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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa
progresiva que provoca déficits de memoria, deterioro cognitivo, cambios en el
comportamiento y en el funcionamiento del organismo. Es la causa més comun
de demencia en todo el mundo, supone un gran coste econdémico para la sociedad
y tiene un gran impacto tanto para el paciente como para sus familiares. Esta
enfermedad se caracteriza por presentar disrupciones en la conectividad neuronal,
siendo considerada un sindrome de desconexion. Estas anomalias pueden ser
estudiadas mediante el electroencefalograma (EEG). ElI EEG es una técnica de
registro de actividad eléctrica cerebral que capta las variaciones del campo
eléctrico generado en el cortex mediante electrodos colocados en el cuero
cabelludo. Uno de los factores de riesgo méas importantes de la EA es la genética,
donde toman un papel relevante los micro-ARN, un tipo de &cido ribonucleico
(ARN) que puede regular multiples vias metabdlicas. Es de especial relevancia el
estudio de los micro-ARNs que regulan vias inmunomodulatorias, ya que una
alteracion de estos puede contribuir tanto al desarrollo como a la proteccion frente
ala EA. Estas alteraciones de los micro-ARN suelen ocurrir debido a la presencia
de un polimorfismo de nucleétido tnico (SNP), variaciones de un solo nucle6tido
en la secuencia de referencia. Estas variaciones genéticas pueden afectar a la
funcion del micro-ARN que alteran y predisponer al individuo que la porta a
desarrollar la EA. También se han estudiado las alteraciones en la conectividad
cerebral sometido a procesos inflamatorios. Por ello estudiar el impacto de los
procesos que regulan estos mecanismos en la conectividad funcional a lo largo
del progreso de la EA es de especial relevancia. El objetivo de este Trabajo Fin
de Grado (TFG) es comprobar la influencia de variantes genéticas relacionadas
con micro-ARN dedicadas a procesos de inmunomodulacién en los valores de
conectividad funcional a lo largo de la EA. Para ello se utiliz6 una base de datos
de registros de EEG de sujetos en cinco diferentes etapas de la enfermedad:
control (HC), deterioro cognitivo leve (DCL), Alzheimer leve (ADMILD),
Alzheimer moderado (ADMOD) y Alzheimer severo (ADSEV). La conectividad
funcional cerebral se calcul6 mediante el Phase Lag Index (PLI). Los resultados
revelaron diferencias significativas entre los valores de PLI de los sujetos que
portaban las variantes genéticas en los SNPs rs2910164 y rs1625579. Al analizar
una banda amplia de frecuencia (1-70 Hz), las diferencias de conectividad
funcional son estadisticamente significativas en sujetos HC y DCL, pero no en



las etapas ADMILD, ADMOD y ADSEV. Ademas, se observaron diferencias en
la banda alfa de los sujetos HC, en las bandas beta y gamma del estadio DCL y
en la banda gamma de los sujetos ADMILD. En resumen, podemos concluir que
existen diferencias significativas en los valores de conectividad funcional entre
sujetos portadores de un alelo de riesgo y un alelo protector de dos variantes de
micro-ARN relacionados con la inmunomodulacion a lo largo de la EA.
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Abstract

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder that
causes memory deficits, cognitive impairment, changes in behavior, and
disruptions in bodily functions. It is the most common cause of dementia
worldwide, entails significant economic costs for society, and has a substantial
impact on both patients and their families. This disease is characterized by
disruptions in neuronal connectivity, being considered a disconnection syndrome.
These anomalies can be studied through electroencephalography (EEG). EEG is
a technique for recording brain electrical activity that captures variations in the
electrical field generated in the cortex through electrodes placed on the scalp. One
of the most important risk factors for AD is genetics, where microRNAs, a type
of ribonucleic acid (RNA) that can regulate multiple metabolic pathways, play a
significant role. The study of microRNAs that regulate immunomodulatory
pathways is particularly relevant, as alterations in these can contribute both to the
development and protection against AD. These microRNA alterations often occur
due to the presence of a single nucleotide polymorphism (SNP), variations of a
single nucleotide in the reference sequence. These genetic variations can affect
the function of the microRNA they alter and predispose the individual carrying
them to develop AD. Alterations in brain connectivity subjected to inflammatory
processes have also been studied. Therefore, studying the impact of processes
that regulate these mechanisms on functional connectivity throughout the
progression of AD is especially relevant. The objective of this Bachelor's Thesis
(TFG) is to examine the influence of genetic variants related to microRNAs
involved in immunomodulation processes on functional connectivity values
throughout AD. For this purpose, a database of EEG recordings from patients in
five different stages of the disease was used: healthy controls (HC), mild
cognitive impairment (MCI), mild Alzheimer (ADMILD), moderate Alzheimer
(ADMOD), and severe Alzheimer (ADSEV). Brain functional connectivity was
calculated using the Phase Lag Index (PLI). The results revealed significant
differences between the PLI values of subjects carrying genetic variants in the
SNPs rs2910164 and rs1625579. When a wide frequency band (1-70 Hz) is
analyzed, these functional connectivity differences are statistically significant in
HC and MCI subjects, but no in the ADMILD, ADMOD, and ADSEYV stages.
Additionally, statistically significant differences were observed in the alpha band
for HC subjects, in the beta and gamma bands for the MCI stage, and in the
gamma band for ADMILD patients. To sum up, we can conclude that significant



differences have been observed in functional connectivity values between
subjects carrying a risk allele and a protective allele of two microRNA variants
related to immunomodulation throughout the progression of AD.
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Introduccion Capitulo 1

Capitulo 1. Introduccion

1.1 Enfermedad del Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa
progresiva que provoca déficits de memoria, deterioro cognitivo, cambios en el
comportamiento y alteraciones en el funcionamiento cerebral (Alzheimer’s Association,
2024). Antes del desencadenamiento de la EA, se produce un estado intermedio conocido
como deterioro cognitivo leve (DCL), en el cual se presentan alteraciones en la memoria
y en la capacidad de razonamiento, pero no se cumplen los criterios diagnosticos de
demencia (Petersen et al., 2008). Con el tiempo, el paciente comienza a desarrollar los
primeros sintomas de la enfermedad, como apraxia, afasia y agnosia (Scheltens et al.,
2016). Estos sintomas tienden a agravarse, afectando a la capacidad del paciente para
realizar tareas cotidianas (Scheltens et al., 2016). En las etapas finales de la enfermedad,
el paciente pierde sus habilidades verbales y psicomotoras (Alzheimer’s Association,
2024).

La EA se puede clasificar en dos tipos en funcién del momento de manifestacion
de sintomas: EA de aparicion temprana, antes de los 65 afios, y EA de aparicion tardia,
después de los 65 afios (Koedam et al., 2010). Las anomalias genéticas que inducen la EA
de aparicion temprana estan en su mayoria comprendidas debido a que este subtipo esta
fuertemente influenciado por factores genéticos, presentando una heredabilidad de entre
un 92% y un 100% (Cacace et al., 2016). Por el contrario, las anomalias genéticas que
inducen la EA de aparicion tardia estan menos estudiadas, ya que se trata de un trastorno
complejo con una etiologia heterogénea (Cacace et al., 2016). La EA de aparicion tardia
es la presentacion mas comun de esta enfermedad (Zhu, Tan, et al., 2015). Varios estudios
han demostrado la asociacién entre variaciones genéticas y el desarrollo de este subtipo
de la enfermedad (Lambert et al., 2013). El alelo €4 del gen APOE destaca como el factor
de riesgo de mayor relevancia asociado con este subtipo (Ridge et al., 2013). No obstante,
es necesario seguir investigando en este campo para conocer el impacto que pueden
ejercer otras variaciones genéticas en el desarrollo de la EA de aparicion tardia.

La EA también se caracteriza por alteraciones en la actividad eléctrica cerebral
(Macedo et al., 2021). Esta actividad eléctrica puede ser capturada mediante diferentes
técnicas, como el electroencefalograma (EEG) (Ruiz-Gomez et al., 2019). El EEG es
sensible a los cambios rapidos y abruptos de los potenciales eléctricos situados en las
capas mas externas del cortex (Sanei & Chambers, 2013). Esta técnica ha sido
ampliamente utilizada para estudiar las alteraciones de la actividad eléctrica cerebral bajo
una amplia variedad de patologias (Lenartowicz & Loo, 2014; Smith & Smith, 2005). En
el caso de la EA, una de las alteraciones mas caracteristicas que se observan en el EEG
son los cambios en la conectividad funcional (Briels et al., 2020). La conectividad
funcional describe asociaciones estadisticas entre las secuencias temporales de valores de
potencial eléctrico entre diferentes regiones cerebrales (Briels et al., 2020). La EA se
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Introduccion Capitulo 1

considera un sindrome de desconexion, mostrando una menor conectividad funcional a
medida que progresa (Briels et al., 2020).

1.2 Actividad cerebral: EEG

La actividad eléctrica cerebral se produce por la transmision de potenciales de
accion entre neuronas. Los potenciales de accion se originan por un intercambio iénico
en la direccion marcada por el gradiente a través de la membrana celular (Sanei &
Chambers, 2013). Estos producen una despolarizacion de la neurona que viaja a través
del axon neuronal, presentando normalmente una conduccién unidireccional (Sanei &
Chambers, 2013). Si el potencial de accidn produce una sinapsis excitatoria o inhibitoria
se produce un potencial postsinaptico excitatorio o inhibitorio respectivamente en la
siguiente neurona (Sanei & Chambers, 2013).

El EEG es una técnica de registro de actividad eléctrica cerebral que capta las
fluctuaciones del campo eléctrico generado en el cortex mediante electrodos colocados
en el cuero cabelludo. Estos campos eléctricos son mayormente producidos por
potenciales postsinapticos que suceden simultdneamente durante la excitacion e
inhibicion sinéptica de millones de neuronas piramidales en el cértex cerebral (Cohen,
2017). Actualmente, el EEG es una herramienta ampliamente utilizada en una gran
variedad de campos que abarcan desde la neurociencia y la psicologia hasta la ciencia
cognitiva y las investigaciones psicofisiologicas (Mannan et al., 2018). El estudio de esta
sefial ha contribuido a comprender la complejidad de los trastornos acontecidos por la
EA, asi como a su diagnostico y diferenciacion de otras patologias cerebrales (Ouchani et
al., 2021).

Uno de los elementos caracteristicos de la EA son las disrupciones de conexion
neuronal (Briels et al., 2020). Por este motivo, la EA es considerada como un sindrome
de desconexidn (Briels et al., 2020). Como se ha sugerido previamente, estas anomalias
se ven reflejadas en cambios de conectividad funcional, lo cual puede ser estudiado
mediante el EEG (Briels et al., 2020). Las medidas de conectividad funcional se han
empleado en mdltiples estudios para comparar las diferencias de la actividad eléctrica
cerebral en las diferentes fases de la neurodegeneracion producida por la EA (Briels et
al., 2020). Gracias a estos estudios, se ha observado una reduccion en la coherencia y la
amplitude envelope correlation (AEC) en las bandas alfa y beta, y un incremento de AEC
en la banda zeta (Briels et al., 2020; Nunez et al., 2019). Otros estudios observaron
reducciones significativas del phase lag index (PLI) en las bandas delta, alfa, beta y
gamma en los pacientes con EA respecto de sujetos sanos (Hata et al., 2016; Nobukawa
etal., 2020).
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1.3 Genética: Inmunomodulacion

La genética es la rama de la biologia que se ocupa del estudio de la herencia,
incluyendo la interrelacion de los genes, la variacion en el acido desoxirribonucleico
(ADN) y sus interacciones con factores ambientales (Tanzi, 2012). Las anomalias en la
secuencia genética de un individuo pueden provocar alteraciones del sistema nervioso que
acaben derivando en enfermedades neurodegenerativas (Macedo et al., 2021). En el caso
de la EA de aparicion tardia, el componente hereditario supone un factor de riesgo
significativo, ya que desde principios de la década de 1990 se conoce que portar el alelo
€4 del gen APOE conlleva un mayor riesgo de padecer la enfermedad (Belloy et al., 2019).
Posteriormente, varios estudios han demostrado la existencia de otras variaciones
genéticas en el desarrollo de este subtipo de la enfermedad, por ejemplo, la region HLA-
DRB5-DRB1, previamente asociada al riesgo de desarrollar Parkinson y esclerosis
maltiple, el gen SORL1, directamente relacionado con el metabolismo de la proteina beta-
amiloide, el gen PTK2B, que codifica la proteina tirosina quinasa o el gen SLC24A4,
asociado al intercambiador de sodio potasio (Lambert et al., 2013).

La existencia de numerosas alteraciones genéticas asociadas a la EA como
factores de riesgo sugiere la importancia de incidir en la investigacion en este campo. De
hecho, el estudio del &cido ribonucleico (ARN) ha cobrado una gran relevancia en los
ultimos afios (Rybak-Wolf et al., 2021). EI ARN es una estructura molecular presente en
todas las células vivas que es similar estructuralmente al ADN. Sin embargo, a diferencia
de este, el ARN es monocatenario y presenta uracilo en lugar de timina en sus bases
nitrogenadas (Brosius et al., 2016). EI ARN tienen unas tasas de mutacion mucho mayores
que el ADN; esto se correlaciona con una mayor capacidad de originar mutaciones
dafiinas, lo que amplia la posibilidad de hallar cascadas moleculares alteradas que
originen enfermedades (Peck & Lauring, 2018).

Los micro-ARN son un tipo de ARN que se encuentra en las células y en la sangre
(Walgrave et al., 2021). Estas estructuras genéticas son de un tamafio menor en
comparacion con otros tipos de ARN y son capaces inducir un silenciamiento
postranscripcional de genes al unirse a los ARN mensajeros (ARNm) para impedirles su
transcripcion de proteinas (Walgrave et al., 2021). Los micro-ARN regulan diversas vias
celulares y moleculares relacionadas con la EA, de manera que son empleados como
biomarcadores de esta enfermedad (Swarbrick et al., 2019). El estudio de los micro-ARN
es especialmente adecuado para hallar mutaciones dafiinas y estudiar su comportamiento
y afectacion en diversas cascadas y vias celulares (Walgrave et al., 2021). En el cerebro
sano, los micro-ARN pueden mantener la homeostasis a traves de la regulacion negativa
de dianas moleculares en las vias neuronales e inmunitarias; por el contrario, en el cerebro
con Alzheimer, los micro-ARN estan desregulados, 1o que repercute en las cascadas
celulares y moleculares que intervienen en los endofenotipos de la EA (Walgrave et al.,
2021).
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La inmunomodulacion es el cambio en el sistema inmunitario del cuerpo causado
por sustancias que activan o debilitan su funcion (Gea-Banacloche, 2006). Estos cambios
pueden producir una respuesta inmunitaria controlada frente a una alteracién de la
homeostasis (Strzelec et al., 2023). Sin embargo, una respuesta inmune exagerada puede
ser causante de multiples enfermedades (Heneka et al., 2015). La funcion dedicada a
regular estos procesos de inmunidad se denomina inmunomudulacion, y en ella estan
implicados mdltiples micro-ARN. Por ejemplo, el miR-146a tiene efectos
inmunosupresores, ya que es un regulador negativo de varias células inmunitarias (Jeker
& Marone, 2015). En cambio, la presencia del miR-17-92 podria servir como adyuvante
durante la inmunizacion (Jeker & Marone, 2015). Las desregulaciones de estos micro-
ARN inmunomodulatorios pueden ejercer una regulacion positiva 0 negativa en la
neuroinflamacion cerebral (Hong et al., 2018). Esta surge como una respuesta protectora
por parte del organismo frente a una lesion o infeccion (Maccioni et al., 2009); sin
embargo, una respuesta neuroinflamatoria inadecuada puede contribuir al desarrollo de la
EA (Hong et al., 2018).

En consecuencia, es interesante estudiar las alteraciones en los micro-ARN
inmunomodulatorios, ya que estas variaciones genéticas pueden afectar a la funcién del
micro-ARN que alteran y predisponer al individuo que la porta a desarrollar
neuroinflamacion cerebral, un proceso que contribuye al desarrollo de la EA (Hong et al.,
2018; Maccioni et al., 2009; Rabaneda-Bueno et al., 2021)

1.4 Motivacioén

La sefial EEG es util para comprender las alteraciones, que pueden deberse a
multitud de factores, en el funcionamiento cerebral (Cohen, 2017). Por otra parte, se ha
demostrado la existencia de variaciones en la secuencia de micro-ARN relacionadas con
la inmunomodulacion, que predisponen a la persona portadora a desarrollar el fenotipo de
la EA (Walgrave et al., 2021). Ademas, estudios previos sugieren que las alteraciones en
los procesos inmunomodulatorios estan relacionadas con una disrupcién en la actividad
eléctrica cerebral (Popadynets’ et al., 2020). En base a esta evidencia, el presente trabajo
pretende averiguar el impacto de la genética en patrones de conectividad cerebral a lo
largo del continuo de la EA.

1.5 Hipdtesis

Existe evidencia de que, a nivel bioldgico, alteraciones en la secuencia de micro-
ARN inmunomodulatorios pueden contribuir al desarrollo de la EA. Estas alteraciones
pueden generar un impacto en el funcionamiento del cerebro, el cual puede ser analizado
a través del EEG. Ademas, estudios previos han observado que las alteraciones de los
procesos inmunomodulatorios pueden originar disrupciones en la conectividad cerebral
funcional. Por tanto, el presente Trabajo Fin de Grado (TFG) plantea como hipdtesis de
trabajo que existe una asociacion entre las alteraciones de la secuencia de micro-ARN
y cambios en los patrones de conectividad a lo largo del continuo de la EA.
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1.6 Objetivos

El objetivo principal de este TFG es analizar cambios en los patrones de
conectividad funcional en sujetos portadores de diversas variantes de micro-ARN
relacionadas con la inmunomodulacién a lo largo de la EA. Para lograrlo, se plantean
los siguientes objetivos especificos:

i.  Revision del estado del arte sobre la EA, micro-ARN y variaciones genéticas
asociadas a la inmunomodulacion genética de la EA y el uso del EEG en el
estudio de la EA.

ii. Analizar la base de datos proporcionada y realizar una busqueda sobre
variaciones genéticas en micro-ARN inmunomodulatorios.

iii.  Verificar la presencia de las variaciones encontradas en la base de datos.
iv.  Implementar métodos de conectividad funcional.

v.  Llevar a cabo una recopilacion y analisis de los resultados que permita extraer
conclusiones acerca de la relacion entre la conectividad funcional de los
distintos genotipos a lo largo del continuo de la EA.

vi.  Extraer conclusiones sélidas en forma de interpretaciones fisioldgicas de los
resultados obtenidos, asi como plantear limitaciones y futuras lineas de
investigacion.

1.7 Descripcion del documento

Este apartado define la estructura del presente TFG, el cual consta de 7 capitulos.
A continuacion, se enumeran y describen brevemente cada uno de ellos.

e Capitulo 1. Introduccidn. Se introduce la EA, la actividad cerebral y el analisis
genético llevado a cabo. También incluye la motivacion, hipotesis y objetivos a
alcanzar del trabajo.

e Capitulo 2. Enfermedad del Alzheimer. Se describe la EA en detalle, su
evolucion y sintomatologia. Ademas, se explican los factores de riesgo
caracteristicos de esta enfermedad, asi como su diagnostico.

e Capitulo 3. Analisis genético. Se explican las variantes genéticas, se presenta
el analisis genético en la EA y se relaciona con la inmunomodulacion genética.

e Capitulo 4. Electroencefalografia. Se introduce la electroencefalografia, su
neurofisiologia y las alteraciones del EEG que caracterizan a la EA.
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Capitulo 5. Materiales y métodos. Se realiza una descripcién detallada del
estudio llevado a cabo. Se introducen las técnicas de conectividad y se describen
los andlisis estadisticos empleados.

Capitulo 6. Resultados. Se presentan los resultados obtenidos. Las
distribuciones espaciales de los parametros extraidos son representadas, asi
como las diferencias significativas obtenidas entre grupos genéticos.

Capitulo 7. Discusién y conclusiones. Se interpretan los resultados obtenidos
a nivel bioldgico, respaldandose con articulos y otros trabajos. También se
evalUan los objetivos alcanzados y se describen las limitaciones y posibles lineas
de investigacion futuras. Por altimo, se extraen conclusiones a partir de los
resultados obtenidos.
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Capitulo 2. Enfermedad del Alzheimer

2.1 Introduccién

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad de caracter
neurodegenerativo que ataca al sistema nervioso central (SNC), provocando déficits de
memoria, deterioro cognitivo, cambios en el comportamiento y en el funcionamiento del
organismo (Deture & Dickson, 2019). Esta enfermedad fue descrita por primera vez por
el neuropatologo aleman Aloysius ‘Aldis’ Alzheimer en 1907 (Bondi et al., 2017). Hoy
en dia, es la causa mas comun de demencia en todo el mundo, pudiendo representar entre
un 60% y un 70% de los casos (Llibre-Rodriguez et al., 2022). La prevalencia de esta
enfermedad esta estrechamente relacionada con la edad, presentdndose en alrededor de
un 1% de personas con 60 afios y aumentando hasta el 30% en personas mayores de 65
afios (Scheltens et al., 2016).

A nivel macroscopico, el cerebro con EA presenta una atrofia cortical moderada,
mas acentuada en las cortezas de asociacion multimodal y en las estructuras del 16bulo
limbico (Deture & Dickson, 2019). Las cortezas temporal y frontal presentan surcos
agrandados con atrofia de los giros, mientras que las cortezas motora y primaria no suelen
verse afectadas (Deture & Dickson, 2019). Como resultado de la atrofia se produce un
agrandamiento de los cuernos frontales y temporales de los ventriculos laterales y se
observa una disminucion del peso cerebral en la mayoria de los individuos afectados
(Deture & Dickson, 2019). También se produce una atrofia temporal medial que afecta a
la amigdala y al hipocampo, generalmente acompafiada de un agrandamiento del asta
temporal. Otra caracteristica macroscdpica cominmente observada en la EA es la pérdida
de pigmentacion neuromelaninica en el locus coeruleus (Serrano-Pozo et al., 2011). La
anatomia macroscoépica de un cerebro con EA se presenta a continuacion en la figura 1.

Normal [

Figura 1. Anatomia macroscopica del cerebro con Alzheimer. La vista lateral de un
cerebro con Alzheimer puede mostrar un ensanchamiento de los surcos y un
estrechamiento de los giros. Esto puede observarse mas facilmente en secciones coronales,
como indican las puntas de flecha, y esta atrofia suele ir acompafiada de un agrandamiento
de las astas frontales y temporales de los ventriculos laterales, como resaltan las flechas.
Ademas, la pérdida de neuronas pigmentadas en el locus coeruleus se observa
comunmente en el tegmento pontino como se muestra con el circulo abierto. Ninguna de
estas caracteristicas es exclusiva de la EA. Imagen adaptada (Deture & Dickson, 2019).
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A nivel microscopico hay una estrecha correlacion entre el grado de demencia y
la densidad de dos estructuras anormales, las placas seniles y los ovillos neurofibrilares
(Alzheimer’s Association, 2024). Las placas seniles son depdsitos de un fragmento de
proteina llamado beta-amiloide (AP) que se acumula en los espacios entre neuronas,
provocando lesiones extracelulares (Alzheimer’s Association, 2024); estas estructuras
pueden depositarse en las paredes de los capilares, las arterias y arteriolas, causando
degeneracion vascular e irrumpiendo el flujo sanguineo (Silva et al., 2019). Los ovillos
son acumulaciones de fibras retorcidas de otra proteina llamada tau que se encuentra
hiperfosforilada (P-tau) y se acumula dentro de las neuronas (Alzheimer’s Association,
2024). El tejido cerebral en estado avanzado de edad presenta en cierto grado estas dos
estructuras; sin embargo, estas estructuras se depositan de manera mucho méas acentuada
en personas que padecen la EA (Pérez Trullen, 2007). En la figura 2 se observa una
muestra cerebral de estas dos estructuras.

Actualmente la Administracion de Alimentos y Farmacos de los Estados Unidos
ha aprobado siete farmacos para combatir la EA (Alzheimer’s Association, 2024). El
aducanumab, donanemab y lecanemab eliminan las placas de Ap del cerebro, reduciendo
el deterioro cognitivo en personas con EA temprana (Alzheimer’s Association, 2024). Por
otro lado, se encuentran los inhibidores de la enzima colinesterasa (AChEIs) y los
antagonistas del N-metil d-aspartato (NDMA) (Breijyeh et al., 2020). Varios procesos
fisioldgicos destruyen las células productoras de la enzima colinesterasa, reduciendo la
transmision colinérgica a través del cerebro (Breijyeh et al., 2020); los AChEI acttuan
bloqueando las enzimas de la colinesterasa para que no se descomponga, produciendo un
aumento de los niveles de colinesterasa en la hendidura sinaptica (Breijyeh et al., 2020).
Por otro lado, una sobreactuacion del NMDAR desencadena un aumento de los niveles
de calcio favoreciendo la muerte celular y la disfuncion sinaptica (Breijyeh et al., 2020);
los antagonistas de NMDAR previenen esta sobreactuacion, permitiendo la afluencia de
calcio y restaurando su actividad normal (Breijyeh et al., 2020).

Placas seniles de
Beta-Amiloide Ovillos neurofibrilares
de Tau

Figura 2. Muestra cerebral de las placas AP y ovillos de P-tau. Imagen adaptada (Deture
& Dickson, 2019).
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2.2 Evolucion y sintomatologia

Dependiendo de los sintomas y las regiones cerebrales afectadas, se pueden
distinguir diferentes etapas de progresion de la EA atendiendo a la severidad del deterioro
de las funciones cognitivas. A este proceso se le denomina “continuo de la EA”. Los
sintomas iniciales de la EA normalmente estan precedidos por una etapa de DCL
(Petersen et al., 2008). Esta etapa puede durar varios afos; durante su transcurso los
sujetos presentan cambios patologicos tempranos en el cortex y el hipocampo (Breijyeh
et al., 2020), ademas de un deterioro cognitivo mayor que el esperado para una persona
de su edad, pero no presentan los sintomas para ser diagnosticados de EA (Petersen et al.,
2008). Por ello, el DCL puede ser considerado como una etapa latente de esta enfermedad,
ya que en estudios anteriores demuestran que la tasa de conversion de DCL a EA es del
15% al afio (Davatzikos et al., 2011), mientras que en sujetos sanos la tasa de conversion
es del 1-2% al afio (Alzheimer’s Association, 2024).

Las diferentes etapas de la EA fueron definidas en 1982 por el Dr. Barry Reisberg
mediante la escala de deterioro global (Reisberg et al., 1982). En el estado menos
desarrollado de la EA, conocido como Alzheimer leve (ADMIL), los pacientes disponen
de autonomia para desarrollar las tareas diarias, pero presentan diversos sintomas como
pérdida de concentracién y memoria, desorientacion, problemas de lectura y déficits en
examenes clinicos (Maturana-Candelas et al., 2019; Ruiz-Gémez et al., 2019). El estado
sucesorio es el conocido como Alzheimer moderado (ADMOD); en esta etapa la
enfermedad se extiende a zonas de la corteza cerebral, aumentando la pérdida de memoria
y la dificultad para reconocer familiares y amigos (Maturana-Candelas et al., 2019; Ruiz-
Gomez et al., 2019). Los pacientes muestran claros déficits para realizar tareas cotidianas,
por lo que requieren de cierta ayuda para realizarlas. Por ultimo, acontece la etapa
conocida como Alzheimer severo (ADSEV), que implica la propagacién de la enfermedad
a todo el cortex, con una gran acumulacion de placas neuriticas y ovillos neurofibrilares,
lo que da lugar a que el paciente pierde la capacidad de responder a estimulos ambientales
y de controlar sus propios movimientos (Maturana-Candelas et al., 2019; Ruiz-Gomez et
al., 2019).

2.3 Factores de riesgo

La edad constituye el principal factor de riesgo para la EA, dado que la mayoria
de las personas que padecen esta enfermedad tienen 65 afios 0 mas, y aproximadamente
un tercio de las personas mayores de 85 afios la padecen (Alzheimer’s Association, 2024).
La genetica es otro factor de riesgo fundamental. Alrededor de un 70% del riesgo de
desarrollar la EA se atribuye a factores genéticos, la mayoria de ellos relacionados con la
EA de aparicion temprana (Ballard et al., 2011). Hay dos clases de genes que influyen
sobre la predisposicion de esta enfermedad: los genes de riesgo y los genes deterministas.
Los genes de riesgo aumentan la probabilidad de padecer la EA, pero no aseguran gque
suceda. Hay varios genes que aumentan el riesgo de padecer la EA, como es la
apolipoproteina €4 del gen APOE. Los genes deterministas causan directamente la
enfermedad, como es el caso de la proteina precursora amiloidea, presenilina-1 y

presenilina-2 (Alzheimer’s Association, 2024). Ademas, varios estudios han demostrado
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la implicacion de la neuroinflamacion en el desarrollo de la EA (Maccioni et al., 2009).
Esta respuesta inflamatoria que genera el organismo como respuesta a alteraciones en la
homeostasis se caracteriza por la produccion de mediadores y cascadas proinflamatorias
que generan la activacion del sistema inmunitario (Strzelec et al., 2023). Una respuesta
inmunitaria adecuada a una alteracion de la homeostasis es un mecanismo intencionado
y apropiado; sin embargo, una respuesta descontrolada a esta alteracion puede contribuir
a desarrollar la EA (Maccioni et al., 2009; Strzelec et al., 2023). Por este motivo, las
variaciones genéticas inmunomodulatorias que ocasionan alteraciones en esta respuesta
inmunitaria suponen un factor de riesgo fundamental para el desarrollo de la EA (Hong
et al., 2018; Maccioni et al., 2009).

Ademas de la edad y la genética, existen un gran nimero de factores de riesgo
adquiridos que predisponen a su portador a desarrollar la EA. Las enfermedades
cerebrovasculares como las hemorragias cerebrales, ictus isquémicos en la corteza
cerebral, valvulopatias y cambios en la sustancia blanca cerebral, incrementan el riesgo
de demencia (Vinicius et al., 2019). Los factores de riesgo vascular conducen a una
disfuncion en la barrera hematoencefalica, lo que conlleva una reduccion del flujo
sanguineo cerebral, disminuyendo el aporte sanguineo a la region afectada y en
consecuencia provocando dafio neuronal (Zlokovic, 2011). La hipertension es un factor
capaz de incrementar el riesgo de padecer EA,; varios estudios han demostrado que cuando
este factor esta presente en individuos de mediana edad acaba teniendo una repercusion
negativa en edades méas avanzadas, de manera que esta asociacion se debilita con la edad
(Staessen et al., 2007). La hipertension puede producir cambios en la pared vascular, lo
que puede dar lugar a hipoperfusion, hipoxia cerebral o isquemia, contribuyendo asi al
desarrollo de la EA (Skoog & Gustafson, 2006). La diabetes tipo Il esta relacionada con
el riesgo de padecer EA a razon de mdltiples estudios epidemioldgicos. Hay varios
mecanismos que sugieren esta asociacion, entre ellos la resistencia a la insulina, la
deficiencia de esta hormona, el deterioro de la funcion del receptor de insulina, la
toxicidad producida por la hiperglucemia y los efectos adversos que producen los
productos finales de la glicacion avanzada (Li et al., 2015). Estos mecanismos activan
vias de muerte celular que inducen la muerte neuronal (Ko et al., 2015). Los niveles altos
de colesterol son un factor de riesgo para desarrollar la EA. Varios estudios han
demostrado que los individuos con EA presentan un nivel de colesterol un 10% mas alto
en comparacion con pacientes sanos (Xue-Shan et al., 2016). La hipercolesterolemia
incrementa este riesgo debido a los efectos anomalos que causa en la barrera
hematoencefalica, comprometiendo la integridad de esta y dando lugar a los mecanismos
anteriormente comentados (Xue-Shan et al., 2016).

Por Gltimo, factores con una implicacibn menos directa como el estrés y la
depresion han demostrado aumentar los niveles de cortisol, una hormona con un nivel
elevado en pacientes con la EA (Huang et al., 2009). Los trastornos del suefio y el
tabaquismo también han evidenciado aumentar el riesgo de padecer demencia y EA
(Durazzo et al., 2014; Shi et al., 2018). Por el contrario, se ha observado que la realizacion
de actividad fisica habitual reduce en un 45% las probabilidades de desarrollar esta
enfermedad (Hamer & Chida, 2009).
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2.4 Diagnostico

La EA no tiene una evaluacion Unica que confirme su diagnéstico. Para
diagnosticar esta enfermedad son necesarias evaluaciones médicas exhaustivas, entre
ellas: antecedentes médicos detallados, evaluacion del estado mental y del humor, examen
fisico y neurologico, estudios de imagenes cerebrales que permiten descartar sintomas
similares a los de la demencia (Alzheimer’s Association, 2024) y deteccion de
biomarcadores, que son signos bioldgicos de la enfermedad que pueden observarse en
iméagenes del cerebro, andlisis de sangre o de liquido cefalorraquideo (LCR) (Porsteinsson
etal., 2021).

El diagnostico de esta enfermedad comienza con la anamnesis del paciente para
recoger posibles antecedentes médicos, ademas de la revision de la historia familiar y del
paciente. Para la evaluacion del estado mental y del humor se realizan pruebas de
memoria, solucion de problemas, atencion, conteo y lenguaje (National Institute on
Aging, 2024). Uno de las mas comunes es el Mini Mental State Examination (MMSE)
(Folstein et al., 1975). Para la deteccion de biomarcadores pueden realizarse analisis de
sangre para detectar los niveles de vitamina B12, debido a que la deficiencia de esta
origina problemas neuroldgicos y en consecuencia aumenta el riesgo de padecer EA
(Breijyeh et al., 2020). El diagnostico de la deficiencia de vitamina B12 se lleva a cabo
midiendo los niveles de homocisteina sérica, ya que, si estos se encuentran elevados,
pueden causar dafios cerebrales por estrés oxidativo (Breijyeh et al., 2020). También
puede tomarse una muestra de LCR a traves de una puncién lumbar para medir los niveles
de proteinas relacionadas con la enfermedad, como es el caso de la proteina P-tau y la A
(Breijyeh et al., 2020). Los estudios de imagenes cerebrales son una herramienta cada vez
mas precisa y utilizada para diagnosticar esta enfermedad y detectar biomarcadores. Las
seflales basadas en neuroimagen como la tomografia computarizada, tomografia por
emision de positrones, resonancia magnética estructural, resonancia magnética funcional
e imagen por tensor de difusion realizan un andlisis cuantitativo de la degeneracion
cerebral para obtener una valoracién méas precisa (Afzal et al., 2021). El proceso de
diagnostico de la EA se muestra en la figura 3.
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Figura 3. Proceso de diagndstico de la EA dividido en los siguientes pasos: detectar,
evaluar/diferenciar, diagnosticar y tratar. Imagen adaptada (Porsteinsson et al., 2021).
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Capitulo 3. Analisis genético
3.1 Introduccion

Uno de los principales factores de riesgo en la EA son las variaciones genéticas,
puesto que en torno a un 70% del riesgo de desarrollar EA se asocia a este factor de riesgo
(Ballard et al., 2011). Mediante el andlisis genético de esta enfermedad se han conseguido
identificar una serie de variantes que contribuyen a su desarrollo y progresion, por
ejemplo, el alelo €4 del gen APOE, el gen PICALM o el gen CLU entre otros (Lambert et
al., 2009, 2013). Cobra especial relevancia el estudio de las variaciones en los micro-
ARNS, ya que se ha observado que, en el cerebro con Alzheimer, los micro-ARN estan
desregulados, lo que repercute en las cascadas celulares y moleculares que intervienen en
los endofenotipos de la EA (Walgrave et al., 2021). Ademas, el estudio de este tipo de
variaciones genéticas es especialmente adecuado para hallar mutaciones dafiinas y
estudiar su comportamiento y afectacion en diversas cascadas y vias celulares (Walgrave
et al., 2021). En concreto, los ultimos estudios han destacado la relevancia de los micro-
ARNs inmunomodulatorios en el trascurso de esta enfermedad, debido a que estos pueden
inducir una respuesta inmunitaria descontrolada que origine una neuroinflamacién
cerebral desmedida, un proceso que contribuye directamente en el desarrollo de la EA
(Heneka et al., 2015; Maccioni et al., 2009). En este capitulo se pretende mostrar una
vision exhaustiva de la genética de esta enfermedad, asi como su relacion con las
variaciones en los procesos de inmunomodulacion.

3.2 Polimorfismos de nucledtido Unico

Un polimorfismo de nucledtido Gnico (SNP) es una variacion de un solo
nucleotido en la secuencia de referencia. Los SNPs pueden clasificarse en funcion de la
sustitucion nucleotidica como transiciones (C/T o G/A) o transversiones (C/G, A/T, C/A
0 T/G) (Gea-Banacloche, 2006). Debido a que las bases nitrogenadas son la unidad mas
pequefia del sistema genético, los SNPs representan la forma definitiva de marcador
genético molecular. Ademas, constituyen el tipo de polimorfismo genético mas comun,
ya que el numero potencial de marcadores es enorme en comparacion con cualquier
genotipo de una especie determinada (Edwards et al., 2007). Existe evidencia de que estos
SNPs pueden tener una gran influencia en la variacién de numerosos micro-ARN (Roy &
Mallick, 2017). Particularmente, resulta interesante el estudio de los micro-ARN que
alteran redes bioldgicas relacionadas con la inmunomodulacion, ya que las
desregulaciones en estos micro-ARN inmunomodulatorios pueden alterar diversas vias
celulares que desencadenan la neuroinflamacion cerebral, un proceso que contribuye al
desarrollo de la EA (Hong et al., 2018; Maccioni et al., 2009). En la figura 4 se muestran
multiples micro-ARNSs que guardan relacion con la EA.
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Figura 4. Los microARN regulan mdaltiples vias celulares y moleculares relacionadas
con la enfermedad de Alzheimer. Imagen adaptada (Walgrave et al., 2021).

3.3 Analisis geneético de la EA

La genética es un factor de riesgo clave para el desarrollo de la EA. Por este motivo
se han desarrollado maultiples técnicas para su estudio, entre la que destacan los estudios
de asociacion de genoma completo (Genome-Wide Association Studies, GWAS). Estos
estudios son una herramienta de investigacion utilizada para identificar variantes
gendmicas que estan estadisticamente asociadas con un riesgo de desarrollar una
enfermedad o un rasgo determinado (Christensen K & Murray JC, 2007). En los ultimos
afios, estos estudios a gran escala y sus metaanalisis con un gran tamafio de muestral han
descubierto algunos de los genes susceptibles de desarrollar EA. Entre ellos se encuentra
el gen PICALM, localizado en el cromosoma 11, que podria estar implicado en el proceso
de produccion y eliminacién del péptido AP, ya que este gen esta asociado a
autofagosomas y se encarga de regular la clatrina y la adaptor protein complex 2 en las
neuronas (Karch & Goate, 2015; Lambert et al., 2013). El gen CLU localizado en el
cromosoma 8, que realiza la apoptosis programada, protege la membrana celular,
transporta lipidos, interacciona con las células y codifica una proteina con su mismo
nombre. Ademas, este gen tiene un papel clave en la alteracion de la agregacion y/o
eliminacion de AP (Karch & Goate, 2015; Lambert et al., 2009). El gen APOE, localizado
en el cromosoma 19, es el factor de riesgo genético de mayor asociacion con esta
enfermedad (Saunders et al., 1993). Se encarga de codificar una proteina transmembrana
especialmente presente en los quilomicrones. Estas moléculas contribuyen en el
transporte de colesterol entre las células, asi como de redistribuir el colesterol intracelular
(Karch & Goate, 2015; Riedel et al., 2016). Este gen contiene tres alelos €2, €3 y €4, que
se diferencian en un Unico aminoéacido, pero es el alelo €4 el que provoca un incremento
de los niveles de colesterol plasmatico, lo que predispone al paciente que lo porta a
desarrollar enfermedades cardiovasculares y neurodegenerativas (Riedel et al., 2016). El
gen CR1 localizado en el cromosoma 1, se expresa principalmente en la membrana de las
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células sanguineas periféricas (Lambert et al., 2009; Zhu, Yu, et al., 2015). Este gen actla
como el principal vehiculo para el transporte de complejos inmunes al higado o bazo,
donde son transferidos al sistema fagocitico de los monocitos y eliminados de la
circulacién (J. C. Lambert et al., 2009; Zhu, Yu, et al.,2015). Se cree que este gen podria
actuar desempefiando un papel neuroprotector en la EA (Lambert et al., 2009; Zhu, Yu,
et al., 2015). También se han descubierto diversos loci que guardan relacién con la EA.
Hoy en dia, se conocen aproximadamente 75 loci de riesgo de esta enfermedad como
PTK2B, SORL1, BIN1, ABCA7, EPHAL o CELF1, entre otros (Karch & Goate, 2015;
Lutz & Chiba-Falek, 2022).

Una de las variantes genéticas mas estudiadas gracias a los GWAS son los SNPs
(Torrego et al., 2023). La importancia de esta variante genética radica en su estabilidad
evolutiva, lo que les convierte en marcadores Utiles en los mapeos genéticos para rastrear
la herencia de enfermedades genéticas como la EA (Torrego et al., 2023). Resulta
interesante el estudio de los SNPs que alteran micro-ARN con funciones
inmunomodulatorias, ya que como se ha comentado en secciones anteriores, la alteracion
de estos micro-ARN puede alterar vias celulares que desencadenan neuroinflamacion
cerebral, un precursor de la EA (Hong et al., 2018; Maccioni et al., 2009). Por ejemplo,
mediante estos estudios se descubrié que el gen TREM2 que actla como un receptor de
superficie microglial, se ve alterado por los SNPs rs75932628 y rs143332484 (Villegas-
Llerena et al., 2016). Estos provocan una alteracion de las células microgliales,
provocando una pérdida de su funcion y haciendo al individuo que la porta mas
susceptible de desarrollar la EA (Villegas-Llerena et al., 2016).

3.4 Inmunomodulacién

El sistema inmunitario es el responsable de la resistencia a infecciones patdgenas
y del mantenimiento de la homeostasis del organismo (Strzelec et al., 2023). En este
sistema intervienen genes, moléculas, células y drganos organizados en complejas redes
de interacciones sinérgicas con el objetivo de combatir diversos tipos de amenazas
(Subramanian et al., 2015). Una respuesta inmunitaria adecuada a una alteracion de esta
homeostasis es un mecanismo apropiado y deliberado (Strzelec et al., 2023). Por el
contrario, una respuesta inmunitaria descontrolada puede actuar como un bucle que se
retroalimenta positivamente, lo que puede ocasionar graves consecuencias y el desarrollo
de diversas enfermedades (Heneka et al., 2015). Estas respuestas descontroladas pueden
originarse debido a un proceso inflamatorio cronico o como resultado de una respuesta
inmunitaria anormal contra un determinado tipo de células, lo que conduce al desarrollo
de enfermedades autoinmunitarias (Strzelec et al., 2023).

Diversas lineas de investigacion convergentes han revelado la implicacion de la
neuroinflamacién en el desarrollo de la EA (Maccioni et al.,, 2009). El término
neuroinflamacién se utiliza para describir la respuesta inflamatoria que se origina en el
SNC tras una lesion o infeccion (Hong et al., 2018). Las reacciones inmunitarias en el
SNC son diferentes a las originadas en el resto del cuerpo humano debido a la presencia
de la barrera hematoencefalica, que restringe la entrada de leucocitos en el parénquima
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cerebral (Hong et al., 2018). Aungue la neuroinflamacién surge como una respuesta
protectora por parte del organismo, una respuesta inflamatoria inadecuada podria causar
enfermedades neurodegenerativas como la EA (Hong et al., 2018). Esta respuesta
inflamatoria se caracteriza por la produccion por parte de células huésped de un conjunto
de mediadores proinflamatorios, lo que implica la participacion del sistema inmunitario
y la activacion de cascadas inflamatorias (Maccioni et al., 2009).

Las principales células que actdan en el proceso neuroinflamatorio son los
astrocitos y las células de la microglia. Las células de la microglia son fagocitos en busca
de patdgenos o neuronas deterioradas que realizan sus funciones dentro del cerebro.
Tienen una funcién de vigilancia y renovacion sinéptica, pero bajo condiciones de estrés
se activan y se pueden encontrar alrededor de las placas de beta-amiloide y su nimero
aumenta en relacion con el dafio neuronal (Deture & Dickson, 2019). Los astrocitos tienen
funcidn de neuroproteccion de neuronas dafiadas y en el mantenimiento de la homeostasis
del organismo. Estas células realizan una funcion de apoyo trofico a las neuronas y
sinapsis, conectando estas estructuras con el suministro sanguineo que les proporciona
los nutrientes (Deture & Dickson, 2019). Las principales moléculas actuadoras son las
quimiocinas, citoquinas y moduladores de la neuroinflamacion. Las citoquinas
desempefian un doble papel, ya que favorecen la neurodegeneracion o la neuroproteccion
(Hong et al., 2018).

La inmunomodulacion es el cambio en el sistema inmunitario causado por
sustancias que activan o debilitan su funcion (Strzelec et al., 2023). Las variaciones
genéticas que alteran los mecanismos inmunomodulatorios pueden modificar la respuesta
inflamatoria del sistema inmunitario (Walgrave et al., 2021). Si estas variaciones originan
una expresion aumentada de la respuesta inmune, esta puede causar una neuroinflamacion
descontrolada, lo que facilita el desarrollo de la EA (Strzelec et al., 2023). Por el contrario,
estas variaciones pueden contribuir al desarrollo de una respuesta controlada frente a las
alteraciones en la homeostasis, llegando a ejercer una funcion protectora frente a la EA
(Strzelec et al., 2023). Por consiguiente, las variaciones genéticas en los genes
inmunomoduladores y su relacion con la actividad eléctrica, representan un relevante
campo de estudio para comprender las vias bioldgicas que regulan la funcion inmunitaria
que incide en la progresion de procesos neurodegenerativos como la EA (Chanock &
Taylor VI, 2002).

Los micro-ARN estudiados en el presente trabajo son el miR-132 localizado en el
cromosoma 1 y el miR-146 localizado en el cromosoma 5. Ambos micro-ARN estan
relacionados con procesos inmunomodulatorios y con la EA (Bin Zhang et al., 2015; Salta
& De Strooper, 2017; Zhan-giang et al., 2023). EI miR-132 es un regulador clave en la
morfogénesis neuronal, la plasticidad sinéptica y la cognicion (Walgrave et al., 2021).
Este micro-ARN esta presente en todos los tipos celulares del sistema nervioso central
(SNC), incluyendo astrocitos, oligodendrocitos y microglia (Salta & De Strooper, 2017).
Tiene importantes efectos en procesos inmunomodulatorios, ya que modula la respuesta
inmune inducida por ligandos enddgenos en enfermedades neuroldgicas (Kong et al.,
2015). La regulacion negativa o supresion de este micro-ARN se ha relacionado con la
EA (Pichler et al., 2017), mientras que una regulacion positiva de este contribuye a la
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proteccién neuronal frente a esta enfermedad (Zeng et al., 2022). Ademas, diversos
estudios demostraron que este micro-ARN juega un papel fundamental en el metabolismo
de la proteina tau y en la proteccién frente a la muerte neuronal (Pichler et al., 2017). El
miR-146 esta presente principalmente en las células de la microglia y en menor medida
en las neuronas y los astrocitos (Zhan-giang et al., 2023). Este micro-ARN es un regulador
clave en la respuesta inmune. En concreto, es esencial para la respuesta microglial a la
inflamacién (Martin et al., 2020), actuando como un represor de las proteinas de
sefializacion de la respuesta inmune para evitar una respuesta inflamatoria hiperactiva
(Martin et al., 2020). Por este motivo, una regulacion positiva de este micro-ARN
contribuye a la neuroproteccion de la EA, llegando a posicionarse como una prometedora
terapia contra esta enfermedad (Liang et al., 2021).

En definitiva, ambos micro-ARN estan relacionados con la inmunomodulacion
inflamatoria. La alteracion de las secuencias genéticas que codifican estos micro-ARN
podria desencadenar anomalias transcripcionales que afecten a su funcion y a su
concentracion en la célula, resultando en un impacto en los procesos de
inmunomodulaciony pudiendo contribuir al desarrollo de la EA o, por el contrario, ejercer
una proteccion frente a esta enfermedad.
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Capitulo 4. Electroencefalografia
4.1 Introduccion a la electroencefalografia

Es de vital importancia comprender la relacion entre las alteraciones del
funcionamiento eléctrico cerebral y las condiciones neuropatologicas para asi poder
diagnosticar, detectar y tratar los trastornos cerebrales y sus enfermedades asociadas
(Sanei & Chambers, 2013). Para ello, se dispone de una gran variedad de técnicas entre
las que destaca el EEG. Esta es una técnica no invasiva de registro de la actividad eléctrica
cerebral, que se realiza mediante la colocacion de electrodos en el cuero cabelludo del
paciente (Cohen, 2017). Esta actividad eléctrica registrada se produce por la transmision
de potenciales postsinapticos que suceden simultaneamente durante la excitacién e
inhibicidn sinaptica de millones de neuronas piramidales que se encuentran en posicién
perpendicular respecto al cortex cerebral (Cohen, 2017). Estos potenciales postsinapticos
son originados por intercambios idnicos en la direccién marcada por el gradiente a través
de lamembrana celular, generando corrientes de iones, de manera que las neuronas acttan
como diminutos dipolos eléctricos (Sanei & Chambers, 2013).

El EEG es capaz de medir con una alta resolucion temporal la actividad eléctrica
del cerebro, permitiendo observar cambios muy precisos en la actividad eléctrica a lo
largo del tiempo (Cohen, 2017). Sin embargo, esta técnica tiene una baja resolucion
espacial, presentando una limitada capacidad para registrar actividad eléctrica en
estructuras cerebrales profundas (Abad Martin,2020). Estas sefiales de actividad eléctrica
captadas por el EEG se ven atenuadas, expandidas y contaminadas por ruido al viajar a
través de las diferentes superficies de la cabeza (Ruiz-Gomez et al., 2019). Este fendmeno
se conoce como el efecto de la conduccién del volumen y puede provocar falsas
correlaciones entre las series temporales registradas por electrodos cercanos, ya que estos
pueden estar captando la actividad eléctrica de las mismas fuentes cerebrales, incluso si
son independientes (Ruiz-Gémez et al., 2019).

La sefial de EEG normalmente se encuentra contaminada por artefactos que no
son de interés, entre los mas comunes se encuentran: (i) los artefactos debidos a la red
eléctrica (50/60 Hz), causados por los dispositivos eléctricos o por un mal contacto de los
electrodos que generan una alta impedancia (Sazgar & Young, 2019); (ii) los artefactos
cardiacos, producidos por la actividad eléctrica del corazén que se representa como una
onda en forma de espiga y puede confundirse con la actividad eléctrica cerebral (Sazgar
& Young, 2019); (iii) los artefactos debidos al movimiento muscular, producidos por la
actividad eléctrica generada por movimientos de los musculos del cuero cabelludo, cara,
mandibula y cuello; y (iv) los artefactos debidos a los movimientos oculares, causados
por movimientos del globo ocular y parpados, generandose cambios en el potencial del
0jo que afectan principalmente a los electrodos frontales (Sazgar & Young, 2019). Para
eliminar estos artefactos y obtener una sefial aceptable es fundamental el preprocesado
del EEG. Una de las técnicas mas empleadas en esta etapa es el andlisis de componentes
independientes (ICA) (Debener et al., 2011). ICA separa la mezcla de sefiales de fuentes
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independientes en componentes independientes, de manera que es capaz de identificar y
separar los artefactos presentes en las sefiales de EEG, permitiendo una interpretacion
mas precisa de esta sefial (Debener et al., 2011).

Los registros EEG han sido empleados en numerosos estudios para analizar el
efecto de mdltiples patologias neuroldgicas, como la esquizofrenia, la enfermedad de
Parkinson, la demencia por cuerpos de Lewy, la epilepsiay la EA, para asi contribuir a la
investigacion, diagnostico y pronostico de las mismas (Gutiérrez- de Pablo, 2021).

4.2 Neurofisiologia

El sistema nervioso se define como la organizacion estructurada de células
nerviosas y no nerviosas (Bronzino & Peterson, 2006). Las células nerviosas, también
conocidas como neuronas, son la unidad funcional basica del sistema nervioso. Su funcion
consiste en generar, integrar y conducir las sefiales provenientes de otras neuronas o de
un estimulo externo y producir respuestas que se envien a otras células excitables o
efectoras como es el caso de las células musculares (Bronzino & Peterson, 2006).

Las neuronas estan conectadas entre ellas mediante un punto de unién denominado
sinapsis, a traves del cual se transmite el impulso nervioso (Sanei & Chambers, 2013).
Para lograr la transmision del impulso nervioso, las neuronas se comunican entre ellas
mediante cambios en la polaridad de su membrana, lo que se conoce como un potencial
de accion; esto supone una despolarizacién de la neurona que se va propagando a lo largo
de la membrana (Sanei & Chambers, 2013). En el caso de que este potencial de accién o
una suma de potenciales de accion logren sobrepasar un cierto umbral, se produce una
sinapsis excitatoria y en consecuencia un potencial postsinaptico excitatorio (PPSE),
transmitiéndose el impulso nervioso a la célula contigua. En el caso de que se hubiera
producido una sinapsis inhibitoria se produciria una hiperpolarizacién y, en consecuencia,
un potencial postsindptico inhibitorio (PPSI), inhibiendo la transmision del impulso
nervioso a la proxima célula (Sanei & Chambers, 2013). Estos potenciales postsinapticos
son originados por el intercambio i6nico a través de la membrana celular de iones
positivos (Ca2+, Na+ y K+) y negativos (CI-) en la direccion marcada por el potencial de
membrana (Sanei & Chambers, 2013). Los PPSE y PPSI que transmiten las neuronas
piramidales que se encuentran en disposicidn perpendicular a la corteza cerebral generan
la actividad eléctrica cerebral medible mediante el uso de técnicas de
electroencefalografia (Cohen, 2017). La generacion y registro de estos potenciales
postsinapticos se representan a continuacion en la figura 5.

22



Electroencefalografia Capitulo 4

Potencial . ! Cuero cabelludo

de accién \
+40 EE = .o
T PP Y Duramadre
s  ethern st e s
E = e Aracnoides
s © 7 |z o ~
é & & e AN —- Espacio
] & ) = : subaracnoideo
> . v
g '&'é \1 Piamadre
Umbral &/ Inicios \ &
-55 fallidos ASOSS
Estado de reposo aferentes

-70 T
f Periodo
Estimuio refractario / A
} - Axones eferentes
o] 1 2 3 B 5
Tiempo (ms)
(a) (b)

Figura 5. a) Potencial de accion en la neurona, b) Generacion de PPSE en la corteza
cerebral y su registro mediante un electrodo para producir la sefial de EEG (Cruz-
Rodriguez et al., 2021)

4.3 Ritmos fisiologicos de la sefial de EEG

El EEG se divide tradicionalmente en cinco bandas de frecuencia: delta (J), zeta
(0), alfa (o), beta (B) y gamma (y). Estas bandas de frecuencia presentan diferentes
amplitudes y frecuencias, y suelen estar asociadas con una serie de estados cognitivos
(Jafari et al., 2020; Sanei & Chambers, 2013). Los distintos ritmos cerebrales presentes
en un registro de EEG se representan a continuacion en la figura 6.

W“WMWNW«WW‘WWW Gamma 30 - 70 Hz
WU\MV\/\{WVWW‘\M Beta 13 - 30 Hz

Alfa8-13 Hz

\/\/\/ Delta 0.5 -4 Hz

A 1 ]
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Figura 6. Ritmos cerebrales presentes en un registro EEG. Imagen adaptada (Jafari et
al., 2020).
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= Ritmos delta (8): incluyen las frecuencias en el intervalo de 0,5-4 Hz. Son las ondas
mas lentas, pero con mayor amplitud, pudiendo llegar a tener una amplitud de entre
100 y 200 pV. Se asocian con el suefio profundo y el estado de inconsciencia.
También pueden relacionarse con estados patolégicos como la pérdida de
consciencia o el coma. Estan localizadas en la region frontal y parieto-occipital.

= Ritmos zeta (0): incluyen las frecuencias en el rango de 4-8 Hz y presentan una
amplitud de entre 30-60 pV. Se asocian con el estado de meditacion y de
consciencia que deriva hacia la somnolencia. Se presentan principalmente en las
zonas parietal, temporal y occipital.

= Ritmos alfa (a): incluyen frecuencias en el intervalo de 8-13 Hz y presentan una
amplitud de hasta 50 puV. Se piensa que indican un estado relajado de conciencia,
sin ninguna concentracion o atencion. Se observan en estados de relajacion con los
0jos cerrados y se localizan en la zona parieto-occipital.

= Ritmos beta (B): incluyen frecuencias en el rango de 13-30 Hz y con baja amplitud,
entre 20 y 30 pV. Estas ondas se asocian con tareas cognitivas que requieren
concentracion y con todo tipo de procesos relacionados con la corteza somato-
motora. Predominan en las regiones frontal y fronto-polar. Esta banda se puede
dividir en dos nuevas bandas de frecuencia: beta 1, entre 13-19 Hz, y beta 2 entre
19-30 Hz.

= Ritmos gamma (y): incluyen frecuencias superiores a 30 Hz; se trata de las
oscilaciones de mayor frecuencia. También son las ondas de menor amplitud, entre
10y 20 pV. Se relacionan con situaciones que impliquen un alto procesamiento de
informacion. Se localizan en las regiones frontal y central.

4.4 Alteraciones del EEG en la EA

La EA es una enfermedad neurodegenerativa progresiva que produce un deterioro
cognitivo caracterizado por la pérdida de memoria y de capacidades del sujeto,
impidiendo que éste pueda realizar con normalidad las tareas de su vida diaria
(Cummings, 2004). Se caracteriza por la presencia de alteraciones en el comportamiento
eléctrico cerebral medibles mediante EEG (Briels et al., 2020). Las principales
alteraciones observadas en el EEG en pacientes de EA a lo largo de su continuo son las
siguientes (Bairagi, 2018; Gutiérrez de Pablo, 2021): lentificacidn progresiva del espectro
de la actividad EEG, reduccion de la complejidad y la irregularidad de las series
temporales de los registros EEG, y la disminucién de la conectividad y la sincronizacion
de los grupos neuronales.

La lentificacion del espectro de la sefial es una de las alteraciones mas evidentes

y estudiadas; esta se manifiesta mediante una reduccion de la potencia en las bandas de

mayor frecuencia, principalmente de los ritmos alfa y beta, y un incremento de potencia

en las bandas de frecuencias bajas (D’ Atri et al., 2021). Existe una correlacion lineal y no
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lineal entre la lentificacion del espectro y el grado de demencia en la EA medido
utilizando el MMSE (Abad Martin, 2020; Jeong, 2004).

La reduccién en la complejidad e irregularidad es otra alteracion caracteristica de
la EA medible mediante EEG. La complejidad refleja la variabilidad y diversidad de la
sefial, mientras que la regularidad se refiere a la presencia de patrones consistentes y
repetitivos de esta (Bairagi, 2018). Se ha demostrado una reduccién de la complejidad e
irregularidad significativa en pacientes con EA respecto de pacientes sanos; sin embargo,
en enfermos con DCL esta pérdida no es tan clara (Bairagi, 2018; Dauwels et al., 2011).

Por Gltimo, la EA estd asociada con una disminucién de la conectividad y la
sincronizacién de forma global entre distintas regiones del cerebro (Bairagi, 2018). Esto
se debe a la acumulacion de placas seniles y ovillos neurofibrilares que afectan a la
sinapsis de las fibras en las conexiones corticales (Jeong, 2004). Por este motivo, se
conoce a la EA como un sindrome de desconexion (Briels et al., 2020). Esto ha permitido
el desarrollo de numerosos estudios que emplean diversas métricas para estudiar la
conectividad cerebral a lo largo de la EA. Una de las métricas més utilizadas es el phase
lag index (PLI), ya que se ve afectado en menor medida por los efectos de la conduccion
del volumen respecto de otros parametros (Ruiz-Gémez et al., 2019). Este parametro mide
la asimetria de las distribuciones de diferencia de fase de dos series temporales insensibles
a sefales con retardo de fase cero (Rubinov & Sporns, 2010).

Afadiendo a este campo de estudio el posible efecto que puede tener la
informacidn genética sobre la EA, se han realizado diversos estudios que analizan la
conectividad funcional en pacientes con EA y sujetos sanos. Por ejemplo, Ponomareva et
al. (2020) observaron que los sujetos portadores del alelo A del SNP rs3851179 del gen
PICALM, poseen una mayor lagged linear connectivity interhemisférica de fuentes alfa e
interpreté que este alelo otorga a su portador una cierta proteccién frente a la EA
(Ponomareva et al., 2020). Por otro lado, Macedo et al. (2021) observaron que los sujetos
portadores de diversos SNPs en los genes ILLRAP y NAV2 presentaban una ralentizacion
de la actividad cerebral evaluada mediante potencia relativa (PR) en la banda zeta
(Macedo et al., 2021). Ademas, Maturana-Candelas et al. (2021) observaron diferencias
estadisticamente significativas en los valores de PR y de entropia espacial (SE, spatial
entropy) en la banda beta entre genotipos de la EA con los genes PICALM y CLU
(Maturana-Candelas et al., 2021).

En definitiva, el EEG es una técnica ampliamente utilizada para estudiar la EA
cuyo uso ha aumentado significativamente en los ultimos afios (Dubois et al., 2016;
Maest et al., 2019). La complementariedad de este tipo de andlisis con variables
genéticas es cada vez mayor, ya que actian como factores de riesgo para el desarrollo de
esta enfermedad (Alzheimer’s Association, 2024). Sin embargo, las implicaciones
genéticas de la EA en la actividad eléctrica registrada mediante EEG aln no se
comprenden claramente.
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Capitulo 5. Materiales y métodos
5.1 Introduccion

En este capitulo se explica de manera detallada la base de datos analizada, con los
sujetos que participan en el estudio, el procedimiento de registro de EEG y los diferentes
métodos de preprocesado aplicados a la sefial. También se explica el método de analisis
de conectividad funcional, el analisis genético llevado a cabo y las técnicas estadisticas
utilizadas para determinar diferencias significativas.

5.2 Materiales

5.2.1 Sujetos

En este estudio participaron sujetos sanos (HC), con DCL, ADMILD, ADMOD y
ADSEV. Los sujetos con DCL o demencia debido a la EA fueron diagnosticados y
categorizados segun los criterios del National Institute on Aging and Alzheimer’s
Association (NIA-AA) (Jack et al., 2018). La puntuacién del MMSE fue la métrica
elegida para evaluar el estado cognitivo de los pacientes (Folstein et al., 1975). Los
criterios de inclusion para los pacientes con EA 'y DCL consistian en tener mas de 65 afios
y un diagndstico de demencia o DCL debidos a EA. Los criterios de exclusion para estos
pacientes consistian en la presencia de signos atipicos en la evolucion, antecedentes de
neoplasia activa o en tratamiento, antecedentes de cirugia reciente o estados
hipercatabolicos, alcoholismo crénico o cualquier indicio de componentes de patologia
vascular en la historia clinica. Los criterios de inclusion para la participacién en el estudio
por parte de los sujetos de control consistian en tener mas de 65 afios y puntuaciones de
MMSE superiores a 27. Los criterios de exclusion incluian la presencia de antecedentes
neuroldgicos o trastornos psiquiatricos mayores. Todos los sujetos y sus cuidadores
dieron su consentimiento por escrito para participar en este estudio, de acuerdo con las
recomendaciones del Cédigo de Etica de la Asociacion Médica Mundial. El protocolo fue
aprobado por el Comité de Etica de la Universidad de Oporto, Portugal. Los datos
sociodemograficos de los sujetos, asi como la informacion genética correspondiente, se
presentan mas adelante en la tabla 1.

5.2.2 Registro del EEG

Para cada sujeto, se adquirieron registros de EEG de cinco minutos de duracion
con un equipo Nihon Kohden Neurofax JE-921A de 19 canales en los electrodos F3, F4,
F7, F8, Fpl, Fp2, T3, T4, T5, T6, C3, C4, P3, P4, O1, 02, Fz, Cz y Pz del sistema
internacional 10-20, con referencia promedio comun. Se utiliz6 una frecuencia de
muestreo de 500 Hz. A cada participante se le solicit6 permanecer en un estado de
relajacién con los ojos cerrados en un ambiente libre de ruido para disminuir la presencia
de artefactos. Los investigadores encargados de la adquisicion de EEG se encargaron de
controlar la somnolencia de los participantes durante el registro.
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Los datos de EEG se almacenaron en formato ASCII en una computadora personal
y se sometieron a un proceso de preprocesamiento que incluyd los siguientes pasos
(NUhez et al., 2017; Ruiz-Gomez et al., 2018): (1) eliminacién de la media; (2) filtrado
elimina-banda en torno a 50 Hz; (3) filtrado paso-banda entre 0.4 y 98 Hz utilizando una
ventana Hamming; (4) andlisis de componentes independientes (ICA) para eliminar los
componentes asociados con ruido miografico, cardiografico y oculografico; (5)
segmentacion en épocas de 5 segundos; y (6) rechazo visual de épocas contaminadas por
artefactos. Se selecciond un promedio de 38.94 + 13.12 (media + desviacion estandar,
DE) épocas libres de artefactos por sujeto. Todos los analisis llevados a cabo en este
estudio se realizaron utilizando el software de Matlab®.

5.3 Métodos

5.3.1 Anadlisis de la dinamica cerebral y de los SNPs

El cerebro puede considerarse una red anatomica y funcional compleja, en la que
se producen interacciones entre componentes, ya sean neuronas o regiones cerebrales
(Stam & van Straaten, 2012). Para comprender estas interacciones se utiliza el término de
acoplamiento o sincronizacién, cuyo estudio se realiza mediante redes de conectividad
funcional (Stam & van Straaten, 2012). Estas redes estudian la existencia de
interdependencias estadisticas entre series temporales neurofisioldgicas (Stam & van
Straaten, 2012). Para calcular la conectividad entre los diferentes canales de registro del
EEG, se ha utilizado el PLI, una métrica de conectividad funcional estatica que posibilita
la estimacion de las redes cerebrales considerando acoplamientos en fase (Stam et al.,
2007). Esta medida se ha estimado a partir de las sefiales EEG de 19 canales. De esta
manera, obtenemos matrices de conectividad de tamafio 19 x 19 canales, que representan
el acoplamiento para cada par de canales en cada una de las cinco bandas de frecuencia
(delta, zeta, alfa, beta y gamma) y en una banda global que agrupa a todas las bandas
anteriores, para cada sujeto. Después se agrupan estas matrices de conectividad de cada
banda de cada sujeto en sus respectivos grupos en funcién de la condicion patolégica (HC,
DCL, ADMILD, ADMOD, ADSEV).

El PLI mide la asimetria en las distribuciones de la diferencia de fase entre dos
series temporales (Stam et al., 2007). Los valores de PLI oscilan entre 0 y 1, donde 0
indica la ausencia de acoplamiento o acoplamiento centrado en 0 o multiplos de «, y 1
indica un acoplamiento perfecto con diferencias de fase distintas de 0 o multiplos de &
(Stam et al., 2007). La férmula matematica es la siguiente:

PLIyy = [(sign sin(Adxy))]

donde (-) indica la esperanza matematica y Ady y la diferencia de fase entre las sefiales X
eY.
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Los valores de PLI se calcularon para todos los grupos bajo estudio. Estos grupos
estan definidos en funcion de la severidad de la enfermedad (HC, DCL, ADMILD,
ADMOD, ADSEV) y de dos genotipos diferentes (cada subgrupo recoge a los sujetos que
portan un alelo de riesgo para padecer la EA, mientras que los sujetos del otro subgrupo
portan el alelo protector para padecer esta enfermedad). Estos alelos tienen su origen
debido a un SNP en un micro-ARN concreto. Este procedimiento se repite por cada SNP
bajo estudio. La eleccién de estos SNPs se basé en una revision bibliografica para
identificar diversos micro-ARN cuya alteracion de tipo SNP tuviera un efecto
desregulatorio en la inmunomodulacion del sistema inmunitario. Los tres SNP elegidos
estan incluidos en la base de datos del estudio y se encuentran expuestos en la tabla 1.

En primer lugar, en los loci chr1:98087276 y chr1:98037378 (GRCh38.p14), se
eligieron los SNP asociados con el miR-132 rs1198588 y rs1625579 (Kuswanto et al.,
2015; P. Zhang et al., 2016). Este micro-ARN participa en procesos antinflamatorios,
afectando a monocitos y macréfagos in vitro (Salta & De Strooper, 2017). Por ello, el
miR-132 actla como un inhibidor de la neuroinflamacién y, en consecuencia, su
regulacién negativa tiene una gran implicacion en la etiologia de la EA (Pichler et al.,
2017), mientras que su regulacion positiva contribuye a la proteccion neuronal de esta
enfermedad. Debido a que no hay evidencia previa de asociacion entre estos SNPs y la
existencia de disrupciones en inmunomodulacion o exacerbacion de la EA, se ha asignado
el papel de riesgo o protector de cada alelo en funcion de su asociacidn con otra patologia;
en este caso, los SNPs estan asociados con el riesgo de esquizofrenia (Kuswanto et al.,
2015; P. Zhang et al., 2016). Para el rs1198588 la base de datos define A como el alelo
de referenciay T como el alelo de riesgo. La literatura define el alelo de referencia como
Ay el deriesgo como T (Kuswanto et al., 2015). Para el rs1625579 la base de datos define
G como el alelo de referenciay T como el alelo de riesgo. La literatura define el alelo de
referencia como Gy el de riesgo como T (Zhang et al., 2016).

En segundo lugar, en el locus chr5:160485411 (GRCh38.p14), se eligié el SNP
rs2910164 asociado al miR-146 (Walgrave et al., n.d.). Este micro-ARN es un regulador
clave en la respuesta inmune, especialmente relacionado a la respuesta microglial (Martin
et al., 2020). EI miR-146 actGa como un precursor de la neuroinflamacién y, en
consecuencia, una regulacion positiva de este micro-ARN contribuye a la
neuroproteccién frente a la EA (Liang et al., 2021). De igual manera que en el caso
anterior, al no haber evidencia previa de asociacion entre este SNP y disrupciones en
inmunomodulacion o exacerbacion de la EA, se ha asignado el papel de riesgo o protector
de cada alelo en funcion de su asociacion con otra patologia; en este caso con el riesgo de
enfermedad de las arterias coronarias (Xiong et al., 2014). Para el rs2910164 la base de
datos define C como el alelo de referencia y G como el alelo de riesgo. En cambio, la
literatura define el alelo de referencia como Gy el de riesgo como C (Xiong et al., 2014).
Por este motivo, se intercambiaron los alelos de la base de datos para coincidir con la
literatura y que a su vez estuvieran alineados con los SNPs rs1198588 y rs1625579.
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Edad Sexo Puntuacién
SNP Genotipo Alelo  |[NUmero de sujetos . (Femenino : MMSE
(media = DE) . .
Masculino) (Media = DE)
e P 15 80.20£8.34 8.7 29.06 % 0.96
R 30 79.46 * 6.81 15:15 28.76 + 1.16
oL P 18 8438 %727 15:3 2416 + 2.70
R 27 8514+ 7.15 16:11 22.55 £ 2.92
P 17 7958+ 7.24 1255 22.29 % 1.99
s1198588 | ADMILD R 29 80.68%6.97 16:13 22.68 % 2.50
P 11 83.45%6.07 9:2 13.00 % 1.44
ADMOD R 28 83.46 % 8.71 244 13.82 £3.19
P 9 84.44 %403 81 444+ 424
ADSEV R 16 7737 %617 133 350 + 4.32
e P 14 79.71%8.06 8.6 20.14 % 0.86
R 28 79.06 £ 7.27 15:13 28.71%1.21
oL P 13 84.46 * 6.26 103 24.46 * 2.56
R 31 85.61 % 6.80 20111 22,74+ 2.96
P 13 22.15 % 2.03 103 80.46 * 6.35
1625579 | ADMILD
s R 33 80.21+7.35 1815 22,69+ 2.43
P 9 8455+ 6.16 72 13+158
ADMOD R 30 80.33 £ 8.42 264 13.80  3.08
P 9 8444+ 4.03 81 444+ 424
ADSEV R 16 7737 %617 133 350 + 4.32
e P 26 7961 +7.07 12:14 20+ 1.05
R 19 7984+ 7.72 118 28.68 + 1.15
el P 27 85.33 % 6.38 20.7 23.40 £ 2.40
R 18 84.11+8.25 117 22.88 + 3.61
P 23 8113 7.36 15:8 22.39 % 2.03
$2910164 | ADMILD R 23 79.43 % 6.70 13:10 22.69 * 2.06
P 18 82.11 % 7.60 1622 13+267
ADMOD R 21 80.61% 861 174 14.14 + 2.88
P 12 8033+ 634 102 3.08+4.25
ADSEV R 13 7953 % 6.72 112 453425

Tabla 1. Datos sociodemograficos y clinicos de los sujetos participantes en el estudio. Para cada
uno de los 3 SNPs (rs1198588, rs1625579 y rs2910164), se indica el nUmero de sujetos que
presentan las variantes de riesgo (R) y protectoras (P). DE, desviacion estandar.
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5.3.2 Andlisis estadistico

Tras obtener los valores de PLI para los tres genotipos en sus diferentes etapas y
en sus correspondientes bandas de frecuencia, se realiz6 un analisis estadistico para
evaluar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los sujetos que
portan el alelo de riesgo y los que portan el alelo protector en cada banda y etapa de la
enfermedad. Este analisis de realiz6 para cada uno de los tres genotipos, empleando el
test U de Mann-Whitney. Esta es una prueba no paramétrica entre muestras
independientes, que se utiliza para determinar si existen diferencias significativas entre
ellas (Mann & Whitney, 1947). Para realizar esta prueba se obtiene el estadistico de
contrate, este estadistico permite calcular una probabilidad especifica conocida como p-
valor (McKnight & Najab, 2010). Los p-valores se emplean para realizar el contraste de
hipotesis estadistico. Si este p-valor toma un valor inferior a un determinado umbral de
significacion (normalmente p-valor < 0.05), se rechaza la hipotesis nula, y se asume que
ambas muestras presentan diferencias (McKnight & Najab, 2010).

Para evitar la aparicion de falsos positivos debidos a las multiples comparaciones
realizadas, se utilizo la correccion estadistica de false discovery rate (FDR) (Benjamini
& Hochberg, 1995). Los resultados de dichas pruebas son estudiados y discutidos en los
préximos capitulos.
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Capitulo 6. Resultados

Habiendo explicado la metodologia empleada en la elaboracion del presente TFG,
en este capitulo se exponen los resultados obtenidos. Para la obtencion de estos, se
calcularon los valores de PLI para cada sujeto portador del alelo de proteccion y de riesgo
en cada etapa de la condicion patoldgica y en cada una de las cinco bandas de frecuencia,
ademas de en una banda global (1-70 Hz). Este proceso se repite para cada uno de los tres
SNPs bajo estudio.

En primer lugar, se representaron los valores de PLI utilizando el software de
BrainNet Viewer (Xia et al., 2013). En las figuras 7, 9 y 11 se muestran para cada SNP
respectivamente, las conexiones entre pares de canales, representando todos los valores
de PLI de los sujetos con el alelo de riesgo frente a los sujetos con el alelo protector en
cada estadio clinico y banda de frecuencia. Ademas, estas conexiones se representan de
colores frios si presentan un valor de PLI bajo y de colores calidos si presentan un valor
de PLI elevado. Las figuras 7 y 11 muestran generalmente que los sujetos con el alelo de
riesgo presentan conexiones con colores mas calidos y, en consecuencia, valores de PLI
mas altos que los sujetos con el alelo protector. Esta observacion se aprecia
principalmente en las bandas beta y gamma de la etapa DCL. En ellas los sujetos con el
alelo de riesgo disponen de valores de PLI cercanos a 0.12, representado estas conexiones
de color rojizo, mientras que los sujetos con el alelo protector presentan valores de PLI
mas bajos que se aproximan a 0.08, representando las conexiones de color azulado.
Destaca también la banda alfa durante la etapa HC, donde los sujetos con el alelo de riesgo
presentan valores de PLI cercanos a 0.3, presentando conexiones con colores mas rojizos,
en cambio, los sujetos que portan el alelo protector presentan valores de PLI mas bajos y
proximos a valores de 0.08, representando estas conexiones con colores mas azulados. A
diferencia de los casos anteriores, en la figura 7 se observa que en la banda gamma del
estadio ADMILD, los sujetos con el alelo protector presentan valores de PLI mayores que
los sujetos con el alelo de riesgo. Estos sujetos presentan valores cercanos a 0.11,
presentando colores mas calidos. En cambio, los sujetos con el alelo de riesgo presentan
valores de PLI préximos a 0.06, mostrando colores mas frios.

En segundo lugar, a partir de los resultados previos, se ha realizado un analisis de
estadistico mediante el test U de Mann-Whitney (con correccion FDR), con el objetivo
de detectar diferencias estadisticamente significativas en los valores de PLI entre los
diferentes genotipos de riesgo y proteccion en las diferentes bandas de frecuencia y
estadios de la EA. Para la representacion de estos resultados se ha empleado el software
de BrainNet Viewer (Xia et al., 2013). En las figuras 8, 10 y 12 se exponen para cada SNP
respectivamente, las conexiones entre los pares de canales que muestran diferencias
estadisticamente significativas en los valores de PLI entre los sujetos que presentan un
genotipo con el alelo de riesgo y protector en cada banda de frecuencia y estadio clinico.
Ademas, estas conexiones estadisticamente significativas se representan de color azul si
las conexiones de los sujetos con alelos protectores tienen un valor de PLI més alto que
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las conexiones de los sujetos con alelos de riesgo. Por el contrario, si las conexiones de
los sujetos con alelos de riesgo tienen un valor de PLI mas alto que las conexiones de los
sujetos con alelos protectores se representan de color rojo. Las figuras 8 y 12 muestran
diferencias estadisticamente significativas en los diferentes estadios y bandas de
frecuencia; por el contrario, la figura 10 presenta escasas diferencias en las conexiones
entre genotipos protectores y de riesgo. La banda de frecuencia global (1-70 Hz) de las
figuras 8 y 12 presenta un decremento continuo de las conexiones estadisticamente
significativas desde el estadio HC hasta el estadio ADSEV, de manera que se produce un
decremento de estas conexiones estadisticamente significativas a medida que se instaura
y avanza la enfermedad. Ademas, la mayoria de estas conexiones se representan de color
rojo, lo que indica que los valores de PLI de los sujetos con alelo protector son
significativamente mayores que los valores de PLI de los sujetos con alelo de riesgo.

En cuanto a las bandas de frecuencia, en las figuras 8 y 12 se observan un gran
numero de diferencias significativas en las bandas beta y gamma del estadio DCL. Estas
conexiones se representan en rojo, lo que indica un valor de PLI significativamente mas
alto en los sujetos con alelo de riesgo respecto de los sujetos con alelo protector. En estas
dos figuras también se aprecia un gran nimero de diferencias significativas en la banda
alfa del estadio HC, de igual manera que en el caso anterior, las conexiones se representan
en rojo, por lo que los valores de PLI son significativamente mayores en los portadores
del alelo de riesgo que en los portadores del alelo protector. En la figura 7, se observan
un gran namero de diferencias estadisticamente significativas en la banda gamma del
estadio ADMILD. A diferencia de los casos anteriores, las conexiones se representan de
color azul, lo que indica que los sujetos con alelo protector presentan valores de PLI
significativamente mas elevados que los sujetos con alelo de riesgo.
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Representacion de todos los valores PLI para cada uno de los subgrupos con alelos de

protector (P) o de riesgo (R) del SNP rs2910164. Se muestran los resultados para cada una de las
etapas de evolucion de la EA (10 subgrupos: HC P, HC R, DCL P, DCL R, ADMILD P, ADMILD
R, ADMOD P, ADMOD R, ADSEV P y ADSEV R) y cada banda de frecuencia: ¢ (1-4 Hz), 6
(4-8 Hz), o (8-13 Hz), B (13-30Hz), y (30-70 Hz) y Global (1-70 Hz). Los colores calidos indican
valores de PLI mas elevados, mientras que los colores frios reflejan valores de PLI mas bajos. Es
importante destacar que el rango de colores difiere para diferentes estadios y bandas.
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miR-146 rs2910164
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Figura 8. Representacion de las conexiones que muestran diferencias estadisticamente
significativas en los valores PLI entre los portadores del alelo de riesgo y protector del SNP
rs2910164 (p-valor < 0.05, test de la U de Mann-Whitney con correccion FDR). Se incluyen 5
comparaciones, cada una correspondiente a una etapa de evolucion de la EA (HC, DCL,
ADMILD, ADMOD y ADSEV) para cada una de las 6 bandas de frecuencia analizadas: 6 (1-4
Hz), 6 (4-8 Hz), o (8-13 Hz), p (13-30Hz), y (30-70 Hz) y Global (1-70 Hz). El color azul indica
un valor de PLI significativamente mas alto en los sujetos con alelo protector, mientras que el
color rojo un valor de PLI significativamente més alto en los sujetos de riesgo.
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miR-132 rs1198588
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Figura 9. Representacion de todos los valores PLI para cada uno de los subgrupos con alelos de
protector (P) o de riesgo (R) del SNP rs1198588. Se muestran los resultados para cada una de las
etapas de evolucion de la EA (10 subgrupos: HC P, HC R, DCL P, DCL R, ADMILD P, ADMILD
R, ADMOD P, ADMOD R, ADSEV P y ADSEV R) y cada banda de frecuencia: ¢ (1-4 Hz), 0
(4-8 Hz), 0. (8-13 Hz), B (13-30Hz), y (30-70 Hz) y Global (1-70 Hz). Los colores calidos indican
valores de PLI mas elevados, mientras que los colores frios reflejan valores de PLI mas bajos. Es
importante destacar que el rango de colores difiere para diferentes estadios y bandas.
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miR-132 rs1198588
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Figura 10. Representacion de las conexiones que muestran diferencias estadisticamente
significativas en los valores PLI entre los portadores del alelo de riesgo y protector del SNP
rs1198588 (p-valor < 0.05, test de la U de Mann-Whitney con correccion FDR). Se incluyen 5
comparaciones, cada una correspondiente a una etapa de evolucién de la EA (HC, DCL,
ADMILD, ADMOD y ADSEV) para cada una de las 6 bandas de frecuencia analizadas: o (1-4
Hz), 6 (4-8 Hz), a. (8-13 Hz), B (13-30Hz), y (30-70 Hz) y Global (1-70 Hz). El color azul indica
un valor de PLI significativamente mas alto en los sujetos con alelo protector, mientras que el
color rojo un valor de PLI significativamente mas alto en los sujetos de riesgo.
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Figura 11. Representacion de todos los valores PLI para cada uno de los subgrupos con alelos de
protector (P) o de riesgo (R) del SNP rs1625579. Se muestran los resultados para cada una de las
etapas de evolucidon de la EA (10 subgrupos: HC P, HC R, DCL P, DCL R, ADMILD P, ADMILD
R, ADMOD P, ADMOD R, ADSEV P y ADSEV R) y cada banda de frecuencia: ¢ (1-4 Hz), 0
(4-8 Hz), 0. (8-13 Hz), B (13-30Hz), y (30-70 Hz) y Global (1-70 Hz). Los colores calidos indican
valores de PLI mas elevados, mientras que los colores frios reflejan valores de PLI mas bajos. Es
importante destacar que el rango de colores difiere para diferentes estadios y bandas.
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miR-132 rs1625579

Delta Zeta Alfa Beta Gamma Global

HC

DCL

ADMILD
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Figura 12. Representacion de las conexiones que muestran diferencias estadisticamente
significativas en los valores PLI entre los portadores del alelo de riesgo y protector del SNP
rs1625579 (p-valor < 0.05, test de la U de Mann-Whitney con correccion FDR). Se incluyen 5
comparaciones, cada una correspondiente a una etapa de evolucion de la EA (HC, DCL,
ADMILD, ADMOD y ADSEV) para cada una de las 6 bandas de frecuencia analizadas: 6 (1-4
Hz), 6 (4-8 Hz), o (8-13 Hz), p (13-30Hz), y (30-70 Hz) y Global (1-70 Hz). El color azul indica
un valor de PLI significativamente mas alto en los sujetos con alelo protector, mientras que el
color rojo un valor de PLI significativamente més alto en los sujetos de riesgo.
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Capitulo 7. Discusion y conclusiones
7.1 Discusién

En este trabajo se ha estudiado la existencia de diferencias en patrones de
conectividad funcional a lo largo del continuo de la EA en tres genotipos diferentes, cada
uno con una variacion de tipo SNP que afecta a un micro-ARN asociado a funciones
imnunomodulatorias. Para ello, se han extraido los valores de PLI entre los 19 canales de
registro del EEG para cada sujeto. Estos valores representan el acoplamiento de cada par
de canales en cada una de las cinco bandas clésicas de frecuencia (delta, zeta, alfa, beta y
gamma) y en una banda global que agrupa a todas las bandas anteriores. Ademas, los
sujetos se clasifican en funcién de su estadio patolégico (HC, DCL, ADMILD, ADMOD
y ADSEV). Este proceso se repite para cada uno de los tres genotipos estudiados. Una
vez presentados de forma grafica los resultados obtenidos tras aplicarse el
correspondiente andlisis estadistico, se proponen interpretaciones fisiologicas que
expliquen las alteraciones observadas en términos de conectividad funcional.

7.1.1 Diferencias entre genotipos

Los SNPs rs2910164 y rs1625579, localizados en el miR-146 y miR-132
respectivamente, muestran un gran nimero de conexiones estadisticamente significativas
en diferentes estadios y bandas de frecuencia. Por el contrario, el SNP rs1198588 en el
miR-132, no presenta practicamente ninguna conexion estadisticamente significativa en
los diferentes estadios y bandas de frecuencia.

El miR-132 modula la respuesta inmune inducida por ligandos enddgenos en
enfermedades neurolodgicas (Kong et al., 2015). La regulacion negativa o supresion de
este micro-ARN se ha relacionado con la EA (Pichler et al., 2017), mientras que una
regulacion positiva de este puede contribuir a la proteccion neuronal frente a esta
enfermedad (Zeng et al., 2022). Por otra parte, el miR-146 es un regulador clave en la
respuesta inmune y es esencial para la respuesta microglial a la inflamacién (Martin et al.,
2020). La regulacion positiva de este micro-ARN puede contribuir a la neuroproteccion
frente a la EA, llegando a posicionarse como una prometedora terapia contra esta
enfermedad (Liang et al., 2021). El hecho de que el rs1625579 y el rs2910164 presenten
un elevado nimero de conexiones significativas puede explicarse atendiendo a la funcién
que desempefia el micro-ARN al que alteran. Estos SNPs podrian estar ocasionando una
regulacion positiva de sus respectivos micro-ARNS y, en consecuencia, estar induciendo
un efecto neuroprotector frente a la EA (Liang et al., 2021; Zeng et al., 2022). Esto se
debe a que en las figuras 8 y 12 la gran mayoria de conexiones se representan en rojo, lo
que significa que los sujetos con el alelo de riesgo presentan valores de PLI
significativamente mas altos que los sujetos con el alelo protector. Esto también puede
observarse en las figuras 7 y 11, donde los sujetos con el alelo de riesgo presentan valores
de PLI mas altos que los sujetos con el alelo protector. En este caso, se esperaria que los
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sujetos con el alelo de riesgo tuvieran una mayor conectividad funcional en comparacion
con aquellos con el alelo protector, mostrdndose las conexiones en rojo. En cambio, si
estos SNPs ocasionaran una regulacion negativa de estos micro-ARNSs y contribuyeran
en el desarrollo de la EA, los sujetos con el alelo de riesgo presentarian valores de PLI
significativamente més bajos que los sujetos con el alelo protector. En ese caso, las
conexiones se mostrarian de color azul, reflejando la reduccion de la conectividad
funcional caracteristica de la EA (Briels et al., 2020). En definitiva, los alelos
considerados de riesgo en el rs1625579 del miR-132 y en el rs2910164 del miR-146,
podrian estar ejerciendo un efecto neuroprotector frente a la EA. Esto podria deberse a
que una regulacién positiva de ambos micro-ARNs regula la respuesta inmune,
disminuyendo el fenotipo proinflamatorio y evitando el desarrollo de la EA (Kong et al.,
2015; Martin et al., 2020)

Por el contrario, analizando la figura 10 observamos que el rs1198588 no presenta
practicamente diferencias en los valores de PLI. Ademas, en la figura 9 los valores de PLI
de los sujetos que portan el alelo de riesgo y protector son bastante similares. Esto puede
deberse a que este SNP no modifica el funcionamiento del miR-132 de manera que se
desencadenen cambios en las respuestas inmunoldgicas que se dan en la EA, aunque si
podria modular respuestas inmunoldgicas de otro tipo (Fairfax et al., 2014). Por este
motivo, este SNP podria no ser apreciable en términos de conectividad funcional y, en
consecuencia, los genotipos con el alelo de riesgo y protector no presentan diferencias en
los patrones de conectividad funcional.

7.1.2 Banda de frecuencia global (1-70 Hz)

En los SNPs rs2910164 y rs1625579 se muestran un gran nimero de conexiones
estadisticamente significativas. En las figuras 8 y 12, considerando la banda de frecuencia
global (1-70 Hz), se proporciona una vision general de las diferencias de conectividad
funcional en todas las bandas de frecuencia simultaneamente. En esta banda, se observa
una disminucion de las conexiones a medida que se instaura y progresa la EA. En sujetos
HC y DCL existen diferencias en la conectividad funcional entre los sujetos que contienen
el alelo de riesgo y el alelo protector, pero en las etapas ADMILD, ADMOD y ADSEV
estas conexiones disminuyen significativamente. En las fases preclinicas, los alelos de
riesgo de ambos SNPs podrian estar generando un efecto protector frente a la EA, ya que
los sujetos con el alelo de riesgo presentan valores de PLI significativamente mas
elevados que los sujetos con el alelo protector, representandose estas diferencias de
conectividad funcional de color rojo (Liang et al., 2021; Zeng et al., 2022). Una vez
instaurada la EA no hay practicamente diferencias, lo que podria deberse a que los sujetos
portadores del alelo de riesgo y del alelo protector han desarrollo la enfermedad vy, en
consecuencia, se ha producido en ambos grupos el efecto de sindrome de desconexion
caracteristico de esta enfermedad (Briels et al., 2020), lo que hace irrelevante el efecto
neuroprotector de ambos SNPs y evita que se presenten diferencias en patrones de
conectividad funcional (Briels et al., 2020).
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7.1.3 Bandas de frecuencia especificas

En relacion con las bandas de frecuencia especificas, ambos SNPs rs2910164 y
rs1625579 presentan un destacable nimero de conexiones estadisticamente significativas
en diferentes estadios y bandas.

En primer lugar, en las figuras 8 y 12 se observa un gran numero de diferencias
significativas en las conexiones de la banda alfa en sujetos HC; estas conexiones se
muestran de color rojo, lo que indica un valor significativamente mayor de PLI en los
sujetos con el alelo de riesgo. Ademas, las figuras 7 y 11 los sujetos con el alelo de riesgo
presentan colores mas calidos que los sujetos con el alelo protector y, en consecuencia,
mayores valores de PLI. Se ha demostrado la asociacion de la inflamacion con
alteraciones en la conectividad funcional en adultos mayores sin demencia (Walker et al.,
2020). Ademas, esta asociacion se observo que era mayor en sujetos que presentaban el
alelo ¢4 del gen APOE (Walker et al., 2020). Por este motivo, los alelos de riesgo de los
SNPs rs2910164 y rs1625579 podrian estar ejerciendo una proteccion frente a la
inflamacién y la EA, de manera que esto se muestre mediante la presencia de valores de
PLI mayores en los sujetos con el alelo de riesgo en la banda alfa en sujetos HC.

En segundo lugar, se aprecian en las figuras 8 y 12 que ambos SNPs presentan un
elevado numero de diferencias significativas en las conexiones de las bandas beta y
gamma del estadio DCL. Esta observacion respalda que las sefiales EEG de los sujetos
DCL en estas bandas muestran las mayores diferencias de conectividad funcional entre
los sujetos con el alelo de riesgo y el alelo protector. Este elevado nimero de diferencias
significativas en las conexiones puede estar relacionado con un aumento de los
mecanismos de compensacion para contrarrestar los déficits funcionales de este estadio
(Maturana-Candelas et al., 2019). Varios estudios han demostrado un aumento de la
plasticidad cerebral intentando compensar la neurodegeneracion temprana de pacientes
con DCL, incluso antes de que comiencen a surgir los sintomas (Ashraf et al., 2015;
Becker et al., 1996). En las figuras 8 y 12 estas conexiones se representan en rojo, lo que
indica un valor significativamente mayor de PLI en los sujetos con el alelo de riesgo.
Ademas, en las figuras 7 y 11 los sujetos con el alelo de riesgo presentan colores mas
calidos que los sujetos con el alelo protector y, en consecuencia, mayores valores de PLI.
Estos mecanismos de compensacion propios de esta etapa podrian estar generando un
aumento de la conectividad funcional de manera anormalmente alta en los sujetos con el
alelo de riesgo. Por el contrario, estos mecanismos podrian no estar activandose de igual
manera en los sujetos con el alelo protector, de manera que estos no presentan este
aumento de la conectividad funcional. EI hecho de que estos mecanismos se activen 0 no
en los DCL podria deberse al efecto que producen los SNPs a nivel inmunomodulatorio.
En definitiva, los mecanismos de compensacion propios del estadio DCL podrian estar
produciendo un aumento anormal de la conectividad funcional en los sujetos portadores
del alelo de riesgo. Esto podria deberse a que estas alteraciones hacen a los sujetos que
las portan mas propensos a desarrollar estos mecanismos. Por este motivo, se podrian
estar produciendo diferencias en los valores de conectividad funcional entre los sujetos
con el alelo de riesgo y el alelo protector en sujetos con DCL en altas frecuencias como
beta y gamma.
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En tercer lugar, respecto del SNPs rs2910164, en la figura 8 se observa un gran
namero de diferencias significativas en las conexiones de la banda gamma en sujetos
ADMILD. A diferencia del resto de casos, las conexiones se muestran de color azul, lo
que indica un valor significativamente mayor de PLI en los sujetos con el alelo protector
respecto de los sujetos con el alelo de riesgo. En la figura 7 también se observan estos
resultados, presentando los sujetos con el alelo protector colores mas calidos que los
sujetos con el alelo de riesgo y, en consecuencia, mayores valores de PLI. Esto puede
deberse a la influencia opuesta de los alelos en el miR-132 en sujetos ADMILD
(Maturana-Candelas et al., 2021). Se ha demostrado la ocurrencia de este suceso, por
ejemplo, en el gen PICALM en sujetos sanos (Ponomareva et al., 2020). Esto podria
sugerir que los alelos de este micro-ARN podrian diferir en el efecto que producen a nivel
de conectividad funcional dependiendo del estado cognitivo del sujeto, o al menos de la
gravedad de la neurodegeneracion (Maturana-Candelas et al., 2021). En definitiva, el
hecho de que los sujetos ADMILD en la banda gamma presenten valores de conectividad
funcional mayores en los sujetos con alelo protector, en lugar de los sujetos con el alelo
de riesgo como ocurre en el resto de los casos, puede deberse a la influencia opuesta que
provocan estos alelos en esta banda y estado cognitivo concreto.

Por altimo, en las figuras 8 y 12 no se aprecia un nimero relevante de diferencias
significativas en ninguna banda de los estadios ADMOD y ADSEV. La ausencia de estas
diferencias podria deberse a que los sujetos portadores del alelo de riesgo y del alelo
protector han desarrollo la enfermedad y, en consecuencia, se ha producido en ambos
grupos el efecto de sindrome de desconexion caracteristico de esta enfermedad (Briels et
al., 2020), lo que hace irrelevante el efecto neuroprotector de ambos SNPs y evita que se
presenten diferencias en patrones de conectividad funcional en cualquiera de las bandas
de frecuencia (Briels et al., 2020).

7.2 Limitaciones y lineas futuras

En este apartado se discuten las limitaciones y las lineas futuras de los resultados
obtenidos. Estas limitaciones y lineas futuras han de tenerse en cuenta en la interpretacion
de los resultados presentados en el apartado anterior.

En primer lugar, los resultados indican una posible relacion entre los alelos de los
SNPs localizados en el miR-132 y miR-146 y las alteraciones en los valores de PLI a lo
largo del continuo de la EA. Desafortunadamente, no tenemos acceso a datos de imagenes
médicas para validar las relaciones causales entre nuestros resultados y las alteraciones
en el metabolismo inmunomodulatorio. Por esta razon, este estudio no se centra tanto en
determinar las asociaciones entre los alelos de los micro-ARNs y las alteraciones de la
conectividad funcional del EEG a lo largo de la EA, sino méas bien en mostrar posibles
causas fisioldgicas relacionadas con estos alelos que pueden estar asociadas a
perturbaciones en la conectividad cerebral a lo largo de esta enfermedad. Por lo tanto,
existe la posibilidad de que otros factores subyacentes puedan estar causando estos
cambios, como un efecto secundario oculto de los alelos de los SNPs que afectan al miR-
132 y al miR-146. Por este motivo, se sugiere aumentar los datos de este estudio para
determinar asociaciones mas certeras.
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Una de las principales limitaciones que presenta el estudio es el tamafio muestral
de este. Al contar con 253 sujetos, se dispone de un tamafio muestral pequefio, ya que al
realizarse un andlisis genético es posible que los resultados no sean representativos de la
poblacion general, presentando cierto sesgo. Esto limita la viabilidad estadistica del
estudio ya que a la hora de analizar los resultados de conectividad obtenidos con PLI es
posible que existan conexiones significativas, pero que no sean lo suficientemente fuertes
como para alcanzar significancia estadistica con el tamafio de muestral utilizado. Por este
motivo, resulta interesante llevar a cabo este mismo estudio con un mayor nimero de
participantes, para ofrecer asi unos resultados mas representativos de la poblacién
general.

Otra limitacion en relacion con la anterior es la heterogeneidad de la base de datos
en funcion la condicidn clinica. Se presenta un mayor nimero de sujetos sanos que de
sujetos con ADSEV, al igual que un mayor numero de sujetos con la variante protectora
que con la variante de riesgo. Esto limita la potencia estadistica de los resultados,
presentando estos un mayor sesgo. Por este motivo, se sugiere, ademas de elaborar una
base de datos de mayor tamafio, incidiendo en incrementar la homogeneidad de esta.

Por altimo, una limitacion fundamental de este estudio es la realizacion del trabajo
con tres SNPs sin una asociacion directa con los procesos fisiologicos
inmunomodulatorios. En dos de los SNPs dicha asociacion esté basada en su relacion con
la esquizofrenia y en el otro SNP esta basada en su relacion con la enfermedad de las
arterias coronarias. El hecho de contar solo con tres alteraciones genéticas hace que el
nimero de conclusiones obtenidas sea menor y, en consecuencia, sea mas dificil
generalizar con alteraciones similares. Por otra parte, la eleccion de los SNPs en base a
otros procesos fisioldgicos supone una pérdida de consistencia en el impacto de estos. Por
este motivo, resulta interesante la realizacion de este estudio con un mayor nimero de
SNPs, para obtener asi una mayor consistencia en los resultados. También se sugiere la
realizacion de este estudio con SNPs directamente relacionados con los procesos
fisiolégicos inmunomodulatorios.

7.3 Cumplimiento de los objetivos del trabajo de fin de grado

El objetivo de este TFG es comprobar si existen diferencias en los valores de
conectividad funcional entre sujetos portadores de diversas variantes de micro-ARN
relacionadas con la inmunomodulacion. Para conseguir este objetivo, en el primer
capitulo se establecieron una serie de objetivos a cumplir en la realizacion de este trabajo.
A continuacion, se evalta el cumplimiento de estos:

i.  Se ha hecho una revision del estado del arte sobre la EA, micro-ARN y SNPs
asociados a la inmunomodulacion.

ii.  Sehaanalizado la base de datos proporcionada y se ha realizado una bldsqueda
sobre variaciones genéticas en micro-ARN inmunomodulatorios.

iii.  Se ha verificado la presencia de los SNPs encontrados en la base de datos.
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iv.  Se haimplementado la métrica de conectividad del PL1 a los registros de EEG.

v. Se ha llevado a cabo una recopilacion y analisis de los resultados que ha
permitido extraer conclusiones acerca de la relacion entre la conectividad
funcional de los distintos genotipos a lo largo del continuo de la EA,
planteando limitaciones y futuras lineas de investigacion del estudio.

7.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten concluir que existen diferencias significativas
en los valores de conectividad funcional entre sujetos portadores de un alelo de
riesgo y un alelo protector de los SNPs rs2910164 y rs1625579, localizados en el miR-
146 y miR-132 respectivamente. Estas diferencias acontecen en la banda alfa del
estadio HC, en las bandas beta y gamma del estadio DCL, en la banda gamma del
estadio ADMILD y a lo largo de la EA en una banda global de 1-70 Hz.

Los resultados expuestos y la discusion acerca de estos permiten establecer una serie de
conclusiones.

1. Los alelos de riesgo de los SNPs rs1625579 y rs2910164 parecen ejercer una
regulacién positiva del miR-132 y miR-146 respectivamente, de manera que sus
portadores puedan desarrollar una neuroproteccion frente a la EA. Por este motivo,
los sujetos con el alelo protector podrian presentan valores de PLI significativamente
maés altos que los sujetos con el aleo protector en ambos SNPs. Por el contrario, el
alelo de riesgo y el alelo protector del SNP rs1198588 localizado en el miR-132 no
presentan practicamente diferencias en los valores de PLI. Esto podria deberse a que
este SNP no modifica el funcionamiento del miR-132 de manera que sea apreciable
en términos de conectividad funcional.

2. Los SNPs rs1625579 y rs2910164 en la banda de frecuencia global (1-70 Hz)
presentan diferencias en la conectividad funcional entre los sujetos que contienen el
alelo de riesgo y protector en los estadios HC y DCL, pero en los estadios ADMILD,
ADMOD y ADSEV estas diferencias disminuyen significativamente. Esto podria
deberse a que, en las fases preclinicas, ambos SNPs podrian estar generando un efecto
protector frente a la EA; en cambio, una vez instaurada la EA se ha producido en
ambos grupos el efecto de sindrome de desconexion caracteristico de esta enfermedad.

3. Los SNPs rs1625579 y rs2910164 en la banda de frecuencia alfa del estadio HC
presentan valores de PLI significativamente mas altos en los sujetos con el alelo de
riesgo que en los sujetos con el aleo protector. Esto podria deberse a que estos SNPs
podrian estar ejerciendo una proteccion frente a la inflamacién y la EA, de manera
gue esto se muestre mediante la presencia de valores de PLI mayores en los sujetos
con el alelo de riesgo.
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4. Los SNPs rs1625579 y rs2910164 en las bandas de frecuencia beta y gamma del
estadio DCL muestran valores de PLI significativamente més altos en los sujetos con
el alelo de riesgo que en los sujetos con el aleo protector. Esto podria ser el resultado
del efecto de los mecanismos de compensacion propios de esta etapa, que generan un
aumento anormal de la conectividad funcional en los sujetos con el alelo de riesgo.

5. EI SNP s1625579 en la banda de frecuencia gamma del estadio ADMILD manifiestan
valores de PLI significativamente mas altos en los sujetos con el alelo protector que
en los sujetos con el aleo de riesgo. Esto podria deberse a la influencia opuesta que
provocan estos alelos en esta banda y estado cognitivo concreto.
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Glosario de siglas y acrénimos

Glosario de siglas y acronimos

Ap
AChEIs
ADMIL
ADMOD
ADN
ADSEV
AEC
ARN
ARNmM
DCL

DE

EA

EEG
FDR
GWAS
HC

ICA
LCR
micro-ARN
MMSE
NDMA
NIA-AA
PLI
PPSE
PPSI

PR

P-tau
SNC
SNP

Proteina beta-amiloide

Inhibidores de la enzima colinesterasa
Mild Alzheimer Disease

Moderate Alzheimer Disease

Acido desoxirribonucleico

Severe Alzheimer Disease

Amplitude Envelope Correlation

Acido ribonucleico

ARN mensajero

Mild cognitive impairment

Desviacion estandar

Enfermedad del Alzheimer
Electroencefalograma

False Discovery Rate

Estudios de asociacion de genoma completo
Sanos

Analisis de componentes independientes
Liquido cefalorraquideo

Micro-ARN

Mini-Mental State Examination

N-metil d-aspartato

National Institute on Aging and Alzheimer’s Association
Phase Lag Index

Potenciales postsinapticos excitatorios
Potenciales postsinapticos inhibitorios
Potencia relativa

Proteina tau

Sistema nervioso central

Polimorfismo genético de nucle6tido Gnico
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