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Rnómica teórica y computacional

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Medicina

Bogotá, D.C.
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T́ıtulo en español

ESTUDIO DE INTERACCIONES DE RNAs PEQUEÑOS CON REGIONES BLANCO
DE REGULACIÓN DE GENES ASOCIADOS A LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

Title in English

INTERACTIONS STUDY OF SMALL RNAs WITH TARGET REGULATION RE-
GIONS OF ASSOCIATED ALZHEIMER DISEASE GENES

Resumen: Según los reportes de World Alzheimer Report en el 2016, en el mundo
una persona desarrolla un tipo de demencia cada 3 segundos, y entre las demencias la
Enfermedad de Alzheimer (EA) es considerada la forma más prevalente, por tanto el
potencial impacto economico y social que se proyecta para la EA requiere ampliar los
mecanismos de diagnóstico temprano de la misma. Clinicamente la EA se caracterizada
por un conjunto de sintomas que incluyen pérdida progresiva de las funciones cognitivas,
pérdida de memoria, desorientación, entre otras disfunciones comportamentales. Ya que el
diagnóstico de la enfermedad ha estado basada clásicamente en criterios cĺınicos, como lo
son los test de status mental, exámen neurológicos e imágenes de cerebro; un diagnóstico
definitivo requiere una confirmación postmortem de los cambios neuropatológicos cla-
sicamente descritos para la enfermedad (ésto es la acumulación de las placas amiloides
y la presencia de ovillos neurofibrilares). Dadas estas dificultades para establecer un
diagnóstico temprano de la EA, la necesidad de desarrollar biomarcadores no invasivos
que provean con mayor confianza un diagnóstico de la enfermedad, permitiŕıan desarrollar
diferentes aproximaciones terapéuticas que posibiliten intervenir de forma temprana
en el desarrollo de la enfermedad, con el fin de preservar la función cerebral normal.
Internacionalmente se han establecido como biomarcadores para la EA la deposición de
placas Aβ, el incremento en la concentración de la protéına Tau, y por último, la presencia
de la protéına TAU fosforilada en la posición 181; esto en fluido cerebro espinal (CSF).
Ya que el uso de CSF es un método de diagnóstico invasivo e intrusivo para los pacientes,
la identificación de posibles biomarcadores que se encuentren en los diferentes biofluidos,
como en sangre, orina, entre otros, es esencial para facilitar el diagnostico temprado de la
EA por la facilidad en la obtención de las muestras, y por tanto, su practicidad en realizar
un seguimiento menos invasivo para los pacientes. Entre los diferentes componentes de
los biofluidos, la presencia de miRNAs ha sido ampliamente caracterizada en sangre, y
diferentes estudios ha reportado expresión aberrante de miRNAs en enfermedades de
interes en salud publica, como el cáncer. En el caso de la EA, en los ultimos años han sido
ampliamente reportados patrones de expresión anormal de una gran cantidad de miRNAs
en biofluidos como sangre, lo cual pone a estos transcritos no codificantes como buenos
candidatos para realizar un diagnostico temprano de la enfermedad, dado el efecto en la
regulación génica mediada por estos RNAs pequeños. En el presente trabajo se describe
una metodoloǵıa exhaustiva para la descripción del potencial efecto de RNAs pequeños,
miRNAs y siRNAs, en los mecanismos de regulacion de la expresión génica de genes
previamente relacionado con la EA y sus potenciales efectos fisiológicos en la EA. Dada la
importancia de estos smallRNAs como reguladores epigenéticos de la expresión génica, la
búsqueda de interacciones RNA-RNA de mayor confiabilidad permitirá postular h́ıbridos
para futuras investigaciones experimentales.



Abstract: In 2016, the reports of World Alzheimer Report indicate that in the world a
person develops a type of dementia every 3 seconds in the world. Since the Alzheimer’s
disease (AD) is considered the most prevalent form of dementias, therefore the potential
economic and social impact that is projected for the EA demands for new mechanisms
for an early diagnosis. Clinically, AD is characterized for a set of symptoms that include
progressive loss of cognitive functions, loss of memory, disorientation and among of other
behavioral dysfunctions. Since the diagnosis of the disease is based on classical clinical
criteria, as tests of mental status, neurological exam and images of the brain finally, a
full diagnosis requires postmortem confirmation of neuropathological changes that are
classically described for the disease (this is the accumulation of amyloid plaques and
the presence of neurobrillary tangles. Given the dificulties to establish a early diagnosis
of AD, the need of developing non-invasive biomarkers that provide confidence of a
diagnosis of the disease, would lead to develop different therapeutic approaches making
possible an early diagnosis of the development of the disease, in order to preserve normal
brain function. Worldwide, the main biomarkers for AD established are the deposition
of plates, the increase in the concentration of Tau proteins, and finally, the presence of
phosphorylated TAU protein at position 181 on spinal brain (CSF). Since the use of CSF
is an invasive and intrusive diagnostic method for patients, the identification of possible
biomarkers present in biofluids, as blood, urine, among others, would become essential to
facilitate the early diagnosis of EA from easy sampling, and therefore of a less invasive
follow-up for patients as outcome. Among the different components of biofuids, the
presence of miRNAs has been widely characterized in blood, and different studies have
reported aberrant expression of miRNAs in diseases of interest in public health, such as
cancer. In the case of AD, in recent years have been widely reported patterns of abnormal
expression of a large number of miRNAs in biofluids such as blood, which makes these
transcripts promising candidates for an early diagnosis of the disease, given its very well
known effect on genetic regulation mediated by these small RNAs. In the present work
we described a comprehensive methodology to characterize the potential effect of small
RNAs, miRNAs and siRNAs, in the mechanisms of regulation of the genetic expression
of genes previously related to AD and its potential physiological effects in AD. Given the
importance of these smallRNAs as epigenetic regulators in genetic expression, the search
for RNA-RNA interactions of greater reliability will let us to postulate hybrids for future
experimental investigations.

Palabras clave: Enfermedad de Alzheimer, miRNAs, siRNAs,Epigenética, regulación
postranscripcional.

Keywords: Alzheimers disease, miRNAs, siRNAs, epigenetics, postranscriptional regu-
lation.



“ I have never let my schooling interfe-
re with my education ”
Mark Twain

.El futuro no esta hecho, no hay
destino, solo lo que nosotros hacemos”.

(Edward Furlong - John Connor,
Terminator 2, 1991)
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2.2. Metodoloǵıa para la predicción de mRNAs blanco . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

2.2.1. Estrategias para la de predicción de interacciones miRNA/mRNA . . 27
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2.1. Parámetros utilizados por los algoritmos miRanda y RNAhybrid para la
evaluación de interacciones miRNA/mRNA de acuerdo a las metodoloǵıas
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portados posterior filtro de enerǵıa con mfe <= -20 kcal/mol . . . . . . . . . . . 49

3.8. Resultados obtenidos para la estrategia E1 de acuerdo al sistema de clasi-
ficación basado en los intervalos de confianza establecidos. para los grupos
evaluados a partir de los ACP. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

3.9. Interacciones miRNA/CDS predichas con miRanda bajo la estratégia de
predicción E1 que superan los umbrales de confianza establecidos para los
APC de interacciones tipo Random . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

3.10. Resultados obtenidos para la estrategia E2 de acuerdo al sistema de clasi-
ficación basado en los intervalos de confianza establecidos. para los grupos
evaluados a partir de los ACP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 54

3.11. Interacciones miRNA/CDS predichas con miRanda bajo la estratégia de
predicción E2 que superan los umbrales de confianza establecidos para los
APC de interacciones tipo Random . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55

3.12. Resultados de interacciones miRNA/UTR obtenidos de acuerdo a las estra-
tegias de predicción E1 y E2 para las regiones UTR evaluados con RNAhy-
brid. Los resultados Total genes, Total isoformas y miRNAs representan el
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portados posterior filtro de enerǵıa con mfe <= -20 kcal/mol . . . . . . . . . . . 64

3.17. Resultados obtenidos para las interacciones miRNA/CDS obtenidas bajo la
estrategia E1 de acuerdo al sistema de clasificación basado en los intervalos
de confianza establecidos. para los grupos evaluados a partir de los ACP. . . 65
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del h́ıbrido formado. Este comportamiento es similar para las predicciones
E1 (panel izquierdo) y E2 (panel derecho) (B) Número de nucleótidos del
miRNAs que hacen parte de la interacción miRNA/CDS. Para las predic-
ciones E1 (izquierda) y E2 (panel derecho). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53

3.14. Esquema de los h́ıbridos miRNA-target predichos por RNAhybrid . . . . . . . 56

3.15. Diagramas de Venn que ilustra el número de interacciones miRNA/UTR
realizadas por el algortimo RNAhybrid de acuerdo con las estrategias de
predicción E1 y E2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
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3.21. Diagramas de correlación de Enerǵıa vs p value para las interacciones miR-
NA/UTR obtenidos con RNAhybrid para las predicciones E1 (panel izquier-
do) y E2 (panel derecho) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64

3.22. (A) Diagramas de correlación de Enerǵıa vs %CG inteactuante para las
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cado por la flecha roja). Notese que las posiciones del SNP no se encuentran
ubicadas en la región seed de los miRNAs correspondientes. . . . . . . . . . . . 84

4.3. PCA RNAhybrid E2 miRNAsSNPUTR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86

4.4. Análisis de componentes principales realizado para las interacciones
miRNASNP /CDS encontradas con RNAhybrid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 88

5.1. Red de interacción de los genes PARVB y IGF1 basados en las interacciones
confiables predichas para las regiones UTR. En amarillo se resaltan los genes
de interés . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 92

5.2. Red de interacción de los genes PARVB y IGF1 basados en las interacciones
confiables predichas para las regiones CDS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 93

5.3. Interacciones con soporte experimental descritas en para el gen FMN2 de
acuerdo a la base de datos STRING . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 94

5.4. Red de interacción de los genes de mayor confiabilidad obtenidos con
RNAhybrid para las secuencias UTR. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 95

5.5. Red de interacción de los genes de mayor confiabilidad obtenidos con
RNAhybrid para las secuencias CDS. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96



Introducción

El estudio de las enfermedades neurodegenerativas representan uno de los mayores
desaf́ıos en el campo de la neurobioloǵıa, ya que sus implicaciones sociales y económicas
que rápidamente se incrementan en paralelo con el aumento de la expectativa de vida de
las poblaciones humanas. Dado que la vasta mayoŕıa de la investigación en este campo ha
estado enfocada en caracterizar el papel espećıfico de transcritos codificantes involucrados
en el proceso de neurodegeneración; en la actualidad, con el creciente uso de tecnoloǵıas
de secuenciamiento de nueva generación, la identificación de transcritos no codificantes,
entre ellos los RNAs de tamaño pequeño (smallRNAs), y el análisis de la bioloǵıa de
sistemas en la integración sistematizada de información validada de rutas metabólicas, han
expandido las posibilidades de integrar nuevas moléculas en el panorama de investigación
en neurodegeneración [32] [73].

Entre los RNAs de pequeño tamaño, los microRNAs (miRNAs) han sido los RNAs
que mayor interés han generado por su posible rol en neurodegeneración, ya que desde
su descubrimiento en Caenorhabditis elegans, ha sido posible establecer en grán medida
el papel que éstos tienen en la regulación de la expresión génica, especialmente a nivel
post-transcripcional [64]. Con la caracterización de nuevas funciones reguladoras de RNAs
pequeños, incluyendo miRNAs y siRNAs, enfermedades neurodegenerativas, como la en-
fermedad de Alzheimer -en su forma compleja o multifactorial-, se ha propiciado un cambio
de enfoque de investigación en neurodegenración, llegando al punto de considerar este tipo
de enfermedades como trastornos de RNAs [73].

Los estudios patológicos realizados sobre la enfermedad de Alzheimer han podido es-
tablecer en términos generales,esta enfermedad se caracteriza por la formación de ovillos
neurofibrilares (Neurofibrilar tangles, NFT), que son un conglomerado de la protéına Tau
producto de su anormal fosforilación; y la formación de placas seniles provenientes de la
protéına β-amiloide, factores que se suman a una pérdida selectiva de neuronas del hipo-
campo y la corteza, daño microvascular, estrés mitocondrial e inflamación de las regiones
anteriormente comprometidas, factores que desencadenarán en una pérdida progresiva de
la función cognitiva [8] [16] [86] [137].

Por otro lado, la enfermedad de Alzheimer (EA) se ha dividido en dos subtipos basados
en la edad de aparición de la misma, denominadas de inicio temprano (early-onset Alz-
heimer disease, EOAD por sus siglas en ingles) y de inicio tard́ıo o esporádica (Late onset
Alzheimer Disease LOAD, donde la edad de referencia de aparición de la enfermedad está
entre los 60-65 años). El estudio de la enfermedad de Alzheimer de inicio temprano, ha
develado de forma más completa algunos factores genéticos que acompañan el desarrollo
de la enfermedad, al ser determinista, ya que su patrón de herencia es de forma mendeliana
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autosómico dominante [1] [16] [137]. Los estudios realizados en pacientes con Alzheimer de
inicio temprano han identificado tres genes relevantes en su desarrollo: el gen precursor de
la protéına β-amiloide (APP), responsable de las denominadas placas seniles, y los genes
de la presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2), ambos requeridos para la estabilidad
y actividad del complejo de la γ-secretasa, relacionado con actividad proteasa de la APP
[81] [1].

Sin embargo, muchos autores han concluido que la forma LOAD se comporta como un
complejo multifactorial de eventos, debido tanto a la susceptibilidad genética del paciente
como algunos elementos ambientales. Entender como estos factores ambientales convergen
e influencian de manera positiva el desarrollo de la enfermedad se ha tornado relevante en
muchos estudios a la hora de establecer posibles marcadores que apoyen el diagnóstico, o
mejor aún, un pronóstico de un posible comienzo de la enfermedad [81] [135] [1].

En los casos de pacientes con enfermedad de Alzheimer de inicio tard́ıo (LOAD),
las bases genéticas que desencadenan la enfermedad parecen ser más complejas; múltiples
genes que al parecer están implicados con ésta le confieren susceptibilidad a los individuos,
por tanto, la información de cómo están interactuando estos genes, y por otra parte, cómo
los factores ambientales influyen, mantienen abierto el panorama de investigación en torno
a cómo estudiar la enfermedad. En la actualidad el único gen que ha sido establecido como
factor de riesgo para LOAD, ha sido el gen que codifica para la apolipoprotéına E (APOE),
pero solamente el alelo ε4 de la APOE se ha relacionado como factor de riesgo para la
enfermedad, mientras que el alelo ε2 se ha asociado como un efecto protector [1][86][137].
El conjunto de estudios celulares y moleculares realizados para la forma LOAD ha revelado
información adicional a los marcadores clásicos de la enfermedad, como las placas Aβ y los
ovillos neurofibrilares. A partir de este conjunto de estudios han surgido diversas hipótesis
que pretenden establecer con precisión los mecanismos moleculares que darán origen a la
enfermedad.

Considerando que las diferentes hipótesis explicativas de la enfermedad han sido plan-
teadas basados en estudios funcionales de protéınas, avanzar en el campo de investigación
de RNAs pequeños en esta enfermedad en particular, puede aportar valiosa información
que corrobore o refute alguna de estas hipótesis, ya que entre los RNAs pequeños, mi-
croRNAs y siRNAs han sido ampliamente asociados. Por ejemplo, diferentes estudios de
perfiles de expresión de miRNAs realizados con microarreglos han develado de manera
general una alteración en los patrones de expresión de miRNAs, correlacionado con los
niveles de expresión de sus mRNAs potencialmente blancos; por ejemplo, el trabajo reali-
zado por Nunez-Iglesias et al (2010), donde evidencian mas de 50 miRNAs con expresiónn
alterada en tejido cerebral de pacientes con la enfermedad de Alzheimer, entre los que se
encuentran, por ejemplo hsa-miR-661, hsa-miR-34c, hsa-miR-637, entre otros [114].

Por otra parte, dado el papel en la regulación postranscripcional mediado por estas
moléculas de RNAs, tanto los siRNAs como los miRNAs, han capturado la atención de
los investigadores para ser usados en procesos como terápia génica. En este campo ya se
han realizado diferentes aportes con el propósito por ejemplo, de silenciar genes relevantes
para la EA, como es el caso del gen de APP [7][85]. Sin embargo, se torna necesario pro-
fundizar en el estudio de los mecanismos de regulación de blancos génicos mediados por
RNAs pequeños, ya que éstos tienen el potencial generar información desde el punto de
vista de regulación génico que replantea el enfoque investigativo entrados en interacciones
RNA-RNA que es complementario al abordado clásicamente en enfermedades neurodege-
nerativas llevandola hacia una interpretación de la enfermedad asociada a la epigenética y
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vista como consecuencia en un posible trastorno de desregulación de RNAs pequeños. En
la actualidad, el grupo de Neurociencias y el grupo Rnómica Teórica y Computacional,
ambos de la Universidad Nacional de Colombia se han propuesto ampliar el estudio de la
EA, espećıficamente lo concerniente en la evaluación e inclusión de factores epigenéticos
que previamente hubiesen tenido una amplia difusión en la literatura especializada, como
es el caso de los smallRNAs.

Es por ello, que en el presente estudio, se pretende aportar información confiable de
potenciales dupletas de interacción miRNA/mRNA y siRNA/mRNA que posteriormente
sean candidatas de evaluación experimental. Previamente, múltiples estudios se han desa-
rrollado con el propósito de establecer el papel ncRNAs pequeños (especialmente miRNAs)
en la fisiopatoloǵıa del Alzheimer. Por un lado, por ejemplo, diversos grupos han centra-
do sus esfuerzos en la identificación de miRNAs que se encuentren expresados de forma
aberrante en la enfermedad, sin embargo, pocos trabajos se han centrado en la identifica-
ción de potenciales mRNAs que pueden ser regulados postranscripcionalmente por estos
miRNA bajo un enfoque de un estudio sistematizado de interacciones RNA-RNA.

Mediante el empleo de técnicas en bioloǵıa computacional, se realizó un estudio masivo
de todas las potenciales interacciones tipo miRNAs/mRNA formadas entre miRNAs y
genes codificantes que se encuentren previamente relacionados con la EA, y el potencial
efecto de variantes tipo SNP (localizadas tanto en el gen codificante como en el miRNA)
en la creación o destrucción de estas interacciones RNA-RNA. Para la evaluación de estas
interacciones se hizo uso de dos de los algoritmos de predicción de interacciones más
usados por la comunidad cient́ıfica, miRanda y RNAhybrid, contrastado con un grupo
control aleatorizado de interacciones miRNA/mRNA, con el f́ın de tener un background
de error entre las interacciones verdaderas y aquellas que pueden generarse por azar.
Adicionalemte se realizó una diseño de siRNAs mediante la implementación de las últimas
reglas de interacción siRNA/mRNA descritas en la literatura, y una posterior evaluación de
efectos off-target, con el f́ın de proporcionar un protocolo de generación de secuencias tipo
RNAi que sean de utilidad para posteriores investigaciones experimentales. Finalmente,
un análisis de redes permitió indentificar a las interacciones hsa-miR-328-5p/PARVB, hsa-
miR-328-5p/IGF1, ubicadas en la región UTR de estos genes y las interacciones hsa-miR-
328-5p/FMN2, hsa-miR-328-5p/BAX y hsa-miR-9-5p/ST18, ubicadas en la región CDS
de estos genes como h́ıbridos RNA-RNA de alta confianza estad́ıstica que pueden estar
potencialmente relacionadas con la apoptosis, procesos relacionados con la proliferación y
diferenciación celular y la regulación hormonal.



Objetivos

Objetivo General

Identificar un conjunto de RNAs pequeños candidatos a la regulación de genes asocia-
dos a la EA, por medio del análisis de espectros de interacción termodinámica de RNAs-
RNAs.

Objetivos Espećıficos

• Determinar regiones blanco potenciales de regulación por RNAs pequeños en mRNAs
de genes asociados a la enfermedad de Alzheimer.

• Evaluar posibles cambios de enerǵıas de interacción RNA-RNA en las regiones de
interacción de variantes genomicas (SNP) de los genes relacionados con la EA y los
RNAs pequeños.

• Evaluar posibles cambios en las regiones de interacción de los genes relacionados con
la EA y los mutantes y/o variantes (SNP) generados para RNAs pequeños.

• Construir una red regulatoria de RNAs pequeños y de sus genes regulados.

XVII



CAPÍTULO 1

Marco Teórico

1.1. Enfermedad de Alzheimer (EA)

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno neurodegenerativo que ha sido descrito
como la causa más frecuente de demencia, afectando principalmente a la población de
adultos mayores de 60 años. La EA es una enfermedad considerada compleja, ya que
para su desarrollo confluyen diversos factores ambientales y genéticos, lo que dificulta el
diagnóstico, pronóstico y su posterior tratamiento [137].

La fisiopatoloǵıa de la EA ha sido caracterizada en la literatura principalmente por dos
marcadores caracteŕısticos: la sobre-acumulación de placas amiloides, que son deposiciones
extracelulares del péptido beta amiloide Aβ, y la presencia de agregados filamentosos
intracelulares de la protéına tau hiperfosforilada, conocidos como ovillos neurofibrilares.
Durante la progresión de la EA, el número, la distribución y el tamaño de las placas
amiloides y de los ovillos neurofibrilares se incrementan en los diferentes tejidos cerebrales.
Otras lesiones que pueden evidenciarse en la EA incluyen los denominados cuerpos de
Hirano y la pérdida de conexiones sinápticas, que conllevan a alteraciones morfológicas y
cognitivas importantes en los pacientes afectados. [81] [120].

1.1.1. Aspectos genéticos de la enfermedad de Alzheimer

1.1.1.1. EA de la forma autosómica dominante EOAD (early onset Alzheimer
disease)

En pacientes con EA entre un 5 % a un 10 % son diagnosticados con EOAD, esta forma
de Alzheimer presenta un patrón de herencia de tipo autosómico dominante, donde los
pacientes presentan los primeros śıntomas entre los 30 y los 65 años, siendo diagnosticados
desde los 40 años. En el caso de EOAD, el porcentaje estimado de prevalencia es menor
al 1 %, presentándose una alta penetrancia de los tres principales genes reportados como
causantes de esta forma de la EA: APP, PSEN1 y PSEN2 [25][156]. Por años, el estudio
de la EA ha estado centrado en la identificación de mutaciones de los genes de APP,
PSEN1 y PSEN2. En el caso del gen APP, cerca de 39 mutaciones en 93 familias han sido
reportadas, con efectos tanto patogénico como protectivo, sugiriendo un rol mixto de las

1



CAPÍTULO 1. MARCO TEÓRICO 2

diferentes mutaciones de la APP en la producción de los péptidos Aβ, responsables de la
formación de las placas seniles, caracteŕısticas de la EA [156].

Ya para los genes PSEN1 y PSEN2, los cuales están involucrados en el procesamiento
-clivaje- de diversas protéınas (entre ellas la APP), diversos autores han podido determinar
que existe una mayor frecuencia en mutaciones del gen PSEN1 para la forma autosómica
dominante del gen PSEN2, siendo la responsable de las formas más severas de la EA. En
el caso del gen PSEN2, mutaciones sin sentido de la protéına, pueden mostrar penetrancia
incompleta, evidenciando un efecto altamente variable entre los pacientes afectados [156].

1.1.1.2. EA de inicio tard́ıo LOAD (late-onset Alzheimer’s disease)

Los estudios realizados con la enfermedad de Alzheimer de inicio tard́ıo evidencian la
complejidad de la enfermedad, donde los factores de riego genéticos son solo una parte de
múltiples eventos que conllevan a la misma. Además, en los últimos años se ha revelado
que factores ambientales de diverso tipo, como los niveles de escolaridad o un estilo de
vida poco saludable pueden incidir en el desarrollo de la enfermedad [6] [69]. En el estudio
de esta forma de la enfermedad, los estudios de asociación de genoma completo (GWAS
por sus siglas en ingles), han aportado una enorme cantidad de información acerca de las
posibles bases genéticas de esta forma de la EA, identificándose una grán cantidad de loci
como factores de riesgo para la enfermedad (a la fecha, se han relacionado cerca de 695
loci [17]. Entre los más destacados loci relacionados con una susceptibilidad al desarrollo
de la EA podemos citar los siguientes:

• APOE (Apolipoprotéıa E)

• SORT1 (sortilin-related receptor 1)

• BIN1 (bridging integrator 1)

• CR1 (complement component (3b/4b) receptor 1)

Los resultados arrojados por los estudios GWAS muestran que, el alelo ε4 de la apoli-
poptotéına E (APOE) es el principal factor de riesgo, con una contribución cercana al
30 % de susceptibilidad del desarrollar la enfermedad [156]. Los otros loci muestran una
significáncia menor, por lo que sus implicaciones individuales o en conjunto permanecen
por ser definidas [156].

1.1.1.3. Hipótesis asociadas y genes relevantes en la EA

El estudio de la forma LOAD ha sido particularmente complejo debido al comporta-
miento multifactorial de la enfermedad, donde al parecer existe una predisposición genéti-
ca, adicional a la edad y múltiples factores ambientales que favorecen su desarrollo. Sin
embargo, ni los factores genéticos ni los ambientales por si solos desenvocan en la en-
fermedad. Se cree que una intrincada interacción entre éstos seŕıa necesaria para que se
desencadene en el fenotipo de Alzheimer. Dada la complejidad de la forma LOAD, dife-
rentes hipótesis han sido desarrolladas y puestas a prueba basadas en la fisiopatoloǵıa que
esta presenta, entre estas hipótesis se destacan la hipotesis de la cascada amiloide [154],
la hipótesis de la degeneración del citoesqueleto(tau), la hipotesis colinergica, la del daño
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oxidativo, la hipótesis de disfunción mitocondrial, las cuales estan resumidas en la Tabla
1.1 [50].

Hipótesis Amiloide

La hipótesis amiloide ha sido el eje central de investigación de la enfermedad de Alz-
heimer por muchos años, dado el papel central que ha tenido la formación de las placas
β-Amiloide y su correlación con el desarrollo de demencias de diverso tipo. La hipótesis
amiloide plantea que los agregados de péptidos β-amiloides, los cuales son productos del
clivaje proteoĺıtico de la protéına APP, son el factor inductor de las dos formas de Alz-
heimer (LOAD y EOAD) [109]. La producción del péptido β-amiloide ocurren por dos
procesos proteoĺıticos consecutivos en la v́ıa amiloidogénica del procesamiento de APP, el
primero es mediado por BACE1 y el segúndo clivaje es realizado por el complejo de la
γ-secretasa. Como resultado de la v́ıa amiloidogénica, se producirán varios péptidos, entre
estos los Aβ40 y Aβ42, los cuales pueden formar las placas amiloides, pero aparentemente
el péptido Aβ42 es más neurotóxico por tener una mayor tendencia a la formación de
agregados [109].

La hipótesis amiloide está fuertemente soportada por el descubrimiento de que, adi-
cional al gen APP, la enfermedad también puede ser causada por mutaciones de tipo
autosómico dominante en los genes presenilina 1 (PSEN1) y presenilina 2 (PSEN2), las
cuales son protéınas homólogas involucradas en el clivaje proteoĺıtico de la protéına APP,
al ser parte en la formación del sitio activo de la protéına γ-secretasa [76]; adicional a
esto, la hipótesis amiloide plantea que la versión LOAD de la enfermedad es una forma
acelerada del Alzheimer de inicio temprano (EOAD) [27]. A pesar de ser un marcador
clásico de la enfermedad, la presencia de las placas Aβ, y su acumulación también ha sido
caracterizada en otro tipo de demencias que no desencadenan en el fenotipo del Alzheimer,
lo cual le ha restado peso a la hipótesis amiloide como mecanismo único explicativo de la
enfermedad [27].

Hipótesis de Tau

La hipótesis de la protéına Tau ha estado fuertemente soportada por la evidencia ex-
perimental, en donde los oligómeros de Tau generan neurotoxicidad, los cuales son una
caracteŕıstica común de diferentes enfermedades neurodegenerativas, denominadas tauo-
pat́ıas [34].

La hipótesis de Tau plantea que la excesiva y anormal fosforilación de tau genera
modificaciones en su estructura, generandose la forma conocida como PHF-tau (paired
helical filament) y posterior formación de los ovillos neurofibrilares (NFT); esta versión
hiperfosforilada de la protéına Tau seŕıa el inductor central del proceso de neurodege-
neración que se observa en la enfermedad de Alzheimer. Tau es una protéına asociada
a microtúbulos (MAP) cuyo papel central es la estabilización de los microtúbulos -por
tanto, del citoesqueleto- y su posterior ensamblaje. Se ha observado que mutaciones de
Tau, inducen su hiperfosforilación y posterior oligomerización; la estructura insoluble re-
sultante PHF-tau afecta las funciones citoplasmáticas y el transporte axonal, lo cual puede
conducir a la muerte celular [103][109].
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Hipótesis de respuesta inmune

Recientemente la hipótesis de una respuesta inmune ha cobrado fuerza para explicar
la EA, dado que la formación de placas seniles (Aβ) y ovillos neurofibrilares (Tau) ha sido
observada en varias formas de demencias independientemente de la sintomatoloǵıa rela-
cionada con demencia de tipo Alzheimer, por tanto estas caracteŕısticas son insuficientes
para explicar por si solas la EA [83].

Adicionales a los marcadores clásicos anteriormente descritos por la hipótesis amiloide,
desde los años 80s se ha observado la presencia de ant́ıgenos relacionados con la respuesta
inmune y células como la microglia y los astrocitos en regiones circundantes a las pla-
cas amiloides en cerebros de pacientes con Alzheimer. Ya en los años 90s se descubrieron
alteraciones en la homeóstasis celular de elementos relacionados con la respuesta inmu-
ne como citoquinas y sus receptores asociados en el cerebro, induciendo el concepto de
neuro-inflamación (inflamación en el sistema nervioso central CNS), lo cual sugeŕıa que
procesos relacionados a la respuesta inmune estaŕıan involucrados en patoloǵıas del CNS,
especialmente en la EA [179].

En cerebros de pacientes con enfermedad de Alzheimer, diversos autores han obser-
vado el incremento de actividad de la microgĺıa y de astrocitos. Experimentalmente se
ha podido determinar que las placas Aβ pueden activar la microgĺıa, lo cual induce el
incremento a nivel de superficie celular de receptores del complejo mayor de histocom-
patibilidad II (MHC II), permitiendo la secreción de citoquinas pro-inflamatorias como
interleucinas-1β (IL-1β), interleucina -6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral α (TNF-
α), además de quimoquinas-interleucinas-8 (IL-8), protéınas inflamatorias del macrófago-1
(MIP-1) y protéınas quimio-atrayentes de monocitos-1. Las placas Aβ también inducen la
respuesta fagoćıtica de la microgĺıa y la liberación enzimática de la Oxido ńıtrico sintasa
(NOS), lo que posteriormente induciŕıa daño neuronal [109]. Todos estos elementos sus-
tentan la hipótesis de una respuesta inmune exagerada a la aparición de las placas Aβ, lo
cual inducirá daño neuronal y posteriormente se evidenciará la sintomatoloǵıa de la EA
[51][179]. Por otra parte, trabajos realizados por Kumar y colaboradores han postulado
que la oligomerización del péptido Aβ puede ayudar al cerebro frente a un proceso infec-
cioso, de igual manera que lo haŕıa un péptido antimicrobiano [82]. El elemento central
de esta hipótesis es establecer si el proceso de neuroinflamación producto de la respuesta
inmune es una causa primaria o un efecto secundario en la enfermedad de Alzheimer.

Hipótesis de alteraciones en los mecanismos de regulación del colesterol

En la enfermedad de Alzheimer de inicio tard́ıo, la presencia del alelo ε4 del gen de
la apolipoprotéına E (APOE) es el mayor factor de riesgo asociado. Estos hallazgos han
orientado una corriente de investigación que establece una posible relación entre el meta-
bolismo del colesterol con el desarrollo del Alzheimer debido a que, la APOE es el principal
transportador de colesterol en el CNS. Diversos problemas vasculares relacionados al esti-
lo de vida han sido asociados al desarrollo con el demencia tipo Alzheimer, tales como la
arterioesclerosis, la hipercolesterolemia, la hipertensión, diabetes y la obesidad [53].

La relación entre los niveles de colesterol y el riesgo de desarrollar Alzheimer perma-
necen como fuente de discusión, ya que algunos autores reportan que un incremento en
los niveles de colesterol esta correlacionados con un riesgo 2 veces mayor de desarrollar
Alzheimer (Kivipelto et al 2002 y Panza et al 2006, citados por [53]). Como las demás
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hipótesis planteadas con Alzheimer, también existen reportes contradictorios acerca de los
niveles de colesterol y su relación con un mayor riesgo de desarrollar la enfermedad [53].

Hipótesis de disfunción mitocondrial

En el año 2004, el grupo de Swerdlow y Khan (2014) propusieron por primera vez la
hipótesis de la cascada mitocondrial como explicación de la patogénesis de la enfermedad
de Alzheimer [148]. Esta hipótesis consiste en tres pasos: la primera parte indica que
los patrones de herencia génica definen una base funcional de la mitocondria, donde el
aporte del material genético materno seŕıa determinante, dado que el DNA mitocondrial
(mtDNA) es heredado por ĺınea materna.

En segundo lugar, los antecedentes genéticos y factores ambientales determinan la tasa
de cambios mitocondriales asociados con la edad, manifestados en el decline de la función
mitocondrial, es decir, un mayor mantenimiento de la función de la mitocondria debeŕıa
estar asociada con una baja tasa de envejecimiento, mientras que una menor durabilidad
de la función mitocondrial está asociada con mayores defectos mitocondriales producto
del envejecimiento.

Por último, una base genética propia de la mitocondria, aśı como los efectos del am-
biente en ella, determinan un umbral de cambios mitocondriales que pueden influenciar
la cronoloǵıa del Alzheimer. Una vez superado este umbral, los daños mitocondriales in-
fluenciaŕıan ciertos cambios fenot́ıpicos asociados a la enfermedad, como la formación de
las placas Aβ, los cambios en Tau o los procesos relacionados con la neuro-degeneración
[118] [147].

Hipótesis Genes asociados Referencias

Amiloide PSEN1, PSEN2, BACE1, CR1, CLU,
SORT1, PICALM, BIN1

Lambre Amouyel 2011

Tau TAU Zorotova et al 2010, Kris-
tic et al 2012

Respuesta in-
mune

IL-1, TNF-α , IL-1β

Alteraciones
del colesterol

APOE, CYP46, CH25H,CLU, LDRLR,
SORT1

Fonseca et al 2010, Woll-
mer 2010

Disfunción mi-
tocondrial

TFAM, TOMM40, CO Swerdlow & Khan 2009

Tabla 1.1. Algunos genes asociados a la EA y su hipótesis enmarcada

1.1.2. Aspectos epigenéticos asociados con la EA

Para la enfermedad de Alzheimer, el estudio de los diversos mecanismos epigenéticos
conocidos, como lo son la metilación del DNA, las modificaciones de histonas, los remo-
delamientos de la cromatina e interacciones mediadas por RNAs, han sido ampliamente
estudiados, no solo como modelos de origen de la enfermedad, sino también como modelos
del envejecimiento. Estas conclusiones derivan de estudios en los que se intenta establecer
como pueden estar funcionando estos patrones epigenéticos sobre el desarrollo del Alzhei-
mer en comparación con el proceso de envejecimiento normal [33].
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Los estudios realizados de los diversos moduladores epigenéticos relacionados con la
EA han estado centrados principalmente en la caracterización del estado de metilación del
DNA, otros procesos como la modificación de histonas o el estudio de RNAs no codifican-
tes y sus funciones han sido más de tipo descriptivo que enfocados en sus implicaciones
patológicas.

Diferentes estudios han reportado una pérdida global del estatus de metilación relacio-
nado con la edad en múltiples tipos celulares, mientras que para el caso de la enfermedad
de Alzheimer, estados de hiper e hipometilación de genes previamente relacionados con
la enfermedad han sido reportados. Por ejemplo, diversos autores reportan que ha sido
posible demostrar que la región promotora del gen APP se encuentra hipometilada, po-
siblemente relacionado con una sobreproducción del APP; sin embargo, otros estudios no
encuentran una correlación entre el estatus de metilación del promotor de APP y la regu-
lación del mismo en la enfermedad de Alzheimer [12][159]. Para el caso de los promotores
de genes como PSEN1, APOE, DNMT1, se ha determinado que existe variabilidad entre
individuos y el estatus de metilación de sus promotores. Sin embargo en modelos murinos,
se ha podido establecer que si existe un detrimento en el estatus de metilación de genes
como APP, PSEN1 y BACE relacionados con un aumento en la producción y deposición
de Aβ, lo cual conlleva a un aumento en la producción y desarrollo de placas seniles [159].

Para el caso del estudio de las modificaciones de histonas en pacientes con Alzheimer,
se ha podido determinar que existe una reducción significativa en la acetilación de histonas
en regiones como el lóbulo temporal en pacientes con Alzheimer. La fosforilación de H3S10,
que es un regulador clave de la compactación de la cromatina durante el proceso de
división celular, ha sido reportada como elevada de manera significativa en el citoplasma de
neuronas hipocampales de pacientes con Alzheimer, lo cual indicaŕıa que la fosforilación de
H3 puede jugar un papel importante en la formación de los ovillos neurofibrilares [108][159].

Ya que una de las principales manifestaciones cĺınicas de la enfermedad de Alzheimer
es la disminución en las capacidades de memoria, los experimentos en modelos murinos
de memoria han revelado diversas anomaĺıas en procesos de acetilación y deacetilación de
histonas, relacionados con el desarrollo de pérdida de la capacidad de memoria [159]. Por
ejemplo, se ha podido demostrar que defectos en memoria y el proceso de potenciación a
largo plazo (LTP), en modelos murinos de la EA están relacionados en cierta medida a
defectos en la acetilación de H4, y la restauración de los niveles de acetilación restaura los
procesos de aprendizaje después de la supervivencia del modelo por disfunción sináptica
[159].

Estudio de RNAs no codificantes en la EA

El estudio de RNAs no codificantes (ncRNA) y en especial el caso de los microRNAs
(miRNA) ha centrado la atención de los investigadores en los últimos años debido al papel
en la regulación postranscripcional que tienen estos ncRNAs en sus mRNAs blancos. Ya
que estos miRNAs pueden ser encontrados en diversos tipos de biofluidos, como exosomas o
microveśıculas, los miRNAs se han convertido en candidatos promisorios a biomarcadores
para diversos tipos de enfermedades, como lo es el cáncer o enfermedades degenerativas
como el Alzheimer [168].

Para el caso de la enfermedad de Alzheimer, diversos trabajos se han desarrollado
con el propósito de caracterizar aquellos que se encuentren aberrantemente expresados; la
hipótesis que sustenta este esfuerzo radica en que estos miRNAs aberrantemente expresa-
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dos favorecen la expresión anormal de genes relevantes en la enfermedad, tales como APP,
PSEN1 & 2. Bajo este paradigma, gran cantidad de estudios se han realizado con el f́ın
de identificar cámbios en la expresión de miRNAs como biomarcadores candidatos para la
EA [15][24][36][49][60][67][68][91][101][111][168]. .

1.1.3. Bioloǵıa molecular y mecanismos de acción epigenética mediada
por RNAs pequeños

Los RNAs pequeños son un sistema de regulación de la expresión génica basados en
complementariedad de secuencia, donde, en términos generales, cadenas de RNAs blanco
de regulación (generalmente RNAs mensajeros mRNAs), sufren un proceso de hibridación
con RNAs reguladores por los mecanismos conocidos de complementariedad de secuencias
(esto es la formación de apareamiento de bases tipo Watson y Crick), la formación de
esta dupleta de interacción induce la represión o degradación del mRNA en un sistema
similar a la ubiquitinación proteica. El mecanismo de interferencia mediado por RNAs
pequeños involucra dos componentes enzimáticos claves: una endo-ribonucleasa (Dicer o
Drosha, encargados del proceso de maduración del RNA pequeño) y un complejo proteico
efector (complejo RISC que incluye una protéına de la familia Argonauta), encargado de
utilizar la cadena del RNA como plantilla gúıa de reconocimiento de sus blancos genómicos;
este complejo proteico posteriormente reclutará factores que inducen la represión de la
traducción [104],[63].

Dentro de la clasificación de los RNAs no codificantes (ncRNAs), los RNAs pequeños
son ncRNAs cuyas dos caracteŕısticas principales son, primero, sus secuencias de corta lon-
gitud (entre 20-30 nucleótidos) y por otro lado, su asociación con protéınas de la familia
Argonauta (AGO). Existen tres tipos de RNAs pequeños en animales: microRNAs (miR-
NAs), RNAs de interferencia pequeños (siRNAs) y RNAs asociados a piwi (piRNAs). En
el presente trabajo nos enfocaremos en los miRNAs y los siRNAs, ya que estos smallRNAs
son los principalmente descritos en procesos de regulación postranscripcional de mRNAs.

Los miRNAs son cadenas de RNA de ∼22nt de longitud generados a partir de es-
tructuras tipo hairpin por el clivaje secuencial de dos protéınas Rnasa tipo III (Drosha
y Dicer), y los siRNAs son cadenas de ∼21nt derivadas de un precursor de doble cadena
de RNA (double stranded RNA dsRNA) a través del procesamiento de Dicer; y los piR-
NA son secuencias de entre 24 a 30 nt de longitud cuyo procesamiento no es dependiente
de protéınas Rnasa tipo III, su precursores de una sola cadena son producidos por una
endonucleasa llamada Zucchini, estos piRNAs canónicamente se han descrito que actúan
como un elemento de silenciamiento a trasposones en células de la ĺınea germinal, pero
en la actualidad, se han encontrado piRNAs funcionalmente expresados en tejido cerebral
humano, evidenciando al parecer nuevos mecanismos de regulación génica mediada por
estos RNAs pequeños en procesos fisiológico o patológicos en neuronas [45] [63].

1.1.3.1. miRNAs

La clase de ncRNAs más estudiada en los últimos años han sido los miRNAs, estos
smallRNAs están ampliamente distribuidos en animales, plantas, algas verdes y virus. Los
miRNAs son transcritos genómicos, es decir, sus precursores se encuentran codificados en
diferentes contextos genómicos, en humanos; múltiples loci producen secuencias de miR-
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NAs, los cuales, dependiendo de su origen genómico, han sido clasificados como canónicos
y no canónicos [63][155].

miRNAs canónicos

Se consideran que los miRNAs canónicos son aquellos loci cuyo precursor tiene una
estructura canónica de gen codificante, es decir, se componen de una región promotora y
una región codificante. Los genes de miRNAs pueden encontrarse como genes solitarios,
pero la mayoŕıa se encuentran organizados en tandem o en clusters, algunos de ellos son
considerados como conservados filogenéticamente entre los Metazoarios [116]. El proceso
de transcripción de estos clusters de genes se cree que funcionan como una unidad de
transcripción policistronica [116]. A pesar de que se conoce de forma general la organización
genómica de los genes de miRNA, la localización exacta de los promotores todav́ıa no ha
sido completamente determinada [63].

miRNAs no canónicos

Los miRNAs considerados no canónicos son transcritos de una amplia variedad de
loci, entre los que están aquellos codificados en regiones intrónicas, llamados miRtrons,
y aquellos derivados de RNAs pequeños nucleolares (snoRNAs) o RNAs de transferencia
(tRNAs) que pueden estar codificados en regiones exónicas [63][169]. La transcripción de
estos miRNAs no canónicos por lo general se produce en conjunto con su gen “hospedero“
[116]. Recientemente, el grupo de Zamudio y colaboradores caracterizaron un nuevo gru-
po de miRNAs no canónicos derivados de regiones promotoras de genes codificantes, los
cuales llamaron miRNAs del sitio de inicio de la transcripcion (transcriptional start site
miRNA,TSS-miRNAs), estos TSS-miRNAs seŕıan transcritos cuyo origen seŕıa un subpro-
ducto de la RNA polimerasa II, al encontrarse localizados en regiones proximales (∼50 nt)
del sitio de inicio de la transcripción [175].

Caracteŕısticas estructurales de los miRNAs

Una vez realizada la transcripción de gen de miRNA, el transcrito producto, llamado
pri-miRNA, de 100 nucleótidos de longitud y cuya estructura t́ıpica tiende a plegarse en
forma hairpin; estructura que contiene diferentes subestructuras locales conocida como
stem-loop, caracteŕısticos para los diferéntes miRNAs [63]. La estructura tipo stem-loop
contiene la secuencia madura (mature) del miRNA cuya longitud aproximada es de 22 nt.
Reportes recientes han identificado secuencias involucradas en el procesamiento y madura-
ción del pri-miRNA; dos motivos localizados en la región basal del precursor (los motivos
UG y CNNC) y en el loop terminal (el motivo UGUG). Al menos uno de estos tres moti-
vos se encuentran presentes para el 79 % de los miRNAs en humanos, lo que sugiere que
motivos adicionales en la secuencia del miRNAs son determinantes para el procesamiento
y la función reguladora del miRNA [63].

Biogénesis de los miRNAs

La transcripción de los miRNAs está mediada por la RNA polimerasa II (sin embargo
algunos miRNAs derivados de tRNAs son transcritos de la RNA polimerasa III), además de
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factores de transcripción (como p53, MYC, ZEB1 y ZEB2) y reguladores epigenéticos del
DNA como los son la metilación del mismo locus y procesos como modificación de histonas,
los cuales inducen la transcripción de miRNAs [63]. Existen dos v́ıas de producción de
miRNAs caracterizadas, denominadas canónicas y no canónicas.

En términos generales, los transcritos primarios de los miRNA canónicos son t́ıpi-
camente procesados a través de la v́ıa de señalización que involucra RNA pol II y dos
componentes enzimáticos claves, una endo-ribonucleasa y un complejo protéınico efector
[161]. Las endonucleasas Drosha y Dicer procesan los precursores de miRNAs (pri-miRNA
y pre-miRNA) para posteriormente liberar una pequeña dupleta de ∼22 nt de longitud
que ulteriormente será cargada en un complejo multi-proteico, denominado complejo de
silenciamiento inducido por RNA (RNA-induced silencing complex RISC) donde una de
las cadenas de la dupleta es seleccionada por este complejo para ser usada como plantilla
de reconocimiento del blanco, tal como se describe en la Figura 1.1 [26][63][161].

Figura 1.1. Mecanismo para la generación de secuencias miRNA y miRNA*. Posterior al clivaje
del precursor pre-miRNA mediado por la enzima Dicer, la doble cadena resultante
contiene las secuencias denominadas miRNA y miRNA* (en azul y rojo, respectiva-
mente). La secuencia miRNA* será descartada para su posterior degradación, mien-
tras que la secuencia miRNA será seleccionada por el complejo RISC para llevar a
cabo su función de regulador de la expresión génica

La v́ıa de señalización no canónica ha sido descrita como aquella donde ocurre el pro-
cesamiento de miRtrones, aśı como algunos miRNA no canónicos, donde el procesamiento
mediado por Drosha del pri-miRNA es obviado. La biogénesis de estos miRNA depende
de Dicer; además, ciertos miRNAs como el miR-451 no requiere de Dicer para su pro-
cesamiento, lo que demuestra la flexibilidad adquirida a lo largo de la evolución para el
procesamiento de miRNAs [63][74].

A pesar de que análisis computacionales han caracterizado una gran cantidad de miR-
NA y sus respectivos blancos, la validación experimental de los miRNAs no ha sido fácil,
dado que la mayoŕıa de las secuencias anotadas provienen de datos de secuenciamiento
de alto rendimiento, con una región 5’ terminal heterogénea, generando dudas respecto a
la autenticidad de la secuencia, dada la fuerte presión selectiva de preservar esta región
por encontrarse inmersa la región semilla, que es la principal fuente de reconocimiento
molecular del miRNA. En la actualidad se están considerando varios criterios para la va-
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lidación experimental de los miRNAs, entre los que se incluye la conservación de la región
5’ terminal, la abundancia en las lecturas producto de secuenciación, evidencia de un pro-
cesamiento mediado por RNAsas tipo III y la evidencia de la asociación con protéınas tipo
Argonauta [63][74][155] .

miRNAs y terápia génica

Ya que los mecanismos de regulación postranscripcional mediados por miRNAs tie-
nen la facultad de regular eficientemente sus blancos genicos, siendo considerados como
reguladores maestros de la expresión génica, los miRNAs han sido considerados como he-
rramientas potencialmente importantes en diversos usos como bioindicadores y terapia
génica. Con este propósito, el uso de miRNAs ha tenido dos enfoques principales, el pri-
mero se centra en el desarrollo de cadenas de RNAs que imiten miRNAs endógenos que
por efectos de una enfermedad en particular sufran de desregulación, denominados RNA
mimics, mientras que por otro lado, si el objetivo de la terapia génica es silenciar el efecto
de un miRNA endógeno espećıfico, se generan cadenas de RNAs denominadas antagomirs
o anti-miR [11][85].

Operacionalmente, el uso de miRNAs en terapia génica presenta algúnos desaf́ıos para
su uso, como por ejemplo, el problema de liberar un anti-miR en ciertas ĺıneas celulares,
o evitar los efectos off-target, que no es más que una regulación no espećıfica de blan-
cos no deseados [85]. Bajo esta perspectiva, las diferentes aproximaciones que permitan
minimizar estos efectos adversos, como el caso del silenciamiento off-target de blancos
génicos, permitirá mejorar el potencial uso de estas moléculas de RNAs en el tratamiento
de enfermedades complejas como la EA.

1.1.3.2. siRNAs

El fenómeno de silenciamiento de la expresión génica mediado por RNAs pequeños de
interferencia fue primero caracterizado y analizado en una amplia variedad de organismos,
como plantas, hongos y en modelos animales como Caenohabditis elegans. Este sistema se
ha convertido en una poderosa técnica de análisis genómico funcional y de silenciamiento
génico basado en secuencia debido a su capacidad extremadamente potente de regular
negativamente la expresión génica a un nivel post-transcripcional [57][124][142]. Estos
siRNAs son pequeñas secuencias cuyo procesamiento de sus precursores, RNAs de doble
cadena, depende de la protéına Dicer en el citoplasma. Los siRNAs reconocen su gen blanco
mediante un apareamiento de bases tipo Watson-Crick de manera casi perfecta; recientes
estudios han dado evidencia de que los siRNAs también pueden inducir la metilación del
DNA en plantas [88] y remodelamiento de la cromatina en plantas, ciliados y en células
de mamı́fero, [26] [29] [158].

Los siRNA tiene dos oŕıgenes, un origen exógeno, donde precursores son de tipo dsRNA
(double strand RNA), los cuales provienen de procesos de introducción de un transgen o
tienen un origen viral; mientras que los siRNAs de origen endógenos provienen de proce-
sos de transcripción bidireccional de regiones codificantes o de regiones repetitivas como
transposones, entre otros [57].
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Fuentes de siRNAs

siRNA endógenos de elementos repetitivos

Los transcritos de doble cadena de RNA (dsRNA) pueden ser derivados de elementos
repetitivos como elementos trasponibles del genoma (TEs), como lo son trasposones; ya
que estos tienen la capacidad de generar efectos mutagénicos importantes. Los siRNAs se
tornan fundamentales como mecanismo de reconocimiento de transposones ya que pueden
restringir su actividad, dada la protección que se requiere para mantener en la ĺınea ger-
minal. Los piRNAs ha sido caracterizado como la mayor defensa contra estos elementos.
Recientemente se ha reportado que iRNAs también pueden estar regulando TEs, estudios
en C. elegans han demostrado que transcritos generados de TEs pueden producir dsRNAs
que pueden silenciar estos elementos en trans [115][169].

siRNAs de transcritos antisentido cis-naturales Nats

Los transcritos anti-sentido naturales (cis-NATs), son un grupo de RNAs que son
transcritos de la cadena complementaria de DNA de un gen codificante de protéınas; la
transcripción de esta cadena de DNA puede generar tanto RNAs codificantes (mRNA)
como secuencias no codificantes (ncRNAs) [161]. Estudios en oocitos de ratón muestran
que la śıntesis de cis-NATs favorecen la producción de siRNAs [115]; mientras que estu-
dios de cis-NATs-siRNA en Drosophila melanogaster y Mus musculus muestran que estos
transcritos son Dicer-dependientes [115]. En los estudios de transcriptómica en humanos,
se estima que entre un 40-70 porciento de los transcritos muestran evidencia de una trans-
cripción bidireccional [161], evidenciando la necesidad de profundizar en la investigación
del papel de estos transcritos en los diferentes procesos de regulación celular.

siRNAs de pares gen/pseudogen en mamı́feros

En mamı́feros, el genoma contiene un gran número de pseudogenes (aproximadamente
11 mil pseudogenes), estas secuencias de RNAs son no funcionales (es decir, no codifican
para protéınas) y se consideran que eventualmente se perderán en la evolución. Estudios
realizados con oocitos de Mus musculus revelaron que genes cuyos transcritos antisentido
son pseudogenes (trans-NATs) pueden considerarse funcionales, ya que son capaces de ser
procesador por Dicer para producir siRNAs. La producción de este tipo de siRNAs abre la
posibilidad de que secuencias de mRNA maduros pueden ser sustrato para la producción
de estos RNAs pequeños reguladores. sin embargo no es claro si los transcritos trans-NAT-
siRNA están involucrados activa o pasivamente en el proceso de regulación de la expresión
génica [115].

siRNA de transcritos hpRNA

Estudios bioinformáticos realizados en D. melanogaster revelaron loci candidatos a
producir los precursores de RNAs pequeños del tipo hairpin (hpRNAs) de unos 400pb
de longitud provenientes de repeticiones invertidas extendidas. Debido a que los precur-
sores de los siRNAs son estructuras similares tipo hairpinRNA, el procesamiento de estas
estructuras se asemeja al de los miRNAs. Estos siRNAs de origen hpRNAs en Drosop-
hila, especialmente el denominado hp-CG4068 tiene alta complementariedad a la región
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codificante de la DNA polimerasa involucrada en la respuesta al daño en el DNA. Se han
identificado varios loci candidatos a producir hpRNAs en Mus musculus, lo que sugiere un
sistema similar al identificado en Drosophila para la reparación del daño en el DNA [115].

siRNA derivados de otros ncRNAs

Recientemente se ha podido establecer que cadenas de ncRNAs puedan ser precursoras
de siRNAs por procesos de degradación mediados por Dicer o por otras enzimas espećıfi-
cas, entre estos precursores estaŕıan tRNAs y snRNAs y otros ncRNAs recientemente
descubiertos, como los RNAs centromericos o TSS-RNAs[143].

Fuentes externas de siRNA

Cuando se hace referencia al oŕıgen externo de siRNAs, se hace mención principal
a aquellas secuencias de siRNAs que provienen de un desarrollo sintético de cadenas de
RNAs, cuyo objetivo de desarrollo es su uso en terapia génica, o aquellos RNAs productos
de transcritos de origen viral [163].

Biogénesis de siRNAs

El mecanismo de RNAs de interferencia o iRNA (interference RNAs por sus siglas en
ingles) es el proceso mediante el cual una doble cadena de RNA (dsRNA) es procesada a
RNAs de interferencia pequeños (siRNA) cuya secuencias serán utilizadas como plantillas
de reconocimiento de su transcrito homólogo (generalmente mRNA) para su posterior
degradación [115] [153]. Este mecanismo ha sido tal vez el más utilizado en los últimos
años debido a su reconocida capacidad de silenciamiento génico.

El procesamiento de siRNA endógenos, a diferencia de los miRNA, no requiere Dros-
ha o Dgr8 para su procesamiento, mientras que Dicer si es requerido [169]. Esta v́ıa de
señalización genera siRNA de tamaño de ∼22 nt los cuales serán incorporados al complejo
protéınico RISC que utilizará como plantilla el siRNA para ligarse de manera complemen-
taria al mRNA, si esta unión se da de manera perfecta o casi perfecta, el mRNA será
clivado y rápidamente degradado [143].

1.1.4. Sistemas de silenciamiento génico mediado por RNAs pequeños

1.1.4.1. Regulación postranscripcional mediada por miRNAs

Los mecanismos de regulación génica mediada por miRNAs se basan en el reconoci-
miento de la secuencia del miRNA por su blanco génico, el RNA mensajero a ser regulado.
Para miRNA en animales, este reconocimiento implica caracteŕısticas termodinámicas y
de secuencia. En animales, los miRNAs tienden a formar apareamientos imperfectos entre
las cadenas nucleot́ıdicas del miRNA y mRNA (mismatches y bulges); un elemento clave
en el reconocimiento molecular es el apareamiento de bases entre los nucleótidos 2-7 del
miRNA, conocida como la región semilla (seed) [26]. En la Figura 1.2 se describen algunos
mecanismos de interacción miRNA/mRNA caracterizados.
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1.1.4.2. Represión de la traducción mediada por miRNAs

Se ha propuesto que el grado de complementariedad entre la dupleta miRNA-mRNA
determina el destino del RNA blanco, donde la formación de mismatch o protuberancias
hacia el centro de la dupleta promueve la represión del mRNA [26], mientras que una
complementariedad perfecta entre la dupleta miRNA-mRNA induciŕıa la degradación del
mRNA. El proceso de como el complejo miRNA/RISC induce la represión de la traducción
no han sido aún bien determinado, ya que no se ha establecido enteramente si esta inhi-
bición de la traducción ocurre paralelo a la transcripción (cotranscripcional) o posterior a
esta (postranscripcional) [46].

Recientemente, los mecanismos de respuesta a estrés han sido ligados a la biogénesis
de miRNA en diversos puntos, por ejemplo, experimentalmente se ha evidenciado que la
pérdida de Dicer reduce la capacidad celular de respuesta a estres, mientras que la actividad
de Dicer contribuye a una resistencia al mismo. Adicionalmente, cofactores de Dicer, como
PACT y TRBP confluyen el las v́ıas de señalización en respuesta al estres. Este v́ınculo
entre diversas protéınas involucradas en la biogénesis de miRNAs y las v́ıas celulares de
respuesta al estrés celular en los gránulos de estrés sugieren que estos gránulos están
involucrados en los procesos de silenciamiento pos-transcripcional mediado por miRNAs
[43][93]. Un criterio de evaluación de donde está ocurriendo la represión de la traducción
ha sido la utilización de centrifugación en gradientes de densidad, ya que mostraŕıa si los
mRNA están represados en extractos libres de mRNP (Ribonucleoprotéınas del mRNA) o
si se encuentran extractos con mRNA que contienen factores de iniciación de la traducción
[26].

El grupo de Petersen y colaboradores (2006) ha sugerido un posible medio por el cual
el complejo RISC reprime la traducción del mRNA, por un mecanismo mediante el cual el
complejo RISC induce la disociación del mRNA mensajero de los ribosomas, lo que eviden-
ciaŕıa que el mecanismo de represión de la traducción no necesariamente está acompañado
de la desestabilización del mRNA. Diversos estudios realizados con el fin de determinar
en qué paso del proceso de traducción del mRNA ocurre el silenciamiento del mensajero
han arrojado resultados controversiales, evidenciando no solo la complejidad experimen-
tal de determinar si el silenciamiento génico está dado a un nivel pre-transcripcional,
co-transcripcional o post-transcripcional [26][155].

1.1.4.3. Degradación del mRNA mediada por miRNAs

Para algunas dupletas de miRNA/mRNA, se ha encontrado una reducción significativa
de los RNAs mensajeros. Este incremento de la degradación no parece ser producto del cli-
vaje mediado por el reconocimiento del complejo RISC, sino por procesos de deadenilación,
clivaje de la caperuza 5’ y digestión exonucleoĺıtica del mRNA. El interrogante principal
es si el proceso de degradación del mRNA es consecuencia de un primer evento de traduc-
ción, ya que algunos autores han reportado procesos de deadenilación independientes de
miRNA, además de evidencia de degradación de mRNA mediado por miRNA in vitro, lo
cual sugiere que el proceso de degradación del mRNA puede ser un evento independente
para algunos blancos de miRNAs [26]. Dado que no es claro aún porque algunos blancos
son degradados y otros no, resulta coherente pensar que ciertas caracteŕısticas en los me-
canismos de reconocimiento, como el número de mismatches o la posición de estos pueden
ser relevantes en la dupleta miRNA/mRNA para dirigir el mRNA a su degradación o a su
arresto en la traducción [155].



CAPÍTULO 1. MARCO TEÓRICO 14

Aśı mismo, experimentalmente se ha podido establecer que en los foci celulares deno-
minados Cuerpos-P (P-bodies) se encuentran también localizadas los complejos proteicos
que cooperan para realizar la degradación de moléculas de mRNAs que han sido recono-
cidas por el complejo RISC. Estos cuerpos P son regiones de alta tasa de degradación de
mRNAs. Sin embargo, las moléculas de mRNAs reclutadas en estos cuerpos pueden retor-
nar al proceso de traducción, lo cual evidencia los complejos mecanismos de regulación de
la expresión génica mediadas por miRNAs [100][119][163].

1.1.4.4. miRNAs como potencial biomarcador de la EA

Los estudios realizados de smallRNAs y su posible rol en la EA han estado centrados
en la caracterización de miRNAs que presenten alteraciones en sus patrones de expresión
genica, y en la búsqueda de genes blanco de estos miRNAs, focalizándose en el mRNA de
genes como APP, BACE1 y demás genes relacionados con la forma EOAD del Alzheimer.
Se ha podido establecer que los niveles de expresión de varios grupos de miRNAs se
encuentran alterados, incluyendo miR-20, miR-101, miR-16 para la APP; miR-124, miR-
29, miR-485-5p para BACE1 y miR-9, miR, 124 y la familia de miR-15 que regulan la
producción de Tau, entre otros [36][108][152][159].

1.1.4.5. Uso de siRNAs en la EA

Los siRNAs han sido las moléculas de RNAs pequeños más usadas en estratégias
de terapia génica, debido a su potente efecto de silenciamiento post-transcripcional de
mRNAs. Aśı como el caso de miRNAs en terapia génica, el uso de siRNAs en estos procesos
presentan los mismos desaf́ıos para su implementación eficiente. Entre los principales retos
del uso de siRNAs en terapia génica se encuentran la dificultad para la libreración de estas
secuencias en las células blanco y por otro lado los efectos off-target que estos siRNAs
presentan[85]. En el caso de la EA, diversos estudios evidencian el efecto positivo de
silenciar cierto set de genes de la homeostásis celular, sin embargo, ha sido ampliamente
reportado que la introducción de siRNAs sintéticos pueden inducir una respuesta inmune
por activación de la v́ıa interferón (IFN), lo cual evidencia que se deben asumir para el uso
de estos siRNAs como potenciales terapéuticos en el manejo de enfermedades complejas
[7][85][106].

Por otra parte, Azorsa y colaboradores elaboraron una estratégia basada en siRNAs
para establecer un set de posibles kinasas involucradas en la fosforilación de la protéına
Tau, ampliando el espectro de genes cuya expresión aberrante podŕıa conllevar al desarrollo
de Alzheimer [10]. Otros estudios han usado siRNAs como terapia génica para mediar el
silenciamiento de BACE1, APP, PSEN1 Y PSEN2 [73][159][7]. Por otra parte, se ha podido
evidenciar experimentalmente, que el uso de siRNAs para la regulación postranscripcional
de varios grupos de genes, como APP, TAU y VDAC1, incide positivamente en la función
mitocondrial en la ĺınea celular SHSY5Y, lo cual evidencia el potencial uso de siRNAs
como terapia génica para procesos relacionados con el desarrollo de la EA [106].

La caracterización de endo-siRNA relevantes para la enfermedad de Alzheimer u otro
tipo de enfermedades ha sido escasa, ya que la evaluación de endo-siRNAs en células
de mamı́feros solo ha sido posible gracias a los avances en el análisis de las técnicas de
secuenciamiento profundo [142]. Estudios realizados con endo-siRNAs en Alzheimer han
sido escasos, encontrándose solo reportes de una sobre-producción de un endo-siRNAs
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de tipo NATs de BACE-1, denominado BACE1-AS. El grupo de Faghihi et al (2008)
identificaron este transcrito antisentido de BACE1 y describen que este es capaz de regular
el mRNA de BACE1 in vivo e in vitro de forma positiva, al aumentar la estabilidad del
mRNA de BACE1 [48][152].

1.1.5. Variantes genéticas asociadas al estudio de la EA

1.1.5.1. SNPs de genes codificantes asociados a la enfermedad de Alzheimer

Los polimorfismos de nucleótido simple (SNP) son el tipo de variación genética más
abundante que se conoce. Estos SNPs se consideran ampliamente asociados al desarrollo
de diferentes enfermedades [105]. Para el caso de la enfermedad de Alzheimer, los estudios
de asociación GWAS, más de 600 genes han sido identificados como factores de riesgo
potencial para el desarrollo de la enfermedad. De estos genes han sido asociados diferentes
SNPs, posteriormente considerados claves en la EA por diversos autores, como son los genes
APP, PSEN1 Y PSEN2, BACE1, BACE2, APOE, entre otros. Más importante aún, los
SNPs que se encuentran localizados en las diferentes regiones del mRNA (5’UTR, 3’UTR
y en la región codificante) [105]. De acuerdo con Alzgene.org [17], se tienen información
de 2973 SNPs reportados para la EA, representados en 695 genes. Por ejemplo, el la tabla
1.2 se referencia el top 10 de los SNP com mayor significancia estad́ıstica consignados en
esta base de datos.

Gen Polimorfismo p-value

APOE e/2/3/4 APOE e 2/3/4 menor a 1 e-50
BIN1 rs744373 1.5 e-26
CLU rs11136000 3.37 e-23

ABCA7 rs3764650 8.17 e-22
CR1 rs3818361 4.72 e-21

PICALM rs3851179 2.85 e-20
MS4A6A rs610932 1.81 e-11

CD33 rs3865444 2.04 e-10
MS4A4E rs670139 9.51 e-10
CD2AP rs9349407 2.75 e-09

Tabla 1.2. Top 10 de genes relevantes para alzheimer según diferentes estudio GWAS, tomado
de alzgene.org [17]

Impacto de SNPs en la formación de la dupleta de interacción miRNA/mRNA

Estudios como el realizado por Delay y colaboradores (2012) [36] revelan que polimor-
fismos en la región 3’UTR de la APP alteran la capacidad de unión de varios miRNAs,
generando ya sea pérdida o incremento de la afinidad de un miRNA por esta región. En
este estudio, de 20 miRNAs candidatos, los miRNAs miR-20a, miR-17, miR-147, miR-655,
miR-323-3p, miR-644 y miR-153 evidenciaron que pod́ıan regular la expresión de la APP
bajo condiciones fisiológicas de ĺıneas celulares HEK293T [37][36].
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1.1.5.2. SNPs de miRNAs asociados con la EA

Los SNP asociados a miRNAs representan una interesante forma de variación genética
que tiene implicaciones importantes para interferir en la función de miRNAs. Los SNP
en miRNAs pueden ocurrir a lo largo de toda la biogénesis de los mismos, además que
estas alteraciones en regiones espećıficas de su secuencia pueden ser funcionales y cambiar
o alterar la eficiencia de las interacciones de los miRNAs con sus genes blanco [105].
La regulación at́ıpica de genes mediada por estos SNPs de miRNAs pueden conllevar
a cambios en el fenotipo y eventualmente ser cŕıticos en el desarrollo o susceptibilidad
de enfermedades como el cáncer, adicionalmente tienen el potencial de convertirse en
elementos de diagnosis, prognosis, inclusive de terapia génica [141].

Los estudios realizados con SNP de miRNAs en Alzheimer son pocos, sin embargo, po-
limorfismos en miR-124, involucrado en la regulación de la protéına Tau se han realizado
con la población de Alzheimer en Mongolia[125]. A pesar de que el estudio no determinó
que el SNP miR-124 sea un factor de riesgo para el desarrollo de Alzheimer, se eviden-
cia la importancia de como estos polimorfismos asociados a miRNAs pueden servir como
factores potenciales en el desarrollo enfermedades como el Alzheimer. Por otra parte tam-
bien se han encontrado SNP funcionales en la región promotora de miRNAs particulares,
como en el caso del miR-146a, donde al parecer este polimorfismo confiere susceptibilidad
para el desarrollo de la enfermedad [35]. De los diversos SNPs encontrados en miRNAs y
relacionados con la EA, se encuentran disponibles en diferentes bases de datos para reali-
zar un análisis masivo de búsqueda y modificación de blancos génicos productos de estos
polimorfismos [59][125].

Estudio de la EA en Colombia

En Colombia, los estudios realizados sobre la enfermedad de Alzheimer han esta-
do liderados por el grupo de Neurociencias de la Universidad de Antioquia, cuyas in-
vestigaciones se han centrado en la población de Yarumal-Antioquia, la cual presenta
la mayor cantidad de pacientes con enfermedad de Alzheimer de herencia mendeliana
(EOAD). El grupo de Neurociencias de la Universidad Nacional de Colombia ha centra-
do sus investigaciones en la determinación de polimorfismos de nucleotido simple -SNPs-
particulares para la población Colombiana, como mecanismo para establecer una posi-
ble correlación entre los diferentes alelos del gen APOE (ε2, ε3 y ε4) y los SNPs de
TOMM40 (rs2075650), CR1 (rs665640), PVRL2 (rs6859), SORL1 (rs11218304), PICALM
(rs3851179) y GWA 14q32.13 (rs11622883) [117][54]. Sin embargo no se ha establecido aún
una ĺınea de investigación en RNAs pequeños para el análisis funcional de transcritos no
codificantes asociados a la enfermedad de Alzheimer, como por ejemplo la búsqueda de
genes blancos de regulación postranscripcional mediada por estos smallRNAs.

1.2. Aspectos computacionales para estúdios epigenéticos
asociados a miRNAs, siRNAs y mRNAs de genes re-
lacionados con la EA

Como se ha indicado previamente, los RNAs pequeños representan un mecanismo de
regulación epigenética fundamental para la homeóstasis celular. En el caso de los miRNAs,
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dado que cada miRNA puede tener múltiples mRNAs blancos y viceversa, la correcta pre-
dicción e identificación de interacciones que sean relevantes funcionalmente, es un reto
para la comunidad cient́ıfica. Para este f́ın, diversas herramientas bioinformáticas han si-
do desarrolladas, cada una de ellas abordando diferentes aproximaciones para el estudio
de la formación del h́ıbrido miRNA/mRNA [130]. A continuación se presentan algunos
fundamentos teóricos que se han evaluado para solventar las reglas de interacción miR-
NA/mRNA.

1.2.1. Consideraciones clásicas para la predicción de blancos de miRNAs

Plegamiento de RNA

Debido a que los RNAs son hebras de una sola cadena, existe una tendencia, por
interacción entre sus bases nucleot́ıdicas a generar un plegamiento de su estructura pri-
maria. La primera forma de interacción se presenta de forma perpendicular a sus planos
(denominada de apilamiento o stacking), mientras que la segúnda forma se presenta por
la formación de puentes de hidrógeno dentro del plano de las bases (pairing). La genera-
ción de plieges en la estructura primaria del RNA es denominada estructura secundaria, y
producirá conformaciones particulares denominadas stems, bulges y loops, los cuales son
caracteŕısticos para cada secuencia particular de RNA [61].

Bajo el modelo de interacción de bases nucleot́ıdicas propuesto por Watson y Crick
existen dos tipos de apareamientos entre las bases purinicas y pirimidicas, A-T y C-
G; para el caso del DNA, estas interacciones tendran dos y tres puentes de hidrógeno
respectivamente, y en el caso del RNA, los correspondientes apareamientos entre bases
son A-U y C-G,(Uridina en lugar de Timina), pero un tipo de apareamiento que no es
del tipo Watson y Crick, el G-U puede presentarse y tiene la misma estabilidad que el
par A-U. Este tipo de apareamiento ha sido observado en moléculas de RNAs de tamaño
medio y largo [61].

La formación de h́ıbridos de cadenas de DNA ha sido la más estudiada, por supuesto
dada la propiedad del DNA de ser una cadena de doble hélice, mientras que h́ıbridos del
tipo RNA/DNA ocurren en los fragmentos de Okazaky durante la replicación del DNA,
en el proceso de transcripción, durante la transcripción reversa de retrovirus y en terápia
génica mediada por RNAi. Por último, las interacciones del tipo RNA-RNA han sido
mayoritariamente asociadas con los mecanismos de silenciamiento génico mediado por la
v́ıa de RNAi [144].

1.2.1.1. Complementariedad de secuencias

Los mecanismos de interacción entre miRNA y mRNAs tal vez han sido los más com-
plejos de estudiar, dada la multiplicidad de factores que intervienen en este proceso. Se ha
establecido que los miRNA se unen de manera preferencial a la región 3’UTR del mRNA.
Sin embargo, existe evidencia que estos pueden establecer apareamientos también con la
región codificante y con la región 5’UTR [90][102][134].

Los mecanismos de reconocimiento y regulación génica mediada por RNAs pequeños
son procesos basados en las propiedades de la estructura de la secuencia, esto quiere decir
que entre las moléculas de RNAs y su blanco se presenta un proceso de reconocimiento
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molecular de acuerdo con los mecanismos de interacción del tipo Watson y Crick (A-U y
C-G), además de las interacciones del tipo G-U [92].

Basados en los estudios de interacción de cadenas miRNA/mRNA, diversos trabajos
han determinado que diferentes tipos de interacciones de tipo Watson-Crick, además de la
presencia de mismatches o protuberancias entre un miRNA y su sitio de unión se pueden
presentar en la formación de la dupleta de interacción [164].

También ha sido posible determinar que todos los miRNAs tienen al menos una región
denominada “semilla” (seed) localizada en su extremo 5’ (entre las posiciones 2, hasta la
7 ó 9), la cual se caracteriza por un estricto apareamiento entre las bases nucleot́ıdicas
participantes, esta región es determinante para el reconocimiento del miRNA y el blanco.
La clasificación de las interacciones miRNAs-mRNAs están basadas en la complementarie-
dad de la región semilla del miRNA y la región 3’UTR del mRNA, y otras caracteŕısticas
como tipo de complementariedad en otras regiones de la interacción, la formación de pro-
tuberancias o mismaches de un solo nucleótido (ver Figura 1.2) [134]. En general se puede
distinguir tres tipos de interacción miRNA/mRNA: 1: Canónica, 2: 3’ end suplementario
y 3: sitios compensatorios en 3’ end.

• Las interacciones de tipo 1 canónicas se basan en que la región semilla tenga un
apareamiento completo. Se han determinado tres tipos de interacciones de este tipo:
la 7mer1A, donde hay una adenina en la posición 1 del miRNA, la interacción 8mer
donde se presenta un apareamiento de bases adicional en la posición 8 y adicional
hay una adenina en la posición 1 del miRNA; y la interacción tipo 7mer-m8, donde
hay un apareamiento adicional en la posición 8 del miRNA.

• Todas las interacciones entre miRNA-mRNA incluyen un apareamiento adicional
en la región 3’ del miRNA, donde las interacciones de 3 o 4 nucleótidos ubicados
consecutivamente de las posiciones 13-16 son requeridas para mejorar la interacción
molecular.

• La interacción tipo sitio compensatorio 3’ se generan si en la región semilla existe
un mismatch, la cual es compensada por un apareamiento más extenso en la región
3’ del miRNA [164].

1.2.1.2. Conservación Evolutiva del sitio de unión

En el estudio de potenciales mRNAs blancos de miRNAs, la búsqueda de regiones de
complementariedad con la región semilla del miRNA se considera fundamental para filtrar
los verdaderos mRNAs blancos, ya que la conservación del sitio de unión entre especies
filogenéticamente se asocia a una funcionalidad biológica conservada; si existe una presión
evolutiva para mantener regiones espećıficas de interacción. Es por esto que el empleo
de secuencias conservadas de potenciales blancos a la región semilla del miRNAs ha sido
utilizada para la reducción de la tasa de falsos positivos en los diferentes algoritmos de
predicción [92][130].

1.2.1.3. Favorabilidad Termodinámica

Una de las estratégias principales usadas para la predicción de la formación de un
d́ımero miRNA/mRNA han sido el uso de los parámetros de interacción entre nucleótidos
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Figura 1.2. Tipos de interacción miRNA/mRNA Diferentes clases de interacciones miRNA/mRNA
que han sido descritas, las ĺıneas continuas indican los apareamientos Watson-Crick.

para modelar la formación de la dupleta RNA-RNA, con el f́ın de encontrar la estructura
termodinámicamente más estable (es decir, aquella que presente la menor enerǵıa libre
mı́nima mfe) los cuales han sido especialmente enfocadas en el aporte de la región seed
del miRNA para favorecer la formación del h́ıbrido [177]. La caracterización energética
de una estructura secundaria parte de la hipótesis que la enerǵıa de la misma puede ser
descrita por la descomposición de sus subestructuras, en este caso la enerǵıa de hibridación
de dos cadenas de RNAs es descrita por la contribución energética de los nucleótidos que
interactúan para la formación del h́ıbrido. Basados en esta idea, diversos investigadores
han caracterizado experimentalmente enerǵıas de interacción entre d́ımeros que contienen
loops en su estructura secundaria [180]. En sistemas naturales se consideran que cadenas
como los de mRNAs tienen un mfe menor que cadenas aleatorias de nucleótidos. Además,
el mfe tiene una correlación con el contenido de C y G de la secuencia [165].

1.2.1.4. Accesibilidad al sitio de unión

Considerando que cualquier secuencia de RNA no es una estructura rigidamente li-
neal, sino que en la célula puede adquirir diversas conformaciones espaciales, la estructura
secundaria del mRNA juega un papel importante para que se presente el proceso de re-
conocimiento de su secuencia por parte del miRNA. La disposición del sitio de unión del
mRNA trae un costo en términos de ∆Gopen (ó ∆G necesario para que tenga una con-
formación abierta el sitio de unión) que también debe ser considerado. La probabilidad
de formación de la dupleta es favorecida si alrededor de 15nt en las regiones adjacentes a
la región de reconocimiento se encuentran en una conformación abierta. Una estimación
de probabilidad de unión entre el miRNA y su blanco es presentado como un puntaje en
terminos de ∆G, el cual considera el ∆Gduplex (de formación de la dupleta RNA/mRNA)
y el ∆Gopen , que representa la enerǵıa necesaria para que la región de interacción del
mRNA esté disponible para que se presente esta interacción[92].
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1.2.2. Mecanismos de Interacción entre siRNA-mRNA

En el silenciamiento génico mediado por siRNA se ha determinado que se produce un
apareamiento perfecto o casi perfecto de tipo Watson-Crick entre la dupleta siRNA-mRNA.
A pesar de la aparente sencillez en este tipo de interacción, algunos autores reportan el
silenciamiento de genes no deseados en el estudio (interacciones denominadas off-target), lo
cual da indicios acerca de posibles reglas de apareamiento adicionales [41]. En el trabajo
de Katoh y Suzuki determinan qué residuos espećıficos cada tercer posición del siRNA
influye en la actividad del mismo [78].

A pesar que los siRNAs estan diseñados para reconocer espećıficamente sus secuencias
blancos, diversos reportes han mostrado que estas secuencias pueden reconocer parcial-
mente otros transcritos, de igual manera que lo hacen los miRNAs. Este fenómeno de
regulación no deseada de transcritos ha sido denominada como efectos off-target [84]. Re-
cientemente varios autores han propuesto diversas reglas para el diseño de siRNAs que
tratan de solventar los efectos off-target, estas reglas estan basadas en diversas propieda-
des (como el número máximo de repeticiones nulceot́ıdicas, contenido CG espećıfico, entre
otras) de la cadena RNAi [75]

1.2.3. Herramientas bioinformáticas para la predicción de blancos

En la actualidad existen diversas herramientas bioinformáticas para la predicción de
blancos de miRNAs. Espećıficamente en plantas la búsqueda de blancos se facilita ya que
se conoce que debe existir un apareamiento de la secuencia de miRNAs y la secuencia de
mRNA de manera perfecta, pero dado que en los modelos animales estudiados, este apa-
reamiento de secuencias puede darse de forma imperfecta, representa todo un reto poder
definir los parámetros de apareamiento en los programas disponibles y diseñar algoritmos
de búsqueda que reflejen estas reglas de juego [140]. Las herramientas de predicción de
blancos para miRNAs disponibles se pueden dividir en tres grandes grupos dependiendo
del enfoque o parámetros utilizados:

• Métodos basados en la búsqueda de complementariedad: estos metodos principal-
mente se centran en el criterio de reconocimiento por parte del miRNA de las regiones
3 UTR de mRNA, especialmente en la región seed. Este apareamiento se considera
la caracteŕıstica más importante para el reconocimiento del blanco [134]. miRanda,
TargetScan and PicTar son parte de los algoritmos más utilizados de esta categoŕıa.

• Métodos termodinámicos: los algoritmos diseñados se basan en determinar la estruc-
tura termodinamicamente favorable del h́ıbrido miRNAs-mRNA como indicador,
además utilizan otro tipo de interacciones miRNAs/mRNA para soportar más la
predicción. Algoritmos como DIANA-microT y RNAHybrid están en esta categoŕıa.

• Otras metodoloǵıas de búsqueda de blancos: están basados en la búsqueda de comple-
mentariedad de mRNA y la región seed del miRNAs y, adicionalmente, la exploración
de posibles sitios desconocidos de apareamiento en todo el genoma. El uso de este
tipo de algoritmo, basados en modelos de máquinas de aprendizaje aplicados a este
tipo de problema, que solo se aplican para blancos con secuencias conservadas [140].
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1.2.3.1. miRanda

El algoritmo de predicción miRanda es tal vez uno de los algoritmos de predicción
de miRNAs mas utilizados por los investigadores para la postulación y posterior valida-
ción experimental de los pares RNA/RNA interactuantes. Las predicciones realizadas por
miranda son las secuencias óptimas entre la secuencia mature del miRNAs y el mRNA
blanco. La estrategia de búsqueda de blancos del algoritmo se basa en una modificación del
algoritmo de alineamiento de Smith-Waterman, el cual modifica el puntaje del alineamien-
to basados en las reglas de interacción entre nucleótidos Watson-Crick, esto es, sumando
los puntajes de match y mismatch para los pares de bases, y adicionando penalidades para
los gaps [44].

Evaluacion de la conservación evolutiva Entre las caracteŕısticas por las cuales mi-
Randa es uno de los programas de predicción mas usados es la consideración de que los
pares miRNAs/mRNA se encuentran conservados evolutivamente. Dada esta suposición,
el algoritmo toma en cuenta como evaluación para postular un potencial par si se cumple
las siguientes tres consideraciones:

• Si un miRNA espećıfico reconoce independientemente UTR ortólogas en ambas es-
pecies.

• Las secuencias de un blanco tienen una determinada identidad nucleot́ıdica en las
especies.

• La posición de ambos sitios de interacción del miRNA con la secuencia blanco son
equivalentes de acuerdo al alineamiento de las UTR entre las especies.

1.2.3.2. RNAhybrid

En el 2004, el grupo de Rehmsmeier y colaboradores [127] publicaron el algortimo
RNAhybrid con el objetivo de optimizar la búsqueda de potenciales mRNAs blancos
de miRNAs teniendo en cuenta el gran costo computacional que requieren este tipo de
búsquedas para secuencias largas de mRNAs. RNAhybrid es un algoritmo de predicción
de interacciones miRNA/mRNA fundamentado principalmente en la búsqueda de regiones
de hibridación, es decir, la formación de una estructura secundaria termodinámicamente
favorable, entre un RNA pequeño y una cadena blanco larga (mRNA) [127].

Como resultados del programa, se reporta una región óptima de formación de hibri-
dos, y adicionalmente puede reportar regiones subóptimas de interacción de acuerdo a
los requerimientos del usuario. Como información adicional a la posición de interacción,
RNAhybrid reporta ilustra los nucleótidos que hacen parte de la dupleta RNA/RNA de
interés, los valores de enerǵıa libre mı́nima (MFE) para cada una de las interacciones
reportadas y un valor estad́ıstico (p-value) asociado.
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1.2.4. siRNA como herramienta para la regulación de la expresión génica

1.2.4.1. Principios para el diseño de siRNAs

Desde el descubrimiento del RNAi como sistema de silenciamiento génico, el uso de
estas moléculas de dsRNA ha sido ampliamente usado como una potente herramienta en
bioloǵıa molecular, y por tanto ha sido de enorme interés el incluir esta herramienta como
potencial uso terapéutico en el tratamiento de enfermedades complejas, como lo es la EA
[84].

1.2.4.2. Herramientas para el diseño de siRNAs

El fenómeno de silenciamiento génico mediado por siRNAs ha sido una herramienta
poderosa para el estudio funcional de genes espećıficos, ya que se cree que para la inducción
del silenciamiento se necesita una complementariedad extremadamente espećıfica entre las
secuencias del siRNA y su secuencia blanco. Debido a la alta especificidad entre el siRNA
y su secuencia blanco, los siRNAs por lo general son diseñados in silico. Sin embargo,
estudios recientes evidencian procesos de silenciamiento de genes no deseados a la secuencia
de siRNA, lo que se ha denominado “efectos off-target” [112]. Algunas de las caracteŕısticas
de los mecanismos de unión de siRNAs por blancos génicos:

• Efectos tipo-siRNAs: este mecanismo es generado si el siRNA diseñado es completa-
mente idéntico (se aceptan un mismatch) con una región de un mRNA no deseado.
Esta alta complementariedad induce el clivaje del mRNA por los mismos mecanismos
de silenciamiento inducidos por siRNA [75].

• Efectos off-target : estudios termodinámicos realizados en dupletas siRNA-RNA han
determinado que los siRNAs pueden presentar apareamientos tipo miRNAs-mRNA,
entre los nucleótidos 2-7 del siRNA también se ha reconocido una región tipo semilla
(seed como en miRNA), la cual puede hacer match con la región 3’UTR de un mRNA
no deseado, lo que afectará la traducción del mRNA (off-target). La aparición de
efectos off-target generan baja especificidad de los siRNA [70] [75].

1.2.5. Herramientas computacionales para el estudio de redes

Los avances en tecnoloǵıas de secuenciamiento de alto rendimiento, entre las que se
encuentran los microarrays y el secuenciamiento de nueva generación (NGS), han gene-
rado un gran número de datos enmarcados en el conjunto de las denominadas “omicas”
[173]. La adquisición de este enorme conjunto de datos ha generado un desarrollo de una
grán cantidad de herramientas diseñadas para facilitar el análisis y la visualización de
este conjunto de datos [173]. En la actualidad el uso de estas herramientas ha sido am-
pliamente usado para el análisis de diversos tipos de enfermedades, como por ejemplo el
estudio de enfermedades infecciosas [110] ó el análisis de diversos tipos de cáncer [167].
En el caso de enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, diversos investigadores
han recurrido a este tipo de herramientas, con el f́ın de poder dilucidar potenciales v́ıas
regulatorias que subyacen este tipo de enfermedades [113] [136]. La integración de datos de
expresión de reguladores epigenéticos como los miRNAs, han permitido la la comunidad
cient́ıfica candidatizar posible efectos de miRNAs espećıficos en diversas v́ıas metabolicas
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previamente relacionadas con la enfermedad, entre las que se incluyen las relacionadas
con la respuesta inmune, las v́ıas reguladoras de muerte celular, v́ıas relacionadas con el
metabolismo y el ciclo celular, entre otras [113] [136].
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Materiales y Métodos

2.1. Recuperación de genes codificantes y miRNAs de interés
para el estudio

2.1.1. Obtención de genes relacionados con la EA: Disgenet.

Con el fin de obtener el mayor número de genes asociados con la EA que estén am-
pliamentente reportados en la literatura especializada, se realizó una búsqueda exhaustiva
en diferentes bases de datos para acceder a la información requerida. La selección del re-
positorio se fundamentó en dos aspectos: que la información esté disponible de manera
libre y que se permita la recuperación de la totalidad de la información contenida en ésta.
Bajo estos dos parámetros la plataforma óptima de consulta escogida fué Disgenet (v5.0)
[121].

2.1.1.1. Obtención de las secuencias génicas de los genes relacionados con la
EA.

Fuentes de información genómica

Para la recuperación de las secuencias problema de los genes previamente caracteriza-
dos de acuerdo a Disgenet se empleó el genoma humano de Ensembl (v.38) en formato
fasta como fuente de información genómica, y el archivo de sus anotaciones genómicas
GTF, los cuales fueron descargados v́ıa ftp del Ensembl [171]. El archivo de anotaciones
GTF fué subdividido de acuerdo al tipo del elemento anotado (UTR, CDS, transcript).

2.1.1.2. Filtro de isoformas

Experimentalmente se ha evidenciado que un transcrito de una gen sufre de un proce-
samiento alternativo del pre-mRNA y puede generar diferentes variedades de transcritos
funcionales, fenómeno es conocido como splicing alternativo [13].

En el repositorio The Human Protein Atlas, HPA esta disponible la información de
expresión de isoformas de mRNAs con expresión tejido-expećıfica, lo cual es de suma

24



CAPÍTULO 2. MATERIALES Y MÉTODOS 25

importancia para tratar de establecer predicciones coherentes con la fisiopatoloǵıa de la
enfermedad. Del repositorio de HPA, de obtuvo el archivo ”transcript rna tissue.tsv”, el
cual contiene información de expresión de isoformas por RNA-seq, espećıficamente de iso-
formas expresadas en tejido cerebral, lo cual permite estudiar com mayor especificidad los
pares de interacción miRNA vs isoformas del mRNA .
A partir del archivo transcript rna tissue.tsv, se filtraron las secuencias problema previa-
mente obtenidas de acuerdo a los ID de los transcritos reportados en HPA, solamente las
secuencias con los ID de HPA que coincidan con los reportados en el archivo GTF del
Ensembl fueron tenidas en cuenta para los posteriores análisis.

2.1.1.3. Obtención de secuencias problema UTR, CDS y transcritos

Para generar las secuencias problema (UTR, CDS y transcripts), se diseño un script
en Perl que tiene como archivos de entrada:

a) Archivo de genes de EA recuperado de Disgenet.

b) Archivo GTF del genoma humano previamente filtrado a partir de repositorio HPA.

c) Secuencia del genoma humano (en formato fasta).

Como salida del script, se tiene una archivo por gen en formato multifasta, de cada una de
las secuencias anotadas de acuerdo a sus caracteŕısticas (UTR, CDS y transcript), como
se describe en la fig 2.1.

2.1.2. Recuperación de miRNAs relacionados con la EA de acuerdo a
miR2Disease, HMDD y PhenomiR 2.0

Para la recuperación de los posibles miRNAs relevantes en la EA, se realizó una búsque-
da de repositorios que contengan información de la asociación entre miRNAs y enfermeda-
des. De las diferentes bases de datos disponibles en la web, se seleccionaron los repositorios:
miR2Disease [72]; HMDD (Human MicroRNAs Disease Database)(v2.0)[98] y Phenomir
2.0 [132]. La selección de estos repositorios se realizó bajo los mismos criterios de selección
de Disgenet para los genes relacionados con la EA, es decir acceso libre de la totalidad de
la información contenida en la base de datos y la posibilidad de obtener el mayor número
de registros de interés posible.
Una vez recuperada la totalidad de la información registrada de miRNAs/enfermedad de
cada base de datos, el filtro de miRNAs relacionados con la EA se realizó mediante el uso
de términos asociados a la enfermedad. De los archivos obtenidos exclusivamente para la
EA para cada base de datos, se realizó un script en Perl para unificar los resultados de
cada repositorio y obtener aśı un registro único de miRNAs.

2.1.2.1. Obtención de secuencias de miRNAs

Las secuencias de los miRNAs de EA se recuperaron a través del repositorio miRBase
(v20) [62]. Para la obtención de las secuencias de los miRNAs previamente obtenidos, se
realizó un script en Perl, el cual tiene como archivos de entrada: 1. una tabla con la infor-
mación unificada de los repositorios miR2Disease, HMDD y Phenomir 2.0 denominado:
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Merge miRNA EA.txt y 2. el archivo mature.fa del miRBase. Este archivo contiene las
secuencias mature de los miRNAs reportados en la literatura. Como archivos de salida se
obtiene un archivo en formato fasta de las secuencias de los miRNAs relacionados con la
EA. El esquema general de obtención de las secuencias de los miRNAs es descrito en la
fig2.1.

Figura 2.1. Esquema general para la obtención de las secuencias problema de los genes codifi-
cantes y los miRNAs relacionados con la EA.

2.2. Metodoloǵıa para la predicción de mRNAs blanco

La prediccion de mRNAs blancos de los miRNAs seleccionados se realizó utilizando
los algoritmos miRanda y RNAhybrid, que fueron descargados para su ejecucion local en
el laboratorio de Bioloǵıa Computacional del departamento de Bioloǵıa de la Universidad
Nacional de Colombia.
Ya que estos algoritmos de predicción requieren diferentes parámetros de ejecución, la
escogencia de estos estuvo fundamentada en las reglas de interacción previamente descritas
para los miRNAs, espećıficamente en relación con la región semilla (seed).
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2.2.1. Estrategias para la de predicción de interacciones miRNA/mRNA

Ante la evidencia reportada previamente sobre la importancia de la región seed para el
reconocimiento de un miRNA por un mRNA blanco de regulación, se definieron dos tipos
de predicción de interacción, denominadas E1 y E2.

• Estratégia E1: esta estrategia de predicción se basa en forzar al algoritmo para que
detecte solamente aquellas dupletas donde la región seed del miRNA interactua de
forma completa con la secuencia problema.

• Estratégia E2: esta estrategia de predicción permite que el algoritmo encuentre po-
tenciales dupletas miRNA/mRNA con apareamientos imperfectos en la región seed,
sin forzar interacción con la región seed del miRNA. Diversos autores han reportado
que interacciones de este tipo son permitidas [22]. Esta metodoloǵıa evalua el aporte
de la región seed en los resultados obtenidos para cada algoritmo, además de permitir
recuperar todas las posibles cadenas formadas por el par miRNAs/mRNAs.

Figura 2.2. Metodoloǵıa para la predicción de blancos miRNA/mRNA de acuerdo con las me-
todoloǵıas E1 y E2. Los archivos denominados A y B se refieren a los descritos en
la figura 2.1, donde A es el conjunto de secuencias en formato fasta de los genes
relacionados con la EA, y el archivo B contiene los miRNAs relacionados con la EA,
denominado Merge miRNA EA db.txt

La metodoloǵıa de predicción de blancos génicos de miRNAs E1 y E2 descritas en la
Figura 2.2 describen los parámetros descritos para cada algoritmo y su aplicación en los
respecticos scripts de automatización. La totalidad de los parámetros utilizados para cada
evaluación de interacciones miRNA/mRNA son descritos en la tabla 2.1.

Para las predicciones realizadas con miRanda, el parámetro que permite forzar la in-
teracción con la región seed es el -strict, adicionalmente se utilizó el parámetro -sc que
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Estrategia de predicción
E1 E2

Miranda miranda -scrict -sc 150 miranda -sc 150
RNAhybrid RNAhybrid -f 2,7 -

Tabla 2.1. Parámetros utilizados por los algoritmos miRanda y RNAhybrid para la evaluación
de interacciones miRNA/mRNA de acuerdo a las metodoloǵıas E1 y E2. Los archivos
denominados A y B se refieren a los descritos previmante en la figura 2.1.

permitió filtrar previamente las interacciones que son consideradas de menor calidad (me-
nores a 150.0), de acuerdo al score de puntuación del algoritmo.

Para las predicciones realizadas con RNAhybrid, el parámetro -f le permite al usuario
forzar la interacción del h́ıbrido entre los nucleótidos mencionados, en este caso entre los
nucleótidos 2-7 de acuerdo con la definición de región seed.

2.3. Metodoloǵıa para la construcción de SNPs de las secuen-
cias de mRNA y miRNA previamente identificados

2.3.1. Construcción de SNP en secuencias UTR y CDS de genes relacio-
nados con la EA

El conjunto de genes seleccionados de acuerdo a la metodoloǵıa descrita en la figura 2.1,
estos se tomarán como referencia para la obtención del total de SNP identificados para cada
gen, con el f́ın de generar un grupo de secuencias con los SNPs que se encuentren relevantes
para cada gen. El esquema de generación de estas secuencias se encuentra descrito en la
Figura 2.3.

2.3.1.1. Obtención de SNP relacionados con la EA

Para la obtención de los SNPs ampliamente asociados con la EA, se tomó como fuen-
te la información contenida del repositorio The international Genomics of Alzheimer’s
Proyect IGAP. El proyecto IGAP es una iniciativa de diversos consorcios europeos (The
European Alzheimer’s disease Initiative - EADI, the Alzheimer Disease Genetics Con-
sortium - ADGC, The Cohorts for Heart and Aging Research in Genomic Epidemiology
consortium - CHARGE y The Genetic and Environmental Risk in AD consortium - GE-
RAD) que basa su información en un meta-análisis de cuatro estudios GWAS publicados
para la EA. En total, este meta-análisis contiene información de 17.008 pacientes con la
EA, y 37.154 controles [87]. Dado que el IGAP es posiblemente el repositorio que contiene
la mayor cantidad de información genómica disponible, además que permite la recupe-
ración de la totalidad de la información contenida en ésta, se usó este repositorio como
principal fuente de información para la obtención de los diferentes SNPs conforme con los
genes identificados como relevantes para la EA.
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Figura 2.3. Metodoloǵıa para la obtención y posterior generación de secuencias con SNPs de los
genes identificados para la EA.

2.3.2. Construcción de SNPs para las secuencias mature de los miRNAs

Teniendo en cuenta que experimentalmente ha sido posible la identificación de SNP
en miRNAs, ubicandose estas variaciones en los diferentes precursores (pri-miRNA y pre-
miRNA) y en la secuencia mature del miRNA, que es la secuencia de interés en el problema
de interacciones RNA/RNA. Para la contrucción de SNPs sobre los miRNAs previamente
caracterizados, se realizarón diferentes scripts en Perl basado en dos de las regiones de
interacción ampiamente caracterizadas en la dupleta miRNA/mRNA. Estas regiones son,
las posiciones 2-7 y 14-17, en sentido 5’ → 3’ de los miRNAs. La primera región (2-7 nt)
se conoce como la región seed del miRNA, la cual se considera como la principal región de
reconocimiento del miRNA por su cadena RNA blanco, y por tanto es fundamenteal en la
formación de la dupleta de interacción. Por otra parte, la región comprendidad entre los nt
14-17, se considera como complementaria dado el caso de apareamientos imperfectos en la
región seed. Basados en estas dos regiones de interacción complementarias, se construyeron
los siguientes scripts para la generación de mutaciones tipo SNPs en los miRNAs.

• Mutación seed.pl : se generan todas las posibles mutaciones en la región seed del
miRNA.

• Mutación region2.pl : se generan todas las posibles mutaciones en la región ubicada
entre los nt 14-17.

• Mutación total : este script genera mutaciones tipo SNP en nucleótidos del miRNA
que no incluyan las posiciones de la región seed y los nucleótidos 14-17.

• Mutación seed region2.pl : este script genera dos SNPs en la cadena del miRNA,
ubicados en la región seed y los nucleótidos 14-17.



CAPÍTULO 2. MATERIALES Y MÉTODOS 30

La construcción de este conjunto de secuencias con sus SNPs ubicados en diferentes posi-
ciones del miRNA tiene como fundamento la evaluación del impácto que tiene el cambio
de un nucleótido en la formación o no de la dupleta de interacción miRNA/mRNA, Sin
embargo, dado que solo han sido identificados pocos SNPs en la secuencia mature de los
miRNAs previamente recuperados, solamente se tendran en cuenta para el análisis aque-
llas secuencias que sea posible citar con información experimental. La metodoloǵıa para
la generación de SNPs en los miRNAs recuperados se describe en la Figura 2.4.

Figura 2.4. Esquema general para la generación de SNPs ubicados a lo largo de la secuencia
mature del miRNA de acuerdo a las caracteŕısticas de interacción miRNA/RNA
previamente descritas.

2.3.3. Variables de interés para el estudio

Con el propósito de realizar una descripción detallada de la dupleta de interacción
miRNA/mRNA resultante, se realizó una caracterización de las propiedades estructurales
de esta dupleta. Entre las caracteŕısticas a evaluar se incluyen las siguientes:

1. Enerǵıa de interacción (representada en kcal/mol)

2. Score o puntaje de la interacción, de acuerdo a cada algortimo empleado.

3. Longitud de la interacción.

4. Número de nucleótidos que hacen parte de la interacción.

5. Número de nucleótidos CG y AU participantes de la formación del d́ımero.

6. Posición, número y longitud de interacciones nucleot́ıdicas, mismatch y bulges en-
contrados en el d́ımero, ya sea del miRNA o de su secuencia blanco.
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7. Contenido total CG y AU del miRNA y de su secuencia blanco.

La caracterización de los elementos participantes en la formación del d́ımero inter-
actuante tiene como propósito establecer si existe una tendencia entre las interacciones
wt en comparación con las interacciones producto de secuencias aleatorizadas, las cuales
representaŕıan interacciones producto del azar.

2.4. Construcción de secuencias de siRNAs

A partir del conjunto de genes previamente relacionados con la EA se construyó el
posible conjunto máximo de secuencias tipo siRNAs a partir de las secuencias de los
transcritos de estos genes. Estas cadenas de RNAs se generaron a partir del clivaje de
estas secuencias por medio de la metodoloǵıa de ventanas deslizantes con un paso de
deslizamiento de 1 nt y un tamaño de ventana de 21nt, como se indica en la Figura 2.5.

Figura 2.5. Esquema general para la creación de secuencias siRNAs de acuerdo a la metodoloǵıa
de ventanas deslizantes, Para una secuencia de tamaño L, una subsecuencia de lon-
gitud M (21 nt) se generan desde la posición X0 hasta la posición Xn, donde n es el
último elemento de la cadena

2.4.0.1. Reglas para la creación de siRNAs

La totalidad de las secuencias de siRNAs anteriormente generadas fueron sometidas a
un proceso de filtrado de acuerdo con las reglas de diseño de siRNA descritas por Naito
& Ui-tei (2004) [112] y Kamola et al (2016) [75], las cuales son descritas en la Tabla 2.2.
Estas nuevas reglas para el diseño de siRNAs contienen caracteŕısticas adicionales a la
región seed del iRNA, esto es hacia el extremo 3’ de RNAi.

2.4.0.2. Evaluación de interacciones siRNA/mRNA

Teniendo en cuenta que las diversas herramientas para el diseño de siRNAs se en-
cuentran disponibles únicamente v́ıa web, como el caso de siDirect version 2.0 [112], se
utilizarán los algoritmos de predicción miRanda y RNAhybrid para forzar la interacción
siRNA/mRNA tal como la literatura la describe (esto es, una interacción perfecta entre
las cadenas de RNA). Además para automatizar los procesos de evaluación de interac-
ciones. Los parámetros de interacción para forzar un patrón de apareamiento entre las
cadenas RNA/RNA serán modificados para cada algoritmo, de acuerdo a lo descrito en la
literatura aceca de las reglas de interacción siRNA/mRNA [75].
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Regla Caracteŕıstica

1 Eliminar repeticiones A,U,C,G mayores a 4 nt.
2 %CG entre el 30 %-60 %.
3 A,U en posición 1.
4 Temperatura melting bajo entre nt 2-5,2-7 (Alto contenido AU).
5 Temperatura melting Alto entre nt 8-15 (Alto contenido GC).
6 C,G en posición 19.
7 Longitud óptima de 21 nt.
8 Descartar homoloǵıa con región seed de miRNAs.
9 Descartar secuencias repetidas.
10 Descartar interacciones con regiones UTR.

Tabla 2.2. Reglas para el diseño de siRNAs descritas por Naito & Ui-tei (2004) y Kamola et al
(2016)

2.4.0.3. Evaluación de efectos off-target de los siRNAs candidatos

Para la evaluación de los efectos off-target de los siRNAs que surgan como candidatos,
se evaluaron las potenciales interacciones tipo miRNA que estos generaron mediante los
algoritmos miRanda y RNAhybrid. Para forzar de mejor manera la búsqueda de este
tipo de interacciones no deseadas, se usó la estratégia de predicción E1 anteriormente
mencionada para miRNAs, con el fin de forzar un apareamiento de la región seed del
siRNA candidato.

Figura 2.6. Metodoloǵıa para la catacterización de siRNAs producto de genes relacionados con
la EA.
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2.5. Análisis estad́ıstico

2.5.1. Grupo de datos de referencia

El grupo de datos de referencia comprende aquellas secuencias de miRNAs y sus se-
cuencias mRNA blanco de tipo wt, asi como las secuencias de miRNASNP y mRNASNP

con previa validación experimental que son sometidas al proceso de predicción de blancos
por los algoritmos anteriormente mencionados. Con el f́ın de caracterizar las interacciones
que presenten mayor precisión de acuerdo a cada algoritmos evaluados, se tomaron como
umbrales de enerǵıa el valor referenciado por Marin & Vanicek (2011)[107] para miRan-
da y RNAhybrid, esta se refieren a las interacciones con valores ≤ -20 kcal/mol. En el
caso de las puntuaciones de interacción que porporciona cada algoritmo, para miRanda
se tomó como umbral las interacciones que registran valores ≥ 150.0, mientras que para
RNAhybrid, se tomaron únicamente las interacciones que obtuvieran un p-value ≤ 0.05.

2.5.2. Grupo de datos aleatorizados ó Grupos Random

Aleatorización de secuencias de miRNA y del gen blanco

Las secuencias de las regiones UTR y CDS de los mRNA blancos, denominada targetwt,
son sometidas a un proceso de aleatorización de 30 veces su secuencia; esta aleatorización
solo altera el orden de los nucleótidos que componen la cadena de interés, manteniendo la
frecuencia de los nucleótidos igual a la secuencia original. Estas cadenas aleatorizadas son
denominadas target4.

Por otra parte, las secuencias de los miRNAswt fueron sometidas a un proceso de
aleatorización exclusivamente de la región seed, esto con el f́ın de generar un background
de error con secuencias tipo miRNA que contienen el mismo contenido nucleot́ıdico de
los miRNAs wt en esta región en espećıfico. Dado que las estratégias de predicción en el
estudio evaluan el efécto de la región seed en la capacidad de predicción de las interacciones
miRNA/mRNA, la aleatorización exclusiva de esta región permite discriminar de mejor
manera aquellas interacciones miRNA/mRNA que pueden ser producto del azar u otro
tipo de fenómeno no enmarcado en el presente estudio. El grupo de miRNAs aleatorizado
se denominó RNAs4.

Generación de secuencias con mutaciones tipo SNPs

Basados en los scripts realizados para la generación de mutaciones del tipo SNPs
en las secuencias de miRNAs (ver 29), se generó universo de secuencias con mutaciones
puntuales localizadas en diferentes posiciones de las secuencias de las cadenas UTR, CDS y
los miRNAs problema. Estas mutaciones realizadas permitirán comparar las caracteŕısticas
del h́ıbrido wt frente a una variante tipo SNP en comparación con el universo de variantes
de este tipo generadas computacionalmente.

Background de error para las interacciones evaluadas

Una vez realizado el proceso de aleatorización de las secuencias wt, estas se sometieron
al mismo proceso de análisis de predicción de blancos descritos previamente, esto con el f́ın
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de obtener un grupo de interacciones con secuencias aleatorizadas que permitan evaluar
de forma adecuada el rendimiento de la metodoloǵıa empleada.

2.5.3. Sistema de clasificación establecido

Ya que la caracterización de las dupletas de interacción implica la evaluación de una
gran cantidad de variables, las cuales han sido descritas previamente, se realizó un análisis
de componentes principales (ACP) para la identificación de las variables que permiten
estimar de mejor manera el conjunto de interacciones verdaderas. El ACP al ser una
técnica multivariante para el análisis exploratorio de datos, a través de esta se permitirá
establecer cual de las variables descritas es más relevante en la formación de las dupletas
de interacción miRNA/mRNA, miRNA/mRNAsSNP y miRNAsSNP/mRNA.

Para la recuperación de las interacciones wt que presenten variabilidad distinta a las
interacciones Random, se establecido una elipse de confianza para cada uno de los grupos de
estudio con un valor del 99 %, posteriormente se hizo uso de las librerias ”FactoMineR”[89]
y ”factoextra”[77] del software estad́ıstico R para la construcción de los elipses de confianza
para cada grupo de estudio y la recuperación de los puntos de interés. De acuerdo con la
definición de intervalos de confianza, para este caso son de interés las secuencias wt que no
se encuentran inmersas en el intervalo de confianza de las secuencias Random. Para esto
se utilizó in intervalo de confianza del 99 %, con el f́ın de asegurar que solo in 1 % de los
datos Random (es decir, el error aleatorio o valor α) coincida con las interacciones wt de
interés.

Sistema de clasificación
Aprobados No aprobados

Experimentales Verdaderos Positivos (VP) Falsos Positivos (FP)
Aleatorizados Falsos Negativos (FN) Verdaderos Negativos (VN)

Tabla 2.3. Tabla de contingencia para la evaluación del rendimiento de los algoritmos de predic-
ción utilizados. Los valores de Verdaderos positivos (VP), Falsos positivos (FP), Falsos
negativos (FN) y Verdaderos negativos (VN) se establecen de acuerdo al sistema de
clasificación referenciado.

2.5.4. Evaluación del desempeño del grupo de datos

Con el f́ın de determinar la capacidad de predicción de los algoritmos de interacción
evaluados, aśı como de la metodoloǵıa descrita en la evaluación y caracterizacíıon de
potenciales pares de interacción RNA/RNA, el conjunto de predicciones realizadas fuerón
evaluadas y discriminadas como verdaderos positivos (VP), falsos positivos (FP), falsos
negativos (FN) y verdaderos negativos (VN), tal como se describe en la tabla 2.3. Para
llevar a cabo este procedimiento, el grupo de datos es evaluado independientemente de la
siguiente manera:

• Interacciones miRNA/mRNA-3’UTR y miRNA/mRNA-3’UTRSNP

• Interacciones miRNA/mRNA-5’UTR y miRNA/mRNA-5’UTRSNP

• Interacciones miRNA/mRNA-CDS y miRNA/mRNA-CDSSNP
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Donde RNA se refiere a las secuencias de miRNAs en sus formas wt y aleatorizadas. Los
resultados obtenidos en los análisis ACP, espećıficamente el número de interacciones que
superen los intervalos de confianza del 99 % de las interacciones con secuencias aleatori-
zadas, servirán como sistema de clasificación para la discriminar los resultados descritos
en la Tabla 2.3 como Verdaderos positivos (VP), Falsos positivos (FP), Falsos negativos
(FN) y verdaderos negativos (VN). Una vez clasificadas las interacciones evaluadas en las
categoŕıas anteriormente descritas, se realizará una evaluación del desempeño de las pre-
dicciones de interacciones RNA/RNA realizadas, de acuerdo con los siguientes diagnósticos
de precisión [52].

• Sensibilidad: Proporción de interacciones RNA-RNA positivas

Sensibilidad =
V P

(V P + FN)
(2.1)

• Especificidad:

Especificidad =
V N

(V N + FP )
(2.2)

• Valor Predictivo Positivo (PPV): Proporción de resultados positivos o la precisión.

V PP =
V P

(V P + FP )
(2.3)

• Valor Predictivo Negativo (PPV): Proporción de resultados positivos negativos.

V PN =
V N

(V N + FN)
(2.4)

2.6. Estudio de redes

Con el fin de establecer en que puntos de las redes de regulación donde son participes
los diferentes genes relacionados a la EA, pueden tener un efecto funcional los miRNA y
siRNA evaluados, se realizará una agrupación funcional de este conjunto de genes en las
diferentes redes biológicas reguladoras de acuerdo a las diferentes hipótesis planteadas para
la EA mediante el uso de la herramienta Cytoscape, donde se realiza una identificación y
visualización de las diferentes redes y v́ıas de senalización, en este caso, espećıficas para
humano. Cytoscape es una de las herramientas que más ha sido citado para este tipo de
análisis, inclusive en estudios realizados para la EA [138][151].
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Caracterización de regiones blanco de interacción

entre miRNAs y mRNAs de genes asociados con

la EA

3.1. Genes previamente relacionados con la EA

Del repositorio Disgenet se obtuvo un archivo denominado: Çurated gene disease asso-
ciations.tsv”, para el cual se filtraron todos los registros coincidentes para la EA mediante
el uso de la palabra clave “Alzheimer”. En total se obtuvieron 176 genes relacionado con
la EA, los cuales se reportan en el anexo 1.

Interesantemente, se encontraron registros de ncRNAs reportados para la EA, como es
el caso del gen SLC8A1-AS1 el cual está reportado como un RNA antisentido de acuerdo
al Ensembl. Por otro lado, también se recuperó información de otras secuencias denomi-
nadas “uncharacterized” para la EA. Puesto que las interacciones que son de interés en el
estudio son del tipo miRNA/mRNA, las secuencias pertenecientes a ncRNAs y a secuen-
cias “uncharacterized”, que presentan problemas de anotación genómica no se incluyeron
en el presente estudio. En total se obtuvieron 165 genes codificantes que posteriormente
entraron al proceso de evaluación de interacción RNA-RNA.

3.2. miRNAs reportados para la EA

Las búsquedas realizadas en los repositorios miR2Disease [72] , HMDD [98] y PhenomiR
2.0 [132] permitieron obtener un total de 397 miRNAs previamente descritos para la EA,
esta información se encuentra distribuida de la siguiente forma:

• 30 miRNAs de acuerdo a HMDD (ver anexo2).

• 24 miRNAs de la base de datos miR2disease (ver anexo 3).

• 100 miRNAs de acuerdo a Phenomir2.0 (ver anexo 4).

Para reducir la redundancia existente entre las bases de datos, solamente se tuvieron
en cuenta los registros de miRNAs que son únicos entre las bases consultadas, ya que se

36



CAPÍTULO 3. CARACTERIZACIÓN DE INTERACCIONES MIRNA/MRNA 37

presentaron casos donde hab́ıa solapamiento de registros ente las bases referenciadas de
miRNA para la EA.

Selección de secuencias 5p y 3p

Considerando que en el proceso de maduración de los miRNAs, las dos cadenas mature
del miRNAs que provienen del precursor pre-miRNA potencialmente pueden ser seleccio-
nadas para ser cargadas al complejo RISC, (denominadas comunmente como miRNA y
miRNA*) (ver Figura 1.1), sin embargo la información reportada en las bases de datos
consultadas sobre el oŕıgen de la secuencia miRNA/miRNA* no siempre esta claramente
descrita, lo cual representa una dificultad metodológica para establecer con precisión la
secuencia exacta del miRNA que puede interactuar con una secuencia UTR o CDS de
interés.

De acuerdo con las cifras de miRNAs anteriormente relacionadas, entre las bases de
datos HMDD, Phenomir 2.0 y miR2disease se obtendŕıa un máximo de 154 miRNAs repor-
tados asociados con la EA. Sin embargo, dada la poca información que estos repositorios
presentan en referencia a si el miRNA maduro proviene de la hebra 3p o 5p, se procedió
a recuperar las dos secuencias 3p o 5p de acuerdo a las siguientes consideraciones:

• Si se encuentra reportada una secuencia de miRNA con el indicativo 3p o 5p, so-
lamente se recupera la secuencia de la cadena indicada, tal como se describe en la
Figura 2.1.

• Si no hay reporte de la cadena a la cual pertenece la secuencia madura del miRNA,
se recuperan las cadenas 3p y 5p que se originan en el proceso de maduración.

La consideración de las dos secuencias mature de los miRNAs se realiza con el fin de
tener una mayor precisión en los reportes de interacción realizados.

Selección de isoformas para los genes codificantes

Para la búsqueda de regiones de interacción miRNA/mRNA, las secuencias problema
de los genes codificantes reportados en el anexo 1 se discriminaron por regiones UTR y
CDS. Posteriormente cada subgrupo fué evaluado de acuerdo a la metodoloǵıa descrita en
la Figura 2.2. A continuación se describe el total de secuencias obtenidas para las regiones
UTR y los CDS posterior al filtro de isoformas realizado previamente.

• Número de genes codificantes evaluados: 165.

• Número de secuencias UTR obtenidas: 826.

• Número de secuencias CDS obtenidas: 3227.

De acuerdo con la metodoloǵıa descrita en la sección 2.1.1.2, se realizó el filtro de
transcritos expresados unicamente en cerebro, basados en el repositorio The Human Pro-
tein Altas, que explica la mayor cantidad de secuencias UTR y CDS encontradas basadas
en los 165 genes codificantes previamente identificados, asi como la disparidad encontrada
entre el número de secuencias 3’UTR y 5’UTR.
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Además, teniendo en cuenta el número de isoformas reportadas en el archivo de ano-
tación GTF del Ensembl, se obtuvieron diferentes números de secuencias 5’UTR y 3’UTR
para cada uno de los 165 genes codificantes problema. La tabla 3.1 describe como ejem-
plo las secuencias UTR recuperadas para los genes BACE1 y PLAU de acuerdo a sus
isoformas.

Gen ID transcrito Start End UTR

BACE1 ENST00000313005 117315796 117316256 3
BACE1 ENST00000392937 117295548 117295636 3
BACE1 ENST00000513780 117315796 117315798 3
BACE1 ENST00000528053 117315796 117316259 3
BACE1 ENST00000313005 117285207 117289565 5
BACE1 ENST00000392937 117285706 117289565 5
BACE1 ENST00000513780 117289535 117289565 5
BACE1 ENST00000528053 117287351 117289565 5
PLAU ENST00000372764 73911157 73911218 5
PLAU ENST00000372764 73911525 73911555 5
PLAU ENST00000372764 73916566 73917497 3

Tabla 3.1. Secuencias UTR recuperadas para los genes BACE y PLAU, de acuerdo con las isofor-
mas recuperadas del Ensembl. Las secuencias UTR presentan coordenadas genómicas
propias de la isoforma, lo que determina su posición en referencia a la secuencia del
mRNA. En el caso de BACE1 se reportan igual número de secuencias 5’UTR y 3’UTR,
por otro lado, el gen PLAU para una mı́sma isoforma, se presentan 2 isoformas 5’UTR
y una secuencia 3’UTR

3.3. Predicción de interacciones RNA/RNA

3.3.1. Predicciones realizadas con miRanda

Los resultados de miRanda fueron filtrados de acuerdo a los valores de score superior
a 150.00 y mfe ≤ -20 Kcal/mol, esta estrategia fue empleada para las predicciones deno-
minadas E1 y E2. Para la evaluación de las interacciones RNA/RNA, miRanda requiere
un archivo en formato multifasta de las secuencias de los RNA largos (UTR ó CDS) los
cuales el algoritmo considera como secuencia problema, y un archivo multifasta de las
secuencias de los miRNAs. Como resultados del análisis, miRanda provee un archivo de
texto plano, el cual proporciona información relacionada con las predicciones realizadas,
entre las cuales tenemos:

• Secuencias del gen y del miRNA evaluadas

• Posición de inicio de la interacción respecto al RNA problema.

• El score o puntaje asignado al h́ıbrido formado, este puntaje es propio del algoritmo.

• Enerǵıa de interacción (mfe).

• Un esquema de la interacción RNA/RNA formada.
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Por ejemplo, en la Figura 3.1 se muestra un ejemplo del esquema de la interacción
RNA/RNA obtenido para una predicción realizada con miRanda. En la parte superior,
como secuencia query se encuentra la cadena del miRNA que tiene una interacción pro-
bable con la secuencia Ref (UTR o CDS). Entre las cadenas indicadas se esquematiza las
interacciones nucleot́ıdicas presentes en la formación de la dupleta. Las barras continuas |
denotan interacciones tipo Watson-Crick, el signo : indica interacciones no canónicas, es
este caso denominada Apareamiento wobble. Por último, la ausencia de una barra continua
| o de : es un indicativo de la presencia de mismatch o protuberancias mucho más extensas.

Figura 3.1. Esquema de interacción predichos por miRanda

3.3.1.1. Interacciones sobre regiones UTR

Siguiendo la estrategia de predicción E1, del total de 102 genes, sus 189 isoformas re-
gistraron 726 interacciones con 41 miRNAs. De estas interacciones, 285 presentan valores
de mfe inferiores a -20 kcal/mol, que representa el umbral de enerǵıa base de interacciones
candidatas a ser verdaderos positivos, de acuerdo al trabajo realizado por [107]. Por otro
lado, la estratégia de predicción E2 produjo una mayor cantidad de pares miRNA/UTR,
con un total de 848 interacciones registradas para 104 genes vs 42 miRNAs. La mayor
cantidad de interacciones predichas en la estratégia E2 es un resultado esperado, ya que
esta estrategia permite incluir interacciones imperfectas en la región seed del miRNA; en
comparación con la estrategia E1, donde el algoritmo tiene solamente registros de interac-
ciones con apareamiento de todas las bases de dicha región. En la Tabla 3.2 se resumen los
resultados obtenidos para cada estrategia de evaluación de interacciones miRNA/UTR.

Estrategia Total de interacciones Interacciones con Total genes Total isoformas miRNA
mfe <= -20 kcal/mol

E1 726 285 102 189 41
E2 847 393 104 195 42

Tabla 3.2. Resultados de interacciones miRNA/UTR obtenidos de acuerdo a las estrategias de
predicción E1 y E2.

Como se indicó previamente, la estrategia E2 reportó una mayor cantidad de inter-
acciones predichas con las mismas secuencias de genes y de miRNAs, y por tanto es de
esperar que resultados de esta estratégia incluyan a su vez las predicciones realizadas con la
estratégia E1. De acuerdo con la Figura 3.2 se observa que existieron predicciones propias
para cada estrateǵıa E1 y E2, ya que se reportan 76 interacciones de E1 que no se incluyen
en la evaluación realizada en E2, sin embargo un total de 650 interacciones miRNA/UTR
son igualmente compartidas entre las dos estratégias de predicción.
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Figura 3.2. Diagramas de Venn que ilustra el número de interacciones miRNA/UTR predichas
por miRanda de acuerdo con las estrategias de predicción E1 (726) y E2(847). En
la intersección se observan el número de interacciones compartidas entre las dos
estratégias de predicción

Caracterización estructural del d́ımero interactuante miRNA/UTR

Con el propósito de realizar una descripción detallada de la estructura miRNA/UTR
interactuante, se midieron las diferentes propiedades de los h́ıbridos de interés, como lo son
el número de nucleótidos CG y AU participantes de la formación del d́ımero, el contenido
total CG y AU del miRNA y de su secuencia blanco, la enerǵıa y el score de interacción.
Estas propiedades se describen en la sección 2.3.3.

Resultados de las propiedades estructurales del d́ımero miRNA/UTR

Enerǵıa

Tal como se ilustra en la Figura 3.3, los valores de enerǵıa predichos para las inter-
acciones wt (descritas en rojo) tienden a concentrarse mayoritariamente entre valores de
20-25 kcal/mol de enerǵıa, encontrándose interacciones hasta los -40kcal/mol. En el caso
de las interacciones Random, los valores de enerǵıa de interacción tienden a ser similares
a los wt, tanto para las interacciones realizadas con la estrategia E1 (panel izquierdo de
la Figura 3.3), como aquellas evaluadas con la estrategia E2 (panel derecho de la Figura
3.3).

Por otra parte, los valores de enerǵıa predichos para las estructuras miRNA/UTR
interactuantes presentan un alto porcentaje sobrelapado entre las predicciones wt vs las
interacciones con secuencias aleatorizadas (denominadas Random). Este comportamiento
se evidencia en las dos estratégias de predicción desarrolladas. Estos resultados nos indican
que el uso de los valores de enerǵıa de interacción, espećıficamente, los valores de mfe ≤
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-20 Kcal/mol para las predicciones realizadas por miRanda, no son suficiente indicativos
para discriminar entre las interacciones verdaderas y aquellas que son producto del azar
(como es el caso de interacciones con secuencias aleatorizadas). En la Figura 3.3 se aprecia
que existen pequeñas regiones de la distribución observada para las interacciones wt que
no solapan con las interacciones Random, en especial para los resultados de la estrategia
E2, estas pequeñas regiones pueden agrupar interacciones candidatas a ser verdaderos
positivos.
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Figura 3.3. Diagramas de densidad que ilustra la distribución de los valores de enerǵıa de inter-
acción (kcal/mol) para los d́ımeros miRNA/UTR predichas por miRanda de acuerdo
con las estrategias de predicción E1 (panel izquierdo) y E2 (panel derecho)

Por otra parte, el uso combinado de la enerǵıa con el score de interacción proporcionado
por el algoritmo, tampoco discrimina de forma evidente las interacciones wt de las Random,
la Figura 3.4 muestra la dispersión de los datos wt en comparación con los Random para
la enerǵıa vs score de las interacciones realizadas por miRanda para las regiones UTR.

Otros valores asociados al h́ıbrido de interacción miRNA/UTR

Adicional a los valores de enerǵıa y al score de interacción, otras caracteŕısticas del
h́ıbrido miRNA/UTR fueron evaluadas. En la Figura 3.5 se ilustran otras caracteŕısticas
asociadas a la formación del h́ıbrido. En la subfigura A se indica el porcentaje CG de
la interacción, entendiendose ésta como la fracción de nucleótidos CG que hacen parte
en la formación del h́ıbrido. Como es de esperar, el contenido CG aumenta conforme se
incrementa la enerǵıa de unión miRNA/UTR. En las interacciones evaluadas se entontró
que el porcentaje de nucleótidos CG que participa en la formación del h́ıbrido puede oscilar
desde un 30 % hasta valores cercanos al 90 %, tanto para las secuencias Random como para
las secuencias wt. En la subfigura A de la Figura 3.5 se aprecia que, salvo la mayor cantidad
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Figura 3.4. Diagrama de dispersión ilustra los valores de enerǵıa de interacción (kcal/mol) fren-
te al score de interacción proporcionado por el algoritmo para los h́ıbridos miR-
NA/UTR predichas, de acuerdo con las estrategias de predicción E1 (panel izquierdo)
y E2(panel derecho)

de interacciones reportadas para la estrategia E2, el porcentaje de nucleótidos CG tiende
a ser similar entre la estrategia E1 (panel izquierdo) y la estrategia E2 (panel derecho).

Por otro lado, en la subfigura B de la Figura 3.5 se observa las distribución de la
frecuencia del número de nucleótidos del miRNA que hacen parte en la formación del
h́ıbrido, tanto para la estrategia E1 (panel izquierdo) como para estrategia E2 (panel
derecho). Como se indica en esta figura, gran cantidad de interacciones predichas bajo
ambas estrategias involucran cerca de 16 nucleótidos del miRNA requeridas para que se
forme el hb́rido miRNA/UTR, encontrándose una mayor frecuencia de interacciones que
involucran menos de 18 nucleótidos. Este comportamiento se presenta de forma similar
para las interacciones wt (en rojo) y las Random (ilustradas en azul).

Tanto en el contenido CG como para el conteo del número de nucleótidos que hacen
parte en la formación del h́ıbrido miRNA/UTR, no es posible discriminar claramente
las interacciones wt de aquellas que son producto de secuencias aleatorizadas Random, sin
embargo existen pequeñas regiones donde no se solapan las interacciones wt de las Random.
Estas regiones potencialmente pueden ser fuente de interacciones de interés, pero el uso
único de variables como el porcentaje CG de la interacción o el número de nucleótidos
participes de la interacción es insuficiente para discriminar las interacciones candidatas a
ser verdaderos positivos.

Análisis de componentes principales

Con el f́ın de determinar cual de las variables caracterizadas explican mejor la variabi-
lidad del total de interacciones evaluadas, se realizó un análisis de componentes principales
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Figura 3.5. (A) Diagramas de correlación de Enerǵıa vs %CG inteactuante, como se espera, entre
mayor es la enerǵıa de interacción, mayor es el porcentaje de nucleótidos CG que ha-
cen parte del h́ıbrido formado. Este comportamiento es similar para las predicciones
E1 (panel izquierdo) y E2 (panel derecho) (B) Número de nucleótidos del miRNAs
que hacen parte de la interacción miRNA/UTR. Para las predicciones E1 (izquierda)
y E2 (panel derecho).
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(APC) para las diversas variables cuantitativas descritas en la sección 2.3.3, como lo son:
enerǵıa, score, longitud de la interacción, número de nucleótidos participantes de la in-
teracción, nucleótidos CG y AU participantes de la interacción. Teniendo en cuenta, que
el aálisis de APC utilizado permite establecer la calidad que cada vector variable aporta
sobre el modelo de combinación lineal para agrupar las interacciones, se analizó en pri-
mer lugar la calidad de cada de cada una de las variables según la implementación de las
librerias ”FactoMineR”[89] y ”factoextra”[77] del software estad́ıstico R.
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Figura 3.6. Diagrama de barras que indica la calidad de la representación de las variables (cos2)
evaluadas realizada para las estrategias E1 (panel izquierdo) y E2 (panel derecho).

La Figura 3.6 ilustra el diagrama de barras del cos2 de las variables evaluadas. El valor
de cos2 muestra la importancia de cada variable en cada uno de los componentes para la
agrupación de las interacciones RNA-RNA planteadas. La Figura 3.6 indica que las varia-
bles que contemplan contenidos CG y AU del h́ıbrido, aśı como las variables que evalúan
la longitud de la interacción generada son las que contribuyen de manera importante a la
construcción de los componentes principales. Otros valores que se esperaŕıa que fueran más
relevantes, como la enerǵıa o el score de interacción tiene valores de cos2 bajos, indicando
que estas variables son menos importantes para representar las observaciones evaluadas.

Basados en el análisis del ACP realizados con miRanda para las secuencias UTR, se
observa que los valores asociados al contenido GC ya sea de la cadena del miRNA o de su
secuencia blanco, tienden a mostrar una alta correlación entre ellas. Perpendicular a estas
variables, se encuentran aquellas que estan asociadas al contenido AU de las secuencias
del miRNA y de la UTR, aśı como los valores asociados al número de nucleótidos AU que
hacen parte de la interacción. Por último, otras caracteŕısticas que pueden estar asociadas
con la formación de la dupleta miRNA/UTR, como lo son la longitud de la interacción,
la longitud del miRNA ó el número total de nucleótidos que hacen parte de la interacción
parecen estar fuertemente correlacionados entre ellas. De acuerdo con la la subgrafica A
de la Figura 3.7, las dos primeras dimensiones del ACP explican el 57.4 % y el 53.6 % de
la varianza de los datos para las estrategias E1 y E2, respectivamente.
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Figura 3.7. (A) ACP de las variables caracterizadas en la formación de la dupleta de interac-
ción miRNA/UTR de acuerdo a miRanda(B) ACP discriminado por secuencias wt
(amarillo) vs Random (azul) para las predicciones realizadas con las estrategias E1
(izquierda) y E2 (panel derecho).
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Cabe resaltar que los valores de enerǵıa y el score proporcionado por el algoritmo no se
encuentran correlacionados entre ellos, además de aportar poca variabilidad en la descrip-
ción de las interacciones, lo cual parece resaltar la noción que indica que estas dos variables,
en su conjunto y por si solas no tienen la suficiente capacidad de discriminar potenciales
secuencias miRNA/UTR que puedan ser producto del azar frente a las interacciones que
pueden ser de interés frente a un fenómeno en particular de interacción.

De acuerdo con la subgrafica B de la Figura 3.7, gran parte de las predicciones reali-
zadas con secuencias wt (en amarillo) comparten la misma distribución de sus valores de
covarianza con las predicciones basadas en secuencias aleatorizadas (en azul). Estos resul-
tados de nuevo dificultan la discriminación de interacciones que sean producto del azar
en comparación con interacciones que puedan ser relevantes para explicar un fenómeno en
particular, en este caso una asociación de miRNAs previamente identificados como rele-
vantes para la EA vs genes codificantes que han mostrado asociación con esta enfermedad.
Dado que no es posible establecer con certeza el conjunto de vectores que puede explicar
los datos wt para generar aśı un modelo linear con sus componentes, surge la necesidad
de utilizar otra estrategia que permita discriminar aquellas interacciones que no tienen el
mismo comportamiento de las interacciones aleatorizadas. Como se indica en la subgrafica
B de la Figura 3.7, al hacer una elipse de confianza para cada uno de los grupos evalua-
dos (interacciones wt y Random), se observa que es posible detectar interacciones wt que
no se comportan de igual manera a las interacciones Random. Ya que los intervalos de
confianza representan la probabilidad de aciertos que tiene la estimación de parámetros
de una población, para este caso resulta útil estimar los intervalos de confianza de las
ACP realizadas, con el propósito de obtener las interacciones de interés que presenten
una variabilidad distinta a las obtenidas con secuencias aleatorizadas. La estimación de
los intervalos de confianza para las secuencias Random, de acuerdo a lo descrito en la
sección 2.5.3 será el sistema de clasificación establecido para caracterizar el conjunto de
interacciones de confianza.

Para la recuperación de las interacciones wt que presenten variabilidad distinta a las
interacciones Random, se siguió la metodoloǵıa descrita en la sección 2.5.3. A partir del
intervalo de confianza establecido para las secuencias Random, se recuperaron las interac-
ciones wt que se encuentran fuera del intervalo de confianza IC del 99 % establecido para
las secuencias Random y que se consideraran los verdaderos positivos (VP).

Resultados de interacciones basados en intervalos de confianza IC para ACP

Como se ilustra en la subgráfica B de la Figura 3.7, se puede apreciar que existen
pocas interacciones wt que presentan una variabilidad diferente a las caracterizadas para
interacciones Random. Estas interacciones que no se encuentran en el intervalo de confia-
bilidad de los valores Random son las que superan el sistema de clasificación fijado (elipse
azul). De acuerdo con los intervalos de confianza establecidos a partir del ACP, la Tabla
3.3 indica el número de VP, FP, VN y FN encontrado bajo la estrategia de predicción E1.

En la Tabla 3.4 se presentan las interacciones que superan el intervalo de confianza IC
realizado para las secuencias Random bajo la estrategia de predicción E1 y en la Tabla 3.6
se presentan las interacciones recuperadas bajo la estrategia E2 de interacción. Como se
aprecia en la Tabla 3.4, se obtuvieron 2 interacciones relevantes, las conformadas por las
dupletas hsa-miR-298/CALM1 y la interacción hsa-miR-328-5p/PARVB. De acuerdo con
estos resultados, las interacciones predichas son altamente favorables, al tener valores de
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Sistema de clasificación
> IC < IC Total

Experimentales 2 (VP) 283 (FP) 285
Aleatorizados 9 (FN) 276 (VN) 285

Tabla 3.3. Resultados obtenidos para la estrategia E1 de acuerdo al sistema de clasificación ba-
sado en los intervalos de confianza establecidos para los grupos evaluados a partir de
los ACP.

Gen ID miRNA Enerǵıa Score UTR

CALM1 ENST00000356978 hsa-miR-298 -36.17 172.0 3
PARVB ENST00000338758 hsa-miR-328-5p -36.16 154.0 3

Tabla 3.4. Interacciones miRNA/UTR predichas con miRanda bajo la estratégia de predicción
E1 que superan el umbral del indice de confianza proporcionado por las interacciones
realizadas con secuencias Random

mfe considerablemente bajos (-36.17 y -36.16 kcal/mol, respectivamente). Como se indicó
anteriormente, no parece existir una correlación entre los valores de enerǵıa y el score
proporcionado por miRanda, por una parte, la interacción predicha de la dupleta hsa-
miR-298/CALM1 ya que tiene un puntaje de interacción considerablemente alto (172); sin
embargo, la dupleta hsa-miR-328-5p/PARVB tiene un puntaje de interacción que apenas
supera el umbral seleccionado para este algoritmo (152).

Sistema de clasificación
> IC < IC Total

Experimentales 3 (VP) 390 (FP) 393
Aleatorizados 11 (FN) 382 (VN) 393

Tabla 3.5. Resultados obtenidos para la estrategia E2 de acuerdo al sistema de clasificación ba-
sado en los intervalos de confianza establecidos. para los grupos evaluados a partir de
los ACP.

Bajo la estrategia de predicción E2, se obtuvieron 3 dupletas miRNA/UTR que cum-
plen con los filtros anteriores. De estas dupletas, es interesante mencionar que se recupe-
raron las mismas parejas miRNA/UTR obtenidas en la estrategia E1, sumándose a esta la
conformada por la dupleta IGF1/hsa-miR-328-5p. La tabla 3.5 ilustra los resultados obte-
nidos bajo el sistema de clasificación con la estrategia de predicción E2. De los resultados
obtenidos bajo las estratégias de predicción E1 y E2, cabe resaltar la dupleta conformada
por el gen IGF1 y el hsa-miR-328-5p. Esta interacción está localizada en la región 5’UTR;
estas regiones del RNA mensajero tienden a ser poco consideradas en los diferentes estu-
dios funcionales, a diferencia de las secuencias 3’UTR. Dado que la metodoloǵıa empleada
para la detección de interacciones permite discriminar entre interacciones validas y azoro-
sas, además de las clásicas interacciones asociadas a las 3’ UTRs también se encontró una
interacción valida en la región 5’UTR conformada por el hibrido IGF1/hsa-miR-328-5p
que son interesantes para posteriores validaciones por medio de estudios funcionales.
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Gen ID miRNA Enerǵıa Score UTR

CALM1 ENST00000356978 hsa-miR-298 -36.17 172.0 3
PARVB ENST00000338758 hsa-miR-328-5p -36.16 154.0 3

IGF1 ENST00000337514 hsa-miR-328-5p -39.51 152.0 5

Tabla 3.6. Interacciones miRNA/UTR predichas con miRanda bajo la estratégia de predicción
E2 que superan el umbral del indice de confianza proporcionado por las interacciones
realizadas con secuencias Random

3.3.1.2. Resultados de interacciones en la región CDS

Para las interacciones realizadas con secuencias CDS, se siguió la misma estrategia
empleada anteriormente para evaluar las secuencias UTR, esto conlleva el uso de intervalos
de confianza de ACP para detectar las interacciones realizadas con las secuencias wt y las
interacciones con secuencias CDS aleatorizadas Random. Los análisis de los resultados de
interacciones calculadas con miRanda para la estrategia E1 indican que 60 genes presentan
regiones de interacción ubicadas en 84 diferentes isoformas; estas secuencias interactuan
con 32 miRNAs. En cambio, para la estrategia E2, se obtuvieron resultados de 62 genes
con 86 isoformas que forman dupletas RNA-RNA con 32 miRNAs.

El diagrama de venn de la fig 3.8 se observa el número de pares identicos miRNA/CDS
recuperados para cada estrategias de predicción. A diferencia de los las predicciones realiza-
das con las secuencias UTR, gran cantidad de las interacciones evaluadas con la estrategia
E1 son igualmente predichas por la metodoloǵıa E2 (141 interacciones de 144).

6 3141

E2 E1

6 3141

E2 E1

Figura 3.8. Diagramas de Venn que ilustra el número de interacciones miRNA/mRNA en las
regiones CDS realizadas por el algortimo miRanda de acuerdo con las estrategias de
predicción E1 y E2.

La tabla 3.7 resume el número de interacciones que cumplen con el criterio de filtro
(mfe <= -20 kcal/mol ) de los resultados primarios obtenidos para las regiones CDS.
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Estrategia Total de interacciones Interacciones con Total genes Total isoformas miRNA
mfe <= -20 kcal/mol

E1 144 63 60 84 32
E2 147 65 62 86 32

Tabla 3.7. Resultados de interacciones miRNA/CDS obtenidos de acuerdo a las estrategias de
predicción E1 y E2 para las regiones CDS. Los resultados Total genes, Total isoformas
y miRNAs representan el número de elementos reportados posterior filtro de enerǵıa
con mfe <= -20 kcal/mol

Propiedades estructurales del h́ıbrido miRNA/CDS

El análisis de las propiedades estructurales de los d́ımero miRNA/CDS obtenidos bajo
las estratégias de predicción E1 y E2 fueron evaluadas de igual manera similar a las
interacciones miRNA/UTR. Por otra parte, la Figura 3.9 que ilustra el diagrama de barras
del cos2 de las variables evaluadas (estrategia E1 en el panel izquierdo y estrategia E2 en
el panel derecho), presenta un comportamiento similar al obtenido con las predicciones
realizadas con las secuencias UTR, donde las variables que se asocian con el contenido de
los nucleótidos que interactuan, aśı como las variables pertinentes a la longitud del enlace,
muestran mayor importancia en la construcción del ACP.
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Figura 3.9. (A) ACP de las variables caracterizadas en la formación de la dupleta de interac-
ción miRNA/UTR de acuerdo a miRanda(B) ACP discriminado por secuencias wt
(amarillo) vs Random (azul) para las predicciones realizadas con las estrategias E1
(izquierda) y E2 (panel derecho).

La Figura 3.10 describe el comportamiento de las diferentes variables estructurales que
conforman la interacción miRNA/CDS. Aśı como se discutió para el caso de las interac-
ciones con regiones UTR, no es posible discriminar de forma evidente entre la variabilidad
observada para interacciones wt y las interacciones realizadas para las versiones aleatori-
zadas de las secuencias CDS; sin embargo, el la subgráfica B de la gráfica 3.10 se puede
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apreciar que existe una pequeña tendencia a que los wt se agreguen hacia valores más
positivos de la componente 1 del PCA. De acuerdo con la gráfica de vectores subfigura
A de la Figura 3.10, se aprecia que los vectores que aportan mayor variabilidad hacia
este sector son los relacionados con el contenido AU que hace parte de la formación de la
dupleta de interacción, ya sea el contenido AU del miRNA o de la secuencia CDS. Otras
variables que pueden aportar variabilidad a este grupo de datos incluyen valores asocia-
dos a la longitud de la interacción, la longitud de match (contabilizado como el número
total de nucleótidos que hacen parte de la interacción) y el número total de nucleótidos
que participan en la formación de la dupleta. Estos resultados indican que posiblemente
la longitud de la interacción y el contenido AU sean relevantes para la formación de un
h́ıbrido miRNA/CDS.

Tal como se evidenció para las regiones UTR, las predicciones realizadas por miRanda
con secuencias CDS no permiten discriminar entre verdaderos positivos y falsos positivos de
manera evidente, en la Figura 3.11 se aprecia que la distribución de la enerǵıa de interacción
reportada para las secuencias wt y Random se sobrelapan. Las interacciones evaluadas con
secuencias CDS presentan enerǵıas de interacción que en su mayoŕıa se encuentran por
valores superiores a -30 kcal/mol, siendo pocos los registros de interacciones con valores
de enerǵıa menores a -30 kcal/mol. La distribución de la energ’ia de interacción para estas
secuencias evaluadas no permite distinguir con claridad las secuencias wt de las Random,
aunque se presentan pequeñas regiones donde no hay solapamiento entre las distribuciones
evaluadas sugiriendo la existencia de posibles VP.

Por otro lado, al realizar un diagrama de dispersión entre los valores de enerǵıa y el
score que le asigna miRanda al d́ımero interactuante, nuevamente se observa que no es
posible diferenciar bajo estos dos criterios las interacciones wt de las interacciones Random,
evidenciando que estos valores por si solos no son suficientes para clasificar como verdadera
una interacción miRNA/CDS realizada por miRanda (ver Figura 3.12).

Otros valores asociados al h́ıbrido de interacción miRNA/CDS

En la Figura 3.13 se presentan los resultados obtenidos para el diagrama de dispersión
que ilustra en la subfigura (A), la correlación entre el contenido o % CG del h́ıbrido formado
vs la enerǵıa del enlace y (B), el número de nucleótidos del miRNA que hacen parte en
la formación del h́ıbrido miRNA/CDS. De acuerdo con la subfigura (A), la distribución
de los valores encontrados del % CG de la interacción vs enerǵıa (kcal/mol) tienen un
comportamiento idéntico al descrito para las interacciones con las secuencias UTR, donde
al parecer hay una correlación directa entre el contenido CG del h́ıbrido (cuyos porcentajes
oscilan mayoritariamente entre el 30 % y el 90 %) y su enerǵıa de enlace. Adicionalmente,
se encontró que el número de nucleótidos que hacen parte en la formación del h́ıbrido oscila
entre los 17 nt, comportamiento similar al obtenido previamente con secuencias UTR.

Resultados de las interacciones basados en intervalos de confianza IC para ACP
De forma similar al estudio de interacciones con las secuencias UTR, las interacciones wt
de interés son aquellas que no se encuentran inmersas en el intervalo de confianza del ACP
construido para las interacciones Random (ver sección 2.5.3). Basados en los intervalos de
confianza construidos para el grupo de interacciones Random, se obtuvieron en total 12
interacciones para la estratégia E1, mientras que para la estratégia E2 de interacción de
obtuvieron un total de 11 interaciones que superan los umbrales establecidos. En la Tabla



CAPÍTULO 3. CARACTERIZACIÓN DE INTERACCIONES MIRNA/MRNA 51

Max_Score

Energía

Posición_match

Longitud_match

Longitud_target

Long_real_rna

Total_nt

Total_nt_inter

RNA_AU_inter

CG_RNA_inter

Target_AU_inter

Target_CG_inter

ParCG_inter

Par_AT_inter

Long_reporte

Long_mismatchLong_bulge_T

Long_bulge_RNA

Porcentaje_CG_inter

Porcentaje_AU_RNA

Porcentaje_CG_RNA

−1.0

−0.5

0.0

0.5

1.0

−1.0 −0.5 0.0 0.5 1.0

Dim1 (35.2%)

D
im

2 
(2

5.
6%

) Cluster

a

a

a

1

2

3

Variables − PCA

Max_Score

Energía

Posición_match

Longitud_match

Longitud_target

Long_real_rna

Total_nt

Total_nt_inter

RNA_AU_inter

CG_RNA_inter

Target_AU_inter

Target_CG_inter

ParCG_inter

Par_AT_inter

Long_reporte

Long_mismatchLong_bulge_T

Long_bulge_RNA

Porcentaje_CG_inter

Porcentaje_AU_RNA

Porcentaje_CG_RNA

−1.0

−0.5

0.0

0.5

1.0

−1.0 −0.5 0.0 0.5 1.0

Dim1 (34.7%)

D
im

2 
(2

5.
3%

) Cluster

a

a

a

1

2

3

Variables − PCA

(a) Vectores

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

● ●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●
●

●●

●

●●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●
●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●
●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
● ●

●
●●

●

●

●

●

●

●
● ●

●
●●

●

●

●

● ●

●

●
●

●

●

●

●

● ●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●●●

●

●

●

●

●●

●

●
●●

●

●
●●

●

●
●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●●

●

● ●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

● ●
●

●
●

●

●

●●

●

●

●●

●

●

● ●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●●●

●

●

●

●

●
●

●
● ●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

● ●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●
●

●●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

Max_Score

Energía

Posición_match

Longitud_match

Longitud_target

Long_real_rna

Total_nt

Total_nt_inter

RNA_AU_inter

CG_RNA_inter

Target_AU_inter

Target_CG_interParCG_inter

Par_AT_inter

Long_reporte

Long_mismatch

Long_bulge_T

Long_bulge_RNA

Porcentaje_CG_inter
Porcentaje_AU_RNA

Porcentaje_CG_RNA

−5

0

5

−5 0 5

Dim1 (34.7%)

D
im

2 
(2

5.
3%

)

2

4

6

Contrib

Secuencia
●●
●●

Random

WT

PCA − Biplot

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

● ●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●
●

●●

●

●●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●
●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●
●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
● ●

●
●●

●

●

●

●

●

●
● ●

●
●●

●

●

●

● ●

●

●
●

●

●

●

●

● ●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●●●

●

●

●

●

●●

●

●
●●

●

●
●●

●

●
●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●●

●

● ●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

● ●
●

●
●

●

●

●●

●

●

●●

●

●

● ●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●●●

●

●

●

●

●
●

●
● ●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

● ●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●
●

●●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

Max_Score

Energía

Posición_match

Longitud_match

Longitud_target

Long_real_rna

Total_nt

Total_nt_inter

RNA_AU_inter

CG_RNA_inter

Target_AU_inter

Target_CG_interParCG_inter

Par_AT_inter

Long_reporte

Long_mismatch

Long_bulge_T

Long_bulge_RNA

Porcentaje_CG_inter
Porcentaje_AU_RNA

Porcentaje_CG_RNA

−5

0

5

−5 0 5

Dim1 (34.7%)

D
im

2 
(2

5.
3%

)

2

4

6

Contrib

Secuencia
●●
●●

Random

WT

PCA − Biplot

(b) ACP

Figura 3.10. (A) ACP donde se muestran los vectores asociados a las variables obtenidas pro-
ducto de h́ıbrido miRNA/CDS (B)ACP discriminado por secuencias wt (amarillo)
vs Random (azul) para las predicciones realizadas con las estratégias E1 (izquierda)
y E2 (panel derecho) en las secuencias CDS de los genes previamente relacionados
con la EA.
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Figura 3.11. Diagramas de densidad que ilustra la distribución de los valores de enerǵıa de inter-
acción (kcal/mol) para los d́ımeros miRNA/CDS predichas por miRanda de acuerdo
con las estrategias de predicción E1 y E2
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Figura 3.12. Plot de Enerǵıa vs Score que ilustra la distribución de los valores de enerǵıa de
interacción (kcal/mol) para los d́ımeros miRNA/CDS predichas por miRanda de
acuerdo con las estrategias de predicción E1 y E2
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Figura 3.13. (A) Diagramas de correlación de Enerǵıa vs %CG inteactuante para las interacciones
miRNA/CDS obtenidos con miRanda. Entre mayor es la enerǵıa de interacción,
mayor es el porcentaje de nucleótidos CG que hacen parte del h́ıbrido formado. Este
comportamiento es similar para las predicciones E1 (panel izquierdo) y E2 (panel
derecho) (B) Número de nucleótidos del miRNAs que hacen parte de la interacción
miRNA/CDS. Para las predicciones E1 (izquierda) y E2 (panel derecho).
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3.9 se indican las interacciones positivas encontradas para la estratégia E1, mientras que
la Tabla 3.11 se incluyen las interacciones encontradas para la estratégia de predicción
E2. En la tabla 3.8 se muestran los resultados obtenidos de los valores VP, VP, VN y FN

Sistema de clasificación
> IC < IC Total

Experimentales 12 (VP) 51 (FP) 63
Aleatorizados 8 (FN) 55 (VN) 63

Tabla 3.8. Resultados obtenidos para la estrategia E1 de acuerdo al sistema de clasificación ba-
sado en los intervalos de confianza establecidos. para los grupos evaluados a partir de
los ACP.

para las predicciones miRNA/CDS realizadas con la estrategia E1, la tabla 3.10 ilustra
los resultados obtenidos para las interacciones E2.

Gen miRNA Exón Enerǵıa Score

ST18 hsa-miR-9-5p 9 -23.96 176.00
HECW1 hsa-miR-29b-1-5p 30 -20.44 165.00
HECW1 hsa-miR-29b-1-5p 28 -20.44 165.00
HECW1 hsa-miR-205-5p 26 -21.74 158.00
HECW1 hsa-miR-205-5p 24 -21.74 158.00
ADAM10 hsa-miR-146a-3p 10 -22.28 171.00
GSK3B hsa-miR-30d-3p 6 -25.68 175.00
GSK3B hsa-miR-30d-3p 6 -25.68 175.00
PPP1R3B hsa-miR-29b-1-5p 2 -24.29 172.00
ENO1 hsa-miR-362-5p 7 -22.01 151.00
FMN2 hsa-miR-328-5p 5 -41.26 171.00
BAX hsa-miR-328-5p 5 -40.38 162.00

Tabla 3.9. Interacciones miRNA/CDS predichas con miRanda bajo la estratégia de predicción
E1 que superan los umbrales de confianza establecidos para los APC de interacciones
tipo Random

Sistema de clasificación
> IC < IC Total

Experimentales 11 (VP) 54 (FP) 65
Aleatorizados 9 (FN) 56 (VN) 65

Tabla 3.10. Resultados obtenidos para la estrategia E2 de acuerdo al sistema de clasificación
basado en los intervalos de confianza establecidos. para los grupos evaluados a partir
de los ACP

Cabe resaltar que entre los dos resultados obtenidos, 4 interacciones son igualmente recupe-
radas por ambas estratégias de predicción, las cuales incluyen las dupletas ST18/hsa-miR-
9-5p, GSK3β/hsa-miR-30d-3p, PPP1R3B/hsa-miR-29b-1-5p y BAX/hsa-miR-328-5p.
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En los resultados descritos en las Tablas 3.4 y 3.6, las interacciones mencionadas pre-
sentaban valores de enerǵıa de interacción considerablemente favorables ( presentando
valores entre los -36 kcal/mol y -39 kcal/mol), al comparar los valores de enerǵıa y el score
de interacción de miRanda entre las predicciones UTR y CDS candidatas, resulta impor-
tante mencionar que la estratégia de selección de interacciones que no se encuentren en el
umbral de confianza de APC para los datos Random descrito previamente, no selecciona
valores de enerǵıa o score de interacción extremos, esto se evidencia en las interacciones
descritas para las secuencias CDS, donde los valores de mfe se encuentran presentes desde
los -20 kcal/mol, mientras que el score presenta valores relativamente bajos (151.0) hasta
valores de interacción mucho más favorables.

Gen miRNA Exón Enerǵıa Score

ST18 hsa-miR-9-5p 9 -23.96 176.00
GSK3B hsa-miR-30d-3p 6 -25.68 175.00
GSK3B hsa-miR-30d-3p 6 -25.68 175.00
PPP1R3B hsa-miR-29b-1-5p 2 -24.29 172.00
APP hsa-miR-34c-5p 16 -22.35 157.00
APP hsa-miR-34c-5p 17 -22.35 157.00
APP hsa-miR-34c-5p 17 -22.35 157.00
APP hsa-miR-125a-3p 8 -21.51 153.00
APP hsa-miR-125a-3p 7 -21.51 153.00
ARC hsa-miR-128-1-5p 1 -27.50 151.00
BAX hsa-miR-328-5p 5 -40.38 162.00

Tabla 3.11. Interacciones miRNA/CDS predichas con miRanda bajo la estratégia de predicción
E2 que superan los umbrales de confianza establecidos para los APC de interacciones
tipo Random

3.3.2. Resultados de las predicciones realizadas con RNAhybrid

Conforme con las predicciones realizadas con miRanda, las interacciones predichas
por RNAhybrid fueron analizadas de igual manera que lo realizado con miRanda para la
caracterización estructuran del h́ıbrido interactuante. Como resultado de las predicciones
realizadas con RNAhybrid, se obtiene un archivo de texto plano, cuyo resultado básico se
compone por la siguiente información:

• Nombre de las secuencias del gen y del miRNA problema.

• Enerǵıa de interacción.

• P value asignado por el algoritmo a la interacción predicha.

• Posición de inicio de la interacción, respecto a la secuencia del gen blanco.

• Esquema de la interacción (ver Figura 3.14).

En la Figura 3.14 se esquematiza un ejemplo de las interacciones producto de RNAhy-
brid. En la parte superior, indicado como target, se reporta la subsecuencia de la cadena
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problema, en este caso la secuencia UTR o CDS a evaluar; en esta misma ĺınea se repor-
tan los nucleótidos de la secuencia target que no hacen contribuyen energéticamente a la
formación del enlace RNA-RNA. En la parte inferior se ilustra la secuencia del miRNA
que interactua con la cadena target, de igual manera anterior, en esta ĺınea se reportan los
nucleótidos del miRNA que no contribuyen a la formación del h́ıbrido. Como indicativo
de los nucleótidos que interactuan en la conformación del h́ıbrido, estos se indican en la
sección central de la figura 3.14.

Figura 3.14. Esquema de los h́ıbridos miRNA-target predichos por RNAhybrid

3.3.2.1. Resultados de interacciones en las regiones UTR

De acuerdo con la estrategia de predicción E1 realizadas con RNAhybrid, se encontra-
ron 111 genes previamente caracterizados para EA, con regiones de interacción ubicadas
en 226 isoformas con 39 miRNAs, estos pares miRNA/UTR representan un total de 1036
interacciones. En el caso de las prediccion realizadas para E2, se encontraron 3598 in-
teracciones, representadas en 117 genes con regiones de interacción para 41 secuencias de
miRNAs, estas interacciones se presentan en 262 isoformas de secuencias UTR. En la tabla
3.12 se presentan los resultados obtenidos para las estratégias de predicción E1 y E2 de
acuerdo a los parámetros de filtro: mfe <= -20 kcal/mol y p-value <= 0.05.

Estrategia Total de interacciones Interacciones con Total genes Total isoformas miRNA
mfe <= -20 kcal/mol

E1 1036 1036 111 226 39
E2 3598 3598 117 262 41

Tabla 3.12. Resultados de interacciones miRNA/UTR obtenidos de acuerdo a las estrategias de
predicción E1 y E2 para las regiones UTR evaluados con RNAhybrid. Los resul-
tados Total genes, Total isoformas y miRNAs representan el número de elementos
reportados posterior filtro de enerǵıa con mfe <= -20 kcal/mol

En la Figura 3.15, se observa cuales resultados representan en número de interacciones
que coinciden y discrepan entre las estrateégias E1 y E2 para la región UTR de los genes
relacionados con la EA. Dada la gran cantidad de potenciales d́ımeros miRNA/UTR repor-
tados inicialmente por RNAhybrid, estos datos representan el filtro realizado, de acuerdo
a los parámetros descritos para RNAhybrid en el trabajo realizado por Maŕın, R. M., &
Vańıcek, J. (2010) [107].

Propiedades estructurales del h́ıbrido miRNA/UTR

La Figura 3.16 ilustra los resultados obtenidos de los diagramas de correlación enerǵıa
vs p value obtenidos para las estrategias E1 (panel izquierdo) y E2 (panel derecho). Los
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2914 352685

E2 E1

2914 352685

E2 E1

Figura 3.15. Diagramas de Venn que ilustra el número de interacciones miRNA/UTR realizadas
por el algortimo RNAhybrid de acuerdo con las estrategias de predicción E1 y E2

diagramas de correlación nos indican que existe una mayor concentración de interaccio-
nes entre los -25kcal/mol y los -30kcal/mol, siendo la estrategia E2 la que predice un
gran número de interacciones en comparación con la estrategia E1 (1036 vs 3598) y con
miRanda.

Similar a los resultados obtenidos con miRanda, no es posible discriminar con precisión
los grupos de interacciones wt y Random basados exclusivamente en estos dos parámetros
de la interacción. Sin embargo, bajo la estrategia E2, se encontraron algunas interacciones
con valores de enerǵıa de interacción considerablemente bajos (menores a -30kcal/mol)
que no se solapan con interacciones Random; estas interacciones podŕıan ser fuente de
verdaderos positivos posterior a una análisis más detallado del las variables adicionales
evaluadas.

Otros valores asociados al h́ıbrido de interacción miRNA/UTR

Tal como se indicó en la sección 2.3.3, diversas caracteŕısticas adicionales a los valores
de enerǵıa y al score de interacción fueron evaluados para el d́ımero de interacción miR-
NA/UTR. En la subfigura (A) de la Figura 3.17 se muestra el porcentaje de nucleótidos
CG que hace parte en la formación del h́ıbrido miRNA/UTR. La figura muestra que el
porcentaje de nucleótidos CG interactuante tiende a presentarse desde un 40 % hasta por-
centajes mayores al 90 %, de igual manera para las predicciones E1 (panel izquierdo) como
para la estrategia E2 (panel derecho). La subgrafica (B) nos muestra una mayor tendencia
de las predicciones realizadas con RNAhybrid de encontrar interacciones ligeramente más
largas, cercanas a los 20 nucleótidos, especialmente para la estrategia E1 (panel izquierdo).
En este grupo de interacciones, algunas indicadas como wt se diferencial ligeramente de
secuencias Random, especialmente en interacciones que implican una mayor cantidad de
nucleótidos del miRNA, fenómeno que no se aprecia en la estrategia E2.
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Figura 3.16. Diagramas de correlación de Enerǵıa vs p value para las interacciones miRNA/UTR
obtenidos con RNAhybrid para las predicciones E1 (panel izquierdo) y E2 (panel
derecho)

Análisis de componentes principales

Como en el caso de las predicciones realizadas por miRanda, las diferentes variables
estructurales que componen el h́ıbrido miRNA/UTR fueron caracterizadas en un ACP, con
el f́ın de determinar cual es el aporte en la variabilidad de los datos de las variables medidas.
En la Figura 3.19 se muestran los resultados obtenidos del ACP para las predicciones
realizadas con las secuencias UTR.

De acuerdo con la Figura 3.18 se muestra el aporte de cada variable evaluada según su
cos2 (estrategia E1 en el panel izquierdo y estrategia E2 en el panel derecho). Se observa
que, de forma similar a lo observado con las evaluaciones realizadas con miRanda, las va-
riables en las que se evalúan el contenido o porcentaje de los nucleótidos que interactuan,
aśı como las variables pertinentes a la longitud del enlace, muestran mayor importancia
para las observaciones dadas. Por otro lado, la variable de enerǵıa parece tener mayor im-
portancia en las predicciones realizadas con RNAhybrid, al tener valores de cos2 superiores
a 0.60 en comparación con los resultados obtenidos con miRanda.

Basados en el ańısis de los resultados del ACP para las secuencias UTR, en la subgráfica
A de la figura 3.19 se aprecia que las variables asociadas al contenido CG, ya sea del
miRNA o de su secuencia blanco, tienden a agruparse en un solo grupo informativo.
Estas variables tienen el aporte de variabilidad de variables asociadas a la longitud de
la cadena interactuante, como es el caso del número total de nucleótidos que interactuan
en el h́ıbrido, la longitud real del miRNA, la longitud de la interacción. Por otra parte,
las variables asociadas al contenido AU también tienden a formar un grupo, esta véz
perpendicularmente a las variables asociadas al contenido CG.



CAPÍTULO 3. CARACTERIZACIÓN DE INTERACCIONES MIRNA/MRNA 59

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

● ●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●
●

●
●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

● ●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

● ●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

● ●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

● ●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

● ●

●

● ●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
● ●●

●

●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

−40

−30

−20

40 60 80 100

Pocentaje CG interactuante

E
ne

rg
ía

 (
kc

al
/m

ol
)

Secuencia
●

●

Random

WT

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●●

●●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●●

●

●

●

●

●

●
●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●● ●

●

●
●

●

●
●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●

●

● ● ●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●

●

● ● ●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●

●

● ● ●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ● ●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●●●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●●●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●●

●

●

●

● ●

●

●●

●
●

●

●

●

●● ●
●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●
●

●

● ●

●

●●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

● ● ●●

●

●

●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●

●●

●
●

●

●

●

●●

●
●

●

●

●
●●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

● ●

● ●

●

●

●

●

● ●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●●
●

●

●
●●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

● ●

●

●
●

●

●

●

●●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●
●● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●●
●

●
●

●

●
●

●

●

●
●●
●

●

●
●

●

●

●

●

●
●
●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

● ●

●

●
●

●

●

●

●
●

●
●
●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

● ●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

● ●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●●

●

●●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●● ●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●●

●

●●

●●
●

●
●

●

●
●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●
●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●
●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

● ●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

● ●

●

●

●

●
●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●
●

● ●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

● ●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

● ●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●
●

●

●
●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

● ●
●

●

●

●

●

●

●
●●●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●
●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●
●●

●

●

●
●

●

●

●

● ●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

● ●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●●

●

● ●

●

●

● ●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●
●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●●

●

● ●

●

●

● ●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●
●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●
●

● ●

●
●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●● ●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●● ●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

● ●●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●
●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●
●

●

● ●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

● ●

●

●
●

●

●

●
●●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

● ●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

● ●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●●●
●

●

●●

●
●

●

●
●

●
●

●

●

●●

●

●

●●●
●

●

●

●●

●

●

●●

●
●

●

●

●●

●

●

●●●
●

●

●

●

● ●

●

●

●

●
● ●

●

●

●●●

●●

●
●

●

●

●●

●

●

●●●
●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●●

●

●

●●

●

●

●

●

●●●●●

●●●●●

●

●● ●

●

●

●

●

●

●●

●

● ●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●● ●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●
●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●●

●

●

●

● ●
●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

● ●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

● ●●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●
●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●
● ●
● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

● ●
●

●

●●

●
● ●

●
●

●

●
●

●

●
●

●

●●

●●

●

●

●

●●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●●●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

● ●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

● ●

●●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●
●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●
●

●

●

●

●

●

●

●●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

● ●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●●
●

●
●

●

●●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

● ●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●● ●

●

● ●
●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●
●●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●

●
●●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

● ●

●
●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●
●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●●

●

●

●
●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●
●

●
●

●

●

●●

●

●

● ●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

● ●

●
●

●

●●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

● ●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

● ● ●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

● ●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●
●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●● ●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●●

●

●

●
●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●
● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

● ●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●
● ●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●
●● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●●

●

●

● ●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●●

●

●

● ●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●
● ● ●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

● ●

●
●

●

●

●

●

●●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

●

●
●

●

●

●
●

●
●

●

●

●

−40

−30

−20

40 60 80 100

Pocentaje CG interactuante

E
ne

rg
ía

 (
kc

al
/m

ol
)

Secuencia
●

●

Random

WT

(a) Contenido CG vs Enerǵıa
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Figura 3.17. (A) Diagramas de correlación de Enerǵıa vs %CG inteactuante para las interacciones
miRNA/UTR obtenidos con RNAhybrid. Entre mayor es la enerǵıa de interacción,
mayor es el porcentaje de nucleótidos CG que hacen parte del h́ıbrido formado. Este
comportamiento es similar para las predicciones E1 (panel izquierdo) y E2 (panel
derecho) (B) Número de nucleótidos del miRNAs que hacen parte de la interacción
miRNA/UTR. Para las predicciones E1 (izquierda) y E2 (panel derecho).
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(a) Diagrama de barras cos2

Figura 3.18. Diagrama de barras que indica la calidad de la representación de las variables (cos2)
evaluadas realizada para las estrategias E1 (panel izquierdo) y E2 (panel derecho).

Contrario a lo observado con las predicciones de miRanda, donde las variables de
enerǵıa y el score de interacción no parecian tener relación alguna y teńıan poca contribu-
ción en la variablidad observada de sus interacciones, en la Figura 3.19 se aprecia ahora
que los valores de enerǵıa tienen una mayor calidad de representación en su componente
(ver Figura 3.18), además la dirección de los vectores mfe y p value parecen tener una
mayor correlación entre ellas. Estos resultados son esperados, ya que en RNAhybrid, por
ser un algoritmo de predicción de blancos basado en las propiedades termodinámicas de
formación de h́ıbridos, la variable mfe debe contribuir de mayor manera a la variabilidad
que se observa en las interacciones de este tipo. Sin embargo el uso de los valores de mfe y
p value por śı solos no son suficientes para poder discriminar interacciones que pueden ser
producto del azar. En el diagrama de dispersión ilustrado en la Figura 3.16, se evidencia
que las estrategias de predicción no pueden discriminar eficientemente las interacciones wt
vs las Random debido a los sobrelapamientos, pero de nuevo simpre se observan regiones
no sobrelapadas candidatas a ser VP.

Por otra parte, en la subgráfica B de la Figura 3.19 se aprecia que no es posible de-
terminar con certeza una región de agrupamiento de las interacciones wt y las Random.
De igual manera para los resultados obtenidos con miRanda, existe un gran solapamiento
entre las regiones que comprenden estas interacciones, lo cual nos indica que gran par-
te de las interacciones wt pueden deberse a eventos aleatorios que no reflejan un patrón
establecido, en este caso una relación funcional de miRNAs con las secuencias UTR ca-
racterizadas para la EA y que soó una pequeña porción puede ser candidata a VP. Pese a
que gran parte de las interacciones pueden ser consideradas producto del azar, algunas de
ellas presentan una variabilidad distinta a las interacciones Random. Una vez realizado un
intervalo de confianza del 99 % del grupo Random en el ACP, es posible seleccionar aque-
llas secuencias que presentan una variabilidad diferente a las interacciones con secuencias
aleatorizadas.
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Figura 3.19. (A) Vectores correspondientes a las variables medidas en las interacciones predichas
miRNA/UTR realizadas con RNAhybrid (B) ACP donde se observan las elipses de
confianza para las secuencias wt denotado por los puntos Amarillos y Random en
azul.
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Sistema de clasificación
> IC < IC Total

Experimentales 17 (VP) 1019 (FP) 1036
Aleatorizados 7 (FN) 1029 (VN) 1036

Tabla 3.13. Resultados obtenidos para la estrategia E1 de acuerdo al sistema de clasificación
basado en los intervalos de confianza establecidos. para los grupos evaluados a partir
de los ACP

En la Tabla 3.14 se indican los h́ıbridos que fueron filtrados usando intervalos de con-
fianza de ACP para las secuencias UTR bajo la estrategia de predicción E1, los resultados
de la estrategia E1 se indican en la Tabla 3.13. Por otro lado, como resultados de la estrate-
gia E2, se encontraron 66 interacciones que superan en intervalo de confianza establecido
para las secuencias Random, las interacciones consideradas como VP, FP, VN y FN se
indican en la Tabla 3.15.

Gen ID miRNA Enerǵıa P value

ADAM10 ENST00000260408 hsa-miR-328-5p -45.8 0.011200
BACE1 ENST00000313005 hsa-miR-328-5p -40.1 0.033993
CHRNA7 ENST00000306901 hsa-miR-328-5p -39.5 0.038591
CLU ENST00000522413 hsa-miR-106b-5p -27.3 0.012720
CSMD1 ENST00000335551 hsa-miR-298 -37.4 0.036485
CSMD1 ENST00000537824 hsa-miR-298 -37.4 0.036470
FERMT2 ENST00000341590 hsa-miR-9-5p -25.6 0.035908
FERMT2 ENST00000395631 hsa-miR-9-5p -25.6 0.047691
INSR ENST00000341500 hsa-miR-328-5p -46.6 0.003778
NCS1 ENST00000372398 hsa-miR-328-5p -43.4 0.010240
PARVB ENST00000338758 hsa-miR-328-5p -42.9 0.012137
PARVB ENST00000338758 hsa-miR-34a-3p -35.5 0.038016
SLC24A4 ENST00000532405 hsa-miR-328-5p -42.7 0.028225
TF ENST00000414694 hsa-miR-15a-5p -28.6 0.001021
TF ENST00000482271 hsa-miR-15a-5p -28.6 0.000304
TPI1 ENST00000613953 hsa-miR-210-5p -26.6 0.001902
IGF1 ENST00000337514 hsa-miR-328-5p -40.7 0.046133

Tabla 3.14. Interacciones miRNA/UTR predichas con RNAhybrid bajo la estrategia de predic-
ción E1
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Sistema de clasificación
> IC < IC Total

Experimentales 66 (VP) 3532 (FP) 3598
Aleatorizados 24 (FN) 3508 (VN) 3598

Tabla 3.15. Resultados obtenidos para la estrategia E2 de acuerdo al sistema de clasificación
basado en los intervalos de confianza establecidos. para los grupos evaluados a partir
de los ACP.

3.3.2.2. Resultados regiones CDS

Como resultados de la estrategia de predicción E1, se obtuvieron 109 genes de los
176 previamente reportados para la EA, de estos se reportan 174 isoformas con regiones
de interacción para 43 de los 396 miRNAs reportados. En la estrategia E2, se tienen 82
genes de EA, con 133 isoformas con regiones de regulación para 45 miRNAs previamente
asociados a la EA. Similar a los resultados obtenidos para las regiones UTR, no siempre
coinciden los resultados de las metodoloǵıas de predicción E1 y E2, ya que se presentan
diferencias en los resultados obtenidos para cada una, dado bajo número de interacciones
que son igualmente reportadas por ambas estrategias. En la Figura 3.20, se presentan el
número de h́ıbridos miRNA/CDS obtenidos para las estrategias E1 y E2, como se ilustra
en esta figura, solamente 27 pares miRNA/CDS son predichos de igual manera por las
estrategias de interacción descritas.

6620 250727

E2 E1

Figura 3.20. Diagramas de Venn que ilustra el número de interacciones miRNA/mRNA en las
regiones CDS realizadas por el algortimo RNAhybrid de acuerdo con las estrategias
de predicción E1 y E2

La tabla 3.20 presenta el resumen de los resultados de las interacciones realizadas con
RNAhybrid bajo las predicciones E1 y E2 para las secuencias CDS de los genes previamente
relacionadas con la enfermedad.
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Estrategia Total de interacciones Interacciones con Total genes Total isoformas miRNA
mfe <= -20 kcal/mol

E1 2544 12496 112 182 372
E2 6647 32404 112 183 391

Tabla 3.16. Resultados de interacciones miRNA/UTR obtenidos de acuerdo a las estrategias
de predicción E1 y E2 para las regiones CDS. Los resultados Total genes, Total
isoformas y miRNAs representan el número de elementos reportados posterior filtro
de enerǵıa con mfe <= -20 kcal/mol

Propiedades estructurales del h́ıbrido miRNA/CDS

La Figura 3.21 ilustra los resultados obtenidos de los diagramas de correlación enerǵıa
vs p value obtenidos de acuerdo con las estrategias E1 (panel izquierdo) y E2 (panel
derecho) para las interacciones miRNA/CDS. Los diagramas de correlación nos indican que
existe una mayor concentración de interacciones entre los -25kcal/mol y los -30kcal/mol,
siendo la estrategia E2 la que predice un gran número de interacciones en comparación
con la estrategia E1 y con miRanda, este comportamiento es similar a los obtenidos con las
interacciones miRNA/UTR. Con estos resultados, no es posible discriminar con precisión
los grupos de interacciones wt y Random basados exclusivamente en estos dos parámetros.
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Figura 3.21. Diagramas de correlación de Enerǵıa vs p value para las interacciones miRNA/UTR
obtenidos con RNAhybrid para las predicciones E1 (panel izquierdo) y E2 (panel
derecho)

Otros valores asociados al h́ıbrido de interacción miRNA/CDS

Al igual que las predicciones realizadas con miRanda, no es posible diferenciar con
claridad las interacciones wt de las Random haciendo uso de otras caracteŕısticas estruc-
turales relacionadas con el h́ıbrido formado. En la Figura 3.22 subfigura A se muestran,
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el porcentaje de nucleótidos CG que hacen parte en la formación del h́ıbrido, la relación
entre el porcentaje de nucleótidos CG de la interacción vs la enerǵıa del enlace es similar a
lo evidenciado para las interacciones miRNA/UTR anteriormente mencionadas y para las
predicciones realizadas con miRanda, donde el %CG tiende a oscilar del 30 % hasta valores
cercanos al 90 %, mayoritariamente.

Por otro lado, la subfigura B muestra el número de nucleótidos del miRNA que son
parte en la formación de la interacción. Como se aprecia en las graficas, el número de
nucleótidos del miRNA que toman parte de la interacción tiende a ser cercano a los 16,
sin embargo no es posible discriminar entre los grupos wt y Random, lo cual dificulta la
selección de verdaderas interacciones a partir de los mecanismos canónicos de predicción
de blancos.

Análisis de componentes principales

Basados en la Figura 3.23 la cual ilustra el diagrama de barras del cos2 de las variables
evaluadas (estrategia E1 en el panel izquierdo y estrategia E2 en el panel derecho) para
las interacciones miRNA/CDS, se evidencia un comportamiento similar de las variables
evaluadas para estas interacciones, donde el contenido o porcentaje de los nucleótidos que
interactuan, aśı como las variables pertinentes a la longitud del enlace, muestran mayor
importancia para las observaciones dadas. Nuevamente la variable de enerǵıa parece tener
mayor importancia en las predicciones realizadas con RNAhybrid, al tener valores de cos2

superiores a 0.50 en comparación con los resultados obtenidos con miRanda.

Según el análisis de ACP realizado para los resultados de las interacciones miR-
NA/CDS, la subfigura A de la Figura 3.24 indica que los vectores asociados a cada variable
muestran un comportamiento similar a lo que se observa para las interacciones registradas
con las secuencias UTR. Existe un agrupamiento de los componentes asociados al conte-
nido CG que son participes del h́ıbrido, como lo son el contenido GC del miRNA y del
mRNA blanco que participa en el enlace, el número de nucleótidos CG que participan
en el enlace; por otra parte, las variables asociadas a la longitud si bien representan otro
cluster de variables, se encuentran más asociadas a aquellas que indican el contenido CG
de h́ıbrido.

Por otra parte, perpendicular a los vectores, asociadas al contenido CG se encuentran
las variables que representan el contenido AU, tales como el número de nucleótidos AU
del miRNA o del mRNA blanco que participan en el h́ıbrido.

cline3-5 Sistema de clasificación
> IC < IC Total

Experimentales 29 (VP) 2515 (FP) 2544
Aleatorizados 24 (FN) 2520 (VN) 2544

Tabla 3.17. Resultados obtenidos para las interacciones miRNA/CDS obtenidas bajo la estrate-
gia E1 de acuerdo al sistema de clasificación basado en los intervalos de confianza
establecidos. para los grupos evaluados a partir de los ACP.

Según el intervalo de confianza construido para las interacciones Random para cada
estrategia de interacción, se obtuvieron 29 interacciones para la estrategia E1 (ver Tabla
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Figura 3.22. (A) Diagramas de correlación de Enerǵıa vs %CG inteactuante para las interacciones
miRNA/CDS obtenidos con RNAhybrid. Entre mayor es la enerǵıa de interacción,
mayor es el porcentaje de nucleótidos CG que hacen parte del h́ıbrido formado. Este
comportamiento es similar para las predicciones E1 (panel izquierdo) y E2 (panel
derecho) (B) Número de nucleótidos del miRNAs que hacen parte de la interacción
miRNA/CDS. Para las predicciones E1 (izquierda) y E2 (panel derecho).
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Figura 3.23. (A) ACP de las variables caracterizadas en la formación de la dupleta de interac-
ción miRNA/UTR de acuerdo a miRanda(B) ACP discriminado por secuencias wt
(amarillo) vs Random (azul) para las predicciones realizadas con las estrategias E1
(izquierda) y E2 (panel derecho).

3.19), mientras que para la E2 se reportaron 47 interacciones (Tabla 3.20). Finalmente,
las tablas 3.17 y 3.18 contienen los resultados obtenidos clasificados como VP, FP, VN y
FN de acuerdo al sistema de clasificación evaluado.

Sistema de clasificación
> IC < IC Total

Experimentales 47 (VP) 6600 (FP) 6647
Aleatorizados 44 (FN) 6603 (VN) 6647

Tabla 3.18. Resultados obtenidos para las interacciones miRNA/CDS obtenidas bajo la estrate-
gia E2 de acuerdo al sistema de clasificación basado en los intervalos de confianza
establecidos. para los grupos evaluados a partir de los ACP.

Gen miRNA Enerǵıa Score Exon

ACE hsa-miR-328-5p -36.4 0.000182 3
AFF1 hsa-miR-328-5p -38.3 0.007442 3
AFF1 hsa-miR-328-5p -45.1 0.000454 11
AFF1 hsa-miR-328-5p -38.3 0.007442 4
AFF1 hsa-miR-328-5p -45.1 0.000454 12
APBB2 hsa-miR-9-5p -23.2 0.020848 8
BIN1 hsa-miR-9-5p -23.7 0.047074 17
BIN1 hsa-miR-9-5p -23.7 0.047074 14
BIN1 hsa-miR-9-5p -23.7 0.047074 12
CACNA1G hsa-miR-328-5p -47.5 0.000117 8
CYP46A1 hsa-miR-328-5p -38.2 0.000292 15
DPYSL2 hsa-miR-328-5p -32.6 0.005644 12
DPYSL2 hsa-miR-328-5p -32.6 0.005644 12
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FERMT2 hsa-miR-328-5p -28.6 0.021878 13
FERMT2 hsa-miR-328-5p -28.6 0.021878 13
FERMT2 hsa-miR-328-5p -28.6 0.021878 13
FMN2 hsa-miR-328-5p -42.1 0.003972 1
FMN2 hsa-miR-328-5p -45.4 0.001457 5
FMN2 hsa-miR-328-5p -44.7 0.001914 5
FMN2 hsa-miR-328-5p -44.7 0.001914 5
FMN2 hsa-miR-328-5p -44.7 0.001914 5
FMN2 hsa-miR-328-5p -44.7 0.001914 5
GAPDHS hsa-miR-328-5p -32.4 0.001435 5
GPC6 hsa-miR-197-5p -29.1 0.017889 4
IGF2R hsa-miR-328-5p -33.5 0.002857 37
MS4A4A hsa-miR-328-5p -27.4 0.027983 6
OSBPL1A hsa-miR-29a-5p -22.0 0.033249 8
PDE7B hsa-miR-29a-5p -22.7 0.036180 12
ST18 hsa-miR-9-5p -25.7 0.038825 9

Tabla 3.19. Interacciones miRNA/CDS predichas con RNAhybrid bajo la estratégia de predicción
E1 que superan los umbrales de confianza establecidos para los APC de interacciones
tipo Random

Gen miRNA Enerǵıa Score Exon

ACE hsa-miR-328-5p -36.4 0.000182 3
AFF1 hsa-miR-22-3p -18.5 0.030110 1
AFF1 hsa-miR-328-5p -38.3 0.007442 3
AFF1 hsa-miR-328-5p -45.1 0.000454 11
AFF1 hsa-miR-328-5p -38.4 0.000578 13
AFF1 hsa-miR-328-5p -38.3 0.007442 4
AFF1 hsa-miR-328-5p -45.1 0.000454 12
AFF1 hsa-miR-328-5p -38.4 0.000578 14
ANO4 hsa-miR-29b-1-5p -24.7 0.009271 10
ATP5A1 hsa-miR-9-5p -26.9 0.012338 12
BAX hsa-miR-328-5p -38.5 0.000812 5
BIN1 hsa-miR-9-5p -23.7 0.047074 17
BIN1 hsa-miR-29a-3p -25.3 0.016440 13
BIN1 hsa-miR-9-5p -23.7 0.047074 14
BIN1 hsa-miR-29a-3p -25.3 0.016440 12
BIN1 hsa-miR-9-5p -23.7 0.047074 12
CACNA1G hsa-miR-328-5p -47.5 0.000117 8
CACNA1G hsa-miR-328-5p -38.2 0.006092 8
CACNA1G hsa-miR-29b-1-5p -28.8 0.006445 25
CACNA1G hsa-miR-328-5p -37.7 0.001827 31
CACNA1G hsa-miR-328-5p -34.9 0.001575 33
CHRNA7 hsa-miR-328-5p -43.7 0.000257 10
CYP46A1 hsa-miR-29b-1-5p -25.5 0.010107 10
DPYSL2 hsa-miR-328-5p -32.6 0.005644 12
DPYSL2 hsa-miR-328-5p -32.6 0.005644 12
FERMT2 hsa-miR-328-5p -28.6 0.021878 13
FERMT2 hsa-miR-29b-1-5p -27.6 0.010190 4
FERMT2 hsa-miR-328-5p -28.6 0.021878 13
FERMT2 hsa-miR-29b-1-5p -27.6 0.010190 4
FERMT2 hsa-miR-328-5p -28.6 0.021878 13
FERMT2 hsa-miR-29b-1-5p -27.6 0.010190 3
FMN2 hsa-miR-328-5p -42.6 0.003234 1
FMN2 hsa-miR-328-5p -42.1 0.003972 1
FMN2 hsa-miR-328-5p -40.2 0.008413 1
FMN2 hsa-miR-328-5p -44.7 0.001914 5
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FMN2 hsa-miR-328-5p -44.7 0.001914 5
FMN2 hsa-miR-328-5p -44.7 0.001914 5
FMN2 hsa-miR-328-5p -44.7 0.001914 5
FRMD4A hsa-miR-29b-1-5p -23.7 0.025479 10
GAPDHS hsa-miR-328-5p -32.4 0.001435 5
HECW1 hsa-miR-328-5p -38.2 0.014349 11
HECW1 hsa-miR-328-5p -38.2 0.014349 10
IGF2R hsa-miR-328-5p -38.2 0.000219 1
MTHFD1L hsa-miR-210-5p -24.2 0.048673 17
NCKAP5 hsa-miR-328-5p -39.3 0.037503 14
NCKAP5 hsa-miR-328-5p -37.5 0.000505 13
OSBPL1A hsa-miR-29a-5p -22.0 0.033249 8

Tabla 3.20. Interacciones miRNA/CDS predichas con RNAhybrid bajo la estratégia de predicción
E2 que superan los umbrales de confianza establecidos para los APC de interacciones
tipo Random

3.4. Comparación entre las estrategias de predicción y los
algoritmos miRanda y RNAhybrid

Considerando que los algoritmos de predicción miRanda y RNAhybrid presentan resul-
tados diferentes en cuando al número de potenciales pares miRNA/mRNA, es de esperar
que solamente aquellas interacciones miRNA/UTR y miRNA/CDS que sean igualmente
predichas por ambos algoritmos, sean las interacciones de mayor confiabilidad para su
ulterior validación experimental. Esta aseveración parte de la idea que si un mismo par
miRNA/target es igualmente significativo para dos algoritmos de predicción, tiene mayor
confiabilidad ya que incluye los principios o caracteŕısticas propias de cada algoritmo.

3.4.1. Resultados para las regiones miRNA/UTR

Para la obtención de los pares miRNA/UTR comunes entre los resultados obtenidos
por cada algoritmo en las diferentes estrategias de evaluación de interacción (E1 y E2),
se tomaron exclusivamente los pares miRNA/UTR que fueron igualmente predichos por
las estrategias y algoritmos de interacción empleados. Para la búsqueda de interacciones
comunes se tuvo en cuenta el ID del transcrito de gen (es decir, su isoforma), el miRNA
regulador predicho y por último la región UTR del gen (5’ UTR o 3’UTR). La Figura 3.25
muestra el esquema de las interacciones confiables que comparten los algoritmos bajo las
dos estrategias de predicción empleadas.

Estrategia E1

Para la estrategia E1 de interacción, se encontró que el h́ıbrido hsa-miR-328-5pPARVB
es igualmente predicho por miRanda y RNAhybrid. Esta interacción se presenta en la
3’UTR de la isoforma ENST00000338758 de este gen.
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Figura 3.24. (A) Vectores correspondientes a las variables evaluadas para las interacciones miR-
NA/CDS realizadas con RNAhybrid. (B) ACP donde se observan las elipses de
confianza establecidas para los grupos wt (amarillo) y Random (azul)
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Estrategia E2

Como resultado de la estrategia E2, se obtuvieron como confiables 2 dupletas de in-
teracción. La dupleta hsa-miR-328-5p/PARVB que fué anteriormente encontrada con la
metodoloǵıa de predicción E1, y la conformada por hsa-miR-328-5p/IGF1, esta última se
encuentra localizada en la región 5’UTR del gen, en la isoforma ENST00000337514.

(a) Estrategia E1

(b) Estrategia E2

Figura 3.25. (A) Interacción hsa-miR-328-5pPARVB obtenida por los algoritmos miRanda (iz-
quierda) y RNAhybrid (derecha) (B) Inteacción hsa-miR-328-5p/IGF1

El nivel de conservación del sitio de unión del miRNA es uno de los parámetros ma-
yormente usados por diversos algoritmos, entre ellos miRanda. Si bien RNAhybrid incluye
entre sus parámentros de evaluación la región seed, estas interacciones recuperadas bajo
los dos algoritmos y las 2 estrategias de predicción están reflejando las interacciones más
conservadas dado el papel de la región seed en la formación del h́ıbrido miRNA/mRNA.
Por otra parte, con RNAhybrid se obtuvieron una mayor cantidad de interacciones que
superaron el umbral del intervalos de confianza establecido a partir de las secuencias
Random. La Tabla 3.21 muestra las interacciones que superaron los umbrales de las inter-
acciones Random que fueron igualmente predichas por las estrategias E1 y E2. Entre estas
interacciones, sobresalen los genes ADAM10 y BACE1, los cuales han sido ampliamente
relacionado con la EA. Una posterior validación experimental aportaŕıa mayor información
funcional acerca de este grupo de interacciones predicho.

Gen miRNA p value mfe UTR PI LT

ADAM10 hsa-miR-328-5p 0.011200 -45.8 5 3080 8739
BACE1 hsa-miR-328-5p 0.033993 -40.1 5 2642 4358
CSMD1 hsa-miR-298 0.036485 -37.4 5 2042 3231
CSMD1 hsa-miR-298 0.036470 -37.4 5 2041 3230
IGF1 hsa-miR-328-5p 0.046133 -40.7 5 2693 6632
INSR hsa-miR-328-5p 0.003778 -46.6 5 4201 4800
NCS1 hsa-miR-328-5p 0.010240 -43.4 3 2772 4314
PARVB hsa-miR-34a-3p 0.038016 -35.5 3 3785 4270
SLC24A4 hsa-miR-328-5p 0.028225 -42.7 3 4584 7854
TF hsa-miR-15a-5p 0.001021 -28.6 3 3 87
TF hsa-miR-15a-5p 0.000304 -28.6 5 3 55

Tabla 3.21. Listado de interacciones miRNA/UTR que son consistentes entre las estrategias de
interacción E1 y E2 para el algoritmo RNAhybrid. Las variables PI y LT indican la
posición de la interacción y la longitud de la secuencia target, respectivamente
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3.4.1.1. Evaluación del desempeño para las interacciones de secuencias UTR

A partir de los valores de Verdaderos positivos (VP), Falsos positivos (FP), verdaderos
negativos (VN) y Falsos negativos (FN), se realizó una evaluación del desempeño de las
predicciones realizadas de acuerdo a lo descrito en la sección 2.5.4. En la Tabla 3.22 se
muestran los resultados de desempeño obtenidos para cada una de las estrategias emplea-
das. De acuerdo con los resultados obtenidos en la tabla 3.22, los valores de sensibilidad

Algoritmo Estrategia Sensibilidad Especificidad VPP NPN

miRanda E1 0.18 0.49 0.007 0.97
miRanda E2 0.21 0.49 0.007 0.97

RNAhybrid E1 0.70 0.50 0.016 0.99
RNAhybrid E2 0.73 0.49 0.018 0.99

Tabla 3.22. Análisis comparativo de los niveles de sensibilidad de cada una de las estrategias y
algoritmos de predicción utilizados, basado en las interacciones miRNA/UTR.

indican que las estrategias de predicción E2 tienen ligeramente una mayor capacidad de
predicción de interacciones que son verdaderas. Por otra parte, es importante mencionar
que los resultados obtenidos para el VPP indica que la eficacia de las metodoloǵıas y
algoritmos evaluados para predecir interacciones con comportamientos no similares a los
azarosos es significativamente baja, lo cual muestra que una estrategia sistematica para
filtar VP del grupo Random se requeire para seleccionar las predicción de interacciones
miRNA/UTR que sean posiblemente de mayor interés.

3.4.2. Resultados para las regiones CDS

La obtención de los pares confiables para las predicciones realizadas con las secuencias
CDS se realizó de igual manera como para las secuencias UTR. En este caso se reem-
plazó la comparación de la región UTR por el exón al cual pertenece esta secuencia CDS.
Los esquemas de las interacciones miRNA/CDS predichas por miRanda y RNAhybrid se
muestran en la Figura 3.26.

Estrategia E1

De acuerdo con esta metodoloǵıa de predicción de interacciones miRNA/CDS, se en-
contraron 2 pares: el hsa-miR-328-5p/FMN2, espećıficamente ubicado en el exón 5 de la
isoforma ENST00000319653 y el h́ıbrido hsa-miR-9-5p/ST18, cuya interacción se presenta
en el exón 9 de la isoforma ENST00000276480.

Estrategia E2

Para la estrategia E2 de predicción, se determinó que el h́ıbrido hsa-miR-328-5p/BAX
es el que muestra consistencia entre los algoritmos de predicción evaluados. Esta interac-
ción se presenta en el exón 5 de la isoforma ENST00000293288 del gen.



CAPÍTULO 3. CARACTERIZACIÓN DE INTERACCIONES MIRNA/MRNA 73

De igual manera a lo descrito para las secuencias UTR, RNAhybrid predice una mayor
cantidad de pares miRNA/CDS que superan los filtros establecidos. La Tabla 3.23 describe
estos resultados que ser objeto adicional de validación experimental.

Gen miRNA p value mfe Exon PI LT

ACE hsa-miR-328-5p 0.000182 -36.4 3 7 93
AFF1 hsa-miR-328-5p 0.007442 -38.3 3 656 899
AFF1 hsa-miR-328-5p 0.000454 -45.1 11 198 932
AFF1 hsa-miR-328-5p 0.007442 -38.3 4 656 899
AFF1 hsa-miR-328-5p 0.000454 -45.1 12 198 932
BIN1 hsa-miR-9-5p 0.047074 -23.7 17 39 110
BIN1 hsa-miR-9-5p 0.047074 -23.7 14 39 110
BIN1 hsa-miR-9-5p 0.047074 -23.7 12 39 110
CACNA1G hsa-miR-328-5p 0.000117 -47.5 8 468 783
DPYSL2 hsa-miR-328-5p 0.005644 -32.6 12 91 179
DPYSL2 hsa-miR-328-5p 0.005644 -32.6 12 91 179
FERMT2 hsa-miR-328-5p 0.021878 -28.6 13 49 124
FERMT2 hsa-miR-328-5p 0.021878 -28.6 13 49 124
FERMT2 hsa-miR-328-5p 0.021878 -28.6 13 49 124
FMN2 hsa-miR-328-5p 0.003972 -42.1 1 859 1614
FMN2 hsa-miR-328-5p 0.001914 -44.7 5 1286 1933
FMN2 hsa-miR-328-5p 0.001914 -44.7 5 1286 1933
FMN2 hsa-miR-328-5p 0.001914 -44.7 5 858 1933
FMN2 hsa-miR-328-5p 0.001914 -44.7 5 858 1933
GAPDHS hsa-miR-328-5p 0.001435 -32.4 5 19 90
OSBPL1A hsa-miR-29a-5p 0.033249 -22.0 8 19 61

Tabla 3.23. Listado de interacciones miRNA/CDS que son consistentes entre las estrategias de
interacción E1 y E2 para el algoritmo RNAhybrid. La variable PI indica la posición
de inicio de la interacción, mientras que LT indica la longitud de la secuencia blanco

3.4.2.1. Evaluación del desempeño para las interacciones de secuencias CDS

Como se ilustró previamente para los resultados obtenidos con las interacciones miR-
NA/UTR, se realizó una evaluación del desempeño de las predicciones realizadas de acuer-
do a lo descrito en la sección 2.5.4. En la Tabla 3.24 se muestran los resultados de desem-
peño obtenidos para cada una de las estrategias empleadas.

Algoritmo Estrategia Sensibilidad Especificidad VPP NPN

miRanda E1 0.6 0.51 0.19 0.87
miRanda E2 0.55 0.50 0.16 0.86

RNAhybrid E1 0.55 0.50 0.011 0.99
RNAhybrid E2 0.51 0.50 0.007 0.99

Tabla 3.24. Análisis comparativo de los niveles de sensibilidad de cada una de las estrategias y
algoritmos de predicción utilizados, basado en las interacciones miRNA/CDS.
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(a) hsa-miR-328-5p/FMN2

(b) hsa-miR-9-5p/ST18

(c) hsa-miR-328-5p/BAX

Figura 3.26. Esquema de interacciones confiables localizadas en las regiones CDS predichas con
miRanda (izquierda) y RNAhybrid (derecha). (A) hsa-miR-328-5p/FMN2. (B) hsa-
miR-9-5p/ST18 y (C) hsa-miR-328-5p/BAX

De forma similar a los resultados previamente descritos para las secuencias UTR, las
predicciones realizadas con las interacciones miRNA/CDS indican que la eficacia de las
metodoloǵıas y algoritmos empleados para predecir interacciones no azarosas es baja (ver
Tabla 3.24), sin embargo, para las secuencias CDS, las estratégias de predicción E1 mos-
traron una sensibilidad ligeramente mejor, lo que posiblemente indica que las interacciones
en las regiones CDS requieren de un apareamiento mas conservado en la región seed del
miRNA.

3.5. Caracterización de siRNAs de acuerdo a los genes repor-
tados para la EA

3.5.1. Secuencias tipo siRNA que cumplen con los criterios de diseño

De acuerdo con la reglas para el diseño de siRNAs descritas en la sección Materiales
y Métodos (ver tabla 2.2). A partir de los genes descritos en la tabla 1 del anexo, se
obtuvieron un total de 63020 secuencias tipo siRNAs que cumplen con las reglas de diseño
anteriormente citadas, de estas secuencias, solamente 413 siRNAs forman una dupleta de
interacción tipo siRNA con su secuencia blanco de regulación, de acuerdo a los descrito
por [75], este tipo de interacciones son las de interés en el presente estudio. Cabe anotar
que el mecanismo de interacción siRNA/mRNA de estas potenciales secuencias solamente
fueron modeladas afirmativamente por el algoritmo RNAhybrid, ya que el parámetro -f
permite forzar el apareamiento de bases entre las posiciones deseadas de la cadena del
smallRNA de interés, sin algún tipo de restricción, en cambio el parámetro -strict de
miRanda solamente permite forzar interacción con la región seed del smallRNA.
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3.5.2. Evaluación de efectos off-target de los siRNAs candidatos

Las 413 secuencias tipo siRNAs candidatas fueron sometidas a una posterior evaluación
de sus potenciales efectos off-target, de acuerdo a la estratégia de interacción E1 descrita
previamente para miRNAs (fig 2.2). La selección de esta metodoloǵıa se realizó con el
propósito de recuperar con mayor rigor las potenciales interacciones tipo miRNAs que
puedan generar estas secuencias, basados exclusivamente en la importancia previamente
descrita de la región seed para la formación de la dupleta miRNA/mRNA; la evaluación
de potenciales blancos no deseados bajo la estratégia de predicción E2 no se realizó dado
el tiempo computacional requerido para evaluar estos siRNAs.
Las interacciones recuperadas por cada algoritmo posteriormente se filtraron los criterios
de enerǵıa (<= -20 kcal/mol ) para los dos algoritmos, y un p-value <0.05 en el caso de
RNAhybrid. Por último, solamente se tuvieron en cuenta las predicciones siRNA/UTR y
siRNA/CDS compartidas por ambos algoritmos de predicción, esto con el f́ın de obtener
las interacciones más congruentes entre los dos algoritmos de predicción.

3.5.3. Filtro de siRNAs con interacciones off-target en regiones UTR y
CDS

De acuerdo con los resultados obtenidos por los algoritmos miRanda y RNAhybrid, en
conjunto se obtuvieron 482.051 interacciones compartidas entre estos algoritmos para las
regiones UTR de los transcritos, mientras que para los CDS se obtuvieron 133.233 inter-
acciones. De acuero a la metodoloǵıa descrita en la fig 2.6, solamente las secuencias que
no tienen interacciones con las regiones UTR son candidatas para su ulterior validación
experimental. De las 413 secuencias tipo siRNAs candidatas, 8 secuencias no presentaron
interacciones con las regiones UTR evaluadas. Una posterior evaluación de las regiones
CDS encontró que estos mismos 8 siRNAs no presentaron interacciones con regiones CDS
no deseadas, bajos los criterios de selección anteriormente mencionados, lo cual las convier-
te estos siRNAs con buenva evaluación los mejores candidatos para su posterior validación
experimental con sus genes blanco. En la tabla 3.25 se ilustran los siRNAs que mejores
resultados obtuvieron.

Entre los genes descritos en la Tabla 3.25, se encontraron genes como el CTNNA2,
involucrado en procesos de regulación y crecimiento celular. El gen GPC6 es una protéına
de la familia de los proteoglicanos, involucrada en la v́ıa de apoptosis y procesos de cre-
cimiento celular. El desarrollo de siRNAs espećıficos para estos genes puede ser requerido
para el estudios funcionales de muerte celular mediada por apoptosis [133].
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Secuencia origen del siRNA Gen blanco

Gen ID Secuencia ID gen Pos interacción mfe pvalue
CTNNA2 ENST00000496558 ATTATACTGACCATGCCTCCT ENST00000402739(997137) 747 -36.6 0.025047

ENST00000466387(1463548) 2066 -36.6 0.025047
ENST00000496558(1135780) 4295 -36.6 0.025047

CTNNA2 ENST00000496558 ACAGTATTTGCCTGGAAGGCA ENST00000466387(1463548) 637 -36.7 0.025346
CTNNA2 ENST00000496558 ATCTATTGTTTCGGGCATCTA ENST00000466387(1463548) 3642 -34.6 0.045824
CTNNA2 ENST00000541047 ATATACTACAGAGGAGAGGAA ENST00000466387(1463548) 966 -37.0 0.018800

ENST00000496558(1135780) 3194 -37.0 0.018800
GPC6 ENST00000377047 AACTATGGGAATGGGCTACCT ENST00000377047(1180559) 1799 -39.7 0.008231
HECW1 ENST00000453890 AATTAGGAACCACCGGGTGGT ENST00000453890(449407) 3976 -36.9 0.031630
NCKAP5 ENST00000409261 ATTTGTGACAGCACAGTTGGA ENST00000409261(896661) 4655 -39.2 0.007459
NKAIN2 ENST00000368417 ATTAATTTGCCTCCACTTCTA ENST00000368417(1021516) 4715 -34.1 0.04509

Tabla 3.25. Listado de secuencias tipo siRNAs que superaron los filtros de diseño y de efectos off-target cuyo origen son los genes previamente relacionados
con la EA.
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3.6. Discusión de resultados

Presentamos una estratégia computacional para la búsqueda y caracterización de in-
teracciones miRNA/mRNA de mayor confianza de acuerdo a dos de los algoritmos de
predicción más utilizados en la literatura, miRanda y RNAhybrid. Ya que estos algoritmos
permiten su uso a gran escala, la búsqueda de dupletas RNA/RNA de forma automatizada
permite una evaluación masiva de diferentes caracteŕısticas consideradas de importancia
para que se establezca la dupleta de interacción miRNA/mRNA, en este caso, una evalua-
ción del impácto de la región seed del miRNA. De acuerdo con los resultados obtenidos,
se evidenció que los valores de enerǵıa, si bien pueden centrar la atención en los posibles
h́ıbridos interactuantes con enerǵıas de hibridación más estables, esta variable como ele-
mento de discriminación entre interacciones verdaderas e interacciones azarosas no permite
discriminar con eficacia ente estos dos tipos de interacciones. Adicionalmente, el score de
interacción proporcionado por miRanda no parecen ser congruentes en adición a los valores
de enerǵıa. En el caso de las predicciones realizadas con RNAhybrid, los valores de enerǵıa
no discriminan con eficacia las interacciones verdaderas de las aleatorias, Una vez realizado
los filtros de enerǵıa y por el valor de significancia (p value), tampoco el uso en conjunto de
estas variables permitió diferenciar de forma acertada las interacciones verdaderas frente
a su grupo control. Si bien la parametrización de las diferentes caracteŕısticas que pueden
ser relevantes en la formación del h́ıbrido miRNA/mRNA tuvo un costo computacional
considerable, la obtención de estas permitió evidenciar la escasa información que se tiene
en la actualidad sobre las reglas de interacción mediadas por miRNAs.

Para la predicción de potenciales interacciones miRNA/mRNA, una multiplicidad de
algoritmos han sido diseñados con el propósito de establecer de manera precisa las ver-
daderas interacciones RNA-RNA para aśı tratar de reducir el número de falsos positivos.
Entre estos programas se encuentran TargetScan, DIANA Tools, mirSVR, PicTar, RNA22
y PITA . Sin embargo, la efectividad de las predicciones realizadas permanece como tema
de investigación activo, dado el limitado conocimiento que se conoce de las reglas que
gobiernan las interacciones verdadera y las falsas [95] [129] [130] [164] y que en general
sugieren, como se abordo en esta tesis, que un sistematizado análisis de las interacciones
RNA-RNA es requerido para proponer posibles candidatos como VP.

El criterio de selección de los algoritmos miRanda y RNAhybrid para el presente estudio
estuvo fundamentado principalmente, en que estos algoritmos son ampliamente usados en
la literatura y además permitian su implementación de cáculo masivo por un lado, esto
es importante ya que se generaron miles de interacciones de control (interacciones con
sus secuencias aleatorizadas) que sirvieron para los posteriores análisis de desempeño;
además que la obtención de un esquema de sus interacciones facilitaba el uso de técnicas
en programación para evaluar las variables estructurales que componen el h́ıbrido formado.
Previamente, diversos estudios han reportado valores de sensibilidad de miRanda de 20 %
- 66 % [164][176], y en el caso de RNAhybrid valores cercanos al 56 % [176]. Los resultados
de sensibilidad obtenidos para las secuencias UTR en este trabajo encontraron valores
del 18 %-20 % para miRanda (estrategias E1 y E2, respectivamente) y para RNAhybrid
estos valores oscilaron del 70 %-73 % (para las estrategias de predicción E1 y E2). Si bien
estos valores de sensibilidad cambian dramáticamente de acuerdo al estudio, se observa
que RNAhybrid tiene un mejor desempeño en la predicción de interacciones RNA-RNA
validas de acuerdo al sistema de clasificación de veraderos positivos establecido.
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En el caso de las interacciones realizadas con las secuencias CDS, se encontraron ran-
gos sensibilidad del 55 %-60 % para miRanda y del 51 %-55 % para RNAhybrid. Estos
resultados nos indican que miRanda mejoró su capacidad de predicción en comparación
de RNAhybrid, el cual disminuyó su desempeño; hay que recordar que estos algoritmos
fueron entrenados con secuencias 3’UTR; el mejor rendimiento de miRanda nos puede
indicar la posibilidad que en regiones CDS la región seed del miRNA puede ser de mayor
importancia para el proceso de selección del mRNA blanco por parte del miRNA.

Una vez realizado los análisis de componentes principales para cada grupo de evaluación
de interacciones (E1 y E2), asi como para cada algoritmo, se evidenció que ciertos h́ıbri-
dos no compart́ıan la misma variabilidad que las secuencias aleatorizadas, este fenómeno
motivó el uso de intervalos de confianza para análisis de ACP, donde las interacciones de
interés las proporciona la elipse de confianza establecida para las interacciones aleatorias.
Las estrategias de predicción E1 y E2 mostraron valores de sensibilidad cercanos entre
ellos para cada algoritmo evaluado, sin embargo es dif́ıcil establecer cual estrategia es la
más óptima para la búsqueda de blancos, dado el poco número de interacciones que fueron
igualmente predichas por ambas estrategias. Finalmente, el uso de intervalos de confianza
basados en análisis de componentes principales permitió discriminar pares miRNA/mRNA
que pueden considerarse diferentes a interacciones que tendŕıan secuencias aleatorias de
RNA-RNA, ante esto estas interacciones se postulan como candidatas para una posterior
validaciónexperimental.

En cuanto al proceso de diseño y evaluación de secuencias tipo siRNA, la metodoloǵıa
previamente descrita mostró ser una herramienta eficaz para el diseño de siRNAs y la
posterior evaluación de efectos off-target que estas cadenas de RNA presentan, ante un
potencial uso experimental de estas secuencias. Dado que las reglas de diseño empleadas
incluyen las caracteŕısticas más recientes para la creación de siRNAs, el filtro de potenciales
subsecuencias de 21 nt permitió disminuir notablemente el gran universo de secuencias
siRNA candidatas, al pasar de 63020 a 413 secuencias óptimas. Por otra parte, si bien
los efectos off-target son un evento no deseados en el proceso de silenciamiento génico de
amplio reconocimiento por parte de la comunidad cient́ıfica, su evaluación exhaustiva pocas
veces se considera dado el enorme costo computacional que requiere su implementación
y evaluación, sin embargo, en el presente trabajo se mostró la viabilidad de este tipo de
estudios para el desarrollo de secuencias tipo siRNAs para su uso en el campo experimental.
El uso de la metodologá descrita para el diseño y evaluación de siRNAs a partir de un
conjunto de 165 genes previamente relacionados con la EA permitió la obtención de 8
siRNAs reguladores de 5 genes: CTNNA2, GPC6, HECW1, NCKAP5 y NKAIN2, los
cuales no presentaŕıan interacciones no deseadas con regiones UTR ó CDS, otras secuencias
de interés que presentan pocas interacciones off-target, ya sean con secuencias UTR o con
CDS igualmente fueron caracterizadas.

Recientemente, diversas herramientas han sido desarrolladas con el f́ın de caracterizar
interacciones RNA-RNA a grán escala, entre estas herramientas, recientemente se han
desarrollado algúnas como RIsearch2, las cuales pueden integrar datos de transcriptómica
para evaluar efectos off-target no deseados en el diseño de siRNA. En trabajos futuros se
plantea la necesidad de integrar datos de transcriptómica espećıficos del modelo a usar,
además de la metodoloǵıa empleada para la creación de siRNAs de acuerdo con las reglas
de interacción recientemente descritas para mejorar la capacidad de diseño de siRNAs [5]



CAPÍTULO 4

Análisis de potenciales cambios en regiones de

interacción del mRNA con SNP de genes

asociados con la EA y SNP de miRNAs

4.1. Identificación de SNPs en genes codificantes relacionados
con la EA.

Para la evaluación del efecto que tiene la presencia de un SNPs en el gen blanco de
regulación por los miRNAs previamente identificados en el caṕıtulo anterior (ver tabla 1),
se realizó una búsqueda intensiva de los SNPs que han sido caracterizados para cada gen
de interés, aśı como la relación de este SNPs en la EA siguiendo la metodoloǵıa descrita en
la Fig 2.3. Del total de genes de interés en este estudio, se recuperaron 134 SNPs. Como se
describe en la sección Materiales y Métodos, de acuerdo con las coordenadas de los SNPs
reportados, aśı como de las isoformas de las secuencias UTR y CDS previamente filtradas,
se generaron diferentes secuencias con los SNPs previamente recuperados tanto para las
regiones UTR (indicados en la tabla 4.1), como para las secuencias CDS (ver tabla 4.2).

Gen Chr SNP ID transcrito Coordenadas UTR Alelos

TF 3 rs1049296 ENST00000461695 133775446-
133775617

3 C/T

GRN 17 rs5848 ENST00000053867 44352799-
44353102

3 C/T

Tabla 4.1. Listado de SNPs recuperados para los genes relacionados con la EA y que se encuentran
en las isoformas de los transcritos

Gen Chr SNP ID transcrito Coordenadas Exon Alelos

APOE 19 rs7412 ENST00000446996 44908533-
44908944

4 C/T

79
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APOE 19 rs7412 ENST00000434152 44908533-
44909025

4 C/T

APOE 19 rs7412 ENST00000252486 44908533-
44909247

4 C/T

COMT 22 rs4680 ENST00000207636 19963566-
19963759

4 G/A

COMT 22 rs4680 ENST00000361682 19963566-
19963759

4 G/A

COMT 22 rs4680 ENST00000403710 19963566-
19963759

4 G/A

COMT 22 rs4680 ENST00000412786 19963566-
19963759

4 G/A

COMT 22 rs4680 ENST00000449653 19963566-
19963759

2 G/A

COMT 22 rs4680 ENST00000428707 19963699-
19963759

1 G/A

MEGF10 5 rs3812054 ENST00000503335 127396532-
127396778

6 G/A

MEGF10 5 rs17164935 ENST00000503335 127455401-
127455607

24 G/A

PLAU 10 rs2227564 ENST00000372764 73913290-
73913381

6 T/C

PLD3 19 rs145999145 ENST00000356508 40371673-
40371873

9 G/A

PLD3 19 rs145999145 ENST00000409281 40371673-
40371873

9 G/A

PLD3 19 rs145999145 ENST00000409419 40371673-
40371873

8 G/A

PLD3 19 rs145999145 ENST00000409587 40371673-
40371873

9 G/A

PLD3 19 rs145999145 ENST00000409735 40371673-
40371873

9 G/A

PPARA 22 rs1800206 ENST00000407236 46218263-
46218401

5 C/G

SQSTM1 5 rs55793208 ENST00000360718 179833032-
179833246

5 G/C

SQSTM1 5 rs55793208 ENST00000389805 179833032-
179833246

6 G/C

TF 3 rs1049296 ENST00000402696 133775433-
133775617

15 C/T

Tabla 4.2. Listado de SNPs recuperados para los genes relacionados con la EA y que se encuentran
en las isoformas de los transcritos
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4.2. Generación de SNPs para los miRNAs asociados con la
EA

Para la generación de SNPs ubicados en la secuencia mature del miRNA, se siguió la
metodoloǵıa descrita en la Fig 2.4. Los scripts desarrollados en Perl : Mutación total.pl,
Mutación seed.pl, Mutación region2.pl y Mutación seed region2.pl permitieron generar
miles de secuencias con mutaciones puntuales (SNP) en los miRNAs previamente seleccio-
nados (ver Tablas 2, 3 y 4). Dado que han sido pocos los SNPs con evidencia experimental
reportados en miRNAs, solamente se evaluaron aquellos SNPs en los miRNAs que se
encuentren previamente validados y reportados en la literatura especializada.

4.2.1. SNPs en miRNAs previamente identificados

La obtención de SNPs ubicados en la secuencia mature de los miRNAs se realizó gracias
a la base de datos PolymiRTS Database 3.0, de la cual se recuperaron 11 SNPs localizados
en 10 miRNAs previamente relacionados con la EA, estos SNPs en miRNAs se indican en
la tabla 4.3.

miRNA Chr Strand seed ID Pos Alelos

hsa-miR-
125a-5p

chr19 + CCCUGA[G/T] rs12975333 52196528 G/T

hsa-miR-
488-5p

chr1 - CCA[G/A]AUA rs199722070 176998564 G/A

hsa-miR-
488-5p

chr1 - CC[A/G]GAUA rs186200318 176998565 A/G

hsa-miR-
146a-3p

chr5 + CU[C/G]UGAA rs2910164 159912418 C/G

hsa-miR-
15b-3p

chr3 + [G/A]AAUCAU rs192595529 160122434 G/A

hsa-miR-
128-1-5p

chr2 + GGGGCC[G/A] rs117812383 136422988 G/A

hsa-miR-
590-5p

chr7 + AG[C/T]UUAU rs189727189 73605546 C/T

hsa-miR-
145-3p

chr5 + GAUU[C/T]CU rs190323149 148810267 C/T

hsa-miR-
124-3p

chr20 + AA[G/T]GCAC rs34059726 61809907 G/T

hsa-miR-
501-3p

chrX + [A/G]UGCACC rs149912461 49774381 A/G

hsa-miR-
221-5p

chrX - CCU[G/T]GCA rs113054794 45605666 G/T

Tabla 4.3. Listado de SNP localizados en la region seed de acuerdo al repositorio PolymiRTS
Database 3.0, estos SNPs coinciden con los generados computacionalmente de acuerdo
a la metodoloǵıa descrita previamente.



CAPÍTULO 4. EVALUACIÓN DEL EFECTO DE SNP EN LAS INTERACCIONES MIRNA/MRNA 82

Los trabajos realizados para la EA con SNPs localizados en miRNAs, espećıficamente
en su secuencia mature son escasos, diversos trabajos han aportado evidencia sobre el
efecto que tiene la presencia de SNP localizados en las secuencias precursoras de miRNAs,
indicando que estas variantes pueden afectar el procesamiento del miRNAs, incidiendo en
el incremento o decremento en el procesamiento del mismo, conforme el SNPs mejora la
estabilidad de la estructura hairpin del miRNA [56]. De los SNPs ubicados en los miRNAs
anteriormente descritos, no se encontraron reportes previos asociados a la EA.

Cabe anotar que las coordenadas genómicas de los SNPs anteriormente mencionados
se encuentran relacionados para la versión del genoma hg19 del UCSC en la base de datos
PolymiRTS Database 3.0, sin embargo los alelos de los SNP, aśı como la posición de los
SNPs generados coinciden plenamente con lo reportado en esta base de datos, una vez
realiza una actualización de las coordenadas genómicas del SNP a la versión del genoma
38 del Ensembl utilizado (ver Materiales y Métodos).

4.3. Resultados

Para la evaluación de las dupletas de interacción en las secuencias que contienen los
SNPs previamente identificados (miRNA, UTR y CDS), se siguó la metodologia descrita
en la Fig 2.2. Los h́ıbridos miRNA/UTRSNP y miRNA/CDSSNP , aśı como los de tipo
miRNASNP /UTR y miRNASNP /CDS fueron evaluados con los algoritmos de predicción
miRanda y RNAhybrid de acuerdo a las estratégias de predicción E1 y E2 anteriormente
mencionadas. Para evaluar la posible formación de interacciones en secuencias con los
SNPs recuperados con anterioridad, únicamente se tuvo en cuenta los genes previamente
relacionados con la EA (Tabla 1).

4.3.1. Resultados de interaciones en regiones UTR con SNPs (UTRSNP )

miRanda

De acuerdo con las predicciones de interacción miRNA/UTRSNP realizadas para las
secuencias de los genes GRN y TF (ver tabla 4.1), no se encontraron miRNAs con inter-
acciones localizadas en la posición donde se localizan los SNP para cada uno de los genes,
estos resultados comprenden las estrategias de predicción E1 y E2.

RNAhybrid

Para las interacciones realizadas con el algoritmo RNAhybrid, previamente la estrategia
E2 de interacción reportó una interacción que involucra la posición del SNP rs1049296 del
gen TF. En la Figura 4.1 se ilustra la interacción reportada entre el gen TF (wt) y el
hsa-miR-328-5p bajo la estrategia E2, la posición del SNP (indicada por la flecha roja )
resalta el alelo ancestral; este nucleótido es el primero que está interactuando en el h́ıbrido
formado. En los resultados obtenidos para la secuencia TF con el SNP rs1049296, no se
reporta la interacción representada en la Figura 4.1, indicando que se presenta una pérdida
de esta interacción miR-328-5p/TF producto del cámbio de la C por una T en esta posición,
evidenciando para este caso la importancia del del alelo ancestral, el cual represental el
primer nucleótido de la región seed para la formación de la interacción miRNA/UTRSNP .
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Figura 4.1. Interacción entre el gen TF y el miRNA hsa-miR-328-5p caracterizado con RNAhy-
brid bajo la estratégia E2. La flecha roja indica la posición del SNP rs1049296, donde
el nucleótido ancestral C es sustituido por una T

El miR-328 se ha reportado como des-regulado de acuerdo a la literatura referenciada
[67] [72](ver Tabla 3). Si bien en la literatura no se hace referencia al origen de la secuencia
mature del miR-328 (3p o 5p), en la predicción realizada con RNAhybrid, se determinó
que el miR-328-5p es el miRNA que pierde interacción con el gen TF producto de SNP
rs1049296. La evaluación del verdadero impácto del SNP rs1049296 con el miR-328-5p
requerirá futuras validaciones experimentales.

SNP reportados en APOE

Previamente diversos investigadores indicaron que polimorfismos en la región 3’UTR
de la APP alteran la capacidad de unión de varios miRNAs, generando ya sea pérdida o
incremento de la afinidad de un miRNA por esta región [36]. Entre los miRNAs que deter-
minaron como reguladores de miRNAs miR-20a, miR-17, miR-147, miR-655, miR-323-3p,
miR-644 y miR-153 evidenciaron que pod́ıan regular la expresión de la APP bajo condicio-
nes fisiológicas de ĺıneas celulares HEK293T [37][36]. La figura 4.2 ilustra las interacciones
predichas para el gen APOE con hsa-miR-17-3p para dos transcritpos diferentes del gen
(subfiguras A y B) y con el hsa-miR-20a-3p en la subfigura C; La flecha roja indica la
posición del SNP en la secuencia del gen. Como se aprecia en las Figura 4.2, las interac-
ciones que involucran posiciones del SNP rs7412 de APOE se encontraron en secuencias
CDS determinadas de acuerdo a las isoformas del transcrito de APOE involucradas en
la interacción (ENST00000252486 y ENST00000434152) y a las coordenadas genómicas
del SNP (44908822). Al igual que el trabajo realizado por [36], estos dos miRNAs fueron
reportados en este estudio, el miR-20a y el miR-17 interactuando con APP; sin embargo,
estas interacciones solo fueron detectadas por el algoritmo RNAhybrid bajo la estrategia
E2. Las interacciones A y C no sobrepasan el filtro del p-value establecido (menor a 0.05),
mientras que la interacción B no supera el sistema de clasificación establecido en la sección
2.5.3. La validación de estas interacciones con las regiones CDS del gen APOE requeriran
futuras validaciones experimentales.

4.3.2. Resultados de interacciones en regiones CDSSNP

miRanda

Aśı como el caso de las interacciones realizadas con las secuencias UTR, no se re-
portaron nuevas interacciones entre los miRNAs reportados para la EA con los CDSSNP

caracterizados de acuerdo a la Tabla 4.2.
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(a) Interacciones miR-17-3p/APOE-rs7412

(b) Interacciones miR-17-3p/APOE-rs7412

(c) Interacciones miR-20a-3p/APOE-rs7412

Figura 4.2. Interacciones del gen APOE con miR-20a-3p y miR-17-3p, las interacciones se pre-
sentan para las isoformas ENST00000252486 y ENST00000434152. El SNP ubicado
en las secuencias de APOE es el rs7412 (el cambio está indicado por la flecha roja).
Notese que las posiciones del SNP no se encuentran ubicadas en la región seed de los
miRNAs correspondientes.
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Basados en los h́ıbridos miRNA/CDS previamente reportados en el Caṕıtulo 2, no
se encontraron miRNA interactuantes con los CDS en la región donde están localizados
los SNPs evaluados, tampoco se registró que la posición de los SNPs descritos induzcan
la creación de nuevas posiciones de interacción con los miRNA previamente identificados
para la EA.

RNAhybrid

De igual manera como se describió con el algoritmo miRanda, la predicción de inter-
acciones miRNA/CDSSNP realizadas bajo las estratégias de predicción E1 y E2, no se
reportan ganancia de miRNA que interactúen con estas regiones; previamente los resulta-
dos wt no indicaron posiciones de interacción con miRNAs que involucren las posiciones
genómicas de los SNPs reportados en la Tabla 4.2 para las secuencias CDS.

4.4. Resultados de interacciones miRNAsSNP/UTR y
miRNAsSNPCDS

Basados en los SNPs previamente caracterizados para los miRNAs (ver tabla 4.3), los
cuales se encuentran localizados en la región seed de los miRNA, se siguió la metodoloǵıa
descrita en la Figura 2.1 para evaluar los potenciales cambios en las regiones de interacción
de estos miRNAsSNP frente a las predicciones realizadas en el Caṕıtulo 2.

4.4.1. Interacciónes con regiones UTR

Basados en los SNP previamente caracterizados para los miRNAs problema (ver ta-
bla 4.3), los algoritmos miRanda y RNAhybrid no se encontraron interacciones entre los
miRNASNP y los genes cuya interacción fué predicha con anterioridad, indicando que estos
SNPs están provocando una pérdida de interación con su secuencia blanco originalmente
identificada.

miRanda

Como resultado de las predicciones realizadas con miRanda para las regiones UTR, este
algoritmo predice pocas interacciones de acuerdo con los SNPs descritos en la Tabla 4.3. Ya
que miRanda es un algoritmo basado en la búsqueda de complementariedad de la región
seed por su secuencia blanco de regulación, la pérdida de esta complementariedad producto
del SNP está incidiendo notablemente en la identificación de estructuras candidatas de
interacción, evidenciandose en el reducido número de interacciones reportadas por este
algoritmo.

Basados en la metodoloǵıa descrita en la Figura 2.3, se hizo uso del universo de mu-
taciones tipo SNPs localizados en la secuencia del miRNA y en las secuencias UTR y
CDS a evaluar; esto con el propósito de tener un background de error con interaciones que
involucran este tipo de variantes genómicas. El procedimiento para la obtención de inter-
acciones con SNPs confiables se basó en el uso de intervalos de confianza de ACP, el cual
fué descrito en el caṕıtulo 2. La Figura 4.3 describe los análisis de componentes principales
realizados para las interacciones miRNASNP /UTR bajo la estrategia de interacción E1.
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RNAhybrid

A diferencia del poco número de interacciones predichas con miRanda, RNAhybrid
reporta una mayor cantidad de interacciones miRNAsSNPUTR. Ya que este algoritmo
favorece la formación de una estructura secundaria RNA-RNA termodinámicamente favo-
rable, los SNPs encontrados en la región seed de los miRNAs pueden conservar o mejorar
esta favorabilidad termodinámica, independientemente de la conservación de esta secuen-
cia frente a su sitio de unión en su gen blanco. Basados en los intervalos de confianza
establecidos para las secuencias mutantes, no se encontraron SNPs relevantes en las estra-
tegias de interacción evaluadas (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Análisis de componentes principales realizado para las secuencias miRNASNP /UTR
encontradas con miRanda (panel izquierdo) y RNAhybrid (panel derecho)

4.4.2. Interacciónes con regiones CDS

miRanda

De igual manera a descrito para las interacciones miRNASNP /UTR, las predicciones
realizadas con las secuencias CDS fueron reducidas, y de las pocas interacciones encon-
tradas, ninguna de ellas superó el sistema de clasificación establecido en la sección 2.5.3.
Esto debido a que miRanda es un algoritmo basado en la búsqueda de complementariedad
de la región seed por su secuencia blanco de regulación, la pérdida de esta complemen-
tariedad producto del SNP está incidiendo notablemente en la identificación de estruc-
turas candidatas de interacción, evidenciandose en el reducido número de interacciones
miRNASNP /CDS evaluadas por este algoritmo.
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RNAhybrid

En la Figura 4.4 se indican algunas interacciones que superaron los intervalos de con-
fianza establecidos para los diferentes grupos de datos control evaluados. La tabla 4.4
indica cual de estas interacciones son las que sobrepasan estos umbrales de control. En el
caso de la estrategia E1, se encontró que la interacción del gen AFF1 con hsa-miR-125a-3p-
pos-7-G-snp, en dos difenentes isoformas (ENST00000307808 y ENST00000395146) puede
ser relevante para una validación experimental, a pesar que no esta interacción solo es
predicha por una estrategia de evaluación de interacciones. Por otra parte, tres interaccio-
nes adicionales superaron el umbral de control bajo la estrategia E2 de interacción. Estos
h́ıbridos son CACNA1G/hsa-miR-590-5p-pos-3-U-snp y las interacciones del gen DMXL1
con el hsa-miR-145-3p-pos-5-U-snp en los exones 17 y 35.

Si bien las interacciones anteriormente mencionadas no son consistentes entre los al-
goritmos de predicción evaluados, al superar los intervalos de confianza establecidos para
los diferentes grupos de control evaluados, pueden considerarse de interés para posteriores
validaciones funcionales.

Gen RNA P values mfe Exon Estrategia

AFF1 hsa-miR-125a-3p-
pos-7-G-snp

0.001069 -35.6 13 E1

AFF1 hsa-miR-125a-3p-
pos-7-G-snp

0.001069 -35.6 14 E1

CACNA1G hsa-miR-590-5p-pos-
3-U-snp

0.011590 -24.3 7 E2

DMXL1 hsa-miR-145-3p-pos-
5-U-snp

0.046540 -25.4 17 E2

DMXL1 hsa-miR-145-3p-pos-
5-U-snp

0.049717 -23.5 35 E2

Tabla 4.4. Listado de interacciones miRNAsSNP CDS que superaron los intervalos de confianza
establecidos realizados con RNAhybrid

4.5. Discusión de resultados

Como ha sido evaluado previamente, las diferentes variantes genómicas, entre ellas los
SNPs, tienen un impácto evidente en los mecanismos de silenciamiento génico mediado
por smallRNAs, especialmente los mediados por miRNAs. Ya que las secuencias mayori-
tariamente descritas como reguladoras son las regiones UTR, la presencia de un SNP en
esta es especialmente cŕıtica y por tanto su impácto funcional debe ser evaluado con un
mayor rigor experimental. En el caso de los SNP recuperados, el total de secuencias con
SNP generadas es significativamente menor a las esperadas, dado el gran número de SNPs
reportados para el conjunto de genes evaluados, este bajo número de secuencias con SNPs
generadas depende significativamente del filtro de isoformas de UTR y CDS realizado bajo
la metodoloǵıa descrita previamente, lo cual redujo ámpliamente el conjunto de secuen-
cias cuyas coordenadas genómicas incluyen la reportada para el SNP. Considerando que
el filtro de isoformas se basó exclusivamente en el repositorio The human protein atlas, no
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Figura 4.4. Análisis de componentes principales realizado para las interacciones
miRNASNP /CDS encontradas con RNAhybrid

se toman como erroneas el bajo numero de secuencias generadas para estos SNP.
En el caso de los SNP ubicados en las regiones UTR y CDS evaluados, solo se reporta la
pérdidas de interacción del gen TF con hsa-miR-328-5p en la posición del SNP rs1049296.
Sin embargo, dada la poca reproducibilidad de este resultado, al ser únicamente predicho
por RNAhybrid, y al no superar los umbrales de confianza establecidos a partir de los
análisis de componentes principales, no es posible establecer con mayor claridad el efecto
de este SNPs sobre esta interacción candidata. Se requerirán estudios funcionales adicio-
nales para establecer la formación del h́ıbrido, aśı como de la pérdida del mismo frente al
SNP.

Como resultados obtenidos con SNPs ubicados en la secuencia del miRNA, se registró
la pérdida de las dupletas RNA/RNA previamente clasificados como confiables, lo cual
evidencia la importancia de la región seed en el reconocimiento de sus cadenas blanco
de regulación. Como se indica en la tabla 4.3, una gran cantidad de SNPs reportados
para miRNAs implican una sustitución tipo C/U, lo cual indica una desestabilización
de la dupleta por reducción del contenido GC en la región seed. Si bien esta situación
no puede generalizarse, dado que tambien se evidencian sustituciones C/G, el hecho de
no registrar interacciones miRNA/UTR y miRNA/CDS anteriormente validadas coincide
con lo reportado previamente en la literatura sobre la importancia de la región seed en el
proceso de regulación postranscripcional mediada por miRNAs.



CAPÍTULO 5

Construcción de una red de interacción entre los

pares miRNA/mRNA para la EA

5.1. Introducción

En la actualidad es un campo de estudio tratar de caracterizar miRNAs que presentan
expresión aberrante en la EA dado el potencial que tienen estos ncRNAs como biomar-
cadores. La posibilidad de obtener miRNAs en biofluidos (como en plasma o en CSF)
permitiŕıa una evaluación poco invasiva de los niveles de expresión de estos RNAd y su
posible correlación con el desarrollo de la enfermedad [99]. Sin embargo cuando se carece
de datos experimentales de expresión diferencial en estos tejidos, se hace necesario utilizar
métodos de la bioloǵıa computacional que integren de forma masiva la información dis-
ponible de diversos fenómenos biológicos. Uno de estos enfoques se enmarca dentro de la
bioloǵıa de sistemas que como en el caso de la EA, algunas de sus tendencias se han utili-
zado para evaluar el impácto de miRNAs espećıficos en las v́ıas metabólicas relacionadas
con la enfermedad [31] [113] [136].

El uso de estas herramientas para evaluar posibles alteraciones en la expresión génica
de mRNAs mediada por ncRNA puede ser especialmente útil para investigar los efectos
de miRNAs en una determinada v́ıa de señalización. Puesto que los miRNAs pueden
reconocer cientos o miles de secuencias mRNA blanco, y alteraciones en la expresión
de estos ncRNA en una enfermedad compleja y multifactorial, como es el caso de la EA,
podrÃa aportar información relevante para futuros usos de estos ncRNAs en terapia génica
o como biomarcadores de la enfermedad [38][79] [99].

A partir de los resultados de interacciones miRNA/mRNA obtenidos para las regiones
UTR y CDS reportados en Caṕıtulo 3, se realizó un análisis del potencial efecto que
pueden tener estas interacciones en las v́ıas de señalización donde tiene mayor efecto la
enfermedad de Alzheimer.

89
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5.2. Resultados

5.2.1. Construcción de redes reguladoras para las interacciones miR-
NA/mRNA de alta confiabilidad

En el caṕıtulo 3 se obtuvo un conjunto confiable de pares miRNA/UTR y miRNA/CDS
que son de interés para una posterior validación experimental en otros estudios. Para
conocer el impácto que pueden tener estos miRNAs en la homeóstasis celular debido a sus
interacciones con sus genes regulados, aśı como sobre las v́ıas de señalización donde estos
están involucrados, se construyó un conjunto de redes de interacción de sus genes blanco,
basados en la aplicación GeneMANIA de Cystoscape.

5.2.2. Anotación funcional de miRNAs relacionados con la EA

Basados en los miRNAs (hsa-miR-328-5p y hsa-miR-9-5p) identificados como de mayor
confianza de acuerdo con las estrategias y algoritmos de predicción evaluados en este
trabajo además de los miRNAs caracterizados con RNAhybrid (ver Tablas 3.21 y 3.23
), se realizó una anotación de posibles funciones de los miRNAs identificados, con el
propósito de establecer en que procesos biológicos han sido categorizados a través de la
herramienta TAM [97]. De acuerdo con la Tabla 5.1, se han identificado diferentes procesos
de regulación celular de interés en los que tenemos la regulación de apoptosis, procesos
de proliferación celular y respuesta inmune. Estas v́ıas de señalización son de interés dado
que han sido previamente relacionadas con el desarrollo de la EA.

miRNA Función P-value BonferroniFDR

miR-15a; miR-34a Angiogenesis 0.03603984 1 1
miR-15a;miR-34a;miR-
29a

Apoptosis 0.01427591 0.7566 1

miR-15a;miR-34a;miR-9 Cell cycle related 0.04374201 1 0.982
miR-15a;miR-34a Cell differentia-

tion
0.01853122 0.9822 1

miR-15a; miR-9 Cell proliferation 0.04816674 1 1
miR-15a Granulopoiesis 0.12707722 1 1
miR-29a HIV latency 0.25102611 1 1
miR-15a;miR-9;miR-29a Hormones regula-

tion
0.03696152 1 1

miR-9; miR-34a Human embryo-
nic stem cell
(hESC) regula-
tion

0.31823243 1 1

miR-15a;miR-9;miR-328 Immune response 0.01719843 0.9115 1
miR-9; miR-328 Inflammation 0.09645045 1 1
miR-15a anti-cell prolifera-

tion(Hwang etal
BJC2006)

0.13900783 1 1

miR-15a; miR-34a;miR-
29a

miRNA tumor
suppressors

0.00869453 0.4608 1
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Tabla 5.1. Análisis de enrriquecimiento realizado para los miRNAs identificados anteriormente,
según las interacciones miRNA/UTR y miRNA/CDS identificadas en el Caṕıtulo 2.

Iteracción con las secuencias UTR de PARVB y IGF1

En el caṕıtulo 3 se reportaron las interacciones hsa-miR-328-5p/PARVB y hsa-miR-
328-5p/IGF1 como las de mayor confiabilidad para una posterior validación experimental.
Ya que las interacciones miRNA/mRNAs mayoritariamente descritas en la literatura son
aquellas que implican una reducción en la expresión del mRNA del gen regulado, esta
consideración fue la dominante en el análisis realizado para cada h́ıbrido miRNA/mRNA.

PARVB

El gen PARVB es una protéına adaptadora principalmente relacionada con la v́ıa de
señalización ILK (ver Figura 5.1), perteneciente a la familia de protéınas de unión a actina.
Este gen esta principalmente relacionado con procesos de reorganización del citoesquele-
to de actina, adhesión celular, polaridad y migración celular, al estar involucrada en el
mecanismo de supervivencia celular y en general PARB ha sido caracterizada como una
protéına supresora de tumores [133].

Basados en estas funciones, una interacción miR-328-5p/PARVB de tenga como fun-
ción regular una reducción de los niveles del expresión del mRNA de PARVB podŕıa tener
consecuencias para la supervivencia celular por alteraciones en la v́ıa de señalización ILK-
PI3k-AKT. Sin embargo, el real impácto del hsa-miR-328 en el gen PARVB requiere una
evaluación funcional más detallada.

IGF1

Previamente se ha determinado que en la EA se presentan deficiencias en la señaliza-
ción de insulina, afectando importante procesos, que incluyen el crecimiento neuronal y la
actividad sináptica (ver Figura 5.1) [146]. La señalización aberrante de la v́ıa insulin/IGF
ha sido asociada con un incremento en la acumulación de Aβ, la hiperfosforilación de
Tau, la presencia de especies oxigeno-reactivas (ROS) y la activación de moléculas pro-
inflamatorias y pro-apoptóticas [66][133]. Entre los genes relacionados con estas v́ıas de
señalización, el gen IGF1 (Insulin like Growth Factor 1) es un activador tipo insulina
del receptor IGF1R. El gen IGF1 es un factor de crecimiento que está principalmente
involucrado en los mecanismos de supervivencia celular, incluyendo la inhibición de las
v́ıas pro-apoptóticas (v́ıa IGF1R) a través de la inhibición de la actividad de factores
pro-apoptóticos como BAD. De acuerdo con los mecanismos clásicos de regulación pos-
transcripcional mediados por miRNAs, el potencial efecto del hsa-miR-328 frente a una
regulación negativa de IGF1 traeŕıa como consecuencia un favorecimiento de la v́ıa de
señalización proapoptóticas. En este caso, la hipótesis mitocondrial del EA cobraŕıa rele-
vancia para entender de manera funcional el efecto del hsa-miR-328 sobre la supervivencia
celular.
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Figura 5.1. Red de interacción de los genes PARVB y IGF1 basados en las interacciones confiables
predichas para las regiones UTR. En amarillo se resaltan los genes de interés

Iteracción con las secuencias CDS de FMN2, ST18 y BAX

En el caṕıtulo 3 se reportaron las interacciones hsa-miR-328-5p/FMN2, hsa-miR-9-
5p/ST18 y hsa-miR-328-5p/BAX como de mayor confiabilidad para las interacciones re-
gistradas en las regiones CDS por tanto en ellas se enfocará la atención.

FMN2

La protéına FMN2 o formin 2, es una protéına de unión a actina involucrada en el
ensamblaje, polaridad y reorganización del citoesqueleto de actina. Previamente, el gen
FMN2 ha sido relacionado con un incremento en el riesgo de desarrollo de demencia debido
a un evento de estres post-traumático. En la figura 5.2 se indica las posibles conexiones
que tiene el gen FMN2 con los genes BAX y ST18, mientras que la Figura 5.3 muestra
las interacciones que tienen evidencia experimental del gen FMN2 de acuerdo a la base
de datos STRING; entre estas se destaca la interacción con la pritéına SPIRE1, la cual
funciona como un factor de nucleación de la actina. El impácto de la protéına FMN2 en la
EA requiere investigaciones adicionales, ya que ha sido reportada asociada con regulación
negativa en pacientes con EA [3] [133] [149].
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BAX

La protéına codificada por el gen BAX hace parte de las protéınas de la familia BCL2,
cuya actividad pro y anti-apoptótica la asocian con una amplia variedad de procesos
celulares. Por ejemplo, se ha demostrado que la presencia de Aβ induce la activación de
BAX, y por tanto la activación de muerte neuronal, en cultivos de células hipocampales,
además la inhibición de la actividad de BAX, por su silenciamiento génico via knockout
previene la muerte celular inducida por Aβ [80]. Ya que BAX es una de las protéıas clave
en los procesos de regulación de la apoptosis mediadas por la mitocondria (ver Figura 5.2),
la validación funcional del h́ıbrido hsa-miR-328-5p/BAX proponemos ayudaŕıa a entender
el papel de miRNAs como regulador epigenético de la apoptosis en la EA.

Figura 5.2. Red de interacción de los genes PARVB y IGF1 basados en las interacciones confiables
predichas para las regiones CDS.

ST18

La protéına ST18 (denominada también C2H2C-Type Zinc Finger) es una protéına con
motivos de unión al DNA, y tiene función de factor de transcripción. Como se aprecia en
la Figura 5.2, se conoce poco acerca de los procesos celulares donde la ST18 se encuentra
implicada, sin embargo ha sido relacionada con el desarrollo de cáncer de seno [133].
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Figura 5.3. Interacciones con soporte experimental descritas en para el gen FMN2 de acuerdo a
la base de datos STRING

5.2.3. Otras interacciones miRNA/mRNA

De los resultados obtenidos en el Caṕıtulo 3, se obtuvieron un conjunto de interaccio-
nes miRNA/UTR y miRNA/CDS con el algoritmo RNAhybrid, si bien estas interacciones
no fueron consistentes entre los algoritmos empleados, superaron los umbrales establecidos
para las interacciones Random bajo las dos estrategias de interacción, lo cual puede ser
un indicativo de una funcionalidad entre el h́ıbrido formado adicional al proceso de con-
servación evolutiva del h́ıbrido miRNA/mRNA. Ante esta posibilidad, se construyó una
red regulatoria para las interacciones ubicadas en las regiones UTR y CDS de los genes
regulados en estos h́ıbridos potenciales, como se aprecia en la Figura 5.4.

Red regulatoria basada en las regiones UTR

En la Figura 5.4, se ilustran las redes reguladoras de los genes confiables resultado
del algoritmo RNAhybrid (Tabla 3.21). Entre estas interacciones se caracterizaron como
blancos génicos algunos de los principales genes involucrados en la v́ıa de procesamiento
de APP, como lo son BACE1 y ADAM10 (los cuales son regulados por miR-328-5p), estas
protéınas hacen parte de la v́ıa amiloidogénica y no amiloidogénica de procesamiento del
péptido Aβ.

Por otra parte se encuentran los genes INSR y IGF1, genes involucrados en el procesa-
miento de la insulina. En pacientes con EA, se ha evidenciado que sus cerebros presentan
una atenuada actividad de los segundos mensajeros producto de las v́ıas de señalización
mediadas por receptores como INSR, de acuero a lo descrito por [14][162]. En la EA la
presencia de oligomeros Aβ incide en el incremento de TNF-α y la activación de kinasas
de estres como la JNK, inhibiendo la activación por fosforilación de estos receptores.

Por otra parte los oligomeros Aβ inciden en el reciclaje de los receptores de insulina,
lo cual generará un proceso de resistencia celular a la insulina, lo cual induce una baja
actividad de la protéına IDE (encargada de la degradación de Aβ extracelular). Ante este
panorama, nuevamente se encuentra que el hsa-miR-328-5p puede estar regulando estos
dos genes. Estos genes muestran una conexión aparente mediada principalmente por la
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metaloproteasa MMP2, sin embargo otros genes como CSMD1, SLC24A4 y PARVB no
tienen una conexión evidente de acuerdo a la Figura 5.4.

Figura 5.4. Red de interacción de los genes de mayor confiabilidad obtenidos con RNAhybrid
para las secuencias UTR.

Red regulatoria basada en las regiones CDS

De acuerdo con las interacciones confiables del algoritmo RNAhybrid basadas en
búsqueda de interacciones en las secuencias CDS indicadas en la Tabla 3.23. Se cons-
truyó una red de regulación (ver Figura 5.5) para tratar de entender las relaciones que
tiene estos genes con los mecanismos moleculares que subyacen la EA.

La Figura 5.5 esquematiza las relaciones encontradas entre los genes anteriormente
mencionados, es importante resaltar el conjunto de genes asociados como los son BIN1,
FERMT2, DPYSL2 y GAPDHS. BIN1 es uno de los genes más caracterizados para la
EA, este gen se encuentra estrechamente relacionado con FERMT2, el cual, junto con
DPYSL2 están altamente relacionados con el ensamblaje de los microtúbulos, la adhesión
celular y otros procesos relacionados con el ensamblaje y desensamblaje del citoesqueleto.
Estos procesos en conjunto pueden inducir procesos de muerte celular por alteraciones
en v́ıas de supervivencia celular como la v́ıa ERK. Por otra parte se encontraron nodos
aparentemente aislados, como el caso de ACE, AFF1 y FMN2. El posible efecto de los
h́ıbridos miRNA/CDS caracterizados para estas secuencias requerirán posterior validación
funcional, con el f́ın de evaluar el real impácto funcional de estos h́ıbridos miRNA/CDS.
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Figura 5.5. Red de interacción de los genes de mayor confiabilidad obtenidos con RNAhybrid
para las secuencias CDS.

5.3. Discusión de resultados

Como ha sido ámpliamente referenciado en la literatura, la enfermedad de Alzheimer
de inicio tard́ıo (LOAD), es una enfermedad compleja y multifactorial para la cual se
requiere el uso de nuevas aproximaciones para el estudio de la misma. Como estrategia
para el estudio del efecto de miRNA en la EA, diversos autores han utilizado herramientas
de la bioloǵıa computacional, como lo es la construcción y el estudio de redes génicas que
puedan facilitar la comprensión de fenómenos biológicos de forma sistémica, como es el caso
de la identificación de procesos de regulación postranscripcionales mediados por miRNAs,
en enfermedades complejas [58][113] [136].

En la actualidad el uso de miRNAs como potenciales biomarcadores de la enfermedad
constituyen uno de los campos más promisorios para el diagnóstico temprano de la EA,
ya que es posible recuperar miRNAs de biofluidos que requieren procedimientos poco
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invasivos para su extracción, y su cuantificación costo-efectiva y además convierten a estos
ncRNAs como posibles candidatos de biomarcador para la identificación y el monitoreo
de enfermedades complejas, como por ejemplo, la EA. En los resultados obtenidos en
en caṕıtulo 3 se obtuvieron un grupo de pares miRNA/mRNA de buena confiabilidad de
acuerdo a su reproducibilidad frente a los algoritmos y estrategias de predicción, además de
superar los umbrales establecidos en los ACP. De este grupo de interacciones, cabe resaltar
la detección del hsa-miR-328-5p, puesto que gran cantidad de las secuencias que superaron
los filtros establecidos son blancos de este miRNA, tanto para secuencias UTR, CDS,
aśı como en el grupo de pares miRNA/mRNA que fueron consistentes para RNAhybrid
únicamente. Se resalta la necesidad de realizar estudios funcionales con el hsa-miR-328-5p
y sus diversos potenciales genes blancos, con el f́ın de determinar el real impácto de este
miRNA es la regulación de diversos procesos relacionados a la EA.

Para el grupo de interacciones miRNA/UTR y miRNA/CDS de alta confianza predi-
chos por miRanda y RNAhybrid, se encontró que en su mayoŕıa están relacionados con
procesos relacionados a la reorganización y dinámica del citoesqueleto y con eventos re-
lacionados con la inducción de muerte celular programada mediado por la mitocondria.
Estos resultados nos permiten dirigir el campo de investigación al efecto que tienen estos
el miR-9-5p y el miR-328-5p en los procesos de inducción de la apoptósis.

Basados en los h́ıbridos miRNA/mRNA confiables obtenidos con RNAhybrid, nueva-
mente se encontraron relaciones entre los genes regulados en estas interacciones y procesos
relacionados con la dinámica del citoesqueleto, y también a la regulación de dos genes
clave en el procesamiento de gen APP, como lo son BACE1 y ADAM10.

Finalmente, se plantea la necesidad de establecer para la población colombiana con la
enfermedad de Alzheimer tipo LOAD, un análisis de expresión diferencial de miRNAs y de
co-expresión de sus blancos, para establecer su potencial uso como biomarcadores. En la
actualidad solo se cuenta con información de poblaciones con historias de vida diferentes a
la colombiana, en su mayoŕıa de ancestŕıa caucásica, por lo cual se evidencia la necesidad
de utilizar un conjunto de miRNAs localmente establecidos con regulación aberrante, que
permitan evaluar patrones de biomarcadores de la EA de una manera más enfocada y
especóficia para la población colombiana.
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Conclusiones

• Se determinó que gran parte de las interacciones miRNA-UTR y miRNA/CDS tienen
un comportamiento estructural similar a interacciones con secuencias aleatorizadas,
dificultando la selección de pares miRNA/mRNA verdaderos, sin embargo un análisis
sistematizado como el desarrollado en esta tesis permitió la selección de un conjunto
de interacciones candidatas de alta confiablidad estad́ıstica

• Las interacciones hsa-miR-328-5p/PARVB, hsa-miR-328-5p/IGF1, ubicadas en la
región UTR de estos genes y las interacciones hsa-miR-328-5p/FMN2, hsa-miR-
328-5p/BAX y hsa-miR-9-5p/ST18, ubicadas en la región CDS de estos genes, se
postulan para evaluación experimental, por presentar estos h́ıbridos caracteŕısticas
distintas a las observadas a partir de secuencias aleatorizadas, es decir corresponden
a interacciones de alta confianza estad́ıstica.

• Se presentó una metodoloǵıa completa para el diseño de siRNA y la evaluación de
potenciales efectos offtarget, se espera poder aportar esta metodoloǵıa para futuras
validaciones funcionales.

• Dependiendo de las isoformas de los transcritos evaluados, el efecto de SNPs localiza-
dos en el mRNA de un gen de interés puede tener un efecto mı́nimo en la interacción
miRNA/mRNA, Para los SNPs evaluados de genes codificantes, estos SNPs no tu-
vieron incidencia alguna en las regiones de interacción miRNA/mRNA previamente
caracterizadas por los métodos propuestos.

• La localización de SNPs en la región seed del miRNA tiende a destruir las inter-
acciones miRNA/mRNA de interés evaluadas, y por tanto posteriores validaciones
experimentales se requieren para evaluar el real impácto de estos SNPs en el desa-
rrollo de la Enfermedad de Alzheimer.

• Las interacciones resultantes de la metodoloǵıa desarrollada, indicó potenciales efec-
tos reguladores de los miRNAs identificados en procesos relacionados con la apopto-
sis, procesos relacionados con la proliferación y diferenciación celular y la regulación
hormonal. Estos resultados permitirán orientar futuras investigaciones relacionadas
con la evaluación de miRNAs como reguladores epigenéticos relacionados con la
Enfermedad de Alzheimer.
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APÉNDICE

Apendice de Tablas y Figuras

.1. Listado de genes relacionados con la EA de acuerdo a
Disgenet

Gen DB Art́ıculos SNP Información adicional

SLC8A1-AS1 GWASCAT 1 1 SLC8A1 antisense RNA 1 Alzheimer’s Di-
sease

LOC100130950 GWASCAT 1 1 uncharacterized LOC100130950 Alzhei-
mer’s Disease

LOC100289673 GWASCAT 1 1 phosphoglycerate mutase family member 5
pseudogene Alzheimer’s Disease

GPC6 GWASCAT 1 1 glypican 6 Alzheimer’s Disease
LOC101927587 GWASCAT 1 1 uncharacterized LOC101927587 Alzhei-

mer’s Disease
MEF2C-AS1 GWASCAT 1 1 MEF2C antisense RNA 1 Alzheimer’s Di-

sease
MIR6843 GWASCAT 2 2 microRNA 6843 Alzheimer’s Disease
ABCA7 CTD human GWAS-

CAT
17 10 ATP-binding cassette sub-family A

(ABC1) member 7 Alzheimer’s Disease
SPON1 GWASCAT 1 1 spondin 1 extracellular matrix protein Alz-

heimer’s Disease
TOMM40 GWASCAT 27 5 translocase of outer mitochondrial mem-

brane 40 homolog (yeast) Alzheimer’s Di-
sease

CELF1 GWASCAT 1 1 CUGBP Elav-like family member 1 Alzhei-
mer’s Disease

CELF2 GWASCAT 2 4 CUGBP Elav-like family member 2 Alzhei-
mer’s Disease

CYP46A1 CTD human 22 1 cytochrome P450 family 46 subfamily A
polypeptide 1 Alzheimer’s Disease

FERMT2 GWASCAT 1 1 fermitin family member 2 Alzheimer’s Di-
sease

CHRNA7 CTD human 11 0 cholinergic receptor nicotinic alpha 7 (neu-
ronal) Alzheimer’s Disease

CHRNB2 CTD human 9 0 cholinergic receptor nicotinic beta 2 (neu-
ronal) Alzheimer’s Disease

OSBPL1A GWASCAT 1 1 oxysterol binding protein-like 1A Alzhei-
mer’s Disease

CLU CTD human GWAS-
CAT

34 10 clusterin Alzheimer’s Disease
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TPP1 CTD human 1 0 tripeptidyl peptidase I Alzheimer’s Disease
ANO4 GWASCAT 1 1 anoctamin 4 Alzheimer’s Disease
SLC24A4 GWASCAT 2 1 solute carrier family 24 (so-

dium/potassium/calcium exchanger)
member 4 Alzheimer’s Disease

NDUFAF6 GWASCAT 1 1 NADH dehydrogenase (ubiquinone) com-
plex I assembly factor 6 Alzheimer’s Di-
sease

CR1 CTD human GWAS-
CAT

12 5 complement component (3b/4b) receptor 1
(Knops blood group) Alzheimer’s Disease

CRH CTD human 2 0 corticotropin releasing hormone Alzhei-
mer’s Disease

CST3 CTD human 32 0 cystatin C Alzheimer’s Disease
CTNNA2 GWASCAT 1 1 catenin (cadherin-associated protein) alp-

ha 2 Alzheimer’s Disease
NKAIN2 GWASCAT 1 1 Na+/K+ transporting ATPase interacting

2 Alzheimer’s Disease
CYP2D6 CTD human 11 0 cytochrome P450 family 2 subfamily D

polypeptide 6 Alzheimer’s Disease
AP2A2 GWASCAT 1 1 adaptor-related protein complex 2 alpha 2

subunit Alzheimer’s Disease
ACE CTD human 58 0 angiotensin I converting enzyme Alzhei-

mer’s Disease
DMXL1 GWASCAT 1 1 Dmx-like 1 Alzheimer’s Disease
BMPER GWASCAT 1 1 BMP binding endothelial regulator Alzhei-

mer’s Disease
DHCR24 CTD human 6 0 24-dehydrocholesterol reductase Alzhei-

mer’s Disease
DPYSL2 CTD human 3 0 dihydropyrimidinase-like 2 Alzheimer’s Di-

sease
PPAPDC1A GWASCAT 1 1 phosphatidic acid phosphatase type 2 do-

main containing 1A Alzheimer’s Disease
EIF2S1 CTD human 3 0 eukaryotic translation initiation factor 2

subunit 1 alpha 35kDa Alzheimer’s Disease
A2M CTD human 26 1 alpha-2-macroglobulin Alzheimer’s Disea-

se
ENO1 CTD human 3 0 enolase 1 (alpha) Alzheimer’s Disease
EPHA1 CTD human 5 1 EPH receptor A1 Alzheimer’s Disease
ESR1 CTD human 27 2 estrogen receptor 1 Alzheimer’s Disease
F2 CTD human 3 0 coagulation factor II (thrombin) Alzhei-

mer’s Disease
PTK2B GWASCAT 2 1 protein tyrosine kinase 2 beta Alzheimer’s

Disease
ATXN7L1 GWASCAT 1 1 ataxin 7-like 1 Alzheimer’s Disease
PAXIP1 CTD human 2 0 PAX interacting (with transcription-

activation domain) protein 1 Alzheimer’s
Disease

MYO16 GWASCAT 1 1 myosin XVI Alzheimer’s Disease
HECW1 GWASCAT 1 1 HECT C2 and WW domain containing E3

ubiquitin protein ligase 1 Alzheimer’s Di-
sease

PRRC2C GWASCAT 1 1 proline-rich coiled-coil 2C Alzheimer’s Di-
sease

ARC CTD human 1 0 activity-regulated cytoskeleton-associated
protein Alzheimer’s Disease

NCSTN CTD human 11 1 nicastrin Alzheimer’s Disease
NCS1 GWASCAT 1 1 neuronal calcium sensor 1 Alzheimer’s Di-

sease
CD2AP CTD human GWAS-

CAT
5 3 CD2-associated protein Alzheimer’s Disea-

se
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BACE1 CTD human 87 0 beta-site APP-cleaving enzyme 1 Alzhei-
mer’s Disease

GABRG3 GWASCAT 1 1 gamma-aminobutyric acid (GABA) A re-
ceptor gamma 3 Alzheimer’s Disease

MTHFD1L GWASCAT 2 1 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase
(NADP+ dependent) 1-like Alzheimer’s
Disease

GAPDHS CTD human 4 0 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogena-
se spermatogenic Alzheimer’s Disease

AMFR CTD human 1 0 autocrine motility factor receptor E3 ubi-
quitin protein ligase Alzheimer’s Disease

PDE7B GWASCAT 1 1 phosphodiesterase 7B Alzheimer’s Disease
PCDH11X CTD human GWAS-

CAT
3 2 protocadherin 11 X-linked Alzheimer’s Di-

sease
BIN1 CTD human GWAS-

CAT
16 4 bridging integrator 1 Alzheimer’s Disease

EPHA1-AS1 GWASCAT 2 2 EPHA1 antisense RNA 1 Alzheimer’s Di-
sease

BZW2 GWASCAT 1 1 basic leucine zipper and W2 domains 2
Alzheimer’s Disease

GSK3B CTD human 22 0 glycogen synthase kinase 3 beta Alzhei-
mer’s Disease

PARVB GWASCAT 1 1 parvin beta Alzheimer’s Disease
IL19 GWASCAT 1 1 interleukin 19 Alzheimer’s Disease
HFE CTD human 18 1 hemochromatosis Alzheimer’s Disease
HMOX1 CTD human 16 0 heme oxygenase (decycling) 1 Alzheimer’s

Disease
APBB2 CTD human 3 0 amyloid beta (A4) precursor protein-

binding family B member 2 Alzheimer’s
Disease

LUZP2 GWASCAT 1 1 leucine zipper protein 2 Alzheimer’s Disea-
se

APOC1 GWASCAT 15 1 apolipoprotein C-I Alzheimer’s Disease
IDE CTD human 25 1 insulin-degrading enzyme Alzheimer’s Di-

sease
TGM6 GWASCAT 1 1 transglutaminase 6 Alzheimer’s Disease
NCKAP5 GWASCAT 1 1 NCK-associated protein 5 Alzheimer’s Di-

sease
IGF1 CTD human 11 0 insulin-like growth factor 1 (somatomedin

C) Alzheimer’s Disease
APOE CTD human 1226 22 apolipoprotein E Alzheimer’s Disease
IGF1R CTD human 3 0 insulin-like growth factor 1 receptor Alz-

heimer’s Disease
IGF2 CTD human 5 0 insulin-like growth factor 2 Alzheimer’s Di-

sease
IGF2R CTD human 4 0 insulin-like growth factor 2 receptor Alz-

heimer’s Disease
IGH GWASCAT 1 1 immunoglobulin heavy locus Alzheimer’s

Disease
APP CLINVAR CTD hu-

man UNIPROT
269 6 amyloid beta (A4) precursor protein Alz-

heimer’s Disease
AD8 CTD human 0 0 Alzheimer disease 8 Alzheimer’s Disease
IL1B CTD human 38 0 interleukin 1 beta Alzheimer’s Disease
INS CTD human 26 0 insulin Alzheimer’s Disease
INPP5D GWASCAT 1 1 inositol polyphosphate-5-phosphatase

145kDa Alzheimer’s Disease
INSR CTD human 4 0 insulin receptor Alzheimer’s Disease
SCIMP GWASCAT 1 1 SLP adaptor and CSK interacting mem-

brane protein Alzheimer’s Disease
LEP CTD human 4 0 leptin Alzheimer’s Disease
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LINC01567 GWASCAT 1 1 long intergenic non-protein coding RNA
1567 Alzheimer’s Disease

MIR146A CTD human 4 0 microRNA 146a Alzheimer’s Disease
MAOB CTD human 3 0 monoamine oxidase B Alzheimer’s Disease
MAPT CTD human 145 3 microtubule-associated protein tau Alzhei-

mer’s Disease
AFF1 GWASCAT 1 1 AF4/FMR2 family member 1 Alzheimer’s

Disease
ACHE CTD human 22 0 acetylcholinesterase (Yt blood group) Alz-

heimer’s Disease
MMP12 GWASCAT 1 1 matrix metallopeptidase 12 (macrophage

elastase) Alzheimer’s Disease
MOBP GWASCAT 1 1 myelin-associated oligodendrocyte basic

protein Alzheimer’s Disease
MPO CTD human 10 0 myeloperoxidase Alzheimer’s Disease
AD9 CTD human 0 0 Alzheimer disease 9 Alzheimer’s Disease
MTHFR CTD human 35 4 methylenetetrahydrofolate reductase

(NAD(P)H) Alzheimer’s Disease
ND1 CLINVAR 3 1 NADH dehydrogenase subunit 1 (complex

I) Alzheimer’s Disease
NOS3 CTD human 13 1 nitric oxide synthase 3 (endothelial cell)

Alzheimer’s Disease
NPY CTD human 3 0 neuropeptide Y Alzheimer’s Disease
ATP5A1 CTD human 2 0 ATP synthase H+ transporting mitochon-

drial F1 complex alpha subunit 1 cardiac
muscle Alzheimer’s Disease

MS4A4A CTD human 1 0 membrane-spanning 4-domains subfamily
A member 4A Alzheimer’s Disease

PLAU CTD human 6 0 plasminogen activator urokinase Alzhei-
mer’s Disease

CYCS GWASCAT 1 1 cytochrome c somatic Alzheimer’s Disease
TREM2 CTD human GWAS-

CAT
24 2 triggering receptor expressed on myeloid

cells 2 Alzheimer’s Disease
SMOX GWASCAT 1 1 spermine oxidase Alzheimer’s Disease
PPARG CTD human 12 1 peroxisome proliferator-activated receptor

gamma Alzheimer’s Disease
DCHS2 GWASCAT 1 1 dachsous cadherin-related 2 Alzheimer’s

Disease
BCAS3 GWASCAT 1 1 breast carcinoma amplified sequence 3 Alz-

heimer’s Disease
ZCWPW1 GWASCAT 1 1 zinc finger CW type with PWWP domain

1 Alzheimer’s Disease
STK32B GWASCAT 1 1 serine/threonine kinase 32B Alzheimer’s

Disease
SLC30A6 CTD human 3 0 solute carrier family 30 (zinc transporter)

member 6 Alzheimer’s Disease
FRMD4A GWASCAT 2 3 FERM domain containing 4A Alzheimer’s

Disease
PRNP CTD human 41 1 prion protein Alzheimer’s Disease
RELN CTD human 6 3 reelin Alzheimer’s Disease
PSEN1 CTD human 197 12 presenilin 1 Alzheimer’s Disease
PSEN2 CLINVAR CTD hu-

man
58 4 presenilin 2 Alzheimer’s Disease

FMN2 GWASCAT 1 1 formin 2 Alzheimer’s Disease
PYY CTD human 1 0 peptide YY Alzheimer’s Disease
CASS4 GWASCAT 2 1 Cas scaffolding protein family member 4

Alzheimer’s Disease
ARHGAP20 GWASCAT 1 1 Rho GTPase activating protein 20 Alzhei-

mer’s Disease
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VAT1L GWASCAT 1 1 vesicle amine transport 1-like Alzheimer’s
Disease

BAX CTD human 4 0 BCL2-associated X protein Alzheimer’s
Disease

PVRL2 GWASCAT 7 3 poliovirus receptor-related 2 (herpesvirus
entry mediator B) Alzheimer’s Disease

BCHE CTD human 52 1 butyrylcholinesterase Alzheimer’s Disease
BCL2 CTD human 9 0 B-cell CLL/lymphoma 2 Alzheimer’s Di-

sease
EXOC4 GWASCAT 1 1 exocyst complex component 4 Alzheimer’s

Disease
BDNF CTD human 58 5 brain-derived neurotrophic factor Alzhei-

mer’s Disease
BLMH CTD human 5 0 bleomycin hydrolase Alzheimer’s Disease
MS4A6A GWASCAT 2 1 membrane-spanning 4-domains subfamily

A member 6A Alzheimer’s Disease
LOC644135 GWASCAT 1 1 uncharacterized LOC644135 Alzheimer’s

Disease
CSMD1 GWASCAT 1 1 CUB and Sushi multiple domains 1 Alzhei-

mer’s Disease
LINC01184 GWASCAT 1 1 long intergenic non-protein coding RNA

1184 Alzheimer’s Disease
AD6 CTD human 0 0 Alzheimer disease 6 Alzheimer’s Disease
SLC2A4 CTD human 2 0 solute carrier family 2 (facilitated glucose

transporter) member 4 Alzheimer’s Disea-
se

SOD2 CTD human 3 0 superoxide dismutase 2 mitochondrial Alz-
heimer’s Disease

SORL1 CTD human GWAS-
CAT

49 1 sortilin-related receptor L(DLR class) A
repeats containing Alzheimer’s Disease

TF CTD human 15 0 transferrin Alzheimer’s Disease
TFAM CTD human 8 0 transcription factor A mitochondrial Alz-

heimer’s Disease
TNF CTD human 39 0 tumor necrosis factor Alzheimer’s Disease
TPI1 CTD human 1 0 triosephosphate isomerase 1 Alzheimer’s

Disease
VEGFA CTD human 11 0 vascular endothelial growth factor A Alz-

heimer’s Disease
VSNL1 GWASCAT 2 1 visinin-like 1 Alzheimer’s Disease
SLC30A4 CTD human 1 0 solute carrier family 30 (zinc transporter)

member 4 Alzheimer’s Disease
AD10 CTD human 0 0 Alzheimer disease-10 Alzheimer’s Disease
PPP1R3B GWASCAT 1 1 protein phosphatase 1 regulatory subunit

3B Alzheimer’s Disease
SAP30L GWASCAT 1 1 SAP30-like Alzheimer’s Disease
ANKRD55 GWASCAT 1 1 ankyrin repeat domain 55 Alzheimer’s Di-

sease
CLMN GWASCAT 1 1 calmin (calponin-like transmembrane) Alz-

heimer’s Disease
CALM1 CTD human 2 0 calmodulin 1 (phosphorylase kinase delta)

Alzheimer’s Disease
SP6 GWASCAT 1 1 Sp6 transcription factor Alzheimer’s Di-

sease
AD5 CTD human 1 0 Alzheimer disease 5 Alzheimer’s Disease
PICALM CTD human GWAS-

CAT
27 7 phosphatidylinositol binding clathrin as-

sembly protein Alzheimer’s Disease
CASP3 CTD human 13 0 caspase 3 apoptosis-related cysteine pepti-

dase Alzheimer’s Disease
MEGF10 GWASCAT 1 1 multiple EGF-like-domains 10 Alzheimer’s

Disease
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SPPL2A GWASCAT 1 1 signal peptide peptidase like 2A Alzhei-
mer’s Disease

CRADD GWASCAT 1 1 CASP2 and RIPK1 domain containing
adaptor with death domain Alzheimer’s
Disease

SQSTM1 GWASCAT 5 1 sequestosome 1 Alzheimer’s Disease
CACNA1G GWASCAT 1 1 calcium channel voltage-dependent T type

alpha 1G subunit Alzheimer’s Disease
MPZL1 GWASCAT 1 1 myelin protein zero-like 1 Alzheimer’s Di-

sease
MS4A3 GWASCAT 1 1 membrane-spanning 4-domains subfamily

A member 3 (hematopoietic cell-specific)
Alzheimer’s Disease

TRIP4 GWASCAT 3 1 thyroid hormone receptor interactor 4 Alz-
heimer’s Disease

CD33 CTD human GWAS-
CAT

5 2 CD33 molecule Alzheimer’s Disease

SLC4A8 GWASCAT 1 1 solute carrier family 4 sodium bicarbona-
te cotransporter member 8 Alzheimer’s Di-
sease

ST18 GWASCAT 1 1 suppression of tumorigenicity 18 zinc finger
Alzheimer’s Disease

ELMO1 GWASCAT 1 1 engulfment and cell motility 1 Alzheimer’s
Disease

GAB2 GWASCAT 14 2 GRB2-associated binding protein 2 Alzhei-
mer’s Disease

NOS3 CLINVAR 0 1 nitric oxide synthase 3 (endothelial cell)
ALZHEIMER DISEASE LATE-ONSET
SUSCEPTIBILITY TO

AD9 CTD human 0 0 Alzheimer disease 9 Alzheimer Disease 9
ND1 UNIPROT 1 0 NADH dehydrogenase subunit 1 (complex

I) ALZHEIMER DISEASE SUSCEPTIBI-
LITY TO MITOCHONDRIAL

ND2 UNIPROT 1 0 MTND2 ALZHEIMER DISEASE SUS-
CEPTIBILITY TO MITOCHONDRIAL

PSEN1 CLINVAR UNI-
PROT

30 31 presenilin 1 Alzheimer disease familial type
3

PSEN1 CLINVAR 0 0 presenilin 1 Alzheimer Disease Familial 3
with Spastic Paraparesis and Unusual Pla-
ques

PSEN1 CLINVAR CTD hu-
man

0 2 presenilin 1 Alzheimer Disease Familial 3
with Spastic Paraparesis and Apraxia

AD8 CTD human 0 0 Alzheimer disease 8 ALZHEIMER DISEA-
SE 8

PSEN1 CLINVAR 0 1 presenilin 1 ALZHEIMER DISEASE 4
PSEN2 CLINVAR CTD hu-

man UNIPROT
3 9 presenilin 2 ALZHEIMER DISEASE 4

AD11 CTD human 0 0 Alzheimer disease-11 Alzheimer Disease 11
AD7 CTD human 0 0 Alzheimer disease 7 Alzheimer Disease 7
AD6 CTD human 0 0 Alzheimer disease 6 ALZHEIMER DISEA-

SE 6 LATE-ONSET
APOE CTD human 4 0 apolipoprotein E ALZHEIMER DISEASE

2
APP CLINVAR 0 11 amyloid beta (A4) precursor protein ALZ-

HEIMER DISEASE FAMILIAL 1
APP CLINVAR 0 0 amyloid beta (A4) precursor protein Alz-

heimer Disease Early-Onset With Cerebral
Amyloid Angiopathy

AD10 CTD human 0 0 Alzheimer disease-10 ALZHEIMER DI-
SEASE 10
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AD5 CTD human 1 0 Alzheimer disease 5 ALZHEIMER DISEA-
SE 5

AD15 CTD human 0 0 Alzheimer disease-15 Alzheimer Disease 15
AD14 CTD human 0 0 Alzheimer disease 14 Alzheimer Disease 14
AD13 CTD human 0 0 Alzheimer disease-13 Alzheimer Disease 13
AD12 CTD human 0 0 Alzheimer disease 12 Alzheimer Disease 12
AD16 CTD human 0 0 Alzheimer disease 16 Alzheimer Disease 16
ADAM10 CLINVAR UNI-

PROT
1 1 ADAM metallopeptidase domain 10 ALZ-

HEIMER DISEASE 18

Tabla 1. Listado de genes relacionados con la EA de acuerdo a Disgenet.

.2. Listado de miRNAs relacionados con la EA de acuerdo a
las bases de datos relacionadas

miRNA Enfermedad informacion

hsa-mir-107 Alzheimer disease downregulated
hsa-mir-29a Alzheimer disease loss
hsa-mir-29b-1 Alzheimer disease loss
hsa-mir-29b-1 Alzheimer disease decreased
hsa-mir-107 Alzheimer disease decreases
hsa-mir-106b Alzheimer disease miR-106b: endogenous regulators of APP expression
hsa-mir-146a Alzheimer disease miR-146a: An NF-kappaB-sensitive micro RNA-146a-mediated inflam-

matory circuit in Alzheimer disease and in stressed human brain cells
hsa-mir-17 Alzheimer disease miR-17-5p: endogenous regulators of APP expression
hsa-mir-20a Alzheimer disease miR-20a: endogenous regulators of APP expression
hsa-mir-29a Alzheimer disease miR-29a decreased in Alzheimer disease brains targets neuron

navigator-3
hsa-mir-21 Alzheimer disease up-regulated, inhibits bcl2 translation
hsa-mir-101-1 Alzheimer disease MicroRNA-101 downregulates Alzheimer’s amyloid-beta precursor pro-

tein levels in human cell cultures and is differentially expressed
hsa-mir-103a-1 Alzheimer disease microRNAs 103 and 107 repress translation of cofilin, and that reduced

levels of miR-103 or miR-107 are associated with elevated cofilin protein
levels and formation of rod-like structures in a transgenic mouse model
of AD

hsa-mir-103a-2 Alzheimer disease microRNAs 103 and 107 repress translation of cofilin, and that reduced
levels of miR-103 or miR-107 are associated with elevated cofilin protein
levels and formation of rod-like structures in a transgenic mouse model
of AD

hsa-mir-107 Alzheimer disease microRNAs 103 and 107 repress translation of cofilin, and that reduced
levels of miR-103 or miR-107 are associated with elevated cofilin protein
levels and formation of rod-like structures in a transgenic mouse model
of AD

hsa-mir-590 Alzheimer disease Decreased relative expression levels of hsa-miR-590-3p in blood cells
was observed in patients with AD versus controls. hnRNP-A1 and its
transcription regulatory factor miR-590-3p are disregulated in patients
with AD, and the hnRNP-A1 rs7967622 C/C genotype is likely a risk
factor for FTLD in male populations.

hsa-mir-128-1 Alzheimer disease miR-128a/b levels were significantly reduced in the temporal cortex
and miR-128b in the frontal cortex in AD

hsa-mir-128-2 Alzheimer disease miR-128a/b levels were significantly reduced in the temporal cortex
and miR-128b in the frontal cortex in AD
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hsa-mir-34c Alzheimer disease The authors identify miR-34c as a negative constraint of memory conso-
lidation and show that miR-34c levels are elevated in the hippocampus
of AD patients and corresponding mouse models

hsa-mir-137 Alzheimer disease We identified that the loss of miR-137, -181c, -9, and 29a/b-1 increases
SPT and in turn Abeta levels, and provides a mechanism for the eleva-
ted risk of AD associated with age, high-saturated-fat diet, and gender.
Finally, these results suggest SPT and the respective miRNAs may be
potential therapeutic targets for sporadic AD.

hsa-mir-181c Alzheimer disease We identified that the loss of miR-137, -181c, -9, and 29a/b-1 increases
SPT and in turn Abeta levels, and provides a mechanism for the eleva-
ted risk of AD associated with age, high-saturated-fat diet, and gender.
Finally, these results suggest SPT and the respective miRNAs may be
potential therapeutic targets for sporadic AD.

hsa-mir-9-1 Alzheimer disease We identified that the loss of miR-137, -181c, -9, and 29a/b-1 increases
SPT and in turn Abeta levels, and provides a mechanism for the eleva-
ted risk of AD associated with age, high-saturated-fat diet, and gender.
Finally, these results suggest SPT and the respective miRNAs may be
potential therapeutic targets for sporadic AD.

hsa-mir-9-2 Alzheimer disease We identified that the loss of miR-137, -181c, -9, and 29a/b-1 increases
SPT and in turn Abeta levels, and provides a mechanism for the eleva-
ted risk of AD associated with age, high-saturated-fat diet, and gender.
Finally, these results suggest SPT and the respective miRNAs may be
potential therapeutic targets for sporadic AD.

hsa-mir-9-3 Alzheimer disease We identified that the loss of miR-137, -181c, -9, and 29a/b-1 increases
SPT and in turn Abeta levels, and provides a mechanism for the eleva-
ted risk of AD associated with age, high-saturated-fat diet, and gender.
Finally, these results suggest SPT and the respective miRNAs may be
potential therapeutic targets for sporadic AD.

hsa-mir-29a Alzheimer disease We identified that the loss of miR-137, -181c, -9, and 29a/b-1 increases
SPT and in turn Abeta levels, and provides a mechanism for the eleva-
ted risk of AD associated with age, high-saturated-fat diet, and gender.
Finally, these results suggest SPT and the respective miRNAs may be
potential therapeutic targets for sporadic AD.

hsa-mir-29b-1 Alzheimer disease We identified that the loss of miR-137, -181c, -9, and 29a/b-1 increases
SPT and in turn Abeta levels, and provides a mechanism for the eleva-
ted risk of AD associated with age, high-saturated-fat diet, and gender.
Finally, these results suggest SPT and the respective miRNAs may be
potential therapeutic targets for sporadic AD.

hsa-mir-137 Alzheimer disease Blood serum expressio level of these miRNAs may be non-invasive bio-
markers for Alzheimer’s disease

hsa-mir-181c Alzheimer disease Blood serum expressio level of these miRNAs may be non-invasive bio-
markers for Alzheimer’s disease

hsa-mir-9-1 Alzheimer disease Blood serum expressio level of these miRNAs may be non-invasive bio-
markers for Alzheimer’s disease

hsa-mir-9-2 Alzheimer disease Blood serum expressio level of these miRNAs may be non-invasive bio-
markers for Alzheimer’s disease

hsa-mir-9-3 Alzheimer disease Blood serum expressio level of these miRNAs may be non-invasive bio-
markers for Alzheimer’s disease

hsa-mir-29a Alzheimer disease Blood serum expressio level of these miRNAs may be non-invasive bio-
markers for Alzheimer’s disease

hsa-mir-29b-1 Alzheimer disease Blood serum expressio level of these miRNAs may be non-invasive bio-
markers for Alzheimer’s disease

hsa-mir-29b-2 Alzheimer disease Blood serum expressio level of these miRNAs may be non-invasive bio-
markers for Alzheimer’s disease

hsa-mir-124-1 Alzheimer disease The miR-124 regulates the expression of BACE1/-secretase correlated
with cell death in Alzheimer’s disease

hsa-mir-124-2 Alzheimer disease The miR-124 regulates the expression of BACE1/-secretase correlated
with cell death in Alzheimer’s disease

hsa-mir-124-3 Alzheimer disease The miR-124 regulates the expression of BACE1/-secretase correlated
with cell death in Alzheimer’s disease
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hsa-mir-125b-1 Alzheimer disease miR-125b and miR-146a regulate Complement Factor H (CFH) in Alz-
heimer’s Disease (AD) Brain

hsa-mir-125b-2 Alzheimer disease miR-125b and miR-146a regulate Complement Factor H (CFH) in Alz-
heimer’s Disease (AD) Brain

hsa-mir-146a Alzheimer disease miR-125b and miR-146a regulate Complement Factor H (CFH) in Alz-
heimer’s Disease (AD) Brain

hsa-mir-195 Alzheimer disease MicroRNA-195 downregulates Alzheimer’s disease amyloid-beta pro-
duction by targeting BACE1

hsa-mir-153-1 Alzheimer disease MicroRNA-153 physiologically inhibits expression of amyloid-beta pre-
cursor protein in cultured human fetal brain cells and is dysregulated
in a subset of Alzheimer disease patients

hsa-mir-153-2 Alzheimer disease MicroRNA-153 physiologically inhibits expression of amyloid-beta pre-
cursor protein in cultured human fetal brain cells and is dysregulated
in a subset of Alzheimer disease patients

hsa-mir-29b-1 Alzheimer disease blood;Expression of the Transcription Factor Sp1 and its Regulatory
hsa-miR-29b in Peripheral Blood Mononuclear Cells from Patients with
Alzheimer’s Disease

hsa-mir-29b-2 Alzheimer disease blood;Expression of the Transcription Factor Sp1 and its Regulatory
hsa-miR-29b in Peripheral Blood Mononuclear Cells from Patients with
Alzheimer’s Disease

hsa-mir-144 Alzheimer disease MicroRNA-144 Is Regulated by Activator Protein-1 (AP-1) and De-
creases Expression of Alzheimer’s Disease-related A Disintegrin And
Metalloprotease 10 (ADAM10)

hsa-mir-146a Alzheimer disease An NF-kB-sensitive microRNA-146a-mediated inflammatory circuit in
Alzheimer’s disease and in stressed human brain cells

Tabla 2. Listado de miRNAs relacionados con la EA de acuerdo a HMDD

miRNA Enfermedad Alteración técnica exp. información

(Continua en la página siguiente)
hsa-let-7i Alzheimer down-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-

29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-125b Alzheimer up-regulated Northern blot, qRT-
PCR etc

Micro-RNA speciation in fetal, adult
and Alzheimer’s hippocampus

hsa-miR-210 Alzheimer down-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-9 Alzheimer up-regulated Northern blot, qRT-
PCR etc

Micro-RNA speciation in fetal, adult
and Alzheimer’s hippocampus

hsa-miR-9 Alzheimer down-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-34a Alzheimer down-regulated northern blot, qRT-
PCR etc

miR-34a, a microRNA up-regulated
in a double transgenic mouse model
of Alzheimer’s , inhibits bcl2 trans-
lation

hsa-miR-26b Alzheimer down-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression
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hsa-miR-320 Alzheimer up-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-101 Alzheimer down-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-146a Alzheimer up-regulated northern blot, qRT-
PCR etc

Characterization of an NF-kappaB-
regulated, miRNA-146a-mediated
down-regulation of complement
factor H (CFH) in metal-sulfate-
stressed human brain cells

hsa-miR-298 Alzheimer down-regulated northern blot, qRT-
PCR etc

MicroRNA-298 and MicroRNA-328
Regulate Expression of Mouse
beta-Amyloid Precursor Protein-
converting Enzyme 1

hsa-miR-328 Alzheimer down-regulated northern blot, qRT-
PCR etc

MicroRNA-298 and MicroRNA-328
Regulate Expression of Mouse
beta-Amyloid Precursor Protein-
converting Enzyme 1

hsa-miR-106b Alzheimer down-regulated northern blot, qRT-
PCR etc

MicroRNA regulation of Alzhei-
mer’s Amyloid precursor protein ex-
pression

hsa-miR-29a Alzheimer down-regulated Northern blot, qRT-
PCR etc

Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-93 Alzheimer down-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-128a Alzheimer up-regulated Northern blot, qRT-
PCR etc

Micro-RNA speciation in fetal, adult
and Alzheimer’s hippocampus

hsa-miR-146a Alzheimer up-regulated Northern blot, qRT-
PCR etc

An NF-kB-sensitive microRNA-
146a-mediated inflammatory circuit
in Alzheimer’s and in stressed
human brain cells

hsa-miR-511 Alzheimer up-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-197 Alzheimer up-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-29b-
1

Alzheimer down-regulated Northern blot, qRT-
PCR etc

Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-15a Alzheimer down-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-22 Alzheimer down-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-124a Alzheimer down-regulated Northern blot, qRT-
PCR etc

Micro-RNA speciation in fetal, adult
and Alzheimer’s hippocampus
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hsa-miR-106b Alzheimer down-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-107 Alzheimer down-regulated Northern blot, qRT-
PCR etc

The expression of microRNA miR-
107 decreases early in Alzheimer’s
and may accelerate progression th-
rough regulation of beta-site amy-
loid precursor protein-cleaving enzy-
me 1

hsa-miR-181c Alzheimer down-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

hsa-miR-363 Alzheimer down-regulated microarray Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzhei-
mer’s correlates with increased
BACE1/beta-secretase expression

Tabla 3. Listado de miRNAs relacionados con la EA de acuerdo a miR2disease DB

miRNA Alteración Técnica exp. Información

(Continua en la página siguiente)
hsa-mir-210 downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-181c downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-15a downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-9-1 downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-488 downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-22 downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-101-1 downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-29b-1 downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-let-7i downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-19b-1 downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-106b downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-26b downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-363 downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-93 downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-520h overexpression miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-197 overexpression miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-511-1 overexpression miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-320a overexpression miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-23b downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-107 downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-107 downregulation In situ hybridization Patient study phenotype-control
hsa-mir-146a overexpression miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-146a overexpression miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-100 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-125b-1 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-132 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-146b downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-212 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-27a overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-27b overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-34a overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-381 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-422a overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-control
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hsa-mir-425 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-9-1 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-9-1 overexpression miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-125b-1 overexpression miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-128-1 overexpression miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-miR-9 2.5 Northern Blot Patient study phenotype-control
hsa-miR-125b 2.1 Northern Blot Patient study phenotype-control
hsa-mir-146a overexpression Northern Blot Patient study phenotype-control
hsa-miR-9 1 miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-miR-124 1 miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-146a overexpression miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-134 overexpression miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-195 overexpression miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-29a downregulation miRNA microarray Patient study phenotype-control
hsa-mir-144 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-miR-101 1 quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-107 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-control
hsa-mir-145 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-148a overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-210 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-30e overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-423 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-92a-1 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-let-7f-1 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-105-1 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-10a downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-10b downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-125a overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-126 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-127 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-135a-1 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-138-1 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-141 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-142 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-143 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-146b downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-151 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-154 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-15b downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-181a-1 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-181c downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-186 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-191 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-194-1 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-195 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-197 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-199a-1 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-204 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-205 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-214 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-216a overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-221 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-302b overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-30a overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-30b overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-30c-1 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-30d overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-32 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-338 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-345 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
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hsa-mir-362 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-371 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-374a overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-375 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-380 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-378 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-429 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-448 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-449a overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-451 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-455 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-494 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-497 downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-501 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-517a overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-517b overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-518b overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-518f overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-520a overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-526a-1 overexpression quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype
hsa-mir-99a downregulation quantitative PCR Patient study phenotype-phenotype

Tabla 4. Listado de miRNAs relacionados con la EA de acuerdo a PhenomiR 2.0
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[84] Alessandro Laganà, Dennis Shasha, and Carlo Maria Croce, Synthetic rnas for gene
regulation: design principles and computational tools, Frontiers in bioengineering and
biotechnology 2 (2014).

[85] Jenny KW Lam, Michael YT Chow, Yu Zhang, and Susan WS Leung, sirna versus
mirna as therapeutics for gene silencing, Molecular Therapy-Nucleic Acids 4 (2015),
no. 9, e252.

[86] J. C. Lambert and P. Amouyel, Genetics of Alzheimer’s disease: new evidences for
an old hypothesis?, Curr. Opin. Genet. Dev. 21 (2011), no. 3, 295–301.

[87] Jean-Charles Lambert, Carla A Ibrahim-Verbaas, Denise Harold, Adam C Naj, Re-
becca Sims, Céline Bellenguez, Gyungah Jun, Anita L DeStefano, Joshua C Bis,
Gary W Beecham, et al., Meta-analysis of 74,046 individuals identifies 11 new sus-
ceptibility loci for alzheimer’s disease, Nature genetics 45 (2013), no. 12, 1452–1458.

[88] J. A. Law and S. E. Jacobsen, Establishing, maintaining and modifying DNA methy-
lation patterns in plants and animals, Nat. Rev. Genet. 11 (2010), no. 3, 204–220.
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ria Karagiannidou, World alzheimer report 2016: improving healthcare for people
living with dementia: coverage, quality and costs now and in the future, (2016).

[124] S. M. Pulukuri and J. S. Rao, Small interfering RNA directed reversal of urokinase
plasminogen activator demethylation inhibits prostate tumor growth and metastasis,
Cancer Res. 67 (2007), no. 14, 6637–6646.



BIBLIOGRAFÍA 122
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se, Journal of clinical and diagnostic research: JCDR 10 (2016), no. 7, KE01.

[140] Rupinder Singh, A microrna target prediction algorithm, (2010).

[141] O. Slaby, J. Bienertova-Vasku, M. Svoboda, and R. Vyzula, Genetic polymorphisms
and microRNAs: new direction in molecular epidemiology of solid cancer, J. Cell.
Mol. Med. 16 (2012), no. 1, 8–21.

[142] N. R. Smalheiser, The search for endogenous siRNAs in the mammalian brain, Exp.
Neurol. 235 (2012), no. 2, 455–463.

[143] N. R. Smalheiser, G. Lugli, J. Thimmapuram, E. H. Cook, and J. Larson, En-
dogenous siRNAs and noncoding RNA-derived small RNAs are expressed in adult
mouse hippocampus and are up-regulated in olfactory discrimination training, RNA
17 (2011), no. 1, 166–181.

[144] N. Sugimoto, S. Nakano, M. Katoh, A. Matsumura, H. Nakamuta, T. Ohmichi,
M. Yoneyama, and M. Sasaki, Thermodynamic parameters to predict stability of
RNA/DNA hybrid duplexes, Biochemistry 34 (1995), no. 35, 11211–11216.

[145] Naoki Sugimoto, Shu-ichi Nakano, Misa Katoh, Akiko Matsumura, Hiroyuki Naka-
muta, Tatsuo Ohmichi, Mari Yoneyama, and Muneo Sasaki, Thermodynamic pa-
rameters to predict stability of rna/dna hybrid duplexes, Biochemistry 34 (1995),
no. 35, 11211–11216.

[146] Hyeon-Sook Suh, Meng-Liang Zhao, Leandra Derico, Namjong Choi, and Sunhee C
Lee, Insulin-like growth factor 1 and 2 (igf1, igf2) expression in human microglia:
differential regulation by inflammatory mediators, Journal of neuroinflammation 10
(2013), no. 1, 805.

[147] R. H. Swerdlow, J. M. Burns, and S. M. Khan, The Alzheimer’s disease mitochondrial
cascade hypothesis: progress and perspectives, Biochim. Biophys. Acta 1842 (2014),
no. 8, 1219–1231.

[148] R. H. Swerdlow and S. M. Khan, The Alzheimer’s disease mitochondrial cascade
hypothesis: an update, Exp. Neurol. 218 (2009), no. 2, 308–315.

[149] Damian Szklarczyk, Andrea Franceschini, Stefan Wyder, Kristoffer Forslund, Davi-
de Heller, Jaime Huerta-Cepas, Milan Simonovic, Alexander Roth, Alberto Santos,
Kalliopi P Tsafou, et al., String v10: protein–protein interaction networks, integrated
over the tree of life, Nucleic acids research 43 (2014), no. D1, D447–D452.

[150] Norihiro Takei, Akinori Miyashita, Tamao Tsukie, Hiroyuki Arai, Takashi Asada,
Masaki Imagawa, Mikio Shoji, Susumu Higuchi, Katsuya Urakami, Hideo Kimura,
et al., Genetic association study on in and around the apoe in late-onset alzheimer
disease in japanese, Genomics 93 (2009), no. 5, 441–448.

[151] Puneet Talwar, Yumnam Silla, Sandeep Grover, Meenal Gupta, Rachna Agarwal,
Suman Kushwaha, and Ritushree Kukreti, Genomic convergence and network analy-
sis approach to identify candidate genes in alzheimer’s disease, BMC genomics 15
(2014), no. 1, 1.



BIBLIOGRAFÍA 124
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