496
IFI44L 0,99266673 0,000190126 0,025031
CDKN2B 0,983317964 0,000193227 0,025031
MVB12B 0,973439647  3,42601E-05 0,009289
ANKRD22 0,966609295 0,000316004 0,034311
FMNL2 0,934949761 0,000449725 0,040333
CYP1B1 0,928899705 0,000329603 0,034311
FAM20C 0,924751506  0,000776376 0,056749
TNFAIP6 0,919081017 4,28874E-06 0,002632
PLCXD1 0,908452434  0,000479933 0,041758
ATP2B1-AS1 0,906153259 0,001669992 0,090141
MS4A14 0,90171481 0,001271327 0,07564
C1QA 0,897128094 0,000652035 0,052069
DDI1 0,89619709 0,001992531 0,096272
SASH1 0,89314122 0,000797311  0,05703
OAS1 0,88844714  6,26005E-05 0,012584
FzD1 0,876593003  3,63311E-05 0,009413
GPBAR1 0,8706083  3,78946E-05 0,009605
COL6A2 0,865463319 0,000117903 0,017909
OR52K1 0,863048314 2,16395E-05 0,006819
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FCGRI1A
PLAGL1
PLSCR1
NETO2
OR52K2
MYOF
NEDD9
TFEC
LAP3
ID2
MCOLN2
OSBPL5
STAT2
CLEC1A
SMARCD3
MGST1
ERCC1
C90rf72
GBP1
SMCO4
ARAP2
PAQRY
WARS
SLED1
RASSF4
CLUH
DGCR11
TNS3
RIN3
TK2
TMEM150B
IFI35
LPAR1
LY6E
FAM198B
STAB1
HCG26
SLC2A6
MTF1

0,861570375
0,859409786
0,857203442
0,854958071
0,845039003
0,827812547

0,81692803
0,810989586
0,800977081

0,79999148
0,798184086
0,798058151
0,797573138

0,78679759
0,782751622
0,775426949
0,772557784
0,770099262
0,764437694
0,764332368
0,764017749
0,757722165
0,742728099

0,73648691
0,727012133
0,716577841
0,711890588

0,71141915
0,702107089
0,697982633
0,697362472
0,686678983
0,683687445
0,673683941
0,672908977
0,667761456
0,649856579
0,649847525
0,644770618

0,00147648
0,000328459
5,55482E-06
0,001477239
1,80897E-05
0,001045307
0,001511205
0,000696642
0,000667571
0,001033253
0,001102483
0,000368275
1,83227E-06

0,00152153
0,000446434

6,9365E-05
0,000722694
4,49981E-05
0,000320601
0,001912476
0,000260526
1,98955E-05
0,000427583

0,00110932
1,54251E-05
0,001401358
0,000926941
0,001147127
0,000131437
0,000321621
0,001773803
0,000182777

0,00088932
0,000898527
0,001904187
0,001180648

6,7281E-06
0,001737493
0,000511957

0,083397
0,034311
0,003238
0,083397
0,006074
0,066368
0,084707
0,053965
0,052826
0,066191
0,069107
0,036387
0,001643
0,084878
0,040333
0,013258
0,054714
0,010371
0,034311
0,094116
0,030681
0,006443
0,039537
0,069163

0,00562
0,081286

0,06211
0,070764
0,018919
0,034311
0,092668
0,024494
0,061175
0,061175
0,094116
0,071694
0,003566
0,091663
0,043569
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STAT1
PRMT7
SYNE2
P2RX4
IRF5
CCR2
LIMK1
APOLG6
TRIM22
TYMP
CLIP4
PLCB2
TMEM170B
SCARNA9
ZNF106
PEPD
CNDP2
ADAM15
ACVR1B
JAK?2
DPYD
RMRP
PBXIP1
BABAM1
UBE2D3
RPS15A
RBX1
RPS25
RPL18A
TAGLN2
SUSD3
WBP2
MBOAT2
NLK
PDCD10
RSC1A1
EMC3
ZDHHC20
NUP54

0,628991246
0,628142837
0,624445155
0,623442732
0,621513486
0,6158715
0,609513569
0,596246056
0,595073224
0,586463077
0,582829003
0,580471566
0,578236068
0,570659477
0,565830914
0,561159313
0,550542942
0,54308155
0,543024754
0,534235135
0,520660939
-0,514605669
-0,517034119
-0,519703061
-0,524647322
-0,530943595
-0,536784639
-0,537249911
-0,549128671
-0,557164473
-0,568289393
-0,56919847
-0,571187434
-0,583790153
-0,589114017
-0,600172158
-0,604720318
-0,608343122
-0,609122118

0,00020636
0,000864029
0,000413071
0,000394291
0,000620202
0,000675109
0,000573938
0,000478717
0,001029494
0,000868622
0,000339256

0,00199225
0,000908673
0,000737637
0,001629985
0,001349323

0,00140968
0,001833983
0,000403686
0,001012169
0,001969556
0,001809596
0,001269499
0,001904513
0,000439667
0,000890988
0,000708184
0,000107957
0,001127093
0,000478002
0,001307964
0,001998271
0,000966582
0,000947885
0,001342992

0,00013001
0,001780394
0,001913151
0,001879175

0,02587
0,061175
0,038839
0,037681
0,050215
0,052826
0,047458
0,041758
0,066191
0,061175
0,034696
0,096272
0,061238
0,055108
0,088556
0,078659
0,081364
0,094116
0,038265
0,065927
0,096272
0,093769

0,07564
0,094116
0,040047
0,061175
0,053965
0,017909
0,069898
0,041758
0,077018
0,096272
0,064031
0,063151
0,078659
0,018919
0,092668
0,094116
0,094116
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UBAP2
ENDOD1
OAZ1
FAM20B
LTB
TBPL1
POLR1D
GRINA
BRAP
CD28
TPGS2
KAT2B
PPDPF
CKAP2
PPBP
TOP1
KIAA1586
TCP11L2
DNAJA4
SRRD
NEK1
PHOSPHOL1
ELOF1
SLC25A38
MITD1
APLF
UBAS52
SLC38A5
ODC1
MAP3K7
PBX1
CEPS85
RAB2B
SUZ12P1
YBX1
ANKH
ANLN
STAU1l
TFRC

-0,621230939
-0,621776342
-0,645756684
-0,649827141
-0,653207205
-0,654526005
-0,655811817
-0,659242571
-0,670312045
-0,676051651
-0,678042869
-0,684883809
-0,693136602
-0,696318831
-0,699480067
-0,706697207
-0,709152172
-0,714824969
-0,717235741
-0,71787513
-0,722212484
-0,731405174
-0,733983288
-0,73497706
-0,735391552
-0,7468337
-0,747150649
-0,756812994
-0,759253655
-0,75977725
-0,76066597
-0,763344408
-0,763429962
-0,765618993
-0,767051663
-0,767818988
-0,770143869
-0,772266967
-0,772526505

0,001478746
0,001480669
3,12667E-06
0,001467948
0,000224935
0,001155782
0,000566394
0,000202317
0,000981809
0,001021186
0,000374078
0,000387785
0,000778778

0,00089588
0,001271596
0,000119291
0,001993395
0,001302069
0,000350905
0,001895891
0,000791122
0,001575177
0,000201528
0,000173605
0,000699805
0,001169791
2,32339E-05
0,001841445
0,000164873
0,001633028
5,10736E-05
0,001711437
0,000989477
0,001226388
3,09464E-06
0,000192722
0,001901368
0,000430667
0,000465732

0,083397
0,083397
0,002278
0,083397
0,027605
0,070922
0,047168
0,025639
0,064672
0,066145

0,03665
0,037565
0,056749
0,061175

0,07564
0,017909
0,096272
0,077018
0,035269
0,094116
0,056936
0,087452
0,025639
0,023812
0,053965
0,071406
0,007129
0,094116
0,022884
0,088556
0,011235
0,090743
0,064811
0,074085
0,002278
0,025031
0,094116
0,039537

0,04145
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FBXO7
GPX1
FNTA
CDKN2D
POC1B
SMOX
GPR146
TRAK2
ABCB10
ORMDL3
SNORA16A
RPS12
FRMD4A
FUNDC2
CHRNA2
YIPF6
CCSs
SPTA1
JAM3
ST6GAL2
HAUS1
GID4
GATAL
FCMR
FSTL1
RFX2
LGALS3
DPM2
RBPMS2
UBE20
LSS
MICALCL
UBXNG
GYPC
CD79A
ZNF569
USP32P1
AK5
FKBP1B

-0,774165716
-0,775316215
-0,780129349
-0,784164236
-0,786686172
-0,786722837
-0,789379074
-0,794238229
-0,796601052
-0,799621529
-0,80950193
-0,81111059
-0,811719729
-0,814386531
-0,81488872
-0,816022045
-0,819241986
-0,827315892
-0,832137706
-0,832952914
-0,833361886
-0,835775571
-0,837353049
-0,839604627
-0,8435171
-0,84438156
-0,844472587
-0,850829966
-0,85462787
-0,856128378
-0,862558728
-0,866113696
-0,866890531
-0,870381399
-0,874478262
-0,875501254
-0,875944254
-0,876072248
-0,879184086

0,00011835
0,000117373
0,000234498
9,99502E-05
0,000121352
0,000616978
0,001625716
0,000313893
4,99679E-05
0,000218258
0,000347742
1,42987E-06
0,001854385
0,000486395
0,001709186
3,90919E-05
0,001099972
0,000557216
0,000336149
0,002054937
0,000110378
0,000735902
0,000326021
0,000291251
0,000902487
0,000113913
0,000429789
0,000595524
0,000255724
0,000704826
0,002072045
0,001601469
4,39283E-05
0,000117448
0,001047404

0,00030254
0,001766325
0,002048913
0,001584994

0,017909
0,017909
0,028479
0,017393
0,017909
0,050215
0,088556
0,034311
0,011203
0,027071
0,035255
0,001516
0,094116
0,042006
0,090743
0,009697
0,069107
0,046738
0,034683
0,098191
0,017909
0,055108
0,034311
0,033621
0,061175
0,017909
0,039537
0,048896
0,030456
0,053965
0,098604
0,088073
0,010371
0,017909
0,066368
0,034246
0,092668
0,098191

0,08758

144



GSKIP
MASTL
RPIA
PRDX6
ASCC2
ZNF860
NMNAT3
DNAJC6
IGF2BP2
KANK2
EMID1
AQP3
FCRLA
VRK1
BLVRB
GCSAM
SNX22
DLGAPS
ICAM4
UBL5
BUB1B
PRDX2
BAG1
RHAG
PSMF1
LSR
CDKN3
SNORA71D
POLE2
CLECO9A
KIF15
DNA2
PLEK2
NT5M
TSPANS
GUK1
LOC730101
NINJ2
OR2W3

-0,883167756
-0,885306325

-0,88792987
-0,892753669
-0,895212627
-0,898927923
-0,899789653

-0,90416748
-0,912871371
-0,916696336
-0,919761113

-0,92072413
-0,921444188
-0,921830602
-0,931885397
-0,932435844
-0,932799561
-0,939488949
-0,940145228
-0,943031401
-0,944005777
-0,946388234
-0,953642108
-0,958549642
-0,959355981
-0,975988973
-0,987707626
-0,989698062
-0,990216972
-1,002315038
-1,016713074
-1,019119596
-1,026902658
-1,032148524
-1,032373896
-1,035326931
-1,036612124
-1,052845739
-1,062850241

0,0001506
6,60662E-05
5,86929E-05
3,81514E-06
9,88797E-05
0,001909626
0,001838893
8,72787E-05
3,54308E-05
0,000673512

0,00078649
9,04522E-07
0,000777874
4,53652E-05

6,2577E-05
0,000389857
9,04436E-05
0,000313075
0,000873027
1,80384E-05
0,000550408
8,56035E-06
3,35252E-05
0,000141443
3,41666E-06
0,000742086

0,00011251
1,17536E-05
0,000285808
0,000180361
5,64691E-05
6,80938E-05
9,73793E-05
2,73582E-05

3,1717E-07
1,73295E-06
0,000256002
1,50985E-07
1,8233E-05

0,021155
0,013055

0,01222
0,002471
0,017393
0,094116
0,094116
0,016152
0,009388
0,052826
0,056936
0,001055
0,056749
0,010371
0,012584
0,037565
0,016476
0,034311
0,061175
0,006074
0,046501
0,003992
0,009289
0,020111
0,002343
0,055108
0,017909
0,004894
0,033322
0,024452

0,01197
0,013232
0,017393

0,00778
0,000616
0,001643
0,030456

0,00044
0,006074
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RGCC
RANBP17
CCDC34
ACKR1
BARD1
CMAS
PLD6
ITLN1
KLF1
TNFRSF13C
ZNF215
NUSAP1

-1,064709629
-1,073135607
-1,075691533
-1,081478132
-1,086084386
-1,086439843
-1,113075892
-1,140893649
-1,154097243
-1,156366181
-1,292311441
-1,361999333

2,50811E-05
7,43785E-06
2,57829E-05
0,000104049
1,11301E-05
2,44432E-08
0,000120687

5,4092E-05
6,02105E-06
4,38642E-05
7,44688E-06
1,25503E-08

0,007498
0,003618
0,007515

0,01784
0,004806

9,5E-05
0,017909
0,011679
0,003343
0,010371
0,003618
7,32E-05
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Anexo IX. Analisis de enriquecimiento por términos de ontologia - GO para

genes sobre expresados

ONTOLOGIA PROCESO BIOLOGICO (BP)

Analysis Type: PANTHER Overrepresentation Test (release 28178413)

Annotation Version and Release Date: G0 Ontology database Released 2017-89-26
Analyzed List: wupload_1 (Homo sapiens)

Reference List: Homo sapiens (all genes in database)

Bonferroni correction: true

Bonferroni count: 8638

GO biological process complete Homo sapiens - REFLIST (21882) wupload 1 (93) wpload 1 (expected)
upload 1 (overfunder) upload 1 (fold Enrichment) upload 1 (P-value)

interferon-gamma-mediated signaling pathway (GO:8868333) 71 7 .31 + 22.26
3.20E-04

type I interferon signaling pathway (GO:8068337) 65 6 .29 + 20,85 4.68E-83
cellular response to type I interferon (GO:8871357) 65 6 .29 + 20.85 4.68E-B3
response to type I interferon (GO:8834348) 78 6 .31 + 19.36  7.B4E-B3
cellular response to interferon-gamma (GO:8671346) 127 8 .56 + 14.23 9.96E-84
response to interferon-gamma (GO:8834341) 149 8 .66 + 12.12  3.30E-83

defense response to wvirus (G0:8051687) 181 8 .80 + 9.98 1.48E-82

response to wirus (GO:8809615) 268 9 1.19 + 7.58 2.84E-82

innate immune response (GO:08845887) 675 15 2.99 + 5.82 2.53E-83
cytokine-mediated signaling pathway (G0:8819221) 682 13 2.67 + 4,88 2.31E-82
defense response (GO:8086952) 1227 23 5.43 + 4,23 2.49E-85

response to stress (G0:8806958) 3333 35 14.76 + 2.37 2.73E-832

response to stimulus (GO:B858896) 8@a9 57 35.47 1.61 4,48E-82

Unclassified (UNCLASSIFIED) 3579 8 15.85 - .50 @.00E08

ONTOLOGIA COMPONENTE CELULAR (CC)

Analysis Type: PANTHER Overrepresentation Test (release 28178413)

Annotation Version and Release Date: G0 Ontology database Released 2817-89-26
fAnalyzed List: wupload 1 (Homo sapiens)

Reference List: Homo sapiens (all genes in database)

Bonferroni correction: true

Bonferroni count: 1345

GO cellular component complete Homo sapiens - REFLIST (21882) upload_1 (93) upload_1
(expected) upload_1 (over/funder) upload_1 (fold Enrichment) upload_1 (P-value)
Unclassified (UNCLASSIFIED) 2490 4 11.83 - .36 8.80EBB

ONTOLOGIA FUNCION MOLECULAR (MF)

Analysis Type: PANTHER Overrepresentation Test (release 28178413)

Annotation Version and Release Date: G0 Ontology database Released 2817-89-26
Analyzed List: wupload 1 (Homo sapiens)

Reference List: Homo sapiens (all genes in database)

Bonferroni correction: true

Bonferroni count: 3154

GO molecular function complete Homo sapiens - REFLIST (21082) wupload 1 (93) upload_1
(expected) upload 1 (overfunder) upload 1 (fold Enrichment) upload 1 (P-value)
Unclassified (UNCLASSIFIED) 3569 1@ 15.8@ - .63 8.00Eee
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Anexo X. Andlisis de enriquecimiento por términos de ontologia - GO para
genes sub expresados
ONTOLOGIA PROCESO BIOLOGICO (BP)

Analysis Type: PANTHER Overrepresentation Test (release 28178413)

Annotation Version and Release Date: G0 Ontology database Released 2817-89-26
Analyzed List: wpload_1 (Homo sapiens)

Reference List: Homo sapiens (all genes in database)

Bonferronl correction: true

Bonferroni count: 8638

G0 biological process complete Homo sapiens - REFLIST (21882) wupload 1 (145) wpload 1
{expected) upload_1 (over/under) upload 1 (fold Enrichment) upload 1 (P-value)
mitotic cell cycle process (G0:1983847) 647 18 4.47 + 4.83 5.35E-83
mitotic cell cycle (GO:0888278) 783 19 4.85 + 3.91 3.92E-83
regulation of cell cycle (GO:8851726) 1132 24 7.82 + 3.87 8.42E-83
biological regulation (GO:8865887) 11993 189 82.88 + 1.32 3.94E-82
biological_process (G0:0088158) 17423 148 1268.29 + 1.16 3.24E-83
Unclassified (UNCLASSIFIED) 3579 5 24.71 - .28 6 .08EBB

ONTOLOGIA COMPONENTE CELULAR (CC)

Analysis Type: PANTHER Overrepresentation Test (release 28178413)

Annotation Version and Release Date: GO Ontology database Released 20817-89-26
Analyzed List: wupload_1 (Homo sapiens)

Reference List: Homo sapiens (all genes in database)

Bonferroni correction: true

Bonferroni count: 1345

GO cellular component complete Homo sapiens - REFLIST (21882) wupload_1 (145) wupload_1
{expected) upload_1 (over/under) upload 1 (fold Enrichment) upload_1 (P-value)
cytoplasm (GO:8885737) 11346 111 78.33 + 1.42 2.23E-@5

cytoplasmic part (GO:8844444) 9411 92 64.97 + 1.42 6.53E-83
intracellular part (GO:00844424) 142868 122 98.89 + 1.24 7.16E-83
intracellular (GO:8885622) 14552 122 188.47 + 1.21 4.28E-82

cell part (GO:8044464) 16748 138 115.83 + 1.19 1.46E-84

cell (GO:06885623) 16776 138 115.82 + 1.19 1.76E-84

Unclassified (UNCLASSIFIED) 2498 6 17.19 - .35 8.0eEe

ONTOLOGIA FUNCION MOLECULAR (MF)

Analysis Type: PANTHER Overrepresentation Test (release 28178413)

Annotation Version and Release Date: GO Ontology database Released 20817-89-26
Analyzed List: wpload_1 (Homo sapiens)

Reference List: Homo sapiens (all genes in database)

Bonferroni correction: true

Bonferroni count: 3154

GO molecular function complete Homo sapiens - REFLIST (21882) wupload 1 (145) upload 1
(expected) upload_1 (over/under) upload_1 (fold Enrichment) upload_1 (P-value)
Unclassified (UNCLASSIFIED) 3569 14 24.64 - .57 ©.80ERD
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