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Prefacio 
	  

Las	   enfermedades	   neurodegenerativas,	   como	   la	   enfermedad	   de	   Alzheimer	   (EA)	   y	   la	   enfermedad	   de	  

Parkinson	  (EP),	  representan	  un	  grave	  problema	  de	  salud	  pública,	  sobre	  todo	  en	  los	  países	  occidentales,	  

donde	  el	  envejecimiento	  creciente	  de	  la	  población	  augura	  un	  incremento	  sustancial	  de	  la	  prevalencia	  de	  

estas	   patologías.	   A	   pesar	   de	   que	   ciertos	   tratamientos	   proporcionan	   una	   disminución	   de	   las	  

manifestaciones	  clínicas,	  el	  avance	  del	  proceso	  neurodegenerativo	  es	   irreversible.	   La	   identificación	  de	  

los	  mecanismos,	   como	   la	   interacción	   entre	   factores	   genéticos	   y	  medio-‐ambientales,	   implicados	   en	   la	  

etiología	   y	   evolución	  de	  estas	  patologías	  es	  de	   importancia	   capital.	   En	  el	   presente	   trabajo	  de	   tesis	   se	  

explora	   el	   papel	   de	   la	   metilación	   del	   ADN	   genómico	   y	   el	   mosaicismo	   genético	   en	   enfermedades	  

neurodegenerativas.	   El	   análisis	   del	   perfil	   de	   metilación	   del	   ADN	   se	   realizó	   empleando	   dos	   arrays	   de	  

metilación:	  ‘HumanMethylation’	  (27K	  y	  450K,	  Illumina),	  cuyas	  sondas	  distribuidas	  estratégicamente	  por	  

todo	  el	  genoma,	  permiten	  detectar	  cuantitativamente	  el	  estado	  de	  metilación	  de	  unos	  27.000	  y	  450.000	  

dinucleótidos	  CpG,	  respectivamente.	  La	  comparación	  de	  un	  total	  de	  60	  individuos	  (28	  con	  enfermedad	  

de	   Alzheimer,	   3	   con	   enfermedad	   de	   Parkinson	   y	   29	   controles)	   ha	   permitido	   identificar	   el	   perfil	   de	  

metilación	   del	   genoma	   de	   distintas	   áreas	   del	   sistema	   nervioso	   central	   (SNC)	   (corteza,	   amígdala,	  

hipocampo,	   hipotálamo,	   protuberancia,	   sustancia	   negra	   y	   cerebelo),	   mostrando	   la	   existencia	   de	   un	  

patrón	   diferencial	   entre	   hombres	   y	  mujeres,	   asociado	   a	   la	   inactivación	   del	   cromosoma	   X,	   un	   patrón	  

independiente	  para	  cerebelo,	  y	  un	  patrón	  de	  metilación	  de	  un	  conjunto	  de	  dianas	  característico	  de	  los	  

estadíos	  3	  y	  4	  de	  Braak	  de	  la	  EA.	  Asimismo,	  se	  observaron	  diferencias	  significativas	  de	  metilación	  (1.112	  

CpGs,	  p<0,01)	  en	  el	  cerebelo	  asociadas	  a	  la	  EA,	  confirmando	  su	  implicación	  en	  la	  enfermedad.	  El	  análisis	  

del	  mosaicismo	   somático	  del	   cerebro	   se	   realizó	   empleando	  el	   “SurePrint	  G3	  human	  CGH	  array	  400K”	  

(Agilent).	  Tomando	  como	  área	  de	  referencia	  el	  cerebelo	  se	  detectaron	  ganancias	  o	  pérdidas	  de	  material	  

genómico	  entre	  áreas	  del	   cerebro	  de	  un	  mismo	   individuo.	  Dos	  muestras	  de	  corteza,	  pertenecientes	  a	  

dos	  controles,	  presentaron	  una	  ganancia	  de	  material	  genómico	  en	  el	  gen	  WWOX,	  mientras	  que	  tan	  solo	  

una	  muestra	  mostró	  una	  ganancia	  de	  material	  genómico	  en	  el	  gen	  ADAM5P3A.	  La	  elevada	  frecuencia	  de	  

variantes	  en	  el	  número	  de	  copia	  en	  WWOX	  y	  su	  posible	   implicación	  en	  EA	   llevó	  a	  genotipar	  un	  mayor	  

número	   de	   individuos,	   aunque	   ninguno	   mostró	   mosaicismo	   somático.	   El	   análisis	   del	   estado	   de	  

metilación	   de	   las	   sondas	   ubicadas	   en	  WWOX	   permitió	   observar	   una	   disminución	   significativa	   de	   la	  

metilación	  entre	  pacientes	  y	   controles	  en	  14	   sondas	   (T-‐student,	  p<0.05),	   sugiriendo	  que	   la	   regulación	  

epigenética	   de	   WWOX	   puede	   estar	   alterada	   en	   la	   EA.	   En	   conjunto,	   estos	   resultados	   muestran	   la	  

alteración	  de	   los	  perfiles	  de	  metilación	  del	  SNC	  en	  relación	  con	   la	  EA	  tardía	   (estadíos	  3	  y	  4	  de	  Braak).	  

Principalmente,	  en	  una	  de	   las	  regiones	  cuya	  afectación	  patológica	  en	   la	  EA	  ha	  sido	  más	  controvertida,	  

cerebelo.	   Es	   especialmente	   interesante	   remarcar	   que	   la	   aparición	   de	   las	   lesiones	   características	   de	  

cerebelo	   tienen	   lugar	   en	   estadíos	   más	   avanzados,	   indicando	   la	   posibilidad	   de	   que	   la	   alteraciones	  

epigenéticas	  observadas	  podrían	  corresponder	  a	  un	  evento	  prematuro	  en	  la	  progresión	  de	  la	  patología.	  	   	  
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Abstract 
	  
Neurodegenerative	  disorders,	  such	  as	  Alzheimer’s	  disease	  (AD)	  and	  Parkinson’s	  disease	  (PD),	  represent	  

a	  major	  issue	  of	  public	  health	  in	  developing	  countries	  where	  the	  aging	  of	  the	  population	  is	  leading	  to	  a	  

progressive	   increase	   of	   its	   prevalence	   rates.	   Currently,	   several	   therapeutic	   strategies	   help	   to	   palliate	  

clinical	   symptoms,	   but	   the	   neurodegeneration	   is	   progressive	   and	   irreversible.	   Identification	   of	  

underlying	  mechanisms	  leading	  to	  these	  disorders	  is	  essential	  to	  improve	  patient’s	  life	  expectancy	  and	  

quality.	  In	  this	  context,	  many	  efforts	  have	  been	  focused	  on	  identifying	  genetics	  and	  environment	  causes	  

of	   these	   disorders	  with	   little	   success,	   highlighting	   the	   need	   to	   evaluate	   new	  mechanisms	   and	   factors	  

involved.	   The	   present	   thesis	   project	   has	   explored	   the	   implication	   of	   new	  mechanisms,	   such	   as	   DNA	  

methylation	  and	  somatic	  mosaicism	  in	  AD	  and	  PD.	  The	  analysis	  of	  DNA	  methylation	  was	  performed	  with	  

a	   new	   methylation	   array	   technology:	   ‘HumanMethylation’	   (27K	   and	   450K,	   Illumina),	   whose	   probes	  

strategically	  distributed	  along	  the	  human	  genome,	  enables	  to	  quantify	  the	  methylation	  state	  of	  around	  

27,000	  and	  450,000	  CpG	  sites,	  respectively.	  The	  pattern	  of	  methylation	  of	  60	  subjects	  (28	  AD,	  3	  PD	  and	  

29	  unaffected)	  with	  four	  to	  seven	  brain	  regions	  (cortex,	  amygdala,	  hippocampus,	  hypothalamus,	  pons,	  

substantia	   nigra	   and	   cerebellum)	   has	   been	   assessed.	   The	   study	   has	   shown	   three	   main	   clusters	  

depending	  on	  gender	  (female/male),	  brain	  area	  (cerebellum	  vs	  others)	  and	  disease	  stage	  (AD3	  vs	  AD4).	  

In	  addition,	  a	  differential	  analysis	  performed	   in	   individual	  CpG	  sites	  proved	  the	  presence	  of	  significant	  

differences	  associated	  to	  AD	  patient’s	  cerebellum	  (1112	  CpG	  sites,	  p<0.01).	  Somatic	  mosaicism	  analysis	  

has	  been	   carried	  out	  with	   a	   ‘SurePrint	  G3	  human	  CGH	  array	  400K’	   (Agilent)	   to	  detect	   intra-‐individual	  

genomic	   gains	   and	   losses	   compared	   to	   cerebellum.	  A	   total	   of	   two	   cortex	   samples	   showed	   a	   genomic	  

gain	   in	   the	  WWOX	   gene,	   whereas	   only	   one	   sample	   showed	   a	   gain	   on	  ADAM5P3A.	  WWOX	   has	   been	  

considered	  as	  a	  potential	  candidate	  gene	   in	  previous	  AD	  studies,	  and	  was	   further	  analyzed	   in	  a	   larger	  

cohort	   of	   human	   brain	   samples.	   Genotyping	   assays	   did	   not	   confirm	   the	   presence	   of	   new	   somatic	  

mosaicism	   cases,	   but	   it	   was	   possible	   to	   determine	   the	   genotype	   distribution	   and	   compared	   data	  

between	   samples.	   A	   significant	   hypomethylation	   of	   the	  WWOX	   promoter	   region	  was	   observed	   in	   AD	  

patients	  compared	  to	  controls	  subjects	  (T-‐test,	  p<0.05)	  in	  14	  probes,	  suggesting	  a	  potential	  regulation	  of	  

expression	  by	  methylation.	  Overall,	  these	  results	  highlight	  the	  implication	  of	  epigenetic	  mechanisms	  in	  

neurodegenerative	  disorders,	  as	  AD.	  In	  particular,	  it	  is	  remarkable	  the	  specific	  pattern	  of	  methylation	  in	  

the	   cerebellum	   in	   intermediate	   stages	   of	   AD,	   suggesting	   an	   overlap	   with	   early	   modifications,	   which	  

could	  contribute	  to	  unraveling	  new	  mechanisms	  implicated	  in	  AD.	  
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1.1. Enfermedades Neurodegenerativas 
	  

Las	  enfermedades	  neurodegenerativas	  se	  pueden	  definir	  como	  un	  conjunto	  de	  condiciones	  patológicas	  

que	  afectan	  a	  la	  función	  y/o	  estructura	  de	  las	  células	  nerviosas,	  y	  que,	  a	  diferencia	  del	  envejecimiento	  

fisiológico,	   presentan	   un	   sustrato	   neuropatológico	   común:	   la	   atrofia	   neuronal	   y	   la	   gliosis1.	   La	  

heterogeneidad	  de	   las	  manifestaciones	   clínicas	  dificultan	  el	   establecimiento	  de	  una	  definición	  médica	  

precisa	   de	   las	   enfermedades	   neurodegenerativas.	  No	  obstante,	   éstas	   comprenden	  un	   vasto	   grupo	  de	  

enfermedades	  neurológicas	  de	  causa	  desconocida	  e	  inicio	  insidioso,	  que	  tienen	  como	  atributo	  común	  el	  

curso	   progresivo	   de	   los	   síntomas,	   reflejo	   de	   la	   desintegración	   paulatina	   de	   una	   parte	   o	   partes	   del	  

sistema	  nervioso1.	  

	  

La	   mejora	   de	   las	   condiciones	   socio-‐sanitarias	   de	   los	   países	   desarrollados	   y	   en	   vías	   de	   desarrollo	   ha	  

propiciado	  una	  mejora	  en	  la	  calidad	  de	  vida,	  aumentando	  de	  manera	  considerable	  la	  esperanza	  de	  vida.	  

Este	  hecho,	  unido	  a	  la	  disminución	  de	  la	  natalidad,	  ha	  conducido	  en	  los	  últimos	  diez	  años	  a	  la	  inversión	  

de	  la	  pirámide	  demográfica	  (se	  estima	  que	  el	  30%	  de	  la	  población	  mundial	  será	  mayor	  de	  60	  años	  en	  el	  

2050)2.	  El	  progresivo	  envejecimiento	  de	  la	  población	  es	  uno	  de	  los	  factores	  de	  riesgo	  más	  consistente	  en	  

las	   enfermedades	   neurodegenerativas3,	   representando	   un	   serio	   problema	   de	   salud	   pública	   a	   nivel	  

mundial.	  Según	  la	  Organización	  mundial	  de	  la	  salud	  (OMS),	  en	  el	  año	  2005,	  los	  trastornos	  neurológicos	  

fueron	   la	   causa	   de	   mortalidad	   de	   aproximadamente	   el	   12%	   de	   la	   población,	   siendo	   la	   demencia,	  

especialmente	  la	  enfermedad	  de	  Alzheimer,	  la	  segunda	  causa	  más	  frecuente	  (0,73%)	  tras	  los	  accidentes	  

cerebrovasculares	  (9,9%)4	  (www.who.int/mental_health/neurology/neurodiso/en/index.html).	  

	  

La	  demencia	  es	  una	  de	  las	  patologías	  que	  despierta	  mayor	  preocupación	  a	  nivel	  clínico-‐sanitario.	  Por	  un	  

lado,	  es	  la	  mayor	  causa	  de	  incapacitación	  y	  muerte	  geriátrica,	  y	  por	  otro,	  representa	  un	  gasto	  sanitario	  

tan	  importante	  que	  es	  difícil	  de	  asumir	  por	  los	  países.	  La	  principal	  causa	  de	  demencia	  es	  la	  enfermedad	  

de	   Alzheimer	   (EA),	   aunque	   otras	   enfermedades	   neurodegenerativas	   también	   presentan	   o	   pueden	  

presentar	  demencia:	  enfermedad	  de	  Parkinson	  (EP),	  enfermedad	  de	  Pick	  o	  enfermedad	  de	  Huntington.	  

Recientes	   estudios	   epidemiológicos,	   en	   base	   a	   datos	   de	   2001,	   han	   situado	   la	   prevalencia	  mundial	   de	  

demencia	   en	   un	   3,9%,	   con	   una	   incidencia	   de	   7,5	   por	   1000	   habitantes	   y	   año	   en	   la	   población	  mundial	  

mayor	  de	  60	  años5.	  Considerando	  las	  proyecciones	  del	  envejecimiento	  de	  la	  población,	  se	  calcula	  que	  en	  

el	   año	  2040	  cerca	  de	  81,1	  millones	  de	  personas	  mayores	  de	  60	  años	  padecerán	  demencia	  en	   todo	  el	  

mundo5.	   En	   consecuencia,	   existe	   un	   gran	   interés	   en	   elucidar	   las	   causas	   y	   mecanismos	   moleculares	  

subyacentes	  a	  las	  enfermedades	  neurodegenerativas	  especialmente,	  aquellas	  que	  presentan	  una	  mayor	  

prevalencia	   en	   la	   población,	   como	   EA	   y	   EP.	   La	   mejora	   en	   la	   caracterización	   molecular	   de	   estas	  

enfermedades	  puede	   contribuir	   a	   frenar	   la	   progresión	  de	  estas	  patologías,	   paliar	   sus	  manifestaciones	  

clínicas	  y	  mejorar	  la	  calidad	  de	  vida	  de	  los	  pacientes.	  
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1.1.1. Diagnóstico y clasificación de las enfermedades neurodegenerativas 
	  

La	  descripción	  de	  las	  enfermedades	  neurodegenerativas	  es	  un	  concepto	  en	  continua	  evolución.	  Aunque	  

en	   la	   actualidad	   se	   han	   descrito	   más	   de	   200	   entidades,	   no	   existe	   un	   criterio	   preciso	   a	   la	   hora	   de	  

establecer	  los	  límites	  de	  cada	  entidad	  nosológica.	  Los	  principales	  problemas	  son,	  fundamentalmente,	  la	  

presencia	  de	  manifestaciones	  clínicas	  y	  mecanismos	  moleculares	  neurodegenerativos	  comunes	  entre	  el	  

envejecimiento	   fisiológico	   y	   la	   neurodegeneración	   (estrés	  oxidativo	   y	   daño	  mitocondrial),	   así	   como	   la	  

variabilidad	  sintomatológica	  inter-‐individual.	  Este	  hecho,	  unido	  al	  desconocimiento	  de	  las	  causas	  que	  las	  

originan,	  ha	  dificultado	  el	  establecimiento	  de	  criterios	  rigurosos	  para	  su	  detección	  y	  diagnóstico	  precoz6-‐

8.	  Habitualmente	  el	  diagnóstico	  clínico	  se	  realiza	  por	  exclusión	  de	  otras	  patologías	  que	  cursan	  con	  una	  

sintomatología	  similar.	  

	  

Actualmente,	  el	  diagnóstico	  de	  las	  enfermedades	  neurodegenerativas	  va	  acompañado	  de	  una	  entrevista	  

clínica,	   del	   seguimiento	   del	   transcurso	   de	   la	   enfermedad9	   y	   de	   la	   respuesta	   al	   tratamiento.	   Para	   casi	  

todas	   las	   patologías	   neurodegenerativas,	   la	   prueba	   diagnóstica	   concluyente	   se	   obtiene	   a	   partir	   de	   la	  

información	  extraída	  de	  los	  estudios	  neuropatológicos	  realizados	  en	  tejido	  post-‐mortem,	  hecho	  que	  ha	  

dificultado	   enormemente	   el	   diagnóstico	   precoz.	   A	   nivel	   internacional,	   existen	   principalmente	   dos	  

sistemas	   de	   clasificación	   de	   las	   enfermedades	   neurodegenerativas:	   la	   ‘International	   Classification	   of	  

Disease’	   (ICD),	   publicada	   por	   la	   OMS	   y	   el	   ‘manual	   estadístico	   y	   de	   diagnóstico	   de	   enfermedades	  

mentales’	   (DSM),	   publicado	   por	   la	   Asociación	   Americana	   de	   Psiquiatría,	   siendo	   la	   ICD-‐10	   (1993)	   y	   la	  

DSM-‐IV-‐TR	   (2001)	   las	   versiones	   más	   actualizadas10.	   Sin	   embargo,	   algunas	   patologías	   escapan	   a	   los	  

criterios	  de	  clasificación	  propuestos	  en	  estos	  compendios.	  	  

	  

En	   los	   últimos	   años	   se	   ha	   puesto	   de	   manifiesto	   el	   solapamiento	   entre	   distintas	   patologías	  

neurodegenerativas	  y	  la	  dificultad	  de	  separar	  cada	  enfermedad8.	  Entre	  los	  criterios	  de	  clasificación	  más	  

aceptados,	  se	  encuentran:	  a/	  la	  naturaleza	  de	  las	  manifestaciones	  clínicas	  y	  la	  ubicación	  de	  las	  lesiones	  

neuropatológicas	   (Tabla	   1);	   y	   b/	   los	   mecanismos	   moleculares	   que	   median	   el	   proceso	   degenerativo	  

(Tabla	  2).	  

	  

A	  su	  vez,	  se	  ha	  propuesto	  la	  clasificación	  de	  las	  patologías	  neurodegenerativas	  en	  base	  al	  tipo	  de	  células	  

nerviosas	   afectadas,	   como	   la	   degeneración	   glial	   en	   parálisis	   progresivas,	   la	   atrofia	   múltiple	   y	   la	  

degeneración	   cortico-‐basal.	   Debido	   a	   su	   reciente	   incorporación	   este	   criterio	   no	   está	   todavía	   muy	  

extendido	  en	  la	  praxis	  clínica.	  
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Tabla	  1.	  Clasificación	  de	  las	  enfermedades	  neurodegenerativas	  según	  sus	  manifestaciones	  
clínicas	  y	  la	  ubicación	  de	  las	  lesiones	  neuropatológicas11	  

Síndromes	  en	  los	  que	  predomina	  la	  demencia	  
» Enfermedad	  de	  Alzheimer	   
» Enfermedad	  de	  Pick 
» Otras	   enfermedades	   neurodegenerativas	   (enfermedad	   de	   Creutzfeldt-‐Jakob,	   degeneración	  
cortico-‐basal,	  demencia	  con	  gránulos	  argirófilos)	  
 

Síndromes	  de	  los	  ganglios	  basales	  
» Síndromes	  Parkinsonianos	   
 Enfermedad	  de	  Parkinson	  	  
 Parálisis	  supranuclear	  progresiva	  
 Atrofias	  multisistémicas	  
» Síndromes	  discinéticos	   
 Enfermedad	  de	  Huntington	  
 Distonías	  de	  torsión	  y	  focales	  
 Síndrome	  de	  Gilles	  de	  la	  Tourette	  
 Temblor	  esencial	  
 Enfermedad	  de	  Hallervorden-‐Spatz	  
	  
Síndromes	  espinocerebelosos	  	  
» Ataxia	  congénita 
» Ataxia	  de	  Friedreich 
» Ataxias	  progresivas	  no-‐Friedreich 
» Ataxia	  progresiva	  del	  adulto 
» Ataxia	  periódica 
» Paraplejia	  espástica	  hereditaria	  
 

Enfermedades	  de	  la	  motoneurona	  
» Esclerosis	  lateral	  amiotrófica 
» Síndromes	  de	  motoneurona	  inferior 
 Atrofias	  musculares	  espinales	  
 Parálisis	  bulbares	  
» Síndromes	  de	  motoneurona	  superior 
 Esclerosis	  lateral	  primaria	  
	  
Polineuropatías	  degenerativas	  
» Síndrome	  de	  Guillain-‐Barré-‐Landry	  
» Neuropatía	  diabética	  
» Distrofia	  muscular	  de	  Duchenne	  
» Poliomielitis	  
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Tabla	  2.	  Clasificación	  de	  las	  enfermedades	  neurodegenerativas	  según	  los	  mecanismos	  
moleculares	  que	  evalúan	  el	  proceso	  neurodegenerativo8	  

Tauopatías	  

 Enfermedad	  de	  Alzheimer	  
 Demencia	  fronto-‐temporal	  tipo	  I 
 Enfermedad	  de	  Pick 
 Degeneración	  cortico-‐basal	   
 Enfermedad	  de	  las	  moto-‐neuronas	  con	  demencia	   
 Demencia	  fronto-‐temporal	  y	  enfermedad	  de	  Parkinson	  ligada	  al	  cromosoma	  17 
 Parálisis	  supra-‐nuclear	  progresiva	   
 

Alfa-‐sinucleinopatías	  
 Enfermedad	  de	  Parkinson	   
 Demencia	  de	  cuerpos	  de	  Lewy	   
 Atrofia	  multisistémica	  	  
	  
Neurofilamentopatía 
 Demencia	  con	  inclusiones	  neurofilamentosas	   
 

Enfermedad	  priónica 

 Enfermedad	  de	  Creutzfeldt-‐Jakob	   
 Síndrome	  Gerstmann-‐Straussler-‐Scheinker	  
 Insomnio	  familiar	  fatal	   
 

	  

Diagnóstico y clasificación de las demencias 

	  

Una	   de	   las	   entidades	   nosológicas	   más	   frecuente	   entre	   las	   enfermedades	   neurodegenerativas	   es	   la	  

demencia.	   Esta	   se	   define	   como	   “un	   síndrome	   adquirido,	   producido	   por	   una	   causa	   orgánica	   capaz	   de	  

provocar	   un	   deterioro	   persistente	   de	   las	   funciones	   mentales	   superiores,	   y	   que	   conlleva	   a	   una	  

incapacidad	  funcional,	  tanto	  en	  el	  ámbito	  social	  como	  laboral,	  en	  personas	  que	  no	  padecen	  alteraciones	  

a	  nivel	  de	  conciencia”12.	   La	  demencia	   se	  diagnostica	  en	  base	  a	  criterios	  establecidos	   (DSM-‐IV	  TR,	   ICD-‐

10),	   los	   cuales	   requieren	   la	   presencia	   de	   un	   déficit	   de	   memoria,	   la	   concurrencia	   de	   una	   o	   más	  

alteraciones	   cognitivas	   en	   otras	   áreas	   del	   sistema	   nervioso	   central	   (SNC)	   –afasia,	   apraxia,	   agnosia,	  

disfunción	   ejecutiva–,	   y	   la	   limitación	   en	   las	   capacidades	   ocupacionales	   y/o	   sociales	   con	   respecto	   a	   la	  

situación	  previa.	  	  

	  

Las	   causas	  que	   conducen	  al	  desarrollo	  de	  demencia	   son	  heterogéneas.	  Principalmente,	   son	  debidas	  a	  

trastornos	   neurodegenerativos	   subyacentes	   o	   a	   trastornos	   vasculares,	   aunque	   también	   es	   posible	  

encontrar	  una	  mezcla	  de	  ambas	  causas.	  Las	  demencias	  primarias	  se	  originan	  por	  hipofunción	  o	  pérdida	  

de	  la	  sinapsis	  y	  de	  neuronas	  por	  alteraciones	  intrínsecas	  al	  metabolismo	  celular.	  Por	  el	  contrario,	  en	  las	  

demencias	  secundarias,	  la	  pérdida	  neuronal	  se	  debe	  a	  causas	  ajenas	  al	  metabolismo	  celular,	  como	  por	  

ejemplo,	  trastornos	  vasculares,	   lesiones	  traumáticas,	   infecciones,	   intoxicaciones	  o	  procesos	  tumorales.	  
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Estas	  últimas	   son	   las	  primeras	  en	   ser	   evaluadas	  en	  el	   diagnostico	  diferencial,	   puesto	  que	   son	  de	   fácil	  

identificación	  y,	  generalmente,	  cuando	  cesa	  la	  causa	  de	  enfermedad	  la	  patología	  remite.	  Las	  demencias	  

primarias	   se	   diferencian	   topográficamente	   según	   el	   origen	   de	   la	   histopatología	   en:	   corticales	  

(enfermedad	   de	   Alzheimer,	   demencia	   con	   cuerpos	   de	   Lewy,	   enfermedad	   de	   Pick,	   etc),	   subcorticales	  

(enfermedad	  de	  Huntington,	  demencia	  en	  enfermedad	  de	  Parkinson,	  etc),	   focales,	  cuando	  se	  produce	  

una	  afectación	  cortical	  o	  subcortical	  y	  a	  nivel	  histopatológico	  se	  constata	  una	  atrofia	  focal	  o	  circunscrita	  

(enfermedad	   de	   Pick,	   atrofia	   cortical	   posterior,	   apraxia	   primaria	   progresiva,	   etc),	   y	   globales	   (cuando	  

coinciden	  de	  forma	  intensa	  y	  generalizada	  las	  alteraciones	  corticales	  y	  subcorticales,	  generalmente,	  en	  

estadíos	   avanzados	   de	   demencia	   que	   cursan	   con	   un	   déficit	   cerebral	   profundo,	   desconexión	   e	  

indiferencia).	   Las	   demencias	   vasculares	   representan	   la	   segunda	   causa	   más	   frecuente	   de	   demencia	  

después	  de	  las	  corticales	  primarias,	  y	  entre	  ellas	  se	  incluyen:	  la	  demencia	  multi-‐infarto	  y	  la	  hemorragia	  e	  

isquemia-‐hipoxia,	  entre	  otras12.	  

	  

1.1.1.1. Enfermedad de Alzheimer 
	  

Los	   síntomas	   y	   lesiones	   de	   la	   enfermedad	   de	   Alzheimer	   fueron	   descritos	   por	   el	   neurólogo	   Alois	  

Alzheimer	   en	   190713,	   tras	   realizar	   el	   análisis	   clínico	   y	   anatomopatológico	   de	   una	   paciente	   con	  

alteraciones	  neurológicas.	  La	  identificación	  de	  un	  número	  creciente	  de	  casos	  que	  presentaban	  la	  misma	  

sintomatología	  y	  marcas	  anatomopatológicas,	  llevó	  a	  pensar	  que	  se	  trataba	  de	  una	  enfermedad	  y	  no	  de	  

un	  caso	  aislado	  de	  demencia,	  siendo	  el	  Dr.	  Kraepelin,	  en	  1910,	  quien	  acuñó	  el	  término	  de	  la	  enfermedad	  

en	  honor	  a	  su	  descubridor14,15.	  

	  

En	  la	  actualidad,	  la	  EA	  es	  la	  primera	  causa	  de	  demencia	  en	  el	  mundo,	  representando	  un	  grave	  problema	  

de	  salud	  pública	  por	  la	  incapacidad	  social	  que	  conlleva.	  Desde	  la	  década	  de	  los	  años	  80	  se	  han	  llevado	  a	  

cabo	   diversos	   estudios,	   muchos	   de	   ellos	   en	   consorcios	   multinacionales,	   encargados	   de	   analizar	   los	  

factores	  epidemiológicos	  de	  esta	  patología.	  No	  obstante,	   la	   alternancia	  en	   los	  métodos	  de	  análisis,	   la	  

ausencia	   inicial	   de	   criterios	   internacionales	   de	   diagnóstico	   y	   la	   presencia	   de	   comorbilidad,	   han	   dado	  

como	  resultado	  una	  gran	  variabilidad	  de	  resultados.	  A	  pesar	  de	  ello,	  los	  estudios	  más	  recientes	  estiman	  

la	  prevalencia	  de	  EA	  en	  los	  países	  desarrollados	  en	  el	  1,9%,	  dato	  que	  asciende	  a	  un	  13%	  en	  las	  personas	  

mayores	  de	  65	  años16	  (www.alzhttp://www.alz.org/documents_custom/report_alzfactsfigures2010).	  

	  

La	   EA,	   clasificada	   como	   demencia	   cortical,	   se	   caracteriza	   por	   un	   deterioro	   progresivo	   cognitivo	   y	  

funcional,	   de	   inicio	   insidioso,	   al	   que	   se	   asocian	   progresivamente	   cambios	   en	   el	   estado	   de	   ánimo	   con	  

alteraciones	   psicóticas	   y	   de	   la	   conducta.	   Las	   alteraciones	   neuropatológicas	   subyacentes	   se	   sitúan	  

fundamentalmente	  en	   la	  corteza	  cerebral,	  sobre	  todo	  en	  el	  área	  temporo-‐parietal,	  donde	  se	  observan	  

depósitos	   de	   proteína	   β-‐amiloide,	   degeneración	   neurofibrilar,	   pérdida	   neuronal,	   gliosis	   y	   atrofia	  

cerebral17-‐20.	   La	   progresión	   de	   la	   patología	   comprende	   una	   primera	   fase	   predemencial	   o	   preclínica,	  

donde	  se	  produce	  una	  acumulación	   lenta	  de	   las	   lesiones	  sin	  sintomatología.	  En	   la	  etapa	  predemencial	  
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sintomática	  o	  prodrómica	  aparecen	  cambios	  clínicos	  sutiles,	  como	  el	  deterioro	  cognitivo	  leve-‐amnésico.	  

La	   fase	   demencial,	   característica	   de	   la	   EA,	   se	   manifiesta	   por	   alteraciones	   cognitivas	   y	   funcionales	  

(pérdida	  de	  memoria,	  afasia,	  apraxia,	  etc),	  junto	  con	  síntomas	  psico-‐conductuales	  (depresión,	  ansiedad,	  

psicosis,	  etc)	  y	  manifestaciones	  neurológicas	  clásicas	  (parkinsonismo,	  discinesias,	  crisis	  epilépticas,	  etc).	  

	  
Las	  pruebas	  diagnósticas	  definitivas	  se	  obtienen	  a	  partir	  de	  los	  exámenes	  neuropatológicos	  basados	  en	  

criterios	  consensuados	  (Tabla	  3)21-‐24.	  Si	  bien	  las	  placas	  seniles	  se	  acumulan	  lentamente	  a	  lo	  largo	  de	  los	  

años	  durante	   la	   fase	  preclínica	  de	   la	  enfermedad,	   los	  depósitos	  de	  ovillos	  neurofibrilares	   (NFTs)	  están	  

sujetos	  a	  una	  distribución	  espacio-‐temporal	  paralela	  a	   la	  progresión	  de	  la	  patología.	  En	  1991,	  Braak	  et	  

al.25	   describieron	   en	   tejidos	   post-‐mortem	   los	   seis	   estadíos	   en	   los	   que	   podía	   dividirse	   la	   patología	  

atendiendo	  a	   la	   progresión	  en	   la	   severidad,	   la	   distribución	  de	   las	  NFTs	   y	   las	   áreas	  del	   SNC	  afectadas.	  

Posteriormente,	   otro	   estudio	   ha	   contrastado	   dichos	   hallazgos	   mediante	   técnicas	   bioquímicas18.	   El	  

diagnóstico	   neuropatológico	   continúa	   vigente	   y	   resulta	   de	   gran	   utilidad	   en	   investigación	   biomédica	  

donde	  el	  sistema	  de	  estudio	  de	  enfermedades	  neurodegenerativas	  es	  el	  tejido	  humano	  post-‐mortem.	  

	  

Tabla	  3.	  Criterios	  diagnósticos	  clínicos	  de	  EA	  probable	  resumidos	  de	  los	  criterios	  del	  grupo	  
NINCDS-‐ADRDA21,26	  

Criterios	  clínicos	  para	  el	  diagnóstico	  
	  
» Demencia	  diagnosticada	  mediante	  examen 
 Examen	  clínico 
 Test	  generales	  (MMSE,	  Blessed,	  etc) 
 Examen	  neuropsicológico 
» Déficits	  confirmados	  en	  al	  menos	  dos	  áreas	  cognitivas 
» Empeoramiento	  progresivo	  de	  la	  memoria	  y	  de	  otras	  funciones 
» Ausencia	  de	  trastornos	  de	  la	  conciencia 
» Comienzo	  entre	  los	  40-‐90	  años,	  por	  lo	  general	  después	  de	  los	  65	  años 
» Ausencia	  de	  otras	  enfermedades	  relacionadas	  con	  la	  demencia	  
 
El	  diagnóstico	  es	  apoyado	  por	  
 
» Deterioro	  progresivo	  de	  funciones	  específicas:	  afasia,	  apraxia,	  agnosia 
» Hay	  una	  incapacidad	  para	  desarrollar	  las	  tareas	  cotidianas	   
» Existe	  una	  historia	  familiar,	  especialmente	  de	  EA	  confirmada	  
» Los	  resultados	  de	  los	  exámenes	  complementarios	  son	  normales	  (EEG,	  punción	  lumbar,	  etc)	  y	  se	  
aprecia	  atrofia	  cerebral	  progresiva	  en	  la	  TC 

	  
	  

La	  EA	  se	  clasifica	  como	  una	  patología	  multifactorial,	  en	  la	  que	  se	  pueden	  distinguir	  casos	  hereditarios	  y	  

casos	  esporádicos.	  La	  EA	  hereditaria	  representa	  menos	  del	  1%	  de	  los	  casos	  observados	  y,	  generalmente,	  

corresponde	  a	  mutaciones	  transmitidas	  de	  forma	  autosómica	  dominante27.	  A	  la	  forma	  esporádica	  o	  no	  

familiar	  se	  le	  atribuye	  un	  origen	  multifactorial,	  en	  el	  que	  interaccionan	  diversos	  factores	  de	  riesgo	  dando	  

lugar	  al	  99%	  de	  los	  casos	  de	  EA.	  Entre	  estos	  factores	  de	  riesgo	  se	  encuentran	  los	  ambientales	  (Tabla	  4),	  

los	  genéticos	  y	  los	  epigenéticos,	  recogidos	  en	  el	  apartado	  correspondiente.	  	  
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La	  mayor	  parte	  de	  los	  casos	  de	  EA	  (95%)	  muestran	  una	  edad	  de	  inicio	  tardía,	  iniciándose	  la	  aparición	  de	  

los	   síntomas	  después	  de	   los	  65	  años	   (EA	   tardía).	  En	  aproximadamente	  un	  5%	  de	   los	   casos	   la	  edad	  de	  

inicio	  es	  anterior	  a	   los	  65	  años,	  y	   se	  consideran	  de	   inicio	  precoz	   (EA	  precoz).	  De	   forma	  general,	   se	  ha	  

observado	  que	  un	  25%	  de	  casos	  de	  EA	  tardía	  presentan	  un	  componente	   familiar,	  mientras	  que	  en	   las	  

formas	   tempranas	   de	   la	   enfermedad,	   un	   60%	   de	   los	   casos	   tienen	   algún	   familiar	   afectado	   y	   un	   13%	  

muestran	  agregación	  familiar,	  siguiendo	  una	  herencia	  autosómica	  dominante28	  

	  

El	   factor	   de	   riesgo	   ambiental	   más	   importante	   en	   la	   EA	   es	   la	   edad29.	   Además	   se	   ha	   sugerido	   que	   la	  

importancia	   de	   los	   factores	   ambientales	   en	   el	   desarrollo	   de	   EA	   incrementan	   con	   la	   edad	   de	   inicio30,	  

siendo	   las	   formas	   de	   inicio	   temprano	   las	   más	   agresivas.	   La	   influencia	   del	   sexo	   en	   la	   incidencia	   y	  

prevalencia	  de	  la	  patología	  deber	  considerada	  con	  cautela.	  Se	  ha	  observado	  un	  incremento	  de	  la	  tasa	  de	  

prevalencia31,32	   y	   de	   incidencia	   en	   mujeres,	   aunque	   a	   lo	   largo	   de	   diferentes	   estudios	   los	   datos	   han	  

resultado	  inconsistentes33.	  Entre	  las	  posibles	  causas	  de	  este	  sesgo	  podemos	  encontrar	  la	  supervivencia	  

selectiva	  de	  las	  mujeres	  de	  edad	  avanzada,	  factores	  metabólicos	  –como	  bajos	  niveles	  de	  estrógenos–	  o	  

que	  el	  sexo	  femenino	  presente	  una	  susceptibilidad	  genética	  y/o	  medioambiental	  mayor.	  	  

	  

Otros	   factores	   de	   riesgo	   ambientales	   relacionados	   con	   la	   patología	   son:	   la	   exposición	   a	   metales	   y	  

pesticidas,	  las	  carencias	  alimenticias	  (vitamina	  B12	  y	  ácido	  fólico),	  la	  hiperhomocisteinemia,	  infecciones	  

sistémicas	  e	  inflamaciones	  crónicas34-‐40.	  Numerosos	  estudios	  se	  han	  encargado	  de	  analizar	  los	  efectos	  de	  

estos	   factores	   en	   la	   patología,	   proporcionando	   resultados	   muy	   variados	   y	   en	   ocasiones	   poco	  

concluyentes.	   Entre	   los	   factores	   ambientales	   con	   un	   efecto	   protector	   se	   encuentran,	   sobre	   todo,	   los	  

relacionados	  con	  una	  dieta	  saludable	  (ingestión	  de	  fruta,	  verdura,	  ácidos	  omega-‐3	  y	  antioxidantes),	  en	  

combinación	  con	  ejercicio	  físico	  moderado40	  (Tabla	  4).	  
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Tabla	  4.	  Factores	  medioambientales	  y	  su	  implicación	  con	  las	  enfermedades	  
neurodegenerativas	  

Enfermedad	  de	  Alzheimer	   Efecto	  

Antioxidantes	   Protector40	  
Dieta	  rica	  en	  ácidos	  omega-‐3,	  pescado	   Protector40	  
Dieta	  rica	  en	  fruta,	  verdura	  y	  fibra	   Protector40	  
Restricción	  calórica	   Protector40	  
Analfabetismo	   Riesgo	  moderado41	  
Campos	  electromagnéticos	   Riesgo	  moderado42	  
Disolventes	  orgánicos	   Riesgo	  moderado42	  
Carencias	  alimenticias	  (déficit	  vitamina	  B12,	  ácido	  fólico)	   Riesgo43	  
Infecciones,	  inflamaciones	   Riesgo39	  
Metales	  (cobre,	  cinc,	  mercurio,	  aluminio	  y	  plomo)	   Riesgo42,44	  

Pesticidas	   Riesgo33,45	  
Traumatismo	  craneal	   Riesgo46	  

Tabaquismo	  y	  alcoholismo	   Resultados	  no	  concluyentes47-‐49	  

Enfermedad	  de	  Parkinson	   Efecto	  

Consumo	  de	  alcohol	   Protector50	  	  
Consumo	  de	  cafeína	   Protector51	  
Consumo	  de	  pescado	   Protector52	  
Dieta	  rica	  en	  fruta,	  verdura,	  legumbres	  y	  frutos	  secos	   Protector52	  
Tabaquismo	   Protector50,53	  

Entorno	  rural	  (exposición	  a	  herbicidas	  y	  pesticidas)	   Riesgo53-‐55	  

Metales	  (cobre,	  manganeso)	   Riesgo53,56	  

Traumatismos	  encefálicos	  con	  pérdida	  de	  conocimiento	   Riesgo53	  
	  

1.1.1.2. Enfermedad de Parkinson 
	  

El	   concepto	   de	   enfermedad	   de	   Parkinson	   (EP)	   ha	   sufrido	   una	   enorme	   evolución	   desde	   su	   primera	  

descripción	   en	   el	   año	   1817	   por	   el	   Dr.	   James	   Parkinson	   hasta	   nuestros	   días57.	   Inicialmente,	   sólo	   se	  

describieron	   los	   síntomas	   motores	   característicos	   de	   la	   patología,	   sin	   embargo,	   actualmente	   se	   ha	  

referido	  la	  afectación	  de	  las	  capacidades	  cognitivas	  y	  psico-‐conductuales.	  

	  

Con	  una	  prevalencia	  general	  de	  0,3%	  (1%	  en	  la	  población	  mayor	  de	  60	  años)58	  y	  una	  incidencia	  de	  8-‐18	  

afectados	   por	   1.000	   habitantes	   y	   año16,	   la	   EP	   es	   la	   segunda	   causa	   de	   incapacidad	   y	  mortalidad	   de	   la	  

población	   mundial	   mayor	   de	   65	   años	   por	   enfermedad	   neurodegenerativa.	   Entre	   los	   factores	   que	  

influyen	  en	  la	  prevalencia	  de	  la	  patología	  destacan	  la	  edad16	  y	  las	  diferencias	  interculturales,	  asociadas	  a	  

la	  exposición	  a	  factores	  ambientales59.	  La	  proporción	  de	  personas	  que	  sufren	  esta	  patología	  es	  mayor	  en	  

los	  países	   industrializados	  o	  en	  vías	  de	  desarrollo,	  sin	  que	  exista	  una	  especial	  afinidad	  por	  poblaciones	  

concretas.	   Por	  otro	   lado,	   numerosos	   estudios	  han	   reportado	  un	   incremento	  de	   la	   prevalencia	   y	   de	   la	  

incidencia	   de	   EP	   en	   hombres,	   sugiriendo	   un	   posible	   papel	   neuroprotector	   de	   los	   estrógenos.	   De	   la	  



Introducción	  

	   11	  

misma	   manera	   que	   en	   EA	   los	   resultados	   son	   heterogéneos	   y	   no	   todos	   los	   estudios	   encuentran	  

diferencias	  significativas	  sobre	  la	  incidencia	  de	  la	  EP	  entre	  hombres	  y	  mujeres16.	  

	  

La	   EP	   es	   una	   patología	   compleja	   de	   origen	   multifactorial.	   La	   mayoría	   de	   casos	   consisten	   en	   formas	  

esporádicas	  de	  la	  enfermedad,	  aunque	  también	  se	  encuentran	  formas	  familiares.	  Al	  igual	  que	  en	  la	  EA,	  

el	   inicio	   de	   la	   enfermedad	   está	   determinado	   por	   factores	   de	   riesgo	   genéticos,	   epigenéticos,	   y	  

ambientales.	   Numerosos	   estudios	   se	   han	   centrado	   en	   el	   análisis	   de	   los	   factores	   de	   riesgo	  

medioambientales	  asociados	  a	  la	  EP,	  debido	  a	  que	  en	  sus	  inicios	  era	  considerada	  una	  enfermedad	  ligada	  

a	  esta	  causa.	  Entre	  los	  factores	  de	  riesgo	  más	  relevantes	  se	  encuentran,	  la	  edad	  (con	  una	  media	  de	  inicio	  

de	   55	   años	   y	   un	   incremento	   progresivo	   de	   personas	   afectadas	   al	   avanzar	   la	   edad),	   y	   la	   exposición	   a	  

insecticidas	  y	  herbicidas	  en	  el	  entorno	   rural53-‐55,	  mientras	  que	   la	  dieta	  mediterránea	  y	  el	   consumo	  de	  

tabaco	  o	  cafeína	  parecen	  tener	  efectos	  protectores50,51	  (Tabla	  4).	  	  

	  

La	  EP	  se	  engloba	  dentro	  de	  un	  grupo	  de	  enfermedades	  conocidas	  como	  Parkinsonismo,	  que	  cursan	  con	  

una	  sintomatología	  común,	  pero	  difieren	  en	   las	  causas	  que	  la	  originan.	  Así	  pues,	  según	  la	  etiología,	  se	  

diferencia	   entre	   parkinsonismo	   primario	   o	   EP	   de	   origen	   idiopático,	   parkinsonismo	   secundario	   o	  

sintomático	  originado	  por	  causas	  conocidas	  como	  fármacos,	  tumores,	  infecciones,	  etc,	  y	  parkinsonismo	  

plus,	   cuando	   en	   el	   contexto	   de	   otra	   enfermedad	   neurológica	   aparecen	   síntomas	   motores	   de	   tipo	  

parkinsoniano.	  

	  

La	   EP	   se	   define	   como	   una	   α-‐sinucleopatía	   de	   transcurso	   progresivo	   e	   irreversible	   de	   aparición	  

esporádica,	  aunque	  en	  ocasiones	  presenta	  un	  componente	  hereditario.	   Las	   lesiones	   características	  de	  

EP	  son	  unas	   inclusiones	  citoplasmáticas	  globulares	  y	  elongadas	  –cuerpos	  de	  Lewy	  y	  neuritas	  de	  Lewy–	  

que	  comienzan	  en	  los	  núcleos	  bajos	  del	  tronco	  cerebral	  y	  ascienden	  hasta	  la	  corteza	  cerebral	  siguiendo	  

los	   seis	   estadíos	   morfopatológicos	   descritos	   por	   Braak	   et	   al.60	   (Figura	   2).	   Los	   tres	   primeros	   estadíos	  

corresponden	   a	   la	   fase	   asintomática	   de	   EP,	   donde	   se	   inicia	   el	   proceso	   neurodegenerativo	   con	   la	  

acumulación	   de	   cuerpos	   y	   neuritas	   de	   Lewy	   en	   el	   tronco	   del	   encéfalo	   y	   asciende	   hasta	   alcanzar	   la	  

substantia	   nigra	   y	   la	   amígdala	   en	   el	   tercer	   estadio.	   A	   partir	   de	   este	   momento,	   se	   considera	   que	  

comienza	   la	   fase	   sintomática,	   donde	   se	   ven	   afectados	   el	   tálamo	   y	   el	   mesocórtex	   (estadio	   cuarto)	   y	  

finalmente	   el	   neocórtex	   (estadíos	   quinto	   y	   sexto).	   La	   sintomatología	   motora	   característica	   de	   esta	  

patología	  es	   la	  afectación	  de	   la	  vía	  dopaminérgica	  nigroestriada	  a	  causa	  de	   la	  pérdida	  de	   las	  neuronas	  

pigmentadas	  de	  la	  substantia	  nigra,	   lo	  que	  da	  lugar	  a	  temblor	  en	  reposo,	  rigidez	  y	  bradicinesia,	  signos	  

que	  suelen	  ser	  asimétricos,	  junto	  con	  alteraciones	  posturales.	  La	  demencia	  asociada	  a	  algunas	  formas	  de	  

la	  EP	  se	   instaura	  solapadamente	  y	  constituye	  un	  momento	  crucial	  en	  el	   transcurso	  de	   la	  patología,	  ya	  

que	  implica	  que	  las	   lesiones	  alcanzaron	  la	  corteza	  cerebral	  y	  por	  tanto	  pueden	  afectar	   la	  conducta	  del	  

paciente.	  	  
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De	  forma	  análoga	  a	  la	  EA,	  el	  diagnóstico	  clínico	  de	  la	  EP	  se	  basa	  en	  criterios	  estándar	  obtenidos	  a	  partir	  

de	   las	  manifestaciones	  clínicas61	   (Tabla	  5).	   Los	  signos	  cardinales	  de	  esta	  patología	  son	   las	  alteraciones	  

motoras,	  mientras	  que	  las	  pruebas	  de	  imagen	  complementarias	  sirven	  para	  completar	  el	  diagnóstico.	  La	  

confirmación	  definitiva	  del	  diagnóstico	  se	  obtiene	  a	  través	  de	  exámenes	  histopatológicos	  en	  tejido	  post-‐

mortem.	  

	  

Tabla	  5.	  Criterios	  diagnósticos	  de	  la	  enfermedad	  de	  Parkinson61	  

Grupo	  A:	  Aspectos	  característicos	  de	  la	  enfermedad	  de	  Parkinson	  

 Temblor	  en	  reposo	  
 Bradicinesia	  
 Rigidez	  
 Comienzo	  asimétrico	  
Grupo	  B:	  Aspectos	  sugestivos	  de	  diagnósticos	  alternativos	  

 Características	  inusuales	  tempranas	  en	  el	  curso	  clínico	  

 Inestabilidad	  postural	   prominente	   en	   los	   primeros	   3	   años	   posteriores	   al	   comienzo	  de	  
los	  síntomas	  

 Fenómeno	  de	  congelamiento	  en	  los	  primeros	  3	  años	  

 Alucinaciones	  no	  relacionadas	  a	  medicamentos	  en	  los	  primeros	  3	  años	  

 Demencia	  precediendo	  a	  los	  síntomas	  motores	  o	  en	  el	  primer	  año	  

 Parálisis	  supranuclear	  de	  la	  mirada	  (otro	  que	  la	  restricción	  de	  la	  mirada	  ascendente)	  o	  
enlentecimiento	  de	  los	  movimientos	  verticales	  de	  los	  ojos	  

 Síntomas	  severos	  de	  disautonomía	  no	  relacionadas	  a	  medicamentos	  

 Documentación	  de	  una	  condición	  conocida	  que	  produce	  Parkinsonismo	  y	  posibilidad	  de	  
conectarlos	   con	   los	   síntomas	  del	   paciente	   (como	  consecuencia	  de	   lesiones	   cerebrales	  
focales	  localizadas	  o	  uso	  de	  neurolépticos	  en	  los	  pasados	  6	  meses)	  

	  

La	   utilización	   de	   estos	   criterios,	   junto	   con	   los	   resultados	   histopatológicos,	   permiten	   clasificar	   el	  

diagnóstico	  en	  posible,	  probable	  o	  definitivo.	  Los	  signos	  principales	  para	  el	  diagnóstico	  definitivo	  son	  la	  

depleción	  sustancial	  de	  células	  nerviosas	  acompañado	  de	  gliosis,	  la	  presencia	  de	  al	  menos	  un	  cuerpo	  de	  

Lewy	  en	   la	  substantia	  nigra	  o	  en	  el	   locus	   coeruleus	   y	   la	  ausencia	  de	  de	  otras	  patologías	   causantes	  de	  

Parkinsonismo,	   como	   parálisis	   supranuclear	   progresiva,	   atrofia	   sistémica	   múltiple	   o	   degeneración	  

cortico-‐basal.	  

	  

1.1.2. Neurobiología de las enfermedades neurodegenerativas 
	  

Los	  mecanismos	   biológicos	   por	   los	   cuales	   se	   produce	   la	   degeneración	   del	   SNC	   son	   procesos	   lentos	   y	  

progresivos	   en	   los	   que	   intervienen	   factores	   de	   diversa	   índole.	   Al	   igual	   que	   en	   el	   envejecimiento	  

fisiológico,	  la	  neurodegeneración	  está	  caracterizada	  por	  la	  pérdida	  gradual	  de	  neuronas	  que	  conduce	  a	  

la	   disfunción	   de	   los	   circuitos	   neuronales.	   Entre	   los	  mecanismos	   neurodegenerativos	  más	   comunes	   se	  

encuentran:	   la	   formación	   aberrante	   de	   agregados	   proteicos	   y	   protofibrilares;	   el	   daño	  mitocondrial	   y	  
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disfunción	  del	  sistema	  ubiquitina-‐proteosoma;	  la	  alteración	  homeostática	  de	  metales;	  el	  estrés	  oxidativo	  

y	  nitrosativo;	  la	  excitotoxicidad;	  y	  el	  fallo	  sináptico,	  axonal	  y	  del	  transporte	  dendrítico62,63.	  Gracias	  a	  los	  

datos	  aportados	  por	  estudios	  de	  imagen	  (RMN	  funcional)	  y	  de	  modelización	  in	  silico,	  se	  ha	  propuesto	  un	  

nuevo	  modelo	  de	  propagación	  neurodegenerativa,	  basado	  en	   la	   interacción	  neurona-‐neurona	  a	  través	  

de	  los	  circuitos	  neuronales	  establecidos	  entre	  regiones	  del	  cerebro.	  Según	  este	  modelo,	  la	  progresión	  de	  

la	   enfermedad	   no	   difundiría	   a	   las	   regiones	   colindantes	   del	   SNC,	   sino	   que	   emplearía	   las	   proyecciones	  

axonales.	  De	  esta	  manera,	  las	  proteínas	  acumuladas	  en	  enfermedades	  neurodegenerativas,	  como	  la	  EA	  

y	  la	  EP,	  podrían	  emular,	  en	  su	  propagación,	  el	  mecanismo	  priónico64.	  La	  confirmación	  de	  esta	  hipótesis	  

representaría	   un	   gran	   avance	   en	   la	   comprensión	   del	   mecanismo	   neuropatológico,	   facilitando	   el	  

desarrollo	   de	   dianas	   terapéuticas	   eficaces	   contra	   su	   progresión.	   A	   continuación,	   se	   comentarán	   en	  

detalle	  los	  mecanismos	  neurobiológicos	  conocidos	  que	  están	  implicados	  en	  la	  EA	  y	  la	  EP	  .	  

	  

Enfermedad de Alzheimer 

	  

La	   EA	   se	   caracteriza	   por	   la	   presencia	   de	   acúmulos	   extracelulares	   de	   proteína	   β-‐amiloide,	   ovillos	  

neurofibrilares	  intracelulares,	  neuritis	  distrófica	  y	  angiopatía	  amiloide	  (Figura	  1a).	  La	  proteína	  β-‐amiloide	  

(Aβ)	  es	  un	  derivado	  del	  precursor	  amiloide	   (APP),	   codificada	  por	  el	   gen	  APP.	  Aunque	  se	  desconoce	  el	  

papel	  biológico	  de	  APP,	  recientemente	  se	  ha	  propuesto	  su	   implicación	  en	  procesos	  de	  sinaptogénesis,	  

plasticidad	  neuronal	   y	   transporte	   de	  hierro	   en	   la	   célula65-‐67.	   El	  metabolismo	   intracelular	   de	  APP	   tiene	  

lugar	   en	   el	   aparato	   de	   Golgi,	   gracias	   a	   dos	   procesos	   bien	   diferenciados:	   la	   vía	   amiloidogénica	   y	   no-‐

amiloidogénica.	  La	  modificación	  amiloidogénica	  da	  lugar	  a	  las	  dos	  isoformas	  de	  β-‐amiloide,	  Aβ40	  y	  Aβ42,	  

a	  través	  de	  las	  reacciones	  consecutivas	  de	  los	  enzimas	  β-‐	  y	  γ-‐secretasa.	  Esta	  proteína	  (Aβ)	  participa	  en	  

diversos	   procesos,	   incluyendo	   la	   activación	   de	   quinasas68,69,	   protección	   frente	   al	   estrés	   oxidativo70,71,	  

regulación	  del	  transporte	  de	  colesterol72	  y	  actividad	  antimicrobiana73.	  La	  proteína	  Aβ	  puede	  encontrarse	  

en	  la	  célula	  en	  forma	  de	  monómero,	  oligómero	  o	  fibrilla,	  siendo	  la	  isoforma	  Aβ42	  la	  que	  mayor	  tendencia	  

presenta	   a	   formar	   fibrillas.	   Si	   bien	   los	   monómeros	   no	   presentan	   efectos	   tóxicos	   per	   se,	   su	  

desdoblamiento	   favorece	   la	   formación	   de	   fibras	   con	   efectos	   nocivos.	   La	   vía	   no-‐amiloidogénica	   tiene	  

lugar	   por	   la	   acción	   del	   enzima	   α-‐secretasa	   y	   da	   lugar	   a	   un	   producto	   soluble,	   sAPPα.	   Uno	   de	   los	  

mecanismos	   que	   mejor	   explica	   el	   proceso	   neuropatológico	   de	   EA	   es	   la	   hipótesis	   de	   la	   cascada	  

amiloide74.	   Según	   este	  modelo,	   un	   desequilibrio	   entre	   la	   producción	   y	   la	   degradación	   de	   la	   proteína	  

amiloide	   generaría	   un	   exceso	   de	   la	   proteína.	   Ésta	   se	   acumularía	   y	   daría	   lugar	   a	   una	   cascada	   de	  

reacciones,	   entre	   las	   que	   se	   incluye	   la	   fosforilación	   anormal	   de	   la	   proteína	   Tau	   que,	   por	   un	   lado,	  

imposibilita	  el	  ensamblaje	  de	  los	  microtúbulos	  del	  citoesqueleto	  de	  las	  neuronas,	  la	  disrupción	  funcional	  

del	   proteosoma	   y	   de	   la	  mitocondria,	   y,	   por	   el	   otro,	   provoca	   la	   alteración	   del	  metabolismo	   de	   calcio	  

causando	   disrupción	   sináptica.	   La	   ausencia	   de	   pruebas	   sobre	   si	   se	   trata	   de	   una	   causa	   primaria	   o	  

secundaria	  en	  la	  patología,	  junto	  con	  la	  baja	  eficacia	  de	  los	  tratamientos	  dirigidos	  contra	  los	  agregados,	  

representan	  las	  principales	  limitaciones	  de	  este	  modelo75,76.	  
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La	   proteína	   Tau	   está	   codificada	  por	   el	   gen	  MAPT.	   De	   expresión	   casi	   exclusivamente	  neuronal,	   Tau	   se	  

ubica	   en	   la	   región	   distal	   de	   los	   axones,	   donde,	   en	   condiciones	   normales,	   favorece	   el	   transporte	   y	   la	  

flexibilidad	  sináptica,	  gracias	  a	  la	  estabilización	  de	  los	  microtúbulos	  del	  citoesqueleto.	  El	  incremento	  de	  

su	   forma	   fosforilada	   tiene	   como	   resultado	   la	   agregación	   de	   la	   proteína	   en	   filamentos	   pareados	  

helicoidales	   (PHF)	   que	   forman	   los	   ovillos	   neurofibrilares	   (NFT).	   La	   proteína	   Tau	   hiperfosforilada	   se	  

desensambla	   de	   los	   microtúbulos	   del	   citoesqueleto	   y	   secuestra	   a	   la	   proteína	   Tau	   normal	   y	   a	   las	  

proteínas	  MAP1,	  MAP2	  y	  Ubiquitina	  para	  formar	  los	  agregados	  de	  PHF	  y	  NFT,	  impidiendo	  el	  transporte	  

axonal	  y	  la	  supervivencia	  neuronal.	  Entre	  las	  causas	  de	  esta	  alteración	  se	  encuentran	  ciertas	  mutaciones	  

génicas,	  la	  acción	  de	  proteasas	  y	  la	  exposición	  a	  polianiones62.	  

	  

Otras	  mecanismos	  observados	  en	   la	  patogenia	  de	  EA	  son:	  procesos	   inflamatorios77,	  estrés	  oxidativo78,	  

riesgo	   cardiovascular79,	  metabolismo	   alterado	   del	   colesterol80,	   acumulación	   de	  metales	   en	   el	   interior	  

celular81	   y	   desregulación	  del	   ciclo	   celular82,	   entre	   otros.	   En	   concordancia	   con	   la	   hipótesis	   amiloide,	   la	  

acumulación	  de	  Aβ	  puede	  desencadenar	  una	  respuesta	  inflamatoria	  y	  del	  sistema	  inmune	  a	  través	  de	  la	  

activación	   de	   citoquinas.	   Ésta	   estimularía	   la	   liberación	   de	   aminoácidos	   en	   las	   células	   gliales,	   como	   el	  

glutamato,	  iniciando	  los	  mecanismos	  de	  excitotoxicidad	  celular.	  A	  su	  vez,	  la	  activación	  de	  los	  receptores	  

NMDA	   (N-‐methyl-‐D-‐Aspartate)	   glutamatérgicos	   induciría	   la	   liberación	   de	   Ca2+	   en	   el	   interior	   neuronal,	  

iniciando	   la	   formación	   de	   especies	   reactivas	   de	   nitrógeno	   y	   oxígeno,	   causantes	   del	   estrés	  

oxidativo/nitrosativo	   que,	   en	   última	   instancia,	   puede	   interferir	   con	   el	  metabolismo	  mitocondrial.	   Por	  

otra	  parte,	  los	  agregados	  de	  Aβ,	  en	  combinación	  con	  GSK3	  y	  NFTs,	  alterarían	  el	  transporte	  axonal	  de	  las	  

terminales	  sinápticas	  debido	  a	  interferencias	  estéricas	  no	  específicas.	  	  

	  

La	   acción	   citotóxica	   del	   agregado	   Aβ	   es	   heterogénea	   y	   puede	   comprometer	   la	   supervivencia	   celular,	  

interfiriendo	   en	   varios	   mecanismos,	   entre	   ellos,	   el	   equilibrio	   neuroquímico	   del	   SNC.	   En	   los	   estadíos	  

iniciales	  de	   la	  patología,	   los	  oligómeros	  Aβ	  pueden	  provocar	   la	  alteración	  y	  pérdida	  de	   la	   transmisión	  

sináptica.	   En	   concreto,	   en	   las	   regiones	   más	   afectadas	   por	   la	   EA	   –hipocampo,	   corteza	   entorrinal	   y	  

amígdala–	   se	   ha	   observado	   déficit	   colinérgico	   e	   hiperactividad	   glutamatérgica,	   pudiendo	   ser	  

responsables	   de	   las	  manifestaciones	   clínicas	   –deterioro	   cognitivo	   y	   pérdida	  de	  memoria–	  previas	   a	   la	  

aparición	  de	  placas	  amiloides.	  No	  obstante,	  la	  pérdida	  neuronal	  generalizada,	  característica	  del	  avance	  

de	  la	  neurodegeneración,	  comporta	  la	  disminución	  de	  las	  neuronas	  serotoninérgicas,	  dopaminérgicas	  y	  

noradrenérgicas,	   causando	   las	   manifestaciones	   psicológicas	   y	   conductuales	   que	   acompañan	   a	   la	  

patología	  en	  los	  estadíos	  más	  avanzados83	  (Figura	  1b,	  Figura	  1c).	  
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Figura	   1.	   a.	   Principales	   lesiones	   neuropatológicas	   de	   la	   enfermedad	   de	   Alzheimer.	   a.1.	   Placa	   amiloide	   o	   senil	  

(tinción	  de	  plata),	  a.2.	  Ovillos	  neurofibrilares	  (tinción	  de	  plata),	  a.3.	  proteína	  Tau	  fosforilada	  (inmunohistoquímica).	  

Adaptado	  de	  Bossy-‐Wetzel	   E.	   et	   al.84	  b.	   Progresión	   de	   la	   neurodegeneración	   asociada	   al	   envejecimiento	   y	   a	   la	  

enfermedad	   de	   Alzheimer.	   Distribución	   neuroanatómica	   de	   las	   placas	   seniles	   (SP)	   o	   amyloid	   plaques,	   ovillos	  

neurofibrilares	   (NFT)	   y	   la	   pérdida	   neuronal	   (neuronal	   loss)	   que	   acompaña	   el	   envejecimiento	   (‘normal	   aging’),	  

trastorno	   cognitivo	   leve	   (‘MCI’)	   y	   enfermedad	   de	   Alzheimer	   (‘AD’)62.	   c.	   Mecanismos	   neurodegenerativos	   en	   la	  

enfermedad	   de	   Alzheimer.	   Los	   depósitos	   de	   Aβ	   inducen:	   la	   alteración	   del	   equilibrio	   neuroquímico	   de	   los	  

neurotransmisores,	   inhibiendo	   la	   recaptación	  de	  glutamato	   (GLU)	  en	   los	  astrocitos	  y	   la	  activación	  de	   la	  apoptosis	  

celular	  junto	  con	  el	  daño	  mitocondrial.	  La	  hiperfosforilación	  y	  acumulación	  de	  tau	  en	  NFTs,	  puede	  desestabilizar	  los	  

microtúbulos	   impidiendo	  el	   transporte	  axonal	  y	  el	  correcto	   funcionamiento	  sináptico.	  Adaptado	  de	  Yanker	  BA.	  et	  

al.62.	  

	  
Enfermedad de Parkinson 
	  

El	  origen	  de	  la	  neurodegeneración	  en	  la	  EP	  sigue	  siendo	  un	  enigma	  para	  los	  investigadores,	  a	  pesar	  de	  la	  

identificación	   y	   descripción	   completa	   de	   las	   características	   neuropatológicas	   principales	   y	   de	   su	  

correlación	  con	  la	  progresión	  de	  la	  patología	  y	  las	  manifestaciones	  clínicas85.	  Del	  mismo	  modo	  que	  en	  la	  

EA,	   la	   característica	   neuropatológica	   principal	   de	   la	   EP	   es	   la	   pérdida	   neuronal	   y	   la	   formación	   de	  

c
.	  
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agregados	  proteicos	   –los	   cuerpos	  de	   Lewy	   y	   las	   neuritas	   de	   Lewy–	   cuyo	   componente	  principal	   es,	   en	  

este	   caso,	   la	   α-‐sinucleína	   (Figura	   2a).	   Entre	   los	   mecanismos	   neurodegenerativos	   implicados	   en	   EP	  

destacan	   el	   daño	   mitocondrial,	   el	   estrés	   oxidativo,	   la	   degradación	   del	   proteosoma	   y	   la	   alteración	  

neuroquímica	   del	   SNC,	   como	   consecuencia	   de	   la	   pérdida	   neuronal	   difusa86,87.	   Inicialmente,	   la	   EP	   se	  

caracteriza	  por	  una	  pérdida	  selectiva	  de	  neuronas	  dopaminérgicas	  de	  la	  substantia	  nigra	  pars	  compacta,	  

la	   cual	   induce	   a	   una	   alteración	   de	   la	   vía	   dopaminérgica	   de	   estimulación	   de	   los	   ganglios	   basales,	  

concretamente	  del	  núcleo	  estriado.	  A	  su	  vez,	  el	  núcleo	  estriado	  incrementa	  la	  liberación	  de	  acetilcolina	  

al	  globo	  pálido,	  favoreciendo	  la	  hiperactividad	  del	  mismo,	  lo	  cual	  conlleva	  la	  inhibición	  del	  movimiento	  

voluntario	  conocida	  como	  “temblor	  en	  reposo”88.	  A	  medida	  que	  la	  patología	  avanza,	  el	  déficit	  neuronal	  

se	   extiende	   a	   regiones	   del	   tronco	   del	   encéfalo,	   la	   protuberancia	   y	   la	   corteza,	   provocando	   un	  

desequilibrio	  homeostático	  de	  acetilcolina,	  adrenalina	  y	   serotonina,	  que	  da	   lugar	  a	   la	  aparición	  de	   los	  

síntomas	  clínicos	   ‘no-‐motores’,	  como	  depresión,	  ansiedad,	  cuando	   las	  alteraciones	  alcanzan	   la	  corteza	  

cerebral,	   alteración	   cognitiva89.	  Asimismo,	   la	   formación	  de	   cuerpos	  de	   Lewy	   se	  origina	  en	   los	  núcleos	  

dorsales	  y	  se	  extiende	  progresivamente	  por	  el	  tronco	  del	  encéfalo	  y	  la	  protuberancia	  hasta	  la	  substantia	  

nigra	  y	   la	  amígdala,	  alcanzando	  en	   los	  estadíos	  finales	   la	  corteza	  cerebral,	  solapando	  con	   los	  síntomas	  

clínicos	   no-‐motores85	   (Figura	   2b).	   Los	   principales	   mecanismos	   neurodegenerativos	   que	   afectan	   a	   la	  

substantia	   nigra86,90	   se	   esquematizan	   en	   la	   Figura	   2c	   (defectos	   en	   el	   complejo	  mitocondrial	   de	   tipo	   I,	  

daños	   en	   proteínas	   y	   lípidos	  mediados	   por	   radicales	   libres,	   disfunción	   del	   proteosoma	   y	   alteraciones	  

inflamatorias).	  Estos	  procesos	  están	  estrechamente	  relacionados,	  de	  forma	  que	   la	  alteración	  de	  uno	  o	  

más	  factores	  puede	  influir	  o	  modificar	  al	  resto.	  
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Figura	  2.	   a.	  Preparaciones	  histológicas	  de	  pacientes	  afectados	  por	  enfermedad	  de	  Parkinson	  esporádica.	   a.1.	   y	  

a.2.	   Identificación	   inmunohistoquímica	   de	   cuerpos	   de	   Lewy	   y	   neuritas	   de	   Lewy,	   respectivamente.	   Adaptado	   de	  

Bossy-‐Wetzel	   E.	   et	   al84.	   b.	   Clasificación	   de	   los	   estadíos	   de	   la	   enfermedad	   de	   Parkinson	   por	   Braak	   et	   al.:	  

caracterización	  neuroanatómica	  de	  la	  progresión	  y	  distribución	  de	  los	  signos	  patológicos.	  La	  patología	  se	  divide	  en	  

estadíos	  pre-‐sintomáticos	   (I-‐III)	  y	  sintomáticos	   (IV-‐VI),	  separados	  por	  un	  valor	  umbral	   (flecha	  negra),	  basado	  en	   la	  

presencia	  de	  cuerpos	  de	  Lewy	  en	  las	  diferentes	  regiones	  del	  SNC	  afectadas,	  adaptado	  de	  Braak	  et	  al.85.	  A	  cada	  signo	  

y	  área	  afectada	  se	  le	  ha	  atribuido	  un	  color,	  de	  manera	  que	  al	  avance	  de	  la	  patología	  se	  le	  atribuye	  una	  localización	  

neuroanatómica.	   c.	  Esquema	   representativo	   de	   los	  mecanismos	   neurodegenerativos	   establecidos	   en	   neuronas	  

dopaminérgicas	   de	   la	   substantia	   nigra	   en	   enfermedad	   de	   Parkinson.	   En	   síntesis,	   la	   muerte	   celular	   puede	   ser	  

producida	  por:	  agregados	  de	  sinucleína,	  disfunción	  del	  proteosoma	  y	   reducción	  de	   la	  actividad	  mitocondrial,	  que	  

pueden	   dar	   lugar	   a	   procesos	   inflamatorios	   y	   de	   excitotoxicidad	   claves	   en	   la	   progresión	   de	   la	   degeneración	  

neuronal91.	  
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1.1.3. Bases genéticas de las enfermedades complejas 
	  

El	  origen	  de	  las	  enfermedades	  que	  afectan	  al	  ser	  humano	  ha	  sido	  motivo	  de	  estudio	  desde	  el	  principio	  

de	   la	   humanidad.	   La	   aparición	   de	   los	   primeros	   estudios	   genéticos	   y	   su	   aplicación	   a	   la	   medicina	   han	  

supuesto	   una	   verdadera	   revolución	   en	   la	   manera	   de	   abordar	   el	   estudio	   de	   las	   enfermedades.	   Si	   la	  

interpretación	   de	   las	   leyes	   de	   Mendel	   (1822-‐1884),	   a	   principios	   del	   siglo	   XX,	   sentó	   las	   bases	   de	   la	  

Genética	   como	   disciplina,	   ha	   sido	   con	   la	   secuenciación	   del	   genoma	   humano	   (1990-‐2005)92,93,	   cuando	  

esta	  disciplina	  ha	  experimentado	  un	  profundo	  cambio.	  

	  

Atendiendo	   a	   su	   etiología,	   las	   enfermedades	   pueden	   clasificarse	   como	   exógenas,	   genéticas	   o	  

multifactoriales.	   Se	   consideran	   enfermedades	   exógenas	   aquellas	   causadas	   por	   la	   interacción	   del	  

organismo	  con	   factores	  del	  medio	  ambiente	  como	  patógenos,	   tóxicos,	  elementos	   físicos	  o	  mecánicos,	  

por	  ejemplo,	  el	  escorbuto	  o	  la	  tuberculosis	  (Figura	  3).	  

	  

	  
Figura	  3.	  Clasificación	  etiológica	  de	  las	  enfermedades	  humanas.	  Espectro	  de	  representación	  de	  las	  enfermedades	  

humanas	   clasificadas	   según	   la	   causa	   que	   las	   origina.	   Las	   enfermedades	   complejas	   o	   de	   origen	   multifactorial	   se	  

definen	   como	   aquellas	   cuyo	   origen	   se	   fundamenta	   en	   la	   interacción	   de	   factores	   genéticos,	   generalmente	  

poligénicos,	  con	  factores	  ambientales.	  Modificado	  de,	  ‘Emery,	  elementos	  de	  genética	  médica’,	  200994.	  
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Las	  enfermedades	  de	  origen	  genético	  engloban	  un	  gran	  número	  de	  patologías	  de	   índole	  muy	  diversa.	  

Entre	   las	  características	  comunes	  a	  un	  gran	  número	  de	  casos	  se	  encuentran	   las	  alteraciones	  de	  uno	  o	  

más	   genes	   en	   su	   secuencia,	   regiones	   reguladoras	   o	   de	   sus	   productos	   génicos.	   Podemos	   clasificarlas	  

como	  enfermedades	   genéticas	  monogénicas,	   cuando	   es	   suficiente	   la	   alteración	   de	   un	  único	   gen	  para	  

causar	  la	  enfermedad,	  como	  en	  el	  caso	  de	  la	  hemofilia,	  o	  bien	  poligénicas,	  cuando	  es	  necesario	  que	  se	  

produzca	  una	  variación	  deletérea	  en	  al	  menos	  dos	  genes	  distintos,	  como	  por	  ejemplo	  en	  algunas	  formas	  

de	  la	  Retinitis	  pigmentaria95	  o	  del	  Síndrome	  de	  Bardet-‐Biedl96.	  

	  

Paralelamente,	   existe	   un	   gran	   número	   de	   enfermedades	   comunes	   como	   la	   diabetes,	   el	   cáncer,	   las	  

enfermedades	   cardiovasculares	   y	   coronarias,	   los	   trastornos	   psiquiátricos	   y	   las	   enfermedades	  

neurodegenerativas,	   cuyo	  origen	   se	   sitúa	  en	   la	   interacción	  de	   factores	   genéticos	   y	   ambientales.	   Estas	  

enfermedades	  se	  conocen	  como	  complejas	  o	  multifactoriales	  y	  están	  caracterizadas	  por	  la	  ausencia	  de	  

herencia	   mendeliana	   clásica.	   En	   este	   caso,	   la	   acción	   de	   múltiples	   genes	   interactúa	   con	   factores	  

ambientales,	   dando	   lugar	   a	   un	   gradiente	   de	   susceptibilidad	   genética	   a	   padecer	   la	   enfermedad97.	   Las	  

enfermedades	   complejas	   están	   caracterizadas	   por	   presentar	   una	   elevada	   incidencia	   en	   la	   población,	  

pero	  una	  baja	  penetrancia,	  con	  tan	  sólo	  una	  pequeña	  proporción	  de	  casos	  familiares	  asociados	  a	  genes	  

específicos.	  Este	  tipo	  de	  patologías,	  al	  igual	  que	  algunos	  rasgos	  fenotípicos	  como	  la	  altura	  o	  el	  color	  del	  

cabello,	   se	   pueden	   entender	   como	   rasgos	   cuantitativos.	   La	   representación	   fenotípica	   de	   los	   rasgos	  

cuantitativos	   en	   la	   población	  origina	   una	  distribución	  normal,	   de	   forma	  que	   el	   fenotipo	  producido	   se	  

asemeja	   a	  una	   variable	   continua	  en	   la	  que	   la	  mayoría	  de	   los	   casos	   se	   sitúan	  en	  el	   centro	  de	   la	   curva	  

(Figura	  4a).	  Un	  modelo	  para	  explicar	  la	  aparición	  de	  las	  enfermedades	  complejas	  o	  multifactoriales	  es	  el	  

modelo	  de	  predisposición/umbral.	  Según	  este	  modelo,	  las	  enfermedades	  complejas	  pueden	  entenderse	  

como	  un	  rasgo	  cuantitativo	  (la	  susceptibilidad	  a	  padecer	  la	  enfermedad	  lo	  es),	  que,	  a	  partir	  de	  un	  cierto	  

valor	   umbral,	   desencadena	   la	   enfermedad.	   De	   este	   modo,	   tanto	   los	   factores	   genéticos	   como	   los	  

ambientales	   actuarían	   en	   bloque,	   generando	   la	   predisposición	   o	   susceptibilidad	   a	   padecer	   la	  

enfermedad,	  que	  una	  vez	  superado	  genera	  un	  desequilibrio	  entre	  los	  factores	  y	  la	  enfermedad	  (Figura	  

4.b).	  	  

a.	   	   	   	   	   b.	  	  

	  
Figura	  4.	  Distribución	  normal	  de	  la	  herencia	  poligénica	  o	  multifactorial.	  a.	  Distribución	  de	  un	  carácter	  continuo	  en	  

una	  población	  determinada,	  por	  ejemplo,	   la	  altura	  o	  el	  color	  de	   la	  piel.	  b.	  A	  partir	  de	   la	  distribución	  normal	  en	   la	  

población	  de	  un	  carácter	  de	  herencia	   compleja,	   se	  determina	  un	  valor	  umbral	  por	  encima	  del	   cual	   tiene	   lugar	   la	  

incidencia	  de	  una	  patología.	  
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Si	   bien	   el	   modelo	   anterior	   parte	   de	   la	   asunción	   de	   que	   la	   acción	   de	   dos	   o	  más	   genes	   participan	   de	  

manera	   aditiva	   en	   la	   formación	   de	   un	   determinado	   fenotipo,	   cabe	   destacar	   la	   importancia	   de	  

situaciones	  alternativas	  en	  las	  que	  el	  efecto	  de	  un	  gen	  puede	  depender	  de	  uno	  o	  más	  genes,	  de	  forma	  

que	  la	  interacción	  entre	  ellos	  puede	  generar	  diversas	  situaciones:	  originar	  un	  nuevo	  fenotipo,	  enmascar	  

la	  acción	  de	  ciertos	  productos	  génicos	  o	  modular	   la	  actividad	  de	  otro	   locus.	  Este	   fenómeno,	  conocido	  

como	   epistasis,	   puede	   ayudar	   a	   explicar	   la	   variabilidad	   en	   la	   penetrancia	   y	   en	   la	   susceptibilidad	   a	  

padecer	   ciertas	   patologías98,99.	   Para	   su	   estudio	   se	   han	   empleado	   diversos	   modelos	   estadísticos	   de	  

interacción	   gen-‐gen	   y	   gen-‐ambiente100,101.	  De	  este	  modo,	   por	   ejemplo,	   se	  han	   identificado	   cientos	  de	  

eQTLs,	   loci	  que	   regulan	   la	   transcripción	  y	   la	  expresión	  génica	  a	  nivel	  del	  genoma	  completo	  y	  que	  han	  

sido	  de	  gran	  utilidad	  para	  priorizar	  las	  variantes	  génicas	  con	  un	  posible	  efecto	  funcional	  real102,103.	  

	  

Se	   han	   desarrollado	   diferentes	   teorías	   que	   pretenden	   explicar	   la	   heredabilidad	   en	   las	   enfermedades	  

neurodegenerativas.	   La	   hipótesis	   más	   aceptada	   hasta	   el	   momento	   es	   la	   denominada	   “enfermedad	  

común-‐variante	   común”104.	   Esta	   teoría	   sostiene	   que	   los	   factores	   genéticos	   que	   regulan	   las	  

enfermedades	  complejas	  son	  polimorfismos	  comunes	  en	  la	  población,	  con	  una	  moderada	  contribución	  

individual	  (5%	  de	  la	  susceptibilidad	  total),	  en	  contraste	  con	  las	  variantes	  raras	  y	  de	  alta	  penetrancia	  que	  

darían	   lugar	   a	   las	   enfermedades	   Mendelianas.	   Para	   identificar	   estas	   variantes	   se	   han	   empleado	  

polimorfismos	   de	   un	   solo	   nucleótido	   o	   SNPs,	   responsables	   de	   gran	   parte	   de	   la	   variabilidad	   genética	  

entre	  individuos.	  Los	  estudios	  de	  SNPs	  a	  nivel	  genómico	  (Genome-‐wide	  association	  studies,	  GWAS)	  han	  

permitido	   la	   identificación	  de	  variantes	   implicadas	  en	  enfermedades	  complejas,	  aunque	  no	  todas	  ellas	  

han	  sido	  suficientemente	  replicadas.	  Algunas	  variantes	  comunes	  plenamente	  aceptadas	  como	  factores	  

de	   riesgo	   de	   enfermedades	   complejas	   son:	   APOE	   ε4	   en	   la	   enfermedad	   de	   Alzheimer105,	   PPAR	   en	   la	  

Diabetes	  de	  tipo	  2106	  y	  un	  minisatélite	  en	  el	  locus	  INS	  en	  la	  Diabetes	  de	  tipo	  I107.	  Asimismo,	  existen	  otras	  

variantes	   como	   CLU,	   PICALM	   y	  ACE108,	   replicadas	   en	   numerosos	   estudios,	   aunque	   tan	   solo	   permiten	  

explicar	  una	  limitada	  susceptibilidad	  genética,	  indicando	  la	  existencia	  de	  otros	  factores	  responsables	  de	  

la	  patología.	  De	  manera	  no	  excluyente,	  la	  hipótesis	  de	  “alelos	  raros	  con	  gran	  efecto”109,110	  propone	  que,	  

en	  algunos	  individuos,	  la	  presencia	  de	  variantes	  muy	  poco	  frecuentes	  (<1%),	  cada	  una	  de	  ellas	  con	  una	  

penetrancia	  relativamente	  alta,	  es	  responsable	  de	  las	  formas	  familiares	  de	  las	  enfermedades	  complejas.	  

Finalmente,	  el	  “modelo	  infinitesimal”	  plantea	  que	  las	  enfermedades	  y	  los	  rasgos	  fenotípicos	  complejos	  

se	   deben	   a	   la	   suma	   de	   la	   acción	   de	   cientos	   o	   miles	   de	   variantes	   genéticas,	   cada	   una	   con	   un	   riesgo	  

relativo	  bajo	  (<1,2).	  	  

	  

En	   conjunto,	   la	   suma	   de	   los	   tres	   modelos	   permiten	   dar	   una	   respuesta	   limitada	   al	   problema	   de	   la	  

denominada	   heredabilidad	   perdida.	   De	   forma	   que,	   tras	   las	   primeras	   decepciones	   provocadas	   por	   la	  

imposibilidad	   de	   determinar	   las	   causas	   genéticas	   de	   las	   patologías	   complejas	   mediante	   GWAS,	   urge	  

explorar	   las	   combinaciones	   de	   variantes	   raras	   y	   comunes	   para	   evaluar	   su	   contribución	   a	   la	  

susceptibilidad	  genética	  a	  las	  enfermedades	  complejas.	  
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1.1.3.1. Identificación de genes asociados a enfermedad de Alzheimer 
	  

El	   estudio	   de	   las	   causas	   genéticas	   de	   la	   EA	  ha	   permitido	   identificar	   ciertas	  mutaciones	   génicas	   en	   EA	  

familiar	  (10%	  de	  la	  incidencia	  total	  de	  la	  patología).	  Las	  variantes	  identificadas	  se	  encuentran	  recogidas	  

en	   bases	   de	   datos	   públicas,	   como	   la	   disponible	   en	   http://www.molgen.ua.ac.be/ADMutation.	   Los	  

principales	   genes	   en	   los	   que	   se	   han	   identificado	   variantes	   causales	   son	   APP,	   PSEN1	   y	   PSEN2,	  

responsables	  del	  30-‐50%	  de	   los	  casos	  de	  herencia	  autosómica	  dominante	  de	  EA	  (Tabla	  6).	  La	  proteína	  

APP	  se	  metaboliza	  por	  los	  complejos	  β-‐	  y	  γ-‐secretasa,	  y	  PSEN1	  y	  PSEN2	  codifican	  para	  componentes	  del	  

complejo	  γ-‐secretasa.	  Las	  mutaciones	  en	  estos	  genes	  provocan	  una	  metabolización	  anómala	  de	  APP	  con	  

el	  consiguiente	  incremento	  de	  la	  producción	  de	  péptido	  amiloide111.	  Por	  otro	  lado,	  las	  duplicaciones	  del	  

locus	  APP	   causantes	   de	   la	   EA112	   pueden	   generar	   una	   sobreexpresión	   de	   la	   proteína	   y,	   por	   tanto,	   dar	  

lugar	   a	   su	   acumulación,	   contribuyendo	   al	   desencadenamiento	   de	   la	   patología113.	   Por	   esta	   razón	   las	  

alteraciones	   de	   estos	   tres	   genes,	   que	   codifican	   para	   proteínas	   implicadas	   en	   la	   misma	   vía,	   están	   en	  

concordancia	  con	  la	  hipótesis	  de	  la	  cascada	  amiloide74.	  	  

	  

La	   búsqueda	   de	   factores	   de	   susceptibilidad	   en	   la	   EA	   esporádica	   o	   de	   inicio	   tardío	   (EA	   tardía)	   no	   ha	  

proporcionado	  resultados	  tan	  fructíferos.	  La	  identificación	  del	  alelo	  ε4	  de	  la	  APOE105	  y	  su	  replicación	  en	  

numerosos	  estudios	  ha	  supuesto	  un	  hito	  para	  la	  investigación	  de	  la	  EA,	  pero	  tan	  solo	  el	  50%	  de	  los	  casos	  

de	  EA	  tardía	  presentan	  el	  alelo	  APOE-‐	  ε4,	  circunstancia	  que	  indica	  que	  existen	  otros	  factores	  de	  riesgo	  

implicados.	   Gracias	   a	   los	   estudios	   de	   GWAS,	   se	   han	   identificado	   otros	   genes	   candidatos	   (Tabla	   6,	  

http://www.alzgene.org),	   de	   los	   que	   tres	   han	   sido	   replicados	   significativamente:	   CLU,	   CR1	   y	  

PICALM114,115	  siendo	  considerados	  factores	  de	  riesgo	  bona	  fide	  a	  pesar	  de	   los	  discretos	  valores	  de	  odd	  

ratio	  (OR	  ~	  1,15).	  Recientemente	  se	  ha	   identificado	  una	  asociación	  significativa	  del	  gen	  MTHFD1L	  con	  

una	  OR	  de	  ~2116.	  El	  producto	  de	  este	  gen	  está	  implicado	  en	  el	  metabolismo	  del	  ácido	  fólico,	  mediando	  la	  

conversión	   de	   homocisteína	   a	   metionina.	   Dado	   que	   la	   deficiencia	   de	   ácido	   fólico	   y	   el	   aumento	   de	  

homocisteína	  en	  sangre	   representan	   factores	  de	   riesgo	  para	  EA117,118,	  MTHFD1L,	   se	  presenta	  como	  un	  

candidato	  interesante	  en	  futuros	  análisis,	  aunque,	  su	  asociación	  no	  ha	  sido	  claramente	  replicada119-‐121.	  
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Tabla	  6.	  Factores	  genéticos	  de	  las	  enfermedades	  neurodegenerativas:	  enfermedad	  de	  Alzheimer122	  

Locus	   Gen	   Cromosoma	  
Aspectos	  
Clínicos	   OR	  

Referencias	  
Bibliográficas	  

Herencia	  dominante	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  
	  	   APP	   21q21.2	   EA	  familiar	   -‐	   Goate	  et	  al.,	  1991123	  

	  	   PSEN1	   14q24.3	   EA	  familiar	   -‐	  
Rogaev	   et	   al.,	   1995;	  
Sherrington	   et	   al.,	  
1995124,125	  

	  	   PSEN2	   1q31-‐q42	   EA	  familiar	   -‐	   Levy-‐Lahad	   et	   al.,	  
1995126	  

Locus	  de	  alto	  riesgo	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

	  	   APOE-‐ε4	   19q13.2	   EA	  tardía	   3.97	   Corder	  et	  al.,	  1993105	  

Loci	  de	  bajo	  riesgo	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

	  	   CLU	   8p21-‐p12	   EA	  tardía	   0.85	   Harold	   et	   al.,	   2009;	  
Seshadri	  et	  al.,	  201043,114	  

	  	   PICALM	   11q14	   EA	  tardía	   0.87	   Harold	  et	  al.,	  2009114	  

	  	   CR1	   1q32	   EA	  tardía	   1.18	   Lambert	  et	  al.,	  2009115	  

	  	   MTHFD1L	   6q25.1	   EA	  tardía	   -‐	   Naj	  et	  al.,	  2010116	  

	  	   TNK1	   17p13.1	   EA	  tardía	   0.86	   Grupe	  et	  al.,	  2007127	  

	  	   ACE	   17q23.3	   EA	  tardía	   0.83	   Kehoe	  et	  al.,	  1999128	  

	  	   TFAM	   10q21.1	   EA	  tardía	   0.82	   Gunther	  et	  al.,	  2004129	  

	  	   CST3	   20p11.21	  	   EA	  tardía	   1.13	   Crawford	  et	  al.,	  2000130	  

	  	   SORL1	   11q23.2-‐q24.2	  	   EA	  tardía	   1.21	   Scherzer	  et	  al.,	  2004131	  

	  	   CHRNB2	   1q21.3	   EA	  tardía	   0.67	   CooK	  et	  al.,	  2004132	  

	  	   SORCS1	   10q23-‐q25	   EA	  tardía	   1.24	   Grupe	  et	  al.,	  2006133	  	  

	  	   BIN1	   2q14	   EA	  tardía	   -‐	   Harold	   et	   al.,	   2009;	   Biffi	  
et	  al.,	  2010114,134	  

	  	   EXOC3L2	   19q13	   EA	  tardía	   -‐	   Seshadri	  et	  al.,	  201043	  

	  	   GAB2	   11q14	   EA	  tardía	   -‐	   Reiman	  et	  al.,	  2007135	  

	  

1.1.3.2. Identificación de genes asociados a enfermedad de Parkinson 
	  

De	  forma	  análoga,	  en	  la	  EP	  se	  han	  descubierto	  ciertas	  mutaciones	  causales	  de	  la	  enfermedad	  (Tabla	  7),	  

aunque	  en	  algunos	  casos,	  los	  resultados	  entre	  réplicas	  no	  han	  sido	  concluyentes,	  como	  para	  UCHL1.	  Por	  

otro	  lado,	  se	  han	  identificado	  cuatro	  factores	  de	  riesgo	  en	  la	  EP	  esporádica	  (Tabla	  7)136-‐139.	  

	  

La	  primera	  mutación	  descrita	  en	   la	  EP	   familiar	  de	  herencia	  autosómica	  dominante	  es	  el	  cambio	  de	  un	  

aminoácido	  detectado	  en	  α-‐sinucleína	  (SNCA)140,	  una	  proteína	  que	  forma	  parte	  de	  los	  cuerpos	  de	  Lewy.	  

Además	   de	   esta	   mutación	   ‘missense’,	   se	   han	   encontrado	   otras	   mutaciones	   causales	   en	   SCNA	  

(duplicaciones	  y	  triplicaciones)141-‐143	  y	  LRRK2144.	  Entre	  las	  mutaciones	  con	  herencia	  recesiva	  confirmadas	  

en	   EP	   familiar	   se	   encuentran:	   PARK2145,	   DJ-‐1146	   y	   PINK1147	   (Tabla	   7).	   Se	   puede	   encontrar	   un	   listado	  

completo	  de	  las	  variantes	  asociadas	  a	  EP	  en	  www.pdgene.org.	  
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Los	   factores	  de	   riesgo	  de	   la	  EP	  esporádica	  han	   resultado	  más	  difíciles	  de	  precisar.	  Entre	   los	  genes	   con	  

variantes	  responsables	  de	  EP	  familiar	  se	  han	  identificado	  ciertas	  mutaciones	  asociadas	  a	  EP	  esporádica,	  

como	  SNCA	  y	  LRRK2.	  Por	  otro	  lado,	  también	  se	  han	  identificado	  variantes	  asociadas	  a	  EP	  esporádica	  en	  

genes	   con	   implicación	   funcional	   en	   otras	   enfermedades	   neurodegenerativas,	   por	   ejemplo,	  MAPT137,	  

relacionado	   con	   EA,	   o	  GBA139,	   el	   gen	   causante	   de	   la	   enfermedad	   de	  Gaucher.	   En	   este	   último	   caso,	   la	  

asociación	   no	   es	   con	   una	   variante	   en	   concreto	   sino	   que	   lo	   observado	   es	   una	   mayor	   frecuencia	   de	  

mutaciones	  en	  este	  gen	  en	  pacientes	  de	  PD.	  

	  

Tabla	  7.	  Factores	  genéticos	  de	  las	  enfermedades	  neurodegenerativas:	  enfermedad	  de	  Parkinson122	  

Locus	   Gen	   Cromosoma	   Aspectos	  Clínicos	   OR	   Referencias	  
Bibliográficas	  

Herencia	  dominante	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

PARK1/4	   SNCA	   4q21	   EP	  esporádica	   -‐	   Polymeropoilos	   et	   al.,	  
1997140	  

PARK5	   UCHL1*	   4p14	   EP	  esporádica	   -‐	   Leroy	   et	   al.,1998;Maraganore	   et	  
al.,	  1999148,149	  

PARK8	   LRRK2	   12q12	   EP	  esporádica	   -‐	   Paisán-‐Ruiz	   et	   al.,	  
2004150	  

PARK11	   GIGYF2	   2q37.1	   EP	  esporádica	   -‐	   Lautier	  et	  al.,	  2008151	  

PARK13	   HTRA2/OMI	   2p13	   indeterminado	   -‐	   Strauss	   et	   al.,	   2005;	  
Kruger	  et	  al.,	  2009152,153	  

Herencia	  recesiva	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

PARK2	   PARK2	   6q25.2-‐q27	   EP	  juvenil	   -‐	   Kitada	  et	  al.,	  1998145	  

PARK6	   PINK1	   1p35-‐p36	   EP	  precoz	   -‐	   Valente	  et	  al.,	  2004147	  

PARK7	   DJ-‐1	   1p36	   EP	  juvenil	   -‐	   Bonifati	  et	  al.,	  2003146	  

PARK9	   ATP13A2	   1p36	   EP	  agresiva	   -‐	   Ramirez	  et	  al.,	  2006154	  

PARK14	   PLA2G6	   22q13.1	   EP	  agresiva	   -‐	   Morgan	  et	  al.,	  2006155	  

PARK15	   FBXO7	   22q12-‐q13	  	   EP	  infantil	   -‐	   Di-‐Fonzo	  et	  al.,	  2009156	  

Locus	  de	  alto	  riesgo	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

Gaucher's	  locus	   GBA	   1q21	   EP	  esporádica	   5.43	   Lwin	  et	  al.,	  2004139	  

Loci	  de	  bajo	  riesgo	   	  	   	  	   	  	   	  	   	  	  

	  	   SNCA	   4q21	   EP	  esporádica	   1.23	   Kruger	  et	  al.,	  1999136	  

	  	   MAPT	   17q21.1	   EP	  esporádica	   0.77	   Skipper	  et	  al.,	  2004137	  

	  	   LRRK2	   12q12	   EP	  esporádica	   1.14	   Simon-‐Sanchez	   et	   al.,	  
2009157	  

	  	   HLA-‐DRA	   6p21.3	   EP	  esporádica	   1.31	   Hamza	  et	  al.,	  2010158	  

UCHL1*:	   réplicas	   entre	   estudios	   no	   concluyentes.	   EP	   juvenil:	   EP	   de	   aparición	   muy	   temprana;	   EP	   precoz:	   ep	   de	  

aparición	   temprana;	   EP	   agresiva:	   forma	   agresiva	   de	   la	   EP	   de	   evolución	   muy	   rápida;	   EP	   infantil:	   aparición	   en	   la	  

infancia.	  

	  

La	  caracterización	  de	   las	  mutaciones	  en	  ciertos	  genes	  ha	  permitido	  explicar	  una	  considerable	  cantidad	  

de	  casos	  familiares	  de	  EA	  y	  EP,	  sin	  embargo,	  no	  aportan	  las	  evidencias	  necesarias	  para	  dar	  respuesta	  a	  la	  

compleja	  heredabilidad	  de	  estas	  patologías,	  sobre	  todo	  en	  lo	  que	  respecta	  a	  las	  formas	  de	  inicio	  tardío	  o	  



Introducción	  
	  

	   	  24	  

esporádicas.	  Por	  ello,	   se	  pone	  de	  manifiesto	   la	  necesidad	  de	  encontrar	  nuevos	   factores	  de	   riesgo	  que	  

permitan	   desenmascarar	   la	   llamada	   heredabilidad	   perdida.	   En	   este	   contexto,	   el	   estudio	   de	   nuevas	  

fuentes	  de	  variabilidad	  genómica	  podría	  dar	  respuesta	  a	  este	  problema.	  	  

	  

1.2. Nuevas fuentes de variabilidad genómica 
	  

A	   lo	   largo	  de	   los	  años	  se	  han	  empleado	  diversas	   técnicas	  para	   la	   identificación	  de	   factores	  genéticos	  

que	  predisponen	  a	  enfermedad.	  En	  su	  mayoría,	  estas	  técnicas	  se	  han	  basado	  en	  marcadores	  genéticos,	  

desde	   los	   polimorfismos	   de	   fragmentos	   de	   restricción	   (RFLPs),	   las	   variantes	   del	   tipo	   mini	   y	  

microsatélites	   a	   los	   polimorfismos	   de	   secuencia	   única	   (SNPs).	   La	   secuenciación	   del	   genoma	   humano	  

supuso	   un	   salto	   cualitativo	   en	   la	   investigación	   de	   la	   variabilidad	   del	   genoma	   humano	   y	   de	   su	  

implicación	  en	  enfermedades	  complejas.	  En	  2007,	  pocos	  años	  después	  de	  la	  divulgación	  de	  la	  secuencia	  

completa	  del	  genoma92,93,	  se	  dio	  a	  conocer	  el	  primer	  genoma	  humano	  diploide,	  basado	  en	  la	  secuencia	  

de	  un	  único	   individuo159.	  Desde	   entonces	   se	   ha	   analizado	   la	   secuencia	   génica	   de	   diversos	   individuos	  

empleando	   técnicas	   de	   secuenciación	   masiva	   o	   next	   generation	   sequencing	   (NGS),	   que	   permiten	  

obtener	   la	   secuencia	   completa	   de	   ADN	   en	   pocos	   días	   y	   de	   forma	   relativamente	   económica160.	   Este	  

proceso	  ha	   culminado	  con	  el	  proyecto	   ‘1000	  Genomes’,	   cuyo	  objetivo	  es	   la	   caracterización	  completa	  

del	   genoma	   de	   2500	   individuos	   de	   diferentes	   poblaciones	  mundiales	   para	   describir	   de	  manera	  más	  

precisa	   las	   variaciones	   interindividuales	   e	   inter-‐poblacionales	   que	   caracterizan	   el	   genoma	  

humano161,162.	  

	  

El	  estudio	  de	  las	  bases	  genéticas	  de	  las	  enfermedades	  complejas	  se	  ha	  centrado	  en	  los	  últimos	  años	  en	  

la	  identificación	  de	  variantes	  comunes,	  generalmente	  mutaciones	  puntuales.	  Sin	  duda,	  la	  identificación	  

de	   variantes	   comunes	   ha	   permitido	   el	   estudio	   de	   nuevas	   rutas	   de	   señalización	   y	   la	   identificación	   de	  

genes	   candidatos	   implicados	   en	   la	   patofisiología	   de	   enfermedades	   complejas,	   como	   las	  

neurodegenerativas.	   No	   obstante,	   los	   resultados	   de	   estos	   estudios	   han	   arrojado	   datos	   menos	  

prometedores	   de	   lo	   esperado,	   mostrando	   ciertas	   limitaciones	   a	   la	   hora	   de	   explicar	   las	   causas	  

subyacentes	   de	   las	   patologías	   de	   origen	   complejo.	   La	  mayoría	   de	   SNPs	   que	  muestran	   asociación	   con	  

enfermedades	   tienen	   un	   efecto	   pequeño	   en	   el	   fenotipo	   y	   explican	   un	   porcentaje	   reducido	   de	   la	  

heredabilidad	  de	  estas	  enfermedades163,164.	   Por	   consiguiente,	   toda	   la	  atención	   recae	  en	   identificar	   las	  

causas	  responsables	  de	  la	  llamada	  heredabilidad	  perdida.	  Para	  ello,	  se	  han	  formulado	  distintas	  hipótesis	  

que	   permiten	   explicar	   esta	   heredabilidad	   perdida,	   abarcando	   desde	   la	   implicación	   en	   enfermedades	  

complejas	   de	   múltiples	   variantes	   raras	   (MAF<1%)109,110	   con	   una	   penetrancia	   relativamente	   alta,	   al	  

modelo	   infinitesimal	   pasando	   por	   las	   variantes	   poco	   frecuentes	   (MAF	   1-‐5%),	   para	   las	   que	   las	   nuevas	  

tecnologías	  de	  secuenciación	  del	  genoma	  o	  Next	  Generation	  Sequencing	  suponen	  un	  método	  alternativo	  

de	  análisis165.	  
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Además	   del	   estudio	   de	   las	   variantes	   raras	   aplicado	   a	   las	   enfermedades	   neurodegenerativas,	   se	   han	  

descrito	  otros	   factores	  que	  podrían	  contribuir	  a	   la	  variabilidad	  del	  genoma	  y	  que	  presenta	  una	  nueva	  

fuente	  de	  conocimiento	  poco	  explorada	  y	  con	  una	  alta	  potencialidad.	  Entre	  estos	  factores	  se	  encuentran	  

los	  cambios	  epigenéticos,	  los	  elementos	  móviles	  del	  genoma,	  las	  variantes	  estructurales	  y	  el	  mosaicismo	  

somático,	   entre	  otros.	   El	  presente	   trabajo	  de	   tesis	   tiene	   como	  objetivo	  evaluar	   la	   contribución	  de	   los	  

cambios	   epigenéticos	   del	   sistema	   nervioso	   central	   en	   las	   EA	   y	   EP	   y	   el	   mosaicismo	   somático	   entre	  

regiones	  del	  cerebro.	  

	  

1.2.1. Variantes estructurales 
	  

Las	  variantes	  estructurales	  se	  definen	  como	  alteraciones	  genómicas	  de	  tamaño	  superior	  a	  una	  kilobase	  

(kb)	   respecto	   al	   genoma	   de	   referencia,	   incluyendo	   la	   pérdida,	   ganancia	   o	   cambio	   de	   localización	   de	  

material	  genético	  mediante	  inserciones,	  duplicaciones,	  deleciones,	  inversiones	  o	  translocaciones	  (con	  o	  

sin	  pérdida	  o	  ganancia	  de	  material	  en	  los	  dos	  últimos	  casos)	  (Figura	  5).	  Las	  variaciones	  en	  el	  número	  de	  

copia	  o	  CNVs,	  son	  fragmentos	  de	  ADN	  con	  un	  tamaño	  variable	  entre	  1	  kb	  a	  varias	  megabases	  (Mb)	  que	  

representan	  una	  ganancia	  o	  pérdida	  de	  material	  genético	  entre	  dos	  genomas	  de	  la	  misma	  especie166.	  

	  

	  
Figura	  5.	  Tipos	  de	  variantes	  estructurales.	  Cambios	  estructurales	  posibles	  definidos	  respecto	  al	  genoma	  humano	  de	  

referencia,	  adaptado	  de	  Hurles	  et	  al.,	  2008167.	  

	  

La	  variabilidad	  genética	  y	  las	  interacciones	  entre	  las	  diversas	  variantes	  dan	  lugar	  a	  los	  rasgos	  complejos	  

característicos	  de	  cada	  individuo.	  El	  efecto	  de	  esta	  variabilidad	  representa	  un	  mecanismo	  muy	  valioso	  

de	  adaptación	  al	  medio	  (cuando	  una	  determinada	  variante	  o	  conjunto	  de	  variantes	  suponen	  un	  cambio	  

ventajoso),	   mientras	   que	   la	   alteración	   de	   la	   correcta	   transcripción	   o	   de	   la	   dosis	   génica	   pueden	  

presentar	  efectos	  deletéreos.	  
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Los	  primeros	  ensayos	  de	  citogenética	  convencional	  permitían	  detectar	  variantes	  estructurales	  de	  gran	  

tamaño	   (>3	   Mb),	   como	   heteromorfismos	   cromosómicos,	   translocaciones	   recíprocas,	   deleciones,	  

duplicaciones,	   inserciones	   e	   inversiones.	   Más	   tarde,	   la	   aparición	   de	   la	   técnica	   de	   hibridación	  

fluorescente	  in	  situ	  (FISH)168	  posibilitó,	  por	  primera	  vez,	  el	  mapeado	  de	  secuencias	  específicas	  de	  ADN	  

con	   una	   alta	   resolución.	   Ello	   permitió	   describir	   la	   existencia	   de	   variantes	   estructurales	   y	  

reorganizaciones	  cromosómicas	  de	  gran	  tamaño	  y	  su	  vinculación	  con	  patologías	  del	  neurodesarrollo	  y	  

neurodegenerativas.	  Entre	  las	  variantes	  estructurales	  patológicas	  mejor	  caracterizadas	  se	  encuentran:	  

una	   microdeleción	   del	   cromosoma	   15q11-‐q12	   causante	   del	   síndrome	   de	   Prader-‐Willi169,	   una	  

microduplicación	  con	  cambio	  en	  el	  número	  de	  copia	  del	  gen	  PMP22	  responsable	  de	  la	  enfermedad	  de	  

Charcot-‐Marie-‐Tooth	   tipo	   I170,	   una	   microdeleción	   en	   la	   región	   22q11.2	   que	   causa	   del	   síndrome	   de	  

DiGeorge/velocardiofacial171,	  y	  una	  microdeleción	  en	  la	  región	  7q11.23	  relacionada	  con	  el	  síndrome	  de	  

Beuren-‐Williams172.	  

	  

La	  aparición,	  en	  2004,	  de	  los	  dos	  primeros	  estudios	  de	  distribución	  de	  CNVs	  en	  el	  genoma	  humano	  de	  

individuos	   sanos,	   representó	   un	   importante	   avance173,174.	   Durante	   los	   años	   siguientes	   numerosos	  

estudios	  completaron	  los	  datos	  mostrados	  inicialmente,	  hasta	  que	  en	  el	  año	  2006	  se	  publica	  el	  primer	  

mapa	  de	  CNVs	  del	  genoma	  humano175	  (revisado	  en	  Beckmann	  et	  al.,	  2007176),	  culminando	  en	  2010	  en	  

la	   base	   de	   datos	   de	   variantes	   genómicas,	   tras	   diversos	   estudios	   en	   individuos	   control	  

(http://projects.tcag.ca/variation/).	  

	  

En	  los	  últimos	  años	  ha	  crecido	  el	  interés	  en	  el	  estudio	  de	  las	  variantes	  estructurales	  como	  una	  posible	  

respuesta	  a	   la	  heredabilidad	  perdida,	  puesto	  que	  con	   la	  mejora	  de	   las	   técnicas,	  especialmente	  con	   la	  

aparición	   del	   aCGH,	   se	   ha	   observado	   que	   este	   tipo	   de	   variantes	   eran	  más	   frecuentes	   de	   lo	   que	   se	  

suponía	   inicialmente177.	   El	   progreso	   en	   las	   técnicas	   a	   gran	   escala	   y	   la	   secuenciación	   del	   genoma	   de	  

referencia	   han	   incrementado	   la	   resolución	   de	   la	   detección	   de	   las	   variantes	   estructurales.	   Entre	   las	  

nuevas	  técnicas	  de	  análisis	  de	  variantes	  de	  número	  de	  copia,	  a	  nivel	  del	  genoma	  completo	  se	  desarrolló	  

la	  hibridación	  genómica	   comparada	  mediante	  arrays	   (aCGH).	   Los	   aCGH	  pueden	  detectar	   ganancias	  o	  

pérdidas	  de	  material	   genético	  de	  una	  manera	   rápida	   y	  precisa,	   a	  partir	   de	   la	  hibridación	  de	  ADN	  de	  

muestras	  problemas	  y	  de	   referencia	  con	   las	   sondas	  de	  ADN	   inmovilizadas	  en	  una	  matriz	  o	  array.	   Las	  

sondas	   empleadas	   pueden	   provenir	   de	   cromosomas	   artificiales	   bacterianos	   (BACs),	   productos	   de	   la	  

reacción	  en	  cadena	  de	  la	  polimerasa	  (PCR),	  u	  oligonucleótidos	  sintéticos.	  Los	  arrays	  que	  emplean	  BACs	  

presentan	  una	  baja	   resolución,	  puesto	  que	  el	   tamaño	  mínimo	  de	  variantes	  detectado	  es	  de	  50	  kb.	  A	  

pesar	   de	   esta	   limitación,	   estos	   arrays	   resultaron	   muy	   útiles	   para	   la	   detección	   de	   variantes	   de	   gran	  

tamaño178.	   Posteriormente,	   se	   desarrollaron	   aCGH	   que	   contenían	   sondas	   de	   oligonucleótidos	  

repartidas	  de	  manera	  regular	  por	  todo	  el	  genoma,	  entre	  los	  que	  se	  encuentran	  las	  aCGH	  especialmente	  

indicados	   para	   la	   detección	   de	   CNVs.	   Los	   aCGH	   emplean	   sondas	   sintéticas	   de	   oligonucleótidos	  

saturadas	  en	   las	   regiones	   contenidas	  en	   la	  base	  de	  datos	  de	  CNVs	  y	  permiten	  estimar	   los	  puntos	  de	  

rotura	   de	   una	   manera	   más	   exacta.	   Entre	   los	   más	   fiables	   se	   encuentran	   los	   ‘SurePrint	   G3	   human	  
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microarrays’	  comercializados	  por	  Agilent,	  con	  una	  cobertura	  máxima	  de	  un	  millón	  de	  sondas	   (1x1M).	  

Asimismo,	  se	  ha	  visto	  que	  es	  posible	  extraer	  información	  sobre	  las	  variantes	  estructurales	  de	  número	  

de	  copia	  a	  partir	  de	  los	  datos	  de	  los	  microarrays	  de	  genotipado	  de	  SNPs	  utilizados	  para	  los	  estudios	  de	  

GWAS179,180,	  aunque	  son	  menos	  fiables	  que	  los	  resultados	  de	  aCGH181.	  

	  

Por	   otra	   parte,	   se	   han	   desarrollado	   técnicas	   de	   detección	   de	   CNVs	   que	   se	   aplican	   a	   la	   detección	   de	  

regiones	   concretas	   en	   estudios	   de	   validación,	   como	   la	   PCR	   cuantitativa	   en	   tiempo	   real	   (RT-‐qPCR),	   la	  

amplificación	   de	   múltiples	   sondas	   dependiente	   de	   ligación	   (MLPA),	   y	   la	   amplificación	   de	   múltiples	  

sondas	   dependiente	   de	   hibridación	   (MAPH).	   Estas	   técnicas	   representan	   una	   alternativa	   asequible	   y	  

relativamente	  simple	  para	  validar	  la	  presencia	  de	  CNVs	  en	  nuevas	  poblaciones,	  o	  bien	  para	  determinar	  

con	  mayor	   exactitud	   puntos	   de	   rotura.	   Las	   técnicas	   basadas	   en	   la	   amplificación	   de	   sondas	  múltiples	  

(MAPH	  y	  MLPA)	  son	  métodos	  semi-‐cuantitativos	  que	  permiten	  detectar	  ganancias	  o	  pérdidas	  de	  hasta	  

tres	   copias	  de	  un	  mismo	  gen	  y	   cerca	  de	  50	   regiones	  genómicas	  en	  un	  único	  experimento182-‐184.	   Entre	  

ellas,	   el	   MLPA	   destaca	   por	   la	   simplicidad	   técnica	   y	   la	   poca	   cantidad	   de	   ADN	   que	   requiere,	   aunque	  

cualquier	  variación	  en	  el	  genoma	  diana,	  como	  la	  presencia	  de	  SNPs,	  disminuye	  la	  eficacia	  de	  las	  sondas	  

debido	   a	   su	   tamaño	   limitado.	   La	   PCR	   cuantitativa	   se	   presenta	   como	   una	   técnica	   de	   cuantificación	  

relativa	   basada	   en	   la	   amplificación	   en	   tiempo	   real	   de	   una	   región	   genómica	   por	   ensayo.	   Esta	   técnica	  

permite	   identificar	   ganancias	   o	   pérdidas	   de	   hasta	   cinco	   copias	   génicas.	   A	   pesar	   de	   que	   el	   límite	   de	  

resolución	  es	  menor	  (detecta	  regiones	  diana	  de	  tamaños	  mayores	  que	  500	  kb	  hasta	  un	  máximo	  de	  1200	  

kb)	  y	  el	  coste	  más	  elevado,	  esta	  técnica	  resulta	  especialmente	  útil	  para	  validar	  regiones	  concretas	  con	  

alta	  precisión.	  

	  

Por	  último,	  cabría	  destacar	   la	   importante	   labor	  que	   los	  métodos	   informáticos	  han	  desempeñado	  en	   la	  

detección	   y	   análisis	   de	   las	   variantes	   estructurales.	   En	   primer	   lugar,	   Tuzun	   et	   al.	   (2005)185	   analizó	   la	  

variabilidad	  estructural	  presente	  en	  un	  individuo	  mediante	  la	  alineación	  frente	  al	  genoma	  de	  referencia	  

de	   cerca	   de	   1,1	   millones	   de	   secuencias	   apareadas,	   correspondientes	   a	   librerías	   de	   fósmidos	   de	   alta	  

densidad,	   identificando	   parejas	   discordantes	   en	   tamaño	   y	   orientación,	   circunstancia	   que	   indicaría	   la	  

presencia	   de	   variantes	   estructurales.	   Más	   adelante,	   Korbel	   et	   al.	   (2007)186,	   creó	   un	   nuevo	   sistema	  

denominado	  PEM	  (mapeo	  de	  extremos	  pareados)	  que	  consiste	  en	  la	  fragmentación	  del	  ADN	  genómico	  

(aproximadamente	  3	  kb),	  la	  secuenciación	  de	  los	  extremos	  de	  los	  fragmentos	  y	  el	  mapeo	  de	  los	  mismos	  

en	  el	  genoma	  humano	  de	  referencia.	  El	  umbral	  de	  detección	  de	  este	  método	  está	  determinado	  por	   la	  

variabilidad	   del	   tamaño	   del	   inserto,	   permitiendo	   identificar	   inserciones	   simples	   de	   entre	   2-‐3	   kb.	   Los	  

algoritmos	  de	  mapeo	  de	  extremos	  apareados	  han	  demostrado	  ser	  una	  herramienta	  útil	  en	  el	  mapeo	  de	  

variantes	  estructurales	  a	  partir	  de	  datos	  de	  secuenciación	  masiva;	  sin	  embargo	  no	  se	  han	  manifestado	  

como	   infalibles.	   Varios	   grupos	   continúan	   trabajando	   en	   el	   desarrollo	   de	   mejores	   algoritmos	   que	  

integren	   el	   mapeo	   de	   extremos	   apareados,	   la	   identificación	   y	   alineación	   de	   secuencias	   partidas,	   el	  

contaje	   de	   secuencias,	   y	   la	   construcción	   de	   secuencias	   de	   novo	   para	   una	   mejor	   resolución	   de	   las	  

variantes	  estructurales.	  	  
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1.2.1.1. Variaciones en el número de copia 
	  

Las	   variaciones	   en	   el	   número	   de	   copia	   pueden	   tener	   importantes	   consecuencias	   biológicas.	   Se	   ha	  

estimado	  que	  el	  20%	  de	  la	  regulación	  de	  la	  expresión	  génica	  está	  mediado	  por	  la	  acción	  de	  CNVs,	  dando	  

una	   idea	   del	   impacto	   funcional	   de	   los	   CNVs	   en	   el	   organismo187-‐190.	   La	   acción	   de	   los	   CNVs	   implica	   un	  

mecanismo	  complejo	  de	  actuación	  basado	  fundamentalmente	  en	  dos	  tipos:	  la	  alteración	  de	  elementos	  

funcionales	  del	  genoma	  (promotores,	  enhancers,	  genes	  y	  microRNAs,	  entre	  otros),	  y	   la	  modulación	  de	  

genes	  a	  larga	  distancia,	  separados	  varias	  kb	  e	  incluso	  ubicados	  en	  cromosomas	  distintos191.	  

	  

Los	   CNVs	   representan	   una	   importante	   fuente	   de	   variabilidad	   del	   genoma	   que	   dan	   lugar	   a	   cambios	  

fenotípicos	   y	   que	   influyen,	   no	   solo	   en	   las	   enfermedades	   de	   origen	  Mendeliano,	   sino	   también	   en	   las	  

enfermedades	  complejas,	  modificando	   la	   susceptibilidad	  a	  padecer	  ciertas	  patologías.	   La	  mejora	  en	   la	  

resolución	  de	  las	  técnicas	  de	  detección	  de	  variantes	  estructurales	  ha	  permitido	  determinar	  las	  causas	  de	  

múltiples	   patologías	   esporádicas,	   reconociendo	   las	   variantes	   estructurales	   originadas	   de	   novo.	   La	  

mayoría	  de	  los	  CNVs	  con	  impacto	  clínico	  se	  encuentran	  recogidos	  en	  la	  base	  de	  datos	  pública	  DECIPHER	  

(DatabasE	   of	   Chromosomal	   Imbalance	   and	   Phenotype	   in	   Human	   using	   Ensembl	   Resources,	  

https://decipher.sanger.ac.uk)192.	   Entre	   los	   trabajos	   de	   investigación	  más	   relevantes	   que	  muestran	   la	  

implicación	   de	   los	   CNVs	   en	   enfermedades	   complejas,	   cabe	   destacar	   los	   realizados	   en	   enfermedades	  

neurológicas,	   cardiovasculares,	   autoinmunes,	   metabólicas	   y	   en	   cáncer	   entre	   otras193,194.	   Respecto	   a	  

enfermedades	  neurodegenerativas	  se	  han	  identificado	  CNVs	  asociados	  a	  la	  EA,	  como	  la	  duplicación	  del	  

gen	  APP112,	   a	   la	   EP,	   como	   la	   duplicación	   o	   triplicación	   del	   gen	   SNCA143,	   a	   la	   atrofia	   espinal	  muscular,	  

donde	   se	   ha	   identificado	   la	   deleción	   y	   conversión	   génica	   de	   SMN1	   y	   SMN2195,	   a	   la	   leucodistrofia	  

autosómica	   dominante,	   con	   una	   duplicación	   del	   gen	   LMNB1196	   y,	   finalmente,	   a	   la	   enfermedad	   de	  

Charcot-‐Marie-‐Tooth	  de	  tipo	  I	  en	  la	  que	  se	  ha	  observado	  la	  duplicación	  y	  deleción	  de	  PMP22197,198.	  

	  

En	  algunos	  casos,	  si	  el	  CNV	  se	  origina	  de	  novo	  en	  mitosis	  avanzadas	  del	  desarrollo,	  o	  incluso,	  en	  la	  vida	  

adulta	  del	   individuo,	  es	  posible	  que	   la	  variante	  estructural	  esté	  presente	  exclusivamente	  en	  un	  grupo	  

celular	   concreto,	   de	   modo	   que	   un	   organismo	   puede	   contener	   distinto	   número	   de	   copias	   de	   un	  

fragmento	   génico.	   Este	   fenómeno,	   conocido	   como	  mosaicismo,	   ha	   despertado	  un	   gran	   interés	   en	   los	  

últimos	  años	  instando	  a	  explorar	  la	  presencia	  de	  CNVs	  causantes	  de	  patología	  en	  los	  tejidos	  diana.	  

	  

1.2.1.2. Mosaicismo somático en enfermedades neurodegenerativas 
	  

Técnicamente,	   el	   mosaicismo	   somático	   ha	   sido	   definido	   como	   la	   coexistencia	   de	   líneas	   celulares	  

somáticas	  genéticamente	  diferentes	  en	  un	  mismo	  organismo	  derivado	  de	  un	  único	  cigoto199.	  En	  general,	  

el	   mosaicismo	   entre	   células	   de	   un	   mismo	   individuo	   es	   un	   fenómeno	   relativamente	   frecuente	   en	   el	  

organismo.	  Un	  claro	  ejemplo	  de	  ello,	  es	  el	  mosaicismo	  endógeno	  (diferente	  del	  somático)	  basado	  en	  la	  

inactivación	   del	   cromosoma	   X	   en	   mujeres.	   Durante	   este	   proceso,	   básicamente,	   en	   cada	   célula	   del	  
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organismo,	   el	   cromosoma	   X	   paterno	   o	   materno	   es	   inactivado	   funcionalmente	   gracias	   a	   un	   proceso	  

estocástico	  mediado	  por	  la	  metilación	  del	  ADN	  durante	  la	  embriogénesis200,201.	  El	  mosaicismo	  somático	  

puede	  generarse	  en	  estadíos	  iniciales	  del	  organismo,	  en	  la	  edad	  adulta	  y	  durante	  el	  envejecimiento,	  sin	  

embargo,	   sólo	   las	   mutaciones	   que	   afectan	   a	   células	   totipotenciales	   pueden	   propagarse	   a	   los	   linajes	  

celulares	  durante	  el	  desarrollo202,203.	  	  

	  

Entre	  las	  causas	  más	  frecuentes	  que	  contribuyen	  a	  la	  formación	  de	  mosaicismo	  somático	  se	  encuentran	  

las	   inducidas	   de	   forma	   exógena	   –infecciones	   y	   agentes	   mutagénicos204-‐207–	   y	   las	   que	   se	   generan	   de	  

forma	  endógena,	  como	  consecuencia	  de	  las	  características	  de	   las	  propia	  estructura	  genómica.	  Entre	   la	  

variabilidad	   genómica	   que	   se	   genera,	   ya	   sea	   por	   causas	   exógenas	   o	   endógenas,	   y	   que	   puede	   estar	  

presente	   o	   no	   en	   forma	   de	   mosaicismo	   somático,	   se	   encuentran	   las	   alteraciones	   cromosómicas	  

(aneuploidias	  y	  translocaciones)208,209,	  pero	  se	  ha	  descrito	  también	  la	  presencia	  de	  mosaicismo	  somático	  

para	   SNPs	   y	   polimorfismos	   de	   inserción/deleción	   (indels)210,	   variación	   en	   el	   número	   de	   copia	   de	  

fragmentos	   del	   genoma211,212,	   transposición	   de	   elementos	   repetitivos	   y	  móviles	   del	   genoma	   (SINEs	   y	  

LINEs)213,214,	   y	   expansión	   de	   secuencias	   repetitivas	   de	   pocos	   nucleótidos215.	   La	   magnitud	   de	   las	  

consecuencias	   del	   mosaicismo	   somático	   depende	   del	   tipo	   de	  mutación	   y	   de	   la	   proporción	   y	   tipo	   de	  

células	   afectadas.	   Si	   bien	   las	   células	   sanguíneas	   y	   de	   la	   piel	   han	   sido	   las	   estudiadas	   durante	   años,	  

últimamente,	  se	  han	  realizado	  estudios	  en	   los	  que	  se	  ha	  visto	   la	  afectación	  de	  otros	  órganos,	  como	  el	  

riñón,	  el	  sistema	  nervioso	  central	  y	  la	  vejiga	  (revisado	  en	  Erickson,	  et	  al.,	  2010216).	  

	  

De	   esta	   forma,	   el	   mosaicismo	   somático	   representa	   una	   importante	   fuente	   de	   variabilidad	   genómica	  

presente	  en	  individuos	  sanos217,	  pero	  que,	  en	  ocasiones,	  puede	  dar	  lugar	  a	  alteraciones	  fenotípicas	  que	  

se	  manifiesten	  en	  forma	  de	  enfermedad.	  A	  partir	  de	  los	  casos	  estudiados	  en	  determinadas	  patologías	  en	  

las	  que	  se	  ha	  observado	  mosaicismo,	  se	  ha	  estimado	  que	  entre	  un	  6-‐20%	  de	  las	  mutaciones	  genéticas	  

están	  presentes	  en	  mosaicismo216.	  A	  lo	   largo	  de	  los	  años	  los	  estudios	  citogenéticos	  han	  demostrado	  la	  

presencia	  de	  mosaicismo	  cromosómico	  y	  genético	  en	   cáncer218	   y	  en	  enfermedades	  genéticas	   como	   la	  

neurofibromatosis	   de	   tipo	   1219	   o	   la	   distrofia	   muscular	   de	   Duchenne220,	   entre	   otras.	   Además,	   se	   ha	  

propuesto	  que	  este	  mecanismo	  podría	  contribuir	  al	  desarrollo	  de	  enfermedades	  neurológicas	  como	  el	  

autismo,	  la	  esquizofrenia	  o	  la	  EA221-‐225.	  La	  mejoría	  en	  la	  detección	  de	  SNPs	  y	  CNVs	  (aCGH,	  NGS,	  exome-‐

sequencing)	  ha	  permitido	  incrementar	  la	  detección	  del	  mosaicismo	  somático	  en	  individuos	  sanos211,	  en	  

relación	  al	  envejecimiento	  y	  al	  cáncer226,	  en	  enfermedades	  neurológicas227,228,	  incluyendo	  la	  EA229.	  Estos	  

estudios	  sugieren	  un	  papel	   importante	  del	  mosaicismo	  somático	  en	   la	  etiopatología	  de	  enfermedades	  

neurodegenerativas,	   tanto	   a	   nivel	   de	   mutaciones	   puntuales	   como	   de	   aneuploidías	   o	   variantes	  

estructurales	  del	  genoma.	  
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1.2.2. Mecanismos epigenéticos en enfermedades neurodegenerativas 
	  

La	   etiopatogenia	   de	   las	   enfermedades	   multifactoriales	   o	   complejas,	   como	   las	   neurodegenerativas,	  

depende	  de	  la	  complicada	  interacción	  entre	  la	  carga	  genética	  de	  un	  individuo	  y	  los	  factores	  ambientales	  

que	   lo	   afectan.	   Se	   ha	   planteado	   que	   la	   exposición	   a	   factores	   adversos	   durante	   la	   gestación	   o	   el	  

desarrollo	   puede	  modificar	   la	   susceptibilidad	   a	   padecer	   enfermedades	   neurodegenerativas230,231.	   Uno	  

de	   los	  mecanismos	   a	   través	   del	   cual	   puede	   tener	   lugar	   este	   efecto	   es	   a	   través	   de	   las	  modificaciones	  

epigenéticas	  del	  ADN	  durante	  el	  desarrollo	  y	  a	  lo	  largo	  de	  la	  vida232.	  

	  

Por	   epigenética	   se	   entiende	   aquellas	   modificaciones	   del	   ADN,	   heredables,	   que	   pueden	   inducir	   a	   un	  

cambio	   en	   el	   fenotipo	   de	   un	   individuo	   sin	   alterar	   la	   secuencia	   de	   ADN	   en	   si	   misma233.	   Entre	   las	  

modificaciones	   epigenéticas	   que	   afectan	   al	   genoma	   y	   al	   funcionamiento	   de	   los	   genes	   podemos	  

encontrar	   el	   posicionamiento	   nucleosómico,	   las	   modificaciones	   post-‐translacionales	   de	   histonas,	   la	  

acción	   de	   los	   RNAs	   pequeños	   y	   la	   metilación	   del	   ADN	   (ADNm)234-‐238.	   Estos	   mecanismos,	  

interrelacionados	   entre	   sí,	   llevan	   a	   cabo	   una	   hábil	   regulación	   de	   la	   expresión	   génica,	   destacando	   la	  

cooperación	   entre	   la	   metilación	   del	   ADN	   y	   la	   modificación	   de	   las	   histonas.	   La	   ADNm	   es	   uno	   de	   lo	  

mecanismos	  epigenéticos	  que	  mayor	  interés	  ha	  despertado	  en	  los	  últimos	  años,	  y	  con	  diferencia,	  el	  más	  

estudiado.	  

	  

Una	  parte	  del	  trabajo	  de	  esta	  tesis	  se	  ha	  centrado	  en	  la	  descripción	  de	  mecanismos	  de	  metilación	  en	  el	  

contexto	   de	   las	   enfermedades	   neurodegenerativas.	   Como	   se	   exponía	   anteriormente,	   los	   estudios	   de	  

susceptibilidad	   genética	   han	   identificado	   ciertas	   variantes	   causantes	   de	   enfermedad,	   y	   otras	   que	  

predisponen	   a	   padecerla.	   Sin	   embargo,	   en	   el	   cómputo	   general,	   las	   asociaciones	   encontradas	   no	  

permiten	  explicar	  completamente	  el	  inicio	  y	  desarrollo	  de	  estas	  patologías239,240.	  Por	  consiguiente,	  surge	  

la	  necesidad	  de	   identificar	  otros	   factores	  que	  estén	  contribuyendo	  a	   su	  desarrollo,	  ya	   sean	  genéticos,	  

epigenéticos	   y	   medioambientales,	   o	   bien,	   el	   resultado	   de	   la	   interacción	   de	   ellos	   mediada	   por	  

mecanismos	  epigenéticos.	  

	  

La	  naturaleza	  dinámica	  de	   las	  modificaciones	  epigenéticas	  y	  su	   implicación	  en	  procesos	  de	  adaptación	  

celular	   como	   la	   diferenciación241,	   el	   envejecimiento242	   y	   la	   respuesta	   a	   estímulos	   exógenos243,	   dejan	  

patente	  la	  idoneidad	  de	  su	  naturaleza	  en	  relación	  a	  la	  etiopatología	  de	  las	  enfermedades	  complejas.	  Por	  

ejemplo,	   se	   han	  observado	  diferencias	   en	   la	   ADNm	  en	   gemelos	  monocigóticos,	   que	   aumentan	   con	  el	  

envejecimiento	  de	   los	   individuos	  analizados244.	  Estos	  hallazgos	  podrían	  dar	  respuesta	  a	   la	  discordancia	  

frente	   a	   enfermedad	   observada	   entre	   gemelos	   con	   una	   carga	   genética	   idéntica	   (monocigóticos),	  

constituyendo	   una	   de	   las	   múltiples	   hipótesis	   proporcionadas	   a	   la	   hora	   de	   explicar	   la	   variabilidad	  

genómica	   y	   la	  heredabilidad	   perdida245.	   Por	   otro	   lado,	   varios	   estudios	   han	  mostrado	   la	   influencia	   del	  

medio	   ambiente	   en	   los	   individuos	   a	   través	   de	   modificaciones	   epigenéticas.	   La	   mayor	   evidencia	  

encontrada,	   hasta	   el	   momento,	   es	   el	   efecto	   a	   largo	   plazo	   del	   comportamiento	   materno	   durante	   la	  
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infancia.	  Weaver	   et	   al.246	   realizaron	   un	   estudio	   en	   ratas	   en	   el	   que	   demuestran	   que	   un	   patrón	   de	  

comportamiento	   ansioso	   durante	   el	   cuidado	   de	   las	   crías	   (licking/grooming	   behavior)	   induce	   un	  

comportamiento	   defensivo	   de	   las	   crías	   en	   la	   edad	   adulta.	   Este	   efecto	   se	   produce	   a	   través	   de	  

mecanismos	  epigenéticos	  como	  la	  metilación	  del	  gen	  NR3C1	  y	  la	  consiguiente	  alteración	  de	  la	  expresión	  

de	   la	   proteína	   que	   codifica246.	   En	   seres	   humanos,	   se	   ha	   visto	   que	   la	   alteración	   epigenética	   de	   este	  

mismo	  gen,	  causada	  por	  estímulos	  adversos	  en	   la	   infancia,	   como	   los	  abusos	  sexuales,	  está	  asociada	  a	  

una	  mayor	   incidencia	  de	  suicidio	  en	   la	  edad	  adulta247.	  Otros	  estudios	  en	  ratones	  han	  mostrado	  que	   la	  

exposición	   a	   ciertas	   toxinas	   pueden	   alterar	   las	   modificaciones	   epigenéticas	   y,	   en	   último	   termino,	  

conducir	  a	  un	  fenotipo	  característico248.	  En	  este	  caso	  se	  observó	  que	  la	  exposición	  de	  ratones	  agutis	  a	  

Bisfenol	  A	  está	  asociada	  a	   la	  aparición	  de	  pelaje	  amarillo	  y	  a	  un	  aumento	  de	  obesidad,	  a	  través	  de	  un	  

proceso	   de	   hipometilación.	   Por	   último,	   diversos	   estudios	   han	   mostrado	   el	   efecto	   de	   la	   dieta	   en	   los	  

individuos	  y	  en	  su	  descendencia,	  a	  través	  de	  mecanismos	  epigenéticos.	  El	  caso	  más	  representativo	  es	  la	  

“hambruna	   holandesa”,	   que	   afectó	   al	   país	   entre	   1944	   y	   1945.	   Un	   estudio	   que	   ha	   analizado	   este	  

fenómeno	   muestra	   como	   el	   déficit	   nutricional	   mantenido	   en	   el	   tiempo	   puede	   originar	   alteraciones	  

metabólicas	  y	  mentales	  en	  la	  descendencia,	  incluso	  mucho	  años	  después	  de	  que	  cese	  el	  estímulo	  inicial.	  

Ello	  es	  debido	  a	  alteraciones	  en	  el	  patrón	  general	  de	  metilación	  de	  los	  individuos	  expuestos249,250.	  

	  

También	   se	   han	   identificado	   alteraciones	   epigenéticas	   ligadas	   a	   la	   aparición	   de	   enfermedades	   que	  

afectan	   al	   ser	   humano,	   como	   alteraciones	   del	   neurodesarrollo	   y	   trastornos	   cognitivos251.	   Uno	   de	   los	  

ejemplos	   más	   importantes	   es	   el	   del	   síndrome	   de	   Rett.	   Este	   trastorno	   neurológico	   causado	   por	   la	  

presencia	  de	  mutaciones	  en	  MECP2	  (methyl-‐CpG	  binding	  domain	  2)	  produce	  pérdidas	  cognitivas,	  de	  la	  

habilidad	  social	  y	  motora,	  y	  conlleva	  un	  retraso	  mental	  severo252.	  MeCP2	  reconoce	  regiones	  metiladas	  

del	  genoma,	  por	   las	  que	  presenta	  una	  gran	  afinidad,	  y	   recluta	  proteínas	  que	  se	  unen	  para	  modular	   la	  

conformación	   de	   la	   cromatina,	   afectando	   de	   esta	  manera	   la	   transcripción	   génica.	   Las	  mutaciones	   en	  

MECP2	  implican	  una	  alteración	  de	  los	  mecanismos	  epigenéticos	  que	  regulan	  el	  genoma.	  Las	  variaciones	  

del	  perfil	  de	  ADNm	  también	  están	   implicadas	  en	  el	  síndrome	  del	  cromosoma	  X	  frágil.	  La	  expansión	  de	  

trinucleótidos	   causante	  de	   esta	   enfermedad	   induce	   la	  metilación	  del	   promotor	   del	   gen	  FMR1,	   lo	   que	  

conlleva	   a	   una	   disminución	   de	   su	   expresión	   génica253.	   Los	   mecanismos	   epigenéticos	   han	   sido	  

especialmente	  asociados	  a	   trastornos	  del	  aprendizaje	  y	  de	   la	  memoria254,	  así	  como,	  a	  alteraciones	  del	  

neurodesarrollo,	  cognitivas	  y	  a	  enfermedades	  neurodegenerativas255,	  aunque	  también	  están	  implicados	  

en	  otras	  patologías	  complejas	  como	  el	  cáncer256,	   la	  diabetes257	  y	   las	  enfermedades	  cardiovasculares258	  

(Tabla	  8).	  	  

	   	  



Introducción	  
	  

	   	  32	  

	  

Tabla	  8.	  Alteraciones	  del	  patrón	  de	  metilación	  del	  ADN	  asociadas	  a	  enfermedad	  complejas	  

Enfermedad	   Alteración	   Efecto	   Genes	  	   Referencias	  	  

Cáncer	   hipermetilación	  CGI	   represión	  
transcripción	  

MLH1,	  BRCA1,	  
MGMT,	  p16	   Esteller	  et	  al.,	  2007259	  

Cáncer	   hipometilación	  CGI	   activación	  
transcripción	  

MASPIN,	  S100P,	  
SNCG,	  MAGE	   Wilson	  et	  al.,	  2007260	  

Cáncer	   hipermetilación	  CGI	  
shore	  

represión	  
transcripción	   HOXA2,	  GATA2	   Doi	  et	  al.,	  2009261	  

Cáncer	  
hipometilación	  
secuencias	  
repetitivas	  

transposición,	  
recombinación	  e	  
inestabilidad	  
genómica	  

L1,	  IAP,	  Sat2	   Esteller	  et	  al.,	  2007;	  Fraga	  
et	  al.,	  2005259,262	  

Enfermedad	  de	  
Alzheimer	   hipermetilación	  CGI	   represión	  

transcripción	   NEP	   Urdinguio	  et	  al.,	  2009263	  

Esclerosis	  múltiple	   hipometilación	  CGI	   activación	  
transcripción	   PADI2	   Urdinguio	  et	  al.,	  2009263	  

Alfa-‐talasemia	  
ligada	  al	  
cromosoma	  X	  

metilación	  aberrante	  
de	  secuencias	  
repetitivas	  

transposición,	  
recombinación	  e	  
inestabilidad	  
genómica	  

repeticiones	  
subteloméricas	  

Urdinguio	  et	  al.,	  2009;	  De	  
Sario	  et	  al.,2009263,264	  	  

Artritis	  reumatoide	   hipermetilación	  CGI	   represión	  
transcripción	   DR3	  

Javierre	  et	  al.,	  2008;	  
Karouzakis	  et	  al.,	  
2009265,266	  

Lupus	  eritematoso	  
sistémico	   hipometilación	  CGI	   activación	  

transcripción	  
PRF1,	  CD70,	  
CD154,	  AIM2	   Javierre	  et	  al.,	  2010267	  

Inmunodeficiencia,	  
inestabilidad	  
centromérica	  y	  
anomalías	  faciales;	  
Artritis	  reumatoide	  

metilación	  aberrante	  
de	  secuencias	  
repetitivas	  

transposición,	  
recombinación	  e	  
inestabilidad	  
genómica	  

Sat2,	  Sat3,	  L1	   Jin	  et	  al.,	  2008;	  Karouzakis	  
et	  al.,	  2009266,268	  

CGI,	  islas	  CpG;	  CGI	  shores,	  cercanas	  a	  islas	  CpG.	  
	  

En	   conclusión,	   las	   modificaciones	   epigenéticas	   representan	   un	   mecanismo	   muy	   importante	   en	   el	  

contexto	   de	   las	   enfermedades	   complejas.	   Por	   lo	   que	   la	   investigación	   de	   los	   factores	   que	   alteran	   los	  

perfiles	  epigenéticos	  y,	  en	  particular,	  las	  alteraciones	  del	  perfil	  de	  ADNm	  en	  el	  genoma	  humano,	  puede	  

descubrir	   nuevas	   vías	   en	   la	   etiopatología	   de	   enfermedades	   neurodegenerativas,	   así	   como	   identificar	  

nuevas	  dianas	  de	  modulación	  terapéutica.	  	  

	  

1.2.2.1. Cambios epigenéticos en el sistema nervioso central 
	  

La	  metilación	   del	   ADN	   en	   vertebrados	   consiste	   en	   la	   adición	   de	   grupos	  metilo	   (-‐CH3)	   al	   carbono	   que	  

ocupa	  la	  quinta	  posición	  del	  anillo	  de	  citosina,	  generalmente	  en	  dinucleótidos	  CpG.	  El	  dinucleótido	  CpG	  

presenta	  una	  distribución	  irregular	  en	  el	  genoma,	  y	  tiende	  a	  estar	  infrarrepresentado,	  en	  un	  fenómeno	  

referido	   como	   supresión	   CG,	   generalmente	   atribuido	   a	   la	   elevada	   mutabilidad	   de	   las	   citosinas.	   No	  

obstante,	  existen	  regiones	  del	  genoma	  ricas	  en	  dinucleótidos	  CpG269.	  Estas	  regiones,	  denominadas	  islas	  

CpG	  (CGIs),	  están	  caracterizadas	  por	  una	  longitud	  de	  unos	  500	  nucleótidos	  y	  un	  contenido	  en	  guanina	  y	  

citosina	  mayor	  del	  55%,	  presentando	  una	  proporción	  de	  CpG	  observados	  respecto	  a	  los	  esperados	  por	  
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encima	  de	  0,65270.	  En	  el	  genoma	  humano	  cerca	  del	  40%	  de	  los	  promotores	  solapan	  con	  CGIs	  según	  las	  

definiciones	   estándar	   y	   alrededor	   del	   70%	   presentan	   un	   enriquecimiento	   en	   CpG.	   Las	   CGIs	   de	   las	  

regiones	   promotoras,	   en	   condiciones	   normales,	   suelen	   presentar	   un	   estado	   de	   baja	   metilación	   o	  

hipometilación271.	  

	  

La	   función	   principal	   de	   las	   CGIs	   está	   asociada	   a	   la	   regulación	   de	   la	   transcripción.	   El	   estado	   de	  

hipometilación	  favorece	  una	  estructura	  abierta	  de	  la	  cromatina	  facilitando	  la	  expresión	  de	  génica272.	  Por	  

el	   contrario,	   la	   metilación	   de	   CGIs	   está	   relacionada	   con	   el	   silenciamiento	   génico,	   bien	   a	   través	   del	  

reclutamiento	  de	  proteínas	  methyl-‐CpG-‐binding	  domain	  (MBD)	  que	  promueven	  la	  unión	  de	  “complejos	  

remodeladores	  de	  cromatina”273,	  o	  bien	  por	  inhibición	  directa	  de	  la	  transcripción	  impidiendo	  la	  unión	  de	  

factores	  de	   transcripción274.	  Recientemente,	   se	  ha	  mostrado	  que	   la	   regulación	  de	   la	   transcripción	  por	  

mecanismos	  de	  ADNm	  no	  se	  restringe	  a	  las	  CGIs,	  sino	  que	  también	  tiene	  lugar	  en	  regiones	  denominadas	  

CGIs	  shores,	  a	  las	  que	  también	  se	  le	  atribuyen	  patrones	  de	  metilación	  específicos	  de	  tejido275.	  También	  

se	   ha	   observado	   metilación	   de	   CpG	   en	   los	   cuerpos	   génicos,	   lo	   que	   podría	   desempeñar	   un	   papel	  

fundamental,	   previniendo	   un	   inicio	   alternativo	   de	   la	   transcripción	   y	   aumentando	   su	   eficiencia276.	  

Finalmente,	  se	  ha	  observado	  una	  cuarta	  función	  de	  la	  ADNm	  en	  los	  elementos	  repetitivos	  del	  genoma,	  

en	   donde	   la	   hipermetilación	   de	   dinucleótidos	   CpG	   desempeñaría	   un	   papel	   fundamental	   en	   la	  

inactivación	  de	  secuencias	  endoparasíticas,	  evitando	  la	  inestabilidad	  cromosómica,	  las	  translocaciones	  y	  

la	  disrupción	  génica	  que	  los	  elementos	  transponibles	  del	  genoma	  pueden	  ocasionar272,277.	  

	  

La	  presencia	  de	  patrones	  de	  metilación	  específicos	  de	  tejido	  junto	  con	  el	  interés	  funcional	  que	  despierta	  

la	   investigación	   del	   SNC	   ha	   conducido	   a	   la	   exploración	   de	   patrones	   de	   metilación	   de	   las	   diversas	  

estructuras	   del	   cerebro.	   El	   primer	   estudio,	   realizado	   por	   Ladd-‐Acosta	   et	   al.,	   2007278,	   muestra	   la	  

presencia	   de	   una	   correlación	   entre	   los	   patrones	   de	   ADNm	   y	   las	   estructuras	   neuroanatómicas	   del	  

cerebro.	  En	  concreto,	  a	  partir	  de	  las	  muestras	  de	  cerebro	  de	  un	  grupo	  de	  individuos,	  se	  demuestra	  que	  

las	   diferencias	   de	   metilación	   entre	   corteza	   cerebral,	   protuberancia	   y	   cerebelo	   son	   mayores	   que	   las	  

diferencias	  interindividuales.	  Investigaciones	  posteriores	  han	  replicado	  resultados	  similares	  empleando	  

diferentes	  técnicas	  para	  determinar	  la	  ADNm279,280.	  Paralelamente,	  diversos	  estudios	  se	  han	  centrado	  en	  

determinar	   el	   papel	   de	   la	   metilación	   en	   las	   funciones	   superiores	   del	   SNC,	   como	   el	   aprendizaje,	   la	  

formación	   de	   la	   memoria	   a	   largo	   plazo	   y	   el	   comportamiento	   condicionado	   como	   el	   miedo	  

contextualizado.	   No	   obstante,	   al	   tratarse	   de	   mecanismos	   complejos,	   no	   se	   ha	   determinado	   con	  

exactitud	   cómo	   se	   producen	   estos	   procesos.	   A	   pesar	   de	   ello,	   ciertos	   experimentos	   han	   contribuido	   a	  

mejorar	   su	   caracterización.	   Por	   ejemplo,	   se	   ha	   observado	   un	   bloqueo	   de	   la	   respuesta	   al	   miedo	  

contextualizado	   tras	   la	   inactivación	   en	   ratas	   de	   los	   enzimas	   encargados	   de	   la	   ADNm	   (DNMTasas,	   ej.-‐	  

DNMTasa	  1-‐3),	  mientras	  que	  genes	  como	  PP1,	  RELN	  y	  BDNF	  sufren	  cambios	  en	  el	  grado	  de	  metilación	  

en	  el	  proceso	  de	  formación	  de	  la	  memoria254,281-‐283.	  Estos	  estudios	  ponen	  de	  manifiesto	  la	  implicación	  de	  

los	  mecanismos	  epigenéticos	  de	  ADNm	  en	  un	  proceso	  dinámico	  que	  responde	  a	  los	  cambios	  del	  entorno	  

y	  a	  la	  experiencia254.	  	  



Introducción	  
	  

	   	  34	  

La	   implicación	   de	   los	   cambios	   de	   metilación	   en	   relación	   al	   envejecimiento	   ha	   sido	   motivo	   de	  

investigación	   en	   varios	   estudios.	   En	   general	   se	   ha	   detectado	   una	   pérdida	   global	   y	   progresiva	   de	   las	  

marcas	   de	   metilación284-‐286,	   principalmente	   en	   las	   secuencias	   repetitivas	   del	   genoma287,288,	  

especialmente	   Alu	   y	   HERV-‐K.	   Por	   otro	   lado,	   se	   han	   observado	   cambios	   de	   metilación	   asociados	   al	  

envejecimiento,	  dependientes	  de	  tejido,	  que	  generalmente	  comportan	  incrementos	  de	  la	  metilación	  en	  

regiones	  concretas289,290.	  La	  complejidad	  de	  este	  proceso	  incluye	  una	  hipometilación	  generalizada	  de	  las	  

regiones	  fuera	  de	  CGIs,	  junto	  con	  un	  incremento	  de	  la	  metilación	  de	  CGIs291.	  Los	  cambios	  de	  metilación	  

pueden	   estar	   influidos	   por	   estímulos	  medioambientales,	   como	   toxinas248,	   el	   cuidado	  materno292	   o	   el	  

estrés232.	   En	   resumen,	  mientras	   factores	   externos	   pueden	   inducir	   cambios	   de	  metilación	   asociados	   a	  

sitios	   CpG	   concretos,	   que	   pueden	   ser	   críticos	   en	   la	   regulación	   de	   la	   transcripción,	   el	   envejecimiento	  

puede	  alterar	  de	  manera	  estocástica	  los	  patrones	  de	  metilación	  a	  nivel	  del	  genoma	  completo.	  	  

	  

Estudios	   recientes	   han	   demostrado	   la	   existencia	   de	   metilación	   en	   citosinas	   que	   no	   pertenecen	   a	  

dinucleótidos	   CpG.	   En	   células	  madre	   humanas,	   se	   ha	   observado	   la	  metilación	   en	   sitios	   CHG	   y	   CHH	   –

donde	  H	  puede	  ser	  una	  adenina,	  una	  citosina	  o	  una	  timidina–,	  con	  un	  enriquecimiento	  en	   los	  cuerpos	  

génicos293.	  El	  grado	  de	  metilación	  de	  estos	  sitios	  no-‐CpGs	  disminuye	  durante	  la	  diferenciación	  celular	  y	  

se	   restablece	   cuando	   se	   induce	   un	   estado	   totipotencial	   en	   las	   células,	   hecho	   que	   sugiere	   un	   papel	  

regulador	  en	  el	  origen	  y	  mantenimiento	  de	  este	  estado294.	  Por	  otro	  lado,	  se	  ha	  descubierto	  la	  existencia	  

de	   una	   nueva	  modificación	   del	   ADN,	  5-‐hidroximetil-‐2’-‐deoxicitidina,	   un	   radical	  hidroximetilo	   (-‐CH3OH)	  

que	   se	   añade	   a	   la	   posición	   quinta	   del	   anillo	   de	   carbono	   de	   la	   citosina.	   Esta	   modificación	   ha	   sido	  

observada	   en	   células	   de	   Purkinje	   y	   granulares	   de	   cerebelo295.	   Aunque	   la	   función	   biológica	   de	   estas	  

modificaciones	  no	  es	  bien	  conocida,	  se	  ha	  sugerido	  que	  la	  5-‐hidroximetil-‐2’-‐deoxicitidina	  podría	  ser	  un	  

metabolito	  intermedio	  en	  la	  degradación	  de	  la	  citosina	  metilada296.	  

	  

1.2.2.2. Métodos de detección y análisis de la metilación del ADN 

	  

A	   lo	   largo	   de	   los	   años	   se	   han	   empleado	  muchos	  métodos	   para	   determinar	   el	   estado	   de	   ADNm.	   Los	  

primeros	  se	  basaron	  en	  el	  uso	  de	  enzimas	  de	  restricción	  sensibles	  a	  metilación	  (HpaII,	  HhaI,	  entre	  otros)	  

y	  en	  el	  mapeo	  de	   los	   fragmentos	  generados	  por	  estos	  enzimas,	  hasta	  que	  se	  desarrolló	  el	  método	  de	  

modificación	  del	  ADN	  con	  bisulfito297.	  Este	  método	  consiste	  en	  el	  tratamiento	  químico	  del	  ADN	  con	  una	  

mezcla	  de	  bisulfito	  e	  hidróxido	  de	  sodio,	  que	  induce	  la	  conversión	  de	  las	  citosinas	  no	  metiladas	  a	  uracilo,	  

de	  forma	  que,	  al	  secuenciar	  el	  ADN	  modificado,	  es	  posible	  diferenciar	  las	  citosinas	  metiladas	  (C)	  de	  las	  

no	  metiladas	   (convertidas	   a	   T).	   Entre	   las	   limitaciones	   de	   esta	   técnica	   se	   encuentran,	   por	   un	   lado,	   la	  

degradación	   del	   material	   de	   partida,	   cuyo	   efecto	   más	   evidente	   es	   la	   inducción	   de	   errores	   en	   la	  

secuenciación,	   y	   por	   otro,	   la	   limitación	   en	   cuanto	   a	   las	   regiones	   del	   genoma	   analizadas	   en	   un	   único	  

experimento.	   El	   desarrollo	   de	   tecnologías	   que	   acoplan	   sistemas	   de	   detección	   a	   nivel	   genómico	   –los	  

microarrays	   o	   la	   secuenciación	   masiva–	   con	   estrategias	   clásicas,	   como	   inmuno-‐precipitación	   de	  
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secuencias	  metiladas	  (MIRA,	  MeDIP,	  MEDIP-‐seq),	  o	  enzimas	  de	  restricción	  sensibles	  a	  metilación	  (HELP,	  

DMH,	  MCA,	  MSDK),	  ha	  supuesto	  una	  verdadera	  revolución	  en	  el	  campo	  (revisado	  en	  Iraola-‐Guzmán	  et	  

al.,	   2011122).	   Entre	   las	   técnicas	   más	   eficientes	   de	   detección	   se	   encuentran	   la	   genotipación	   del	   ADN	  

tratado	  con	  bisulfito	  mediante	  microarrays	  (Illumina	  Infinium®	  assay)298;	  la	  combinación	  de	  enzimas	  de	  

restricción,	   tratamiento	   con	   bisulfito	   y	   secuenciación	  masiva	   (RRBS)241;	   y	   la	   secuenciación	  masiva	   del	  

DNA	   tratado	   con	   bisulfito,	   ya	   aplicada	   a	   la	   secuenciación	   del	   metiloma	   de	   Arabidopsis	   Thaliana299	   y	  

fibroblastos	  humanos293	  (Figura	  6).	  Estas	  técnicas	  permiten	  una	  detección	  de	  la	  metilación	  a	  nivel	  global	  

del	  genoma	  con	  variaciones	  en	  el	  grado	  de	  resolución.	  La	  mejor	  resolución	  corresponde	  a	  los	  métodos	  

de	   secuenciación	   basados	   en	   conversión	   con	   bisulfito.	   Entre	   las	   desventajas	   de	   éstos	   últimos	   se	  

encuentra	   la	   dificultad	   en	   el	   alineamiento	   de	   las	   secuencias	   que	   requieren	   programas	   especiales	   de	  

análisis	  y	  una	  mayor	  cobertura	  de	  secuencias.	  	  

	  

	  

Figura	  6.	  Resumen	  de	  las	  estrategias	  de	  identificación	  de	  alteraciones	  de	  metilación	  en	  enfermedades	  complejas:	  

enfermedades	   neurodegenerativas.	   La	   interacción	  del	  medioambiente,	   junto	  con	  el	   componente	  genético	  de	   los	  

individuos,	   afectan	   el	   estado	   de	   los	   mecanismos	   epigenéticos	   en	   el	   envejecimiento	   fisiológico	   y	   en	   las	  

enfermedades	   neurodegenerativas.	   Las	   estrategias	   actuales	   de	   detección	   de	   los	   mecanismos	   epigenéticos	   y	   su	  

contribución	  a	  la	  patología	  incluyen	  el	  perfil	  de	  la	  metilación	  del	  ADN	  y	  de	  la	  expresión	  del	  ARN122.	  
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1.2.2.3. La metilación del ADN en enfermedades neurodegenerativas 

El	  papel	  de	  los	  mecanismos	  epigenéticos	  como	  mediadores	  entre	  el	  medioambiente	  y	  el	  genoma	  resulta	  

de	   gran	   interés	   en	   la	   investigación	   de	   las	   causas	   que	   conducen	   a	   la	   aparición	   las	   enfermedades	  

complejas.	  En	   los	  últimos	  años,	   se	  ha	  mostrado	  un	  creciente	   interés	  por	  elucidar	   los	  mecanismos	  que	  

intervienen	  en	  la	  ADNm	  en	  la	  patofisiología	  de	  la	  enfermedades	  neurodegenerativas,	  como	  la	  EA	  y	  la	  EP.	  

La	  mayoría	  de	  los	  estudios	  se	  han	  llevado	  a	  cabo	  en	  la	  EA	  y,	  sobre	  todo,	  se	  han	  centrado	  en	  identificar	  

variaciones	  de	  metilación	  en	  genes	  concretos	  cuya	  implicación	  en	  la	  patología	  era	  conocida,	  como	  el	  gen	  

APP.	  

	  

Cambios en la metilación del ADN y enfermedad de Alzheimer 

Dado	   que	   la	   duplicación	   del	   gen	   APP	   ha	   sido	   descrito	   como	   un	   factor	   de	   riesgo	   para	   la	   EA	   por	   el	  

aumento	   en	   la	   expresión	   de	   la	   proteína	   que	   conlleva112,	   teóricamente,	   parece	   factible	   que	   aquellos	  

cambios	  epigenéticos	  que	  afecten	  al	  promotor	  de	  APP	  y	  que	  induzcan	  un	  aumento	  de	  la	  expresión	  del	  

gen	  puedan	  representar	  factores	  de	  riesgo	  para	  la	  patología.	  No	  obstante,	  entre	  los	  numerosos	  estudios	  

enfocados	  en	  la	  identificación	  de	  alteraciones	  epigenéticas	  en	  el	  gen	  APP	  no	  se	  han	  encontrado	  pruebas	  

concluyentes	  de	  su	  alteración	  en	  EA.	  El	  primer	  estudio	  realizado	  identificó	  un	  estado	  de	  hipometilación	  

del	   promotor	   en	  muestras	   de	   cerebro	   de	   un	   individuo	   sano300.	  West	   et	   al.	   compararon	   el	   estado	   de	  

metilación	  del	  gen	  APP	  de	  un	  individuo	  con	  EA	  frente	  a	  una	  individuo	  con	  demencia	  sin	  EA,	  encontrando	  

un	   estado	   generalizado	   de	   hipometilación	   del	   promotor	   en	   EA301.	   Este	   dato	   fue	   apoyado	   por	   nuevas	  

evidencias	   de	   hipometilación	   en	   el	   promotor	   de	   APP	   en	   un	   estudio	   realizado	   en	   pacientes	   de	   EA	  

mayores	   de	   70	   años	   respecto	   a	   pacientes	  menores	   de	   70	   años302,	   sugiriendo	   una	   asociación	   entre	   la	  

hipometilación	  del	  promotor	  y	  la	  acumulación	  de	  Aβ	  en	  el	  SNC	  de	  los	  ancianos.	  Mas	  recientemente	  tres	  

estudios	  han	  investigado	  los	  cambios	  de	  metilación	  en	  APP	  en	  relación	  a	  enfermedad	  de	  Alzheimer.	  El	  

primer	   estudio	   comparaba	   el	   patrón	   de	  metilación	   entre	   corteza	   y	   cerebelo	   de	   seis	   pacientes	   de	   EA	  

familiar303,	  mientras	  que,	  dos	  estudios	  de	  mayor	  envergadura,	  analizaron	  el	  patrón	  de	  metilación	  de	  APP	  

en	  el	  tejido	  cerebral	  de	  26	  controles	  y	  43	  pacientes	  de	  EA304	  y	  el	  cerebro	  y	  los	  linfocitos	  de	  10	  controles	  y	  

24	   casos	   de	   EA44,	   respectivamente.	   En	   ningún	   caso	   se	   encontraron	   diferencias	   de	   metilación	   en	   el	  

promotor	  de	  APP	  entre	  casos	  y	  controles,	  sin	  embargo,	  en	  el	  último	  estudio	  se	  descubrieron	  variaciones	  

globales	  de	   la	  metilación	  entre	  casos	  y	  controles,	  proponiendo	  que	   la	  EA	  podría	  estar	  relacionada	  con	  

una	  variabilidad	  epigenética	  global44.	  

A	  la	  luz	  de	  estos	  resultados	  se	  pone	  de	  manifiesto	  la	  necesidad	  de	  ampliar	  el	  estudio	  de	  la	  metilación	  de	  

APP	   en	   un	  mayor	   número	   de	   individuos	   controles	   y	   afectos.	   Una	   posible	   explicación	   para	   la	   falta	   de	  

concordancia	  entre	  estudios	  es	  el	  uso	  de	  diferentes	  tejidos	  (sangre	  vs	  cerebro)	  y	  técnicas,	  un	  número	  de	  

casos	  variable	  y	  el	  estudio	  de	  CpGs	  diversas	  dentro	  de	  la	  misma	  secuencia	  del	  promotor.	  
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En	  modelos	  animales	  se	  ha	  observado	  que	  la	  alteración	  de	  la	  metilación	  de	  PSEN1	  puede	  producir	  una	  

alteración	   de	   los	   niveles	   de	   β-‐amiloide	   y	   la	   deposición	   en	   placas	   neuríticas305,306,	   no	   obstante,	   los	  

resultados	   de	   PSEN1	   y	   otros	   genes	   relacionados	   con	   la	   patología	   en	   casos	   y	   controles	   no	   son	  

concluyentes	  o	  no	  han	  podido	  ser	  replicados44,304,306.	  

Otro	   gen	   que	   participa	   en	   el	  metabolismo	   de	   la	   proteína	   amiloide	   es	   el	   gen	  NEP,	   cuya	   proteína	   está	  

implicada	  en	  la	  degradación	  de	  los	  depósitos	  de	  Aβ.	  Diversos	  estudios	  han	  observado	  una	  disminución	  

de	  su	  expresión	  en	  envejecimiento	  y	  en	  casos	  de	  EA307-‐310	  (Tabla	  8),	  por	  lo	  que	  representa	  un	  candidato	  

idóneo	   para	   la	   búsqueda	   de	   alteraciones	   de	   la	   metilación	   de	   su	   promotor.	   Algunos	   estudios	   han	  

analizado	   las	  diferencias	  de	  metilación	  de	  este	  gen	  en	  relación	  a	  patología311,312,	  aunque	  en	  células	  de	  

neuroblastoma	  (SH-‐SY5Y)	  se	  ha	  demostrado	  que	  su	  expresión	  depende	  de	  la	  acetilación	  de	  histonas313.	  

Estudios	  adicionales	  realizados	  en	  sangre	  periférica	  han	  encontrado	  cierta	  correlación	  entre	  los	  valores	  

de	  metilación	  de	  muestras	  de	  tejido	  cerebral	  y	  sangre	  periférica	  en	  pacientes	  de	  EA	  y	  controles,	  aunque	  

como	   se	   indicaba	   anteriormente,	   las	   diferencias	   entre	   casos	   y	   controles	  no	   resultaron	   significativas44.	  

Por	  otro	  lado,	  un	  estudio	  piloto	  realizado	  en	  sangre	  de	  pacientes	  de	  EA	  y	  controles	  identificó	  más	  de	  20	  

genes	   expresados	   de	   forma	   diferencial	   entre	   casos	   y	   controles314.	   Finalmente,	   otro	   trabajo	   analizó	   la	  

metilación	  en	  los	  promotores	  de	  cinco	  genes	  candidatos	  en	  un	  grupo	  reducido	  de	  pacientes	  de	  EA	  frente	  

a	   controles,	   detectando	   un	   estado	   de	   hipermetilación	   del	   promotor	   del	   gen	   HTERT	   en	   EA315,	   que	  

contrariamente	   a	   lo	   esperado,	   induce	   un	   incremento	   de	   su	   expresión,	   posiblemente	   debido	   a	   la	  

interacción	  de	  los	  diversos	  mecanismos	  epigenéticos	  mencionados	  previamente.	  

La	   implicación	   de	   la	   metilación	   como	   mecanismo	   probable	   de	   EA	   se	   ve	   apoyada	   por	   la	  

hiperhomocisteinemia	   observada	   en	   esta	   patología.	   En	   este	   contexto,	   varios	   estudios	   han	   propuesto	  

una	  interacción	  entre	  deficiencias	  de	  ácido	  fólico	  y	  niveles	  de	  homocisteína	  en	  EA,	  a	  través	  de	  cambios	  

de	  metilación	   y	   de	   expresión	   de	   genes	   implicados	   en	   la	   patofisiología	   de	   la	   enfermedad255,316.	   Se	   ha	  

determinado	  una	  bajada	  de	   los	  niveles	  de	  ácido	   fólico,	  vitamina	  B12	  y	  S-‐Adenosil-‐metionina	   (SAM)	  en	  

EA,	   mientras	   que	   los	   niveles	   de	   homocisteína	   libres	   en	   plasma	   están	   aumentados317.	   Esta	  

hiperhomocisteinemia	   puede	   aumentar	   los	   niveles	   de	   S-‐adenosilhomocisteina	   (SAH)	   –un	   potente	  

inhibidor	  de	  metiltransferasas,	   como	   la	  DNMTasa,	   encargada	  de	   regular	   la	  metilación	  del	  ADN-‐.	  Estos	  

niveles	   están	   relacionados	   con	  marcadores	   de	   la	   progresión	   de	   la	   enfermedad	   de	   Alzheimer	   y	   de	   la	  

alteración	  cognitiva318,319.	  Por	  otro	   lado,	  nuevos	  estudios	  en	  modelos	  animales	  han	  demostrado	  que	  la	  

dieta	  y	  bajos	  niveles	  de	  homocisteína	  están	  relacionados	  con	  la	  alteración	  en	  los	  patrones	  de	  ADNm	  en	  

genes	  asociados	  a	  EA,	  induciendo	  diferencias	  en	  la	  expresión	  de	  los	  mismos306,320	  (Figura	  7).	  Además,	  se	  

han	  propuesto	  nuevos	  mecanismos	  que	  implican	  a	  la	  hiperhomocisteinemia	  en	  EA	  a	  través	  de	  procesos	  

de	   estrés	   oxidativo	   o	   mediante	   la	   interacción	   directa	   con	   APOE-‐ε3321.	   En	   cualquier	   caso,	   no	   se	   ha	  

realizado	  ningún	  estudio	  completo	  que	  relacione	  los	  niveles	  de	  homocisteína	  en	  sangre	  con	  los	  patrones	  

de	  metilación	  global	  y	  los	  datos	  de	  expresión	  génica	  en	  muestras	  de	  cerebro	  de	  EA	  y	  controles.	  
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El	  efecto	  de	  los	  estímulos	  medio-‐ambientales	  en	  los	  mecanismos	  epigenéticos	  es	  de	  gran	  interés	  en	  la	  

patofisiología	  de	  la	  EA.	  Por	  ejemplo,	  en	  primates,	  se	  ha	  descrito	  el	  efecto	  a	  largo	  plazo	  en	  la	  metilación	  

causado	   por	   la	   exposición	   a	   plomo	   en	   estadíos	   iniciales	   del	   desarrollo	   en	   la	  metilación	  mediada	   por	  

DNMT1	   de	   varios	   genes	   relacionados	   con	   la	   patología	   de	   EA	   (APP,	  BACE1,	   Sp1)322.	   Del	  mismo	  modo,	  

estudios	   in	   vitro	   han	  mostrado	   la	   alteración	   del	   patrón	   de	  metilación	   de	  APP	   en	   líneas	   celulares	   de	  

feocromocitoma323.	  Otro	  estudio	  ha	  sugerido	  la	  conexión	  entre	  exposición	  a	  agentes	  causantes	  de	  estrés	  

oxidativo	   y	   EA,	  mediado	   por	   alteraciones	   aberrantes	   de	   la	   ADNm	   causadas	   por	   oxidación	   de	   la	   G	   en	  

CpGs	  y	  por	  la	  inhibición	  de	  la	  metilación	  de	  C,	  induciendo	  un	  estado	  generalizado	  de	  hipometilación	  de	  

promotores	  de	  diversos	  genes,	  entre	  los	  que	  se	  incluyen	  genes	  relacionados	  con	  EA324.	  

	  

Pese	   al	   impacto	   que	   parece	   tener	   en	   numerosos	   procesos	   el	   mecanismo	   de	   la	   ADNm,	   los	   estudios	  

enfocados	   a	   identificar	   los	   cambios	   globales	   del	   patrón	   de	   metilación	   asociados	   a	   enfermedades	  

neurodegenerativas	  son	  limitados.	  Uno	  de	  los	  pioneros	  en	  este	  tipo	  de	  análisis,	  Mastroeni	  et	  al.,	  realizó	  

dos	  estudios	  globales	  de	  metilación325,326.	  En	  el	  primero,	  se	  analizaron	  patrones	  de	  metilación	  en	  tejido	  

cerebral	  de	  gemelos	  afectados	  de	  EA	  mientras	  que,	  en	  el	  segundo	  estudio	  se	  cuantificó	  la	  metilación	  de	  

la	   corteza	   entorrinal	   en	   20	   casos	   de	   EA	   frente	   a	   20	   controles.	   Ambos	   estudios	   determinaron	   una	  

disminución	  significativa	  de	  los	  niveles	  de	  5-‐metil-‐citosina	  en	  EA	  frente	  a	  los	  controles,	  aunque	  la	  técnica	  

de	   inmunoafinidad	   empleada	   no	   permitió	   identificar	   regiones	   específicas	   del	   genoma	   en	   las	   que	   se	  

producía	  dicha	  disminución325,326.	  	  

	  

Figura	  7.	   Factores	   ambientales	   y	  metilación	  del	  ADN.	  Algunos	  componentes	  de	   la	  dieta,	  como	  el	  ácido	   fólico,	   la	  

colina	  y	   la	   vitamina	  B12,	  pueden	  modular	  el	  metabolismo	  de	  S-‐adenosilmetionina	   (SAM).	   SAM	  es	  un	  donante	  de	  

grupos	   metilo	   que	   regula	   la	   metilación	   global	   del	   ADN,	   mientras	   que	   el	   catabolismo	   de	   SAM	   a	   S-‐

adenosilhomocisteína	  (SAH)	  inhibe	  la	  metilación.	  Una	  baja	  proporción	  de	  la	  relación	  SAM/SAH	  esta	  asociada	  a	  una	  

hipometilación	  global	  en	  el	  envejecimiento	  y	  en	  procesos	  deletéreos.	  (Adaptado	  de	  Iraola-‐Guzmán	  et	  al.122)	  
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Cambios en la metilación del ADN y enfermedad de Parkinson  

En	   general,	   la	   implicación	   de	   la	   ADNm	   en	   la	   EP	   ha	   sido	   mucho	   menos	   estudiada.	   En	   este	   caso,	   la	  

hiperhomocisteinemia	   también	   se	  ha	  propuesto	   como	   factor	  de	   riesgo	  de	  EP.	   En	  algunos	   casos	   se	  ha	  

detectado	  un	  aumento	  de	  homocisteína	  en	  sangre327,328,	  y	  se	  ha	  observado	  que	  la	  deficiencia	  de	  ácido	  

fólico	   aumenta	   el	   efecto	   citotóxico	   de	   ciertos	   pesticidas	   en	   cultivos	   neuronales329,	   pero	   no	   se	   ha	  

identificado	   la	   alteración	   de	   la	   metilación	   de	   ningún	   gen	   concreto.	   Al	   igual	   que	   en	   la	   EA,	   algunos	  

estudios	  se	  han	  centrado	  en	  la	  identificación	  de	  cambios	  en	  la	  metilación	  de	  genes	  cuya	  implicación	  en	  

la	  patología	  estaba	  ya	  descrita.	  Por	  ejemplo,	  un	  estudio	   reciente	   realizado	  en	  el	   tejido	  cerebral	  de	  12	  

pacientes	  de	  EP	  y	  14	  controles	  ha	  detectado	  un	  estado	  de	  hipometilación	  del	  promotor	  de	  SNCA330,	   lo	  

cual	  concuerda	  con	  los	  hallazgos	  realizados	  por	  otros	  grupos,	  en	  los	  que	  se	  encuentra	  un	  incremento	  de	  

los	   niveles	   de	   expresión	   de	   SNCA	   en	   la	   substantia	   nigra	   de	   pacientes	   de	   EP331,332.	   Otro	   estudio	   ha	  

reportado	   diferencias	   de	   metilación	   entre	   la	   corteza	   cerebral	   y	   la	   substantia	   nigra	   del	   promotor	   de	  

TNFA,	   con	   una	   ligera	   tendencia	   a	   la	   hipometilación	   en	   las	  muestras	   de	   substantia	   nigra	   de	   EP333.	   No	  

obstante,	  en	  el	  estudio	  de	  Barrachina	  et	  al.,	  donde	  se	  analizan	  diferencias	  en	  los	  promotores	  de	  varios	  

genes	  tanto	  en	  EA	  como	  en	  EP	  y	  en	  otros	  casos	  de	  demencia,	  no	  se	  ha	  encontrado	  ninguna	  diferencia	  

estadísticamente	  significativa	  entre	  casos	  y	  controles304.	  

	  

En	  conclusión,	  la	  epigenética	  se	  muestra	  como	  un	  campo	  emergente	  en	  el	  estudio	  de	  las	  enfermedades	  

neurodegenerativas	   y	   complejas	   en	   general.	   Los	   mecanismos	   que	   modulan	   las	   modificaciones	  

epigenéticas,	  y	  más	  concretamente,	  la	  ADNm,	  pueden	  ser	  de	  gran	  utilidad	  en	  la	  descripción	  de	  las	  bases	  

moleculares	   responsables	   de	   estas	   enfermedades.	   La	   perspectiva	   de	   incluir	   estudios	   que	   abarquen	   el	  

genoma	   completo	   en	   la	   detección	   de	   la	   ADNm,	   de	   la	   modificación	   de	   histonas	   y	   de	   las	   variantes	  

genéticas	  puede	  proporcionar	  una	  estrategia	  integrada	  en	  la	  que	  los	  factores	  medioambientales	  puedan	  

estar	  representados	  en	  relación	  al	  fenotipo.	  No	  obstante,	  uno	  de	  las	  enigmas	  que	  entraña	  el	  mecanismo	  

de	   la	   ADNm	   en	   relación	   a	   patología	   es	   cómo	   comprobar	   si	   los	   hallazgos	   corresponden	   a	   una	   causa	  

primaria	   o	   bien	   a	   una	   consecuencia	   de	   la	   activación	  de	  mecanismos	  patológicos.	   En	   este	   respecto	   es	  

importante	   señalar	   ciertos	   aspectos	   importantes	   en	   el	   diseño	   de	   los	   experimentos,	   como	   el	   uso	   de	  

tejidos	   diana	   de	   las	   patologías	   en	   estudio	   y	   poblaciones	   celulares	   homogéneas.	   Para	   ello,	   se	   han	  

desarrollado	   una	   técnicas	   de	   captura	   celular	   por	   láser	   que	   en	   un	   futuro	   permitirá	   analizar	   perfiles	  

epigenéticos	  celulares.	  Gracias	  al	  desarrollo	  de	  nuevas	  tecnologías	  para	  el	  análisis	  de	   la	  metilación	  del	  

genoma	   completo	   basadas	   en	   NGS	   y	   arrays	   de	   alta	   densidad,	   este	   tipo	   de	   estudios	   son	   ahora	   más	  

factibles	   y	   de	   gran	   interés.	   En	   este	   sentido,	   las	   enfermedades	   neurodegenerativas	   representan	   unos	  

candidatos	  idóneos	  para	  la	  identificación	  de	  factores	  de	  susceptibilidad	  epigenéticos	  y	  la	  integración	  de	  

las	  distintas	  capas	  de	  información	  disponibles	  permitirán	  la	  identificación	  de	  nuevas	  dianas	  terapéuticas.	  	  



	  

	   	  



	  

	  

Objetivos 
	   	  



	  

	   	  

	  



Objetivos	  

	   43	  

	  

El	  trabajo	  de	  investigación	  de	  la	  presente	  tesis	  tiene	  los	  siguientes	  objetivos:	  

	  

1. Caracterización	   del	   patrón	   global	   de	  metilación	   del	   ADN	   en	   el	   sistema	   nervioso	  

central	  humano	  en	  muestras	  de	  tejido	  cerebral;	  

	  

a) Evaluación	  de	  la	  viabilidad	  de	  identificar	  cambios	  de	  metilación	  globales	  asociados	  

a	  enfermedades	  neurodegenerativas	  en	  muestras	  humanas	  de	  cerebro;	  

	  

b) Identificación	   de	   patrones	   específicos	   de	   metilación	   de	   regiones	   del	   sistema	  

nervioso	  central	  representativas	  e	  implicadas	  en	  la	  enfermedad	  de	  Alzheimer;	  

	  	  

c) Identificación	  de	  cambios	  de	  metilación	  de	  dianas	  CpG,	  asociados	  a	  enfermedad	  

de	  Alzheimer	  tardía	  en	  estadíos	  intermedios	  de	  la	  patología;	  

	  

d) Valoración	  del	  impacto	  funcional	  de	  las	  variaciones	  en	  el	  estado	  de	  metilación	  de	  

dianas	  CpG,	  asociadas	  a	  enfermedad	  de	  Alzheimer	  tardía	  en	  estadíos	  intermedios	  

de	  la	  patología,	  mediante	  cuantificación	  de	  la	  expresión	  génica	  del	  ARN	  mensajero	  

en	  muestras	  humanas	  de	  cerebro;	  

	  

2. Identificación	  de	  variantes	  de	  número	  de	  copia	  en	  estado	  de	  mosaicismo	  somático	  

en	  el	  sistema	  nervioso	  central	  en	  pacientes	  de	  enfermedades	  neurodegenerativas,	  

con	  un	  posible	  efecto	  en	  la	  diferenciación	  entre	  regiones	  del	  cerebro.	  
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3.1. Muestras humanas de cerebro obtenidas de individuos 
donantes 

	  

Los	   estudios	   del	   presente	   trabajo	   de	   tesis	   fueron	   realizados	   a	   partir	   de	   un	   total	   de	   230	  muestras	   de	  

tejido,	  pertenecientes	  a	  60	  donantes;	  de	  los	  cuales,	  29	  eran	  individuos	  de	  avanzada	  edad	  no	  afectados	  

por	  patologías	  neurodegenerativas,	  28	  eran	  donantes	  diagnosticados	  de	  EA	   tardía	  y	  3	  eran	   individuos	  

diagnosticados	   de	   EP	   esporádica.	   El	   listado	   completo	   de	   donantes,	   el	   diagnóstico	   neuropatológico	   –

basado	  en	   la	   clasificación	  de	  Braak25,60–,	   junto	   con	   las	  áreas	  del	   SNC	  disponibles	  de	   cada	   individuo	   se	  

detalla	  en	  la	  Tabla	  9,	  y	  que	  las	  características	  demográficas	  y	  clínicas	  están	  resumidas	  en	  la	  Tabla	  10.	  	  

Tabla	  9.	  Individuos	  donantes	  incluidos	  en	  el	  presente	  trabajo	  de	  tesis	  

	  
EA:	   enfermedad	   de	   Alzheimer,	   EP:	   enfermedad	   de	   Parkinson,	   F:	   sexo	   femenino,	  M:	   sexo	  
masculino,	  PMI	   (horas):	   intervalo	  post-‐mortem,	   tiempo	   transcurrido	   desde	   la	   recogida	   del	  
órgano	   hasta	   su	   conservación,	   Braak	   EA/EP:	   clasificación	   del	   estado	   de	   progresión	  
neuropatológico,	  A:	  amígdala,	  C:	  corteza,	  HC:	  hipocampo,	  HT:	  hipotálamo,	  P:	  protuberancia,	  
SN:	  sustancia	  negra,	  CB:	  vermis	  cerebeloso,	  NA:	  área	  sin	  determinar.	  

ID#de#muestra Patología Sexo Edad PMI BraaK#EA BraaK#EP Areas#SNC
A04/00146 C M 81 12.45 0 0 C,.A,.HC,.CB
A04/00179 C F 82 7.75 0 0 C,.A,.HC,.CB
A05/00057 C M 82 4 0 0 C,.A,.HC,.CB
A06/00107 C M 84 14 0 0 C,.A,.HC,.CB
A06/00110 C F 86 19.3 0 0 C,.A,.HC,.CB
A06/00112 C M 71 4.3 0 0 C,.A,.HC,.CB
A06/00203 C M 74 4 0 0 C,.A,.HC,.CB
A06/00210 C F 71 11.3 0 0 C,.A,.HC,.CB
A07/00005 C M 56 5 0 0 A,.HT
A07/00011 C F 66 7 0 0 C,.A,.HC,.CB
A07/00043 C M 81 4 0 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00015 C F 79 3.35 0 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00023 C F 81 4 0 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00041 C F 67 5.2 0 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00070 C F 79 6.25 0 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00081 C M 72 3.35 0 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00095 C M 52 9.25 0 0 A,.HT,.P,.CB,.NA
A08/00107 C M 64 11.4 0 0 C,.HC,.HT
A08/00113 C F 79 4.45 0 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00132 C M 66 3.05 0 0 C,.HC,.CB
A08/00132 C M 66 3.05 0 0 C,.HC,.CB
A09/00020 C F 71 6 0 0 C,.A,.HC,.CB
A09/00027 C M 66 9.45 0 0 C,.A,.HC,.CB
A09/00125 C M 73 7.05 0 0 C,.A,.HC,.CB
A10/00027 C M 68 10.55 0 0 C,.A,.HC,.CB
A09/00145. C M 44 6.4 0 0 CB
A10/00017. C M 52 3 0 0 CB
A10/00026. C M 61 3.55 0 0 CB
A11/00025. C M 52 4.4 0 0 CB
A07/00132 EA M 90 2.3 3 0 C,.A,.HC,.CB
A07/00137 EA M 83 7.25 3 0 C,.A,.HC,.CB
A07/00142 EA M 75 6.1 4 0 C,.A,.HC,.CB
A07/00160 EA M 81 4 3 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00017 EA M 82 3.45 3 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00064 EA F 76 9.5 3 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00088 EA F 71 7.15 3 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00106 EA M 69 13.1 3 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00117 EA F 90 9.55 4 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00131 EA M 64 6 3 0 C,.A,.HC,.CB
A08/00152 EA F 67 6.1 3 0 C,.A,.HC,.CB
A09/00005 EA F 90 4 3 0 C,.A,.HC,.CB
A09/00021 EA M 77 11.15 3 0 C,.A,.HC,.CB
A09/00030 EA M 86 3.1 3 0 C,.A,.HC,.CB
A09/00053 EA F 69 8.1 4 0 C,.A,.HC,.CB
A09/00068 EA F 79 5.45 3 0 C,.A,.HC,.CB
A09/00086 EA F 79 3.35 3 0 C,.A,.HC,.CB
A09/00111 EA M 77 13.45 3 0 C,.A,.HC,.CB
A09/00124 EA M 77 5.4 3 0 C,.A,.HC,.CB
A09/00136 EA F 68 4.45 3 0 C,.A,.HC,.CB
A10/00011 EA F 81 5 4 0 C,.A,.HC,.CB
A10/00022 EA F 82 4.5 3 0 C,.A,.HC,.CB
BK:816 EA F 77 9.3 6 0 C,.A,.HC,.CB
BK:873 EA M 85 4.3 6 0 C,.A,.HC,.HT,.P,.SN,.CB,.NA
BK:999 EA F 76 10 5 0 C,.A,.HC,.HT,.P,.SN,.CB
A09/00009. EA M 93 3 5 0 CB
A09/00016. EA F 81 5.15 5 0 CB
A10/00014. EA M 82 3.45 5 0 CB
BK:1049 EP F 81 4 0 6 HT,.CB,.NA
BK:1082 EP M 80 7.3 0 6 A,.HC,.HT,.P,.CB
BK:962 EP F 85 7 0 5 C,.A,.HC,.P,.SN
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Todas	   las	  muestras	  de	   tejido	   se	  obtuvieron	  del	  Banco	  de	  Tejidos	  del	  Hospital	  Clínico	  de	  Barcelona,	   en	  

colaboración	  con	  el	  Banco	  de	  Tejidos	  Neurológicos	  del	  Instituto	  de	  Investigación	  Biomédica	  de	  Bellvitge	  

(IDIBELL-‐Hospital	   Bellvitge),	   con	   la	   aprobación	  del	   Comité	   Ético	  de	   Evaluación	  de	  dichas	   instituciones.	  

Según	   el	   protocolo	   del	   Banco	   de	   Tejidos	   Neurológicos,	   las	   muestras	   de	   cerebro	   de	   los	   donantes	   se	  

recogen	   en	   el	   momento	   de	   la	   autopsia	   y	   se	   dividen	   en	   dos	   mitades	   –cada	   una	   compuesta	   por	   un	  

hemisferio	   cerebral	   y	   la	  mitad	  del	   cerebelo–,	  que	   seguirán	  un	   tratamiento	  paralelo.	  Un	  hemisferio	  es	  

conservado	   íntegramente	   en	   formol	   para	   su	   posterior	   análisis	   morfológico	   e	   inmuno-‐histoquímico,	  

mientras	  que	  el	  otro	  hemisferio	  es	  seccionado	  en	  cortes	  coronales	  y	  congelado	  a	  -‐80ºC	  para	  su	  uso	  en	  

estudios	   bioquímicos	   y	   genéticos.	   A	   continuación,	   se	   realiza	   un	   examen	   neuropatológico,	   para	   la	  

clasificación	   y	   diagnóstico	   de	   los	   donantes,	   que	   comprende	   el	   análisis	   histoquímico	   de	   los	   siguientes	  

marcadores	  proteicos	  de	  neurodegeneración:	  proteína	  acídica	  fibrilar	  glial	  (GFAP),	  microglía,	  ß	  amiloide,	  

Tau	   fosforilada,	   α-‐sinucleína,	   aB-‐cristalina,	   ubiquitina	   y	   TAR	   DNA-‐binding	   protein	   43	   (TDP-‐43).	   Las	  

muestras	  de	  tejido	  control	  provienen	  de	  individuos	  sin	  historial	  neurológico	  ni	  lesiones	  observadas	  en	  el	  

examen	  neuropatológico	  realizado.	  

	  

Tabla	  10.	  Características	  demográficas	  y	  clínicas	  de	  los	  individuos	  incluidos	  en	  el	  trabajo	  de	  tesis	  

	  
Ratio	  sexo:	  cociente	  de	  mujeres	  frente	  a	  hombres.	  

	  

3.2. Extracción de material genético de muestras humanas de 
cerebro 
	  

Para	  la	  realización	  de	  los	  estudios	  genéticos,	  epigenéticos	  y	  de	  expresión	  génica,	  se	  llevaron	  a	  cabo	  las	  

extracciones	  de	  ácido	  desoxirribonucleico	  (ADN)	  y	  ácido	  ribonucleico	  (ARN).	  

	  

3.2.1. Ácido desoxirribonucleico (ADN) 
	  

La	  extracción	  de	  ADN	  genómico	  se	  realizó	  empleando	  tres	  técnicas	  en	  función	  de	  los	  requerimientos	  del	  

análisis	  al	  que	  iban	  a	  ser	  sometidos.	  El	  set1	  de	  muestras	  corresponde	  al	  estudio	  del	  perfil	  de	  metilación	  

del	  SNC	  en	  10	  individuos	  (HumanMethyl27K);	  el	  set2	  al	  análisis	  de	  variantes	  estructurales	  y	  mosaicismo	  

somático;	   el	   set3	   a	   la	   identificación	  de	  diferencias	   globales	   de	  metilación	   asociadas	   a	   enfermedad	  de	  

Alzheimer	   (HumanMethyl450K).	   El	   resultado	   de	   todas	   las	   extracciones	   está	   contenido	   en	   la	   Tabla	  

Suplementaria	   1.	   Para	   el	   set1	   se	   empleó	   el	   kit	   comercial	   MasterPure™	   Complete	   DNA	   and	   RNA	  

Purification	   Kit	   (Ecogen;	   www.ecogen.com/	   upfiles/A27147.pdf).	   El	   ADN	   obtenido	   no	   resultó	   ser	   de	  

Diagnóstico N Edad.(años) PMI.(horas) Ratio.Sexo.(F/M) Estadio.Braak
Enfermedad)de)Alzheimer 28 78.82±7.32 6.34±3.03 1/1 III;VI
Enfermedad)de)Parkinson 3 82±2.16 6.10±1.49 2/1 III;VI
Controles 29 69.86±10.85 6.79±3.91 10/19 ;
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suficiente	  calidad	  para	  el	  experimento	  de	  aCGH,	  por	  lo	  que	  para	  el	  set2	  se	  empleó	  el	  método	  tradicional	  

de	   extracción	   con	   fenol-‐cloroformo,	   con	   ciertas	   modificaciones	   adaptadas	   al	   tipo	   de	   tejido	   y	   su	  

conservación334	  (Anexo).	  Para	  la	  tercera	  aplicación	  se	  intentó	  ver	  si	  otro	  sistema	  de	  kit	  era	  viable,	  y	  se	  

decició	   emplear	   el	   kit	   Dneasy	   Blood	   &	   Tissue	   Kit	   (Qiagen;	   www.qiagen.com/hb/dneasyblood	  

tissuekit_en),	  siguiendo	  el	  protocolo	  de	  los	  fabricantes.	  	  

	  

Para	  determinar	  la	  pureza	  y	  concentración	  exacta	  del	  ADN	  se	  empleó	  una	  combinación	  de	  tres	  técnicas	  

complementarias:	   Nanodrop	   ND-‐1000	   (The	   NanoDrop®	   ND-‐1000,	   NanoDrop	   Technologies),	   Qubit	  

(Quant-‐iT™	  dsDNA	  BR	  Assay)	  y	  SYBR	  Green.	  Las	  dos	  primeras	  técnicas	  miden	  la	  concentración	  del	  ADN	  

total	   (Nanodrop	   ND-‐1000)	   y	   de	   doble	   cadena	   (Qubit),	   mediante	   espectrofotometría	   y	   marcaje	   con	  

fluorescencia,	  respectivamente.	  La	  tercera	  técnica	  permite	  visualizar	  el	  ADN	  en	  gel	  de	  agarosa	  mediante	  

tinción	  SYBRgreen,	  determinando	  la	  integridad	  del	  ADN	  de	  doble	  cadena	  y	  la	  contaminación	  por	  ARN.	  

	  

NanoDrop®	  ND-‐1000	  consiste	  en	  un	  espectrofotómetro	  conectado	  a	  un	  sistema	  informático	  que	  a	  través	  

de	  la	  emisión	  de	  un	  haz	  de	  luz	  en	  el	  espectro	  UV-‐visible	  (λ	  =	  220-‐750	  nm),	  permite	  medir	  la	  absorbancia	  

de	  ácidos	  nucleicos	  y	  proteínas,	  proporcional	  al	  número	  de	  moléculas	  en	  solución	  bajo	  de	  determinadas	  

condiciones	   (Ley	   de	   Lambert-‐Beer).	   El	   ADN	   presenta	   un	   máximo	   de	   absorbancia	   a	   260	   nm,	   y	   a	   esta	  

longitud	   de	   onda,	   se	   ha	   establecido	   la	   siguiente	   relación:	   1	   A260nm	   =	   1	   OD	   DNA	   =	   50	   µg/ml,	   que	  

permite	  calcular	  la	  concentración	  del	  ADN	  de	  una	  solución	  problema.	  Para	  determinar	  la	  pureza	  de	  una	  

muestra	  de	  ADN,	  se	  mide	   la	  absorbancia	  de	  una	  muestra	  a	  diferentes	   longitudes	  de	  onda	   (230,	  260	  y	  

280	  nm)	  y	  se	  calculan	  los	  cocientes	  260/280	  (valor	  óptimo	  de	  1,8)	  y	  260/230	  (valor	  óptimo	  >2).	  Valores	  

inferiores	  a	  los	  señalados	  pueden	  indicar	  la	  presencia	  de	  contaminantes,	  como	  fenoles	  o	  proteínas.	  

	  

La	  cuantificación	  por	  Qubit	  consiste	  en	  el	  marcaje	  de	   la	  doble	  cadena	  de	  ADN	  mediante	  un	  fluoróforo	  

(Quant-‐iT™	   dsDNA	   BR	   Assay)	   y	   su	   posterior	   cuantificación	   fluorimétrica	   (Qubit®	   Fluorometer).	   A	  

continuación,	  se	  describe	  el	  protocolo	  de	  cuantificación:	  

	  

1.-‐	   Preparación	  de	  solución	  fluorescente	  1/200	  del	  reactivo	  fluorescente	  en	  una	  solución	  tampón.	  

2.-‐	   Preparación	   de	   solución	   de	   calibrado:	   añadir	   10	   μL	   de	   solución	   de	   calibrado	   de	   concentración	  

conocida	  a	  190	  μL	  de	  la	  solución	  fluorescente	  (para	  la	  puesta	  a	  punto	  del	  aparato).	  

3.-‐	   Preparación	   de	   la	   solución	   problema:	   añadir	   2	   μL	   de	   muestra	   problema	   a	   198	   μL	   de	   solución	  

fluorescente.	  	  

4.-‐	   Mezclar	  con	  vórtex,	  transferir	  a	  tubo	  de	  0,5	  μL	  adaptado	  a	  la	  lectura	  de	  fluorescencia	  e	  incubar	  2	  

min.	  a	  temperatura	  ambiente,	  protegido	  de	  la	  luz.	  

5.-‐	   Calibrado	   del	   lector.	   Seleccionar	   el	   ensayo	   a	   realizar	   e	   introducir	   una	   a	   una	   las	   muestras	   de	  

calibrado.	  	  

6.-‐	   Lectura	  de	  la	  concentración	  de	  las	  muestras	  problema,	  expresadas	  en	  QF	  (μg/mL)	  

7.-‐	   Cálculo	  de	  la	  concentración	  inicial	  de	  las	  muestras	  antes	  de	  la	  dilución	  de	  trabajo:	  	  
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Concentración	  (μg/mL)=	  QF	  (μg/mL)	  x	  (200/v);	  ^	  v:	  volumen	  de	  muestra	  añadido	  (μL).	  

	  

La	   integridad	   de	   las	   muestras,	   así	   como	   la	   posible	   contaminación	   con	   ARN,	   se	   determinó	   por	  

electroforesis	  de	  la	  muestras	  de	  ADN	  en	  gel	  de	  agarosa	  (1,3%),	  teñido	  con	  SYBR	  Green	   (SYBR®	  Green	  I	  

Nucleic	  Acid	  Gel	  Stain,	  Invitrogen),	  agente	  intercalante	  con	  alta	  afinidad	  por	  el	  ADN	  doble	  cadena,	  capaz	  

de	  teñir	  también	  el	  de	  cadena	  simple	  y	  el	  ARN.	  Por	  ello,	  permite	  observar	  aquellas	  muestras	  degradadas	  

o	  contaminadas	  con	  ARN,	  como	  observamos	  en	  la	  Figura	  8:	  

	  

	  
Figura	  8.	  Control	  de	  degradación	  de	  ADN	  genómico	  en	  gel	  de	  agarosa	  (1,3%)	  teñido	  con	  SYBR	  Green.	  A-‐F:	  Muestras	  

de	   cerebro	  degradadas,	  G:	  Muestra	   de	   cerebro	   íntegra	  de	   alta	   pureza,	  C-‐F:	   contaminación	  de	  ARN	  de	  bajo	  peso	  

molecular.	  	  

	  

Algunas	  muestras,	  principalmente	  de	  los	  set1	  y	  set3,	  incumplieron	  repetidamente	  los	  criterios	  de	  calidad	  

estipulados	  para	  las	  ratios	  de	  absorbancia.	  A	  pesar	  de	  ello,	  cuando	  la	  curva	  de	  absorbancia	  y	  los	  valores	  

de	  Qubit	  eran	  aceptables,	  estas	  muestras	  se	  incluyeron	  en	  los	  análisis	  debido	  a	  la	  falta	  de	  disponibilidad	  

de	  tejido	  de	  mayor	  calidad	  para	  los	  ensayos	  de	  metilación.	  

	  

3.2.2. Ácido ribonucleico (ARN)  
	  

La	   extracción	   de	   ARN	   se	   realizó	   en	   un	   total	   de	   39	  muestras	   de	   cerebelo,	   pertenecientes	   a	   donantes	  

control	  y	  pacientes	  de	  EA	  tardía.	  La	  extracción	  de	  ARN	  total	  se	  realizó	  empleando	  un	  kit	  apropiado	  para	  

tejido	  cerebral	  (RNeasy	  Tissue	  Lipid	  Mini	  kit	  (Qiagen)).	  El	  fundamento	  de	  esta	  extracción	  de	  ARN	  se	  basa	  

en	   la	   solubilidad	   diferencial	   de	   las	   moléculas	   (ácidos	   nucleicos	   y	   contaminantes)	   entre	   dos	   fases	   no	  

miscibles.	  Las	  muestras,	  preservadas	  a	  -‐80ºC,	  fueron	  trasladadas	  a	  un	  contenedor	  con	  nitrógeno	  líquido	  

para	   ser	   cortadas	   y	   pesadas	   (50-‐100	  mg	   de	   tejido),	   e	   introducidas	   en	   tubos	   eppendorf	   con	   1	  mL	   de	  

reactivo	  Qiazol	  (Qiagen).El	  Qiazol	  está	  compuesto	  por	  una	  mezcla	  de	  fenol	  (donde	  los	  ácidos	  nucleicos	  

son	   insolubles)	   y	   tiocianato	   de	   guanidinio	   (agente	   desnaturalizante	   de	   proteínas	   e	   inhibidor	   de	  

proteasas)	  a	  pH	  4,5.	  Así,	   la	   integridad	  del	  ARN	  se	  mantiene	  durante	   la	  extracción.	  Para	  conseguir	  una	  

lisis	  completa	  del	  tejido	  se	  realizó	  una	  disgregación	  mecánica	  mediante	  la	  aplicación	  de	  “micropistilos”	  –

émbolos	  plásticos	   acabados	  en	  punta	  de	   flecha	  que	   se	   ajustan	  perfectamente	  a	   la	  base	  del	   tubo–	  en	  

eppendorf	  de	  1,5	  μL.	  La	  adición	  de	  cloroformo,	  seguida	  de	  una	  centrifugación	  permite	  separar	   la	   fase	  
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acuosa	   superior,	   que	   contiene	   el	   ARN,	   de	   la	   fase	   orgánica.	   El	   ARN	   se	   recupera	   mediante	   una	  

precipitación	  con	  isopropanol	  (www.qiagen.com/literature/render.aspx?id=170).	  

	  

La	   cuantificación	   de	   ARN	   se	   realizó	   por	   espectrofotometría	   mediante	   Nanodrop	   ND-‐1000	   (The	  

NanoDrop®	  ND-‐1000,	  NanoDrop	  Technologies).	  Análogamente	  al	  cálculo	  de	  la	  concentración	  de	  ADN,	  la	  

siguiente	   relación	  permite	  estimar	   la	  concentración	  de	  ARN	  en	  una	  solución	  problema:	  1	  A260nm	  =	  1	  

OD	  DNA	  =	  40	  µg/ml.	  Para	  determinar	  la	  posible	  contaminación	  de	  las	  muestras	  se	  calcularon	  las	  ratios	  

260/280	  (valor	  óptimo	  >2)	  y	  260/230	  (valor	  óptimo	  >2.2).	  La	  calidad	  global	  de	  las	  muestras	  de	  ARN	  se	  

evaluó	  mediante	  un	  chip	  microfluido	  Agilent	  RNA	  6000	  nano	  Kit	  para	  la	  plataforma	  Agilent	  Bioanalyzer	  

2100,	  que	  basado	  en	  una	  reacción	  de	  electroforesis	  capilar	  fluorescente,	  permite	  separar	  los	  fragmentos	  

analizados	  en	  base	  al	  peso	  molecular.	  Como	   indicador	  de	  calidad	  se	  ha	  utilizado	  el	  RIN	   (RNA	   integrity	  

number)	  o	  valor	  de	  integridad	  del	  ARN,	  derivado	  del	  cociente	  entre	  el	  ARN	  ribosomal	  28S	  y	  18S335.	  Este	  

valor	  varía	  entre	  1-‐10,	  siendo	  6	  el	  valor	  mínimo	  necesario	  considerado	  para	  nuestro	  estudio	  (Tabla	  11).	  
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Tabla	  11.	  Muestras	  de	  ARN	  extraídas	  

	  
La	  concentración	  y	  el	  ratio	  de	  calidad	  (260/280;	  260/230)	  fueron	  medidos	  con	  Nanodrop	  ND-‐
1000	  y	  el	  RIN	  con	  Agilent	  Bioanalyzer	  2100.	  

	  

ID#de#muestra C#(ng/ul) INDICE#260/280 INDICE#260/230 RIN
A04/00146#CB 204,59 2,06 2,23 7,7
A05/00057#CB 605,55 2,1 2,28 6,5
A06/00107#CB 678,68 2,13 2,29 6,6
A06/00110#CB 729,58 2,13 2,33 6,5
A06/00112#CB 333,61 2,09 2,25 8,3
A06/00203#CB 464,51 2,07 2,23 6,2
A06/00210#CB 656,88 2,09 2,25 6,8
A07/00005#A 900,55 2,1 2,22 6
A07/00005#CB 801,64 2,14 , 6,3
A07/00043#CB 888,01 2,14 2,27 6,5
A07/00142#CB 282,56 2,11 1,98 7,4
A08/00015#CB 838,33 2,14 2,26 6,2
A08/00023#CB 630,25 2,11 2,16 7,2
A08/00070#CB 603,73 2,12 2,26 7,3
A08/00081#CB 439,5 2,06 2,25 7,4
A08/00106#CB 317,74 2,1 , 7
A08/00107#CB 307,75 2,09 , 7
A08/00117#CB 278,21 2,1 , 6,5
A08/00132#A 1453,27 2,02 2,13 6,40
A08/00132#CB 1448 2,02 2,18 6,9
A08/00152#CB 307,45 2,1 1,93 6,1
A09/00005#CB 635,47 2,1 1,96 7,3
A09/00009#CB 758,11 2,1 , 8,4
A09/00016#CB 1260,52 2,13 , 6,3
A09/00020#CB 458,34 2,1 2,14 6,7
A09/00021#CB 354,51 2,07 2,1 8
A09/00030#CB 397,33 2,09 2,39 6,6
A09/00053#CB 313,1 2,1 2,12 6,2
A09/00068#CB 583,22 2,11 2,08 7,1
A09/00086#CB 596,44 2,1 2,31 7
A09/00124#CB 262,65 2,07 1,84 6,6
A09/00125#CB 528,54 2,11 2,28 7
A09/00145#CB 348,94 2,09 , 8,2
A10/00014#CB 988,41 2,11 , 7,2
A10/00017#CB 362,7 2,08 , 7,9
A10/00022#CB 442,31 2,11 1,48 7,1
A10/00026#CB 415,51 2,08 , 8,1
A10/00027#CB 362,59 2,09 2,23 6,4
A11/00025#CB 675,92 2,12 , 7,2
BKC0816#A 482,15 2,02 1,76 6
BKC0816#CB 323,4 2 2,03 6,3
BKC0873#A 595,82 2,03 2,06 5,90
BKC0873#CB 477,32 1,98 2,02 6,2
BKC1049#A 1267,08 2,1 1,43 6,40
BKC1082#A 836,97 2,03 2,1 6,10
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Tan	   solo	   siete	  muestras	  presentaron	  una	   ratio	  260/230	  nm	   inferior	   a	   los	   límites	   recomendados	   (2,0	   -‐	  

2,2),	   sin	   embargo	   el	   rango	   de	   concentración	   y	   el	   correcto	   perfil	   de	   la	   curva	   de	   absorbancia	   permitió	  

incluir	  estas	  muestras	  en	  los	  análisis	  posteriores.	  	  

	  

3.3. Determinación del genotipo APOE en muestras humanas de 
cerebro 

	  

La	   caracterización	   de	   los	   alelos	   de	   APOE	   de	   los	   individuos	   empleados	   en	   este	   estudio	   se	   realizó	  

mediante	   ensayos	   Taqman	   de	   genotipación	   de	   SNPs	   (Taqman	   SNP	   Genotyping	   Assay,	   Applied	  

Biosystems;	   http://www3.appliedbiosystems.com/)	   en	   la	   plataforma	   de	   detección	  Applied	   Biosystems	  

7900HT.	   Los	   SNPs	   seleccionados	   para	   genotipación	   fueron	   los	   extensamente	   descritos:	   rs7412	   (C/T)	  

(Cat.	   #4351379)	   y	   rs429358	   (C/T)	   (Cat.	   #4351379)336.	   El	   sistema	   Taqman	   consiste	   en	   la	   detección	   de	  

marcadores	   fluorescentes	   liberados	   por	   la	   amplificación	   por	   PCR	   del	   alelo	   correspondiente.	   De	   este	  

modo,	  para	  cada	  SNP,	  el	  ensayo	  contiene	  dos	  oligonucleótidos	  de	  amplificación	  de	  la	  región	  de	  interés	  y	  

dos	   sondas	   TaqMan®	  MGB	  específicas	   para	   cada	   alelo.	   Cada	   sonda	  está	   formada	  por	  un	   fluoróforo	  o	  

“reporter”	  en	  posición	  5’	  y	  un	  “quencher”	  o	  desactivador	  de	  la	  fluorescencia	  (NFQ)	  en	  la	  posición	  3’	  que	  

en	   condiciones	   normales	   apantalla	   la	   fluorescencia	   del	   “reporter”.	   Para	   cada	   alelo	   se	   emplea	   un	  

fluoróforo	   diferente,	   como	   VIC	   o	   FAM,	   de	   forma	   que	   la	   detección	   de	   uno	   u	   otro	   fluoróforo	   permita	  

distinguir	   entre	   los	   alelos	   presentes.	  Durante	   las	   sucesivas	   fases	   de	   anillado	   y	   extensión	  de	   la	   PCR	   se	  

produce	   el	   anillado	   de	   los	   oligonucleótidos	   y	   la	   hibridación	   de	   las	   sondas	   específicas	   del	   alelo.	   Al	  

generarse	   el	   ADN	   copia	   la	   enzima	   polimerasa	   entra	   en	   contacto	   con	   la	   sonda	   y	   libera	   el	   “reportero”	  

(Figura	  9),	  que	  una	  vez	  alejado	  de	  NFQ	  emite	  fluorescencia.	  De	  manera	  que	  solo	  las	  sondas	  hibridadas	  e	  

hidrolizadas	   por	   la	   enzima	   polimerasa	   emiten	   fluorescencia,	   confiriendo	   al	   ensayo	   una	   elevada	  

especificidad.	  

	  

	  
Figura	   9.	   Fundamento	  básico	   de	   la	   reacción	  de	   genotipación	  de	  polimorfismos	  mediante	   el	   ensayo	  Taqman	   SNP	  

Genotyping	  Assay,	  extraído	  de	  Taqman	  SNP	  Genotyping	  Assay,	  product	  bulletin	  (Applied	  Biosystems).	  
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La	   discriminación	   alélica	   se	   realiza	   utilizando	   el	   software	   Sequence	   Detection	   System	   (SDS).	   Este	  

programa	   utiliza	   los	   valores	   de	   fluorescencia	   (Rn)	   medidos	   para	   cada	   muestra	   y	   los	   representa	  

gráficamente.	  Un	  aumento	  de	  FAM	  en	  una	  muestra	  dada,	  supone	  la	  verificación	  de	  la	  presencia	  del	  alelo	  

1,	  y	  viceversa,	  un	  incremento	  de	  la	  fluorescencia	  de	  VIC	  indica	  la	  presencia	  del	  alelo	  2,	  mientras	  que	  si	  

obtenemos	   una	   mezcla	   de	   ambos,	   concluiremos	   que	   la	   muestra	   es	   heterocigótica.	   Un	   total	   de	   192	  

muestras	  fueron	  normalizadas	  (20	  ng/µL)	  y	  20	  ng	  de	  cada	  una	  fueron	  distribuidos	  en	  dos	  placas	  de	  96	  

pocillos.	  La	  reacción	  se	  llevó	  a	  cabo	  en	  un	  volumen	  total	  de	  5	  µL,	  añadiendo	  2,5	  µL	  de	  tampón	  Taqman	  

Universal	  PCR	  (2X)	  No	  Amperase	  UNG	  ,	  0,125	  µL	  de	  40X	  SNP	  genotyping	  assay	  mix	  y	  1,375	  µL	  de	  agua	  

(libre	  de	  DNasa).	  Una	  vez	  añadida	  la	  mezcla	  en	  las	  placas	  de	  muestras,	  se	  sellaron,	  se	  mezclaron	  con	  un	  

agitador	  vórtex	  y	  se	  centrifugaron.	  Se	  realizó	  una	  lectura	  de	  la	  placa	  (pre-‐PCR)	  en	  el	  dispositivo	  Applied	  

Biosystems	  Real	  Time	  PCR	  7900HT	  para	  determinar	  la	  fluorescencia	  basal,	  se	  procedió	  con	  la	  reacción	  de	  

PCR	   en	   un	   termociclador	   Gene	   AMP	   PCR	   System	   9700	   (Applied	   Biosystems)	   y	   se	   volvió	   a	   leer	   la	  

fluorescencia	   de	   la	   placa	   para	   su	   análisis.	   El	   genotipo	   de	   ApoE	   (ε2,	   ε3,	   ε4)	   se	   determinó	   según	   las	  

siguientes	  combinaciones	  de	  los	  dos	  marcadores	  estudiados	  representadas	  en	  la	  Figura	  10.	  

	  

	  
Figura	  10.	  Esquema	  del	  gen	  APOE	  y	  de	   las	   isoformas	  proteicas	  originadas	  a	  partir	  de	  polimorfismos	  puntuales	  en	  

rs429358	  y	  rs7412.	  Adaptado	  de	  Rubin	  J	  et	  al.	  (2002)337.	  

	  

La	   variante	   ApoE3	   esta	   determinada	   por	   la	   presencia	   de	   una	   timina	   en	   rs429358	   y	   una	   citosina	   en	  

rs7412;	  ApoE2,	  presenta	  una	   timina	  en	   cada	  posición;	  ApoE4	  presenta	  una	   citosina	  en	   cada	  posición.	  

Siendo	   esta	   última,	   la	   variante	   genética	   asociada	   al	   incremento	   del	   riesgo	   de	   aparición	   EA	   y	  

enfermedades	   cardiovasculares	   entre	   otras	   afecciones.	   Por	   el	   contrario,	   a	   la	   variante	   ApoE3	   se	   le	  

atribuye	  un	  riesgo	  normal	  en	  la	  incidencia	  de	  EA	  y	  a	  la	  variante	  ApoE2	  se	  le	  atribuye	  efecto	  protector105.	  
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3.4. Detección de variantes estructurales de número de copias 
	  

3.4.1. Array de hibridación genómica comparada: aCGH 
	  

La	  identificación	  de	  variantes	  estructurales	  del	  genoma	  humano,	  con	  cambios	  en	  el	  número	  de	  copia,	  se	  

realizó	  con	  el	  array	  de	  hibridación	  genómica	  comparada	  (aCGH)	  SurePrint	  G3	  Human	  (Agilent).	  Se	  trata	  

de	   un	   método	   de	   citogenética	   molecular	   que	   permite	   detectar	   ganancias	   o	   pérdidas	   de	   material	  

genético	   de	   una	  muestra	   problema	   respecto	   a	   otra	   considerada	  muestra	   de	   referencia.	   Para	   ello,	   la	  

muestra	  de	  referencia	  y	  la	  muestra	  problema	  se	  marcan	  con	  dos	  fluorocromos	  que	  emiten	  en	  longitudes	  

de	  onda	  diferentes,	  de	  forma	  que	  pueden	  ser	  detectados	  individualmente	  (rojo	  y	  verde)	  o	  en	  conjunto	  

cuando	  ambas	  muestras	  están	  presentes	  (amarillo).	  Para	  ello,	  se	  prepara	  una	  mezcla	  equimolar	  de	  cada	  

ADN	   marcado	   y	   se	   hibrida	   frente	   a	   un	   array	   que	   contiene	   sondas	   sintéticas	   de	   60	   oligómeros,	  

representativas	   de	   todo	   el	   genoma,	   separadas	   una	   media	   de	   5,3	   kb	   entre	   sí.	   En	   este	   estudio,	   se	  

compararon	  una	  a	  una	  las	  distintas	  regiones	  del	  cerebro	  de	  10	  individuos	  (muestras	  problema),	  frente	  al	  

cerebelo	   (CB)	   del	   mismo	   individuo	   (muestra	   de	   referencia).	   Para	   identificar	   la	   presencia	   de	   falsos	  

positivos,	  cada	  muestra	  de	  cerebelo	  se	  hibridó	  frente	  a	  ella	  misma,	  en	   lo	  que	  se	  denomina	  self-‐to-‐self	  

hybridization.	  Las	  hibridaciones	  de	  aCGH	  se	  realizaron	  en	  la	  “core	  facility”	  de	  microarrays	  del	  Centro	  de	  

Regulación	  Genómica	  (CRG),	  siguiendo	  el	  protocolo	  del	  kit	  de	  aCGH.	  Para	  cada	  muestra,	  se	  digirieron	  1	  

µg	  de	  ADN	  genómico	  problema	  y	  de	  referencia,	  con	  los	  enzimas	  de	  restricción	  Alu1	  y	  Rsa1,	  se	  marcaron	  

con	   los	   fluoróforos	   Cy3-‐dUTP	   (verde;	   muestra	   de	   referencia)	   y	   Cy5-‐dUTP	   (rojo;	   muestra	   problema)	  

empleando	  el	  kit	  DNA	  enzymatic	  Labeling	  Kit	  (Agilent).	  Posteriormente,	  las	  dos	  muestras	  se	  mezclaron,	  

se	   hibridaron	   en	   el	   array	   Sureprint	   G3	   Human	   CNV	   2x400K	   array	   (Agilent),	   seguido	   de	   los	  

correspondientes	   lavados	  y	  escaneado	  de	   los	  chips.	  Los	  valores	  de	   intensidad	  fueron	  obtenidos	  con	  el	  

software	  Feature	   Extraction	   software	   (Agilent)	   y	   los	   resultados	   con	  Genomic	  Workbench	   Software	  5.0	  

(Agilent)	  (Figura	  11).	  El	  análisis	  engloba:	   la	  normalización	  de	  los	  datos,	  su	  segmentación	  y	   la	  detección	  

de	   regiones	   con	   variantes	   en	   el	   número	   de	   copia	   o	   regiones	   aberrantes.	   A	   partir	   de	   los	   datos	  

normalizados,	  se	  obtuvo	  el	  valor	  de	  log2ratio	  y	  su	  significación	  estadística	  (p-‐valor),	  siendo	  log2ratio	  el	  

cociente	   entre	   el	   log2	   de	   las	   intensidades	   registradas	   por	   la	   muestra	   problema	   respecto	   a	   la	   de	  

referencia,	   con	   un	   rango	   de	   variabilidad	   de	   -‐1	   a	   1.	   La	   segmentación	   de	   los	   datos	   suaviza	   el	   ruido	   de	  

fondo	  a	   la	  vez	  que	  permite	   la	  detección	  de	  aberraciones	  genómicas	  y	  puntos	  de	  rotura	  en	  el	  genoma,	  

que	  pueden	  dar	   lugar	  a	  CNVs,	  mientras	  que	  la	  detección	  de	  CNVs,	  permite	  clasificarlos	  en	  ganancias	  o	  

pérdidas	  de	  material	  genético.	  Para	  ello,	  se	  cargaron	  los	  archivos	  ‘FE’	  con	  el	  valor	  de	  las	  intensidades	  en	  

el	  programa	  Genomic	  Workbench	  Software	  5.0.	  En	  primer	  lugar,	  se	  realizó	  un	  control	  de	  calidad	  de	  cada	  

hibridación	  con	  la	  función	  QCmetrics,	  que	  calcula	  la	  ratio	  entre	  la	  intensidad	  de	  la	  señal	  (rojo	  y	  verde),	  el	  

ruido	   de	   fondo	   para	   determinar	   la	   calidad	   de	   cada	   hibridación	   y	   la	   desviación	   estándar	   (SD)	   de	   cada	  

hibridación,	  que	  según	  la	  información	  de	  los	  fabricantes,	  debe	  ser	  entre	  0,20	  y	  0,25.	  A	  continuación,	  se	  

aplicaron	   una	   serie	   de	   parámetros	   estándar	   para	   el	   análisis	   de	   los	   datos	   como	   la	   centralización	  
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(Threshold:	  6,0,	  Bin	  size:	  10),	  el	  fuzzy	  zero	  (activado),	  se	  estableció	  una	  moving	  average	  de	  1	  Mb,	  para	  el	  

cálculo	  de	  la	  normalización	  y	  se	  seleccionó	  el	  algoritmo	  ADM-‐2	  (Aberrant	  Detection	  Method	  2)338	  con	  un	  

threshold	  o	  valor	  umbral	  de	  6,0.	  Este	  algoritmo	  detecta	  aquellas	  regiones	  que	  presentan	  un	   log2	  ratio	  

significativamente	  distinto	  de	  cero,	  teniendo	  en	  cuenta	  la	  calidad	  de	  las	  sondas	  para	  el	  cálculo.	  ADM-‐2	  

también	  calcula	  el	  tamaño	  más	  correcto	  de	  la	  aberración,	  sin	  basarse	  en	  un	  tamaño	  de	  ventana	  fijo.	  La	  

información	   completa	   sobre	   el	   análisis	   de	   ésta	   plataforma	   se	   encuentra	   disponible	   en:	  

http://www.chem.agilent.com/Library/usermanuals/Public	  /CGH_Interactive.pdf).	  

	  

El	   criterio	   empleado	  para	   filtrar	   las	   regiones	   aberrantes	  del	   genoma	  una	   vez	  detectadas	   fue:	   obtener	  

valores	  de	  log2ratio	  superiores	  a	  tres	  veces	  el	  valor	  de	  la	  desviación	  estándar	  de	  cada	  hibridación,	  en	  al	  

menos	  cuatro	  sondas.	  	  

	  

	  
Figura	  11.	  Ensayo	  array	  de	  hibridación	  genómica	  comparada.	  Se	  aisló	  el	  ADN	  de	  cada	  región	  del	  cerebro	  a	  analizar,	  

se	  marcó	  con	   fluorescencia	   (Cy5,	  Cy3)	  y	   se	  hibridó	  en	  el	  array	  de	  Agilent	  Sureprint	  G3	  Human	  CNV	  2x400K	  array	  

para	  detectar	  las	  ganancias	  y/o	  pérdidas	  de	  material	  genético.	  	  

	  

3.4.2. Validación de cambios estructurales en el número de copia 
	  

Caracterización de las duplicaciones encontradas en los locus ARHGEF10 e IGFN1 

Para	  confirmar	  la	  presencia	  y	  caracterizar	  las	  variantes	  de	  número	  de	  copia	  encontradas	  en	  ARHGEF10	  e	  

IGFN1,	   se	   secuenciaron	   por	   el	   método	   Sanger	   de	   terminación	   de	   cadena	   los	   fragmentos	   de	   ADN	  

comprendidos	  entre	  los	  puntos	  de	  rotura	  predichos	  por	  aCGH.	  Primero	  se	  intentó	  la	  amplificación	  de	  un	  

fragmento	   de	   ADN	   que	   incluye	   la	   región	   detectada	   por	   aCGH	   a	   partir	   de	   varios	   pares	   de	   cebadores	  
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externos.	  Una	  vez	  lograda	  la	  amplificación,	  se	  procedió	  a	  la	  secuenciación	  de	  los	  fragmentos	  obtenidos	  

para	  confirmar	  la	  secuencia	  e	  identificar	  la	  variación.	  	  

	  

La	  reacción	  de	  PCR	  se	  realizó	  en	  un	  volumen	  total	  de	  25	  µL	  añadiendo	  una	  concentración	  final	  de:	  

• 50	  ng	  de	  ADN	  (controles	  y	  muestras	  cerebro)	  

• 2,5	  µL	  de	  tampón	  (10X	  con	  Mg2+)	  (Roche)	  

• 200	  µM	  de	  dNTPs	  (Invitrogen)	  

• 0,4	  µM	  de	  cada	  cebadores,	  directo	  y	  reverso	  (Sigma-‐Aldrich)	  (ver	  Tabla	  12)	  

• 0,1	  U	  de	  Taq-‐polimerasa	  (Roche)	  

• q.s.	  agua	  Braun	  ‘PCR	  grade’	  

	  

La	  mezcla	  de	  PCR	  se	  colocó	  en	  un	  termociclador	  siguiendo	  un	  programa	  Touchdown339	  para	  aumentar	  la	  

especificidad	  de	  los	  productos	  de	  reacción:	  

• 2	  min.	  a	  94ºC,	  desnaturalización	  

• 35	  ciclos	  totales	  de	  amplificación:	  

• 30	  seg.	  a	  94ºC	  	  

• 30	  seg.	  a	  68ºC	  hasta	  60ºC,	  bajando	  1-‐2ºC	  cada	  5	  ciclos	  

• 1	  min.	  a	  72ºC	  de	  extensión	  

• 10	  min.	  a	  72ºC	  de	  extensión	  final	  

	  

Los	  productos	  de	  PCR	  se	  purificaron	  (PCR	  purification	  kit,	  Qiagen),	  cuantificaron	  (Nanodrop	  ND-‐1000)	  y	  

se	  añadieron	  a	  la	  reacción	  de	  PCR	  de	  secuencia	  que	  se	  realizó	  en	  un	  volumen	  total	  de	  10	  µL:	  

• 20-‐50	  ng	  de	  PCR	  

• 1	  µl	  de	  tampón	  de	  secuencia	  (5X)	  BIG	  DYE™	  V3.1	  (Applied	  Biosystems)	  

• 3	  µL	  de	  BIG	  DYE™	  V3.1	  (Applied	  Biosystems)	  

• 3,2	  pmoles	  de	  cebador,	  directo	  o	  inverso,	  para	  cada	  gen	  (Invitrogen)	  

• q.s.	  agua	  Braun	  ‘PCR	  grade’	  

	  

Las	  reacciones	  de	  secuencia	  se	  realizaron	  bajo	  condiciones	  estándar	  de	  amplificación:	  

• 3	  min.	  de	  desnaturalización	  a	  94ºC	  

• seguidos	  de	  25	  ciclos	  de:	  

• 10	  seg	  a	  96ºC	  

• 5	  seg	  a	  50ºC	  	  

• 4	  min.	  a	  60ºC	  

• ∞	  a	  4ºC	  
	  

El	   producto	   de	   reacción	   se	   purificó	   empleando	   SephadexTM	   G-‐50	   (GE	   Healthcare,	   UK)	   en	   columnas	  

Centri-‐Sep	  (Applied	  Biosystems):	  
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• se	  preparó	  una	  solución	  de	  Sephadex	  añadiendo	  10	  g	  de	  G-‐50	  a	  150	  mL	  de	  agua	  destilada	  

• se	  disolvió	  por	  calor	  durante	  15	  min.	  y	  se	  conservó	  a	  4ºC	  hasta	  su	  uso	  

• las	  columnas	  de	  purificación	  se	  prepararon	  añadiendo	  800	  µL	  de	  Sephadex	  (solución	  homogénea	  y	  

sin	  burbujas),	  en	  las	  columnas	  acopladas	  a	  un	  tubo	  colector	  

• las	  columnas	  se	  centrifugaron	  durante	  1	  min.	  a	  1000	  g	  eliminando	  el	  eluido	  

• se	  añadieron	  800	  µL	  de	  agua	  destilada,	  se	  centrifugó	  1	  min.	  a	  1000	  g	  y	  se	  eliminó	  el	  eluido	  

• se	  añadieron	  10	  µL	  el	  producto	  de	  la	  reacción	  de	  PCR	  de	  secuencia	  y	  se	  centrifugó	  1	  min.	  a	  1000	  g	  

recuperando	  del	  tubo	  colector	  las	  secuencias	  purificadas,	  libres	  del	  exceso	  de	  cebadores	  y	  dNTPs.	  

	  

Una	  vez	  purificadas	  las	  secuencias	  se	  procesaron	  en	  un	  analizador	  de	  secuencia	  Genome	  analyzer	  3130xl	  

(Applied	  Biosystems).	  Los	  datos	  de	  las	  secuencias,	  contenidos	  en	  trace	  files	  fueron	  filtrados	  y	  analizados	  

con	  el	  programa	  4Peaks	   (www.mekentosj.com).	  Una	  vez	  obtenida	   la	  secuencia	  del	   fragmento	  de	  ADN	  

amplificado,	   comparamos	   los	   resultados	   frente	   al	   genoma	   de	   referencia	   (NCBI36/hg18),	   utilizando	   la	  

herramienta	  ‘blat’	  disponible	  en	  el	  navegador	  de	  UCSC	  (genome.UCSC/edu)340.	  

	  

Genotipado de las duplicaciones detectadas en ADAM5P3A y WWOX por PCR múltiple. 

El	   genotipado	  de	   las	   variantes	   de	  número	  de	   copia	   en	  ADAM5P3A	   y	  WWOX	   se	   realizó	  mediante	   PCR	  

múltiple.	   En	   esta	   técnica	   se	   añaden	   dos	   pares	   de	   cebadores,	   un	   par	   que	   amplifica	   el	   alelo	   no	  

delecionado,	  y	  el	  otro	  que	  amplifica	  el	  alelo	  delecionado,	  detectando	  0,	  1	  o	  2	  copias	  génicas.	  	  

	  

Para	  validar	  la	  duplicación	  en	  ADAM5P3A	  se	  preparó	  una	  mezcla	  de	  PCR	  de	  25	  µL	  que	  contenía:	  

• 50	  ng	  de	  ADN	  

• 2,5	  µL	  de	  10X	  tampón	  (Mg2+	  	  2	  mM)	  (Biotherm)	  

• 100	  μM	  de	  dNTPs	  (Invitrogen)	  

• 0,08	  μM	  de	  cebadores	  BP1	  y	  0.24	  μM	  de	  BP2	  (Sigma-‐Aldrich)(Tabla	  12).	  	  

• 0,02	  U	  de	  taq-‐polimerasa	  (BioTherm)	  

• q.s.	  agua	  Braun	  ‘PCR	  grade’	  

	  

Las	  condiciones	  de	  amplificación	  fueron:	  	  

• 3	  min.	  a	  95°C	  

• 40	  ciclos	  de:	  

• 30	  seg.	  a	  95°C	  

• 30	  seg.	  a	  60°C	  

• 1,30	  min.	  a	  72°C	  

• extensión	  final	  de	  7	  min	  a	  72°C	  

	  

La	  mezcla	  de	  PCR	  de	  WWOX	  se	  preparó	  en	  un	  volumen	  de	  25	  µL,	  añadiendo	  una	  concentración	  final	  de:	  

• 50	  ng	  de	  ADN	  molde	  
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• 2,5	  µL	  tampón	  (10X	  con	  Mg2+)	  (Roche)	  

• 125	  µM	  de	  dNTPs	  (Invitrogen)	  

• 0,4	  µM	  de	  cada	  cebador	  (Tabla	  12)	  (Sigma-‐Aldrich)	  

• 0,1	  U	  de	  taq-‐polimerasa	  (Roche)	  

• q.s.	  agua	  Braun	  ‘PCR	  grade’	  

	  

Las	  condiciones	  de	  reacción	  fueron:	  

• desnaturalización	  de	  2	  min.	  a	  94ºC	  

• seguido	  de	  30	  ciclos	  de:	  

• 30	  seg.	  a	  94ºC	  

• 30	  seg.	  a	  61ºC	  

• 30	  seg.	  a	  72ºC	  

• con	  una	  extensión	  final	  de	  5	  min	  a	  72ºC	  

	  

Los	  productos	  finales	  de	  las	  PCRs	  se	  analizaron	  en	  un	  gel	  de	  agarosa	  (3%),	  marcando	  el	  ADN	  con	  SYBR	  

SAFE	  (Invitrogen)	  para	  comprobar	  el	  tamaño	  de	  los	  fragmentos	  (ADAM5P3A,	  BP1:	  288	  pb,	  BP2:	  427	  pb	  y	  

deleción:	  397	  pb;	  WWOX,	  deleción:	  192	  pb	  y	  No-‐deleción:	  217	  pb).	  

	  
Tabla	  12.	  Secuencias	  de	  oligonucleótidos	  empleados	  en	  la	  validación	  de	  los	  

resultados	  obtenidos	  en	  aCGH	  

	  
	  

Validación de regiones mediante amplificación de sondas dependiente de ligación (MLPA) 

La	  técnica	  de	  MLPA	  ha	  sido	  empleada	  en	  este	  trabajo	  para	  la	  validación	  de	  10	  regiones	  del	  genoma	  que	  

presentaron	  en	  el	  aCGH	  alteraciones	  en	  el	  número	  de	  copia	  (deleciones	  o	  duplicaciones),	  en	  al	  menos	  

dos	  áreas	  del	   cerebro	  y	  en	  más	  de	  un	  donante.	  Para	  ello,	   se	  diseñaron	  un	   total	  de	  50	  sondas	   (L	  y	  R),	  

entre	  regiones	  problema	  y	  de	  referencia,	  analizadas	  con	  dos	  marcadores	  fluorescentes	  (FAM	  y	  VIC).	  

	  

La	   amplificación	   simultánea	   de	   sondas	   dependiente	   de	   ligación	   o	  Multiplex	   ligation-‐dependent	   probe	  

amplification	   (MLPA)	   fue	  descrita	  por	  primera	  vez	  por	  Schouten	  et	  al.,	  2002341.	  MLPA	  ha	  sido	  definida	  

Locus Secuencia+(5'/3')

ARHGEF10 F"GATGAAGCCGAAAACCAAAA'
R"GCAGGAGGAAAACAAAATCG

IGFN1 F"GAGGAGGGTCTGGGAGAGTT'
R"CGTGTCACCCTCTGATGCTA

ADAM5P3A+(genotipado) BP1"F"CGGATCATGAGGTCAGGAGA
BP1"R1"TACGAACTGGTATAAAAGGCAATC
BP2"F2"TTAAACTAAGATGGGATTGGGATTA
BP2"R2"GAAGTATGTTCTCCTTTCCTTTTAAG

WWOX+(genotipado) F"ATCTGGCCATGTCCTCATTT(Del)'
R"TGTGACCTGATAACCGCTGA(Del)
F"AATGGGAATCTTTGCCTGTG(No"del)
R"ATGGCAACTGACTTGGGAAG(No"del)
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como	  una	  técnica	  semi-‐cuantitativa,	  basada	  en	  una	  amplificación	  por	  PCR,	  capaz	  de	  detectar	  cambios	  en	  

el	  número	  de	  copias	  génicas	  de	  entre	  0-‐3,	  en	  múltiples	  regiones	  del	  genoma	  (hasta	  50	  regiones)	  en	  una	  

única	  reacción342.	  

	  

a)	  Diseño	  y	  preparación	  de	  las	  sondas	  

	  

Para	   cada	   región	   del	   genoma	   a	   analizar,	   se	   prepararon	   dos	   sondas:	   izquierda	   (L)	   y	   derecha	   (R).	   Las	  

sondas	   son	   oligonucleótidos	   de	   origen	   sintético	   (Sigma-‐Aldrich),	   con	   una	   longitud	   de	   entre	   60-‐90	  

nucleótidos	  (hasta	  un	  máximo	  de	  140	  nt).	  A	  su	  vez,	  las	  sondas,	  están	  formadas	  por:	  un	  cebador	  universal	  

o	  secuencia	  común	  entre	  todas	  las	  sondas	  del	  experimento	  (directo	  e	  inverso);	  una	  secuencia	  opcional	  

de	   relleno	   o	   “stuffer”	   no	   complementaria	   al	   genoma	   humano,	   que	   se	   introduce	   para	   conferir	   a	   las	  

sondas	   de	   un	   mismo	   ensayo	   un	   longitud	   total	   única,	   permitiendo	   así	   separar	   cada	   sonda	   (con	   una	  

diferencia	  de	  tamaño	  de	  al	  menos	  4	  nt)	  y	  por	  último,	  la	  secuencia	  de	  hibridación,	  complementaria	  a	  la	  

región	  diana	  (21-‐30	  nt)	  (Figura	  12).	  

	  
Figura	  12.	  Diseño	  de	  las	  sondas	  de	  MLPA.	  

	  

Para	  el	  diseño	  de	   las	  sondas	  (Tabla	  13)	  se	  siguieron	   los	  criterios	  estándar	  definidos	  en	  el	  protocolo	  de	  

MRC-‐Holland	  Amsterdam	  (www.mrc-‐holland.com).	  Para	  cada	  región	  de	  interés	  se	  seleccionó	  una	  diana	  

de	  60	  pb	  y	  se	  dividió	  en	  dos	  secuencias	  (secuencias	  de	  hibridación),	  cada	  una	  única	  en	  el	  genoma.	  Las	  

secuencias	  de	  hibridación	  deben	  cumplir	  los	  siguientes	  requisitos:	  	  

 Longitud	  mínima	  de	  21	  nt	  

 Evitar	   la	  presencia	  de	  polimorfismos	  genéticos	  puntuales	  en	  toda	   la	  sonda	  y	  especialmente	  en	  el	  

punto	  de	  unión	  de	  las	  sondas	  L	  y	  R	  

 Contenido	  aproximado	  de	  GC	  <	  50%	  

 Un	  máximo	  de	  2	  nt	  G/C	  en	  los	  5	  últimos	  nt	  del	  extremo	  3’	  de	  la	  sonda	  L	  (punto	  de	  ligación)	  

 Un	  máximo	  de	  3	  nt	  G/C	  en	  el	  extremo	  5’	  de	  la	  secuencia	  de	  hibridación,	  adyacente	  a	  la	  región	  del	  

cebador	  universal	  	  

 	  Temperatura	  de	  fusión	  (Tm)	  >	  71ºC	  

	  

Para	  el	  cálculo	  del	  %	  GC	  y	  Tm	  se	  utilizó	  el	  programa	  Raw	  data	   (www.mlpa.com),	  mientras	  que	  para	  el	  

diseño	   de	   las	   secuencias	   de	   hibridación	   se	   empleó	   la	   herramienta	   bioinformática	   ProSeeK	  

(http://davinci.crg.es/estivill_lab/mlpa/),	   optimizada	   para	   la	   búsqueda	   sistemática	   de	   sondas343.	  
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Finalmente,	  se	  procedió	  a	  la	  inserción	  de	  las	  secuencias	  de	  relleno	  y	  del	  cebador	  universal,	  y	  a	  añadir	  un	  

grupo	  fosfato	  en	  la	  posición	  5’	  de	  la	  sonda	  R,	  necesario	  para	  la	  ligación.	  

	  

b)	  Protocolo	  de	  hibridación,	  ligación	  y	  amplificación	  

	  

Se	  preparó	  una	  solución	  madre	  de	  todas	  las	  sondas	  PROBEMIX	  añadiendo	  2,4	  pmoles	  de	  cada	  alícuota	  

(1	  µM)	  en	  agua	  hasta	  un	  volumen	  total	  de	  400	  µL.	  Para	  cada	  reacción	  de	  MLPA	  se	  añadieron	  1,5	  µL	  de	  

PROBEMIX	   a	   5	   µL	   de	   ADN	   (30-‐40	   ng/µL)	   previamente	   desnaturalizados.	   La	  mezcla	   se	   hibridó	   a	   60ºC,	  

durante	  16	  hrs.	  La	  ligación	  de	  las	  sondas	  se	  realizó	  durante	  20	  min	  a	  54ºC.	  El	  producto	  de	  ligación	  fue	  

amplificado	   en	   dos	   reacciones	   de	   PCR	   paralelas,	   una	   para	   cada	   fluorocromo	   (FAM	   y	   VIC),	   añadiendo	  

entre	   5-‐5,5	   µL	   de	   la	   ligación	   en	   un	   volumen	   total	   de	   25	   µL,	   junto	   con	   el	   tampón	   de	   PCR,	   cebadores	  

marcados,	  dNTPs,	   tampón	  SALSA	  PCR	  y	  Taq	  polimerasa	   (Roche),	  en	  condiciones	  estándar	  de	  reacción:	  

temperatura	  de	  anillado	  de	  los	  cebadores	  de	  60ºC	  durante	  33	  ciclos	  (protocolo	  completo	  en	  Anexo).	  

	  

c)	  Análisis	  de	  los	  resultados	  

	  

El	   producto	  de	  PCR	   fue	  analizado	  por	  electroforesis	   capilar	   en	  un	   secuenciador	  DNA	  Analyzer	  3730XL	  

(Applied	  Biosystems),	  con	  el	  patrón	  estándar	  de	  tamaño	  Rox	  500	   (Applied	  Biosystems).	  Los	  resultados	  

fueron	  evaluados	  empleando	  el	  programa	  Genemapper	  v3.7	  (Applied	  Biosystems).	  La	  información	  sobre	  

la	  altura	  de	  los	  picos	  se	  exportó	  a	  una	  hoja	  de	  cálculo	  para	  su	  normalización.	  Inicialmente,	  se	  estimó	  la	  

variabilidad	   de	   las	   sondas	   control	   en	   el	   experimento.	   Para	   ello,	   en	   cada	   muestra	   se	   calculó	   el	   valor	  

promedio	  de	  la	  altura	  de	  pico	  de	  todas	  las	  sondas	  control	  incluidas	  en	  la	  PROBEMIX.	  A	  continuación,	  se	  

normalizaron	  las	  alturas	  de	  pico	  de	  cada	  muestra	  y	  sonda	  determinando	  el	  cociente	  entre	   la	  altura	  de	  

pico	  de	  cada	  una	  de	  ellas	  respecto	  al	  valor	  promedio	  previamente	  calculado	  para	  cada	  muestra.	  A	  partir	  

de	   éste	   dato	   se	   generó	   un	   nuevo	   valor	   promedio	   para	   cada	   sonda	   que	   permitió	   calcular	   el	   Dosage	  

Quotient	  (DQ).	  El	  DQ	  consiste	  en	  el	  cociente	  de	  cada	  uno	  de	  los	  valores	  normalizados	  respecto	  al	  valor	  

promedio	   de	   los	   datos	   normalizados	   (DQ)344.	   Este	   valor	   se	   calculó	   para	   cada	   experimento	   y	   cada	  

experimento	  fue	  replicado	  al	  menos	  tres	  veces.	  Para	  determinar	  la	  presencia	  de	  ganancia	  o	  pérdida	  en	  

el	   número	   de	   copias	   del	   material	   genético,	   se	   establecieron	   los	   puntos	   de	   corte	   en	   1,25	   y	   0,65,	  

respectivamente.	   Los	   valores	   de	  DQ	   que	   se	   encuentran	   entre	   estos	   puntos	   de	   corte,	   corresponden	   a	  

muestras	  que	  no	  presentan	  ninguna	  variación.	  	  

	  

Una	  vez	  obtenidos	  los	  primeros	  resultados	  se	  comprobó	  el	  tamaño	  real	  de	  las	  sondas	  respecto	  al	  cálculo	  

teórico.	  La	  diferencia	  en	   la	  eficacia	  de	  amplificación	  de	  cada	  región,	   favorable	  a	  fragmentos	  de	  menor	  

tamaño,	  se	  corrigió	  calculando	  la	  concentración	  necesaria	  de	  cada	  sonda	  en	  la	  PROBEMIX,	  permitiendo	  

obtener	  una	  señal	  homogénea	  para	  cada	  sonda	  empleando	  unas	  muestras	  control	  de	  HapMap	  con	  igual	  

número	  de	  copias	  en	  las	  regiones	  analizadas	  (valores	  contenidos	  en	  la	  Tabla	  14).	  La	  Figura	  13	  muestra	  el	  

resumen	  del	  protocolo	  de	  trabajo	  de	  MLPA.	  
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Tabla	  13.	  Sondas	  de	  MLPA	  para	  la	  validación	  de	  10	  regiones	  del	  genoma	  que	  presentaban	  ganancia	  o	  

pérdida	  de	  material	  en	  el	  aCGH	  

	  
FAM,	   VIC:	   Marcadores	   fluorescentes	   de	   los	   cebadores	   de	   la	   reacción	   de	   amplificación	   de	   PCR.	   [Phos]:	   grupo	  
fosfato	   añadido	   a	   las	   sondas	   R	   en	   posición	   5’.	   Estructura	   de	   las	   sondas:	   CEBADOR,	   stuffer	   y	   SECUENCIA	   DE	  
HIBRIDACION.	  

	  

	   	  

Sonda&MLPA Secuencia& Tipo

C2orf85_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAccCATCACGGTTAGTGAGGGCTGCATCAC control
C2orf85_FAM_R [Phos]CATCCCCTTCGCAGTCTTCGATGTCATAAAGCGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC control
C2ORF85_VIC_L GGGTAGGGAATCCCTTGGAcctatagcgacttacggacggcgtattcgGACTTCTGGATCTGGGTGTCCAT control
C2ORF85_VIC_R [Phos]GACCGTGTGCGTCTTCTGGCTGATGTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC control
CAPN2_FAM_L GGGTAGGGAATCCCTTGGACTGCGCTGACCCCCAGTTTATC control
CAPN2_FAM_R [Phos]ATTGGAGGAGCCACCCGCACAGACATCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC control
CAPN2_VIC_L GGGTAGGGAATCCCTTGGAGCCCTGGAGTTTAAAGGAGTCATTCA control
CAPN2_VIC_R [Phos]TAAGGTCTGTCTGGGAGTGCCTTGTCCTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC control
chr1_193_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAccGTGTGGTGACTCTGCTGTCTGACTACGAGG control
chr1_193_FAM_R [Phos]TGTGCAAGGAGGGCGATGTGCTGACTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC control
chr1_c1orf159_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAcctatagcgacttacggacggcgtattcgtactgactgacgttagCTTTAATCCCCGTGACTTCCATGCTC control
chr1_c1orf160_FAM_R [Phos]TTTCCTGTTCCCGAGACGTGGGGTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC control
chr6_161_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAcctatagccGAGAGATGGTGTAGGTCCGTGGTCCGATTG control
chr6_161_FAM_R [Phos]GTGTCCAACGCTGGTCTCAAATGTCTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC control
CTCF_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGACATGCACGTGGCAGATCATGAT diana
CTCF_FAM_R [Phos]TTCCAGCCCACGGAGCCAGCATTTGAACCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
CTCF_VIC_L GGGTAGGGAATCCCTTGGAccCAGTGACGGACATGCACGTGGCAGATCATGA diana
CTCF_VIC_R [Phos]TTTCCAGCCCACGGAGCCAGCATTTTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
EG3_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAGGTAAACACAGCCCAGTTCAGCTCAA diana
EGR3G_VIC_L GGGTAGGGAATCCCTTGGAcctatagcgactCCTTCTCCGCCTTCTTCTCCTT diana
EGR3G_VIC_R [Phos]TTGCTTGAGGTGGATCTTGGCGTGGCGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
EGR3_FAM_R [Phos]GAGTCTTAAACACACACGCTTGCGCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
FARVIC_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAcatCTCCGAGCCGGATATATAGAGTGTCACGT diana
FARVIC_FAM_R [Phos]TTGGGAGCCGAAAGACTGGAGCCGTTTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
FST_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAcctatagcatgcGGTCTGTTCTGAGCAACGCTGCTCTCG diana
FST_FAM_R [Phos]GAAGATGTTGAACCAACTTGGGGACTCCGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
FST_VIC_L GGGTAGGGAATCCCTTGGAcctatagcgacttCTCCCTCTCGCTCCTACGCAAATAAGA diana
FST_VIC_R [Phos]ACTCGACGATTCCCTTCCAGCCGTTTTTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
KCNG2_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAcctatagcgacttacggacggcgtatCAGCGGGAGACAACAGAGGCTCCAAGT diana
KCNG2_FAM_R [Phos]TACATTCGGTTTCCGACGCAGCATCCGGTCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
KCNG2_VICG_L GGGTAGGGAATCCCTTGGAcctatagcgacttacGGTCATTCTGGACCAAGGAGACCCAACCGCAT diana
KCNG2_VICG_R [Phos]TGTTTCAGGGCTGGAGGACAGTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
ORAOV1_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAcctatagcgacttacggacggcgtaCAACAGCTATGCTGCTGGCTTCCTGA diana
ORAOV1_FAM_R [Phos]AACCCAGCAGGTGCGCTAAGAATGCCTTCGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
ORAOV1_VIC_L GGGTAGGGAATCCCTTGGAcctatagcgacttacggCTCCTTTTCTCTGGACTGTCTTCAGT diana
ORAOV1_VIC_R [Phos]TTTCCTGCACTGCGACTCAAGGATGAGGCGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
PDCD1_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAcctatagcgacttacggacggcgtattcgtactGCAGCCGGGTTGGGGATATCTCATAAA diana
PDCD1_FAM_R [Phos]ACACAAGGGAAGCACACACCTGAGGTGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
PDCD1_VIC_L GGGTAGGGAATCCCTTGGAcctatagcgacttacggacggcgtattcgtactGCAGCCGGGTTGGGGATATCTCATA diana
PDCD1_VIC_R [Phos]AAACACAAGGGAAGCACACACCTGAGGTGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
RASA3_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAcctatagcgacttacggacggcgtattcgtactgacCGTCCACTCTAAACAGTTTCCCGTGCCTT diana
RASA3_FAM_R [Phos]AAACAGGCTTAGTACTTTGGGGCTACGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
RASA3_VIC_L GGGTAGGGAATCCCTTGGAcctatagcgacttacggacggcgtattcgtacCAGAGACACACACGCCCTCCTT diana
RASA3_VIC_R [Phos]AAGGATCTTGGTCCAGTCACTGAAGTGATCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
SLC9A3_VIC_L GGGTAGGGAATCCCTTGGAcctatagcgacttacggacggcgtattcgtGTGCCACTGACCCTGTCTTGAGGCACATC diana
SLC9A3_VIC_R [Phos]CAGTGGAGTCAGTGGGAAACCAAGTGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
STK11_FAM_L GGGTTCCCTAAGGGTTGGAcctatagcgacttacGAGCTGGGAGTCAGTCCTGGACTTTGTAG diana
STK11_FAM_R [Phos]GTCTTTACATCCCAGGCGGCCTTTATGGTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
STK11_VIC_L GGGTAGGGAATCCCTTGGACCTGCCCTTTCCTGTCACTTCCAC diana
STK11_VIC_R [Phos]CTGTTGCAAAACACTGTGCTTTCGTATCTCTAGATTGGATCTTGCTGGCAC diana
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Tabla	  14.	  Caracterización	  de	  las	  sondas	  empleadas	  en	  el	  ensayo	  de	  MLPA.	  Preparación	  de	  PROBEMIX	  y	  

detección	  del	  tamaño	  real	  de	  las	  sondas	  de	  MLPA.	  

	  
Tamaño	  teórico	  y	  real	  de	  las	  sondas	  (nucleótidos).	  	  

	  

	  
Figura	  13.	  Protocolo	  reacción	  de	  MLPA.	  

	  

ID#sonda Tamaño#teórico Tamaño#real Marcador#de#PCR Tipo#de#sonda PROBEMIX#Final(#pmoles)

C2ORF85_1 105 102,3 FAM diana 9.6
C2ORF85_2 121 121,07 VIC diana 1.2
CAPN2_1 91 88,4 VIC control 2.4
CAPN2_3 97 95,89 VIC control 1.2
CHR1_193_M 99 97,81 FAM control 2.4
CHR1_C1ORF159 138 1370 FAM control 48
CHR11_672 133 131,91 VIC control 60
CHR6_161_1P 108 106,51 FAM control 4.8
CTCF_1 96 92,91 FAM diana 2.4
CTCF_2 100 98,01 VIC diana 36
EGR3_1 93 88,73 FAM diana 1.2
EGR3_2 103 102,49 VIC diana 1.2
ENR321.1 118 116,29 VIC control 24
FAR2_1 102 100,17 FAM diana 2.4
FST_1 111 108,02 FAM diana 2.4
FST_2 109 106,86 VIC diana 1.2
KCNG2_1 126 122,33 FAM diana 24
KCNG2_2 112 110 VIC diana 2.4
ORAOV1_1 123 120,26 FAM diana 24
ORAOV1_2 115 113 VIC diana 2.4
PDCD1_1 132 132 FAM diana 12
PDCD1_2 130 128,48 VIC diana 48
RASA3_1 135 132 FAM diana 48
RASA3_2 124 122,1 VIC diana 2.4
SLC9A3_2 127 125,89 VIC diana 48
STK11_1 117 112,41 FAM diana 4.8
STK11_2 94 91,87 VIC diana 1.2
ZWINT 120 116,32 FAM control 12
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3.5. Detección de metilación del ADN mediante conversión de 
bisulfito 

	  

3.5.1. Conversión de bisulfito de ADN genómico 
	  

Una	  de	  las	  formas	  más	  empleadas	  de	  detección	  de	  la	  ADNm	  es	  la	  reacción	  de	  conversión	  por	  bisulfito.	  

Esta	  reacción	  consiste	  en	  la	  adición	  de	  una	  sal	  ácida	  de	  sulfito	  de	  sodio	  al	  ADN	  genómico	  que	  convierte	  

las	  citosinas	  no	  metiladas	  en	  uracilo,	  mientras	  que	   las	  citosinas	  metiladas	  permanecen	   inalteradas.	  De	  

este	  modo,	  se	  puede	  analizar	  el	  estado	  de	  metilación	  de	  una	  secuencia	  genómica	  observando	  la	  relación	  

C/U	  de	  cada	  posición	  CpG	  (Figura	  14).	  

	  

	  
Figura	  14.	  Reacción	  de	  conversión	  por	  bisulfito	  con	  ‘EZ-‐96	  Methylation	  Kit’	  

(Zymo	  Research),	  modificado	  de	  protocolo	  de	  reacción	  del	  fabricante.	  

	  

Un	  total	  de	  500	  ng	  de	  ADN	  obtenido	  a	  partir	  de	  las	  muestras	  de	  cerebro	  fueron	  convertidos	  utilizando	  el	  

kit	  EZ-‐96	  Methylation	  Kit	  (Zymo	  Research),	  realizando	  un	  total	  de	  dos	  conversiones	  para	  cada	  muestra.	  

La	   eficiencia	   de	   la	   conversión	   se	   determinó	   por	   secuenciación	   de	   bisulfito.	   En	   cada	   conversión,	   se	  

incluyeron	  muestras	  con	  un	  valor	  de	  metilación	  conocido,	  se	  amplificaron	  con	  una	  reacción	  estándar	  de	  

PCR	   (gen	   28S)	   y	   los	   productos	   de	   la	   reacción	   fueron	   secuenciados.	   El	   grado	   de	   metilación	   de	   las	  

secuencias	  fue	  calculado	  con	  el	  programa	  informático	  ESME	  (Epigenomics	  AG)345,346	  y	  contrastado	  con	  el	  

valor	  original	  de	  cada	  muestra.	  Las	  muestras	  control	  empleadas	  fueron:	  	  

	  

• Jurkat	  Genomic	  DNA	   (N4001S,	  NE	  Biolabs).	  Control	  positivo,	  obtenido	  a	  partir	  de	  una	   línea	   celular	  

humana	  de	  leucemia	  aguda,	  con	  un	  grado	  metilación	  calculado	  de	  aproximadamente	  80%.	  
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• CpG	  Methylated	   Jurkat	  Genomic	  DNA	   (N4002S,	  NE	   Biolabs).	   Control	   positivo	   originado	   a	   partir	   de	  

Jurkat	  Genomic	  DNA,	  metilado	   in	  vitro	  con	  el	  enzima	  ‘M-‐SssI’,	  que	  presenta	  un	  valor	  de	  metilación	  

del	  100%.	  

	  

• Control	   negativo,	   generado	   a	   partir	   de	   ADN	   amplificado	   por	   el	   método	   de	   amplificación	   por	  

desplazamiento	   múltiple	   o	   Whole	   Genome	   Amplification	   (Genomiphi,	   GE	   Healthcare).	   El	   ADN	  

amplificado	  no	  reproduce	  el	  patrón	  de	  metilación	  del	  ADN	  molde	  y	  por	  lo	  tanto	  se	  genera	  un	  ADN	  no	  

metilado,	  aunque	  generalmente	  la	  eliminación	  de	  la	  metilación	  no	  es	  completa.	  	  

	  

La	  conversión	  de	  bisulfito	  puede	  dañar	  el	  ADN	  y	  por	  tanto	  limitar	  sus	  posteriores	  aplicaciones.	  Por	  este	  

motivo,	   la	   amplificación	   de	   PCR	   de	   ADN	   modificado,	   se	   realizó	   con	   Titanium	   Taq	   PCR	   Kit.	   Este	   kit	  

contiene	   una	   enzima	  modificada,	   que	   sólo	   se	   activa	   a	   elevadas	   temperaturas	   (hot	   start),	   evitando	   la	  

formación	  de	  productos	  inespecíficos	  a	  temperatura	  ambiente.	  	  

	  

La	  reacción	  de	  PCR	  se	  realizó	  en	  un	  volumen	  total	  de	  25	  µL	  que	  contenía:	  

• 20-‐50	  ng	  de	  ADN	  modificado	  	  

• 2,5	  µL	  de	  tampón	  (10X)	  (‘Titanium’,	  Clontech)	  

• 0,2	  mM	  de	  dNTPs	  (2	  mM)	  (Invitrogen)	  

• 0,25	  µM	  de	   cada	   cebador	   directo	   (28S	   F-‐5'GAGTGAATAGGGAAGAGTTTAG	   3')	   e	   inverso	   (28S	   R	   5’-‐

AAAATTCTTTTCAACTTTCCCTTAC3’)	  (Sigma-‐Aldrich)	  

• 1	  µL	  taq-‐polimerasa	  (50X)	  (‘Titanium’,	  Clontech)	  

• q.s.	  de	  agua	  PCR	  grade	  

	  

La	  reacción	  se	  realizó	  en	  un	  termociclador	  bajo	  las	  siguientes	  condiciones:	  	  

• activación	  enzimática,	  1	  min.	  a	  95ºC	  	  

• 30	  ciclos	  de:	  

• 	  desnaturalización	  95ºC,	  30	  seg.	  

• anillado	  58ºC,	  30	  seg.	  	  

• extensión	  72ºC,	  45	  seg.	  

• extensión	  final	  10	  min.	  a	  72ºC	  

	  

El	   producto	   de	   PCR	   se	   visualizó	   en	   un	   gel	   de	   agarosa	   (1,3%),	   marcado	   con	   SYBRgreen.	   Una	   vez	  

comprobado	  el	  tamaño	  y	  pureza	  de	  la	  banda,	  se	  purificó	  el	  producto	  de	  PCR	  (Qiaquick	  PCR	  purification	  

Kit,	  Qiagen)	  y	  se	  añadió	  a	  un	  volumen	  total	  de	  10	  µL:	  

• 1	  µL	  de	  PCR	  purificada	  

• 1,5	  µL	  de	  tampón	  BigDye	  Terminator	  v.3.1	  Sequencing	  Buffer	  (5X)	  

• 1	  µL	  de	  BigDye®	  Terminator	  ready	  reaction	  mix	  (Applied	  Biosystems)	  

• 1	  µL	  de	  uno	  de	  los	  cebadores	  28S	  (directo	  o	  inverso)	  
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La	  reacción	  de	  secuenciación	  se	  realizó	  en	  un	  termociclador	  realizando,	  25	  ciclos	  totales	  de:	  

• 96ºC,	  10	  seg.	  	  

• 58ºC,	  5	  seg.	  

• 60ºC,	  2	  min.	  

	  

El	  producto	  de	  PCR	  se	  purificó	   tal	   y	   como	  se	  ha	  descrito	  previamente	   (Sephadex,	  GE	  Healthcare)	  y	   se	  

analizó	  en	  un	  secuenciador	  ABI	  3130x	  automated	  sequencer	   (Applied	  Biosystems).	  Los	  cromatogramas	  

fueron	   visualizados	   y	   filtrados	   en	   función	   de	   la	   calidad	   de	   la	   secuencia	   con	   el	   programa	   4Peaks	   y	  

analizados	  por	  ESME	  para	  obtener	  el	  valor	  de	  metilación.	  

	  

3.5.2. Identificación global de la metilación del ADN en el genoma humano 
	  

La	   caracterización	  del	   patrón	  de	  metilación	  del	   genoma	  humano,	   a	   partir	   de	  muestras	   de	   cerebro	  de	  

donantes,	  se	  dividió	  en	  dos	  estudios.	  

	  

El	  primer	  estudio,	  exploratorio,	  se	  realizó	  en	  diez	  donantes	  de	  cerebro,	  entre	  los	  cuales	  había	  individuos	  

no	  afectos,	  afectos	  de	  EA	  tardía	  y	  afectos	  de	  EP	  esporádica,	  pertenecientes	  al	  set1	  (Tabla	  Suplementaria	  

1).	  La	  plataforma	  de	  elección	  fue	  Humanmethylation27	  (Illumina).	  Para	  el	  segundo	  estudio,	  se	  aumentó	  

el	  número	  de	  individuos	  analizados	  a	  40	  (20	  no	  afectos	  y	  20	  afectos	  de	  EA	  tardía),	  correspondientes	  al	  

set3	   (Tabla	   Suplementaria	   1)	   y	   el	   número	   de	   dianas	   CpG	   a	   analizar,	   empleando	   la	   plataforma	  

Humanmethylation450	   (Illumina).	  Ambos	  ensayos	  se	   llevaron	  a	  cabo	  en	  el	  nodo	  Barcelona	  del	  CeGen,	  

localizado	  en	  el	  CRG.	  

	  

3.5.2.1. Infinium® Humanmethylation27 Beadchip Array 
	  

Ensayo Infinium 

El	   ensayo	   Infinium	   está	   formado	   por	   sondas	   de	   50	   oligómeros	   ligados	   a	   microesferas	   de	   sílice,	   con	  

capacidad	  de	  auto-‐ensamblaje	  en	   la	   superficie	   sólida	  del	   chip.	   Este	  dispositivo,	  denominado	  Beadchip	  

array,	  contiene	  dos	  tipos	  de	  sondas	  complementarias	  a	  dianas	  CpG	  metiladas	  (M)	  y	  no	  metiladas	  (U)	  del	  

genoma	   humano.	   Tras	   la	   hibridación	   de	   las	   sondas	   al	   ADN,	   se	   adiciona	   un	   nucleótido	   marcado	   con	  

biotina	  o	  DNP	  en	  la	  posición	  adyacente	  a	  la	  base	  a	  estudiar.	  Posteriormente	  se	  tiñe	  con	  fluorescencia	  el	  

array	   (Cy3-‐streptavidina	  o	  Cy5-‐antiDNP)	   y	   se	  mide	   la	   intensidad	  de	   la	   fluorescencia	  para	   cada	   tipo	  de	  

sonda	  (M	  y	  U).	  Se	  calcula	  el	  grado	  de	  metilación	  de	  cada	  una	  de	   las	  posiciones	  mediante	  una	  fórmula	  

que	   tiene	   en	   cuenta	   la	   ratio	   de	   la	   intensidad	   de	   la	   sonda	   metilada	   respecto	   a	   la	   intensidad	   total,	  

obteniéndose	  un	  valor	  entre	  0	  y	  1	  definido	  como	  β-‐value.	  
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Se	  seleccionaron	  diez	  individuos,	  tres	  pacientes	  de	  EA	  tardía,	  tres	  de	  EP	  esporádica	  y	  cuatro	  individuos	  

sin	  lesiones	  neuropatológicas	  de	  los	  que	  se	  aisló	  ADN	  de	  hasta	  siete	  regiones	  del	  SNC:	  amígdala,	  corteza,	  

hipocampo,	  hipotálamo,	  protuberancia,	  sustancia	  negra	  y	  cerebelo	  (Tabla	  15).	  Tras	  el	  control	  de	  calidad	  

se	  seleccionaron	  un	  total	  de	  50	  muestras	  que	  incluían,	  5	  controles	  de	  metilación	  –una	  muestra	  de	  Jurkat	  

Genomic	  DNA,	  dos	  réplicas	  biológicas	  de	  CpG	  Methylated	  Jurkat	  Genomic	  DNA	  y	  dos	  réplicas	  biológicas	  

de	  D14	  (ADN	  extraído	  de	  una	  muestra	  de	  sangre	  independiente	  al	  estudio)–	  y	  45	  muestras	  humanas	  de	  

cerebro,	  entre	  las	  que	  se	  encontraban	  tres	  réplicas	  biológicas	  (A08/00095	  CB),	  una	  técnica	  (A08/00095)	  

y	   cinco	  muestras	   de	   área	   desconocida	   (anotadas	   como	  NA,	   con	  más	   de	   un	   individuo	   por	   condición)	  

pertenecientes	  a	  tres	  individuos	  (BK-‐873(2),	  BK-‐1049(1)	  y	  A08/00095(1)).	  Las	  muestras	  se	  distribuyeron	  

de	  manera	  aleatoria	  en	  un	  total	  de	  seis	  chips	  con	  capacidad	  para	  doce	  muestras	  cada	  uno.	  Un	  total	  de	  

500	   ng	   fueron	   tratados	   con	   bisulfito	   e	   hibridados	   en	   el	   array	   de	   Ilumina	   siguiendo	   el	   protocolo	  

establecido	   por	   el	   fabricante.	   La	   correlación	   entre	   réplicas	   se	   calculó	   con	   el	   coeficiente	   de	   Pearson	  

(Tabla	  16).	  

	  

Tabla	  15.	  Sujetos	  empleados	  en	  la	  detección	  de	  patrones	  de	  metilación	  con	  ‘Humanmethlyation27’	  

	  
EP:	  enfermedad	  de	  Parkinson;	  EA:	  enfermedad	  de	  Alzheimer;	  C:	  control;	  F:	  femenino,	  M:	  masculino;	  PMI:	  intervalo	  

post-‐mortem,	  medido	  en	  horas.	  Estadios	   Braak:	   clasificación	  de	   la	  evolución	  de	   la	  enfermedad	  en	   función	  de	   las	  

regiones	   afectadas	   en	   enfermedad	   de	   Alzheimer	   y	   Parkinson	   (1-‐6);	   C:	   corteza,	   A:	   amígdala,	   HC:	   hipocampo,	   HT:	  

hipotálamo,	  P:	  protuberancia,	  SN:	  sustancia	  negra,	  CB:	  cerebelo,	  NA:	  área	  sin	  determinar.	  

	  

Tabla	  16.	  Correlación	  entre	  réplicas	  técnicas	  y	  biológicas	  

	  
D14:	   muestra	   de	   sangre	   de	   un	   individuo	   control	   independiente	   al	  
estudio;	  A08-‐95	  CB:	  muestra	  control	  de	  cerebelo	  set1;	  CpG	  Methylated	  
Jurkat:	  muestra	  control	  totalmente	  metilada.	  

	  

	  

ID#muestra Patología Sexo Edad PMI#(h.) Estadios#BraaK#EA Estadios#BraaK#EP Área#SNC

BK#962 EP F 85 7 0 5 C,A,HC,P,SN
BK#1049 EP F 81 4 0 6 HT,CB,NA
BK#1082 EP M 80 7.3 0 6 A,HC,HT,P,CB
BK#0816 EA F 77 9.3 6 0 C,HC
BK#0873 EA M 85 4.3 6 0 A,HC,HT,P,SN,CB,NA
BK#0999 EA F 76 10 5 0 A,HC,HT,P,SN,CB
A07/00005 C M 56 5 0 0 A,HT
A08/00095 C M 52 9.25 0 0 A,HT,P,CB,NA
A08/00107 C M 64 11.4 0 0 C,HC,HT
A08/00132 C M 66 3.05 0 0 C,HC,CB

ID#muestras Réplicas#biológicas Réplicas#técnicas r2

D14 2 % 0,987
A08%95-CB 2 1 0,983/0,995
CpG$Methylated$Jurkat$ 2 % 0,995
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Análisis de los resultados 

El	  análisis	  bioinformático	  y	  estadístico	  de	   los	   resultados	  se	   realizó	  en	  el	   servicio	  de	  bioinformática	  del	  

CRG,	  empleando	  el	  paquete	  de	  R	  HumMeth27QCReport347.	  El	  proceso	  consta	  de	  tres	  partes:	  análisis	  de	  

controles	   internos	   del	   array,	   control	   de	   calidad	   global	   de	   los	   resultados	   y	   análisis	   exploratorio	   de	   los	  

resultados.	   El	   protocolo	   completo	   está	   disponible	   en:	   ‘CRAN	   repository’	   http://biocore.crg.cat/wiki	  

/HumMeth27QCReport.	   La	   normalización	   de	   las	   variaciones	   intra	   e	   inter-‐array	   se	   realizaron	   con	   la	  

función	  normalizeMethyLumiSet	   incluida	  en	  el	  paquete	  de	  R	  methylumi.	  Esta	   función	  permite	  corregir	  

los	  efectos	  del	  marcaje	  de	  la	  intensidad	  de	  cada	  canal	  (metilado,	  no	  metilado),	  recalculando	  los	  valores	  

de	  metilación	  de	  acuerdo	  a	  este	  ajuste.	  Inicialmente,	  se	  calcula	  la	  mediana	  de	  las	  sondas	  metiladas	  (Cy3)	  

y	  de	  las	  no	  metiladas	  (Cy5),	  los	  valores	  negativos	  se	  ajustan	  a	  cero,	  y	  los	  valores	  de	  Cy5,	  se	  ajustan	  a	  los	  

de	  Cy3,	  corrigiendo	  el	  efecto	  de	  marcaje	  de	  las	  sondas	  o	  dye-‐bias.	  Una	  vez	  corregidas	  las	  intensidades	  se	  

calculan	   los	   β-‐values,	   por	   medio	   de	   dos	   posibles	   funciones	   de	   mapeo:	   (Cy3/Cy5)	   o	   (Cy3/Cy3+Cy5),	  

siendo	  la	  primera	  la	  más	  correcta	  matemáticamente.	  	  

	  

El	   análisis	   exploratorio	   incluyó	  el	   agrupamiento	   jerárquico	  no	   supervisado	  de	   los	  datos	   (Unsupervised	  

hierarquical	   clustering)	   y	   el	   análisis	   lineal	   discriminante	   (LDA).	   Además	   del	   paquete	  

HumMeth27QCReport,	   se	   empleó	   el	   programa	   comercial	   JMP	   (JMP,	   v.7.	   SAS	   Institute	   Inc.,	   Cary,	   NC,	  

1989-‐2007).	  Entre	  los	  métodos	  de	  identificación	  de	  patrones,	  LDA	  es	  uno	  de	  los	  más	  utilizados	  a	  la	  hora	  

de	  emplear	  variables	  continuas,	  como	  es	  el	  caso	  de	  la	  metilación	  del	  ADN.	  Dado	  un	  conjunto	  de	  datos	  

clasificados	   en	   grupos	   (Ej.-‐	   región	   del	   SNC,	   rango	   de	   edad	   o	   diagnóstico),	   se	   considera	   LDA	   como	   un	  

análisis	   de	   regresión,	   donde	   la	   variable	   dependiente	   es	   categórica	   (etiqueta	   de	   cada	   grupo),	   y	   las	  

variables	  independientes	  (metilación	  del	  ADN)	  son	  continuas	  y	  determinan	  a	  qué	  grupo	  pertenece	  cada	  

objeto.	  Con	  este	  análisis	  se	  pretende	  encontrar	  relaciones	  lineales	  entre	  variables	  continuas	  que	  mejor	  

discriminen,	  en	  los	  grupos	  dados,	  a	  los	  objetos	  en	  estudio.	  En	  particular,	  a	  partir	  de	  la	  clasificación	  de	  las	  

muestras	  de	   cerebro	  en	  base	  a	  parámetros	  del	   tipo,	   rango	  de	  edad,	   región	  del	   SNC	  o	  diagnóstico,	   es	  

posible	  obtener	  una	  combinación	  de	  CpGs,	  cuyo	  valor	  de	  metilación	  permite	  discriminar	  cada	  grupo	  de	  

muestras	  en	  base	  a	  dicho	  parámetro.	  

	  

Los	   resultados	   obtenidos	   por	   LDA	   –los	   valores	   de	   metilación	   para	   cada	   CpG	   relacionada	   por	   cada	  

muestra–	  fueron	  representados	  gráficamente	  mediante	  el	  diagrama	  heatmap	  contenido	  en	  el	  programa	  

‘R	  Statistics’	  (http://www.R-‐project.org),	  empleando	  las	  funciones	  estándar	  de	  representación	  y	  cálculo	  

de	  dendograma	  (distancia	  Euclídea).	  Por	  otra	  parte,	  la	  interacción	  funcional	  de	  los	  genes	  que	  albergaban	  

las	  CpG	  identificadas	  por	  LDA	  fueron	  analizadas	  in	  silico	  con	  el	  programa	  DAVID	  Functional	  Genomics348.	  

Se	   introdujo	   la	   lista	   de	   genes	   y	   se	   comparó	   respecto	   al	   genoma	   de	   referencia.	   Para	   obtener	   una	  

representación	  reducida	  y	  organizada	  de	  las	  vías	  enriquecidas,	  se	  aplicó	  la	  función	  Functional	  annotation	  

clustering,	  pre-‐determinando	  el	  grado	  de	  restricción	  del	  análisis	  como	  alto.	  Este	  análisis,	  que	  emplea	  un	  

algoritmo	  de	  agrupación	  de	  genes,	  está	  basado	  en	  la	  hipótesis	  de	  que	  las	  anotaciones	  génicas	  similares	  

deben	  contener	  genes	   similares.	  Para	  ello	   integra	  dos	   técnicas	  analíticas,	  kappa	  statistics	  que	  mide	  el	  
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grado	  de	  similitud	  entre	  las	  anotaciones	  de	  dos	  genes	  dados	  y	  fuzzy	  heuristic	  clustering,	  que	  clasifica	  los	  

grupos	   previamente	   creados	   en	   función	   del	   valor	   kappa	   asignado.	  De	  manera	   que	   la	   probabilidad	   de	  

que	  dos	  genes	  estén	  contenidos	  en	  un	  mismo	  grupo	  incrementa	  con	  la	  similitud	  entre	  las	  anotaciones	  

génicas	   de	   los	  mismos.	   Los	   resultados	   de	   este	   análisis,	   se	   interpretan	   a	   partir	   de	   tres	   parámetros,	   el	  

enriquecimiento,	   el	   p-‐valor	   o	   EASE	   score	   y	   la	   corrección	   de	   Benjamini.	   El	   enriquecimiento,	   definido	  

como	   la	   media	   geométrica	   del	   p-‐valor	   de	   cada	   agrupación	   y	   expresado	   en	   escala	   logarítmica	   (-‐log),	  

jerarquiza	  el	  grado	  de	   importancia	  de	   la	  agrupación	  o	  representación	  encontrada.	  Por	   lo	  que	  a	  mayor	  

valor	  de	  enriquecimiento,	  mayor	  representación	  de	  una	  agrupación	  respecto	  al	  conjunto,	  siendo	  1,3	  el	  

valor	   umbral	   de	   enriquecimiento	   equivalente	   a	   un	   p-‐valor	   de	   0,05.	   Para	   estimar	   el	   grado	   de	  

significación,	   se	   emplea	   el	   EASE	   score,	   una	   modificación	   más	   restrictiva	   del	   Fisher	   exact	   p-‐valor	  

modificado	   que	   varía	   de	   0	   a	   1,	   siendo	   generalmente	   0,05	   el	   valor	   umbral	   por	   debajo	   del	   cual	   se	  

considera	  que	  una	  agrupación	  de	  genes	  es	  significativa	  respecto	  al	  conjunto.	  Por	  último,	  el	  parámetro	  

de	  Benjamini	  se	  emplea	  para	  corregir	  el	  testeo	  múltiple	  de	  manera	  global.	  El	  resultado	  de	  este	  análisis	  

resulta	  de	  gran	  utilidad	  para	  observar	  de	  manera	  rápida	  la	   interacción	  de	  los	  resultados	  y	   las	  vías	  más	  

representativas,	  sin	  embargo,	  la	  complejidad	  de	  las	  asociaciones	  moleculares	  obliga	  a	  tomar	  estos	  datos	  

como	  orientativos,	  a	  la	  espera	  de	  una	  validación	  funcional	  real.	  	  

	  

3.5.2.2. Infinium® Humanmethylation450 Beadchip Array 
	  

La	   principal	   ventaja	   de	   Humanmethylation450,	   basado	   en	   el	   ensayo	   de	   Infinium,	   es	   el	   aumento	   en	  

423.000	   dianas	   CpG,	   que	   a	   su	   vez,	   cubren	   más	   del	   90%	   de	   las	   dianas	   contenidas	   en	   el	   array	  

Humamethylation27	  Beadchip.	   Estas	   dianas	   se	   distribuyen	  de	  manera	  más	   homogénea	   en	   el	   genoma	  

cubriendo	  el	  99%	  de	  las	  secuencias	  génicas	  de	  referencia,	  con	  una	  media	  de	  17	  CpGs	  por	  región	  génica	  

(promotores,	   5’-‐UTR,	   primer	   exón,	   cuerpo	   génico,	   y	   3’-‐UTR)	   y	   el	   96%	   de	   CGIs,	   con	   una	   cobertura	  

adicional	  en	   las	  regiones	  que	   las	  delimitan	  (CGI	  shore	  y	  CGI	  shelf).	  Además	  se	  han	   incluido	  en	  el	  array	  

sondas	  que	  cubren	  nuevas	  regiones	  de	   interés	  (CpG	  fuera	  de	  CGIs,	  nucleótidos	  metilados	  no-‐CpG,	  CGI	  

en	  regiones	  no	  codificantes	  y	  miRNAs),	  de	  manera	  que	  se	  obtiene	  una	  visión	  global	  representativa	  del	  

estado	   de	   la	   metilación	   (Figura	   15a).	   Además	   de	   esta	   característica,	   este	   array	   incluye	   dos	   tipos	   de	  

sondas,	  tipo	  I	  y	  tipo	  II.	  Las	  sondas	  de	  tipo	  I	  coinciden	  con	  las	  contenidas	  en	  el	  ensayo	  previo,	  mientras	  

que	  las	  sondas	  de	  tipo	  II	  se	  presentan	  como	  unas	  sondas	  únicas	  por	  región,	  capaces	  de	  hibridar	  con	  una	  

región	  diana	  independientemente	  de	  su	  estado	  de	  metilación.	  Tan	  sólo	  se	  diferencian	  en	  la	  base	  que	  se	  

insertará	   en	   el	   proceso	   de	   amplificación	   que	   sigue	   a	   la	   hibridación	   (Figura	   15.b)	  

(http://www.illumina.com/products/	  methylation_450_beadchip	  _kits.ilmn.)	  
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Figura	   15.a.	   Cobertura	   de	   dianas	   CpG	   de	   ‘HumanMethylation450K’	   en	  
regiones	  génicas	  y	  en	  torno	  a	   ‘CpG	  Island’	  (CGI)	  y	  a	   las	  regiones	  adyacentes	  
‘N-‐shelf’,	   ‘N-‐shore’,	  ‘S-‐shore’	  y	  ‘S-‐shelf’.	  b.	  Funcionamiento	  de	  las	  sondas	  de	  
tipo	  II	  en	  el	  array	  de	  metilación	  ‘Illumina	  Humanmeth450K’.	  Estas	  sondas	  se	  
unen	  a	  regiones	  específicas	  del	  genoma	  metiladas	  o	  no	  metiladas,	  difiriendo	  
únicamente	   en	   la	   base	   que	   se	   inserta	   en	   la	   secuencia	   en	   el	   proceso	   de	  
amplificación.	  	  

	  

Se	  evaluaron	  un	  total	  de	  192	  muestras	  de	  ADN	  pertenecientes	  a	  corteza	  pre-‐frontal,	  amígdala,	  

hipocampo	   y	   cerebelo	   de	   20	   donantes	   no	   afectados	   por	   lesiones	   neuropatológicas	   y	   20	  

donantes	  afectados	  por	  enfermedad	  de	  Alzheimer	  de	  aparición	  tardía.	  A	  partir	  de	  500	  ng	  de	  

ADN	  de	  alto	  peso	  molecular	   tratado	  con	  bisulfito	   las	  muestras	  se	  hibridaron	  en	  el	  array	  y	  se	  

analizaron	   siguiendo	   el	   protocolo	   del	   fabricante	   (www.illumina.com).	   Como	   controles	   del	  

ensayo	   se	   añadieron	   tres	  muestras	   estándar	   de	  metilación	   (Jurkat	  Genomic	  DNA	   (JUR),	  CpG	  

Methylated	  Jurkat	  Genomic	  DNA	  (JURMET)	  y	  non-‐methylated	  DNA	  (NO	  MET))	  y	  seis	  controles	  

de	   tejido	   no	   neuronal	   (sangre)	   independientes	   al	   estudio.	   Además,	   se	   dispusieron	   nueve	  

réplicas	  biológicas	   (PUBILLA_BIO1,	  BIO2;	  A09/00020	  C_BIO1,	  BIO2;	  A06/00210	  C_BIO1,	  BIO2;	  

A06/00210	   A_BIO1,	   BIO2;	   A06/00210	   HC_BIO1,	   BIO2;	   A06/00210	   CB_BIO1,	   BIO2;	  

JURMET_BIO1-‐6;	   NO	   MET_BIO1-‐5;	   JUR_BIO1-‐6)	   y	   dos	   técnicas	   (PUBILLA_BIO2_TEC	   y	  

A09/00020	  CTX_BIO2_TEC).	  Por	  último,	  se	  añadieron	  14	  muestras	  de	  cerebro	  pertenecientes	  

al	  set1	  (BK-‐1082	  A,	  BK-‐1049	  A,	  NA,	  BK-‐816	  C,	  BK-‐873	  A,	  NA	  (2),	  A07/00005	  A,	  C,	  A08/00132	  A,	  

C,	   A08/00095	   A,	   BK-‐999	   A,	   A08/00107	   C).	   El	   control	   de	   calidad	   de	   los	   resultados	   se	   realizó	  

siguiendo	   el	   protocolo	   previamente	   descrito	   (Human27QCReport),	   adaptado	   a	   esta	  

plataforma.	  Se	  identificó	  una	  muestra	  que	  no	  cumplía	  con	  el	  estándar	  de	  calidad:	  A09/00020	  

amígdala,	  debido	  a	  su	  baja	  tasa	  de	  conversión	  y	  número	  de	  CpGs	  detectadas,	  y	  por	  tanto,	  fue	  

excluida	  del	  análisis.	  Las	  sondas	  que	  se	  encontraban	  en	  el	  cromosoma	  X	   fueron	  excluidas	  de	  

a.	  

b. 
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los	  análisis	  posteriores	  para	  evitar	  una	  desviación	  en	  los	  resultados	  causada	  por	  el	  fenómeno	  

de	  inactivación	  del	  cromosoma	  X,	  además	  de	  las	  sondas	  del	  array	  que	  alineaban	  en	  más	  de	  una	  

posición	  del	  genoma	  de	  referencia	  convertido	  con	  bisulfito	   (31%	  del	   total).	  Para	  comparar	   la	  

reproducibilidad	  entre	  ambos	  arrays	  se	  seleccionaron	  ocho	  muestras	  del	   set1	  (BK-‐816	  C,	  BK-‐

873	   C,	   BK-‐999	   A,	   BK-‐1082	   A,	   A07/00005	   A,	   A08/00095	   A,	   A08/00107	   C	   A08/00132	   C),	   se	  

tomaron	   las	   sondas	   comunes	   a	   los	   dos	   ensayos	   (21.325)	   y	   se	   calculó	   el	   coeficiente	   de	  

correlación	   de	   Pearson,	   obteniéndose	   un	   valor	   promedio	   de	   0,95	  ±	  0,009.	   Por	   otro	   lado,	   el	  

análisis	   jerárquico	   global	   no	   supervisado	  de	   los	   resultados	  mostró	   la	   agrupación	  de	   todas	   la	  

réplicas	   técnicas	   y	   biológicas,	   exceptuando	   A06/00210	   CB_BIO1,	   BIO2,	   que	   mostraron	   una	  

agrupación	  parcial,	  y	  A06/00210	  C_BIO1,	  BIO2	  y	  A06/00210	  A_BIO1,	  BIO2	  que	  no	  se	  agruparon	  

entre	  sí.	  	  

	  

Posteriormente,	   se	   exploró	   el	   comportamiento	  de	   las	   sondas	   (tipo	   I	   vs	   tipo	   II)	   y	   su	   distribución	   en	   el	  

genoma	   humano.	   Para	   ello	   se	   seleccionaron	   tres	   muestras	   control	   de	   metilación	   conocida	   (Jurkat	  

Genomic	  DNA,	  CpG	  Methylated	  Jurkat	  Genomic	  DNA	  y	  non-‐methylated	  DNA)	  y	  tres	  muestras	  de	  cerebro	  

(2	  controles	  y	  1	  caso	  EA),	  y	  se	  determinó	  para	  cada	  una	  de	  ellas	  el	  perfil	  de	  metilación	  de	  cada	  tipo	  de	  

sonda	  por	  separado	  a	  partir	  de	  los	  valores	  M-‐value.	  Para	  ello,	  se	  normalizaron	  los	  valores	  de	  metilación	  

(β-‐value)	   y	   se	   transformaron	   a	   M-‐value,	   empleando	   un	   método	   estándar349,	   donde	   M-‐value	   se	  

define,  𝑀! = 𝑙𝑜𝑔2( !"#$!
!!!"#$!

).	  

	  

Los	   resultados	   del	   array	   fueron	   sometidos	   a	   análisis	   de	   agrupamiento	   jerárquico	   no	   supervisado,	   y	  

análisis	   lineal	   discriminante	   (JMP	   software),	   para	   la	   identificación	   de	   patrones	   de	   metilación	  

diferenciales	  entre	  grupos	  de	  muestras.	  Los	  resultados	  de	  LDA	  fueron	  representados	  en	  heatmap	  y	  su	  

implicación	   funcional	   fue	   analizada	   por	  DAVID	   Functional	   Genomics,	   de	   manera	   análoga	   al	   apartado	  

anterior.	  

	  

El	  cálculo	  de	  las	  CpGs	  con	  diferencias	  significativas	  de	  metilación	  entre	  casos	  y	  controles	  dentro	  de	  cada	  

área	   se	   calculó	   empleando	   el	   paquete	   de	   R	   ‘LIMMA’350.	   A	   partir	   de	   los	   valores	   normalizados	   de	  

metilación,	   se	   calculó	   la	   distribución	   normal	   de	   los	   datos,	   las	   diferencias	   significativas	   entre	   casos	   y	  

controles	  (T-‐student)	  y	  su	  significancia	  estadística	  (p-‐valor),	  corrigiendo	  el	  error	  del	  análisis	  múltiple	  por	  

el	  ajuste	  de	  Benjamini.	  Para	  estimar	  la	  magnitud	  de	  las	  diferencias	  de	  metilación	  entre	  casos	  y	  controles,	  

se	  calculó	  para	  cada	  CpG	  el	  logFC	  (logaritmo	  del	  Fold	  Change).	  Este	  parámetro	  de	  uso	  muy	  frecuente	  en	  

los	  análisis	  de	  expresión	  génica,	  permite	  detectar	  el	  número	  de	  veces	  que	  aumenta	  o	  disminuye	  el	  valor	  

de	  metilación	  de	  los	  casos	  frente	  a	  los	  controles.	  El	  rango	  de	  valores	  de	  logFC	  comprende:	  [-‐∞,	  -‐1],	  [1,+	  

∞],	  y	  cero,	  donde	  los	  valores	  positivos	   indican	  hipermetilación	  de	  casos	  frente	  a	  controles,	   los	  valores	  

negativos	  hipometilación	  y	   cero	   representa	   la	  ausencia	  de	  cambios	  de	  metilación	  entre	   los	  grupos	  de	  

muestras	  comparados.	  	  
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3.5.3. Amplificación del genoma completo y cuantificación de la metilación del 
ADN por pirosecuenciación de fragmentos de PCR 

	  

En	  el	  presente	  trabajo	  de	  tesis,	  se	  empleó	   la	  reacción	  de	  pirosecuenciación	  para	  validar	   los	  resultados	  

obtenidos	   por	   Humanmethylation27	   (Illumina)	   en	   siete	   locus:	   APOE,	   DHRS4L2,	   HDC,	   PSEN1,	   SIRT3,	  

SUSD1	  y	  TAT.	  Con	  el	  objetivo	  de	  evitar	   la	  degradación	  del	  ADN	  convertido	  con	  bisulfito	  y	  aumentar	   la	  

cantidad	   de	  muestra	   disponible	   para	   los	   ensayos,	   se	   realizó	   una	   amplificación	   del	   genoma	   completo	  

tratado	   con	   bisulfito	   o	   Whole	   Bisulfitome	   Amplification	   (WBA).	   Esta	   reacción	   se	   realizó	   con	   el	   kit	  

comercial	   ‘Epitect	   Whole	   Bisulfitome	   kit’	   (Qiagen),	   específico	   para	   muestras	   tratadas	   con	   bisulfito,	  

siguiendo	   las	   indicaciones	   de	   los	   fabricantes	   (http://www.qiagen.com/products/epigenetics	  

/epitect/epitectbisulfitekit.aspx).	   WBA	   se	   basa	   en	   una	   reacción	   de	   amplificación	   por	   desplazamiento	  

múltiple	   (MDA),	   en	   la	  que	   se	  produce	  un	  amplificación	  del	  ADN	  a	   temperatura	   constante	  gracias	   a	   la	  

adición	  de	  hexámeros	  como	  cebadores	  y	  a	  la	  acción	  de	  una	  polimerasa	  modificada	  (Phi29).	  Esta	  reacción	  

permite	   la	   amplificación	   de	   fragmentos	   de	   ADN	   mayores	   que	   una	   PCR	   estándar	   (hasta	   100	   kb),	  

partiendo	  de	  una	  cantidad	  mínima	  de	  50	  ng.	  El	  producto	  de	  la	  reacción	  varía	  entre	  1-‐3	  µg	  de	  ADN,	  en	  

función	  de	  la	  calidad	  del	  material	  de	  partida,	  siendo	  desaconsejable	  utilizar	  ADN	  tratado	  con	  bisulfito	  en	  

un	  periodo	  superior	  a	  doce	  semanas,	  ya	  que	  la	  calidad	  del	  ADN	  no	  está	  garantizada	  por	  los	  fabricantes	  

del	  kit	  de	  conversión.	  

	  

Se	  realizaron	  dos	  reacciones	  de	  WBA	  por	  muestra,	  partiendo	  de	  100-‐200	  ng	  de	  cada	  una	  dependiendo	  

de	  la	  disponibilidad	  de	  la	  muestra.	  Se	  preparó	  una	  mezcla	  de	  29	  µL	  de	  Epitect	  WBA	  Reaction	  buffer	  y	  1	  

µL	  de	  REPLI-‐g	  Midi	  DNA	  polimerasa	  y	  se	  añadieron	  a	  la	  dilución	  de	  ADN.	  La	  solución	  se	  incubó	  durante	  8	  

h.	  a	  28ºC	  y	  posteriormente	  se	  inactivó	  el	  enzima	  exponiéndolo	  5	  min.	  a	  95ºC.	  La	  concentración	  del	  ADN	  

se	  midió	  con	  Nanodrop	  y	  Picogreen	  para	  determinar	  el	  rendimiento	  y	  la	  calidad	  del	  ADN	  final	  (Tabla	  17).	  

	  

La	   pirosecuenciación	   (PSQ)	   es	   una	   técnica	   bioluminométrica	   de	   secuenciación	   de	   ADN	   basada	   en	   la	  

síntesis	   en	   tiempo	   real	   del	   mismo.	   La	   PSQ	   se	   basa	   en	   la	   detección	   de	   moléculas	   de	   pirofosfato	  

inorgánico	  (PPi)	   liberadas	  tras	   la	   incorporación	  de	  nucleótidos	  durante	   la	  polimerización	  del	  ADN.	  Una	  

vez	   liberado	  el	  PPi,	   la	  enzima	  ATP-‐sulfurilasa	   lo	  convierte	  en	  adenosina	  trifosfato	   (ATP),	  sustrato	  de	   la	  

luciferasa,	  que	  produce	  fotones	  de	  manera	  a	  la	  concentración	  de	  ATP	  recibido,	  tras	  lo	  cual	  las	  moléculas	  

de	   ATP	   y	   los	   deoxinucleótidos	   no	   utilizados	   son	   degradados	   por	   la	   apirasa.	   Este	   proceso	   se	   repite	  

consecutivamente	  hasta	  completar	  la	  reacción	  siguiendo	  el	  orden	  de	  dispensación	  de	  nucleótidos	  para	  

completar	  la	  secuencia	  (Figura	  16).	  
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Tabla	  17.	  Cuantificación	  de	  ADN	  tratado	  con	  bisulfito	  y	  amplificado	  por	  WBA	  

	  
ADN	   tratado	   con	   bisulfito	   y	   amplificado	   por	  WBA.	  
Factor:	   número	   de	   veces	   que	   aumenta	   la	  
concentración	   de	   ADN	   WBA	   respecto	   a	   la	  
concentración	  inicial.	  

	  
	  

ID#muestra Concentración#(ng/ul) Factor#

A07/00005&A 134.54 1.92
A07/00005&HT 142.14 1.44
A08/00095&A 74.66 1.87
A08/00095&CB 1521.12 16.19
A08/00095&HT 117.7 2.92
A08/00095&NA 782.6 12.55
A08/00095&P 120.77 1.65
A08/00107&C 66.4 0.71
A08/00107&HC 41.1 0.91
A08/00107&HT 57.4 1.36
A08/00132&C 72.1 1.6
A08/00132&CB 436.51 8.95
A08/00132&HC 39.5 0.63
BK61049&CB 92.2 1.63
BK61049&HT 45.3 0.52
BK61049&NA 36.8 0.85
BK61082&A 163.08 3.8
BK61082&CB 543.93 15.23
BK61082&HC 184.72 3.19
BK61082&HT 237.76 4.78
BK61082&P 63.2 0.79
BK6816&C 69 0.78
BK6816&HC 95.97 1.89
BK6873&A 59.1 1.1
BK6873&CB 304.41 4.38
BK6873&HC 65.5 0.68
BK6873&HT 31 0.45
BK6873&NA 700 7.39
BK6873&NA 60.9 2.14
BK6873&NA 433.3 5.73
BK6873&P 63.9 0.72
BK6873&SN 90.4 1.63
BK6962&A 66.8 1.28
BK6962&C 59.7 0.73
BK6962&HC 49 0.56
BK6962&P 81.7 6.35
BK6962&SN 83.2 0.92
BK6999&A 96.3 1.13
BK6999&CB 380.65 8.28
BK6999&HC 248.74 6.22
BK6999&HT 107.57 1.99
BK6999&P 76.2 1.07
BK6999&SN 42.1 1.37
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Figura	   16.	   Principio	   de	   pirosecuenciación,	   extraído	   de	   DNA	   methylation	   Analysis	   by	  
Pyrosequencing351.	  a.	  Adición	  de	  αs-‐dATP	  a	  la	  secuencia	  a	  analizar.	  En	  el	  caso	  de	  la	  adenosina	  
empleamos	   un	   nucleótido	  modificado,	   porque	   dATP	   es	   sustrato	   directo	   de	   la	   luciferasa.	   En	  
este	  ejemplo,	  la	  luz	  detectada	  equivale	  a	  la	  incorporación	  en	  la	  secuencia	  de	  una	  adenosina.	  b.	  
La	  adición	  de	  una	  dGTP	  en	  la	  secuencia	  no	  produce	  emisión	  de	  luz,	  porque	  este	  nucléotido	  no	  
es	   complementario	   al	   nucleótido	   ‘R’	   y	   por	   lo	   tanto	   no	   se	   incorpora	   a	   la	   secuencia.	   c.	   El	  
nucléotido	  degenerado	  ‘R’	  representa	  la	  mezcla	  de	  ‘A	  o	  G’	  en	  la	  solución.	  Su	  complementario	  
es	  ‘Y’	  que	  representa	  a	  ‘C	  o	  T’.	  Por	  lo	  tanto,	  la	  adición	  de	  dCTP	  a	  la	  secuencia	  se	  incorpora	  en	  
una	  fracción	  de	  las	  moléculas.	  En	  este	  ejemplo	  vemos	  que	  el	  50%	  de	  las	  moléculas	  contenían	  
una	  guanina	  y	  por	  lo	  tanto	  la	  señal	  luminiscente	  detectada	  equivale	  a	  la	  mitad	  de	  la	  señal	  de	  
adenosina.	  d.	  La	  adición	  de	  dTTP	  se	  incorpora	  en	  el	  resto	  de	  moléculas	  que	  contenían	  una	  ‘A’,	  
de	  manera	  que	  podemos	  calcular	  la	  relación	  de	  C/T	  y	  por	  lo	  tanto	  cuantificar	  la	  metilación	  en	  
un	   sitio	   CpG.	  e.	  dGTP	   se	   incorpora	   en	   la	   secuencia,	   y	   emite	   un	  haz	   de	   luz	   proporcional	   a	   la	  
adición	  de	  un	  nucleótido.	  La	  secuencia	  resultante	  sería	  AYG,	  con	  un	  50%	  de	  metilación	  en	  el	  
sitio	  CpG.	  

	  

Antes	  de	  comenzar	  la	  reacción	  de	  pirosecuenciación	  se	  genera	  un	  amplicón	  a	  partir	  de	  una	  reacción	  de	  

amplificación	  de	  PCR,	  en	   la	  que	  uno	  de	   los	  cebadores	  está	  biotinilado	  en	  el	  extremo	  5’.	  La	  biotina	  del	  

extremo	  del	  producto	  de	  PCR	  se	  une	  a	  una	  superficie	  sólida	  revestida	  de	  estreptavidina,	  de	  forma	  que	  

cuando	  se	  desnaturaliza	  el	  ADN,	  la	  hebra	  unida	  a	  la	  superficie	  sólida	  queda	  aislada	  y	  preparada	  para	  la	  

reacción	  de	  pirosecuenciación.	  Para	  ello,	  se	  añade	  el	  cebador	  de	  secuencia,	  diseñado	  para	  cada	  ensayo,	  

y	   los	   reactivos.	   Los	  ensayos	  específicos	  para	   las	   regiones	   seleccionadas	   se	  diseñaron	   con	  el	  programa	  

PSQ	  Assay	  Design	  Software	  (Biotage).	  Los	  ensayos	  fueron	  seleccionados	  en	  función	  de	  la	  puntuación	  de	  

calidad	  atribuidos	  a	  los	  diseños,	  que	  estriba	  en	  la	  especificidad	  y	  estabilidad	  de	  los	  productos	  de	  PCR	  y	  

de	  secuencia.	  Los	  ensayos	  seleccionados	  para	  la	  validación	  se	  encuentran	  en	  la	  Tabla	  18.	  
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Tabla	  18.	  Ensayos	  de	  pirosecuenciación	  diseñados	  para	  la	  validación	  de	  
‘Infinium®	  Humanmethylation27	  Beadchip	  Array’	  

	  
Cebadores:	  directo	  (F),	  inverso	  (R)	  y	  de	  secuencia	  (S).	  [Biot],	  extremo	  5’	  modificado	  con	  biotina.	  

	  

La	  reacción	  de	  PSQ	  se	  llevó	  a	  cabo	  en	  un	  volumen	  total	  de	  25	  μL,	  añadiendo:	  

• 100	  ng	  de	  ADN	  tratado	  con	  bisulfito	  y	  amplificado	  por	  WBA	  

• 2,5	  μL	  de	  tampón	  10x	  ‘Gold-‐Taq’	  (Applied	  Biosystems)	  

• 200	  μM	  de	  dNTPs	  (Invitrogen)	  

• 1,6	  mM	  de	  MgCl2	  ‘Gold-‐Taq’	  (Applied	  Biosystems)	  

• 0,2	  μM	  de	  cada	  cebador	  (directo	  e	  inverso)	  (Sigma-‐Aldrich)	  

• 2	  U	  de	  polimerasa	  ‘Gold-‐Taq’	  (Applied	  Biosystems)	  

	  

La	  amplificación	  se	  realizó	  en	  un	  termociclador	  Gene	  AMP	  PCR	  System	  9700	   (Applied	  Biosystems)	  bajo	  

las	  siguientes	  condiciones	  de	  reacción:	  

• 15	  min.	  a	  95ºC	  	  

• amplificación	  tota	  de	  50	  ciclos:	  

• 30	  seg.	  a	  95ºC	  

• 30	  seg.	  a	  Tm	  específica	  de	  cada	  reacción	  (Tabla	  23)	  

• 10	  seg.	  a	  72	  ºC	  

• 10	  min.	  a	  72ºC	  

	  

Los	  productos	  de	  amplificación	  se	  visualizaron	  en	  geles	  de	  agarosa	  (2%),	  teñidos	  con	  SYBR	  Safe.	  En	  una	  

estación	  de	  pirosecuenciación	   se	  purificaron	   los	   fragmentos	  de	  PCR	  y	   se	   seleccionó	   la	  hebra	  marcada	  

con	  biotina	  mediante	  la	  unión	  a	  microesferas	  revestidas	  de	  estreptavidina.	  Esta	  hebra	  se	  incubó	  con	  el	  

Locus Tm((ºC) Directo
APOE 57,8 F:5'(AGGATATTGGGGATATTTAGTAGG(3'

R:5'[Biot](AACAAAACTCCACCAATTATCACTATCAT(3'
S:5'(GGGATATTTAGTAGGTGT(3'

SIRT)3 58,5 F:5'(AGTGTTTTGAGAGGATTAGGTGTAAA(3'
R:5'[Biot](AATTCCCTAATCTAATATCTCATCTCTC(3'
S:5'(GTAAATATAATGTTTGATTATAGTA(3'

PSEN)1 60,75 F:5'(GGGTTGTAGGGGTTTTGAGGTT(3'
R:5'([Biot](CCACCCACCAAAAATTTTAATTCAT(3'
S:5'(GAAAGTTTTTATATAAATTGGG(3'

HDC 61,8 F:5'(AGGGTTTATATTGGTTGTTAGGG(3'
R:5'[Biot](CTCCCTTAAACTCTAACTCCTTCTCA(3'
S:5'(GGTTGTTAGGGAGTG(3'

DHRS4L2 58,7 F:5'(AGGGATAGAAGGGTTGGTAAG(3'9
R:5'[Biot](CCCTAACTACCTAAAAACATACACT(3'
S:5'(GGGGTATTGGAGGTAAA(3'

SUSD)1 58,3 F:5'(AAGGGAGTTGGATGAGGT(3'
R:5'[Biot](CTCCATCACAACCCTACTCT(3'
S:5'(AGGTTTAGATGAGAGG(3'

TAT 61,45 F:5'(GGGAGAGGAGGAAAGAAGTT(3'
R:5'[Biot](CTCCCTTAACTCTTCTTTAACAAATTACA(3'
S:5'(ATGGTATGAAAGTTTTAAGT(3'
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cebador	   de	   secuenciación	   y	   a	   continuación	   se	   realizó	   la	   reacción	   de	   pirosecuenciación	   con	   el	   kit	  

comercial	  PyroGold	  Reagent	  Kit	  (Biotage),	  en	  el	  PSQ	  96MA	  pyrosequencer	  (Biotage)	  de	  acuerdo	  con	  los	  

protocolos	   previamente	   publicados351.	   Para	   cada	   muestra	   y	   CpG	   se	   realizaron	   dos	   experimentos	  

independientes.	  La	  frecuencia	  alélica	  o	  porcentaje	  de	  Citosina	  respecto	  Timina,	  se	  calculó	  a	  partir	  de	  la	  

altura	  de	  pico	  calculada	  por	  Pyro-‐Q-‐CpG	  Software	  (Biotage),	  siendo	  el	  porcentaje	  total	  de	  metilación	  de	  

un	   sitio	   CpG	   equivalente	   al%	   de	   Citosina	   respecto	   a	   la	   suma	   de	   Citosina	   y	   Timina	   en	   dicha	  

posición:  𝑀𝑒𝑡𝑖𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛   % =    !"#$%"&'
!"#$%"&'!!"#"$%

×  100	  

	  

3.6. Detección de la expresión de ARN 
	  

3.6.1. Secuenciación de ARN de última generación (RNA-sequencing) 
	   	  

La	   secuenciación	   de	   ARN	   se	   realizó	   íntegramente	   en	   la	   unidad	   de	   ultrasecuenciación	   (CRG).	   El	   ARN	  

mensajero	   se	   purifica	   para	   su	   retrotranscripción	   a	   ADN	   copia	   (ADNc)	   y	   posterior	   construcción	   de	  

librerías	   –colecciones	   de	   clones	   que	   contienen	   como	   insertos	   fragmentos	   de	   ADN	   copia–.	   Una	   vez	  

desnaturalizadas,	   se	   cargan	   en	   celdas	   de	   flujo	   (CF),	   donde	   forman	   clusters	   de	   secuencias,	   es	   decir,	  

fragmentos	   de	   ADNc	   que	   se	   distribuyen	   a	   lo	   largo	   de	   las	   CF	   en	   agrupaciones	   con	   idéntica	   secuencia	  

nucleotídica.	  A	  continuación	  se	  carga	  la	  CF	  en	  un	  Genome	  Analyzer	  IIx	  (GAIIx)	  para	  su	  lectura.	  	  

	  

Preparación	  de	  las	  librerías	  de	  ARN	  mensajero	  (ARNm)	  y	  secuenciación	  

Se	  prepararon	  librerías	  de	  ARNm	  a	  partir	  de	  seis	  muestras	  de	  ARN	  aisladas	  de	  la	  amígdala	  de	  BK-‐1082,	  

A07/00005,	  BK-‐1049,	  A08/00132,	  BK-‐0816	  y	  BK-‐0873	  (set1)	  de	  concentración	  y	  calidad	  determinada	  (ver	  

apartado	   3.2.2.).	   Brevemente,	   5	   µg	   de	   ARN	   total,	   no	   tratados	   con	  DNasa	   I,	   fueron	   enriquecidos	   en	  

secuencias	   codificantes	   mediante	   captura	   de	   poly_A	   presente	   en	   el	   ARN	   mensajero	   (Sera-‐mag®	  

magnetic	  beads,	  revestidas	  con	  oligo-‐dT).	  Una	  vez	  enriquecido,	  el	  ARNm	  se	  fragmentó	  por	  tratamiento	  

de	  calor	  con	  una	  solución	  de	  zinc	  disminuyendo	  así	   la	  presencia	  de	  estructuras	  secundarias	  y	  el	  desvío	  

de	   los	   cebadores	   universales	   por	   los	   extremos	   5’,	   favoreciendo	   la	   eficiencia	   de	   la	   reacción	   de	  

retrotranscripción	   de	   ARNm	   a	   ADN	   copia	   (ADNc)	   (SuperScript	   II	   reverse	   transcriptase,	   Invitrogen).	   A	  

continuación,	   se	   repararon	   los	   extremos	   del	   ADNc	   incubando	   las	  muestras	   con	   T4	  DNA	   polimerasa	   y	  

fragmento	   Klenow	   (Illumina).	   El	   ADNc	   fue	   purificado	   (QIAquick	   PCR	   purification	   kit,	   Qiagen)	   y	  

poliadenilado	   en	   el	   extremo	   3’	   mediante	   incubación	   con	   dATP	   y	   3’5’	   exo	   Klenow	   (Illumina).	   Tras	  

purificar	   el	   ADNc	   se	   ligaron	   adaptadores	   a	   los	   extremos,	   se	   visualizaron	   en	   un	   gel	   de	   agarosa	   y	   se	  

extrajeron	   los	   fragmentos	   de	  ~300	   pb.	   Se	   realizó	   entonces	   una	   PCR	   específica	   de	   elongación	   de	   los	  

adaptadores	   hasta	   112	   pb.	   La	   librería	   así	   obtenida	   fue	   purificada	   cuantificada	   y	   analizada	   por	  

Bioanalyzer.	  Finalmente,	  se	  realizó	  una	  secuenciación	  de	  extremos	  apareados	  (paired-‐end),	  generando	  
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los	  clusters	  con	  el	  PE	  generation	  kit	  (v.4),	  y	  secuenciando	  con	  el	  SBS	  kit	  v.4	  y	  v.5	  (Tabla	  19)	  durante	  54	  

ciclos.	  

	  

Tabla	  19.	  Caracterización	  del	  proceso	  de	  secuenciación	  a	  gran	  escala	  de	  ARN	  mensajero	  

	  

	  

Análisis	  de	  los	  resultados	  de	  secuenciación	  de	  ARN	  

El	   análisis	   de	   los	   resultados	   se	   realizó	   en	   colaboración	   con	   un	   miembro	   del	   laboratorio,	   Marc	  

Friedlander.	   Los	   resultados	   de	   secuenciación	   recogidos	   en	   archivos	   de	   texto	   (‘qseq.txt’)	   fueron	  

transformados	   a	   formato	   fastq	   mediante	   el	   código	   de	   programación	   qseq2fastq.pl	  

(http://qseq2fastq.sourceforge.net/).	   Este	   formato,	   compatible	   con	   el	   formato	   estándar	   de	   secuencia	  

FASTA,	   define	   para	   cada	   secuencia	   un	   identificador	   específico,	   la	   secuencia	   nucleotídica	   leída,	   otro	  

identificador	  y	  los	  parámetros	  de	  calidad	  de	  la	  secuencia	  obtenida.	  	  

	  

El	   método	   paired-‐end	   permitió	   obtener	   dos	   lecturas	   por	   cada	   fragmento	   secuenciado,	   una	   de	   cada	  

extremo.	   Las	   secuencias	   se	   alinearon	   contra	   la	   última	   versión	   de	   referencia	   del	   genoma	   humano	  

(NCBI37,	  hg19)	  mediante	  el	  programa	  bioinformático	  TopHat352.	  A	  partir	  de	   los	  datos	  de	  alineamiento	  

de	   secuencias	   cortas	   a	   gran	  escala	  obtenidos	  por	  el	   programa	  Bowtie,	  TopHat	   permitió	   identificar	   los	  

puntos	  de	  corte	  y	  empalme	  o	  splice	  junctions	  de	  las	  secuencias	  de	  ARN	  que	  delimitan	  el	  final	  e	  inicio	  de	  

exones	   contiguos,	   permitiendo	   alinear	   frente	   al	   genoma	   humano	   secuencias	   combinadas	   de	   varios	  

exones	   que	   de	   otra	   forma	   quedarían	   fuera	   del	   alineamiento	   de	   secuencias	   (Figura	   17).	   El	   análisis	   de	  

secuencias	   apareadas	   se	   realizó	   empleando	   parámetros	   estándar	   y	   definiendo	   una	   distancia	   entre	  

extremos	  media	  de	  200	  nt,	  con	  el	  comando	  –r	  200.	  A	  partir	  de	  las	  secuencias	  alineadas,	  se	  estimaron	  los	  

valores	   de	   expresión	   génica	   utilizando	   el	   programa	  Cufflinks353,	   seleccionando	   parámetros	   de	   análisis	  

estándar	   y	   empleando	   los	   genes	   codificantes	   de	   proteína	   de	  Genecode	   versión	   6	   como	   anotación	   de	  

referencia.	  	  

	  

Samples(ID Area
Conc.(
(ng/μL)

260/280 260/230 RIN PMI((h)
Cámara(de(

flujo
Carril

Conc.(Inicial(
(pM)

Tamaño(
librería((pb)

Secuencias(
(Millones)

BK#0816 Amígdala 482,15 2,02 1,76 6 9,3 61RN6AAX 1 8 221 16,29
BK#0873 Amígdala 595,82 2,03 2,06 5,90 4,3 61RN6AAX 2 8 223 13,30

A08/00132 Amígdala 1453,2 2,02 2,13 6,40 3,05 61RN6AAX 3 8 217 16,15
BK#1082 Amígdala 836,97 2,03 2,1 6,10 7,3 626MJAAX 3 5,5 236 32,67
BK#1049 Amígdala 1267,0 2,1 1,43 6,40 3,4 61RN6AAX 4 8 225 14,53

A07/00005 Amígdala 900,55 2,1 2,22 6 5 626MJAAX 4 5,5 232 45,98
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Figura	   17.	   Estrategia	  de	  alineamiento	  de	   secuencias	  o	   ‘reads’	  obtenidos	  por	   ‘RNA	   sequencing’,	   frente	  al	   genoma	  

humano	   de	   referencia.	   El	   fenómeno	   de	   corte	   y	   empalme	   puede	   dar	   lugar	   a	   fragmentos	   de	   secuencias	   que	  

contengan	   el	   final	   de	   un	   exón	   y	   el	   inicio	   del	   siguiente.	   Estos	   fragmentos	   no	   pueden	   ser	   alineados	   directamente	  

frente	  al	  genoma	  de	  referencia,	  puesto	  que	  carecen	  de	  homología,	  por	  ello,	  es	  necesario	  identificar	  estos	  puntos	  de	  

cortes,	  separar	  los	  fragmentos	  y	  alinearlos	  por	  separado.	  	  

	  

Para	   observar	   la	   correlación	   entre	   la	   metilación	   del	   ADN	   y	   la	   expresión	   del	   ARN	   mensajero	   se	  

compararon	   los	   datos	   obtenidos	   en	   el	   array	   de	   metilación	   Humanmethyl27,	   frente	   a	   los	   resultados	  

obtenidos	  por	  RNA-‐sequencing	  de	  las	  seis	  muestras	  de	  amígdala	  analizadas.	  Para	  ello,	  se	  tomó	  el	  valor	  

de	   metilación	   de	   11.774	   sondas	   que	   presentaban	   un	   p-‐valor<0,05,	   en	   el	   cálculo	   de	   la	   intensidad.	  

Calculando	  un	  valor	  promedio	  de	  metilación	  para	  las	  regiones	  que	  contenían	  más	  de	  una	  sonda.	  A	  partir	  

de	  estos	  datos	  se	  calculó	  la	  correlación	  de	  los	  β-‐value	  de	  las	  sondas	  seleccionadas	  frente	  a	  los	  valores	  de	  

expresión	  normalizados	  en	  RPKM	  (Reads	  Per	  Kilobase	  of	  exon	  model	  per	  Million	  mapped	  reads).	  Se	  creó	  

un	  script	  de	  Perl	  para	  ordenar	  y	  clasificar	  estos	  genes	  en	  cuantiles,	  por	  metilación	  y	  expresión,	  se	  calculó	  

el	  coeficiente	  de	  correlación	  de	  Spearman	  entre	  estos	  parámetros	  y	  se	  generó	  un	  heatmap	  empleando	  

el	  paquete	  Statistics	  de	  R.	  	  

	  

3.6.2. Cuantificación de la expresión génica por transcripción reversa y PCR 
semicuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) 

	  

Para	  calcular	  la	  expresión	  relativa	  de	  cuatro	  genes	  (HIF1A,	  NR2F1,	  PAX6,	  SYK)	  que	  presentaban	  cambios	  

significativos	  en	  la	  metilación	  en	  muestras	  de	  cerebelo	  entre	  controles	  y	  EA	  tardía,	  se	  aisló	  el	  ARNm	  de	  

19	  individuos	  control	  y	  17	  EA	  tardía	  (Tabla	  11),	  se	  retrotranscribió	  a	  ADNc	  y	  se	  cuantificó	  su	  abundancia	  

relativa	   por	   PCR	   en	   tiempo	   real	   incluyendo	   dos	   genes	   control	   o	   housekeeping	   (HPRT1	   y	   TBP)	   para	  

normalizar	  los	  valores	  de	  cada	  experimento	  (Tabla	  20).	  

	  



Materiales	  y	  métodos	  

	   79	  

Tabla	  20.	  Sondas	  Taqman	  utilizadas	  en	  la	  PCR	  en	  tiempo	  real	  (RT-‐qPCR).	  

Genes	   Tipo	   Eficiencia	  

SYK	   diana	   1,83	  
NR2F1	   diana	   1,74	  
HIF1A	   diana	   1,86	  -‐	  1,91	  
PAX6	   diana	   1,83	  
HPRT1	   HSK-‐1	   1,83	  -‐	  2,05	  
TBP	   HSK-‐2	   1,71	  -‐	  2,001	  

HSK:	  housekeeping	  de	  referencia;	  cálculo	  de	  la	  eficiencia	  a	  partir	  de	  dos	  
experimentos	  independientes	  por	  triplicado	  (2	  valor	  máximo	  de	  eficiencia).	  

	  

Esta	   técnica	   de	   evaluación	   de	   la	   expresión	   del	   ARN	   mensajero	   consiste	   en	   el	   seguimiento	   de	   la	  

amplificación	  por	  PCR	  en	  tiempo	  real	  a	  través	  de	   la	  emisión	  de	  fluorescencia	  utilizando	  un	  sistema	  de	  

sondas	   Taqman.	   La	   reacción	   de	   PCR	   consta	   de	   una	   fase	   inicial,	   una	   exponencial	   y	   un	   plateau	   de	  

amplificación.	   Como	   se	   expresa	   en	   la	   siguiente	   fórmula,	   la	   cantidad	   de	   producto	   de	   PCR	   final	   (P)	  

obtenido	  es	  directamente	  proporcional	  al	  número	  de	  ciclos	  (N)	  y	  a	  la	  cantidad	  de	  ADNc	  de	  partida	  (C):	  

P=	   (2)N	  x	  C.	  Para	  comparar	   la	  cantidad	  de	  ADN	  problema	  en	  cada	  muestra,	   se	  establece	  un	  umbral	  de	  

fluorescencia	   que	   coincide	   con	   el	   punto	   en	   el	   cual	   la	   reacción	   de	   PCR	   se	   encuentra	   en	   su	   fase	  

exponencial.	  El	  ciclo	  de	  PCR	  en	  el	  que	  la	  amplificación	  atraviesa	  este	  umbral	  de	  fluorescencia	  se	  define	  

como	  Ct	  (threshold	  cycle)	  o	  Cp	  (crossing	  point)	  y	  es	  inversamente	  proporcional	  a	  la	  concentración	  inicial	  

de	   ADNc	   presente	   en	   cada	  muestra.	   De	  manera	   que	   una	   baja	   concentración	   de	   ADNc	   necesitará	   un	  

número	  mayor	  de	  ciclos	  para	  llegar	  a	  dicho	  umbral.	  

	  

En	   primer	   lugar,	   se	   evaluó	   la	   eficiencia	   de	   la	   reacción	   de	   amplificación	   de	   cada	   sonda	  mediante	   una	  

recta	   de	   calibrado	   que	   permite	   comprobar	   la	   idoneidad	   de	   las	   sondas	   y	   el	   rango	   óptimo	   de	  

concentración	   de	  ADNc	   en	   nuestro	   sistema	  de	   trabajo	   en	   el	   cual	   el	   cálculo	   de	  Ct	   es	   lineal	   (Ct	   <30-‐35	  

ciclos).	  La	  recta	  patrón	  se	  generó	  a	  partir	  de	  8	  diluciones	  seriadas	  (1/2)	  de	  una	  mezcla	  equimolar	  de	  diez	  

muestras	   de	   ADNc,	   cinco	   controles	   y	   cinco	   EA	   tardía.	   La	   eficiencia	   de	   la	   reacción	   definida	   como	   la	  

capacidad	  de	  duplicar	  las	  copias	  de	  ADNc	  en	  cada	  ciclo354,355,	  se	  calculó	  como:	  E	  =	  10(-‐1/m);	  siendo	  m,	   la	  

pendiente	  de	  la	  función	  (ADNc,	  Ct).	  

	  

A	  partir	  de	  ARN	  mensajero	   total	  aislado	  de	  muestras	  de	  cerebro	   (Tabla	  11)	  y	   tratado	  con	  DNAsa	   I,	   se	  

tomó	  1	  µg	  de	  cada	  muestra	  y	  se	  añadió	  a	  un	  volumen	  total	  de	  25	  µL	  de	  reacción	  de	  retrotranscripción	  

(SuperScript®	   III	  One-‐Step	  RT-‐PCR	  System	  with	  Platinum®Taq,	   Invitrogen)	  para	   generar	  ADNc.	  Una	   vez	  

comprobado	  el	  rango	  de	  concentración	  óptimo	  para	  cada	  sonda,	  se	  realizó	  el	  ensayo	  Taqman	  de	  cada	  

gen	  con	  todas	  las	  muestras	  problema	  incluyendo	  los	  genes	  de	  referencia	  en	  cada	  placa.	  La	  reacción	  se	  

llevó	  a	  cabo	  en	  un	  volumen	  total	  de	  10	  µL,	  añadiendo:	  

• 1	  µL	  de	  ADNc	  (dilución	  específica	  para	  cada	  ensayo	  Taqman)	  

• 5	  µL	  de	  2XMaster	  mix	  Buffer	  
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• 0,5	  µL	  20X	  Taqman	  Gene	  Expression	  Assay	  (sonda	  Taqman	  y	  primer	  universal)	  

• q.s.	  de	  agua	  hasta	  10	  µL	  

	  

La	  reacción	  se	  mezcló	  por	  vórtex,	  se	  centrifugó	  y	  se	  cargó	  en	  un	  aparato	  ABI	  PRISM	  7900	  HT	  Real	  Time	  

PCR	  System	  (Applied	  Biosystems).	  Las	  condiciones	  de	  reacción,	  fueron:	  

• 15	  seg.	  de	  desnaturalización	  a	  90ºC	  

• 1	  min.	  de	  amplificación	  a	  60ºC	  durante	  40	  ciclos.	  	  

	  

Los	  resultados	  fueron	  analizados	  con	  el	  software	  SDS	  v.2.1	  (Applied	  Biosystems).	  	  

	  

El	  diseño	  del	  experimento	  comprende	  dos	  réplicas	  biológicas,	  originadas	  a	  partir	  de	  dos	  reacciones	  de	  

retrotranscripción	  (RT1,	  RT2)	   independientes	  y	  tres	  réplicas	  técnicas	  de	  cada	  muestra	  (36	  muestras	  en	  

total:	  19	  controles	  y	  17	  EA	  tardía).	  Se	  realizó	  un	  experimento	  por	  cada	  RT	  y	  para	  cada	  experimento	  se	  

necesitaron	  tres	  placas	  de	  384	  pocillos.	  En	  cada	  placa,	  se	  analizaron	  los	  cuatro	  genes	  problema	  y	  los	  dos	  

genes	   control,	   para	   evitar	   el	   efecto	   de	   la	   variabilidad	   entre	   placas.	   Las	  muestras	   se	   distribuyeron	   de	  

manera	  homogénea	  entre	   casos	   y	   controles	   cuando	  era	  posible.	   En	   la	  primera	  placa	   se	   analizaron	  14	  

muestras	   (7	   casos	  y	  7	   controles),	   en	   la	   segunda	  13	  muestras	   (7	   casos	  y	  6	   controles)	   y	  en	   la	   tercera	  9	  

muestras	  (3	  casos	  y	  9	  controles)	  para	  la	  RT1	  y	  la	  RT2.	  Un	  tercer	  experimento,	  realizado	  a	  partir	  de	  una	  

RT	  independiente	  (RT3),	  fue	  empleado	  para	  contrastar	  los	  resultados	  obtenidos	  en	  el	  gen	  HIF1A	  en	  los	  

experimentos	  anteriores	  (RT1,	  RT2).	  En	  este	  experimento	  se	  necesitó	  una	  única	  placa	  de	  384	  pocillos	  en	  

la	   que	   se	   distribuyeron	   las	   36	  muestras	   y	   las	   réplicas	   técnicas	   (3)	   para	   el	   ensayo	   problema	   y	   los	   dos	  

genes	  control.	  Para	  obtener	  una	  medida	  más	  exacta	  de	   la	  variación	  entre	  casos	  y	  controles,	  se	  añadió	  

una	  recta	  patrón	  para	  cada	  gen	  de	  forma	  que	  el	  valor	  de	  la	  eficiencia	  introducida	  en	  el	  cálculo	  fuera	  el	  

de	  la	  misma	  placa	  del	  ensayo.	  	  

	  

Una	  vez	  obtenidos	  los	  valores	  de	  Ct,	  se	  emplearon	  dos	  sistemas	  de	  cuantificación	  de	  la	  expresión	  génica:	  

la	  cuantificación	  relativa	  o	  “Método	  ΔΔCt”	  y	  un	  “Modelo	  mixto”	  estadístico,	  que	  calcula	   las	  diferencias	  

de	  expresión	  entre	  casos	  y	  controles	  corrigiendo	  los	  datos	  según	  la	  presencia	  de	  variables	  externas	  a	  la	  

reacción	  de	  RT-‐qPCR,	  como	  la	  calidad	  del	  ARNm	  de	  partida,	  la	  reacción	  de	  retrotranscripción	  del	  ARNm	  

a	  ADNc	  y	  las	  diferencias	  entre	  placas	  en	  un	  mismo	  experimento.	  La	  cuantificación	  relativa	  se	  basa	  en	  la	  

comparación	   de	   los	   valores	   de	   Ct	   de	   los	   genes	   problema	   frente	   a	   los	   de	   referencia.	   Una	   estimación	  

rápida	   de	   esta	   relación	   se	   puede	   efectuar	   considerando	   la	   eficiencia	   de	   ambas	   reacciones	   (muestras	  

problema	  y	  referencia)	  como	  del	  100%,	  empleando	  la	  siguiente	  fórmula356,	  

	   	   𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 = 2!(∆!"!"#$%!!∆!"!"# = 2!∆∆!"	  

Para	  el	  cálculo	  de	  esta	  relación	  se	  empleó	  otro	  modelo	  que	  incluye	  la	  eficiencia	  de	  los	  genes	  en	  estudio	  

y	  de	  los	  genes	  de	  referencia	  basándose	  en	  la	  fórmula355,	  

	   	   𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜 =    (!!"#$%!)
∆!"!"#$%!(!"#$%"&!!"#$%&)

(!!"#)
∆!"!"#(!"#$%"&!!"#$%&) 	  
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donde,	   E	   es	   la	   eficiencia	   del	   gen	   en	   estudio	   (target)	   y	   de	   referencia	   (ref)	   y	   ΔCp	   es	   la	   desviación	   o	  

incremento	  entre	  los	  controles	  y	  los	  afectos	  para	  el	  gen	  en	  estudio	  y	  de	  referencia,	  respectivamente.	  El	  

segundo	  método	  empleado	  fue	  el	  Modelo	  mixto	  el	  cual	  estimando	  de	  manera	  global	  los	  parámetros	  que	  

pueden	  afectar	  a	  las	  muestras,	  calcula	  la	  variación	  de	  la	  expresión	  entre	  casos	  y	  controles357,	  	  

𝑦𝑔𝑖𝑗𝑘𝑟 = 𝑇𝐺𝑔𝑖 + 𝑙𝑔𝑗 + 𝐵𝑔𝑖𝑗𝑘 + 𝐷𝑖𝑗𝑘 + 𝑒𝑔𝑖𝑗𝑘𝑟	  

donde	   ygijkr	   es	   la	   medida	   de	   la	   expresión	   logarítmica	   (Ct),	   Dijk	   representa	   una	   variación	  

específica	  de	  la	  muestra	  introducida	  por	  el	  protocolo	  experimental	  y	  egijkr,	  representa	  el	  error	  

de	  cada	  medida	  puntual.	  
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4.1. Estudio del patrón de metilación del sistema nervioso central 
entre individuos afectados por enfermedad de Alzheimer de 
aparición tardía, enfermedad de Parkinson esporádica 

	  

4.1.1. Detección global de metilación: array Infinium HumanMethylation27 
	  

Se	  seleccionaron	  diez	  individuos,	  tres	  afectados	  de	  EA	  tardía,	  tres	  afectados	  de	  EP	  esporádica	  y	  cuatro	  

individuos	  sin	  lesiones	  neuropatológicas,	  de	  los	  que	  se	  obtuvieron	  muestras	  de	  ADN	  de	  siete	  áreas	  del	  

SNC:	  amígdala,	  corteza,	  hipocampo,	  hipotálamo,	  protuberancia,	  sustancia	  negra	  y	  cerebelo.	  Un	  total	  

de	   50	   muestras	   de	   ADN	   tratadas	   con	   bisulfito	   fueron	   hibridadas	   en	   el	   array	   de	   Illumina	   Infinium	  

HumanMethylation27,	   efectuándose	   un	   análisis	   global	   de	   metilación	   de	   27.578	   dianas	   CpG,	  

distribuidas	   en	   14.475	   genes	   y	   110	   miRNAs.	   Los	   resultados	   fueron	   normalizados	   y	   analizados	  

siguiendo	  el	  protocolo	  establecido	  para	  esta	  plataforma.	  	  

	  

Se	  efectuó	  un	  análisis	  jerárquico	  no	  supervisado	  para	  observar	  la	  agrupación	  entre	  muestras	  en	  base	  

al	   patrón	   de	  metilación	   global.	   Inicialmente	   se	   consideraron	   las	   27.578	   sondas	   de	   las	   50	  muestras	  

hibridadas	  en	  el	  array	  y	  se	  comparó	  su	  distribución.	  El	  análisis	  global	  mostró	  una	  agrupación	  de	   las	  

muestras	   hibridadas	   en	   cuatro	   bloques	   principales,	   correspondientes	   a:	   controles	   de	   metilación,	  

regiones	   de	   cerebro	   (corteza,	   amígdala,	   hipocampo,	   hipotálamo,	   protuberancia	   y	   sustancia	   negra),	  

cerebelo,	   y	   un	   cuarto	   grupo	   heterogéneo	   que	   no	   correspondía	   a	   ninguna	   de	   las	   clasificaciones	  

anteriores.	  Las	  muestras	  humanas	  de	  cerebro	  de	  regiones	  sin	  identificar	  (NA)	  se	  agruparon	  junto	  con	  

las	   muestras	   de	   SNC	   (Figura	   18a).	   El	   control	   de	   calidad	   de	   las	   muestras	   confirmó	   que	   el	   grupo	  

heterogéneo	  estaba	  formado	  por	  muestras	  de	  baja	  calidad,	  bien	  por	  presentar	  una	  limitada	  detección	  

de	  CpGs	  (Coverage<27.500),	  como	  A08/00107	  HT,	  BK-‐873	  NA,	  A08/00107	  HC	  y	  A08/00132	  HC,	  o	  bien	  

por	  mostrar	  una	  eficiencia	  de	  conversión	  por	  bisulfito	  inferior	  al	  estándar	  (BSE<4.000	  u.a.),	  como	  BK-‐

1082	  A	  y	  A08/00095	  P.	  Se	  observó	  la	  presencia	  de	  un	  posible	  outlier,	  BK-‐962	  P,	  que	  se	  agrupaba	  con	  

las	  muestras	  de	  cerebelo.	  Esta	  muestra	  pudo	  sufrir	  un	   fallo	  en	  el	  etiquetado	  y	   fue	  eliminada	  de	   los	  

análisis	  posteriores.	  Las	  muestras	  de	  regiones	  de	  cerebro	  y	  las	  de	  cerebelo	  mostraron	  una	  agrupación	  

por	   sexo	   y	   un	   gradiente	   de	   metilación	   de	   mayor	   a	   menor	   correspondiente	   a:	   muestras	   control,	  

regiones	  anteriores	  del	  SNC	  y	  cerebelo.	  

	  

En	   un	   segundo	   análisis	   jerárquico	   se	   eliminaron	   los	   controles	   demetilación	   para	   observar	   el	  

agrupamiento	  de	  las	  muestras	  de	  cerebro	  y	  y	  1.086	  sondas	  ubicadas	  en	  el	  cromosoma	  X.	  Estas	  sondas	  



Resultados	  
	  

	  86	  

fueron	   eliminadas	   para	   minimizar	   el	   efecto	   de	   la	   inactivación	   epigenética	   del	   cromosoma	   X	   y	   el	  

desequilibrio	  en	  el	  número	  de	   individuos	  de	  cada	  sexo	   (Figura	  18b).	  En	  este	  caso	  no	  se	  observaron	  

agrupaciones	  por	  sexo.	  Nuevamente	  el	  patrón	  de	  distribución	  de	  las	  muestras	  de	  cerebro	  mostró	  una	  

separación	  entre	  cerebelo	  –con	  menor	  grado	  de	  metilación–,	  el	  grupo	  de	  muestras	  de	  baja	  calidad	  y	  

el	   resto	   de	   regiones	   de	   cerebro.	   La	   eliminación	   de	   las	   muestras	   de	   cerebelo	   no	   mostró	   nuevas	  

agrupaciones	  entre	  el	  resto	  de	  regiones	  del	  SNC	  analizadas	  (datos	  no	  mostrados).	  	  

	  
	  

Figura	   18.	   Agrupamiento	   jerárquico	   no	   supervisado	   de	   los	   valores	   de	   metilación	   global	   obtenidos	   en	  
Humanmethylation27K.	  Las	  muestras	  están	  agrupadas	  por	  similitud	  de	  valores	  de	  metilación	  global.	  a.	  Heatmap	  
y	  dendograma	  correspondiente	  a	  todas	  la	  muestras.	  b.	  Heatmap	  y	  dendograma	  correspondientes	  a	  las	  muestras	  
humanas	  de	  cerebro	  una	  vez	  eliminados	  los	  controles	  de	  metilación	  y	  las	  sondas	  ubicadas	  en	  el	  cromosoma	  X.	  
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Patrón de metilación asociado a patología neurodegenerativa en muestras de 

cerebro 

Un	  total	  de	  339	  sondas	  –cuya	  desviación	  estándar	  presentaba	  un	  valor	  superior	  al	  triple	  de	  la	  media	  

de	   la	   desviación	   del	   conjunto–	   fueron	   seleccionadas	   para	   determinar	   la	   viabilidad	   de	   aplicar	   un	  

análisis	   lineal	   discriminante	   por	   patología	   del	   conjunto	   de	   datos	   de	  metilación	   (LDA-‐global)	   (Figura	  

19a)	  y	  de	  los	  datos	  de	  cerebelo	  separadamente	  (LDA-‐CB)	  (Figura	  19c).	  A	  continuación,	  se	  eliminaron	  

las	  muestras	  de	  cerebelo,	  y	  se	  seleccionaron	  101	  sondas	  (desviación	  estándar	  mayor	  que	  el	  triple	  de	  

la	  desviación	  media	  del	  conjunto)	  para	  realizar	  un	  análisis	  de	  las	  regiones	  anteriores	  de	  cerebro	  (LDA-‐

CA)	  (Figura	  19e).	  Los	  tres	  análisis	  identificaron	  una	  combinación	  de	  CpGs	  cuyos	  valores	  de	  metilación	  

permitían	  discriminar	  las	  muestras	  por	  condición	  patológica	  (Tabla	  21).	  	  

	  

El	   heatmap	   del	   análisis	   global	   agrupa	   las	  muestras	   de	   cerebelo	   respecto	   al	   resto.	   El	   dendrograma	  

muestra	   la	   agrupación	   por	   individuos	   y	   posteriormente	   es	   posible	   observar	   la	   disposición	   de	   las	  

muestras	  por	  patología	  (Figura	  19b).	  En	  el	  análisis	  de	  cerebelo	  no	  es	  posible	  distinguir	  si	  la	  separación	  

es	  debida	  al	  género	  de	   las	  muestras	  o	  a	   la	  patología,	  dado	  el	   limitado	  número	  de	  muestras	   (Figura	  

19d).	   El	   resto	   de	   regiones	   de	   cerebro	   presentan	   una	   agrupación	   de	   las	   muestras	   por	   género,	   con	  

tendencia	  a	  agruparse	  por	  condición	  patológica	  dentro	  de	  cada	  grupo,	  siendo	  las	  muestras	  control	  las	  

mas	  similares	  entre	  sí	  (Figura	  19f).	  	  

	  

A	  continuación,	  se	  analizó	  el	  contexto	  genómico	  de	  las	  dianas	  CpG	  identificadas	  con	  DAVID	  Functional	  

Genomics.	  Además,	  una	  búsqueda	  bibliográfica	  identificó	  ciertos	  genes	  involucrados	  en	  el	  proceso	  de	  

neurodegeneración	  (Tabla	  21).	  El	  análisis	  predictivo	  funcional	  de	  los	  genes	  asociados	  a	  las	  dianas	  CpG	  

mostró	  un	  elevado	  enriquecimiento	  en	  vías	  de	  óxido-‐reducción,	   respiración	  celular	  y	  detoxificación,	  

características	  del	  envejecimiento	  celular	  y	  neurodegenerativo.	  
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Figura	  19.	  Análisis	  linear	  discriminante	  (LDA)	  y	  heatmap	  de	  muestras	  humanas	  de	  cerebro.	  a.,	  c.,	  e.	  Diagrama	  
bidimensional	  de	  la	  agrupación	  de	  cada	  una	  de	  las	  muestras	  de	  cerebro	  analizadas	  según	  patología.	  Los	  ejes	  de	  
coordenadas	  representan	  la	  distancia	  entre	  las	  agrupaciones.	  b.,	  d.,	  f.	  Agrupación	  de	  las	  muestras	  a	  partir	  de	  los	  
valores	  de	  metilación	  de	  las	  CpGs	  obtenidas	  por	  LDA.	  a	  y	  b.	  LDA	  y	  heatmap	  global	  de	  las	  45	  muestras	  de	  cerebro	  
analizadas.	  c	   y	   d.	   LDA	  y	  heatmap	   de	   las	  muestras	  de	   cerebelo	   (CB).	  e	   y	   f.	   LDA	  y	  heatmap	   de	   las	  muestras	  de	  
regiones	  anteriores	  de	  cerebro	  (CA).	  
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4.1.2. Validación de los resultados de metilación mediante pirosecuenciación 
	  

Para	  validar	   los	   resultados	  obtenidos	  con	  el	  array	  Humanmethylation27	   se	  comprobó	   la	  correlación	  

entre	  los	  valores	  de	  metilación	  obtenidos	  con	  el	  array	  y	  los	  valores	  de	  metilación	  obtenidos	  por	  PSQ	  

de	  las	  mismas	  muestras	  en	  siete	  de	  las	  dianas	  CpG.	  Las	  dianas	  validadas	  corresponden	  a	  CpGs	  en	  tres	  

genes	   implicados	   en	   patologías	   neurodegenerativas	   (APOE,	   PSEN-‐1,	   y	   SIRT-‐3),	   y	   cuatro	   CpGs	  

identificadas	   en	   un	   análisis	   diferencial	   preliminar	   (DHRS4L2,	   HDC,	   SUSD1,	   y	   TAT).	   A	   partir	   del	   ADN	  

tratado	   con	   bisulfito	   se	   realizaron	   en	   paralelo	   dos	   reacciones	   independientes	   de	   pirosecuenciación	  

para	  cada	  muestra	  y	  ensayo.	  La	  concordancia	  entre	   las	  réplicas	  técnicas	  de	  PSQ	  fue	  superior	  al	  95%	  

(CCC=0,964,	  p<2,2e16),	  mientras	  que	  la	  concordancia	  entre	  el	  porcentaje	  de	  metilación	  obtenido	  por	  

PSQ	  y	  los	  β-‐value	  obtenidos	  por	  el	  array	  es	  superior	  al	  90%	  (CCC=0,920,	  p<2,2e-‐16	  )369	  (Figura	  20).	  

	  

	  

Figura	  20.	  a.	  Concordancia	  entre	  réplicas	  técnicas	  considerando	  todos	  los	  valores	  obtenidos	  en	  dos	  experimentos	  
independientes	  de	  siete	  ensayos	  de	  pirosecuenciación.	  El	  valor	  de	   la	  concordancia	  entre	  réplicas	  es	  superior	  al	  
95%.	  b.	  Representación	  de	  la	  concordancia	  entre	  los	  valores	  de	  metilación	  en	  función	  de	  la	  plataforma	  empleada.	  
Comparando	  los	  resultados	  de	  los	  siete	  locus	  analizados	  la	  concordancia	  entre	  ambas	  plataformas	  es	  de	  92%.	  

	  

Debido	  a	  la	  limitación	  en	  el	  número	  de	  muestras	  de	  este	  análisis	  exploratorio,	  no	  fue	  posible	  aplicar	  

cálculos	  estadísticos	  que	  identificaran	  diferencias	  significativas	  entre	  los	  valores	  de	  metilación	  de	  las	  

muestras	  control	  frente	  a	  las	  de	  EA	  tardía	  y	  EP	  esporádica.	  	  
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4.1.3. Análisis exploratorio del perfil de expresión de ARN mensajero en 
amígdala. Correlación de la expresión génica con la metilación del ADN 
	  

Se	  seleccionó	  un	  área	  de	  interés	  funcional,	  amígdala,	  en	  seis	  individuos	  donantes,	  con	  el	  objetivo	  de	  

observar	   el	   impacto	   del	   mecanismo	   epigenético	   evaluado	   en	   el	   perfil	   de	   expresión.	   Sobre	   estas	  

muestras	   se	   realizó	  una	  secuenciación	  de	  ARN	  total.	  Tras	  alinear	   las	   secuencias	  obtenidas	  contra	  el	  

genoma	  de	  referencia	  con	  el	  programa	  TopHat,	  observamos	  que	  un	  63%	  de	  las	  secuencias	  coincidían	  

con	  las	  regiones	  codificantes	  de	  21.049	  genes;	  un	  20%	  correspondían	  a	  regiones	  no	  anotadas	  hasta	  el	  

momento,	   mientras	   que	   el	   8%	   restante	   pertenecían	   a	   pseudogenes	   (incluidos	   ARNr	   y	   ARNt)	   y	   a	  

lincRNAs	   (long	   interspread	   non-‐coding	   RNA)	   (Figura	   21).	   Tan	   solo	   un	   10%	   de	   las	   secuencias	   no	  

pudieron	   ser	   alineadas	   siguiendo	   las	   condiciones	   estándar	   de	   TopHat	   (máximo	   de	   dos	   bases	   no	  

alineadas	   por	   secuencia)	   representando	   un	   valor	   muy	   próximo	   a	   estudios	   de	   características	  

similares370,371.	  

	  

	  
Figura	  21.	  Anotación	  y	  distribución	  global	  de	  los	  transcritos	  de	  ARN	  obtenidos	  por	  secuenciación	  de	  ARN	  total.	  

	  

Posteriormente	  se	  procedió	  a	  la	  normalización	  de	  los	  datos	  de	  cada	  muestra	  utilizando	  el	  parámetro	  

RPKM	   (Reads	   Per	   Kilobase	   of	   exon	  model	   per	  Million	  mapped	   reads)372.	   Los	   datos	   normalizados	   se	  

utilizaron	  para	  comparar	   los	  perfiles	  de	  expresión,	  empleando	  el	  programa	  de	  análisis	  CLC	  Genomic	  

Workbench	  5	   (CLC	  BIO).	  Aunque	   los	  datos	  parecen	  seguir	  una	  distribución	  similar	  entre	   las	  distintas	  

muestras	   (Figura	  22a),	  el	  análisis	  de	  componentes	  principales,	  permitió	   identificar	  una	  muestra,	  BK-‐

873	  (EA	  tardía),	  como	  outlier.	  Retrospectivamente,	  se	  advirtió	  que	  esta	  muestra	  presentaba	  un	  valor	  

de	   calidad	   de	   ARN	   (RIN)	   por	   debajo	   de	   6,	   por	   lo	   que	   no	   superaba	   los	   estándares	   de	   calidad	   y	   fue	  

excluida	  de	  análisis	  posteriores	  (Figura	  22b).	  
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a.	   	   	   	   	   	   b.	  

	  

Figura	  22.	  Control	  de	   calidad	  de	   los	  perfiles	  de	  expresión.	  a.	  Boxplot.	  Distribución	  del	  conjunto	  de	  valores	  de	  
expresión	  para	  cada	  muestra.	  b.	  Análisis	  de	  componentes	  principales.	  Agrupación	  de	  las	  muestras	  basadas	  en	  los	  
dos	  componentes	  con	  mayor	  variabilidad.	  	  
	  

Para	  comparar	  la	  correlación	  entre	  los	  valores	  de	  metilación	  y	  de	  expresión,	  en	  las	  cinco	  muestras	  de	  

amígdala	  de	  EA	  tardía,	  EP	  esporádica	  y	  controles,	  se	  seleccionaron	  las	  sondas	  del	  array	  de	  metilación	  

que	  presentaban	  un	  p<0.05.	  Con	  este	  nivel	  de	  confianza	   se	  obtuvieron	  un	   total	  de	  11.774	   regiones	  

génicas	  de	  ambos	  estudios.	  Este	  análisis	  mostró	  una	  correlación	  inversa	  en	  todas	  las	  muestras,	  con	  un	  

coeficiente	  de	  correlación	  de	  Spearman	  entre	  -‐0,32	  a	  -‐0,42.	  De	  forma	  que,	  como	  refleja	  la	  Figura	  23,	  

una	   baja	   o	   media	   tasa	   de	   metilación	   de	   los	   promotores	   se	   corresponde	   con	   una	   alta	   o	   media	  

expresión	  génica	  y,	  por	  el	  contrario,	  valores	  altos	  de	  metilación	  en	  promotores	  inducen	  una	  bajada	  de	  

expresión.	  Este	  efecto	  se	  ha	  constatado	  de	  manera	  consistente	  en	  las	  cinco	  muestras	  analizadas.	  

	  

	  
Figura	  23.	  Correlación	  entre	  metilación	  y	  expresión	  génica	  en	  amígdala.	  Heatmap	  representando	  en	  el	  eje	  de	  
abscisas	   los	  niveles	  de	  metilación	  de	  11.774	  promotores	  frente	  a	   los	  valores	  de	  expresión	  (medidos	  en	  RPKMs)	  
determinados	  por	  secuenciación	  a	  gran	  escala	  de	  ARN	  en	  el	  eje	  de	  ordenadas.	  Cada	  columna	  y	  cada	  fila	  contiene	  
el	  5%	  de	  los	  genes,	  ordenados	  por	  metilación	  y	  expresión	  respectivamente.	  El	  color	  de	  cada	  recuadro	  representa	  
el	   solapamiento	   entre	   ambos	   parámetros	   y	   la	   escala	   de	   colores	   representa	   la	   densidad	   de	   datos.	   Para	   la	  
realización	  de	  este	  diagrama	  se	  seleccionó	  la	  muestra	  A07/00005,	  representativa	  del	  set	  de	  muestras	  analizado.	  
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4.2. Estudio global de las alteraciones de metilación asociadas a 
estructuras del sistema nervioso central en enfermedad de 
Alzheimer 
	  

4.2.1. Ensayo de genotipación de APOE para la determinación de la 
predisposición genética de los individuos a padecer EA tardía 
	  

Los	  resultados	  de	  la	  distribución	  de	  los	  genotipos	  en	  las	  muestras	  analizadas	  se	  encuentran	  resumidos	  

en	   la	   Tabla	   22	   (Información	   completa	   en	   Tabla	   Suplementaria	   2).	   En	   un	   total	   de	   42	   individuos	  

analizados	  el	  83%	  presentaron	  un	  riesgo	  normal	  o	  bajo	  a	  padecer	  esta	  afección,	  mientras	  que	  tan	  solo	  

un	  17%	  de	   los	  estudiados	  presentó	  un	  riesgo	  moderado	  a	  padecer	  EA	  tardía,	  de	   los	  cuales	   la	  mitad	  

eran	   individuos	   afectados.	  Ningún	   individuo	   resultó	   portador	   de	   la	   variante	  ε4/ε4.	   En	   la	   población	  

general	   se	   encuentra	  una	  distribución	  del	   85%	  para	  el	   alelo	  ε3,	   5%	  para	  el	   alelo	  ε2	   y	  10%	  para	  ε4	  

(16%	  para	  al	  menos	  un	  alelo	  ε4),	  cifra	  que	  asciende	  al	  37%	  en	  pacientes	  con	  EA	  (58%	  para	  al	  menos	  

un	  alelo	  ε4).	  Ello	  pone	  de	  manifiesto	  la	  baja	  presencia	  de	  este	  alelo	  en	  los	  individuos	  analizados.	  

	  

Tabla	  22.	  Distribución	  de	  las	  variantes	  de	  APOE	  en	  los	  individuos	  analizados	  en	  este	  estudio	  
	  

Variantes	   N	   Control	   EA	  tardía	   Total	  
ε2/ε2 1	   0%	   5%	   2%	  
ε2/ε3 4	   10%	   9%	   10%	  
ε3/ε3 30	   75%	   68%	   71%	  
ε2/ε4 1	   0%	   5%	   2%	  
ε3/ε4 6	   15%	   14%	   14%	  
ε4* 7	   15%	   18%	   17%	  
Total	   42	   100%	   100%	   100%	  

*:	  presencia	  de	  al	  menos	  un	  alelo	  

	  
	  

4.2.2. Detección global de la metilación: array Infinium 
Humanmethylation450K 
	  

Las	   muestras	   de	   ADN	   se	   trataron	   con	   bisulfito	   y	   se	   hibridaron	   en	   el	   array	   de	   genoma	   completo	  

Humanmethylation450K	  de	  Illumina.	  Se	  procedió	  a	  efectuar	  el	  control	  de	  calidad	  de	  los	  resultados	  de	  

metilación,	   analizando	   los	   controles	   internos	   del	   array.	   Este	   análisis	   identificó	   una	   muestra,	  

A09/00020	  A,	  con	  una	  baja	  conversión	  por	  bisulfito	  y	  una	  limitada	  cobertura	  en	  la	  detección	  de	  dianas	  

CpG,	  por	  lo	  que	  fue	  eliminada	  de	  los	  análisis	  posteriores.	  A	  continuación,	  se	  identificaron	  24	  muestras	  

que	   presentaban	   valores	   normales	   para	   todos	   los	   controles	   internos,	   exceptuando	   RED-‐DNP	   (red-‐

DNP,	   marcador	   de	   fluorescencia),	   que	   presentó	   una	   disminución	   de	   los	   valores	   de	   fluorescencia	  

respecto	  a	  la	  línea	  de	  base.	  Debido	  a	  la	  ausencia	  de	  otras	  alteraciones	  se	  concluyó	  que	  se	  trataba	  de	  
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un	   fallo	   del	   control	   interno	   independiente	   a	   las	  muestras	   (Figura	   Suplementaria	   1).	   Por	   último,	   se	  

normalizaron	   los	   valores	   de	   metilación	   correspondientes	   a	   las	   sondas	   de	   tipo	   I	   y	   de	   tipo	   II,	  

conjuntamente,	  y	  se	  transformaron	  los	  β-‐value	  a	  M-‐value.	  	  

	  

El	  análisis	  del	  comportamiento	  de	  las	  sondas	  de	  tipo	  I	  y	  de	  tipo	  II,	  en	  las	  seis	  muestras	  analizadas	  (tres	  

controles	  de	  metilación	  y	   tres	  muestras	  de	  cerebro),	  mostró	  un	   incremento	  generalizado	  de	  sondas	  

hipermetiladas	  de	   tipo	   II.	  En	   las	  muestras	  control	  de	  metilación	   los	  valores	  observados	  coincidieron	  

con	   los	   valores	   teóricos	   esperados,	   mientras	   que	   las	   muestras	   de	   cerebro	   presentaron	   una	  

distribución	   homogénea	   de	   la	   metilación	   con	   un	   aumento	   en	   los	   extremos,	   sondas	   hipo-‐	   e	  

hipermetiladas.	  Tomando	  como	  ejemplo	  las	  distribución	  de	  Jurkat	  Genomic	  DNA	  (80%	  de	  metilación	  

teórica)	  es	  posible	  observar,	  en	  ambos	  tipos	  de	  sondas,	  tres	  picos	  correspondientes	  a	  los	  valores	  de	  

hipometilación,	   hemimetilación	   e	   hipermetilación.	   Sin	   embargo,	   la	   curva	   de	   las	   sondas	   de	   tipo	   II	  

experimenta	  un	  desplazamiento	  de	  ambos	  extremos	  hacia	  el	  centro	  de	  la	  gráfica,	  abarcando	  un	  rango	  

de	  valores	  de	  metilación	  menor	  que	  las	  de	  tipo	  I.	  Al	  mismo	  tiempo,	  las	  sondas	  de	  tipo	  II	  presentan	  un	  

enriquecimiento	   en	   el	   número	   de	   sondas	   hemimetiladas,	   y	   sobre	   todo	   como	   se	   señalaba	  

anteriormente,	  hipermetiladas	  (Figura	  24).	  

	  

Figura	  24.	  Perfil	  de	  distribución	  de	  los	  valores	  de	  metilación	  de	  las	  sondas	  de	  tipo	  I	  y	  II	  en	  Jurkat	  Genomic	  DNA.	  
Representación	   gráfica	   de	   la	   distribución	   y	   frecuencia	   de	   los	   valores	   de	   metilación	   (M-‐value)	   de	   las	   sondas	  
contenidas	  en	  el	  array	  de	  metilación	  Humanmethylation450K	  (Illumina).	  
	  

Por	  otro	   lado,	  se	  analizó	   la	  distribución	  en	  el	  genoma	  de	  las	  sondas	  de	  tipo	  I	  y	   las	  sondas	  de	  tipo	  II.	  

Como	  muestra	  la	  Figura	  25,	  las	  sondas	  de	  tipo	  II	  son	  más	  abundantes	  en	  las	  regiones	  fuera	  de	  CGIs,	  en	  

desiertos	   génicos	   y	   N-‐shores	   que	   las	   sondas	   de	   tipo	   I.	   Estas	   diferencias	   en	   la	   distribución	   génica	  

podrían	  justificar	  las	  variaciones	  entre	  los	  perfiles	  de	  metilación	  de	  ambos	  tipos	  de	  sondas	  observados	  

anteriormente.	  	  
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Figura	  25.	  Distribución	  de	  las	  sondas	  de	  tipo	  I	  y	  II	  del	  array	  de	  metilación	  Humanmethylation450	  (Illumina)	  en	  el	  
genoma	  humano	  de	  referencia	  GRCh37/hg19.	  
	  

Los	   resultados	   del	   array	   fueron	   sometidos	   a	   un	   análisis	   preliminar	   jerárquico	   no	   supervisado	   para	  

observar	   la	   homología	   entre	   muestras	   en	   base	   al	   valor	   global	   de	   metilación.	   El	   primer	   análisis	   se	  

efectuó	   en	   la	   totalidad	   de	   las	   muestras	   hibridadas	   en	   el	   array	   de	   metilación.	   Este	   análisis	   mostró	  

cuatro	  agrupaciones	  principales,	  correspondientes	  a:	  controles	  de	  metilación,	  muestras	  de	  cerebelo,	  

regiones	   anteriores	   del	   SNC	   y	   controles	   de	   tejido	   no	   cerebral	   (Figura	   26).	   El	   primer	   grupo	   está	  

formado	   por:	   seis	   réplicas	   biológicas	  CpG	  Methylated	   Jurkat	   Genomic	   DNA	   (totalmente	  metiladas),	  

cinco	  réplicas	  biológicas	  de	  non-‐methylated	  DNA	   (hipometiladas)	  y	  seis	   réplicas	  biológicas	  de	   Jurkat	  

Genomic	  DNA	  (hipermetiladas).	  Este	  grupo	  de	  muestras	  presenta	  unos	  valores	  de	  metilación	  acordes	  

con	   los	   valores	   teóricos	   y	   una	   perfecta	   agrupación	   entre	   réplicas.	   La	   siguiente	   agrupación	  

corresponde	   a	   las	   muestras	   de	   cerebelo.	   En	   este	   grupo,	   se	   encuentran	   40	   muestras	   de	   cerebelo	  

correspondientes	  a	   todos	   los	   individuos	   incluidos	  en	  este	  análisis.	  Todas	   las	  muestras	  presentan	  un	  

estado	   generalizado	   de	   hipometilación	   respecto	   a	   los	   controles	   de	   metilación	   –excepto	   non-‐

methylated	  DNA–.	  Dentro	  de	  esta	  agrupación,	  el	  dendograma	  permite	  identificar	  cinco	  sub-‐ramas.	  Al	  

comparar	  esta	  agrupación	  con	  la	  información	  relativa	  a	  las	  muestras,	  no	  se	  observaron	  agrupaciones	  

por	  individuos,	  ni	  por	  edad,	  estado	  patológico	  o	  intervalo	  post-‐mortem.	  Sin	  embargo,	  se	  observó	  una	  

agrupación	  de	  las	  muestras	  por	  sexo	  (Figura	  26).	  El	  resto	  de	  regiones	  del	  SNC	  comprendidas	  en	  este	  

análisis	   formaron	   un	   único	   grupo,	   en	   el	   centro	   de	   la	   figura.	   Este	   grupo	   de	   muestras	   presenta	   un	  

estado	  de	  hipometilación	  global,	  comparado	  con	  los	  controles	  de	  metilación.	  Dentro	  de	  este	  bloque	  

se	   identificaron	  dos	  grandes	  grupos	  que	  corresponden	  a	   la	  división	  de	  las	  muestras	  por	  sexo,	  con	  la	  

excepción	   de	   dos	   muestras	   (A06/00210	   C_BIO1,	   BK-‐873	   NA).	   Finalmente,	   la	   última	   agrupación	  

corresponde	   a	   ocho	   muestras	   control	   de	   tejido	   no	   neuronal	   ligeramente	   más	   metiladas	   que	   las	  

muestras	  de	  cerebro,	  y	  un	  outlier:	  BK-‐1049	  AMYG,	  correspondiente	  al	  set1,	  que	  presentaba	  una	  baja	  

cobertura	  de	  detección	  CpG	  en	  el	  array	  Humanmethylation27.	  	  

	  

El	   segundo	   análisis	   se	   realizó	   exclusivamente	   en	   las	   muestras	   humanas	   de	   cerebro,	   para	   observar	  

agrupaciones	  adicionales	  (Figura	  27).	  Para	  ello,	  se	  eliminaron	  un	  total	  de	  25	  muestras	  (17	  controles	  de	  

metilación,	   8	   controles	   no-‐SNC),	   11.187	   CpGs	   localizadas	   en	   el	   cromosoma	   X	   (2,3%	   del	   total)	   y	  
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150.928	   CpGs	   ubicadas	   en	   sondas	   que	   se	   alineaban	   en	   más	   de	   una	   localización	   en	   el	   genoma	   de	  

referencia	  una	  vez	  tratado	  con	  bisulfito	  (31%	  del	  total).	  Tal	  como	  se	  observaba	  en	  el	  análisis	  previo,	  el	  

patrón	  de	  metilación	  de	  las	  muestras	  de	  cerebelo	  está	  hipometilado	  respecto	  al	  resto	  de	  regiones	  del	  

SNC.	  En	  este	  caso,	  no	  se	  observaron	  diferencias	  por	  edad,	  patología	  o	  sexo	  en	  cada	  grupo,	  pero	  si	  una	  

tendencia	  de	  las	  muestras	  de	  corteza	  a	  agruparse	  conjuntamente.	  
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En	  consecuencia,	  el	  patrón	  de	  metilación	  identificado	  es	  independiente	  de	  los	  individuos,	  la	  edad,	  el	  

intervalo	  post	  mortem	  y	  el	  diagnóstico	  clínico,	  sin	  embargo,	  es	  característico	  de	  tejido.	  La	  región	  del	  

SNC	  que	  presenta	  un	  patrón	  de	  metilación	  más	  homogéneo	  entre	  muestras	  es	  cerebelo,	  seguido	  de	  

corteza	  cerebral,	  donde	  se	  observan	  agrupaciones	  entre	  muestras	  aunque	  de	  carácter	  más	  débil.	  Al	  

mismo	   tiempo,	   el	   patrón	   de	  metilación	   está	   altamente	   influenciado	   por	   el	   sexo,	   hecho	   que	   se	   ve	  

disminuido	   cuando	   se	   elimina	   el	   cromosoma	   X.	   Probablemente	   por	   el	   efecto	   que	   ejerce	   la	  

inactivación	  por	  ADNm	  de	  uno	  de	  los	  cromosoma	  X	  en	  el	  sexo	  femenino.	  

	  

La	   caracterización	   epigenética	   de	   las	   muestras	   incluyó	   una	   serie	   de	   análisis	   estadísticos	  

complementarios,	  Análisis	  lineal	  discriminante	  (LDA).	  Para	  ello,	  se	  eliminaron	  las	  sondas	  ubicadas	  en	  

el	  cromosoma	  X	  y	  las	  sondas	  que	  se	  alineaban	  en	  más	  de	  un	  sitio	  del	  genoma	  tratado	  con	  bisulfito.	  A	  

su	   vez,	   para	   reducir	   la	   carga	   computacional	   del	   análisis,	   se	   calculó	   la	   desviación	   estándar	   de	   cada	  

sonda	   y	   se	   seleccionaron	   solamente	   aquellas	   que	   presentaban	   valores	   superiores	   a	   cinco	   veces	   la	  

desviación	   estándar	   de	   la	  media	   de	   las	   sondas.	   A	   partir	   de	   estos	   datos	   se	   dispusieron	   dos	   sets	   de	  

muestras	  y	  sondas	  para	  los	  LDA	  posteriores.	  El	  primer	  set	  estaba	  formado	  por	  976	  sondas	  contenidas	  

en	  todas	  la	  áreas	  de	  cerebro	  disponibles	  (163	  muestras)	  (LDA-‐global)	  y	  el	  segundo	  estaba	  compuesto	  

por	   3.729	   sondas	   de	   regiones	   anteriores	   de	   cerebro	   (122	   muestras	   de:	   amígdala,	   corteza	   e	  

hipocampo)	   (LDA-‐CA).	   Todos	   los	   análisis	   de	   LDA	   se	   llevaron	   a	   cabo	   empleando	   el	   programa	  

informático	  JMP.	  

	  

Cambios en la metilación asociados al envejecimiento 

Las	  muestras	  fueron	  clasificadas	  en	  los	  siguientes	  rangos	  de	  edad	  (años):	  <65,	  65-‐70,	  70-‐75,	  75-‐80,	  80-‐

85,	  >85.	  El	  resultado	  del	  LDA-‐global	  identificó	  una	  combinación	  de	  43	  CpGs	  que	  permitían	  discriminar	  

las	   muestras	   por	   edad	   (Figura	   28a,	   Tabla	   Suplementaria	   3),	   mientras	   que,	   el	   análisis	   de	   LDA-‐CA	  

proporcionó	  una	  lista	  de	  25	  CpGs	  (Figura	  28d,	  Tabla	  Suplementaria	  3).	  El	  heatmap	  de	  los	  resultados	  

de	  LDA-‐global	  por	  edad	  mostró	  una	  agrupación	  de	  las	  muestras	  por	  individuos	  independientemente	  

del	  sexo,	  área	  o	  patología	  (Figura	  Suplementaria	  2).	  Asimismo,	  el	  análisis	  de	  las	  muestras	  de	  casos	  y	  

controles	  por	  separado	  confirmó	  el	  mismo	  resultado	  (Figura	  Suplementaria	  3).	  

	  

Con	  el	  objetivo	  de	  obtener	  las	  vías	  enriquecidas	  representativas	  de	  los	  resultados	  de	  LDA-‐global	  por	  

edad	   se	   realizó	   un	   análisis	   exploratorio	   con	   el	   programa	   DAVID	   Functional	   Genomics	   (Tabla	  

Suplementaria	  4).	  El	  Functional	  annotation	  clustering	  agrupó	  el	  30%	  de	  las	  regiones	  génicas	  (datos	  no	  

mostrados).	   De	   los	   15	   grupos	   obtenidos,	   dos	   presentaban	   un	   enriquecimiento	   significativo	   (>1,3),	  

aunque	   ninguno	   superó	   la	   corrección	   de	   Benjamini	   (multiple	   testing).	   Estos	   pertenecían	   a	  
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mecanismos	  biológicos	  de	  adhesión	  molecular	  (ACTN3,	  APBA1,	  ITGB2,	  LGALS7,	  PKHD1,	  TGFBI)	  (1,62),	  

comportamiento,	   movimiento	   y	   defensa	   (APBA1,	   CCR6,	   GNG7,	   ITGB2,	   UBR3)	   (1,32).	   Otros	   grupos	  

funcionales,	   con	  un	  menor	  enriquecimiento,	  presentaron	   funciones	   relacionadas	   con	  el	   SNC,	   como:	  

percepción	   sensorial,	   procesos	  neurológicos	   y	   cognitivos	   (GNAS,	  APBA1,	  TGFBI,	  UBR3,	  VSX2)	   (0,63),	  

señalización	  molecular,	  apoptosis	  y	  factores	  de	  transcripción	  entre	  otros.	  	  

	  

Variaciones metilación asociadas a estructuras del sistema nervioso central 

La	   presencia	   de	   patrones	   de	  metilación	   intrínsecos	   al	   SNC,	   en	  muestras	   humanas	   de	   cerebro,	   fue	  

descrita	   por	   primera	   vez	   en	   el	   año	   2007278.	   En	   concreto,	   este	   estudio	   describió	   la	   presencia	   de	  

patrones	  específicos	  en	  regiones	  aisladas	  como	  cerebelo,	  protuberancia	  o	  corteza	  pre-‐frontal.	  Acorde	  

con	  estos	  datos,	  el	  presente	  trabajo	  de	  tesis,	  ha	  mostrado	  la	  presencia	  de	  diferencias	  de	  metilación	  

entre	   cerebelo	   y	   el	   resto	   de	   regiones	   analizadas	   (corteza,	   hipocampo,	   hipotálamo	   amígdala,	  

protuberancia	   y	   sustancia	   negra),	   aunque	   hasta	   el	   momento	   no	   se	   habían	   identificado	   diferencias	  

entre	  éstas	  últimas	   regiones.	  Con	  este	  objetivo	   se	  planteó	   la	  posibilidad	  de	  observar	  diferencias	  de	  

metilación	  entre	  todas	  las	  regiones	  del	  SNC	  analizadas	  en	  el	  array	  HumanMethlyation450,	  empleando	  

el	  análisis	  lineal	  discriminante.	  Análogamente	  al	  análisis	  previo,	  se	  realizó	  un	  LDA-‐global	  (Figura	  28b)	  y	  

LDA-‐CA	  (Figura	  28e)	  por	  área,	  seleccionando	  las	  sondas	  más	  variables.	  En	  ambos	  análisis	  se	  observó	  

una	  separación	  de	  las	  muestras	  por	  área	  basada	  en	  una	  combinación	  de	  CpGs	  (recogidas	  en	  la	  Tabla	  

Suplementaria	   3).	   Este	   resultado	   se	   replicó	   analizando	   las	   muestras	   de	   afectos	   y	   controles	   por	  

separado	  (Figura	  Suplementaria	  3).	  

	  

La	  representación	  gráfica	  de	  los	  resultados	  de	  LDA	  por	  heatmap	  mostró	  las	  variaciones	  de	  metilación	  

en	  las	  diferentes	  áreas	  del	  cerebro	  (Figura	  29a	  y	  b).	  En	  la	  Figura	  29a	  se	  observa	  la	  agrupación	  de	  las	  

muestras	  de	  cerebelo,	  mientras	  que	  el	  resto	  de	  muestras	  se	  agrupan	  por	  individuo.	  Las	  muestras	  de	  

cerebelo	  presentan	  un	  estado	  general	  de	  hipometilación	  respecto	  al	  resto	  de	  áreas,	  salvo	  en	  9	  CpGs	  

(AGAP1,	   AJAP1,	   MAGI2,	   MAML2,	   IL17RA,	   ADAMTSL2,	   SHANK1,	   FAM83F,	   RBP1)	   que	   presentan	   un	  

estado	   alterado	   de	   metilación.	   En	   concreto,	   SHANK1,	   FAM83F	   y	   RBP1,	   están	   hipermetiladas	   en	  

cerebelo	  respecto	  al	  resto	  de	  áreas.	  En	  la	  Figura	  29b	  se	  muestra	  la	  agrupación	  de	  las	  áreas	  anteriores	  

del	  cerebro.	  Como	  se	  puede	  observar	   la	  mayoría	  de	   las	  muestras	  de	  corteza	  se	  agrupan	  en	   la	  parte	  

inferior	  del	  diagrama,	  mientras	  que	  las	  muestras	  de	  amígdala	  e	  hipocampo	  se	  distribuyen	  formando	  

grupos	  más	   heterogéneos.	   Cabe	   destacar	   la	   hipometilación	   en	   corteza,	   comparado	   con	   amígdala	   e	  

hipocampo,	  en	  6	  de	  las	  21	  dianas	  analizadas	  en	  (ZC3H18,	  PVRL1,	  KIAA0415,	  BTBD12,	  CLCN7,	  STK10).	  
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El	   análisis	   funcional	   in	   silico	   (DAVID	   Functional	   Genomics)	   del	   LDA-‐global	   identificó	   un	   55%	   de	   los	  

genes	  como	  específicos	  del	  SNC,	  mientras	  que,	  por	  Functional	  annotation	  clustering	  tres	  agrupaciones	  

resultaron	   significativas	   antes	   de	   la	   corrección	   por	  Benjamini.	   El	   primer	   grupo	   estaba	   formado	   por	  

proteínas	  relacionadas	  con	  la	  anquirina	  (1,8),	  el	  segundo	  por	  sinapsis,	  unión	  celular	  y	  componentes	  de	  

la	  membrana	  plasmática	  celular	  (1,35)	  y	  el	  tercero	  por	  componentes	  de	  la	  sinapsis	  y	  de	  la	  membrana	  

plasmática	  (1,3).	  Los	  genes	  incluidos	  en	  estas	  categorías	  fueron:	  AGAP1,	  ERC1,	  KANK2,	  RIN1,	  SHANK1,	  

AJAP1,	  ANKS4B,	  HDLBP,	  IL17RA,	  MAGI2,	  PKP2,	  PCSK9,	  RIMS1,	  SLC1A6,	  SERP2.	  Entre	  el	  resto	  de	  grupos	  

obtenidos	   en	   este	   análisis	   se	   encuentran,	  moléculas	   de	   la	   sinapsis	   neuronal,	   transporte	   neuronal	   y	  

factores	  de	  transcripción	  (Tabla	  Suplementaria	  5).	  	  

	  

Alteraciones de metilación asociadas a enfermedad de Alzheimer de aparición tardía 

Para	   comprobar	   la	   existencia	   de	   un	   patrón	   de	  metilación	   asociado	   a	   enfermedad	   de	   Alzheimer	   se	  

realizó	   un	   LDA	   considerando	   las	   clasificaciones	   de	   las	   muestras	   Control,	   EA-‐3	   y	   EA-‐4	   (EA	   tardía	  

estadíos	   de	  Braak	   3	   y	   4).	   En	   este	   análisis	   se	   observó	  una	   separación	   entre	   casos	   y	   controles,	   en	   el	  

análisis	  global	  (Figura	  28c	  y	  f,	  Tabla	  Suplementaria	  3).	  El	  análisis	  de	  cada	  una	  de	  las	  áreas	  estudiadas,	  

por	  separado,	  confirmó	  este	  resultado	  (datos	  no	  mostrados).	  No	  obstante,	  el	  heatmap	  de	  LDA-‐global	  

por	  patología	  no	  mostró	  la	  agrupación	  de	  las	  muestras	  en	  casos	  y	  controles	  (Figura	  29c),	  sino	  que	  se	  

agruparon	  por	  individuos,	  mientras	  que	  el	  heatmap	  de	  LDA-‐global	  en	  cerebelo	  tampoco	  presentó	  una	  

clara	  agrupación	  de	  las	  muestras	  por	  estadio	  patológico	  (Figura	  29d).	  En	  general,	  las	  CpGs	  analizadas	  

presentaron	  valores	  de	  metilación	  heterogéneos	  entre	  muestras.	  	  

	  

El	  análisis	  funcional	   in	  silico	  de	  las	  23	  dianas	  obtenidas	  por	  LDA-‐global	  mostró	  seis	  genes	  específicos	  

de	  SNC	   (DNAJC17,	  GNAS,	  C14orf149,	  CDK2AP1,	  NRGN,	  RFTN1)	   y	  el	  Functional	  annotation	   clustering	  

siete	   agrupamientos,	   de	   los	   que	   ninguno	   presentaba	   un	   enriquecimiento	   significativo.	   Entre	   los	  

grupos	   más	   representativos	   se	   encontraron:	   moléculas	   de	   la	   membrana	   plasmática	   (1,11)	   y	   de	  

señalización	  intra-‐	  (0,78)	  y	  extra-‐celular	  (0,49),	  que	  incluían	  los	  siguientes	  genes:	  GNAS,	  CCR6,	  MAGI2,	  

SCN1A,	  TGFBR3,	  LGI3,	  CPAMD8,	  C10orf58,	  COLEC11,	  SLC12A8,	  RFTN1	  (Tabla	  Suplementaria	  6)	  
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Análisis diferencial de metilación entre casos y controles por área 

La	   caracterización	   epigenética	   de	   las	   muestras	   analizadas	   incluyó	   el	   cálculo	   de	   diferencias	  

significativas	  entre	  casos	  y	  controles	  para	  cada	  CpG	  individual.	  Todas	  las	  regiones	  del	  SNC	  incluidas	  en	  

el	  estudio	  se	  analizó	  por	  separado,	  empleando	  los	  métodos	  estadísticos	  descritos	  previamente.	  	  

	  

El	   análisis	  diferencial	  de	   cerebelo	   identificó	  un	   total	  de	  1.112	  CpGs	   con	  diferencias	   significativas	  de	  

metilación	   (p-‐adj<0,01)	   entre	   casos	   y	   controles	   (Tabla	   Suplementaria	   7).	   El	   98.38%	   de	   las	   regiones	  

mostraron	  una	  disminución	  de	  metilación	  en	  casos	  frente	  a	  controles,	  con	  la	  siguiente	  distribución	  en	  

el	  genoma:	  47%	  en	  open-‐sea,	  30%	  en	  N-‐shelf,	  N-‐shore,	  S-‐shelf,	  S-‐shore	  y	  27%	  en	  CGIs.	  Se	  identificaron	  

un	  total	  97	  regiones	  génicas	  que	  contenían	  dos	  o	  más	  CpGs	  por	  región,	  hasta	  un	  máximo	  de	  8	  CpGs	  

(Tablas	   23	   y	   24).	   Tan	   sólo	   se	   identificaron	   dos	   regiones	   génicas	   con	   valores	   de	   metilación	  

discordantes:	   BCL6	   (cg05264446,	   logFC=-‐0,32,	   N-‐shore	   y	   cg20716989	   logFC=0,28,	   S-‐shore)	   y	   TSHR	  

(cg14373410,	   log	   FC=-‐0,61;	   cg13525276,	   logFC=-‐0,4;	   cg19563130,	   logFC=0,42;	   cg23234607,	  

logFC=0,25;	   cg09721659,	   logFC=0,35).	  BCL6	   codifica	   una	   proteína	   que	   promueve	   la	  maduración	   de	  

anticuerpos	  a	  través	  de	  un	  mecanismo	  de	  represión	  transcripcional.	  Por	  otro	   lado,	  TSHR	  codifica	  un	  

receptor	  de	  tirotropina,	  con	  un	  importante	  papel	  en	  la	  regulación	  del	  metabolismo	  tiroideo.	  En	  este	  

gen	   las	  dos	  primeras	  CpGs	  estaban	  ubicadas	  en	  el	   cuerpo	  génico,	  mientras	  que	   las	  otras	   tres	  en	  el	  

primer	  exón	  y	  en	  TSS200.	  

	  

De	   las	  1.112	   regiones	  génicas	   con	  CpGs	   significativos,	  un	  46%	   resultaron	   ser	  específicas	  de	   cerebro	  

(DAVID	   Functional	   Genomics).	   De	   estos,	   15	   estaban	   implicados	   en	   la	   fisiopatología	   de	   EA	   (ATP2A3,	  

NDUFA6,	   NDUFV1,	   ATF6,	   APP,	   CASP8,	   CDK5,	   ERN1,	   GSK3B,	   ITPR3,	   LRP1,	  MAPK1,	   PLCB3,	   PPP3CA,	  

PPP3R1)	  (KEGG_PATHWAY,	  incluido	  en	  DAVID	  Functional	  Genomics).	  A	  continuación,	  se	  seleccionaron	  

las	   185	   dianas	  mayores	   valores	   absolutos	   de	   logFC,	   para	   evidenciar	   las	   vías	  más	   enriquecidas	   y	   se	  

realizó	   un	   nuevo	   Functional	   annotation	   cluster	   (Tabla	   Suplementaria	   8).	   Este	   análisis	   mostró	   63	  

agrupaciones	   que	   incluían	   el	   20%	   de	   los	   datos.	   Las	   categorías	   más	   enriquecidas	   fueron	   la	   vía	   de	  

señalización	  de	  WNT	  (2,62),	  implicada	  en	  el	  desarrollo	  anterior	  y	  posterior	  de	  estructuras	  del	  SNC,	  en	  

procesos	  de	  neurodegenerativos	  y	  en	  EA373-‐375,	  moléculas	  de	  interacción	  con	  el	  factor	  de	  crecimiento	  

epidérmico	  (EGF)	  (1,9),	  factores	  de	  interacción	  de	  la	  trombospondina	  (1,55),	  unión	  a	  metales	  (ej.	  Zn)	  

(1,49)	   y	   moléculas	   implicadas	   el	   desarrollo	   muscular	   (1,32).	   Entre	   los	   grupos	   no	   significativos	   con	  

interés	  funcional	  destacan	  una	  agrupación	  de	  moléculas	  implicadas	  en	  la	  formación,	  diferenciación	  y	  

regulación	  del	  SNC,	  y	  otra	  agrupación	  asociada	  a	  ANK2.	  Está	  proteína,	  asociada	  a	  la	  terminal	  sináptica,	  

se	   expresa	   de	   manera	   particular	   en	   cerebelo	   y	   su	   alteración	   ha	   sido	   ligada	   a	   procesos	  

neurodegenerativos.	  	  

	  

El	   análisis	   diferencial	   de	   amígdala	   e	   hipocampo	   no	   mostró	   diferencias	   significativas	   de	   metilación	  

entre	  casos	  y	  controles,	  mientras	  que	  en	  corteza	  se	  detectaron	  11	  CpGs	  con	  diferencias	  significativas	  

(0,01<p-‐adj<0,05)	   (Tabla	   Suplementaria	   7).	   A	   continuación,	   se	   analizaron	   las	   tres	   regiones	   en	  
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conjunto,	  identificando	  un	  total	  de	  110	  CpGs	  (p-‐adj<0,01),	  de	  las	  que	  11	  estaban	  presentes	  en	  la	  lista	  

obtenida	  en	  el	  análisis	  de	  cerebelo.	  De	  las	  11	  CpGs	  significativas	  encontradas	  en	  corteza	  pre-‐frontal,	  

tan	  solo	  una	  estaba	  hipermetilada	  en	  casos,	  mientras	  que	  el	  resto	  de	  CpGs	  estaban	  hipometiladas	  en	  

las	  muestras	  de	  EA	  tardía,	  tal	  como	  se	  veía	  en	  cerebelo.	  En	  cuanto	  a	  su	  distribución	  en	  el	  genoma,	  4	  

CpGs	  estaban	  ubicadas	  en	   regiones	   fuera	  de	  CGIs,	  2	  CpGs	  en	  CGIs	  y	  5	  CpGs	  en	  N-‐shelf,	  N-‐shore,	   S-‐

shelf	   y	   S-‐shore.	   De	   las	   110	   dianas	   CpG	   con	   diferencias	   significativas	   entre	   casos	   y	   controles	   en	  

amígdala,	  corteza	  e	  hipocampo,	  el	  31%	  estaban	  hipermetiladas	  en	  EA	  tardía	  (Tabla	  Suplementaria	  7).	  

Su	   distribución	   en	   el	   genoma	   fue	   del	   32%	   fuera	   de	   CGIs,	   35%	   en	   CGIs,	   y	   el	   33%	   en	   las	   regiones	  

adyacentes	   a	   las	   CGIs.	   Tan	   solo	   se	   encontraron	   cinco	   regiones	   génicas	   con	   más	   de	   una	   CpGs	   por	  

región:	   cuatro	   regiones	   con	   2	   CpGs	   cada	   una	   (PRAMEF20,	  ANKRD56,	   PLD4,	   SPATA22)	   y	   una	   única	  

región	  con	  3	  CpGs	  (CMYA5),	  cuyos	  valores	  de	  metilación	  fueron	  concordantes	  entre	  dianas	  (Tablas	  23	  

y	  24).	  

	  

El	  análisis	  funcional	  in	  silico	  (DAVID)	  de	  las	  dianas	  con	  diferencias	  significativas	  entre	  casos	  y	  controles	  

en	  amígdala,	  corteza	  e	  hipocampo	  indicó	  la	  presencia	  de	  regiones	  génicas	  implicadas	  en	  procesos	  de	  

biosíntesis	   de	   glicoproteínas	   (1,32),	   anti-‐apoptosis,	   adhesión	   celular,	   factores	   de	   transcripción,	  

moléculas	  de	  la	  sinapsis	  y	  receptores	  de	  membrana.	  Asimismo,	  entre	  éstas	  categorías	  se	  identificaron	  

genes	   asociados	   a	   enfermedad	   de	   Alzheimer	   (KLK1	   y	  MAPK8IP1),	   y	   a	   enfermedades	   psiquiátricas,	  

como	  el	  trastorno	  bipolar,	  la	  esquizofrenia	  y	  el	  déficit	  de	  atención	  e	  hiperactividad	  (GABR1	  y	  ALG9).	  

	  

Tabla	  23.	  Caracterización	  de	  las	  sondas	  CpGs	  que	  presentan	  diferencias	  
significativas	  entre	  EA	  tardía	  y	  controles	  en	  el	  SNC	  

	  
Distribución	  de	  CpGs	  significativas	  identificadas	  en	  cerebelo	  (p<0,01),	  en	  corteza	  (p<0,05)	  y	  

en	  corteza,	  amígdala	  e	  hipocampo	  conjuntamente	  (p<0,01).	  
	  

	  

	  

	  

CpG$significativas CB CTX CTX/AMYG/HPC
Hipometiladas 10940(98.38%) 100(90.9%) 720(68.57%)
Hipermetiladas 180(1.61%) 10(9.09%) 330(31.42%)
Sondas0tipo0II 6830(61.42%) 100(90.9%) 730(69.52%)
Sondas0tipo0I 4290(38.57%) 10(9.09%) 320(30.47%)
CpG0island 3060(27.51%) 20(18.18%) 370(35.23%)
N_shelf 320(2.87%) 10(9.09%) 50(4.76%)
N_shore 1360(12.23%) 20(18.18%) 130(12.38%)
S_Shelf 470(4.22%) 10(9.09%) 40(3.8%)
S_Shore 1200(10.79%) 10(9.09%) 120(11.42%)
No0CpG 5350(48.11%) 40(36.36%) 340(32.38%)
Total 1112 11 105
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Tabla	  24.	  Estado	  de	  metilación	  (hipo-‐/hiper-‐)	  de	  las	  sondas	  que	  presentan	  diferencias	  

significativas	  entre	  EA	  tardía	  y	  controles	  en	  el	  SNC	  y	  su	  distribución	  en	  el	  genoma	  

Distribución	   CB	   CTX	   CTX/AMYG/HPC	  

CpG	  island	   296/10	   2/0	   14/28	  
N_shelf	   32/0	   1/0	   4/1	  
N_shore	   134/2	   1/1	   8/5	  
S_Shelf	   47/0	   1/0	   4/0	  
S_Shore	   115/5	   1/0	   10/2	  
No	  CpG	   470/1	   4/0	   32/2	  
Total	  	   1094/18	   10/1	   72/38	  

Distribución	  de	   las	  CpGs	   significativas	   identificadas	  en	  cerebelo	   (p<0,01),	  en	   corteza	   (p<0,05)	   y	  en	  
corteza,	  amígdala	  e	  hipocampo	  conjuntamente	  (p<0,01).	  

	  

4.2.3. Cuantificación de la correlación entre los niveles de expresión génica de 
dianas CpG con alteraciones en la metilación del ADN en muestras de 
cerebelo 
	  

Para	   observar	   el	   efecto	   de	   las	   diferencias	   significativas	   de	   metilación	   descritas	   en	   cerebelo	   entre	  

pacientes	  y	  controles	  se	  seleccionaron	  cuatro	  regiones	  génicas	  diana	  para	  cuantificar	  y	  comparar	  su	  

expresión	   en	   EA	   tardía	   frente	   a	   controles.	   Los	   criterios	   de	   selección	   de	   los	   genes	   comprenden:	  

número	   de	   CpG	   significativas/gen	   >1;	   magnitud	   logFC;	   genes	   implicados	   en	   vías	   de	   señalización	  

afectadas	  en	  enfermedad	  de	  Alzheimer.	  Según	  estos	  criterios	  se	  seleccionaron	  cuatro	  genes:	  HIF1A,	  

NR2F1,	  PAX6	  y	  SYK,	  que	  albergaban	  las	  siguientes	  dianas	  (Tabla	  25):	  	  

	  

Tabla	  25.	  CpGs	  seleccionados	  para	  validar	  por	  RT-‐qPCR	  

ID	  CpG	   Gen	   logFC(M)	   adj.P.Val(M)	   Referencias	  

cg04948941	   HIF1A	   -‐0.434	   0.004	   Jiang	  H	  et	  al.(2012)376	  

cg03714110	   NR2F1	   -‐0.916	   0.006	  

Naka	  H	  et	  al	  (2008)377	  

cg25449484	   NR2F1	   -‐2.144	   0.009	  
cg17774851	   NR2F1	   -‐1.213	   0.009	  
cg08690999	   NR2F1	   -‐1.090	   0.006	  
cg03714110	   NR2F1	   -‐0.916	   0.006	  
cg15171839	   NR2F1	   -‐0.617	   0.006	  
cg25764105	   PAX6	   -‐0.369	   0.008	  

Osumi	  N	  et	  al.	  (2008)378	  
cg18082638	   PAX6	   -‐0.383	   0.003	  
cg25764105	   PAX6	   -‐0.369	   0.008	  
cg23287710	   PAX6	   -‐0.363	   0.007	  
cg16822387	   PAX6	   -‐0.305	   0.008	  

cg14005120	   SYK	   -‐0.498	   0.008	   Siegmund	  KD	  et	  al	  (2007)379,	  Lebouvier	  T	  et	  al	  (2009)380	  	  

logFC:	  logaritmo	  de	  fold	  change	  (FC)	  M-‐values,	  adj.P.val:	  p-‐valor	  ajustado	  por	  ‘multiple	  testing’.	  

	  

Una	   vez	   determinada	   la	   expresión	   génica	   por	   PCR	   cuantitativa	   en	   tiempo	   real,	   se	   analizaron	   los	  

resultados	  estadísticamente	  con	  un	  modelo	  lineal	  mixto	  adaptado	  a	  este	  ensayo	  (Tabla	  26).	  Tan	  solo	  
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el	  gen	  HIF1A	  presentó	  diferencias	  significativas	  (p=0,04)	  entre	  casos	  y	  controles	  en	  los	  experimentos	  

RT1	  y	  RT2	  utilizando	  TBP	   como	  gen	   control,	  mientras	  que,	   la	  normalización	   con	  HPRT1	  mostró	  una	  

tendencia	   no	   significativa	   (p=0,06).	   Un	   tercer	   experimento	   independiente,	   RT3,	   no	   confirmó	   los	  

resultados	  obtenidos	  previamente	  (TBP	  p=0,81;	  HPRT1	  p=0,84)	  (Tabla	  26,	  Figura	  30).	  Por	  lo	  que	  no	  se	  

obtuvo	   	   confirmación	  de	   la	   correlación	  entre	   las	  diferencias	   significativas	  de	  metilación	   frente	  a	   las	  

diferencias	  significativas	  de	  expresión	  entre	  casos	  y	  controles.	  

	  

Tabla	  26.	  Valores	  de	  expresión	  cuantificados	  por	  RT-‐qPCR	  y	  analizados	  por	  el	  modelo	  mixto	  para	  

determinar	  las	  diferencias	  significativas	  entre	  casos	  y	  controles	  para	  cada	  gen	  

	   Modelo	  mixto	  (RT1,	  RT2)	   Modelo	  mixto	  (RT3)	  

Gen	   FC	  (TBP)	   p-‐val	  
(TBP)	  

FC	  
(HPRT1)	  

p-‐val	  
(HPRT1)	  

FC	  
(TBP)	  

p-‐val	  
(TBP)	  

FC	  
(HPRT1)	  

p-‐val	  
(HPRT1)	  

HIF1A	   1,32	   0,04*	   1,45	   0,06	   1,03	   0,81	   1,05	   0,84	  
NR2F1	   1,11	   0,52	   1,17	   0,49	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
PAX6	   1,34	   0,10	   1,41	   0,08	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  
SYK	   1,15	   0,45	   1,22	   0,45	   -‐	   -‐	   -‐	   -‐	  

RT:	  retrotranscripción	  (1,2	  y	  3).	  *p<0.05.	  

	  

	  
Figura	  30.	  Boxplot	  de	  HIF1A.	  El	  diagrama	  muestra	  la	  distribución	  de	  los	  valores	  de	  ‘Ct’	   la	  media	  y	  la	  desviación	  

estándar	  de	  cada	  experimento	  independiente	  correspondiente	  a	  RT1,	  RT2	  (a	  y	  b)	  y	  RT3	  (c	  y	  d).	  a	  y	  c.	  Boxplot	  de	  

HIF1A	  normalizado	  por	  al	  gen	  housekeeping	  TBP.	  b	  y	  d.	  Boxplot	  de	  HIF1A	  normalizado	  por	  el	  gen	  housekeeping	  

HPRT1.	  
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4.3. Detección de mosaicismo somático en el sistema nervioso 
central 

	  

4.3.1. Identificación de variantes estructurales por array CGH 
	  

Se	   exploró	   la	   posibilidad	   de	   identificar	  mosaicismo	   somático	   entre	   regiones	   del	   SNC	   de	   un	  mismo	  

individuo,	  originado	  por	  variantes	  estructurales	  del	  genoma,	  a	  partir	  de	  10	  sujetos	  (4	  EA	  tardía,	  2	  EP,	  2	  

controles).	   Para	   identificar	   estas	   variantes	   se	   realizó	   una	   hibridación	   genómica	   comparada	   sobre	  

array,	  utilizando	  como	  referencia	  la	  muestra	  de	  cerebelo	  de	  cada	  individuo	  e	  hibridándola	  junto	  con	  

cada	   una	   de	   las	   regiones	   restantes	   (corteza,	   amígdala,	   hipocampo,	   hipotálamo,	   protuberancia	   y	  

sustancia	  negra).	  El	  análisis	  de	   los	  resultados	  fueron	  realizados	  con	  el	  programa	  de	  Agilent	  Genomic	  

Workbench	  (Tabla	  Suplementaria	  8).	  Dos	  sujetos	  (BK-‐816,	  BK-‐873)	  fueron	  eliminados	  del	  estudio	  por	  

presentar	  regiones	  aberrantes	  en	  cromosomas	  sexuales	  no	  concordantes	  con	  el	  sexo	  de	  los	  mismos,	  

además	  de	  las	  regiones	  resultantes	  de	  la	  hibridación	  self	  to	  self	  (salvo	  alguna	  excepción,	  que	  cumplía	  

los	  criterios	  presentados	  más	  adelante).	  Un	  total	  de	  826	  variantes	  estructurales	  fueron	  detectadas,	  de	  

las	  que	  el	  52%	  correspondían	  a	  ganancias	  del	  genoma.	  Asimismo,	  el	  tamaño	  medio	  de	  las	  variaciones	  

resultó	  de	  73	  kb	  (con	  un	  rango	  de	  400	  pb	  a	  3	  Mb).	  	  

	  

4.3.2. Validación de mosaicismo somático de CNVs en el sistema nervioso 
central 

	  

Para	  validar	  los	  resultados	  del	  array	  CGH,	  se	  seleccionaron	  regiones	  de	  CNVs	  presentes	  en	  2-‐5	  áreas	  

del	   cerebro	   en	   más	   de	   un	   donante.	   Los	   límites	   de	   los	   CNVs	   se	   establecieron	   agrupando	   regiones	  

genómicas	   en	   intervalos,	   denominados	   CNV	   regions	   (CNVRs)	   cuando	   solapaban	   entre	   sí	   con	   un	  

intervalo	   de	   variación	   máxima	   entre	   los	   puntos	   de	   rotura	   o	   ‘breakpoints’	   (BPs)	   de	   1	   kb.	   A	  

continuación,	   se	   identificaron	   regiones	   susceptibles	   de	   ser	   validadas	   con	   métodos	   estándar	   que	  

cumplieran	   los	   siguientes	   criterios:	   no	   solapar	   con	   regiones	   complejas	   del	   genoma	   o	   regiones	  

segmentarias,	  presentar	  CNVs	  previamente	  descritos	  en	  la	  base	  de	  datos	  de	  variantes	  genómicas	  DGV	  

(http://projects.tcag.ca	   /variation/)	   y	   disponer	   de	   datos	   de	   genotipación	   en	   individuos	   control	   de	  

HapMap	  Project	  (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/).	  A	  partir	  de	  esta	  pauta,	  se	  eligieron	  dos	  regiones:	  

ARHGEF10	  y	  IGFN1,	  para	  validar	  por	  secuenciación	  (Tabla	  27).	  Para	  validar	  por	  MLPA	  se	  escogieron	  10	  

CNVRs	   fuera	   de	   duplicaciones	   segmentarias	   (DS),	   de	   las	   que	   se	   carecía	   de	   información	   sobre	   la	  

localización	  exacta	  de	  los	  BPs	  y	  el	  genotipo	  de	  individuos	  control	  (Tabla	  27).	  La	  tercera	  estrategia	  de	  

validación	  consistió	  en	  escoger	  CNVs	  ya	  descritos	  y	  genotipados	  en	  individuos	  control,	  con	  un	  tamaño	  

y	   número	   de	   sondas	   positivas	   idéntico	   para	   cada	   muestra,	   independientemente	   del	   número	   de	  

individuos	  u	  áreas	  que	  presentaran	  la	  región	  aberrante.	  Las	  regiones	  candidatas	  fueron	  ADAM5P3A	  y	  

WWOX	  (Tabla	  Suplementaria	  8).	  



Resultados	  
	  

	  110	  

	   	  

Ta
bl
a%
27
.!C

NV
Rs
!d
et
ec
ta
da
s!p

or
!a
CG

H!
pr
es
en

te
s!e

n!
un

!m
ín
im

o!
de

!d
os
!á
re
as
!d
el
!S
NC

!

ID
%

Lo
ca
liz
ac
ió
n%
cr
om

os
óm

ic
a%

ID
%G
en

%%
Lo
ng
%(k

b)
%

CB
%

C%
A%

HC
%

HT
%

P%
SN

%
Ti
po

%d
e%

va
lid

ac
ió
n%

Du
pl
ic
ac
ió
n%

se
gm

en
ta
ria

%
Ba

se
%d
e%
da

to
s%d

e%
va
ria

nt
es
%(D

GV
)%

10
49

!
ch
r1
:1
99

44
29

78
B1
99
44
77
20

!
IG
FN

1!
4.
74
2!

0!
0!

0.
50
!

0!
0.
67
!

0.
53
!

0!
PC

RB
se
q!

B!
M
at
su
za
ki
!e
t!a

l.,
!2
00
9!

10
82

!
ch
r1
:1
99

44
29

78
B1
99
49
60
78

!
IG
FN

1!
53
.1
!

0!
0!

0!
0!

0!
B!

0.
39
!

PC
RB
se
q!

B!
M
at
su
za
ki
!e
t!a

l.,
!2
00
9!

10
82

!
ch
r1
:1
99

44
38

70
B1
99
44
77
20

!
IG
FN

1!
3.
85
!

0!
0.
53
!

0.
46
!

0!
0!

B!
0!

PC
RB
se
q!

B!
M
at
su
za
ki
!e
t!a

l.,
!2
00
9!

A0
6B
00
21
0!
!

ch
r1
:1
99

44
42

93
B1
99
44
72
09

!
IG
FN

1!
2.
91
6!

0!
0.
51
!

0!
0.
45
!

B!
B!

B!
PC

RB
se
q!

B!
M
at
su
za
ki
!e
t!a

l.,
!2
00
9!

10
49

!
ch
r8
:1
82

26
93
B1
82
62
99

!
AR

HG
EF
10
!

3.
60
6!

0!
0!

0!
0!

0.
65
!

0.
61
!

0!
PC

RB
se
q!

B!
Co

nr
ad
!e
t!a

l.,
!2
00
9!

10
82

!
ch
r8
:1
82

29
48
B1
82
66
32

!
AR

HG
EF
10
!

3.
68
4!

0!
0.
44
!

0.
39
!

0!
0!

B!
0.
50
!

PC
RB
se
q!

B!
Co

nr
ad
!e
t!a

l.,
!2
00
9!

A0
7B
00
04
3!

ch
r8
:5
40
15
31
6B
54
01
69
27

!
NP

BW
R1

!
1.
61
1!

0!
0.
11
!

0.
89
!

0!
B!

B!
B!

PC
RB
se
q!

B!
Pa
rk
!e
t!a

l.,
!2
01
0!

A1
0B
00
01
1!

ch
r8
:5
40

15
31

6B
54
01
69
27

!
NP

BW
R1

!
1.
61
1!

0!
0.
90
!

0.
10
!

0!
B!

B!
B!

PC
RB
se
q!

B!
Pa
rk
!e
t!a

l.,
!2
01
0!

10
49

!
ch
r1
1:
69

19
16

38
B6
91
92
11
9!

O
RA

O
V1

!
0.
48
1!

0!
0!

0!
B0
.1
6!

0!
0!

B0
.1
8!

M
LP
A!

B!
W
on

g!
et
!a
l.,
!2
00
7!

10
82

!
ch
r1
1:
69

19
16

38
B6
91
92
11
9!

O
RA

O
V1

!
0.
48
1!

0!
B0
.1
3!

0!
B0
.1
2!

0!
B!

0!
M
LP
A!

B!
W
on

g!
et
!a
l.,
!2
00
7!

A0
7B
00
04
3!

ch
r1
2:
29

19
27

27
B2
91
94
59
4!

FA
R2

!!
1.
86
7!

0!
0.
77
!

0.
69
!

0!
B!

B!
B!

M
LP
A!

B!
Ki
m
!e
t!a

l.,
20
09

!
10
49

!
ch
r1
2:
29

19
27

27
B2
91
95
41
1!

FA
R2

!!
2.
68
4!

0!
0!

0.
81
!

0!
0.
11
!

0.
11
!

0.
95
!

M
LP
A!

B!
Ki
m
!e
t!a

l.,
20
09

!
10
49

!
ch
r1
3:
11

38
25

47
0B
11
38
26
43
8!

RA
SA

3!
0.
96
8!

0!
0!

0!
B0
.9
9!

0!
0!

B0
.8
8!

M
LP
A!

B!
Pa
rk
!e
t!a

l.,
!2
01
0!

10
82

!
ch
r1
3:
11

38
25

47
0B
11
38
26
43
8!

RA
SA

3!
0.
96
8!

0!
B0
.9
3!

0!
B0
.1
1!

0!
B!

0!
M
LP
A!

B!
Pa
rk
!e
t!a

l.,
!2
01
0!

10
82

!
ch
r1
6:
66

22
99

34
B6
62
30
33
4!

CT
CF
!

0.
4!

0!
0.
68
!

0.
66
!

0!
0.
68
!

B!
0!

M
LP
A!

B!
NA

!
10
82

!
ch
r1
6:
66

22
99

34
B6
63
07
09
8!

CT
CF
!

77
.1
64
!

0!
0.
68
!

0.
66
!

0!
0!

B!
0!

M
LP
A!

B!
Ki
dd

!e
t!a

l.,
!2
00
8!
!

10
82

!
ch
r1
8:
75

72
56

86
B7
57
28
06
4!

KC
NG

2!
2.
37
8!

0.
56
!

0.
46
!

0.
50
!

0!
0!

B!
0.
62
!

M
LP
A!

B!
M
ill
s!e

t!a
l.,
!2
00
6!

10
49

!
ch
r1
9:
11

62
44

0B
11
62
84
7!

ST
K1

1!
0.
40
7!

0!
0!

0!
B0
.1
3!

0!
0!

B0
.1
3!

M
LP
A!

B!
Re

do
n!
et
!a
l.,
!2
00
6!

10
82

!
ch
r1
9:
11

62
44

0B
11
62
84
7!

ST
K1

1!
0.
40
7!

0!
B0
.8
5!

0!
B0
.1
7!

0!
B!

0!
M
LP
A!

B!
Re

do
n!
et
!a
l.,
!2
00
6!

10
82

!
ch
r2
:2
42

44
70

34
B2
42
46
93
11

!
PD

CD
1!

22
.2
77
!

0!
B0
.6
9!

0!
B0
.1
1!

0!
B!

0!
M
LP
A!

B!
Sa
ik
h!
et
!a
l.,
!2
00
9!

10
49

!
ch
r2
:2
42

45
45

68
B2
42
46
93
11

!
C2

O
RF
85
!

14
.7
43

!
0!

0!
0!

B0
.1
0!

0!
0!

B0
.1
2!

M
LP
A!

B!
Sa
ik
h!
et
!a
l.,
!2
00
9!

A0
7B
00
04
3!

ch
r5
:5
28

10
92

6B
52
81
36
09

!
FS
T!
!

2.
68
3!

0!
0.
55
!

0.
59
!

0!
B!

B!
B!

M
LP
A!

B!
M
ill
s!e

t!a
l.,
!2
00
6!

A1
0B
00
01
1!

ch
r5
:5
28

10
92

6B
52
81
36
09

!
FS
T!

2.
68
3!

0!
0.
54
!

0.
70
!

0!
B!

B!
B!

M
LP
A!

B!
M
ill
s!e

t!a
l.,
!2
00
6!

A0
7B
00
04
3!

ch
r5
:5
34

57
8B
53
79
12

!
SL
C9

A3
!

3.
33
4!

0!
0.
69
!

0.
11
!

0!
B!

B!
B!

M
LP
A!

B!
Re

do
n!
et
!a
l.,
!2
00
6!

A1
0B
00
01
1!

ch
r5
:5
34

57
8B
53
79
12

!
SL
C9

A3
!

3.
33
4!

0!
0.
73
!

0.
10
!

0.
71
!

B!
B!

B!
M
LP
A!

B!
Re

do
n!
et
!a
l.,
!2
00
6!

10
49

!
ch
r8
:2
26

02
81

4B
22
60
91
06

!
EG

R3
!

6.
29
2!

0!
0!

0.
63
!

0!
0!

0.
68
!

0!
M
LP
A!

B!
Pe

rr
y!
et
!a
l.,
!2
00
8!

A0
7B
00
04
3!

ch
r8
:2
26

02
81

4B
22
60
91
06

!
EG

R3
!

6.
29
2!

0!
0.
55
!

0.
52
!

0!
B!

B!
B!

M
LP
A!

B!
Pe

rr
y!
et
!a
l.,
!2
00
8!

!



Resultados	  

	   111	  

	  
	   	  

ID
#

Lo
ca
liz
ac
ió
n#
cr
om

os
óm

ic
a#

ID
#G
en

##
Lo
ng
#(k

b)
#

CB
#

C#
A#

HC
#

HT
#

P#
SN

#
Ti
po

#d
e#

va
lid

ac
ió
n#

Du
pl
ic
ac
ió
n#

se
gm

en
ta
ria

#
Ba

se
#d
e#
da

to
s#d

e#
va
ria

nt
es
#(D

GV
)#

10
82

%
ch
r1
:2
36

16
67

77
-2
36
17
95
67

%
-%

12
.7
9%

0%
0.
43
%

0.
36
%

0%
0.
46
%

-%
0%

-%
-%

Re
do

n%
et
%a
l.,
%2
00
6%

10
82

%
ch
r1
1:
36

51
46

8-
37
68
15
3%

N
U
P9

8%
11
6.
68
5%

0%
-0
.3
2%

-0
.3
1%

0%
0%

-%
0%

-%
-%

Re
do

n%
et
%a
l.,
%2
00
6%

10
49

%
ch
r1
1:
36

92
07

8-
37
78
28
4%

N
U
P9

8%
86
.2
06
%

0%
0%

-0
.5
5%

0%
0%

0%
-0
.7
0%

-%
-%

Re
do

n%
et
%a
l.,
%2
00
6%

10
49

%
ch
r1
4:
10

49
20

88
9-
10
49
24
37
6%

PA
CS
2%

3.
48
7%

0%
0%

0%
-0
.8
0%

0%
0%

-0
.1
1%

-%
-%

Re
do

n%
et
%a
l.,
%2
00
6%

10
82

%
ch
r1
4:
10

49
20

88
9-
10
49
24
37
6%

PA
CS
2%

3.
48
7%

0%
-0
.9
4%

0%
-0
.1
2%

0%
-%

0%
-%

-%
Re

do
n%
et
%a
l.,
%2
00
6%

10
49

%
ch
r1
8:
75

64
00

39
-7
56
41
11
0%

-%
1.
07
1%

0%
0%

0%
-0
.8
6%

0%
0%

-0
.1
1%

-%
-%

%%
10
82

%
ch
r1
8:
75

64
00

39
-7
56
41
11
0%

-%
1.
07
1%

0%
-0
.8
0%

0%
-0
.8
6%

0%
-%

0%
-%

-%
%A
hn

%e
t%
al
.%(
20
09
)%

10
49

%
ch
r2
:2
02

78
08

49
-2
03
55
93
33

%
SU

M
O
1%

77
8.
48
4%

0%
0%

-0
.6
4%

0%
0%

0%
-0
.6
2%

-%
-%

Ki
dd

%e
t%
al
.,%
20
08

%
10
82

%
ch
r2
:2
40

76
66

76
-2
40
76
73
84

%
-%

0.
70
8%

0%
0.
96
%

0.
93
%

0%
0%

-%
0.
94
%

-%
-%

N
A
%

10
49

%
ch
r2
:9
10

43
75

9-
91
09
46
89

%
-%

50
.9
3%

0%
0%

-0
.5
6%

0%
0%

0%
-0
.7
9%

-%
D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%
10
82

%
ch
r2
:9
10

43
75

9-
91
11
73
89

%
-%

73
.6
3%

0%
-0
.3
7%

-0
.3
7%

0%
0%

-%
0%

-%
D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%

A
10

-0
00
11

%
ch
r2
0:
47

32
69

71
-4
73
28
73
0%

ZN
FX
1%

1.
75
9%

0%
0.
57
%

0.
98
%

0.
70
%

-%
-%

-%
-%

-%
Co

nr
ad
%e
t%
al
.%2
00
5%

A
07

-0
00
43

%
ch
r2
0:
47

32
72

48
-4
73
28
73
0%

ZN
FX
1%

1.
48
2%

0%
0.
88
%

0.
81
%

0%
-%

-%
-%

-%
-%

Co
nr
ad
%e
t%
al
.%2
00
5%

10
82

%
ch
r3
:1
05

83
37

64
-1
05
84
57
00

%
-%

11
.9
36
%

0%
0.
83
%

0.
66
%

0%
0%

-%
0.
77
%

-%
-%

Re
do

n%
et
%a
l.,
%2
00
6%

10
49

%
ch
r3
:9
78

19
13

8-
97
82
00
58

%
-%

0.
92
%

0%
0%

0.
18
%

0.
20
%

0.
15
%

0%
0.
18
%

-%
D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%

10
82

%
ch
r3
:9
78

19
13

8-
97
82
00
58

%
-%

0.
92
%

0%
0.
23

%
0.
23
%

0%
0.
26
%

-%
0%

-%
D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%
A
06

-0
02
10
%%

ch
r3
:9
78

19
13

8-
97
82
00
58

%
-%

0.
92
%

0%
0.
24
%

0%
0.
18
%

-%
-%

-%
-%

D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%

A
07

-0
00
43

%
ch
r3
:9
78

19
13

8-
97
82
00
58

%
-%

0.
92
%

0%
0.
19
%

0.
25
%

0.
23
%

-%
-%

-%
-%

D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%
A
08

-0
00
17

%
ch
r3
:9
78

19
13

8-
97

82
00
58

%
-%

0.
92
%

0%
0.
26
%

0.
23
%

0.
19
%

-%
-%

-%
-%

D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%

A
10

-0
00
11

%
ch
r3
:9
78

19
13

8-
97
82
00
58

%
-%

0.
92
%

0%
0.
29
%

0.
24
%

0.
23
%

-%
-%

-%
-%

D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%
10
82

%
ch
r4
:1
52

04
87
-1
52
21
92

%
-%

1.
70
5%

0.
96
%

-0
.9
3%

0%
0%

0%
-%

0%
-%

D
S%

Pa
rk
%e
t%
al
.,%
20
10

%

A
10

-0
00
11

%
ch
r4
:1
52
04
87

-1
52
21
92

%
-%

1.
70
5%

0.
12
%

0.
11
%

0.
14
%

0.
14
%

-%
-%

-%
-%

D
S%

Pa
rk
%e
t%
al
.,%
20
10

%
10
82

%
ch
r4
:1
52

88
42
-1
52
99
86

%
-%

1.
14
4%

0%
-0
.7
5%

0%
-0
.9
2%

0%
-%

0%
-%

-%
Pa
rk
%e
t%
al
.,%
20
10

%

10
49

%
ch
r5
:1
34

28
82

46
-1
34
29
12
79

%
PC

BD
2%

3.
03
3%

0%
0%

0.
19
%

0.
20
%

0.
19
%

0.
10
%

0.
22
%

-%
D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%
10
82

%
ch
r5
:1
34
28
82
46

-1
34
29
12
79

%
PC

BD
2%

3.
03
3%

0%
0.
21
%

0.
21
%

0%
0.
25
%

-%
0%

-%
D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%

A
06

-0
02
10
%%

ch
r5
:1
34

28
82

46
-1
34
29
12
79

%
PC

BD
2%

3.
03
3%

0%
0.
22
%

0%
0.
17
%

-%
-%

-%
-%

D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%
A
07

-0
00
43

%
ch
r5
:1
34

28
82

46
-1
34
29
12
79

%
PC

BD
2%

3.
03
3%

0%
0.
16
%

0.
22
%

0.
19
%

-%
-%

-%
-%

D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%

A
08

-0
00
17

%
ch
r5
:1
34

28
82

46
-1
34
29
12
79

%
PC

BD
2%

3.
03
3%

0%
0.
24
%

0.
20
%

0.
16
%

-%
-%

-%
-%

D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%
A
10

-0
00
11

%
ch
r5
:1
34

28
82

46
-1
34
29
12
79

%
PC

BD
2%

3.
03
3%

0%
0.
26
%

0.
24
%

0.
23
%

-%
-%

-%
-%

D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%

10
49

%
ch
r5
:9
39

29
33

1-
93
93
20
37

%
C5

or
f3
6%

2.
70
6%

0%
0%

0.
16
%

0.
15
%

0.
15
%

0.
83
%

0.
17
%

-%
D
S%

M
at
su
za
ki
%e
t%
al
.,%
20
09

%

!



Resultados	  
	  

	  112	  

.

ID
#

Lo
ca
liz
ac
ió
n#
cr
om

os
óm

ic
a#

ID
#G
en

##
Lo
ng
#(k

b)
#

CB
#

C#
A#

HC
#

HT
#

P#
SN

#
Ti
po

#d
e#

va
lid

ac
ió
n#

Du
pl
ic
ac
ió
n#

se
gm

en
ta
ria

#
Ba

se
#d
e#
da

to
s#d

e#
va
ria

nt
es
#(D

GV
)#

10
82

%
ch
r5
:9
39

29
33

1-
93
93
20
37

%
C5

or
f3
6%

2.
70
6%

0%
0.
15

%
0%

0%
0.
17
%

-%
0.
53
%

-%
DS

%
M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A0
6-
00
21
0%
%

ch
r5
:9
39

29
33

1-
93
93
20
37

%
C5

or
f3
6%

2.
70
6%

0%
0.
14
%

0%
0.
11
%

-%
-%

-%
-%

DS
%

M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A0
7-
00
04
3%

ch
r5
:9
39

29
33

1-
93
93
20
37

%
C5

or
f3
6%

2.
70
6%

0%
0.
10
%

0.
16
%

0.
12
%

-%
-%

-%
-%

DS
%

M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A0
8-
00
01
7%

ch
r5
:9
39
29
33
1-
93
93
20
37

%
C5

or
f3
6%

2.
70
6%

0%
0.
15
%

0.
13
%

0.
11
%

-%
-%

-%
-%

DS
%

M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A1
0-
00
01
1%

ch
r5
:9
39

29
33

1-
93
93
20
37

%
C5

or
f3
6%

2.
70
6%

0%
0.
15
%

0.
17
%

0.
15
%

-%
-%

-%
-%

DS
%

M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

10
49

%
ch
r5
:9
94

09
65

8-
99
41
85
00

%
-%

8.
84
2%

0%
0%

0.
17
%

0.
16
%

0.
16
%

0.
85
%

0.
18
%

-%
DS

%
Co

nr
ad
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

10
82

%
ch
r5
:9
94

09
65

8-
99
41
85
00

%
-%

8.
84
2%

0%
0.
16
%

0.
16
%

0%
0.
20
%

-%
0.
55
%

-%
DS

%
Co

nr
ad
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A0
6-
00
21
0%
%

ch
r5
:9
94

09
65

8-
99
41
85
00

%
-%

8.
84
2%

0%
0.
16
%

0.
50
%

0.
13
%

-%
-%

-%
-%

DS
%

Co
nr
ad
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A0
7-
00
04
3%

ch
r5
:9
94

09
65

8-
99
41
85
00

%
-%

8.
84
2%

0%
0.
12
%

0.
17
%

0.
15
%

-%
-%

-%
-%

DS
%

Co
nr
ad
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A0
8-
00
01
7%

ch
r5
:9
94

09
65

8-
99
41
85
00

%
-%

8.
84
2%

0%
0.
17
%

0.
15
%

0.
12
%

-%
-%

-%
-%

DS
%

Co
nr
ad
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A1
0-
00
01
1%

ch
r5
:9
94

09
65

8-
99
41
85
00

%
-%

8.
84
2%

0%
0.
18
%

0.
18
%

0.
18
%

-%
-%

-%
-%

DS
%

Co
nr
ad
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

10
82

%
ch
r7
:1
01

94
20

05
-1
02
11
00
36

%
RA

SA
4%

16
8.
03
1%

0%
0.
36
%

0.
40
%

0%
0%

-%
0.
40
%

-%
DS

%
M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

10
82

%
ch
r7
:1
01

94
20

05
-1
02
11
00
36

%
RA

SA
4%

16
8.
03
1%

0%
0.
36
%

0.
40
%

0%
0%

-%
0.
40
%

-%
DS

%
M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

10
82

%
ch
r7
:1
54

08
25

89
-1
54
08
72
44

%
DP

P6
%

4.
65
5%

0%
0%

0.
34
%

0.
42
%

0.
41
%

-%
0%

-%
DS

%
M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

10
82

%
ch
r7
:1
57
13
29
74

-1
57
13
54
78

%
PT
PR

N2
%

2.
50
4%

0%
-0
.6
1%

-0
.6
1%

0%
0%

-%
0%

-%
DS

%
Co

nr
ad
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A0
6-
00
21
0%
%

ch
r7
:1
57

13
29

74
-1
57
13
54
78

%
PT
PR

N2
%

2.
50
4%

0%
-0
.5
9%

0%
-0
.5
2%

-%
-%

-%
-%

DS
%

Co
nr
ad
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A0
7-
00
04
3%

ch
r7
:1
57

13
29

74
-1
57
13
54
78

%
PT
PR

N2
%

2.
50
4%

0%
0%

-0
.7
4%

-0
.6
5%

-%
-%

-%
-%

DS
%

Co
nr
ad
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A0
8-
00
01
7%

ch
r7
:1
57

13
29

74
-1
57
13
54
78

%
%P
TP
RN

2%
2.
50
4%

0%
-0
.7
2%

-0
.6
2%

0%
-%

-%
-%

-%
DS

%
Co

nr
ad
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A0
7-
00
04
3%

ch
r9
:3
36

45
71

0-
33
64
85
92

%
-%

2.
88
2%

0%
0%

0.
55
%

0.
92
%

-%
-%

-%
-%

DS
%

Sh
ar
p%
et
%a
l.,
%2
00
5;
%

M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A0
8-
00
01
7%

ch
r9
:3
36

45
71

0-
33
64
85
92

%
-%

2.
88
2%

0%
0.
52
%

0.
56
%

0%
-%

-%
-%

-%
DS

%
Sh
ar
p%
et
%a
l.,
%2
00
5;
%

M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

10
49

%
ch
r9
:3
36

45
71

0-
33
64
90
76

%
-%

3.
36
6%

0%
0%

0.
81
%

0.
70
%

0%
0%

0.
80
%

-%
DS

%
Sh
ar
p%
et
%a
l.,
%2
00
5;
%

M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

10
82

%
ch
r9
:3
36

45
71

0-
33
64
90
76

%
-%

3.
36
6%

0%
0.
81
%

0.
90
%

0%
0.
93
%

-%
0%

-%
DS

%
Sh
ar
p%
et
%a
l.,
%2
00
5;
%

M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

10
82

%
ch
r9
:3
36

45
71

0-
33
64
90
76

%
-%

3.
36
6%

0%
0.
81
%

0.
90
%

0%
0.
93
%

-%
0%

-%
DS

%
Sh
ar
p%
et
%a
l.,
%2
00
5;
%

M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

A1
0-
00
01
1%

ch
r9
:3
36

45
71

0-
33
64
90
76

%
-%

3.
36
6%

0%
0.
54
%

0%
0.
92
%

-%
-%

-%
-%

DS
%

Sh
ar
p%
et
%a
l.,
%2
00
5;
%

M
at
su
za
ki
%e
t%a

l.,
%2
00
9%

Se
%m

ue
st
ra
n%
lo
s%v

al
or
es
%d
e%
lo
g2
ra
tio

%d
e%
ca
ra
%u
na
%d
e%
la
s%r
eg
io
ne

s%p
or
%á
re
a%
an
al
iza

da
.!



Resultados	  

	   113	  

En	  el	  cromosoma	  8	  (8p23.3)	  se	  ha	  observado	  una	  ganancia	  de	  material	  genómico	  de	  3	  kb	  que	  solapa	  con	  

una	  región	  no	  codificante	  del	  gen	  ARHGEF10.	  Esta	  duplicación	  es	  común	  a	  5	  muestras	  (BK-‐1082	  corteza,	  

amígdala	   y	   sustancia	   negra;	   BK-‐1049	   hipotálamo	   y	   protuberancia)	   que	   contienen	   entre	   15-‐16	   sondas	  

positivas	  en	  aCGH.	  A	  pesar	  de	  que	  el	  tamaño	  de	  la	  ganancia	  de	  material	  es	  variable	  en	  las	  muestras,	   los	  

datos	   brutos	   del	   array	   CGH,	   basados	   en	   la	   posición	   de	   las	   sondas,	   han	   proporcionado	   la	   siguiente	  

localización:	  chr8:	  1823082-‐1826212,	  solapando	  con	  un	  CNV	  previamente	  descrito381,382.	  La	  secuenciación	  

de	   las	   muestras	   de	   ADN	   de	   los	   individuos	   BK-‐1082	   y	   BK-‐1049	   no	   ha	   confirmado	   la	   presencia	   de	   una	  

duplicación	  en	  las	  muestras	  que	  presentaban	  una	  ganancia	  de	  material	  genómico	  por	  aCGH.	  Sin	  embargo,	  

se	  ha	  identificado	  una	  pérdida	  de	  material,	  de	  aproximadamente	  2	  kb,	  ubicada	  en	  la	  misma	  región	  génica	  

en	   muestras	   que	   no	   presentaban	   ganancias	   de	   material	   por	   aCGH:	   BK-‐1049	   amígdala,	   corteza	   e	  

hipocampo,	  como	  muestra	  la	  Figura	  31.	  El	  resto	  de	  muestras	  analizadas,	  tanto	  de	  BK-‐1049	  como	  de	  BK-‐

1082	  proporcionaron	  secuencias	  no	  legibles.	  Por	  lo	  tanto,	  no	  se	  ha	  obtenido	  una	  validación	  directa	  de	  los	  

resultados	  obtenidos	  por	  aCGH,	  pero	   se	  observa	  una	  pérdida	  de	  material	   genético,	   en	   la	  misma	   región	  

donde	  se	  detectaba	  una	  ganancia	  de	  material	  en	  las	  muestras	  no	  amplificadas.	  Estos	  datos,	  en	  conjunto,	  

sugieren	  la	  presencia	  de	  mosaicismo	  somático	  entre	  regiones	  del	  SNC,	  a	  pesar	  de	  que	  no	  se	  dispone	  de	  

pruebas	  definitivas.	  	  

	  

Análogamente,	  se	  ha	  observado	  una	  ganancia	  de	  material	  genómico	  en	  la	  posición	  1q32.1	  del	  cromosoma	  

1,	  que	  abarca	  entre	  8	  y	  10	  sondas	  positivas	  de	  aCGH	  en	  el	  gen	  IGFN1.	  Esta	  ganancia	  solapa	  con	  una	  región	  

no	  codificante	  del	   intrón-‐10,	  de	  aproximadamente	  3	  kb.	  De	  acuerdo	  con	  los	  datos	  brutos	  obtenidos	  por	  

aCGH,	  los	  límites	  de	  la	  ganancia	  de	  material	  son:	  chr1:	  199.443.983-‐199.447.058,	  donde	  previamente	  se	  

ha	  descrito	  un	  CNV383.	  Esta	  duplicación	  se	  ha	  identificado	  en	  las	  siguientes	  muestras:	  BK-‐1049	  amígdala,	  

hipotálamo,	   protuberancia;	   BK-‐1082	   amígdala,	   corteza	   y	   sustancia	   negra;	   y	   A06-‐00210	   corteza	   e	  

hipocampo.	   La	   PCR	   de	   amplificación	   de	   BK-‐1082,	   indicó	   la	   presencia	   de	   una	   deleción	   en	   amígdala,	  

hipocampo,	  hipotálamo,	  protuberancia	  y	  cerebelo;	  no	  dio	  fragmento	  de	  amplificación	  en	  sustancia	  nigra	  y	  

de	   corteza;	   y	   no	   se	   disponía	   de	  muestra	   para	   la	   validación.	   La	   escasa	   longitud	   de	   la	   secuencia	   de	   los	  

fragmentos	  amplificados	  en	  hipotálamo,	  protuberancia	  y	  cerebelo,	  no	  permitió	  caracterizar	  los	  puntos	  de	  

corte	  de	  la	  deleción,	  como	  se	  indica	  en	  la	  Figura	  32.	  Por	  lo	  que	  no	  se	  pueden	  confirmar	  los	  resultados	  de	  

aCGH.	  Del	  mismo	  modo	  que	  en	  ARHGEF10	  es	  posible	  que	  éstas	  regiones	  presenten	  una	  deleción	  respecto	  

a	  cerebelo	  y	  al	  resto	  de	  áreas,	  detectadas	  como	  ganancias	  de	  material	  genético	  por	  aCGH.	  Aunque	  en	  este	  

caso,	   amígdala,	   presentaba	   una	   duplicación	   en	   el	   array	   y	   por	   otro	   lado	   ha	   amplificado	   una	   banda	   del	  

tamaño	  esperado	  coincidiendo	  con	  la	  deleción.	  
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Figura	   31.	   Caracterización	   de	   la	   región	   aberrante	   identificada	   en	  ARHGEF10.	   a.	   Representación	   esquemática	   del	  
contexto	  genómico	  de	  ARHGEF10	  y	  PCR	  de	  amplificación	  para	  BK-‐1049	  (1:	  C,	  2:	  A,	  3:	  HC,	  4:	  HT,	  5:	  CB,	  6:	  SN,	  7:	  control	  
positivo,	  8:	  control	  negativos,	  9:	  control	  negativo,	  10:	  CB,	  11:	  SN,	  12:	  P,	  13:	  HT,	  14:	  HC,	  15:	  A,	  16:	  C).	  b.	  Localización	  
genómica	   de	   las	   secuencias	   amplificadas	   frente	   al	   genoma	   de	   referencia	   (NCBI36/hg18)	   (Blast	   tool,	   UCSC).	   Las	  
muestras	   BK-‐1049	   A,	   C	   y	   HC,	   presentaron	   una	   deleción	   intrónica	   de	   aproximadamente	   2	   kb,	   la	   secuencia	   de	   CB	  
presentó	  una	  homología	  parcial,	  mientras	  que	  las	  muestras	  de	  HT	  y	  P	  no	  proporcionaron	  resultados	  legibles	  al	  igual	  
que	  las	  muestras	  de	  BK-‐1082.	  
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Figura	  32.	  Caracterización	  de	  la	  región	  aberrante	  identificada	  en	  IGFN1.	  a.	  Representación	  esquemática	  del	  contexto	  
genómico	  de	  IGFN1	  y	  PCR	  de	  amplificación	  para	  BK-‐1082	  (1:	  control	  positivo,	  2:	  A,	  3:	  HC,	  4:	  HT,	  5:	  P,	  6:	  SN,	  7:	  CB,	  8:	  
control	   negativo).	   Las	  muestras	   que	   contienen	   la	   deleción	   descrita	   en	   el	   diagrama	   superior	   pueden	   amplificar	   una	  
banda	  de	  PCR	  de	  298	  pb	  aproximadamente,	  correspondiente	  a	  la	  suma	  de	  la	  secuencia	  de	  ADN	  comprendida	  entre	  los	  
cebadores	  y	  los	  BPs.	  Las	  muestras	  que	  no	  presenten	  la	  deleción	  darían	  lugar	  a	  una	  banda	  de	  4	  kb	  en	  condiciones	  de	  
PCR	   adecuadas.	   b.	   Localización	   genómica	   de	   las	   secuencias	   amplificadas	   frente	   al	   genoma	   de	   referencia	  
(NCBI36/hg18)	   (Blast	   tool,	   UCSC).	   Las	   muestras	   BK-‐1082	   HT,	   P	   y	   CB,	   dieron	   lugar	   a	   secuencias	   de	   amplificación	  
parciales	   (directas	   e	   inversas),	   que	   no	   llegaron	   al	   punto	   de	   rotura	   de	   la	   deleción,	   por	   lo	   que	   impide	   la	   completa	  
caracterización	  de	  la	  deleción.	  	  
	  

De	  las	  10	  regiones	  seleccionadas	  para	  validar	  por	  MLPA	  no	  se	  han	  observado	  cambios	  significativos	  en	  el	  

número	  de	  copia	  en	  las	  muestras	  analizadas.	  Cada	  experimento	  se	  realizó	  por	  triplicado,	  empleando	  dos	  

fluorocromos	  diferentes	  en	  paralelo	   (FAM	  y	  VIC)	  para	  disminuir	   cualquier	  desviación	  en	  el	   resultado.	  A	  

continuación	   se	   identificó	   en	   la	   corteza	   de	   un	   individuo	   (A07/00043)	   una	   ganancia	   de	   material	   en	  

8p11.23-‐p11.22,	  que	  abarca	  91	  sondas	  positivas	  del	  gen	  ADAM5P3A.	  Esta	  región	  coincide	  en	  tamaño	  con	  

una	   región	   previamente	   descrita381	   y	   caracterizada	   en	   otro	   estudio	   (Bustamante	   et	   al.,	   Personal	  

Communication)	   (Figura	   33a).	   La	   PCR	   de	   genotipación	   descrita	   confirmó	   la	   presencia	   de	   mosaicismo	  

somático	  en	  dicha	  muestra.	  Como	  se	  observa	  en	  la	  Figura	  33b,	  el	  gel	  de	  agarosa	  muestra	  la	  presencia	  de	  
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una	  copia	  génica	  en	  corteza	  –correspondiente	  a	  las	  bandas	  de	  amplificación	  de	  427	  pb	  y	  288	  pb,	  para	  un	  

alelo	  y	  397	  pb	  para	  la	  ausencia	  del	  otro	  alelo–,	  y	  cero	  copias	  génicas	  en	  amígdala,	  hipocampo	  y	  cerebelo	  

del	  mismo	   individuo	   –correspondientes	   a	   una	   banda	   de	   amplificación	   única	   de	   397pb–.	   Por	   último,	   se	  

identificó	  una	  región	  aberrante	  del	  genoma	  de	  14	  kb	  en	  16q23.1,	  que	  abarca	  11	  sondas	  del	  array	  CGH.	  El	  

CNV	  previamente	  descrito	  en	  esta	  región381,384	  solapa	  con	  el	  gen	  WWOX	  y	  se	  ha	  identificado	  en	  la	  región	  

cortical	   de	  dos	  donantes:	  A06/00210	  y	  A07/00043	   (Figura	  33c).	   El	   genotipado	  de	   las	  muestras	  por	  PCR	  

múltiple	  ha	  confirmado	  la	  presencia	  de	  mosaicismo	  somático	  en	  los	  dos	  individuos.	  Los	  geles	  de	  agarosa	  

presentan	   las	  bandas	  de	  amplificación	  de	   las	  muestras	  correspondientes,	  donde	  se	  pueden	  observar	   las	  

bandas	  de	  amplificación	  de	   las	  muestras	  de	  corteza	  –alelo	  delecionado:	  192	  pb	  y	  alelo	  no	  delecionado:	  

217	  pb–,	  correspondientes	  a	  una	  copia	  génica	  y	  el	  resto	  de	  regiones	  analizadas	  que	  presentan	  una	  única	  

banda	  de	  amplificación	  –dos	  alelos	  delecionados:	  192	  pb–,	  correspondiente	  a	  cero	  copias	  génicas	  (Figura	  

33d).	  	  
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Figura	  33.	   Caracterización	   y	   validación	  del	  mosaicismo	   somático	  en	  ADAM5P3A	   y	  WWOX.	  a.	   y	   c.	  Representación	  
gráfica	  del	  contexto	  genómico	  de	  los	  CNVs	  y	  de	  la	  estrategia	  de	  validación	  en	  la	  que	  se	  muestran	  los	  BPs,	  el	  tamaño	  
del	  inserto	  identificado	  por	  aCGH,	  y	  el	  diseño	  de	  la	  PCR	  múltiple	  (fuera	  de	  escala).	  b.	  Genotipación	  por	  PCR	  múltiple	  
de	  ADAM5P3A	  mostrando	   la	   presencia	   de	  mosaicismo	   somático	   en	   A07/00043	   C	   (1:	   amígdala	   (397bp);	   2:	   corteza	  
(427bp,	  288bp	  y	  397bp);	  3:	  hipocampo	  (397bp);	  4:	  cerebelo	  (397bp);	  5:	  HapMap	  +/+	  (427bp	  y	  288bp),	  6:	  HapMap	  +/-‐	  
(427bp	   288bp	   y	   397bp);	   7:	   HapMap	   -‐/-‐	   (397bp)).	   d.	   Los	   geles	   de	   agarosa	   muestran	   la	   presencia	   de	   mosaicismo	  
somático	   de	  WWOX	   en	   A06/00210	   (1:	   amígdala	   (192bp);	   2,	   3	   y	   4:	   corteza	   (192bp,	   217bp);	   5:	   cerebelo	   (192bp))	   y	  
A7/00043;	  6:	  amígdala	  (192bp);	  7:	  corteza	  (192bp,	  217bp);	  8:	  cerebelo	  (192bp);	  9:	  hipocampo	  (192bp)).	  
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4.3.3. Genotipado de WWOX en muestras de enfermos de Alzheimer e individuos 
control 

	  

La	   confirmación	   de	   mosaicismo	   somático	   de	  WWOX	   en	   dos	   individuos	   –dos	   controles–	   y	   su	   posible	  

implicación	   en	   la	   patogénesis	   de	   la	   EA385-‐387,	   promovió	   la	   validación	   de	   los	   resultados	   anteriores	   en	   un	  

mayor	   número	   de	   individuos.	   Para	   ello,	   se	   seleccionaron	  muestras	   de	   amígdala,	   corteza,	   hipocampo	   y	  

cerebelo	  de	  18	  pacientes	  de	  EA	  tardía,	  y	  de	  18	  controles	  pertenecientes	  al	  set3	  de	  muestras,	  y	  se	  procedió	  

a	  efectuar	  la	  genotipación	  de	  éstos	  individuos	  mediante	  la	  PCR	  múltiple	  descrita	  (Tabla	  28).	  Se	  realizaron	  

tres	   experimentos	   de	   genotipado	   independientes,	   en	   los	   que	   cinco	   donantes	   (A08/00131,	   A08/00152,	  

A09/00086,	   A09/00125	   y	   A10/00027)	   mostraron	   resultados	   discordantes	   entre	   réplicas,	   y	   fueron	  

eliminados	  de	  los	  análisis	  posteriores.	  El	  resto	  de	  casos	  no	  mostraron	  mosaicismo	  somático	  entre	  áreas.	  

La	  distribución	  de	  los	  genotipos	  de	  las	  muestras	  fue:	  32,35%	  deleción,	  32,35%	  de	  presencia	  de	  una	  copia	  y	  

35,29%	  dos	  copias.	  Considerando	  sólo	  los	  controles,	  observamos	  que	  la	  distribución	  varía	  de	  esta	  manera:	  

43,75%,	  25%,	  y	  31,25%	  (deleción,	  una	  copia	  y	  dos	  copias,	  respectivamente),	  mientras	  que	  la	  distribución	  

del	  genotipo	  de	   las	  muestras	  de	  EA	  fue:	  22,22%,	  38,89%,	  and	  38,89%	  (deleción,	  una	  copia	  y	  dos	  copias)	  

(Tabla	  29	  ).	  
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Tabla	  28.	  Resultados	  de	  la	  PCR	  de	  genotipación	  de	  WWOX	  en	  muestras	  de	  cerebro	  

ID	  muestras	   Área	   Patología	   Sexo	   #	  Copias	  	   Genotipo	  	  
A07/00137	   A,	  C,	  CB,	  HC	   AD3	   Masculino	   0	   Deleción	  
A07/00160	   A,	  C,	  CB,	  HC	   AD3	   Masculino	   1	   Presencia	  
A08/00017	   A,	  C,	  CB,	  HC	   AD3	   Femenino	   0	   Deleción	  
A08/00064	  	   A	   AD3	   Femenino	   2	   WT	  
A08/00088	   C,	  CB,	  HC	   AD3	   Femenino	   2	   WT	  
A08/00106	  	   A,	  C,	  CB,	  HC	   AD3	   Masculino	   0	   Deleción	  
A09/00005	  	   C,	  CB,	  HC	   AD3	   Femenino	   0	   Deleción	  
A09/00021	  	   A,	  C,	  CB,	  HC	   AD3	   Masculino	   2	   WT	  
A09/00030	  	   A,	  C,	  CB,	  HC	   AD3	   Masculino	   2	   WT	  
A09/00068	  	   C,	  CB,	  HC	   AD3	   Femenino	   1	   Presencia	  
A09/00111	  	   C	   AD3	   Masculino	   1	   Presencia	  
A09/00124	  	   CB,	  HC	   AD3	   Masculino	   1	   Presencia	  
A10/00022	  	   CB,	  HC	   AD3	   Femenino	   2	   WT	  
A07/00142	   A,	  C,	  CB	   AD4	   Masculino	   2	   WT	  
A08/00117	   A,	  C,	  CB,	  HC	   AD4	   Femenino	   1	   Presencia	  
A09/00053	  	   A,	  C,	  CB,	  HC	   AD4	   Femenino	   1	   Presencia	  
BK-‐816	  	   A	   AD6	   Femenino	   1	   Presencia	  
BK-‐816	  	   HC	   AD6	   Femenino	   2	   WT	  

A04/00146	   C,	  CB,	  HC	   C	   Masculino	   2	   WT	  
A05/00057	   C,	  CB	   C	   Masculino	   1	   Presencia	  
A06/00107	   C,	  CB,	  HC	   C	   Masculino	   0	   Deleción	  
A06/00110	   A,	  C,	  CB,	  HC	   C	   Femenino	   0	   Deleción	  
A06/00112	   C,	  CB	   C	   Masculino	   0	   Deleción	  
A06/00203	   A,	  C,	  CB,	  HC	   C	   Masculino	   2	   WT	  
A07/00011	   C,	  CB,	  HC	   C	   Femenino	   1	   Presencia	  
A08/00015	   A,	  C,	  CB	   C	   Femenino	   2	   WT	  
A08/00023	   A,	  C,	  CB	   C	   Femenino	   0	   Deleción	  
A08/00041	   C,	  CB,	  HC	   C	   Femenino	   1	   Presencia	  
A08/00070	  	   A,	  C,	  CB	   C	   Femenino	   0	   Deleción	  
A08/00081	   A,	  C,	  CB,	  HC	   C	   Masculino	   0	   Deleción	  
A08/00113	   A,	  C,	  CB,	  HC	   C	   Femenino	   1	   Presencia	  
A08/00132	  	   C,	  CB,	  HC	   C	   Masculino	   2	   WT	  
A09/00020	  	   C,	  CB	   C	   Femenino	   2	   WT	  
A09/00027	  	   C,	  CB	   C	   Masculino	   0	   Deleción	  

Deleción:	  0	  copias,	  Presencia:	  1	  copia,	  WT:	  wild,	  2	  copias.	  AD#:	  estadio	  de	  Braak	  EA.	  

	  
Tabla	  29.	  Distribución	  de	  los	  genotipos	  de	  WWOX	  en	  las	  

muestras	  humanas	  de	  cerebro	  analizadas	  

N	  copias/	  (%)	   0	   1	   2	  

Global	   32.35%	   32.35%	   35.29%	  

EA	  tardía	   22.22%	   38.89%	   38.89%	  

Control	   43.75%	   25.00%	   31.25%	  
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Las	   enfermedades	   neurodegenerativas,	   como	   la	   enfermedad	   de	   Alzheimer	   (EA)	   y	   la	   enfermedad	   de	  

Parkinson	  (EP),	  se	  caracterizan	  por	  una	  etiología	  multifactorial.	  La	  interacción	  entre	  la	  carga	  genética	  y	  el	  

ambiente	  contribuyen	  a	   la	  susceptibilidad	  a	  padecer	  estas	  patologías	  y	  al	  desarrollo	  de	   las	  mismas.	  En	  

este	   contexto,	   se	   ha	   propuesto	   que	   la	   intersección	   de	   estos	   factores	   podría	   estar	   mediada	   por	   las	  

modificaciones	   epigenéticas,	   que	   permitirían	   integrar	   los	   estímulos	   exógenos	   en	   el	   medio	   interno	   e	  

inducir	  una	  respuesta	  fisiológica	  capaz	  de	  mantener	  el	  equilibrio	  homeostático,	  gracias	  a	   la	  regulación	  

compleja	  de	  la	  transcripción	  génica.	  Si	  bien	  en	  conjunto	  las	  modificaciones	  epigenéticas	  constituyen	  un	  

extenso	   capítulo	   biológico,	   las	   modificaciones	   del	   ADN,	   como	   la	   metilación,	   representan	   uno	   de	   sus	  

máximos	   exponentes,	   capaces	   de	   ser	   abordadas	   a	   nivel	   experimental.	   Se	   trata	   del	  mecanismo	  mejor	  

descrito	  hasta	   la	   fecha,	   con	  una	  batería	  de	   técnicas	  de	  última	  generación	  para	   la	   identificación	  de	   los	  

cambios	  en	  la	  metilación	  del	  genoma.	  

	  

Otro	  mecanismo	  que	  contribuye	  a	   la	  variabilidad	  del	  genoma	  es	   la	  enorme	  variabilidad	  estructural	  del	  

genoma,	  responsable,	  en	  gran	  parte	  de	   las	  diferencias	   fenotípicas	   inter-‐individuales	  que,	  en	  ocasiones	  

determinadas,	   pueden	   predisponer	   o	   contribuir	   a	   desarrollo	   de	   enfermedades.	   En	   este	   sentido,	   la	  

variabilidad	  en	  el	  número	  de	  copias	  ha	  dado	  lugar	  a	  numerosos	  estudios	  en	  los	  que	  se	  ha	  determinado	  

su	   implicación	   en	   enfermedades	   neurológicas,	   y	   más	   concretamente,	   también	   en	   enfermedades	  

neurodegenerativas.	  En	  algunos	  casos	  la	  variabilidad	  genómica	  se	  puede	  manifiestar	  por	  la	  presencia	  de	  

mosaicismo	   somático,	   esto	   es,	   por	   la	   presencia	   de	   una	   carga	   genética	   diferente	   entre	   células,	  

provenientes	   de	   un	   mismo	   individuo,	   originado	   por	   mutaciones	   durante	   el	   desarrollo	   o	   la	   vida	   del	  

individuo,	  pudiendo	  dar	  lugar	  a	  consecuencias	  fenotípicas.	  En	  los	  últimos	  años,	  numerosos	  estudios	  han	  

constatado	  la	  importancia	  de	  las	  variantes	  en	  número	  de	  copia	  (CNVs)	  en	  la	  formación	  del	  mosaicismo	  

somático	  y	  en	  relación	  a	  enfermedades	  complejas.	  

	  

En	   el	   presente	   trabajo	   de	   tesis	   se	   ha	   planteado	   la	   hipótesis	   de	   que	   las	   alteraciones	   en	   el	   patrón	   de	  

metilación	   del	   genoma	   jueguen	   un	   papel	   en	   la	   enfermedad	   neurodegenerativa,	   con	   efectos	   en	   la	  

transcripción	  génica.	  Por	  otra	  parte,	  plantea	  que	  los	  cambios	  en	  el	  número	  de	  copia	  en	  el	  genoma	  de	  un	  

mismo	   individuo,	   en	  diferentes	   áreas	  del	   SNC,	  mediado	  por	  CNVs,	   podrían	   contribuir	   al	   desarrollo	  de	  

enfermedades	  neurodegenerativas.	  

	  

5.1. Detección global de metilación en sistema nervioso central 
	  

El	   estudio	   exploratorio	   sobre	   la	   viabilidad	   de	   identificar	   cambios	   globales	   en	   la	   metilación	   del	   ADN	  

asociados	  a	  patologías	  neurodegenerativa	  se	  realizó	  en	  siete	  áreas	  del	  cerebro	  de	  diez	  individuos	  (tres	  

con	  EA	  tardía,	  tres	  con	  EP	  esporádica	  y	  4	  controles).	  El	  análisis	  jerárquico	  no	  supervisado	  del	  estado	  de	  

metilación	   de	   las	   muestras	   analizadas	   reveló	   la	   existencia	   de	   un	   patrón	   de	   metilación	   específico	   en	  

vermis	   cerebeloso,	   independiente	   de	   las	   diferencias	   inter-‐individuales	   existentes	   (edad,	   sexo	   y	  
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patología),	   en	   consonancia	   con	   los	   datos	   mostrados	   previamente	   por	   Ladd-‐Acosta	   et	   al.278,	   entre	  

otros280,388.	  

	  

Dentro	  de	  cada	  grupo	  de	  muestras	  de	  cerebro	  y	  cerebelo	  se	  observó	  la	  agrupación	  de	  éstas	  por	  género.	  

Estas	  diferencias	   se	  pueden	  deber	   al	   fenómeno	  epigenético	  de	   inactivación	  del	   cromosoma	  X,	   el	   cual	  

contribuye	  a	  que	  la	  carga	  neta	  de	  metilación	  en	  las	  mujeres	  sea	  mayor.	  Para	  minimizar	  el	  efecto	  de	  éstas	  

diferencias	   se	   descartaron	   1.086	   sondas	   del	   array	   ubicadas	   en	   el	   cromosoma	   X,	   dando	   lugar	   a	   la	  

eliminación	  de	  éste	  agrupamiento.	  

	  

Los	   resultados	   obtenidos	   indican	   un	   patrón	   homogéneo	   de	   metilación	   de	   las	   muestras	   de	   cerebelo,	  

claramente	   diferenciadas	   del	   resto,	   en	   todos	   los	   individuos	   analizados.	   Además,	   respecto	   al	   resto	   de	  

muestras,	   el	   cerebelo	  presenta	  una	  disminución	  del	   estado	  de	  metilación	  que,	   teniendo	  en	   cuenta	   el	  

enriquecimiento	  de	  las	  sondas	  del	  array	  en	  regiones	  promotoras,	  sugeriría	  un	  aumento	  de	  la	  actividad	  

transcripcional	  en	  esta	  región.	  Por	  otro	  lado,	  las	  muestras	  de	  regiones	  anteriores	  del	  cerebro	  se	  agrupan	  

de	  forma	  heterogénea,	  independientemente	  del	  área	  (corteza,	  hipocampo,	  hipotálamo,	  protuberancia	  y	  

sustancia	  nigra),	  por	  lo	  que	  no	  replican	  estudios	  previos	  en	  los	  que	  se	  observan	  diferencias	  en	  el	  patrón	  

de	   metilación	   entre	   protuberancia,	   corteza	   y	   cerebelo278	   y	   entre	   protuberancia,	   cerebelo	   y	   corteza	  

frontal/temporal,	  pero	  no	  entre	  estas	  dos	  regiones	  corticales389.	  Ello	  puede	  ser	  debido	  a	  que	  el	  número	  

de	   individuos	   estudiados	   no	   fue	   suficiente	   para	   permitir	   observar	   estas	   agrupaciones,	   o	   bien	   puede	  

estar	  indicando	  la	  presencia	  poblaciones	  celulares	  más	  heterogéneas	  que	  las	  presentes	  en	  el	  cerebelo.	  	  

	  

Los	   cambios	   de	   metilación	   asociados	   a	   las	   enfermedades	   neurodegenerativas	   se	   determinaron	  

mediante	   un	   análisis	   lineal	   discriminante.	   Los	   resultados	   de	   este	   análisis	   (efectuados	   a	   partir	   de	   los	  

datos	   de	   metilación	   de	   las	   sondas	   más	   variables	   del	   array	   en	   el	   conjunto	   de	   muestras	   analizadas)	  

mostraron	   una	   discriminación	   de	   las	  muestras	   por	   patología,	   tanto	   en	   el	   análisis	   global	   de	   todas	   las	  

muestras,	  como	  en	  el	  análisis	  de	  cerebelo	  y	  de	   las	  regiones	  anteriores,	  siendo	  el	  análisis	  global	  el	  que	  

presentó	  mayor	  discriminación	  entre	  grupos.	  Sin	  embargo,	   cuando	  se	   representó	  el	   valor	  de	   las	  CpGs	  

obtenidas	  por	  LDA	  mediante	  heatmap,	  ninguno	  de	  los	  tres	  gráficos	  mostró	  una	  agrupación	  completa	  de	  

las	  muestras	  por	  patología.	  El	  heatmap	  de	  las	  muestras	  de	  cerebelo	  y	  de	  regiones	  anteriores	  mostró	  la	  

agrupación	   de	   los	   individuos	   por	   género,	   probablemente,	   causado	   por	   la	   presencia	   de	   un	   elevado	  

número	  de	  muestras	  masculinas	  en	  el	  grupo	  control.	  Este	  resultado	  sugiere	  la	  presencia	  de	  variaciones	  

de	  metilación	  asociadas	  al	  género,	  independientes	  del	  cromosoma	  X.	  

	  

El	  heatmap	  de	  LDA	  global	  agrupó	  las	  muestras	  por	   individuos	  y	  por	  patología,	  excepto	  las	  de	  cerebelo	  

que	   se	   agruparon	   conjuntamente.	   De	   la	   lista	   de	   dianas	   CpGs,	   correspondientes	   a	   los	   tres	   análisis	   se	  

identificaron	   cinco	   dianas,	   contenidas	   en	   regiones	   génicas	   previamente	   relacionadas	   con	   procesos	  

neurodegenerativos:	  SCMH1362	  y	  CAMSAP1363,	  implicadas	  en	  daño	  cerebral;	  TXNRD2364	  implicada	  en	  vías	  

de	  detoxificación	  mediada	  por	  GSH;	  y	  CYP2E1358,359	  y	  ELAVL4360,361,	  implicadas	  en	  EP.	  Un	  estudio	  paralelo	  
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de	  metilación	  en	  muestras	  de	  cerebro	  de	  pacientes	  con	  EP,	  realizado	  con	  el	  mismo	  array,	  ha	  identificado	  

una	  disminución	  significativa	  de	  la	  metilación	  de	  la	  diana	  CpG	  contenida	  en	  el	  gen	  CYP2E1,	  que	  a	  su	  vez	  

se	  correlaciona	  con	  un	  incremento	  de	  la	  expresión	  del	  ARNm	  del	  mismo	  gen.	  Este	  gen	  codifica	  para	  una	  

enzima	  miembro	  de	   la	   familia	   citocromo	  P450,	   implicada	  en	   las	   vías	  de	  detoxificación	  metabólica,	   así	  

como	  en	  diversos	  procesos	  que	  incluyen	  el	  metabolismo	  del	  colesterol	  y	  el	  cáncer.	  En	  modelos	  animales	  

de	   rata	   se	   ha	   descrito	   la	   expresión	  de	   ésta	   proteína	   en	  neuronas	   de	   la	   sustancia	   negra.	   Asimismo,	   la	  

inducción	  de	  CYP2E1	  incrementa	  la	  producción	  de	  especies	  reactivas	  de	  oxígeno	  e	  inhibe	  la	  liberación	  de	  

dopamina	  en	  las	  neuronas	  de	  la	  sustancia	  negra,	  mientras	  que	  por	  otro	  lado,	  favorece	  la	  formación	  de	  

metabolitos	  tóxicos	  como	  las	  isoquinolinas,	  cuya	  estructura	  química	  está	  relacionada	  con	  la	  neurotoxina	  

dopaminérgica	  1-‐methyl-‐4-‐phenyl-‐1,2,3,6-‐tetrahydropyridine358.	  Apoyando	  estos	  datos	  se	  encuentra	  un	  

estudio	  que	  ha	  identificado	  una	  asociación	  entre	  una	  variante	  intrónica	  y	  la	  susceptibilidad	  a	  padecer	  EP	  

en	  un	  muestra	  de	  272	  controles	  y	  347	  casos	  de	  EP359.	  Otros	  estudios	  genéticos	  han	  permitido	  identificar	  

ciertos	  polimorfismos	  asociados	  a	  la	  edad	  de	  inicio	  de	  EP	  en	  el	  gen	  ELAVL4360,361.	  

	  

Para	  observar	  el	  posible	  efecto	  que	  estos	  cambios	  de	  metilación	  pueden	  tener	  en	  la	  expresión	  génica,	  se	  

seleccionó	   una	   región	   diana	   en	   procesos	   de	   neurodegeneración,	   amígdala,	   y	   se	   analizó	   el	   perfil	   de	  

expresión	  de	  muestras	  de	  seis	  individuos.	  La	  comparación	  entre	  ambos	  mecanismos	  mostró	  una	  fuerte	  

correlación	  inversa,	  validando	  en	  nuestro	  sistema	  de	  estudio	  el	  paradigma	  de	  la	  regulación	  epigenética	  

de	  la	  expresión	  génica.	  Así	  pues,	  dado	  el	  reducido	  número	  de	  muestras	  de	  cada	  fenotipo,	  no	  es	  posible	  

extraer	  conclusiones	  definitivas	  acerca	  de	  las	  diferencias	  de	  metilación	  observadas	  entre	  grupos,	  ni	  de	  

los	   perfiles	   de	   expresión	   en	   amígdala.	   No	   obstante,	   los	   resultados	   obtenidos	   avalan	   el	   uso	   de	  

plataformas	  globales	  de	  detección	  de	  cambios	  de	  metilación	  en	  muestras	  de	  cerebro.	  Puesto	  que,	  por	  

una	  parte,	  ofrece	  resultados	  fidedignos	  (Figura	  20)	  –tal	  como	  indican	  los	  resultados	  de	  las	  validaciones	  

entre	  plataformas	  y	   la	   correlación	  entre	   réplicas	  biológicas	  y	   réplicas	   técnicas	   (Tabla	  16)–,	   y	  por	  otro,	  

aportan	  datos	  prometedores	  sobre	  posibles	  dianas	  génicas	  implicadas	  en	  procesos	  neurodegenerativos	  

(Tabla	   21).	   Los	   resultados	   de	   este	   análisis	   muestran	   una	   posible	   implicación	   de	   este	   mecanismo	  

epigenético	  en	  ambas	  patologías,	  resaltando	  el	   interés	  de	  realizar	  un	  estudio	  de	  estas	  características	  a	  

gran	  escala.	  	  

	  

5.2. Detección de alteraciones del patrón global de metilación 
asociadas a la enfermedad de Alzheimer 

	  

El	  estudio	  del	  perfil	  de	  metilación	  del	  SNC	  de	  pacientes	  con	  EA	  frente	  a	  controles	  permitió	  dar	  respuesta	  

a	  dos	  preguntas	  claves	  planteadas	  en	  el	  estudio	  preliminar.	  ¿Existe	  un	  patrón	  de	  metilación	  específico	  

de	  cada	  región	  del	  SNC,	  a	  parte	  de	  cerebelo	  y	  corteza	  pre-‐frontal?,	  y	  por	  otro	  lado,	  ¿es	  posible	  observar	  

diferencias	  significativas	  de	  metilación	  en	  dianas	  puntuales	  entre	  casos	  y	  controles	  en	  cada	  área?	  	  
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La	   importancia	   de	   este	   estudio	   radica	   en	   la	   originalidad	   del	   planteamiento.	   El	   análisis	   de	   factores	  

epigenéticos	   permite	   observar	   la	   impronta	   genética	   que	   los	   factores	   ambientales	   han	   ejercido	   en	   el	  

organismo	  de	   individuos	  de	  avanzada	  edad.	   Este	  hecho	  es	  especialmente	   relevante	  en	  enfermedades	  

afectadas	  de	  un	  modo	  muy	  marcado	  por	  la	  edad	  y	  la	  susceptibilidad	  genética,	  como	  las	  enfermedades	  

neurodegenerativas.	   Por	   primera	   vez,	   se	   muestra	   el	   perfil	   de	   metilación	   global	   de	   individuos	   sanos	  

frente	  a	  pacientes	  afectos	  de	  EA,	  a	  partir	  de	  muestras	  de	  tejido	  cerebral	  post-‐mortem,	  con	  la	  finalidad	  

de	   identificar	   cambios	   de	   metilación	   asociados	   a	   eventos	   iniciales	   en	   la	   patología.	   Para	   ello,	   se	  

escogieron	  individuos	  bien	  caracterizados,	  clasificados	  en	  los	  estadíos	  intermedios	  de	  Braak	  (estadíos	  3	  

y	   4)25,390.	   Estos	   estadíos	   corresponden	   a	   la	   fase	   denominada	   prodrómica,	   en	   la	   que	   tienen	   lugar	   las	  

manifestaciones	   clínicas	   y	   psicológicas	   previas	   al	   inicio	   de	   las	   lesiones	   neuropatológicas	   y	   la	   muerte	  

celular	  que	  acompañan	  la	  progresión	  neurodegenerativa.	  

	  

Al	   igual	   que	   en	   el	   estudio	   exploratorio,	   se	   constató	   la	   existencia	   de	   un	   patrón	   de	   metilación	   global	  

específico	   de	   tejido,	   no	   influenciado	   por	   factores	   inter-‐individuales	   –edad,	   sexo	   o	   diagnóstico–,	   en	   el	  

que	   se	   distinguían	   las	   muestras	   de	   cerebelo,	   ligeramente	   hipometiladas	   respecto	   a	   las	   regiones	  

cerebrales.	   Estas	   últimas,	   presentaron	   una	   cierta	   tendencia	   a	   agruparse	   por	   áreas,	   siendo	   corteza	   la	  

región	  que	  presentaba	  una	  mayor	  similitud	  entre	  muestras.	  Respecto	  al	  estudio	  preliminar	  este	  estudio	  

supone	  una	  mejora	  en	  la	  jerarquización	  de	  las	  muestras,	  posiblemente	  motivada	  por	  la	  mejor	  resolución	  

de	  la	  plataforma	  empleada,	  que	  presenta	  una	  cobertura	  seis	  veces	  mayor,	  y	  por	  el	  número	  de	  individuos	  

analizados.	  El	  análisis	  discriminante	  proporcionó	  varios	   listados	  de	  dianas	  CpG	  capaces	  de	  clasificar	   las	  

muestras	  por	  diferentes	  factores:	  edad,	  área	  y	  diagnóstico	  clínico	  (Figura	  27,	  Tabla	  Suplementaria	  3).	  El	  

análisis	  funcional	  in	  silico	  de	  las	  dianas	  identificadas	  por	  edad	  (global,	  CA)	  (DAVID	  Functional	  Genomics),	  

mostró	  dos	  grupos	  significativos	  de	  moléculas	  con	  funciones	  de	  adhesión	  celular,	  de	  comportamiento,	  

movimiento	  y	  defensa.	  Entre	  ellas	  cabe	  destacar	  la	  actina	  (ACTN3),	  asociada	  a	  la	  pérdida	  de	  elasticidad	  y	  

disminución	  de	  la	  capacidad	  física	  y	  APBA1,	  una	  proteína	  de	  unión	  al	  precursor	  beta	  amiloide,	  encargada	  

del	  transporte	  de	  vesículas	  en	  la	  terminal	  sináptica,	  la	  transducción	  de	  señales	  celulares,	  la	  estabilización	  

de	  APP	  y	  la	  inhibición	  de	  la	  formación	  de	  fragmentos	  proteolíticos	  (Tabla	  Suplementaria	  4).	  	  

	  

El	   heatmap	   realizado	   a	   partir	   de	   las	   dianas	   obtenidas	   por	   LDA	   global,	   así	   como	   LDA-‐CA	   (regiones	  

anteriores	   de	   cerebro),	   permitió	   discriminar	   las	   muestras	   de	   cerebelo,	   en	   el	   análisis	   global	   y	   las	  

muestras	  de	  corteza,	  en	  el	  análisis	  de	  regiones	  cerebrales	  anteriores	  (Figura	  28).	  Como	  se	  describía	  en	  el	  

estudio	  anterior,	  el	  patrón	  de	  metilación	  de	  cerebelo	  indica	  que	  las	  muestras	  de	  esta	  región	  presentan	  

un	   patrón	   de	  metilación	  más	   homogéneo	   entre	   sí.	   También	   se	   observa	   un	   estado	   de	   hipometilación	  

generalizado	   en	   las	   muestras	   de	   cerebelo	   respecto	   al	   resto	   de	   áreas,	   que	   en	   principio	   indicaría	   una	  

mayor	   actividad	   transcripcional.	   El	   análisis	   funcional	   in	   silico	   de	   las	   CpGs	   obtenidas	   por	   LDA-‐CB	  

(cerebelo)	  identificó	  moléculas	  asociadas	  a	  adhesión	  celular	  (como	  la	  anquirina),	   la	  sinapsis	  neuronal	  y	  

componentes	   de	   la	   membrana	   plasmática.	   Entre	   las	   moléculas	   específicas	   de	   cerebelo	   destacan	   el	  

receptor	  de	  glutamato	  (SLC1A6),	  mientras	  que	  en	  las	  de	  corteza	  destaca	  PCSK9,	  molécula	  que	  promueve	  
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la	   diferenciación	   cortical	   de	   neuronas.	   Por	   el	   contrario,	   el	   heatmap	   realizado	   a	   partir	   del	   LDA	   por	  

enfermedad,	   no	   mostró,	   en	   principio,	   una	   agrupación	   de	   las	   muestras	   por	   diagnóstico	   clínico.	   Este	  

resultado	   sugiere	   la	   existencia	   de	   variaciones	   inter-‐individuales,	   mayores	   que	   las	   propias	   de	   cada	  

condición,	  al	  contrario	  de	  lo	  que	  cabría	  esperar,	  dados	  los	  gráficos	  obtenidos	  en	  LDA.	  	  

	  

El	   análisis	   de	   dianas	   individuales	   con	   cambios	   de	   metilación	   significativos	   entre	   casos	   y	   controles	  

identificó	   1.112	   dianas	   significativas	   en	   cerebelo	   (p<0,01)	   (Tabla	   Suplementaria	   7).	   Estas	   dianas	  

mostraron	  una	  fuerte	  tendencia	  a	  la	  hipometilación	  en	  las	  muestras	  de	  EA	  tardía	  frente	  a	  los	  controles.	  

Sorprendentemente,	   un	   50%	   de	   estas	   dianas	   estaban	   ubicadas	   en	   citosinas	   “no-‐CpG”,	   en	   regiones	  

alejadas	   de	   promotores	   y	   enhancers,	   y	   cuyo	   mecanismo	   regulador	   está	   aun	   por	   determinar.	   No	  

obstante,	   las	   investigaciones	   más	   recientes	   sobre	   el	   metiloma	   humano391	   han	   constatado	  

enriquecimiento	  de	  “no-‐CpGs”	  en	  el	  cuerpo	  génico	  y	  en	  regiones	  intergénicas.	  Además,	  se	  ha	  observado	  

que	   las	   citosinas	   más	   variables	   del	   genoma	   están	   situadas	   en	   estas	   regiones,	   confirmado	   los	   datos	  

obtenidos	  en	  cerebelo.	  Además,	  se	  ha	  observado	  una	  correlación	  positiva	  entre	  el	  grado	  de	  metilación	  

de	  estas	  posiciones	  y	  la	  expresión	  génica,	  sugiriendo	  una	  regulación	  de	  la	  transcripción	  no	  canónica	  con	  

importantes	   consecuencias	   biológicas.	   Por	   otra	   parte,	   se	   identificaron	   97	   regiones	   génicas	   que	  

contenían	   más	   de	   una	   diana	   significativa	   en	   el	   mismo	   gen	   (Tabla	   Suplementaria	   11).	   Estas	   dianas	  

despertaron	   gran	   interés,	   ya	   que	  podrían	   indicar	   la	   presencia	   de	   regiones	   fuertemente	   reguladas	   por	  

factores	  epigenéticos.	  Los	  únicos	  genes	  que	  mostraron	  valores	  de	  metilación	  discordantes	  en	  sus	  dianas	  

fueron	  BCL6	  y	  TSHR,	  con	  dos	  y	  cuatro	  dianas	  respectivamente.	  

	  

La	   posición	   de	   las	   dianas	   respecto	   a	   la	   CGIs	   o	   a	   secuencias	   reguladoras,	   y	   la	   unión	   a	   factores	   de	  

transcripción,	  son	  dos	  de	  los	  principales	  determinantes	  en	  la	  regulación	  de	  la	  transcripción,	  por	  lo	  que,	  

es	  posible	  que	  en	  un	  mismo	  gen	  confluyan	  CpGs	  con	  valores	  de	  metilación	  diferentes,	  dando	  idea	  de	  la	  

complejidad	   de	   este	   mecanismo	   de	   regulación	   de	   la	   expresión	   génica.	   Se	   identificaron	   15	   dianas	  

ubicadas	   en	   regiones	   génicas	   asociadas	   a	   la	   EA.	   Unas	   formando	   parte	   de	   la	   vía	   amiloidogénica	   y	   de	  

formación	   de	   ovillos	   neurofibrilares:	   APP,	   LRP1392,	   GSK3B,	   CDK5393,	   y	   otras	   regulando	   el	   proceso	  

neurodegenerativo,	  como	  ATF6	  y	  ERN1,	  que	  pertenecen	  al	  grupo	  de	  moléculas	  que	  regulan	  la	  respuesta	  

a	   estrés	   del	   retículo	   endoplasmático394-‐396;	   CASP8,	   elemento	   clave	   en	   la	   regulación	   del	   ciclo	   celular	  

neuronal	  y	  la	  entrada	  en	  apoptosis397;	  MAPK1398,	  PPP3CA	  y	  PPP3R1399-‐401.	  

	  

El	  análisis	  global	  de	  los	  genes	  con	  mayores	  diferencias	  en	  la	  metilación,	  por	  DAVID	  Functional	  Genomics,	  

mostró	  un	  enriquecimiento	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  de	  WNT,	  implicada	  en	  el	  desarrollo	  embrionario,	  en	  

la	   formación	   del	   SNC,	   y	   en	   apoptosis,	   mediada	   por	   la	   proteína	   beta-‐catenina.	   Esta	   activación	   es	  

dependiente	   de	   GSK3,	   mientras	   que	   la	   unión	   de	   WWOX	   inhibe	   el	   desencadenamiento	   de	   este	  

mecanismo,	   Otras	   vías	   representativas	   encontradas	   pertenecen	   al	   grupo	   de	  marcadores	   del	   proceso	  

neurodegenerativo:	   como	  moléculas	   de	   interacción	   con	   el	   factor	   de	   crecimiento	   epidérmico	   (EGF)	   y	  

factores	  de	  interacción	  de	  trombospondina402,403.	  Entre	  las	  vías	  no	  significativas	  del	  análisis	  funcional	  in	  
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silico,	   cabe	   destacar	   la	   presencia	   de	  moléculas	   del	   tipo	   anquirina.	   Este	   grupo	   de	   proteínas,	   también	  

conocidas	   como	   canales	   de	   potencial	   transitorios,	   son	   específicas	   de	   cerebro	   y	   median	   la	   pérdida	  

homeostática	  de	  Ca2+	  en	  procesos	  neurodegenerativos.	  	  

	  

En	  conjunto,	  el	  análisis	  de	  las	  diferencias	  significativas	  entre	  casos	  y	  controles	  en	  el	  SNC,	  identificó	  una	  

gran	  variedad	  de	  CpGs,	  la	  mayoría	  aisladas	  en	  regiones	  externas	  a	  CGIs.	  El	  análisis	  funcional	   in	  silico	  de	  

estos	   resultados	  exhibió	  un	   fuerte	  enriquecimiento	  en	  moléculas	   vinculadas	  al	   desarrollo	  del	   SNC,	   así	  

como	  factores	  de	  transcripción	  que	  regulan	  su	  arquitectura.	  Algunas,	  estaban	  directamente	  implicadas	  

en	  procesos	  amiloidogénicos,	  de	  formación	  de	  ovillos	  neurofibrilares	  y	  en	  mecanismos	  característicos	  de	  

procesos	   neurodegenerativos	   que	   conducen	   a	   la	   muerte	   celular,	   como	   la	   hipoxia,	   apoptosis	   e	  

inflamación.	  

	  

Hipotéticamente,	   los	  cambios	  observados	  en	  los	  pacientes	  con	  EA,	  siguiendo	  la	  teoría	  de	  la	  regulación	  

epigenética	  de	  la	  transcripción,	  deberían	  inducir	  cambios	  en	  la	  expresión	  génica	  de	  las	  dianas	  afectadas.	  

No	   obstante,	   de	   los	   genes	   seleccionados	   para	   validar	   su	   expresión,	   ninguno	   ha	   ofrecido	   resultados	  

significativos	   replicables.	   Tan	   solo	   un	   gen	   HIF1A,	   mostró	   diferencias	   significativas	   nominales	   en	   dos	  

experimentos	   independientes,	  que	  no	  pudieron	  ser	  replicados	  en	  un	  tercer	  experimento.	  Los	  datos	  de	  

metilación	   correlacionaban	   correctamente	   con	   los	   dos	   expresión,	   puesto	   que	   la	   disminución	   de	   la	  

metilación	   de	   esta	   diana,	   ubicada	   en	   un	   dinucleótido	   CpG	   de	   la	   región	   reguladora	   de	   este	   gen,	   en	  

pacientes	   de	   EA	   se	   correspondía	   con	   un	   incremento	   de	   la	   expresión	   de	   ARNm	   frente	   a	   controles.	  

Probablemente,	  esta	  falta	  de	  concordancia	  entre	  resultados	  es	  debida	  a	  la	  variabilidad	  entre	  el	  ADN	  y	  el	  

ARN,	  que	  a	  pesar	  de	  haber	  sido	  extraído	  del	  mismo	  corte	  de	  tejido,	  puede	  presentar	  diferencias	  entre	  

regiones	   muy	   próximas.	   Para	   disminuir	   el	   efecto	   de	   esta	   variabilidad	   se	   debería	   realizar	   una	  

homogeneización	  previa	  del	  tejido	  antes	  de	  aislar	  el	  material	  genético.	  Por	  otro	  lado,	  existen	  una	  serie	  

de	  limitaciones	  técnicas,	   inherentes	  a	   la	  metodología	  empleada,	  que	  pueden	  interferir	  con	  el	  éxito	  del	  

estudio.	  A	  partir	  de	   las	  muestras	  humanas	  de	  cerebro,	   se	  aisló	  el	  material	  genético	  de	  un	  número	  no	  

determinado	  de	  núcleos	  neuronales,	  que	  podrían	  presentar	  grandes	  variaciones	  en	  la	  metilación.	  Por	  lo	  

que	   en	   primer	   lugar	   sería	   necesario	   progresar	   hacia	   nuevas	   técnicas	   que	   permitan	   aislar	   núcleos	  

celulares	   individuales,	  como	  la	  técnica	  de	  captura	  por	   láser,	  o	  normalizar	   los	  valores	  obtenidos	  por	  un	  

numero	  exacto	  de	  núcleos.	  Otro	  factor,	  que	  podría	  ser	  determinante	  en	  la	  variabilidad	  de	  la	  técnica	  es	  la	  

falta	  de	  entre	  5-‐metilcitosina	  y	  5-‐hidroximetilcitosina,	  un	  metabolito	  intermedio	  de	  la	  degradación	  de	  la	  

5-‐metilcitosina.	  No	  obstante,	  se	  debe	  tener	  en	  consideración	  la	  complejidad	  del	  proceso	  de	  regulación	  

de	  la	  transcripción	  en	  el	  que	  otros	  factores	  epigenéticos	  pueden	  ser	  determinantes.	  

	  

El	  estudio	  del	  perfil	  de	  metilación	  en	  pacientes	  afectos	  de	  EA	  ha	  ofrecido	  una	  información	  muy	  valiosa	  

acerca	   de	   la	   importancia	   que	   puede	   adquirir	   el	   fenómeno	   de	   la	   metilación	   en	   procesos	  

neurodegenerativos.	  Se	   trata	  de	  una	  herramienta	  muy	  útil	  en	  el	  descubrimiento	  de	  nuevas	  moléculas	  

implicadas	   en	   la	   patofisiología	   de	   esta	   enfermedad	   y	   en	   la	   confirmación	   de	   otras	   ya	   descritas.	   Las	  
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diferencias	   de	   metilación	   observadas	   en	   cerebelo	   de	   pacientes	   con	   EA	   ponen	   de	   manifiesto	   la	  

implicación	  de	  esta	  región	  del	  SNC	  en	  esta	  enfermedad.	  Además,	  en	  la	  fase	  de	  la	  enfermedad	  estudiada,	  

esta	   región	   no	   presenta	   lesiones	   neuropatológicas,	   por	   lo	   que	   induce	   a	   pensar	   que	   las	   marcas	  

epigenéticas	  alteradas	  evidencian	  cambios	  previos	  a	  la	  instauración	  de	  la	  enfermedad	  y	  a	  la	  progresión	  

de	  la	  neurodegeneración	  profusa.	  Por	  lo	  que	  cabría	  pensar	  que	  se	  trata	  de	  una	  causa	  de	  patología	  y	  no	  

una	   consecuencia	   del	   proceso	   neurodegenerativo	   generalizado,	   aunque	   la	   casuística	   puede	   ser	   muy	  

variada.	  

	  

Por	   lo	  que	  respecta	  a	  este	  tipo	  de	  estudios,	   los	  pasos	  a	  realizar	  serían	   la	  validación	  de	   la	  metilación	  a	  

través	  de	   cambios	  de	   la	   expresión	   en	  un	  mayor	  número	  de	  moléculas,	   así	   como	   la	   replicación	  de	   los	  

valores	   de	   metilación	   con	   un	   método	   cuantitativo	   alternativo.	   Por	   último,	   como	   se	   señalaba	  

anteriormente,	   el	   uso	   de	   tejido	   diana	   en	   el	   estudio	   de	   la	   metilación	   resulta	   muy	   valioso,	   pero	   es	  

necesario	  establecer	  una	  buena	  correlación	  entre	  los	  datos	  de	  tejidos	  diana	  frente	  a	  otros	  tejidos,	  como	  

la	  sangre,	  ya	  que	  también	  permitiría	  estudiar	  un	  mayor	  número	  de	  individuos,	  facilitando	  la	  correlación	  

de	   los	   datos	   con	   los	   estudios	   de	   neuroimagen	   in	   vivo	   y	   con	   datos	   epidemiológicos	   de	   los	   pacientes	  

obtenidos	  a	  partir	  de	  cuestionarios,	  suponiendo	  un	  gran	  avance	  en	  la	  caracterización	  de	  la	  enfermedad	  

de	  Alzheimer.	  

	  

Los	   últimos	   avances	   en	   neuroimagen	   y	   en	   biología	   molecular,	   unidos	   a	   los	   datos	   de	   fisiología	  

preexistentes,	   han	   permitido	   confirmar	   la	   implicación	   del	   cerebelo	   en	   la	   regulación	   de	   funciones	   no-‐

motoras.	   Las	   proyecciones	   de	   los	   núcleos	   profundos	   a	   la	   corteza	   cerebral,	   a	   través	   de	   las	   células	   de	  

Purkinje,	   establecen	   un	   puente	   de	   transferencia	   bidireccional	   de	   información.	   Las	   principales	  

conexiones	   se	   establecen	   con	   núcleos	   de	   la	   corteza	   pre-‐frontal,	   el	   sistema	   límbico,	   el	   complejo	  

amigdaloide,	   el	   núcleo	   septal	   y	   con	   varios	   núcleos	   talámicos	   e	   hipotalámicos404-‐406.	   Entre	   las	   nuevas	  

funciones	  atribuidas	  a	  cerebelo	  destacan	  el	  control	  de	  la	  atención	  –entre	  otras	  funciones	  cognitivas–,	  las	  

emociones,	  el	  estado	  de	  ánimo	  y	  el	  comportamiento	  social,	  todas	  ellas	  atribuidas	  a	  la	  neo-‐corteza.	  Por	  

ejemplo,	  a	  través	  estímulos	  emocionales	  se	  ha	  observado	  la	  activación	  de	  cerebelo407.	  El	  estudio	  de	   la	  

relación	   entre	   las	   estructuras	   del	   cerebelo	   y	   la	   función	   asociada	   ha	   permitido	   identificar	   al	   vermis	  

cerebeloso	  posterior,	  como	  el	  “sistema	  límbico	  del	  cerebelo”.	  

	  

De	   hecho,	   se	   ha	   comprobado	   que	   las	   lesiones	   que	   afectan	   a	   esta	   región,	   pueden	   interrumpir	   la	  

comunicación	   con	   el	   sistema	   límbico	   y	   el	   neo-‐corteza,	   dando	   lugar	   a	   enfermedades	   psiquiátricas	  

caracterizadas	   por	   trastornos	   emocionales	   y	   del	   comportamiento408.	   Atendiendo	   a	   las	   enfermedades	  

neurológicas	   que	   presentan	   alteraciones	   en	   la	   función	   y/o	   estructura	   de	   cerebelo	   cabe	   destacar	   el	  

síndrome	   cognitivo-‐afectivo	   cerebelar409,	   esquizofrenia410-‐413,	   el	   trastorno	   de	   déficit	   de	   atención	   e	  

hiperactividad413	   y	   el	   trastorno	   bipolar	   y	   de	   depresión	   mayor414,	   autismo415,	   entre	   otros,	   como	   la	  

dislexia416	   o	   el	   síndrome	   de	   estrés	   post-‐traumático417.	   En	   concreto,	   entre	   las	   enfermedades	  

neurodegenerativas	  con	  alteraciones	  en	  esta	  región	  del	  SNC	  se	  encuentran	  el	  temblor	  esencial418,419,	  la	  
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enfermedad	   de	   Parkinson420,	   la	   enfermedad	   de	   Huntington421	   y	   la	   enfermedad	   de	   Alzheimer422.	   En	  

conclusión,	  muchos	  autores	  remarcan	  el	  importante	  papel	  que	  desempeña	  el	  cerebelo	  en	  el	  control	  del	  

pensamiento	   y	   las	   emociones,	   entre	   otras	   funciones	   intelectuales	   superiores,	   con	   el	  mismo	   grado	   de	  

implicación	  que	  el	  control	  de	  las	  funciones	  motoras423-‐429.	  	  

	  

El	  primer	  estudio	  que	  describe	  la	  afectación	  del	  cerebelo	  en	  la	  EA	  mostró	  la	  presencia	  de	  atrofia	  de	  los	  

hemisferios	   cerebelares	   derecho	   y	   posterior430,	   confirmado	   recientemente431.	   Entre	   los	   principales	  

signos	   identificados	  en	  casos	   familiares	  y	  esporádicos	  de	  EA	  destacan	  el	  déficit	  de	  células	  de	  Purkinje,	  

astrocitosis432,	   atrofia433,	   presencia	   de	   placas	   seniles434-‐436	   –en	   ausencia	   de	   ovillos	   neurofibrilares–	   y	  

microgliosis437.	  Otro	  estudio	  señala	  la	  potencial	  implicación	  de	  la	  alteración	  motora	  en	  estadíos	  iniciales	  

de	   EA438.	   Sin	   embargo,	   otros	   autores	   apoyan	   un	   modelo	   de	   afectación	   de	   los	   núcleos	   profundos	   de	  

cerebelo	  en	  estadíos	  tardíos	  de	   la	  EA,	  como	  consecuencia	  del	  proceso	  neurodegenerativo	  y	   la	  pérdida	  

neuronal422.	   El	   estudio	   de	   los	   perfiles	   de	   expresión	   de	   cerebelo	   en	   un	  modelo	   neurodegenerativo	   de	  

ratón,	   demuestra	   la	   implicación	   de	   alteraciones	   génicas	   asociadas	   a	   EA	   tanto	   en	   cerebelo	   como	   en	  

corteza439.	   No	   obstante,	   ningún	   estudio	   ha	   mostrado	   el	   patrón	   de	   metilación	   de	   esta	   región	   en	  

controles,	  ni	  en	  relación	  a	  enfermedades	  neurodegenerativas.	  	  

	  

5.3. Mosaicismo somático en el sistema nervioso central 
	  

En	  este	  estudio	  exploratorio	   se	  analizaron	  siete	  áreas	  del	  SNC	  bien	  caracterizadas	  –amígdala,	   corteza,	  

hipocampo,	   hipotálamo,	   protuberancia,	   substantia	   nigra	   y	   cerebelo–	   de	   diez	   individuos,	   cuatro	   EA	  

tardía,	  dos	  EP	  esporádica	  y	  dos	  controles,	  con	  el	  objetivo	  de	  identificar	  mosaicismo	  somático	  mediado	  

por	   CNVs.	   Para	   ello	   se	   hibridaron	   una	   a	   una	   las	   regiones	   disponibles	   de	   cada	   individuo,	   frente	   al	  

cerebelo	  del	  mismo,	  en	  un	  array	  CGH	  de	  Agilent	  SurePrint	  400K.	  	  

	  

Se	  identificaron	  un	  total	  de	  826	  regiones	  aberrantes	  distribuidas	  aleatoriamente	  por	  todo	  el	  genoma,	  de	  

las	   que	   un	   52%	   correspondían	   a	   duplicaciones	   respecto	   al	   cerebelo.	  Una	   vez	   agrupadas	   en	   CNVRs	   se	  

obtuvieron	  un	  total	  de	  32	  regiones	  génicas	  presentes	  en	  más	  de	  un	  individuo	  en	  al	  menos	  dos	  áreas	  del	  

SNC.	  Esta	  cifra,	  mucho	  mayor	  a	  la	  esperada,	  considerando	  que	  tanto	  la	  muestra	  de	  referencia	  como	  la	  

muestra	   problema	   corresponden	   al	   mismo	   individuo,	   pone	   de	   relieve	   el	   dinamismo	   presente	   en	   el	  

genoma	  humano.	  En	  particular,	  se	  ha	  visto	  con	  anterioridad	  que	  el	  cerebro	  es	  una	  de	  las	  regiones	  donde	  

tienen	   lugar	   frecuentemente	   procesos	   de	   integración	   de	   elementos	   retro-‐transponibles	   del	   genoma,	  

como	   los	   LINEs440.	   Éstos	   pueden	   representar	   una	   fuente	   de	   variabilidad	   en	   el	   genoma,	   alterando	   la	  

secuencia	   de	   ADN	   y	   provocando	   alteraciones	   en	   la	   expresión	   génica,	   a	   través	   de	   la	   formación	   de	  

variantes	   estructurales	   de	   novo214,	   que	   pueden	   inducir	   un	   efecto	   deletéreo,	   como	   la	   disrupción	  

funcional	  de	  proteínas.	  Por	  otro	  lado,	  este	  tipo	  de	  cambios	  estructurales	  han	  sido	  un	  mecanismo	  clave	  

en	  el	  proceso	  evolutivo,	  ya	  que	  seguramente	  ahn	  sido	  responsables	  de	  un	  gran	  número	  de	  mutaciones	  
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estocásticas	   que,	   siendo	   favorables	   al	   organismo,	   se	   perpetúan	   dando	   una	   ventaja	   adaptativa	   al	  

organismo.	   La	   acción	   de	   estos	   elementos	   en	   el	   cerebro	   humano	   podría	   explicar	   la	   presencia	   de	  

mosaicismo	   somático	   entre	   regiones	   del	  mismo	   individuo	   originadas	  de	   novo	   durante	   el	   desarrollo	   o	  

incluso	  en	  el	  transcurso	  de	  la	  vida	  adulta213.	  Por	  ello,	  la	  acción	  de	  los	  transposones	  dotaría	  al	  SNC	  de	  un	  

mecanismo	  único	  de	  remodelación	  del	  entramado	  genético	  en	  relación	  a	  estímulos	  externos	  y	  cambios	  

en	  procesos	  neurobiológicos441.	  	  

	  

A	   partir	   de	   los	   resultados	   del	   array	   CGH,	   se	   seleccionaron	   14	   regiones	   para	   validar	   por	   métodos	  

convencionales	  (PCR	  múltiple,	  MLPA	  y	  secuenciación),	  de	  las	  que	  tan	  solo	  dos	  regiones	  confirmaron	  la	  

presencia	  de	  mosaicismo	  somático	  en	  la	  muestras	  analizadas.	  Este	  hecho,	  unido	  al	  elevado	  número	  de	  

regiones	  resultantes,	  podría	  indicar	  la	  presencia	  de	  una	  considerable	  proporción	  de	  falsos	  positivos	  en	  el	  

array	   CGH.	   Entre	   los	   factores	   que	   pueden	   influir	   en	   este	   resultado	   se	   encuentran	   la	   calidad	   del	   ADN	  

genómico,	   la	  desviación	  estándar	  de	  cada	  hibridación	  y,	  en	  último	  término,	   los	  filtros	  empleados	  en	  la	  

detección	   de	   regiones	   aberrantes	   del	   genoma.	   Todos	   ellos	   fueron	   controlados	   exhaustivamente	   para	  

asegurar	   un	   elevado	   estándar	   de	   calidad	   en	   el	   estudio.	   No	   obstante,	   cabe	   la	   posibilidad	   de	   que	   los	  

parámetros	   empleados	   en	   la	   detección	   de	   regiones	   aberrantes	   resultaran	   menos	   restrictivos	   de	   lo	  

requerido.	  Al	  mismo	  tiempo,	   la	   limitada	  cantidad	  de	  ADN	  genómico	  de	  alta	  pureza,	  disponible	  para	   la	  

validación	   de	   los	   resultados,	   ha	   dificultado	   la	   puesta	   a	   punto	   de	   ensayos	   adicionales	   que	   permitirían	  

obtener	  una	  visión	  global	  de	  la	  validación.	  

	  

El	   CNV	   identificado	   en	   ARHGEF10	   mostró	   una	   ganancia	   de	   material	   genético	   en	   el	   hipotálamo	   y	   la	  

protuberancia	   del	   individuo	   BK-‐1049.	   La	   amplificación	   de	   este	   individuo	   mediante	   PCR	   mostró	   la	  

presencia	  de	  una	  deleción	  de	  alrededor	  de	  2	  kb,	  respecto	  al	  genoma	  de	  referencia	  (Hg18/NCBI36),	  que	  

solapaba	   con	   la	   localización	   de	   CNVs	   previamente	   identificados	   y	   contenidos	   en	   DGV,	   en	   amígdala,	  

corteza	   e	   hipocampo.	   En	   el	   cerebelo	   la	   secuencia	   no	   supera	   la	   longitud	   necesaria	   para	   abarcar	   dicha	  

deleción,	   mientras	   que	   las	   muestras	   que	   presentaban	   la	   ganancia	   de	   material	   no	   pudieron	   ser	  

secuenciadas.	   Este	   resultado	   sugiere	   que	   las	   muestras	   de	   hipotálamo	   y	   protuberancia	   no	   estaban	  

delecionadas	  y	  por	  ello	  al	  compararlas	  frente	  a	  cerebelo,	  presentaban	  una	  duplicación.	  No	  obstante,	  la	  

muestra	  de	  hipotálamo	  mostró	  una	  banda	  de	  amplificación	  en	  uno	  de	   los	  experimentos,	  por	   lo	  que	  al	  

menos	  una	  proporción	  de	  las	  moléculas	  de	  ADN	  analizadas	  presentaba	  la	  deleción.	  En	  todo	  caso,	  debe	  

tomarse	  en	  consideración	   la	  posibilidad	  de	  detectar	  alteraciones	  anómalas	  de	   la	   intensidad	  de	  sondas	  

aisladas	  en	  regiones	  que	  presentan	  una	  misma	  tendencia.	  Paralelamente,	  se	  observó	  una	  ganancia	  de	  

material	  genético	  en	  una	  región	   intrónica	  de	  aproximadamente	  3	  kb	  del	  gen	   IGNF1	  en	   tres	   individuos	  

(BK-‐1049	   A,	   HT,	   P;	   BK-‐1082	   A,	   C,	   SN;	   A06/00210	   C,	   HC)	   frente	   a	   cerebelo.	   De	   todas	   las	   muestras	  

analizadas,	   tan	   solo	   se	   obtuvo	   la	   secuencia	   de	   BK-‐1082	   hipotálamo,	   protuberancia	   y	   cerebelo,	   que	  

alineaban	   en	   el	   extremo	   3’	   de	   la	   región	   analizada,	   comparado	   frente	   al	   genoma	   de	   referencia,	   en	  

consonancia	   con	   los	   datos	   de	   aCGH	   que	   indicaban	   una	   ganancia	   de	  material	   en	   corteza,	   amigdala	   y	  

sustancia	   nigra.	   Sin	   embargo,	   sería	   necesaria	   la	   caracterización	  de	   la	   deleción	   completa	   para	   concluir	  
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que	   se	   trata	   de	   un	   caso	   de	   mosaicismo	   somático.	   Por	   otra	   parte,	   el	   diseño	   de	   una	   PCR	   larga	   que	  

permitiera	  amplificar	  el	  fragmento	  completo	  de	  3	  kb	  en	  los	  individuos	  que	  no	  presentaban	  la	  deleción,	  

podría	   mostrar	   la	   presencia	   de	   mosaicismo	   en	   este	   individuo.	   Asimismo,	   de	   las	   10	   regiones	  

seleccionadas	  para	  validar	  por	  MLPA,	  ninguna	  mostró	  cambios	  en	  el	  número	  de	  copia	  entre	  muestras.	  

En	  este	  caso	  concreto,	  resulta	  factible	  justificar	  que,	  la	  presencia	  de	  regiones	  aberrantes	  comunes	  a	  un	  

número	   elevado	   de	   individuos	   y	   áreas	   del	   SNC	   puede	   ser	   indicativa	   de	   una	   alteración	   anómala	   de	   la	  

intensidad	  de	  ciertas	   sondas	  del	  array	  CGH.	  Finalmente,	  debido	  a	   la	  elevada	  heterogeneidad	  del	  SNC,	  

debe	  tomarse	  en	  consideración	  la	  posibilidad	  de	  que	  coexistencian	  en	  una	  región	  células	  “normales”	  y	  

células	  con	  cambios	  estructurales,	  pudiendo	  afectar	  a	  los	  resultados	  del	  análisis.	  	  

	  

La	   presencia	   de	  mosaicismo	   somático	   se	   confirmó	   en	   el	   corteza	   de	   dos	   individuos,	   que	   presentaban	  

ganancias	  de	  material	  genético	  en	  regiones	  del	  genoma	  que	  solapan	  con	  el	  gen	  ADAM5P3A	  (A07/00043)	  

y	  el	  gen	  WWOX	  (A06/00210,	  A07/00043).	  Este	  resultado,	  confirmado	  mediante	  PCR	  múltiple,	  mostró	  un	  

aumento	  en	  el	  número	  de	  copias	  génicas	  de	   las	  muestras	  problema	  respecto	  a	  cerebelo	  y	  al	   resto	  de	  

muestras	   analizadas	   del	   mismo	   individuo.	   La	   validación	   de	   este	   resultado	   en	   un	   número	   mayor	   de	  

individuos	  –no	  hibridadas	  en	  el	  array	  CGH–,	  no	  proporcionó	  nuevos	  casos	  de	  mosaicismo	  somático	  de	  

WWOX	   en	   la	   corteza	   de	   36	   individuos	   (18	   EA	   tardía	   y	   18	   controles).	   Sin	   embargo,	   sería	   necesario	  

aumentar	   el	   número	   de	   individuos	   analizados	   para	   poder	   confirmar	   la	   presencia	   de	   los	   cambios	   de	  

genotipo	  observados	  en	  estos	  individuos.	  Posteriormente	  se	  calculó	  la	  distribución	  de	  los	  genotipos	  de	  

WWOX	   en	   las	   muestras	   analizadas.	   En	   un	   total	   de	   22	   muestras	   de	   cerebro	   de	   EA	   se	   observó	   una	  

disminución	   (22%)	   del	   genotipo	   delecionado	   (0	   copias),	   respecto	   a	   los	   controles	   (44%),	   que	   de	  

confirmarse	  en	  un	  tamaño	  de	  muestra	  mayor	  resultaría	  de	  gran	  interés	  en	  relación	  a	  la	  EA	  (Tabla	  29).	  

	  

El	  gen	  WWOX	   se	   localiza	  en	  una	  región	   inestable	  del	  genoma	  (16q),	  caracterizada	  por	   la	  presencia	  de	  

deleciones	   homocigóticas	   y	   pérdida	   de	   la	   heterocigosidad442-‐444,	   y	   coincide	   con	   uno	   de	   los	   lugares	  

frágiles	  más	  comunes	  del	  genoma,	  FRA16D445,446.	  Este	  gen	  WWOX	  abarca	  una	  región	  de	  1.1	  Mb	  y	  está	  

formado	  por	  nueve	  exones,	  cuya	  transcripción	  da	  lugar	  proteínas	  con	  dos	  dominios	  WW	  y	  un	  dominio	  

de	   deshidrogenasa/reductasa	   (SDR)447-‐449.	   La	   deleción	   observada	   en	   el	   presente	   estudio	   abarca	   una	  

región	  intrónica	  (intrón	  4)	  de	  12,4	  kb,	  previamente	  caracterizada450,451.	  Entre	  las	  funciones	  atribuidas	  a	  

WWOX	  destaca	  la	  regulación	  de	  la	  apoptosis	  y	  la	  muerte	  celular	  la	  inhibición	  de	  la	  vía	  de	  señalización	  de	  

Wnt,	  implicada	  en	  el	  desarrollo	  y	  mantenimiento	  de	  los	  tejidos,	  sobre	  todo	  en	  la	  formación	  del	  SNC.	  Su	  

distribución	  en	  el	  SNC	  es	  ubicua,	  expresándose	  tanto	  en	  cerebelo,	  como	  en	  regiones	  corticales452.	  Entre	  

las	   nuevas	   funciones	   sugeridas	   para	   este	   gen	   se	   encuentra	   la	   regulación	   del	   metabolismo	   del	  

colesterol453,454	   y	   la	   implicación	   en	   la	   etiopatología	   de	   la	   EP455	   y	   sobre	   todo	   de	   la	   EA386,456,457.	  

Recientemente,	  Teng	  et	  al.,	  2012	  han	  descrito	  el	  potencial	  papel	  de	  esta	  proteína	  en	  las	  vías	  patogénicas	  

de	   la	   EA457.	   En	   este	   trabajo	   se	   discute	   la	   implicación	   de	   WWOX	   en	   tauopatías,	   en	   la	   supervivencia	  

neuronal,	  el	  papel	  pro-‐apoptótico	  y	  su	  posible	  influencia	  en	  los	  procesos	  inflamatorios	  que	  comportan	  el	  
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desencadenamiento	  de	  la	  enfermedad.	  En	  este	  contexto	  sería	  de	  gran	  interés	  evaluar	  la	  posible	  relación	  

entre	  la	  deleción	  intrónica	  identificada	  y	  la	  expresión	  de	  la	  proteína	  en	  relación	  a	  la	  EA.	  

	  

Entre	   los	   factores	   que	   pueden	   verse	   alterados	   por	   esta	   deleción	   se	   encuentran	   sitios	   de	   splicing	  

alternativo	  y	  elementos	  reguladores	  de	  la	  transcripción,	  entre	  los	  que	  se	  encuentra	  la	  ADNm.	  En	  nuestro	  

estudio	   se	   comparó	   el	   grado	   de	   metilación	   de	   49	   CpGs	   de	  WWOX,	   14	   de	   los	   cuales	   presentaron	  

diferencias	  significativas	  entre	  casos	  y	  controles.	  Este	  análisis	  mostró	  que	  el	  78%	  de	  las	  dianas	  CpG	  con	  

diferencias	  significativas	  entre	  casos	  y	  controles,	  presentaban	  una	  disminución	  de	  la	  metilación	  respecto	  

a	  los	  controles	  (Tabla	  Suplementaria	  10),	  señalando	  un	  posible	  efecto	  en	  la	  regulación	  de	  esta	  proteína	  

en	  relación	  a	  enfermedad	  de	  Alzheimer.	  
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1. Estudio	   de	   marcadores	   epigenéticos	   en	   enfermedades	   neurodegenerativas:	   exploración	  

preliminar	   de	   las	   diferencias	   del	   patrón	   de	   metilación	   del	   sistema	   nervioso	   central	   entre	  

individuos	   afectados	   por	   enfermedad	   de	   Alzheimer	   de	   aparición	   tardía,	   enfermedad	   de	  

Parkinson	  esporádica	  e	  individuos	  sin	  patología	  neurodegenerativa	  

	  

a) El	  estudio	  del	  patrón	  de	  metilación	  del	  SNC	  confirma	  la	  presencia	  de	  un	  perfil	  de	  metilación	  

específico	  para	  este	  órgano,	  siendo	  el	  cerebelo	   la	  región	  con	  un	  patrón	  de	  metilación	  más	  

homogéneo	   entre	   muestras,	   frente	   a	   corteza,	   amígdala,	   hipocampo,	   hipotálamo,	  

protuberancia	  y	  sustancia	  negra.	  

b) El	   análisis	   lineal	   discriminante	   permite	   identificar	   combinaciones	   de	   dianas	   CpGs	   cuyos	  

valores	  de	  metilación	  permiten	  separar	  las	  muestras	  de	  cerebro	  analizadas	  por	  patología,	  y	  

que	  se	  encuentran	  en	  regiones	  génicas	  relacionadas	  con	  procesos	  neurodegenerativos.	  

c) Los	   datos	   de	   reproduciblidad	   entre	   réplicas	   y	   la	   concordancia	   entre	  métodos	   de	   análisis,	  

arrays	  de	  metilación	  y	  pirosecuenciación,	  confirman	  en	  siete	  loci	  la	  fiabilidad	  del	  método	  de	  

análisis	  empleado	  para	  la	  detección	  del	  metiloma	  humano	  en	  muestras	  de	  cerebro.	  

	  

2.	   Estudio	  global	  de	   las	  alteraciones	  del	  patrón	  de	  metilación	  de	  ADN	  asociadas	  a	  estructuras	  del	  

sistema	  nervioso	  central	  en	  enfermedad	  de	  Alzheimer	  de	  aparición	  tardía	  

	   	  

a) El	   patrón	   de	  metilación	   en	  muestras	   de	   40	   individuos	   analizados	   confirma	   los	   resultados	  

obtenidos	  mediante	  arrays	  de	  metilación	  en	  el	  cerebelo,	  hipometilado	  respecto	  a	  corteza,	  

amígdala	  e	  hipocampo.	  

b) El	  análisis	   lineal	  discriminante,	  de	  todas	   las	  muestras	  de	  forma	  conjunta	  y	  de	   las	  muestras	  

de	  cerebelo	  y	  de	  las	  de	  regiones	  anteriores	  del	  cerebro	  (corteza,	  amígdala	  e	  hipocampo)	  por	  

separado,	   permitió	   identificar	   combinaciones	   de	   CpGs	   que	   separaban	   las	   muestras	   por	  

rango	  de	  edad,	  región	  del	  sistema	  nervioso	  central	  y	  por	  patología.	  

c) El	  análisis	  de	   las	  diferencias	  de	  metilación	  entre	  muestras	  de	  EA	  tardía	  y	  controles	  mostró	  

más	   de	  mil	   dianas	   CpG	  potencialmente	  hipometiladas	   en	   EA	   tardía	   en	   el	   cerebelo,	   de	   las	  

que	  un	  centenar	  contenían	  variaciones	  para	  dos	  a	  ocho	  CpGs	  por	  región.	  

d) La	  validación	  del	   impacto	   funcional	  de	   las	  diferencias	  de	  metilación	  observadas	  en	   cuatro	  

dianas	   CpGs	   seleccionadas	   no	   confirmó	   la	   existencia	   de	   diferencias	   significativas	   de	  

metilación	  entre	  casos	  y	  controles,	  sólo	  detectando	  una	  tendencia	  en	  el	  gen	  HIF1A.	  
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3. Detección	  de	  mosaicismo	  somático	  en	  el	  sistema	  nervioso	  central	  

	  

a)	   La	   hibridación	   de	   ADN	   de	   corteza,	   amígdala,	   hipocampo,	   hipotálamo,	   protuberancia	   y	  

sustancia	  negra	  de	  diez	  individuos	  respecto	  al	  de	  cerebelo	  de	  cada	  uno	  identificó	  un	  total	  de	  

864	  ganancias	  y	  pérdidas	  de	  material	  genético	  distribuídas	  a	  lo	  largo	  del	  genoma,	  sugiriendo	  

una	  notable	  variabilidad	  a	  nivel	  estructural	  entre	  distintas	  áreas	  del	  SNC.	  	  

b) La	  validación	  por	  PCR	  múltiple	  de	   los	  cambios	  estructurales	   identificados	  mediante	  arrays,	  

identificó	   dos	   individuos	   con	  mosaicismo	   somático	   para	  ADAM5P3A	   y	  WWOX	   en	   corteza	  

cerebral	   respecto	  al	   resto	  de	  áreas	  analizadas,	   indicando	  que	   las	  diferencias	  estructurales	  

entre	  distintas	  áreas	  del	  cerebro	  afectan	  genes	  con	  importantes	  papeles	  evolutivos.	  

c) La	  replicación	  de	  WWOX	  en	  un	  número	  adicional	  de	  individuos	  no	  mostró	  nuevos	  casos	  de	  

mosaicismo	   somático,	   pero	   indicó	   una	   disminución	   del	   genotipo	   delecionado	   en	   las	  

muestras	  de	  EA	  tardía.	  	  
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3'-‐UTR	   Untranslated	  final	  gene	  region	  
5´-‐UTR	   Untranslated	  initial	  gene	  region	  
A	   Amígdala	  
aCGH	   Comparative	  genomic	  hybridization	  array	  
ADM3-‐6	   Estadio	  de	  Braak	  3-‐6,	  enfermedad	  de	  Alzheimer	  
ADM-‐2	   Aberrant	  detection	  method-‐2	  algorithm	  
ADN	   Ácido	  desoxirribonucleico	  
ADNc	   ADN	  copia	  
ADNm	   Metilación	  del	  ADN	  
AMPA	   Ácido	  amino-‐metilfosfónico	  
ARN	   Ácido	  ribonucleico	  
ARNr	   ARN	  ribosómico	  
ARNt	   ARN	  de	  transferencia	  
ATP	   Adenosina	  trifosfato	  
ATR-‐X	   Alfa-‐talasemia	  ligada	  al	  cromosoma	  X	  
BAC	   Bacterial	  artificial	  chromosome	  
BP	   Breakpoint	  
BSE	   Bisulphite	  conversion	  efficiency	  
C	   Corteza	  
CA	   Cerebro	  anterior	  
CA1	   Cornu	  ammonis	  1	  
CB	   Cerebelo	  
CF	   Celda	  de	  flujo	  
CGI	   Islas	  CpG	  
CGI	  shelf	   Plataforma	  islas	  CpG	  
CGI	  shores	   Orillas	  islas	  CpG	  
CHG	   trinucleótidos	  de	  metilación,	  ^H:	  adenina,	  citosina	  o	  guanina	  
CHH	   trinucleótidos	  de	  metilación,	  ^H:	  adenina,	  citosina	  o	  guanina	  
Chr	   Cromosoma	  
CNV	   Copy	  number	  variant	  
CNVR	   Copy	  number	  variant	  region	  
Cp	   Crossing	  point	  
CpG	   CpG	  dinucleotide,	  site	  
CpGs	   Dinucleótidos/sitios	  CpG	  
CRG	   Centro	  de	  regulación	  genómica	  
Ct	   Threshold	  cycle	  
dATP	   Desoxi	  adenosina	  trifosfato	  
dCTP	   Desoxicitidina	  trifosfato	  
ddNTP	   Didesoxinucleótido	  trifosfato	  
DECIPHER	   Database	  of	  chromosomal	  imbalance	  and	  phenotype	  in	  human	  using	  

Ensembl	  Resources	  
dGTP	   Desoxiguanosina	  trifosfato	  
DGV	   Database	  of	  Genomic	  Variants	  
DMH	   Differentially	  methylation	  hybridization	  
DNMTasas	   DNA	  metiltransferasas	  
dNTP	   Desoxinucleótido	  trifosfato	  
DQ	   Dosage	  Quotient	  
DS	   Duplicación	  segmentaria	  
DSM	   Manual	  estadístico	  y	  diagnóstico	  de	  enfermedades	  mentales	  
DSM-‐IV-‐TR	   Manual	  estadístico	  y	  diagnóstico	  de	  enfermedades	  mentales,	  4ª	  

edición,	  texto	  revisado	  
dTTP	   Desoxitimidina	  trifosfato	  
EA	   Enfermedad	  de	  Alzheimer	  
EA	  precoz	   Enfermedad	  de	  Alzheimer	  de	  inicio	  precoz	  
EA	  tardía	  	   Enfermedad	  de	  Alzheimer	  de	  inicio	  tardío	  
EDTA	   Ethylenediamine	  tetracetic	  acid	  
EEG	   Electroencefalograma	  
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EP	   Enfermedad	  de	  Parkinson	  
eQTLs	   Locus	  de	  expresión	  de	  rasgos	  cuantitativos	  
FC	   Fold	  change	  
FISH	   Fluorescence	  in	  situ	  hybridization	  
GITC	   Guanidinium	  thiocyanate	  
GSH	   Glutatión	  
GWAS	   Genome-‐Wide	  Association	  Studies	  
HC	   Hipocampo	  
HELP	   HpaII	  tiny	  fragment	  Enrichment	  by	  Ligation-‐mediated	  PCR	  
HT	   Hipotálamo	  
ICD	   International	  Classification	  of	  Disease	  
ICF	   Inmunodeficiencia,	  inestabilidad	  centromérica	  y	  anomalías	  faciales	  	  
INDELS	   Inserciones	  y	  deleciones	  
kb	   Kilobase	  
LDA	   Linear	  Discriminant	  Analysis	  
logFC	   Logaritmo	  del	  Fold	  Change	  
lincRNAs	   Long	  intergenic	  non	  coding	  RNA	  
LINE	   Long	  interspersed	  nuclear	  elements	  
MAF	   Minor	  Allele	  Frequency	  
MAPH	   Multiplex	  amplifiable	  probe	  hybridization	  
Mb	   Megabases	  
MBD	   Methyl-‐CpG	  binding	  domain	  
MCA	   Methylated	  CpG	  island	  amplification	  
MCI	   Mild	  Cognitive	  Impairement	  
MeDIP	   Methylated	  DNA	  inmunoprecipitation	  
MEDIP-‐seq	   Methylated	  DNA	  inmunoprecipitation	  sequencing	  
MIRA	   Methylated-‐CpG	  island	  recovery	  assay	  
MLGA	   Multiplex	  ligation-‐dependent	  genome	  amplification	  
MLPA	   Multiplex	  ligation-‐dependent	  genome	  amplification	  
MMSE	   Mini-‐examen	  del	  estado	  mental	  de	  Folstein	  
MS	   Esclerosis	  múltiple	  
MSDK	   Methylation-‐specific	  digital	  karyotyping	  
Mt	  RNAt	   Mitochondrial	  ARN	  
NFQ	   Non-‐fluorescent	  quencher	  
NFT	   Neurofibrillary	  tangles	  
NGS	   Next	  generation	  sequencing	  
NINCDS-‐ADRDA	   National	  Institute	  of	  Neurologic	  Communicative	  Disorders	  and	  Stroke-‐

Alzheimer's	  Disease	  and	  Related	  Disorders	  Association	  Criteria	  
nt	   Nucleótidos	  
oligo-‐dT	   Oligonucleótidos	  desoxitimina	  
OMS	   Organización	  mundial	  de	  la	  salud	  
P	   Protuberancia	  
PCR	   Polymerase	  chain	  reaction	  
PEM	   Pair	  end	  mapping	  
PMI	   Post	  mortem	  interval	  
Ppi	   Fósforo	  inorgánico	  
PS	   Placas	  seniles	  
PSQ	   Pyrosequencing	  
RA	   Artritis	  reumatoide	  
RFLP	   Restriction	  fragment	  length	  polymorphism	  
RIN	   RNA	  integrity	  number	  
RMN	  	   Resonancia	  magnética	  nuclear	  
Rn	   Relative	  number	  	  
RPKM	   Reads	  per	  kilobase	  of	  exon	  model	  per	  million	  mapped	  reads	  
RRBS	   Reduced	  representation	  bisulphite	  sequencing	  
RT	   Retrotranscription	  
RT-‐qPCR	   Real	  time	  quantitative	  PCR	  
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SAH	   S-‐adenosilhomocisteina	  
SAM	   S-‐adenosil-‐metionina	  
SD	   Standar	  deviation	  
SDS	   Sequence	  detection	  system	  	  
SDS	   Sodium	  dodecyl	  sulfate	  
SINE	   Short	  interspersed	  nuclear	  elements	  
SLE	   Lupus	  eritematoso	  
SM	   Mosaicismo	  somático	  
SN	   Sustancia	  negra	  
SNC	   Sistema	  nervioso	  central	  
SNP	   Single	  nucleotide	  polymorphism	  
SP	   Senile	  Plaques	  
STR	   Short	  tandem	  repeats	  or	  microsatellite	  
SV	   Structural	  variants	  
TC	   Tomografía	  computerizada	  
WBA	   Whole	  bisulfitome	  amplification	  
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Protocolos de laboratorio 
	  

1.	  Extracción	  de	  ADN	  genómico	  a	  partir	  de	  tejido	  humano	  (cerebro)	  congelado	  a	  -‐80ºC.	  

	  

Reactivos	  

	  

-‐	  tampón	  de	  lisis	  (150	  mM	  NaCl,	  10	  mM	  Tris-‐HCL	  pH	  8.0,	  10	  mM	  EDTA,	  0,1%	  SDS)	  

-‐	  proteinasa-‐K	  (2	  mg/µL)	  

-‐	  fenol	  (tamponado	  con	  TE)	  

-‐	  fenol/cloroformo/isopropanol	  (25:24:1)	  

-‐	  acetato	  sódico	  (3	  M)	  

-‐	  etanol	  100%	  (frío)	  

-‐	  etanol	  70%	  (frío)	  

-‐	  tampón	  TE	  1X	  

-‐	  RNasa	  (10	  mg/ml)	  

-‐	  cloroformo/isopropanol	  

	   	  

Procedimiento	  

	  

1. Se	  coloca	  una	  placa	  metálica	  en	  nieve	  carbónica	  y	  se	  corta	  la	  cantidad	  necesaria	  de	  tejido	  

con	   un	   bisturí	   (20	   a	   40	   mg),	   disgregamos	   el	   tejido	   mecánicamente	   fragmentando	   la	  

alícuota	  mientras	  se	  mantiene	  en	  frío	  

2. Se	  preparan	  unos	  tubos	  ‘Eppendorf’	  (1,5	  mL)	  con	  la	  cantidad	  necesaria	  de	  tampón	  de	  lisis	  

(entre	  10-‐20	  volumen	  en	  mL	  de	  buffer	  por	  mg	  de	  tejido)	  y	  de	  proteinasa-‐K	  (concentración	  

final:	  100	  µL/mL)	  

Ej.-‐	  por	  cada	  40	  mg	  de	  tejido	  añadimos	  600	  mL	  de	  tampón	  de	  lisis	  y	  30	  µL	  de	  proteinasa-‐K	  

3. Mezcla	  por	  inversión.	  Evitamos	  la	  agitación	  automática	  para	  no	  provocar	  degradación	  del	  

ADN	  

4. Se	  colocan	  las	  muestras	  en	  un	  baño	  a	  55ºC,	  10-‐16	  h.	  para	  realizar	  la	  disgregación	  química	  

del	  tejido	  

5. Añadimos	  1	  V	  (volumen)	  de	  FENOL	  (tamponado	  con	  TE)	  (630	  µL)	  

6. Agitamos	  suavemente	  en	  agitador	  orbital,	  durante	  20	  min.	  

7. Centrifugamos	  10	  min.	  a	  5000	  g	  a	  temperatura	  ambiente	  

8. Recuperamos	   la	   fase	   superior	   (acuosa)	   y	   añadimos	   el	   mismo	   volumen	   (1V)	   de	  

fenol/cloroformo/isopropanol.	  Repetimos	  los	  pasos	  6-‐7	  

9. Recuperamos	  la	  fase	  superior	  (acuosa)	  
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10. Precipitamos	  el	  ADN	  con	  etanol	  (100%):	  añadimos	  1/10	  V	  de	  Acetato	  sódico	  (3	  M)	  y	  2	  V	  de	  

etanol,	  mezclamos	  por	  inversión	  y	  observamos	  la	  formación	  de	  un	  pequeño	  pellet	  

11. Ponemos	  a	  -‐20ºC	  durante	  1	  h.,	  centrifugamos	  30	  min.	  a	  15.000	  rpm	  a	  4ºC	  

12. Lavar	  el	  pellet	   con	  aprox.	  100	  µL	  de	  etanol	  al	  70%,	   ,	   centrifugamos	  a	   velocidad	  máxima	  

durante	  unos	  seg.	  

13. Secamos	  el	  pellet	  durante	  10	  min.	  a	  37ºC	  

14. Disolvemos	  el	  pellet	  en	  200	  µL	  de	  TE	  1X	  y	  lo	  dejamos	  a	  4ºC	  toda	  la	  noche	  

15. Tratamos	   el	   ADN	   disuelto	   con	   0,2	   µL	   de	   RNasa	   (10	   mg/ml),	   durante	   1	   h	   a	   37ºC,	   para	  

eliminar	  restos	  de	  ARN	  

16. Purificamos	  el	  ADN	  nuevamente	  añadiendo	  1	  V	  de	  FENOL	  (tamponado	  con	  TE),	  agitamos	  

en	  agitador	  orbital,	  20	  min.	  y	  centrifugar	  a	  temperatura	  ambiente	  10	  min.	  a	  5000	  g	  

17. Recuperamos	  la	  fase	  acuosa	  y	  repetimos	  el	  paso	  anterior	  

18. Añadimos	  1	  V	  de	  cloroformo/isopropanol,	  agitamos	  en	  agitador	  orbital	  durante	  20	  min.	  y	  

centrifugamos	  a	  temperatura	  ambiente	  durante	  10	  min.	  a	  5000	  g	  

19. Recuperamos	  la	  fase	  acuosa	  y	  precipitamos	  el	  ADN	  con	  etanol	  (pasos	  10-‐14)	  

20. Cuantificación	  y	  control	  de	  calidad	  del	  ADN	  aislado,	  purificado	  y	  resuspendido.	  
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2.	  Protocolo	  de	  hibridación,	  ligación	  y	  amplificación	  de	  MLPA.	  

	  

Reactivos	  

	  

-‐ Tampón	  MLPA	  (MRC	  Holland)	  

-‐ Tampón	  A	  ligasa-‐65	  (MRC-‐Holland)	  

-‐ Tampón	  B	  ligasa-‐65	  (MRC-‐Holland)	  

-‐ Ligasa	  (MRC-‐Holland)	  

-‐ Salsa	  PCR	  (MRC-‐Holland)	  

-‐ dNTPs	  (Invitrogen)	  

-‐ Tampón	  de	  PCR	  (Roche)	  

-‐ Taq	  polimerasa	  (Roche)	  

-‐ Mezcla	  de	  cebadores	  FAM	  (MRC-‐Holland)	  

-‐ Mezcla	  de	  cebadores	  VIC	  (Sigma)	  

-‐ Formamida	  (Applied	  Biosystems)	  

-‐ Marcador	  peso	  molecular	  ROX	  (Applied	  Biosystems)	  

	  

Procedimiento	  

	  

1. Se	  desnaturalizaron	  5	  µL	  de	  cada	  muestra	  de	  ADN	  (150-‐200	  ng)	  durante	  8	  min.	  a	  98ºC	  en	  

un	  termociclador	  

2. Se	  añadieron	  1,5	  µL	  de	  probe	  mastermix	  y	  1,5	  µL	  de	  tampón	  de	  MLPA	  (MRC	  Holland)	  por	  

cada	  muestra,	  se	  mezcló	  durante	  2	  min.	  y	  se	  centrifugó	  1	  min.	  a	  1000	  g	  

3. Se	   hibridó	   la	  mezcla	   en	   un	   termociclador	   realizando	   una	   desnaturalización	   de	   1	  min.	   a	  

95ºC	  seguido	  de	  16	  h	  de	  incubación	  a	  60ºC	  

4. Para	  la	  ligación	  de	  cada	  muestra	  se	  prepararon	  32	  µL	  de	  solución	  de	  ligasa	  (como	  máximo	  

1	  h	  antes	  de	  la	  ligación),	  añadiendo:	  

-‐ 25	  µL	  de	  agua	  

-‐ 3	  µL	  de	  ligasa-‐65	  tampón	  A	  

-‐ 3	  µL	  de	  ligasa-‐65	  tampón	  B	  

-‐ 1	  µL	  de	  ligasa	  

5. Al	   final	   de	   la	   incubación,	   se	   redujo	   la	   temperatura	   a	  54ºC,	   se	   añadieron	   los	  32	  µL	  de	   la	  

solución	  de	  ligasa	  a	  cada	  muestra,	  se	  mezcló	  y	  se	  incubó	  durante	  15	  min.	  a	  54ºC	  

6. Seguido	  de	  un	  paso	  de	  inactivación	  térmica	  de	  la	  ligasa	  durante	  5	  min.	  a	  98ºC	  

	  

El	   producto	   de	   ligación	   se	   puede	   conservar	   a	   -‐20ºC	   o	   continuar	   con	   la	   amplificación	   de	   los	  

fragmentos	  ligados.	  Para	  la	  amplificación	  de	  PCR	  se	  prepararon	  reacciones	  paralelas,	  una	  para	  

cada	  primer	  marcado	  (FAM	  y	  VIC):	  
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7. Se	   preparó	   una	   solución	   de	   reacción	   de	   PCR	   común	   para	   ambos	   cebadores	   añadiendo	  

para	  cada	  muestra:	  

-‐ 13	  µL	  de	  agua	  

-‐ 2	  µL	  de	  SALSA®	  PCR	  (MRC-‐Holland)	  

8. La	  PCR	  FAM	  se	  preparó	  en	  un	  volumen	  total	  de	  5	  µL	  añadiendo:	  

-‐ 1	  µL	  de	  tampón	  10X	  (Roche)	  

-‐ 1	  µL	  de	  SALSA®	  PCR	  Primer	  FAM	  (MRC-‐Holland)	  

-‐ 0,5	  µL	  de	  taq	  polimerasa	  (5U/μL)	  Roche	  

-‐ 2,5	  µL	  de	  agua	  Braun	  PCR	  grade	  

9.	   Para	  la	  PCR	  VIC	  se	  preparó	  una	  mezcla	  de	  cebadores	  añadiendo:	  

-‐ 6,4	  µL	  de	  cebador	  VIC	  directo	  a	  100	  µM	  

-‐ 9	  µL	  de	  cebador	  VIC	  inverso	  a	  100	  µM	  

-‐ 308,5	  µL	  de	  agua	  Braun	  ‘PCR	  grade’	  

10. La	  PCR	  se	  realizó	  en	  un	  volumen	  de	  5	  µL	  añadiendo:	  

-‐ 1	  µL	  de	  tampón	  10X	  (Roche)	  

-‐ 0,25	  µL	  de	  dNTPs	  a	  100	  µM	  (Invitrogen)	  

-‐ 1,5	  µL	  mezcla	  cebadores	  VIC	  	  

-‐ 0,4	  µL	  taq	  polimerasa	  (Roche)	  

-‐ 1,85	  µL	  de	  agua	  Braun	  PCR	  grade	  
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3.	  Electroforesis	  capilar	  de	  los	  productos	  de	  amplificación	  de	  MLPA.	  

	  

1. Preparamos	   una	   solución	   desnaturalizante	   de	   los	   productos	   de	   PCR	   para	   mantener	  

separadas	  las	  hebras	  de	  ADN,	  añadiendo	  en	  una	  placa	  para	  cada	  muestra:	  

-‐ 7,8	  µL	  de	  Formamida	  (Applied	  Biosystems)	  

-‐ 0,2	  µL	  de	  marcador	  de	  peso	  molecular	  fluorescente	  ROX	  (Applied	  Biosystems)	  

	  

2. Añadimos	  8	  µL	  de	  la	  solución	  desnaturalizante	  a	  2	  µL	  de	  producto	  de	  PCR*	  y	  mezclamos	  la	  

solución	  con	  vortex	  

3. Calentamos	   5	  min.	   a	   95ºC,	   enfriamos	   en	   hielo	   y	   colocamos	   las	  muestras	   en	   placa	   en	   el	  

secuenciador	  siguiendo	  las	  instrucciones	  del	  fabricante	  

	  

*Se	  realizaron	  tres	  diluciones	  1/5,	  1/10,	  1/100,	  para	  determinar	  la	  concentración	  del	  producto	  

de	  PCR	  que	  proporciona	  una	  intensidad	  de	  fluorescencia	  óptima.	  
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Material Suplementario 

	  

Tabla	  Suplementaria	  1.	  Control	  de	  calidad	  del	  ADN	  genómico	  obtenido	  a	  partir	  de	  muestras	  de	  
cerebro	  preservadas	  a	  -‐80ºC	  

ID	  BANCO	  TEJIDO	   EXTRACTION-‐1	   	   	   EXTRACTION-‐2	   	   	   SET	  

	   ng/µL	   260/280	   260/230	   ng/µL	   260/280	   260/230	   	  
A04/00146	  C	   113,46	   2	   1,41	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A04/00146	  CB	   487,93	   1,84	   1,98	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A04/00146	  HC	   63,7	   1,92	   1,42	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A04/00179	  C	   59,68	   1,85	   1,25	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A04/00179	  CB	   299,85	   1,88	   2,09	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A05/00057	  C	   33,75	   1,98	   0,96	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A05/00057	  CB	   504,56	   1,87	   2,21	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A06/00107	  C	   91,44	   1,87	   1,46	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00107	  CB	   781,63	   1,89	   2,02	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00107	  HC	   98,68	   1,9	   1,5	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A06/00110	  A	   100,51	   1,95	   1,51	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00110	  C	   48,03	   1,9	   1	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00110	  CB	   708,57	   1,9	   2,28	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A06/00110	  HC	   50,81	   1,78	   0,97	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00112	  C	   105,71	   2,02	   1,74	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00112	  CB	   619,75	   1,9	   1,95	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A06/00203	  A	   90,04	   1,93	   1,57	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00203	  C	   90,61	   1,99	   1,62	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00203	  CB	   366,03	   1,88	   2,12	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A06/00203	  HC	   104,38	   1,88	   1,55	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00210	  A	   114,85	   1,89	   1,6	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00210	  A	   31,68	   1,89	   1,69	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A06/00210	  C	   88,8	   1,89	   1,5	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00210	  C	   37,24	   1,81	   1,44	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00210	  CB	   315,86	   1,88	   2,02	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A06/00210	  CB	   174,07	   1,91	   2,01	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00210	  HC	   76,5	   1,87	   0,97	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A06/00210	  HC	   18,38	   2,04	   0,83	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A07/00005	  A	   317,31	   1,78	   1,24	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A07/00005	  C	   207,6	   1,82	   1,13	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A07/00005	  HT	   194,33	   1,86	   1,32	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

A07/00005	  P	   116,59	   1,75	   0,87	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A07/00005	  SN	   129,97	   1,8	   0,84	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A07/00011	  A	   11,85	   1,64	   0,52	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A07/00011	  C	   26,38	   1,42	   0,93	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A07/00011	  CB	   92,41	   1,88	   1,95	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A07/00011	  HC	   23,43	   1,87	   1,6	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A07/00043	  A	   91,32	   1,91	   1,55	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A07/00043	  C	   178,27	   1,95	   1,84	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A07/00043	  CB	   369,47	   1,87	   2,04	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A07/00043	  HC	   83,25	   1,96	   1,43	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
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	   ng/µL	   260/280	   260/230	   ng/µL	   260/280	   260/230	   	  
A07/00132	  HC	   77,08	   2,06	   1,6	   44,44	   2,13	   1,35	   3	  
A07/00137	  A	   111,48	   1,93	   1,89	   59,22	   1,98	   1,64	   3	  
A07/00137	  C	   69,16	   2,02	   1,87	   30,32	   2,16	   1,07	   3	  

A07/00137	  CB	   515,44	   1,85	   2,24	   321,89	   1,89	   2,25	   3	  
A07/00137	  HC	   39,63	   1,93	   1,78	   93,92	   1,98	   2,12	   3	  
A07/00142	  A	   57,3	   1,89	   1,42	   18,26	   1,59	   1,72	   3	  

A07/00142	  C	   47	   1,97	   1,93	   19,97	   1,65	   1,84	   3	  
A07/00142	  CB	   59,2	   1,89	   1,44	   94,92	   1,83	   2,23	   3	  
A07/00160	  A	   57,92	   2,07	   1,25	   36,34	   2,27	   1,18	   3	  

A07/00160	  C	   23,5	   2,28	   1,44	   29,73	   2,13	   1,6	   3	  
A07/00160	  CB	   198,8	   1,9	   2	   499,35	   1,86	   2,22	   3	  
A07/00160	  HC	   42,9	   1,91	   1,57	   27,98	   2,13	   0,93	   3	  

A08/00015	  A	   55,9	   1,118	   0,575	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00015	  C	   23,15	   1,92	   0,84	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00015	  CB	   28,05	   0,561	   0,269	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A08/00015	  HC	   13,44	   1,79	   0,54	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00017	  A	   21,9	   1,66	   1,62	   50,07	   1,85	   1,98	   3	  
A08/00017	  C	   35,7	   1,89	   1,18	   60,81	   1,89	   2,02	   3	  

A08/00017	  CB	   51,2	   1,75	   1,89	   148,36	   1,87	   1,87	   3	  
A08/00017	  HC	   33,2	   1,83	   1,3	   72,6	   1,87	   1,96	   3	  
A08/00023	  A	   23,9	   1,89	   1,02	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A08/00023	  C	   36,73	   0,735	   0,382	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00023	  CB	   166,45	   1,89	   2,28	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00041	  C	   48,01	   0,96	   0,509	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A08/00041	  CB	   1863,74	   37,275	   19,365	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00041	  HC	   29,43	   0,589	   0,288	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00064	  A	   35,08	   2,16	   1,48	   50,32	   2,01	   1	   3	  

A08/00070	  A	   43,11	   0,862	   0,418	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00070	  C	   40,12	   0,802	   0,407	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00070	  CB	   126,19	   2,524	   1,277	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A08/00081	  A	   55,94	   1,62	   1,9	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00081	  C	   70,85	   1,93	   1,46	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00081	  CB	   422,81	   1,87	   2,1	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A08/00081	  HC	   44,02	   1,99	   1,19	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00088	  A	   31,3	   1,95	   -‐	   40,88	   1,83	   1,94	   3	  
A08/00088	  C	   33,2	   1,94	   -‐	   43,79	   1,85	   1,76	   3	  

A08/00088	  CB	   173,4	   1,9	   -‐	   321,63	   1,88	   2,33	   3	  
A08/00088	  HC	   47,3	   2,02	   -‐	   51,7	   1,86	   1,79	   3	  
A08/00095	  A	   165,2	   1,86	   1,32	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

A08/00095	  C	   492,6	   1,81	   1,61	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A08/00095	  CB	   1423,44	   1,83	   1,96	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A08/00095	  HT	   183,1	   1,85	   1,26	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

A08/00095	  P	   242,69	   1,86	   1,67	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A08/00106	  A	   55,21	   2,16	   1,12	   61,75	   2,07	   1,37	   3	  
A08/00106	  C	   63,25	   2,1	   1,59	   29,34	   2,27	   1,35	   3	  

A08/00106	  CB	   189,88	   1,91	   1,85	   521,99	   1,87	   2,22	   3	  
A08/00106	  HC	   71,75	   2,02	   1,71	   86,3	   1,98	   1,72	   3	  
A08/00107	  A	   79,76	   1,79	   1,07	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
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	   ng/µL	   260/280	   260/230	   ng/µL	   260/280	   260/230	   	  
A08/00107	  C	   199,22	   1,81	   1,35	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A08/00107	  CB	   433,92	   1,84	   1,55	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A08/00107	  HC	   205,2	   1,71	   1,43	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

A08/00107	  HT	   307,6	   1,74	   1,62	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A08/00107	  SN	   196,72	   1,89	   0,98	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A08/00113	  A	   84,51	   1,93	   1,46	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A08/00113	  C	   73,47	   1,74	   0,98	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00113	  CB	   829,89	   1,91	   2,3	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A08/00113	  HC	   78,13	   1,87	   1,28	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A08/00117	  A	   53,9	   1,9	   -‐	   45,4	   1,84	   1,91	   3	  
A08/00117	  C	   18,1	   1,97	   -‐	   23,01	   1,75	   1,93	   3	  
A08/00117	  CB	   62,5	   1,87	   -‐	   139,24	   1,83	   1,97	   3	  

A08/00117	  HC	   15,4	   2,08	   -‐	   38,82	   1,85	   1,86	   3	  
A08/00131	  A	   83,26	   1,96	   1,61	   64,25	   2	   1,23	   3	  
A08/00131	  C	   105,79	   1,78	   1,78	   86,04	   2,05	   1,81	   3	  

A08/00131	  CB	   236,19	   1,91	   2,21	   333	   1,89	   2,06	   3	  
A08/00131	  HC	   55,95	   1,95	   1,22	   66,67	   1,93	   1,31	   3	  
A08/00132	  A	   287,14	   1,82	   1,21	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

A08/00132	  C	   190,63	   1,91	   1,3	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A08/00132	  CB	   386,76	   1,79	   1,3	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A08/00132	  HC	   184,4	   1,74	   1,42	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

A08/00132	  HT	   163,41	   1,74	   0,76	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A08/00132	  P	   151,28	   1,78	   0,71	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A08/00152	  A	   9,7	   1,92	   -‐	   14,55	   1,78	   1,4	   3	  

A08/00152	  C	   12,5	   1,73	   -‐	   31,1	   1,95	   2,05	   3	  
A08/00152	  CB	   35,9	   1,97	   -‐	   63,53	   1,86	   2,11	   3	  
A08/00152	  HC	   17,2	   1,87	   -‐	   21,88	   1,73	   1,52	   3	  

A08/107	  P	   196,8	   1,81	   1,05	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
A09/00005	  A	   48,9	   2,05	   -‐	   42,7	   1,83	   1,29	   3	  
A09/00005	  C	   55,5	   2,02	   -‐	   98,2	   1,98	   2,13	   3	  

A09/00005	  CB	   61	   1,94	   -‐	   57,73	   1,72	   1,97	   3	  
A09/00005	  HC	   49,4	   2,08	   -‐	   71,77	   1,91	   2,16	   3	  
A09/00020	  C	   79,59	   1,76	   1,12	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A09/00020	  CB	   46,19	   1,98	   1,83	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A09/00021	  A	   60,94	   2,07	   1,66	   67,47	   2,05	   1,34	   3	  
A09/00021	  C	   74,12	   2,01	   1,44	   69,86	   2,09	   1,39	   3	  

A09/00021	  CB	   315,93	   1,9	   1,93	   638,1	   1,75	   2,03	   3	  
A09/00021	  HC	   90,75	   1,96	   1,89	   18,14	   3,15	   0,49	   3	  
A09/00027	  C	   35,05	   0,701	   0,364	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A09/00027	  CB	   1417,68	   28,354	   15,326	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A09/00027	  HC	   17,81	   0,356	   0,161	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A09/00030	  A	   63,49	   2,01	   1,38	   53,41	   2,03	   1,72	   3	  

A09/00030	  C	   56,22	   2,1	   1,73	   36,57	   2,17	   1,07	   3	  
A09/00030	  CB	   57,4	   2,05	   1,07	   908,81	   1,77	   1,62	   3	  
A09/00030	  HC	   53,02	   2,1	   1,85	   42,85	   2,18	   1,76	   3	  

A09/00053	  A	   54,3	   2,08	   -‐	   14,04	   1,73	   1,6	   3	  
A09/00053	  C	   59,6	   2,18	   -‐	   17,72	   1,9	   1,94	   3	  
A09/00053	  CB	   55,3	   1,89	   -‐	   53,53	   1,86	   1,87	   3	  
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	   ng/µL	   260/280	   260/230	   ng/µL	   260/280	   260/230	   	  
A09/00053	  HC	   91,4	   2,07	   -‐	   18,49	   1,6	   1,9	   3	  
A09/00068	  C	   36,47	   2,15	   1,21	   36,58	   2,32	   0,99	   3	  
A09/00068	  CB	   21,7	   2,33	   0,63	   78,09	   1,97	   1,69	   3	  

A09/00068	  HC	   44,76	   2,1	   1,47	   58,92	   1,97	   1,18	   3	  
A09/00086	  A	   69,74	   2,08	   1,66	   107,76	   1,99	   1,81	   3	  
A09/00086	  C	   55,99	   2,07	   1,59	   79,87	   2,02	   1,67	   3	  

A09/00086	  CB	   701,87	   1,89	   2,15	   373,57	   1,87	   2,22	   3	  
A09/00086	  HC	   117,34	   2,01	   1,51	   37,36	   2,13	   1,02	   3	  
A09/00111	  A	   47	   1,97	   1,36	   176,35	   1,84	   1,83	   3	  

A09/00111	  C	   19,9	   1,72	   0,98	   104,11	   1,92	   2,02	   3	  
A09/00111	  CB	   74,9	   1,86	   2,16	   526,4	   1,86	   2,29	   3	  
A09/00111	  HC	   13,5	   1,61	   0,83	   93,53	   1,9	   1,66	   3	  

A09/00124	  A	   69,2	   1,83	   1,91	   107,86	   1,88	   2,11	   3	  
A09/00124	  C	   44,9	   1,84	   1,87	   54,23	   1,95	   1,67	   3	  
A09/00124	  CB	   58,2	   1,91	   1,79	   94,25	   1,98	   2,01	   3	  

A09/00124	  HC	   93,7	   1,92	   2	   75,39	   1,95	   2,12	   3	  
A09/00125	  A	   18,55	   0,371	   0,178	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A09/00125	  C	   52,57	   1,051	   0,548	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A09/00125	  CB	   30,8	   0,616	   0,3	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A09/00125	  HC	   31,18	   0,624	   0,298	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A09/00136	  A	   32,9	   1,86	   1,43	   27,1	   1,84	   1,61	   3	  

A09/00136	  C	   52,2	   1,87	   1,47	   59,66	   1,83	   1,77	   3	  
A09/00136	  CB	   83,8	   1,89	   1,79	   239	   1,86	   2,09	   3	  
A09/00136	  HC	   15,1	   1,58	   1,05	   36,36	   1,86	   0,61	   3	  

A10/00011	  A	   55,2	   2,04	   1,38	   37,45	   2,27	   1,55	   3	  
A10/00011	  C	   52,99	   2,03	   1,81	   38,66	   2	   1,66	   3	  
A10/00011	  CB	   59,56	   2,01	   1,91	   206,21	   1,8	   1,68	   3	  

A10/00011	  HC	   35,52	   2,25	   1,7	   51,96	   2,13	   1,82	   3	  
A10/00022	  A	   80,08	   2	   1,99	   45,13	   2,08	   1,75	   3	  
A10/00022	  C	   43,37	   2,01	   1,3	   44,77	   2,14	   1,67	   3	  

A10/00022	  CB	   63,78	   2,01	   1,63	   337,47	   1,85	   1,83	   3	  
A10/00022	  HC	   46,27	   2,1	   1,71	   58,89	   2,08	   1,74	   3	  
A10/00027	  A	   34,96	   2,08	   1,98	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

A10/00027	  C	   10,68	   2,17	   1,42	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A10/00027	  CB	   133,54	   1,95	   2,2	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  
A10/00027	  HC	   20,15	   1,99	   1,8	   -‐	   -‐	   -‐	   3	  

BK-‐1049	  A	   350,81	   1,8	   1,28	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐1049	  A	   187,44	   1,81	   1,62	   	   	   	   2	  
BK-‐1049	  C	   287,29	   1,75	   0,93	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

BK-‐1049	  CB	   320,73	   1,82	   1,91	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐1049	  CB	  	   1194,21	   1,87	   2,24	   	   	   	   2	  
BK-‐1049	  HC	   198,95	   1,87	   1,17	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

BK-‐1049	  HC	   320,8	   1,83	   1,83	   	   	   	   2	  
BK-‐1049	  HT	   186,58	   1,87	   1,52	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐1049	  HT	   101,76	   1,81	   1,35	   	   	   	   2	  

BK-‐1049	  P	   306,11	   1,85	   1,33	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐1049	  P	  	   95,54	   1,85	   1,33	   	   	   	   2	  
BK-‐1049	  SN	   191,51	   1,77	   1,4	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
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	   ng/µL	   260/280	   260/230	   ng/µL	   260/280	   260/230	   	  
BK-‐1049	  SN	   47,83	   1,82	   1,02	   	   	   	   2	  
BK-‐1082	  A	   19,3	   1,81	   0,48	   	   	   	   2	  
BK-‐1082	  C	   24,67	   1,74	   0,57	   	   	   	   2	  

BK-‐1082	  A	  	   436,6	   1,91	   1,39	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐1082	  C	   236,76	   1,74	   1,03	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐1082	  CB	   617,86	   1,93	   1,96	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

BK-‐1082	  CB	   296,85	   1,85	   1,89	   	   	   	   2	  
BK-‐1082	  HC	   60,28	   1,44	   1,26	   	   	   	   2	  
BK-‐1082	  HC	   174,08	   1,86	   1,64	   	   	   	   2	  

BK-‐1082	  HC	  	   258,88	   1,75	   1,12	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐1082	  HT	   458,61	   1,61	   0,86	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐1082	  HT	   113,82	   1,81	   1,5	   	   	   	   2	  

BK-‐1082	  P	   273,88	   1,74	   1,17	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐1082	  SN	   246,71	   1,72	   1,13	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐1082	  SN	   44,8	   1,67	   0,88	   	   	   	   2	  

BK-‐816	  A	   495,94	   1,73	   1,13	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐816	  A	   1497	   1,87	   2,23	   	   	   	   2	  
BK-‐816	  C	   162,99	   1,84	   1,2	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

BK-‐816	  C	   96,87	   1,82	   1,3	   	   	   	   2	  
BK-‐816	  CB	   555,39	   1,77	   1,51	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐816	  CB	   211,75	   1,86	   1,74	   	   	   	   2	  

BK-‐816	  HC	   146,5	   1,67	   0,65	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐816	  HC	   152,76	   1,84	   1,58	   	   	   	   2	  
BK-‐816	  HT	   247,09	   1,75	   1,55	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

BK-‐816	  P	   156,03	   1,8	   1,44	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐816	  P	   111,47	   1,83	   1,39	   	   	   	   2	  
BK-‐816	  SN	   70,7	   1,84	   1,19	   	   	   	   2	  

BK-‐873	  A	   150,32	   1,85	   1,55	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐873	  A	   181,19	   1,86	   2,34	   	   	   	   2	  
BK-‐873	  C	   234,72	   1,83	   0,99	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

BK-‐873	  C	   222,17	   1,86	   2,35	   	   	   	   2	  
BK-‐873	  CB	   429,85	   1,86	   1,42	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐873	  CB	   1373,14	   1,86	   2,45	   	   	   	   2	  

BK-‐873	  HC	   321,5	   1,81	   1,59	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐873	  HC	   278,8	   1,87	   2,39	   	   	   	   2	  
BK-‐873	  HT	   152,1	   1,79	   0,93	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

BK-‐873	  P	   195,08	   1,84	   0,92	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐873	  P	   210,72	   1,88	   2,48	   	   	   	   2	  
BK-‐873	  SN	   145,8	   1,73	   1,08	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

BK-‐873	  SN	   135,23	   1,89	   2,48	   	   	   	   2	  
BK-‐962	  A	   170,42	   1,79	   1,04	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐962	  C	   143,71	   1,87	   0,94	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

BK-‐962	  CB	   352,88	   1,89	   1,36	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐962	  HC	   150,27	   1,79	   1,62	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐962	  HT	   150,27	   1,79	   1,62	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

BK-‐962	  P	   334,98	   1,89	   1,11	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐962	  SN	   191,52	   1,79	   0,85	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐999	  A	   301,59	   1,82	   1,33	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
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BK-‐999	  C	   241,29	   1,87	   1,51	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

BK-‐999	  CB	   423,59	   1,74	   1,19	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐999	  HC	   318,03	   1,78	   1,36	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐999	  HT	   279,85	   1,79	   1,43	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

BK-‐999	  P	   171,29	   1,69	   0,82	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  
BK-‐999	  SN	   134,17	   1,77	   0,65	   -‐	   -‐	   -‐	   1	  

Listado	   completo	   de	   las	  muestras	   de	   ADN	   extraídas	   a	   partir	   de	   los	   136	   tejidos	   de	   los	   donantes.	   La	   identificación	   de	   la	  
muestra	  corresponde	  al	   ID	  del	  donante	  seguido	  del	  símbolo	  de	   las	  áreas	  siguientes:	  corteza	  (C),	  amígdala	  (A),	  hipocampo	  
(HC),	   hipotálamo	   (HT),	   sustancia	   negra	   (SN),	   protuberancia	   (P)	   y	   cerebelo	   (CB).	   Datos	   de	   calidad	   del	   ADN	  medidos	   por	  
Nanodrop:	   concentración	   (ng/µL)	   y	   ratios	   de	   absorbancia	   (260/280;	   260/230nm)	   indicadores	   de	   la	   calidad	   del	   ADN,	   así	  
como	  el	  set	  al	  que	  corresponde	  cada	  muestras,	  en	  función	  de	  los	  experimentos	  efectuados	  y	  el	  método	  de	  extracción.	  	  
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Tabla	  Suplementaria	  2.	  Identificación	  del	  genotipo	  de	  APOE	  asociado	  al	  riesgo	  de	  padecer	  EA	  tardía,	  
en	  los	  individuos	  incluidos	  en	  el	  presente	  estudio	  

	  
Patología:	  C,	  control;	  EA,	  enfermedad	  de	  Alzheimer.	  PMI:	  intervalo	  post-‐mortem,	  horas.	  Genotipación	  SNP-‐1	  
(rs429358)	  y	  SNP-‐2	  (rs7412):	  C,	  T	  o	  C/T.	  Asignación	  del	  haplotipo	  (3.3	  Materiales	  y	  métodos):	  E2,	  E3,	  y	  E4.	  	  

	   	  

ID#muestra Patología Sexo Edad# PMI#(h.) Estadio#BraaK##
AD#

#rs429358 #rs7412 Haplotipo#
ApoE#

Riesgo

A07/00043 C MASCULINO 81 4 0 rs429358_T Both E3/E2 PROTECCIÓN
A10/00027 C MASCULINO 68 10.55 0 rs429358_T Both E3/E2 PROTECCIÓN
A04/00146 C MASCULINO 81 12.45 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A04/00179 C FEMENINO 82 7.75 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A05/00057 C MASCULINO 82 4 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A06/00107 C MASCULINO 84 14 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A06/00110 C FEMENINO 86 19.3 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A06/00112 C MASCULINO 71 4.3 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A07/00011 C FEMENINO 66 7 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A08/00015 C FEMENINO 79 3.35 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A08/00023 C FEMENINO 81 4 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A08/00070 C FEMENINO 79 6.25 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A08/00081 C MASCULINO 72 3.35 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A08/00113 C FEMENINO 79 4.45 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A09/00020 C FEMENINO 71 6 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A09/00027 C MASCULINO 66 9.45 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A09/00125 C MASCULINO 73 7.05 0 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A06/00203 C MASCULINO 74 4 0 Both rs7412_C E3/E4 ELEVADO
A06/00210 C FEMENINO 71 11.3 0 Both rs7412_C E3/E4 ELEVADO
A08/00041 C FEMENINO 67 5.2 0 Both rs7412_C E3/E4 ELEVADO
A08/00088 AD FEMENINO 71 7.15 3 rs429358_T rs7412_T E2/E2 PROTECCIÓN
A07/00142 AD MASCULINO 75 6.1 4 Both Both E2/E4 NORMAL
A07/00137 AD MASCULINO 83 7.25 3 rs429358_T Both E3/E2 PROTECCIÓN
A07/00160 AD MASCULINO 81 4 3 rs429358_T Both E3/E2 PROTECCIÓN
A07/00132 AD MASCULINO 90 2.3 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A08/00017 AD MASCULINO 82 3.45 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A08/00064 AD FEMENINO 76 9.5 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A08/00106 AD MASCULINO 69 13.1 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A08/00117 AD FEMENINO 90 9.55 4 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A08/00131 AD MASCULINO 64 6 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A08/00152 AD FEMENINO 67 6.1 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A09/00005 AD FEMENINO 90 4 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A09/00021 AD MASCULINO 77 11.15 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A09/00030 AD MASCULINO 86 3.1 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A09/00086 AD FEMENINO 79 3.35 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A09/00124 AD MASCULINO 77 5.4 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A09/00136 AD FEMENINO 68 4.45 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A10/00011 AD FEMENINO 81 5 4 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A10/00022 AD FEMENINO 82 4.5 3 rs429358_T rs7412_C E3/E3 NORMAL
A09/00053 AD FEMENINO 69 8.1 4 Both rs7412_C E3/E4 ELEVADO
A09/00068 AD FEMENINO 79 5.45 3 Both rs7412_C E3/E4 ELEVADO
A09/00111 AD MASCULINO 77 13.45 3 Both rs7412_C E3/E4 ELEVADO



Anexo	  

	   181	  

Tabla	  Suplementaria	  3.	  Caracterización	  de	  dianas	  CpG	  identificadas	  por	  análisis	  lineal	  discriminante	  

Humanmethylation450	  

ID	  CpG	   	  Sonda	   Chr.	   Localización	   Gen	   Posición	  	   LDA	   Muestras	  

cg00004073	   II	   2	   237027592	   AGAP1	   N_Shore	   Área	   LDA-‐global	  
cg00345083	   II	   1	   4725584	   AJAP1	   N_Shore	   Área	   LDA-‐global	  
cg00390694	   I	   20	   62700725	   TCEA2	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg00922420	   I	   1	   55529158	   PCSK9	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg01070657	   I	   2	   207988837	   KLF7	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg01916743	   I	   1	   2238932	   SKI	   CGI	   Área	   LDA-‐global	  
cg03762760	   I	   12	   33031216	   PKP2	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg04361015	   I	   7	   101882646	   CUX1	   CGI	   Área	   LDA-‐global	  
cg04886934	   I	   15	   89386809	   ACAN	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg05622686	   II	   16	   58501611	   NDRG4	   S_Shelf	   Área	   LDA-‐global	  
cg06833110	   I	   2	   66673316	   MEIS1	   CGI	   Área	   LDA-‐global	  
cg07138366	   I	   3	   186075879	   DGKG	   N_Shelf	   Área	   LDA-‐global	  
cg07676300	   I	   19	   11285258	   KANK2	   CGI	   Área	   LDA-‐global	  
cg08597733	   I	   20	   60886158	   LAMA5	   CGI	   Área	   LDA-‐global	  
cg09284949	   I	   19	   51190179	   SHANK1	   S_Shore	   Área	   LDA-‐global	  
cg11115134	   I	   2	   149866805	   KIF5C	   CGI	   Área	   LDA-‐global	  
cg11945096	   I	   11	   8123205	   TUB	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg12605662	   I	   18	   56935199	   RAX	   CGI	   Área	   LDA-‐global	  
cg12912663	   I	   11	   66102239	   RIN1	   CGI	   Área	   LDA-‐global	  
cg13275129	   II	   11	   96076288	   MAML2	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg13406860	   I	   9	   132881336	   GPR107	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg13558431	   I	   9	   140357706	   PNPLA7	   S_Shore	   Área	   LDA-‐global	  
cg13803647	   II	   18	   56702838	   LOC390858	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg14112997	   I	   22	   17591088	   IL17RA	   S_Shore	   Área	   LDA-‐global	  
cg14290616	   I	   22	   40420987	   FAM83F	   S_Shelf	   Área	   LDA-‐global	  
cg15831875	   I	   1	   245986694	   SMYD3	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg16130802	   I	   11	   118773983	   BCL9L	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg16382314	   II	   1	   2200962	   SKI	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg16527371	   II	   6	   72924967	   RIMS1	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg16600501	   I	   19	   15083842	   SLC1A6	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg17849156	   I	   17	   79255961	   SLC38A10	   CGI	   Área	   LDA-‐global	  
cg18933128	   II	   17	   48183400	   PDK2	   CGI	   Área	   LDA-‐global	  
cg20555462	   II	   11	   122535518	   UBASH3B	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg21211688	   I	   9	   136403935	   ADAMTSL2	   S_Shelf	   Área	   LDA-‐global	  
cg23363832	   I	   3	   139258939	   RBP1	   S_Shore	   Área	   LDA-‐global	  
cg23764766	   II	   12	   1459744	   ERC1	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg24428851	   I	   2	   242170166	   HDLBP	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg24913168	   I	   13	   44971694	   SERP2	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg26937434	   I	   16	   21245151	   ANKS4B	   -‐	   Área	   LDA-‐global	  
cg05593887	   II	   7	   77827379	   MAGI2	   -‐	   Área/Patología	   LDA-‐global	  
cg02380521	   II	   19	   17862130	   FCHO1	   S_Shelf	   Edad	   LDA-‐global	  
cg02464073	   II	   21	   46349496	   ITGB2	   N_Shore	   Edad	   LDA-‐global	  
cg02658043	   II	   8	   144917532	   NRBP2	   N_Shore	   Edad	   LDA-‐global	  
cg03466780	   II	   9	   140247365	   EXD3	   N_Shore	   Edad	   LDA-‐global	  
cg05338731	   II	   22	   23489041	   RAB36	   S_Shore	   Edad	   LDA-‐global	  
cg06634576	   I	   2	   36782386	   FEZ2	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg07128503	   II	   16	   85747424	   C16orf74	   S_Shelf	   Edad	   LDA-‐global	  
cg07304760	   II	   7	   127514192	   SND1	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg07456585	   II	   14	   74704714	   VSX2	   N_Shore	   Edad	   LDA-‐global	  
cg08136432	   II	   16	   88902276	   GALNS	   CGI	   Edad	   LDA-‐global	  
cg08429705	   II	   19	   2583601	   GNG7	   S_Shelf	   Edad	   LDA-‐global	  
cg08603678	   II	   8	   109235928	   EIF3E	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg08880261	   II	   21	   43547872	   UMODL1	   CGI	   Edad	   LDA-‐global	  
cg09636756	   II	   18	   77134251	   ATP9B	   CGI	   Edad	   LDA-‐global	  
cg10058204	   II	   10	   91453851	   FLJ37201	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg10738003	   II	   11	   120233535	   ARHGEF12	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg10890644	   II	   10	   5446942	   TUBAL3	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg12208638	   II	   11	   66317822	   ACTN3	   S_Shelf	   Edad	   LDA-‐global	  



Anexo	  
	  

	  182	  

ID	  CpG	   	  Sonda	   Chr.	   Localización	   Gen	   Posición	  	   LDA	   Muestras	  

cg12259892	   II	   18	   56963742	   CPLX4	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg14460215	   II	   9	   72132995	   APBA1	   S_Shore	   Edad	   LDA-‐global	  
cg16963093	   II	   7	   105399252	   ATXN7L1	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg17386240	   II	   5	   135384080	   TGFBI	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg18673341	   II	   7	   22481962	   MGC87042	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg19393008	   II	   12	   52798363	   KRT82	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg20536971	   II	   13	   100989375	   PCCA	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg20823859	   II	   1	   111971624	   OVGP1	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg21130926	   II	   20	   46415320	   SULF2	   CGI	   Edad	   LDA-‐global	  
cg21463262	   II	   13	   113539522	   ATP11A	   N_Shore	   Edad	   LDA-‐global	  
cg21589417	   II	   2	   170834853	   UBR3	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg22336867	   II	   19	   39265241	   LGALS7	   S_Shelf	   Edad	   LDA-‐global	  
cg23022053	   II	   14	   52733243	   PTGDR	   N_Shore	   Edad	   LDA-‐global	  
cg24470466	   II	   6	   32608858	   HLA-‐DQA1	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg24638099	   I	   6	   32526027	   HLA-‐DRB6	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg26077133	   II	   8	   10049871	   MSRA	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg26820259	   II	   6	   51953096	   PKHD1	   -‐	   Edad	   LDA-‐global	  
cg04612030	   II	   16	   1486462	   CCDC154	   N_Shore	   Edad/Patologia	   LDA-‐global	  
cg09281805	   II	   7	   4751840	   FOXK1	   -‐	   Edad/Patología	   LDA-‐global	  
cg09866143	   II	   3	   124861521	   SLC12A8	   S_Shore	   Edad/Patología	   LDA-‐global	  
cg09885502	   I	   20	   57463991	   GNAS	   CGI	   Edad/Patología	   LDA-‐global	  
cg10482512	   II	   6	   167524238	   CCR6	   -‐	   Edad/Patología	   LDA-‐global	  
cg10724632	   II	   2	   3675155	   COLEC11	   -‐	   Edad/Patología	   LDA-‐global	  
cg00881894	   II	   2	   166930521	   SCN1A	   -‐	   Patología	   LDA-‐global	  
cg01543583	   II	   14	   59947673	   C14orf149	   N_Shelf	   Patología	   LDA-‐global	  
cg06767339	   II	   8	   22011787	   LGI3	   N_Shelf	   Patología	   LDA-‐global	  
cg09084244	   II	   12	   123757860	   CDK2AP1	   S_Shore	   Patología	   LDA-‐global	  
cg09175792	   I	   10	   50534598	   C10orf71	   CGI	   Patología	   LDA-‐global	  
cg09993319	   II	   10	   131529435	   MGMT	   -‐	   Patología	   LDA-‐global	  
cg13078798	   II	   1	   92203667	   TGFBR3	   -‐	   Patología	   LDA-‐global	  
cg16191297	   II	   8	   140926709	   TRAPPC9	   -‐	   Patología	   LDA-‐global	  
cg17279365	   II	   1	   217168635	   ESRRG	   -‐	   Patología	   LDA-‐global	  
cg18861767	   II	   10	   82189478	   C10orf58	   -‐	   Patología	   LDA-‐global	  
cg22508145	   II	   19	   17015427	   CPAMD8	   -‐	   Patología	   LDA-‐global	  
cg23186955	   II	   3	   16420793	   RFTN1	   -‐	   Patología	   LDA-‐global	  
cg26069044	   II	   11	   124613956	   NRGN	   N_Shore	   Patología	   LDA-‐global	  
cg11897887*	   II	   20	   23550632	   CST9L	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA/LDA-‐global	  
cg13603318*	   II	   17	   63926873	   CCDC46	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA/LDA-‐global	  
cg24976563*	   I	   14	   24587638	   DCAF11	   S_Shelf	   Patología	   LDA-‐CA/LDA-‐global	  
cg27224751*	   II	   15	   41096921	   DNAJC17	   N_Shelf	   Patología	   LDA-‐CA/LDA-‐global	  
cg01018360	   I	   16	   88689494	   ZC3H18	   -‐	   Área	   LDA-‐CA	  
cg01909845	   I	   11	   119535897	   PVRL1	   CGI	   Área	   LDA-‐CA	  
cg02991118	   I	   7	   4823955	   KIAA0415	   CGI	   Área	   LDA-‐CA	  
cg04740264	   I	   16	   3632588	   BTBD12	   -‐	   Área	   LDA-‐CA	  
cg06233301	   I	   16	   1500359	   CLCN7	   CGI	   Área	   LDA-‐CA	  
cg07665929	   II	   5	   171523225	   STK10	   -‐	   Área	   LDA-‐CA	  
cg09175811	   II	   12	   111050500	   TCTN1	   N_Shore	   Área	   LDA-‐CA	  
cg09867128	   I	   6	   31795671	   HSPA1B	   CGI	   Área	   LDA-‐CA	  
cg11141652	   II	   22	   24348549	   GSTTP1	   -‐	   Área	   LDA-‐CA	  
cg12997579	   I	   4	   1801063	   FGFR3	   N_Shore	   Área	   LDA-‐CA	  
cg13021479	   I	   17	   8380298	   MYH10	   CGI	   Área	   LDA-‐CA	  
cg13492737	   II	   9	   137624816	   COL5A1	   -‐	   Área	   LDA-‐CA	  
cg16678121	   II	   6	   126665098	   C6orf173	   S_Shelf	   Área	   LDA-‐CA	  
cg17370616	   II	   14	   56233068	   RPL13AP3	   CGI	   Área	   LDA-‐CA	  
cg17420036	   I	   1	   22182143	   HSPG2	   -‐	   Área	   LDA-‐CA	  
cg18845598	   II	   7	   143746594	   OR2A5	   -‐	   Área	   LDA-‐CA	  
cg19026811	   II	   17	   42980188	   CCDC103	   S_Shelf	   Área	   LDA-‐CA	  
cg19554037	   I	   11	   1318877	   TOLLIP	   S_Shore	   Área	   LDA-‐CA	  
cg19759671	   I	   4	   183063459	   MGC45800	   CGI	   Área	   LDA-‐CA	  
cg22692545	   II	   10	   6185933	   PFKFB3	   N_Shore	   Área	   LDA-‐CA	  
cg24284460	   II	   3	   42139507	   TRAK1	   -‐	   Área	   LDA-‐CA	  
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cg01406776	   II	   4	   8386748	   ACOX3	   N_Shore	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg01790920	   I	   5	   3594679	   IRX1	   CGI	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg03114748	   II	   20	   35973098	   SRC	   N_Shore	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg03987842	   II	   16	   68321858	   SLC7A6	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg04493778	   II	   6	   32713018	   HLA-‐DQA2	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg06377353	   I	   20	   25388089	   GINS1	   N_Shore	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg06995503	   II	   10	   3178915	   PFKP	   N_Shore	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg07196514	   II	   1	   158984321	   IFI16	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg08923669	   I	   16	   420230	   MRPL28	   CGI	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg10151737	   I	   6	   170615854	   FAM120B	   CGI	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg13085030	   I	   7	   1090504	   C7orf50	   CGI	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg14752227	   II	   20	   34000481	   UQCC	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg15029183	   II	   6	   143586006	   AIG1	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg16519574	   II	   2	   1134065	   SNTG2	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg20060160	   II	   1	   183298149	   NMNAT2	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg20231299	   II	   19	   49202858	   FUT2	   N_Shelf	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg20857709	   I	   2	   43019727	   HAAO	   CGI	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg23630179	   II	   13	   111089337	   COL4A2	   N_Shore	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg24098252	   I	   12	   131580577	   GPR133	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg25075347	   II	   6	   133731801	   EYA4	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg25165144	   II	   12	   670974	   B4GALNT3	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg25613667	   I	   5	   140044292	   WDR55	   CGI	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg25963939	   II	   11	   3168455	   OSBPL5	   -‐	   Edad	   LDA-‐CA	  
cg08849813	   II	   11	   17825098	   SERGEF	   -‐	   Edad/Patología	   LDA-‐CA	  
cg00871204	   II	   17	   15620678	   ZNF286A	   -‐	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg01491428	   II	   16	   2334163	   ABCA3	   CGI	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg04787784	   II	   16	   930179	   LMF1	   S_Shore	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg06300880	   II	   3	   119279147	   CD80	   -‐	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg13935315	   II	   19	   12547760	   ZNF443	   N_Shelf	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg17044526	   I	   12	   132824225	   GALNT9	   CGI	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg17259298	   II	   5	   145583025	   RBM27	   CGI	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg17707870	   II	   13	   40108007	   LHFP	   -‐	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg18433519	   II	   6	   24646494	   KIAA0319	   CGI	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg19648023	   II	   2	   179275173	   MIR548N	   N_Shelf	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg22853855	   II	   19	   34111400	   CHST8	   N_Shore	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg22933800	   II	   6	   32605704	   HLA-‐DQA1	   -‐	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg23026554	   I	   10	   42862978	   LOC441666	   CGI	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg23084506	   II	   1	   13111908	   PRAMEF5	   -‐	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg23482839	   II	   2	   73215647	   SFXN5	   -‐	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg23633026	   II	   17	   34067305	   RASL10B	   N_Shore	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg24166175	   II	   11	   85596390	   CCDC83	   -‐	   Patología	   LDA-‐CA	  
cg25593194	   II	   1	   17394374	   PADI2	   -‐	   Patología	   LDA-‐CA	  

ID	  CpG:	   identificación	  específica	  de	   Illumina	  para	  cada	  diana	  CpG.	  Sonda:	   tipo	  de	  sonda	  diseñada	  por	   Illumina.	  
Chr.:	   cromosoma.	   Localización:	   localización	   genómica	   de	   las	   dianas	   CpG,	   basada	   en	   el	   genoma	   humano	   de	  
referencia	  hg18	  (NCBI36).	  Gen:	  nombre	  oficial	  (HUGO).	  CGI:	  posición	  de	  las	  CpGs	  respecto	  a	  islas	  CpG.	  N_Shore:	  
región	  adyacente	  a	  CGI	  en	  posición	  5’.	  S_Shore:	  región	  adyacente	  a	  CGI	  en	  posición	  3’.	  N_Shelf:	  región	  adyacente	  
a	  ‘N_Shore’	  en	  posición	  5’.	  S_Shelf:	  región	  adyacente	  a	  ‘S_Shore’	  en	  3’.	  LDA	  Área,	  LDA	  Edad,	  LDA	  Pat.:	  Análisis	  
lineal	   discriminante	   realizados	  para	  determinar	   la	   presencia	  de	  patrones	  de	  metilación	  dependientes	  de	   Edad,	  
Área	  del	  SNC	  y	  Patología.	  LDA-‐global:	  muestras	  de	  partida	  con	  de	  todas	  las	  áreas.	  LDA-‐CA:	  regiones	  anteriores	  de	  
cerebro:	  amígdala,	  corteza	  e	  hipocampo.	  
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Tabla	  Suplementaria	  4.	  Análisis	  funcional	  in	  silico	  de	  las	  dianas	  CpG	  obtenidas	  por	  LDA-‐global	  

por	  edad	  

Enriquecimiento:	  1.62	   Genes	   P-‐valor	   Benjamini	  

cell	  adhesion	   6	   1.10E-‐02	   9.90E-‐01	  
biological	  adhesion	   6	   1.10E-‐02	   8.90E-‐01	  

cell-‐cell	  adhesion	   3	   1.00E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  1.37	   	   	   	  
behavior	   5	   1.30E-‐02	   8.10E-‐01	  

locomotory	  behavior	   4	   1.70E-‐02	   8.00E-‐01	  
defense	  response	   3	   3.50E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.63	   	   	   	  
sensory	  perception	   4	   2.20E-‐01	   1.00E+00	  
neurological	  system	  process	   5	   2.20E-‐01	   1.00E+00	  
cognition	   4	   2.70E-‐01	   1.00E+00	  

Enriquecimiento:	  0.59	   	   	   	  
G-‐protein	  coupled	  receptor	  protein	  signaling	  pathway	   6	   6.80E-‐02	   9.90E-‐01	  
cell	  surface	  receptor	  linked	  signal	  transduction	   7	   1.60E-‐01	   1.00E+00	  

plasma	  membrane	  part	   8	   2.50E-‐01	   1.00E+00	  
transducer	   4	   2.60E-‐01	   9.60E-‐01	  
plasma	  membrane	   11	   3.90E-‐01	   1.00E+00	  

cell	  membrane	   6	   4.60E-‐01	   9.80E-‐01	  
receptor	   4	   6.30E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.54	   	   	   	  
signal	   10	   2.00E-‐01	   9.80E-‐01	  
signal	  peptide	   10	   2.10E-‐01	   1.00E+00	  
disulfide	  bond	   9	   2.30E-‐01	   9.90E-‐01	  

glycoprotein	   12	   2.50E-‐01	   9.80E-‐01	  
topological	  domain:Extracellular	   8	   3.20E-‐01	   1.00E+00	  
glycosylation	  site:N-‐linked	  (GlcNAc...)	   11	   3.30E-‐01	   1.00E+00	  

disulfide	  bond	   8	   3.50E-‐01	   1.00E+00	  
topological	  domain:Cytoplasmic	   8	   5.50E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.48	   	   	   	  
protein	  complex	  assembly	   3	   2.70E-‐01	   1.00E+00	  
protein	  complex	  biogenesis	   3	   2.70E-‐01	   1.00E+00	  
macromolecular	  complex	  assembly	   3	   3.90E-‐01	   1.00E+00	  

macromolecular	  complex	  subunit	  organization	   3	   4.20E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.42	   	   	   	  
apoptosis	   3	   3.40E-‐01	   1.00E+00	  

programmed	  cell	  death	   3	   3.50E-‐01	   1.00E+00	  
cell	  death	   3	   4.20E-‐01	   1.00E+00	  
death	   3	   4.30E-‐01	   1.00E+00	  

Enriquecimiento:	  0.41	   	   	   	  
calcium	   5	   7.80E-‐02	   9.70E-‐01	  
calcium	  ion	  binding	   5	   1.90E-‐01	   1.00E+00	  

cation	  binding	   11	   6.10E-‐01	   1.00E+00	  
ion	  binding	   11	   6.30E-‐01	   1.00E+00	  
metal	  ion	  binding	   10	   7.40E-‐01	   1.00E+00	  

metal-‐binding	   5	   8.70E-‐01	   1.00E+00	  
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Enriquecimiento:	  0.4	   	   	   	  
nucleotide	  phosphate-‐binding	  region:GTP	   3	   1.20E-‐01	   1.00E+00	  

gtp-‐binding	   3	   1.40E-‐01	   9.60E-‐01	  
GTP	  binding	   3	   2.30E-‐01	   1.00E+00	  

guanyl	  ribonucleotide	  binding	   3	   2.40E-‐01	   1.00E+00	  
guanyl	  nucleotide	  binding	   3	   2.40E-‐01	   1.00E+00	  
nucleotide-‐binding	   6	   2.50E-‐01	   9.70E-‐01	  

nucleotide	  binding	   8	   3.10E-‐01	   1.00E+00	  
purine	  nucleotide	  binding	   7	   3.30E-‐01	   1.00E+00	  
ribonucleotide	  binding	   6	   4.80E-‐01	   1.00E+00	  

purine	  ribonucleotide	  binding	   6	   4.80E-‐01	   1.00E+00	  
atp-‐binding	   3	   7.60E-‐01	   1.00E+00	  
adenyl	  nucleotide	  binding	   4	   7.60E-‐01	   1.00E+00	  

purine	  nucleoside	  binding	   4	   7.70E-‐01	   1.00E+00	  
nucleoside	  binding	   4	   7.80E-‐01	   1.00E+00	  
ATP	  binding	   3	   8.90E-‐01	   1.00E+00	  

adenyl	  ribonucleotide	  binding	   3	   9.00E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.34	   	   	   	  
membrane	   16	   2.60E-‐01	   9.50E-‐01	  

topological	  domain:Extracellular	   8	   3.20E-‐01	   1.00E+00	  
glycosylation	  site:N-‐linked	  (GlcNAc...)	   11	   3.30E-‐01	   1.00E+00	  
plasma	  membrane	   11	   3.90E-‐01	   1.00E+00	  

topological	  domain:Cytoplasmic	   8	   5.50E-‐01	   1.00E+00	  
intrinsic	  to	  membrane	   14	   5.50E-‐01	   1.00E+00	  
transmembrane	  region	   11	   5.60E-‐01	   1.00E+00	  

transmembrane	   11	   5.70E-‐01	   1.00E+00	  
integral	  to	  membrane	   11	   8.60E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.32	   	   	   	  
extracellular	  region	   7	   3.30E-‐01	   1.00E+00	  
extracellular	  space	   3	   4.80E-‐01	   1.00E+00	  
extracellular	  region	  part	   3	   6.70E-‐01	   1.00E+00	  

Enriquecimiento:	  0.32	   	   	   	  
protein	  transport	   3	   4.50E-‐01	   1.00E+00	  
establishment	  of	  protein	  localization	   3	   4.60E-‐01	   1.00E+00	  

protein	  localization	   3	   5.30E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.28	   	   	   	  
cytoskeletal	  part	   4	   3.90E-‐01	   1.00E+00	  

structural	  molecule	  activity	   3	   4.70E-‐01	   1.00E+00	  
non-‐membrane-‐bounded	  organelle	   7	   5.90E-‐01	   1.00E+00	  
intracellular	  non-‐membrane-‐bounded	  organelle	   7	   5.90E-‐01	   1.00E+00	  

cytoskeleton	   4	   6.40E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.26	   	   	   	  
transmembrane	  protein	   3	   3.80E-‐01	   9.80E-‐01	  

intrinsic	  to	  plasma	  membrane	   4	   5.50E-‐01	   1.00E+00	  
integral	  to	  plasma	  membrane	   3	   7.80E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.15	   	   	   	  
acetylation	   8	   2.80E-‐01	   9.50E-‐01	  
intracellular	  organelle	  lumen	   5	   6.20E-‐01	   1.00E+00	  
organelle	  lumen	   5	   6.40E-‐01	   1.00E+00	  
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membrane-‐enclosed	  lumen	   5	   6.50E-‐01	   1.00E+00	  

nuclear	  lumen	   4	   6.80E-‐01	   1.00E+00	  

transcription	  regulation	   4	   7.90E-‐01	   1.00E+00	  
Transcription	   4	   8.10E-‐01	   1.00E+00	  

transcription	   4	   8.10E-‐01	   1.00E+00	  
transcription	  regulator	  activity	   3	   9.00E-‐01	   1.00E+00	  
regulation	  of	  transcription	   4	   9.10E-‐01	   1.00E+00	  

nucleus	   6	   9.50E-‐01	   1.00E+00	  
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Tabla	  Suplementaria	  5.	  Análisis	  funcional	  in	  silico	  de	  las	  dianas	  CpG	  obtenidas	  por	  LDA-‐global	  de	  área	  

Enriquecimiento:	  1.8	   Genes	   P-‐valor	   Benjamini	  

repeat:ANK	  1	   4	   1.00E-‐02	   9.30E-‐01	  

repeat:ANK	  2	   4	   1.00E-‐02	   7.50E-‐01	  
ank	  repeat	   4	   1.10E-‐02	   4.70E-‐01	  
Ankyrin	   4	   1.50E-‐02	   8.30E-‐01	  

ANK	   4	   1.90E-‐02	   5.20E-‐01	  
repeat:ANK	  3	   3	   5.40E-‐02	   9.80E-‐01	  
Enriquecimiento:	  1.35	  

	   	   	  cell	  junction	   5	   7.00E-‐03	   5.60E-‐01	  
cell	  junction	   5	   1.50E-‐02	   7.70E-‐01	  
Synapse	   4	   2.80E-‐02	   7.50E-‐01	  

PDZ/DHR/GLGF	   3	   4.10E-‐02	   9.20E-‐01	  
plasma	  membrane	  part	   9	   4.20E-‐02	   7.60E-‐01	  
PDZ	   3	   5.00E-‐02	   6.20E-‐01	  

Synapse	   3	   6.30E-‐02	   6.60E-‐01	  
plasma	  membrane	   12	   6.70E-‐02	   7.40E-‐01	  
cell	  membrane	   5	   6.20E-‐01	   9.90E-‐01	  

Enriquecimiento:	  1.3	  
	   	   	  Synapse	   4	   2.80E-‐02	   7.50E-‐01	  

extrinsic	  to	  membrane	   4	   6.40E-‐02	   8.00E-‐01	  
enzyme	  binding	   4	   7.00E-‐02	   7.70E-‐01	  
Enriquecimiento:	  1.19	  

	   	   	  Synapse	   4	   2.80E-‐02	   7.50E-‐01	  
synapse	  part	   3	   7.70E-‐02	   7.30E-‐01	  
protein	  localization	   5	   1.30E-‐01	   1.00E+00	  

Enriquecimiento:	  0.96	  
	   	   	  Transport	   9	   1.30E-‐02	   3.80E-‐01	  

GTPase	  regulator	  activity	   4	   3.70E-‐02	   9.00E-‐01	  

nucleoside-‐triphosphatase	  regulator	  activity	   4	   3.90E-‐02	   8.00E-‐01	  
small	  GTPase	  regulator	  activity	   3	   9.00E-‐02	   8.00E-‐01	  
protein	  localization	   5	   1.30E-‐01	   1.00E+00	  

vesicle-‐mediated	  transport	   4	   1.30E-‐01	   1.00E+00	  
intracellular	  transport	   4	   1.80E-‐01	   1.00E+00	  
protein	  transport	   4	   2.40E-‐01	   1.00E+00	  

protein	  transport	   3	   2.40E-‐01	   8.60E-‐01	  
establishment	  of	  protein	  localization	   4	   2.40E-‐01	   1.00E+00	  
mutagenesis	  site	   6	   3.60E-‐01	   1.00E+00	  

Enriquecimiento:	  0.88	  
	   	   	  RNA	  polymerase	  II	  transcription	  factor	  activity	   4	   9.90E-‐03	   7.00E-‐01	  

Nucleus	   14	   5.10E-‐02	   6.30E-‐01	  

transcription	  regulator	  activity	   7	   5.30E-‐02	   7.30E-‐01	  
regulation	  of	  transcription	  from	  RNA	  polymerase	  II	  promoter	   5	   7.50E-‐02	   1.00E+00	  
Activator	   4	   7.80E-‐02	   6.90E-‐01	  

Homeobox	   3	   7.90E-‐02	   6.50E-‐01	  
regulation	  of	  transcription,	  DNA-‐dependent	   8	   8.90E-‐02	   1.00E+00	  
Homeobox,	  conserved	  site	   3	   8.90E-‐02	   9.80E-‐01	  

Homeobox	   3	   9.10E-‐02	   9.40E-‐01	  

	   3	   9.30E-‐02	   9.10E-‐01	  
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Homeodomain-‐related	  

regulation	  of	  RNA	  metabolic	  process	   8	   9.70E-‐02	   1.00E+00	  
HOX	   3	   1.10E-‐01	   7.70E-‐01	  

transcription	  cofactor	  activity	   3	   1.40E-‐01	   8.70E-‐01	  
developmental	  protein	   4	   1.90E-‐01	   8.60E-‐01	  
Transcription	   7	   2.00E-‐01	   8.40E-‐01	  

regulation	  of	  transcription	   9	   2.10E-‐01	   1.00E+00	  
transcription	  factor	  binding	   3	   2.40E-‐01	   9.40E-‐01	  
transcription	  factor	  activity	   4	   2.70E-‐01	   9.40E-‐01	  

sequence-‐specific	  DNA	  binding	   3	   3.10E-‐01	   9.60E-‐01	  
Transcription	   7	   3.20E-‐01	   1.00E+00	  
transcription	  regulation	   6	   3.50E-‐01	   9.40E-‐01	  

dna-‐binding	   5	   4.90E-‐01	   9.70E-‐01	  
DNA	  binding	   5	   6.50E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.8	  

	   	   	  cell	  morphogenesis	  involved	  in	  differentiation	   3	   1.00E-‐01	   1.00E+00	  
cell	  projection	  morphogenesis	   3	   1.00E-‐01	   1.00E+00	  
cell	  part	  morphogenesis	   3	   1.10E-‐01	   1.00E+00	  

cell	  morphogenesis	   3	   1.90E-‐01	   1.00E+00	  
cell	  projection	  organization	   3	   2.00E-‐01	   1.00E+00	  
cellular	  component	  morphogenesis	   3	   2.20E-‐01	   1.00E+00	  

cell	  motion	   3	   2.80E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.7	  

	   	   	  cell	  adhesion	   3	   1.90E-‐01	   8.50E-‐01	  

cell	  adhesion	   4	   2.00E-‐01	   1.00E+00	  
biological	  adhesion	   4	   2.00E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.63	  

	   	   	  membrane	  fraction	   4	   1.90E-‐01	   8.80E-‐01	  
insoluble	  fraction	   4	   2.10E-‐01	   8.70E-‐01	  

cell	  fraction	   4	   3.30E-‐01	   9.50E-‐01	  
Enriquecimiento:	  0.5	  

	   	   	  zinc	  ion	  binding	   8	   1.20E-‐01	   8.50E-‐01	  

zinc-‐finger	   6	   2.30E-‐01	   8.70E-‐01	  
transition	  metal	  ion	  binding	   8	   2.40E-‐01	   9.50E-‐01	  
metal	  ion	  binding	   10	   3.50E-‐01	   9.70E-‐01	  

cation	  binding	   10	   3.60E-‐01	   9.60E-‐01	  
ion	  binding	   10	   3.80E-‐01	   9.70E-‐01	  
zinc	   6	   4.10E-‐01	   9.50E-‐01	  

metal-‐binding	   6	   7.00E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.39	  

	   	   	  regulation	  of	  transcription	  from	  RNA	  polymerase	  II	  promoter	   5	   7.50E-‐02	   1.00E+00	  

nucleoplasm	  part	   3	   2.80E-‐01	   9.30E-‐01	  
nucleoplasm	   3	   5.00E-‐01	   9.90E-‐01	  
nuclear	  lumen	   4	   5.20E-‐01	   9.90E-‐01	  

intracellular	  organelle	  lumen	   4	   6.70E-‐01	   1.00E+00	  
organelle	  lumen	   4	   6.80E-‐01	   1.00E+00	  
membrane-‐enclosed	  lumen	   4	   7.00E-‐01	   1.00E+00	  
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Enriquecimiento:	  0.37	  
	   	   	  extracellular	  region	  part	   5	   1.00E-‐01	   7.80E-‐01	  

proteinaceous	  extracellular	  matrix	   3	   1.20E-‐01	   7.90E-‐01	  

extracellular	  matrix	   3	   1.40E-‐01	   8.00E-‐01	  
Secreted	   5	   4.10E-‐01	   9.50E-‐01	  
extracellular	  region	   5	   5.40E-‐01	   9.90E-‐01	  

glycosylation	  site:N-‐linked	  (GlcNAc...)	   8	   7.20E-‐01	   1.00E+00	  
glycoprotein	   8	   7.60E-‐01	   1.00E+00	  
signal	   6	   7.70E-‐01	   1.00E+00	  

signal	  peptide	   6	   7.80E-‐01	   1.00E+00	  
disulfide	  bond	   5	   8.30E-‐01	   1.00E+00	  
disulfide	  bond	   4	   9.30E-‐01	   1.00E+00	  

Enriquecimiento:	  0.19	  
	   	   	  cytoskeleton	   4	   4.90E-‐01	   9.90E-‐01	  

non-‐membrane-‐bounded	  organelle	   5	   7.50E-‐01	   1.00E+00	  

intracellular	  non-‐membrane-‐bounded	  organelle	   5	   7.50E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.14	  

	   	   	  nucleotide	  binding	   5	   6.20E-‐01	   1.00E+00	  
nucleotide-‐binding	   4	   6.40E-‐01	   9.90E-‐01	  
ribonucleotide	  binding	   4	   6.80E-‐01	   1.00E+00	  

purine	  ribonucleotide	  binding	   4	   6.80E-‐01	   1.00E+00	  
purine	  nucleotide	  binding	   4	   7.10E-‐01	   1.00E+00	  
atp-‐binding	   3	   7.30E-‐01	   1.00E+00	  

ATP	  binding	   3	   7.80E-‐01	   1.00E+00	  
adenyl	  ribonucleotide	  binding	   3	   7.80E-‐01	   1.00E+00	  
adenyl	  nucleotide	  binding	   3	   8.10E-‐01	   1.00E+00	  

purine	  nucleoside	  binding	   3	   8.10E-‐01	   1.00E+00	  
nucleoside	  binding	   3	   8.20E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.14	  

	   	   	  membrane	   15	   3.00E-‐01	   9.10E-‐01	  
integral	  to	  membrane	   9	   8.40E-‐01	   1.00E+00	  
transmembrane	  region	   8	   8.70E-‐01	   1.00E+00	  

intrinsic	  to	  membrane	   9	   8.80E-‐01	   1.00E+00	  
transmembrane	   8	   8.80E-‐01	   1.00E+00	  
topological	  domain:Cytoplasmic	   5	   9.10E-‐01	   1.00E+00	  
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Tabla	  Suplementaria	  6.	  Análisis	  funcional	  in	  silico	  de	  las	  dianas	  CpG	  obtenidas	  por	  LDA-‐patología	  

Enriquecimiento:	  1.11	   Gene	   P_Value	   Benjamini	  

membrane	  fraction	   4	   4.50E-‐02	   7.80E-‐01	  

insoluble	  fraction	   4	   4.90E-‐02	   6.80E-‐01	  
cell	  fraction	   4	   9.10E-‐02	   8.00E-‐01	  
plasma	  membrane	  part	   5	   1.70E-‐01	   9.20E-‐01	  

Enriquecimiento:	  0.78	  
	   	   	  extracellular	  region	   6	   4.10E-‐02	   9.40E-‐01	  

Secreted	   5	   9.30E-‐02	   9.90E-‐01	  

signal	   5	   4.40E-‐01	   1.00E+00	  
signal	  peptide	   5	   4.50E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.49	  

	   	   	  cell	  membrane	   6	   6.90E-‐02	   1.00E+00	  
homeostatic	  process	   3	   1.00E-‐01	   1.00E+00	  
plasma	  membrane	  part	   5	   1.70E-‐01	   9.20E-‐01	  

intracellular	  signaling	  cascade	   3	   2.40E-‐01	   1.00E+00	  
glycoprotein	   7	   2.80E-‐01	   1.00E+00	  
membrane	   9	   3.10E-‐01	   1.00E+00	  

plasma	  membrane	   6	   3.30E-‐01	   9.90E-‐01	  
integral	  to	  plasma	  membrane	   3	   3.40E-‐01	   9.80E-‐01	  
intrinsic	  to	  plasma	  membrane	   3	   3.50E-‐01	   9.70E-‐01	  

cell	  surface	  receptor	  linked	  signal	  transduction	   3	   4.10E-‐01	   1.00E+00	  
glycosylation	  site:N-‐linked	  (GlcNAc...)	   6	   4.40E-‐01	   1.00E+00	  
intrinsic	  to	  membrane	   7	   5.10E-‐01	   9.90E-‐01	  

transmembrane	  region	   5	   8.00E-‐01	   1.00E+00	  
transmembrane	   5	   8.00E-‐01	   1.00E+00	  
integral	  to	  membrane	   5	   8.60E-‐01	   1.00E+00	  

Enriquecimiento:	  0.26	  
	   	   	  regulation	  of	  transcription	   4	   3.00E-‐01	   1.00E+00	  

transcription	   3	   4.80E-‐01	   1.00E+00	  

transcription	  regulation	   3	   6.40E-‐01	   1.00E+00	  
Transcription	   3	   6.50E-‐01	   1.00E+00	  
nucleus	   4	   8.60E-‐01	   1.00E+00	  

Enriquecimiento:	  0.23	  
	   	   	  nuclear	  lumen	   3	   4.40E-‐01	   9.90E-‐01	  

intracellular	  organelle	  lumen	   3	   5.60E-‐01	   9.90E-‐01	  

organelle	  lumen	   3	   5.70E-‐01	   9.90E-‐01	  
membrane-‐enclosed	  lumen	   3	   5.80E-‐01	   9.90E-‐01	  
nucleus	   4	   8.60E-‐01	   1.00E+00	  

Enriquecimiento:	  0.21	  
	   	   	  DNA	  binding	   4	   4.70E-‐01	   1.00E+00	  

dna-‐binding	   3	   5.90E-‐01	   1.00E+00	  

nucleus	   4	   8.60E-‐01	   1.00E+00	  
Enriquecimiento:	  0.15	  

	   	   	  metal	  ion	  binding	   5	   7.00E-‐01	   1.00E+00	  

cation	  binding	   5	   7.10E-‐01	   1.00E+00	  
ion	  binding	   5	   7.20E-‐01	   1.00E+00	  
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Tabla	  Suplementaria	  7.	  Caracterización	  de	  las	  dianas	  CpG	  con	  diferencias	  significativas	  de	  metilación	  
entre	  casos	  y	  controles	  en	  cerebelo,	  en	  corteza	  y	  en	  corteza,	  amígdala	  e	  hipocampo	  conjuntamente	  

ID	  CpG	   logFC	   adj.P.Val	   Sonda	   Chr	   Localización	   Gene	   CGI	   Área	  

cg01432520	   -‐0.523	   0.00317091	   II	   1	   217068243	   ESRRG	   -‐	   CB	  
cg04442806	   -‐0.517	   0.00317091	   II	   3	   39509081	   MOBP	   -‐	   CB	  
cg14916754	   -‐0.536	   0.00317091	   II	   12	   132530012	   EP400	   -‐	   CB	  
cg26785106	   -‐0.504	   0.00342080	   II	   8	   143957347	   CYP11B1	   -‐	   CB	  
cg27024161	   -‐0.595	   0.00398209	   II	   5	   17238232	   BASP1	   -‐	   CB	  
cg07908805	   -‐0.723	   0.00478639	   II	   19	   427022	   SHC2	   CGI	   CB	  
cg01075459	   -‐0.511	   0.00481183	   II	   16	   12664318	   SNX29	   S_Shore	   CB	  
cg01092135	   -‐0.578	   0.00481183	   II	   7	   148768099	   ZNF786	   CGI	   CB	  
cg01427849	   -‐0.961	   0.00481183	   II	   8	   59826463	   TOX	   -‐	   CB	  
cg03952109	   -‐0.520	   0.00481183	   II	   5	   93409932	   FAM172A	   -‐	   CB	  
cg05676570	   -‐0.525	   0.00481183	   II	   2	   135985164	   ZRANB3	   -‐	   CB	  
cg26679004	   0.874	   0.00481183	   I	   10	   88023135	   GRID1	   CGI	   CB	  
cg13957837	   -‐0.519	   0.00483278	   I	   9	   140705990	   EHMT1	   S_Shore	   CB	  
cg18282849	   -‐0.559	   0.00540147	   I	   11	   86085694	   CCDC81	   CGI	   CB	  
cg16223976	   -‐0.724	   0.00556840	   II	   13	   33694703	   STARD13	   -‐	   CB	  
cg08970112	   -‐0.564	   0.00560340	   II	   17	   38907422	   KRT25	   -‐	   CB	  
cg19174831	   -‐0.864	   0.00560340	   II	   13	   109779861	   MYO16	   CGI	   CB	  
cg01876288	   -‐0.511	   0.00593259	   II	   7	   158800934	   LOC154822	   S_Shore	   CB	  
cg14434293	   -‐0.550	   0.00593259	   II	   10	   1596108	   ADARB2	   S_Shore	   CB	  
cg05303690	   -‐0.692	   0.00603241	   II	   8	   32284962	   NRG1	   -‐	   CB	  
cg09415272	   0.519	   0.00603241	   II	   2	   88751158	   FOXI3	   N_Shore	   CB	  
cg21527616	   -‐0.537	   0.00603241	   II	   3	   64547373	   ADAMTS9	   -‐	   CB	  
cg01210622	   -‐1.072	   0.00612970	   II	   16	   68405731	   SMPD3	   CGI	   CB	  
cg10210806	   -‐0.737	   0.00612970	   I	   1	   6514605	   ESPN	   CGI	   CB	  
cg00715323	   -‐0.621	   0.00617649	   II	   2	   11479980	   ROCK2	   N_Shelf	   CB	  
cg03714110	   -‐0.916	   0.00617649	   II	   5	   92923623	   NR2F1	   CGI	   CB	  
cg13584531	   -‐0.565	   0.00617649	   II	   2	   99280070	   MGAT4A	   -‐	   CB	  
cg13292607	   -‐0.591	   0.00627909	   I	   10	   126751950	   CTBP2	   -‐	   CB	  
cg16001418	   -‐0.677	   0.00630133	   II	   19	   36393325	   HCST	   S_Shore	   CB	  
cg16898334	   -‐0.768	   0.00633273	   II	   1	   181767774	   CACNA1E	   CGI	   CB	  
cg10819495	   -‐0.542	   0.00636016	   II	   8	   75735552	   PI15	   -‐	   CB	  
cg15171839	   -‐0.617	   0.00636016	   II	   5	   92924603	   NR2F1	   S_Shore	   CB	  
cg00929345	   -‐0.632	   0.00638529	   II	   8	   143622353	   BAI1	   N_Shore	   CB	  
cg13656062	   -‐0.629	   0.00638529	   II	   19	   16008723	   CYP4F2	   -‐	   CB	  
cg19776833	   -‐0.564	   0.00638529	   II	   3	   71057616	   FOXP1	   -‐	   CB	  
cg08690999	   -‐1.090	   0.00645339	   II	   5	   92923396	   NR2F1	   N_Shore	   CB	  
cg12561776	   -‐0.751	   0.00645339	   II	   17	   30844705	   MYO1D	   N_Shore	   CB	  
cg25354248	   -‐0.551	   0.00645339	   II	   19	   8676862	   ADAMTS10	   S_Shore	   CB	  
cg25376875	   -‐0.659	   0.00645339	   II	   2	   9459453	   ASAP2	   CGI	   CB	  
cg26337312	   -‐1.000	   0.00645339	   I	   1	   165321741	   LMX1A	   CGI	   CB	  
cg27138293	   -‐0.895	   0.00645339	   I	   17	   79503701	   FSCN2	   CGI	   CB	  
cg25264268	   -‐0.978	   0.00647831	   I	   19	   427263	   SHC2	   CGI	   CB	  
cg20258486	   -‐0.669	   0.00656707	   II	   7	   158800888	   LOC154822	   S_Shore	   CB	  
cg05450477	   -‐0.509	   0.00679268	   II	   6	   20426845	   E2F3	   -‐	   CB	  
cg01877524	   1.073	   0.00705250	   I	   11	   117651359	   DSCAML1	   CGI	   CB	  
cg26681176	   -‐0.580	   0.00705250	   II	   14	   88675766	   KCNK10	   -‐	   CB	  
cg02913918	   -‐0.789	   0.00712967	   II	   1	   181767609	   CACNA1E	   CGI	   CB	  
cg10324158	   -‐0.738	   0.00712967	   II	   3	   45067713	   CLEC3B	   -‐	   CB	  
cg12999366	   -‐0.619	   0.00712967	   II	   7	   30499283	   NOD1	   -‐	   CB	  
cg02504734	   -‐0.586	   0.00718519	   II	   16	   70955865	   HYDIN	   -‐	   CB	  
cg11002119	   -‐1.112	   0.00718519	   II	   10	   11137788	   CUGBP2	   -‐	   CB	  
cg24668883	   -‐0.660	   0.00718519	   II	   5	   17257844	   BASP1	   -‐	   CB	  
cg01314488	   -‐0.539	   0.00719208	   II	   4	   143286770	   INPP4B	   -‐	   CB	  
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ID	  CpG	   logFC	   adj.P.Val	   Sonda	   Chr	   Localización	   Gene	   CGI	   Área	  

cg01923516	   -‐0.790	   0.00719208	   II	   7	   3989167	   SDK1	   -‐	   CB	  
cg19411146	   -‐0.655	   0.00719208	   I	   6	   152128471	   ESR1	   N_Shore	   CB	  
cg19509663	   -‐0.608	   0.00719208	   II	   4	   7863560	   AFAP1	   -‐	   CB	  
cg24142603	   0.650	   0.00719208	   I	   8	   72753888	   MSC	   CGI	   CB	  
cg26339943	   -‐0.651	   0.00719208	   II	   4	   145571234	   HHIP	   S_Shelf	   CB	  
cg07967498	   -‐0.666	   0.00726493	   II	   14	   89059881	   ZC3H14	   -‐	   CB	  
cg00401471	   -‐0.565	   0.00726915	   II	   19	   38782834	   SPINT2	   -‐	   CB	  
cg10575219	   -‐0.514	   0.00726915	   II	   7	   105313992	   ATXN7L1	   -‐	   CB	  
cg12299554	   -‐0.562	   0.00726915	   II	   15	   94840953	   MCTP2	   -‐	   CB	  
cg14412134	   -‐0.568	   0.00726915	   II	   14	   64912417	   MTHFD1	   -‐	   CB	  
cg17066349	   -‐0.592	   0.00726915	   II	   12	   120130646	   CIT	   S_Shelf	   CB	  
cg19453093	   -‐0.511	   0.00726915	   II	   14	   88655985	   KCNK10	   -‐	   CB	  
cg23178069	   -‐0.564	   0.00726915	   II	   11	   21043240	   NELL1	   -‐	   CB	  
cg24929834	   -‐0.538	   0.00726915	   II	   22	   29457241	   C22orf31	   -‐	   CB	  
cg10122050	   -‐0.694	   0.00734641	   II	   10	   106059062	   GSTO2	   -‐	   CB	  
cg12355887	   -‐0.585	   0.00736133	   I	   5	   172305927	   ERGIC1	   -‐	   CB	  
cg10398418	   -‐0.733	   0.00741852	   II	   10	   11312015	   CUGBP2	   -‐	   CB	  
cg21204530	   -‐0.508	   0.00741852	   II	   5	   172306136	   ERGIC1	   -‐	   CB	  
cg03549412	   -‐0.590	   0.00745178	   II	   20	   45866394	   ZMYND8	   N_Shore	   CB	  
cg21192185	   -‐0.633	   0.00756886	   II	   3	   126708075	   PLXNA1	   CGI	   CB	  
cg08230695	   -‐0.708	   0.00770511	   I	   19	   47220755	   PRKD2	   CGI	   CB	  
cg19780352	   -‐0.789	   0.00770511	   I	   4	   169798931	   PALLD	   N_Shore	   CB	  
cg22086566	   -‐0.820	   0.00770511	   I	   7	   3989097	   SDK1	   -‐	   CB	  
cg25894071	   -‐0.593	   0.00770511	   II	   4	   101953935	   PPP3CA	   -‐	   CB	  
cg10254035	   -‐0.531	   0.00776002	   II	   6	   21741635	   FLJ22536	   -‐	   CB	  
cg06452184	   -‐0.517	   0.00780447	   II	   4	   62924397	   LPHN3	   -‐	   CB	  
cg00143220	   -‐0.506	   0.00787353	   II	   8	   143592721	   BAI1	   S_Shore	   CB	  
cg06788362	   -‐0.575	   0.00787353	   II	   1	   171753504	   METTL13	   CGI	   CB	  
cg09366519	   -‐0.609	   0.00787353	   II	   1	   209877970	   HSD11B1	   -‐	   CB	  
cg13406085	   -‐0.561	   0.00787353	   II	   12	   39981136	   ABCD2	   -‐	   CB	  
cg14737571	   -‐0.782	   0.00787353	   II	   13	   113436568	   ATP11A	   N_Shelf	   CB	  
cg18242139	   -‐0.715	   0.00787353	   II	   1	   50574837	   ELAVL4	   -‐	   CB	  
cg24696151	   -‐0.523	   0.00787353	   II	   6	   32975986	   HLA-‐DOA	   S_Shore	   CB	  
cg26391080	   -‐0.603	   0.00787353	   II	   10	   82297397	   SH2D4B	   S_Shore	   CB	  
cg06442489	   -‐0.533	   0.00795146	   II	   19	   58630612	   ZSCAN18	   S_Shore	   CB	  
cg13107973	   -‐0.513	   0.00795146	   II	   1	   215178658	   KCNK2	   -‐	   CB	  
cg18126802	   -‐0.734	   0.00795146	   II	   1	   172321067	   DNM3	   -‐	   CB	  
cg02115416	   -‐0.666	   0.00810056	   II	   3	   2940073	   CNTN4	   -‐	   CB	  
cg14298244	   -‐0.703	   0.00810056	   II	   18	   74729074	   MBP	   -‐	   CB	  
cg09711028	   -‐0.558	   0.00813171	   II	   12	   21976788	   ABCC9	   -‐	   CB	  
cg00421624	   -‐0.505	   0.00815953	   II	   1	   153746588	   SLC27A3	   N_Shore	   CB	  
cg22854448	   -‐0.798	   0.00815953	   II	   2	   65617203	   SPRED2	   -‐	   CB	  
cg13681776	   -‐0.580	   0.00819999	   II	   10	   1549991	   ADARB2	   -‐	   CB	  
cg17944372	   -‐0.785	   0.00824689	   II	   6	   76086013	   FILIP1	   -‐	   CB	  
cg23320987	   -‐0.555	   0.00825095	   II	   13	   114192810	   TMCO3	   N_Shelf	   CB	  
cg01267709	   -‐0.602	   0.00826857	   I	   14	   23623756	   SLC7A8	   -‐	   CB	  
cg07120174	   -‐0.522	   0.00826857	   II	   8	   41351213	   GOLGA7	   S_Shelf	   CB	  
cg11459773	   -‐0.580	   0.00826857	   II	   19	   45262055	   BCL3	   S_Shore	   CB	  
cg13073870	   -‐1.408	   0.00826857	   I	   1	   205210842	   TMCC2	   CGI	   CB	  
cg14373410	   -‐0.618	   0.00826857	   II	   14	   81426234	   TSHR	   -‐	   CB	  
cg19924619	   -‐0.664	   0.00826857	   I	   1	   165323692	   LMX1A	   CGI	   CB	  
cg20171297	   -‐0.628	   0.00826857	   II	   12	   81101474	   MYF6	   N_Shore	   CB	  
cg21381949	   -‐0.746	   0.00826857	   II	   3	   189700284	   LEPREL1	   -‐	   CB	  
cg25310097	   -‐0.555	   0.00826857	   II	   4	   86874205	   ARHGAP24	   -‐	   CB	  
cg17199010	   -‐0.728	   0.00834942	   II	   7	   5390781	   TNRC18	   N_Shore	   CB	  
cg18519264	   -‐0.564	   0.00834942	   II	   2	   169666498	   NOSTRIN	   -‐	   CB	  
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ID	  CpG	   logFC	   adj.P.Val	   Sonda	   Chr	   Localización	   Gene	   CGI	   Área	  

cg25868694	   -‐0.619	   0.00834942	   II	   15	   69089281	   ANP32A	   -‐	   CB	  
cg16638385	   -‐0.572	   0.00835142	   I	   17	   41832753	   SOST	   CGI	   CB	  
cg04493169	   -‐0.504	   0.00835252	   II	   7	   27912112	   JAZF1	   -‐	   CB	  
cg06748966	   -‐0.527	   0.00835252	   II	   19	   36393344	   HCST	   S_Shore	   CB	  
cg13914324	   -‐0.615	   0.00835252	   II	   9	   79320026	   PRUNE2	   -‐	   CB	  
cg03545972	   -‐0.607	   0.00835382	   II	   2	   9477144	   ASAP2	   -‐	   CB	  
cg04907084	   -‐0.521	   0.00841121	   II	   11	   92498796	   FAT3	   -‐	   CB	  
cg13758331	   -‐0.529	   0.00842150	   II	   2	   111893676	   BCL2L11	   -‐	   CB	  
cg12727940	   -‐0.528	   0.00842875	   II	   3	   145969718	   PLSCR4	   S_Shore	   CB	  
cg14396117	   -‐0.506	   0.00842875	   II	   13	   109248047	   MYO16	   -‐	   CB	  
cg05612574	   -‐0.773	   0.00846775	   II	   6	   151758963	   RMND1	   -‐	   CB	  
cg21694350	   -‐0.549	   0.00849386	   I	   1	   21948793	   RAP1GAP	   CGI	   CB	  
cg18719217	   -‐0.647	   0.00852263	   II	   8	   143623495	   BAI1	   CGI	   CB	  
cg04723436	   -‐0.626	   0.00853534	   II	   10	   7985110	   TAF3	   -‐	   CB	  
cg05181301	   -‐0.789	   0.00853534	   II	   2	   9459596	   ASAP2	   S_Shore	   CB	  
cg08069902	   -‐0.527	   0.00853534	   II	   14	   88675853	   KCNK10	   -‐	   CB	  
cg14571493	   -‐0.791	   0.00853534	   II	   4	   110834401	   EGF	   -‐	   CB	  
cg23093870	   -‐0.536	   0.00853534	   II	   15	   69853853	   LOC145837	   -‐	   CB	  
cg24215279	   -‐0.639	   0.00853534	   I	   2	   1518383	   TPO	   S_Shelf	   CB	  
cg26400491	   -‐0.634	   0.00855367	   I	   8	   144891915	   SCRIB	   CGI	   CB	  
cg12564012	   -‐0.711	   0.00855732	   II	   7	   3989045	   SDK1	   -‐	   CB	  
cg19742492	   -‐0.587	   0.00855732	   II	   11	   69937541	   ANO1	   S_Shelf	   CB	  
cg24349665	   -‐0.674	   0.00855732	   II	   8	   75736723	   PI15	   -‐	   CB	  
cg01543184	   -‐0.559	   0.00857264	   I	   17	   79881543	   MAFG	   S_Shore	   CB	  
cg25067547	   -‐0.574	   0.00857264	   II	   19	   44005893	   PHLDB3	   CGI	   CB	  
cg14252502	   -‐0.632	   0.00861110	   II	   19	   8676388	   ADAMTS10	   S_Shore	   CB	  
cg04851044	   -‐0.577	   0.00867312	   II	   6	   33638313	   ITPR3	   -‐	   CB	  
cg05688618	   -‐0.682	   0.00867523	   II	   4	   86699962	   ARHGAP24	   -‐	   CB	  
cg07249433	   -‐1.554	   0.00872330	   I	   10	   134420183	   INPP5A	   -‐	   CB	  
cg21045072	   -‐0.640	   0.00873199	   II	   6	   168445596	   KIF25	   N_Shelf	   CB	  
cg17133972	   -‐0.593	   0.00874030	   II	   10	   1550073	   ADARB2	   -‐	   CB	  
cg25448812	   -‐0.629	   0.00874030	   I	   11	   46402210	   MDK	   N_Shore	   CB	  
cg16580700	   -‐0.578	   0.00879061	   II	   6	   30685744	   MDC1	   S_Shore	   CB	  
cg04215511	   -‐0.961	   0.00879984	   II	   16	   76310816	   CNTNAP4	   -‐	   CB	  
cg17952075	   -‐0.645	   0.00887337	   II	   2	   23854382	   KLHL29	   S_Shelf	   CB	  
cg26667091	   -‐0.522	   0.00889878	   II	   11	   65352232	   EHBP1L1	   CGI	   CB	  
cg22654504	   -‐0.543	   0.00893282	   II	   4	   183717025	   ODZ3	   N_Shelf	   CB	  
cg02549628	   -‐0.716	   0.00894984	   II	   4	   88896208	   SPP1	   -‐	   CB	  
cg10523671	   -‐0.518	   0.00894984	   II	   3	   121612956	   SLC15A2	   -‐	   CB	  
cg01694400	   -‐0.556	   0.00895634	   II	   6	   127484100	   RSPO3	   -‐	   CB	  
cg14511782	   -‐0.567	   0.00895634	   II	   7	   112724674	   GPR85	   -‐	   CB	  
cg17774851	   -‐1.213	   0.00895634	   I	   5	   92929319	   NR2F1	   CGI	   CB	  
cg05801879	   -‐0.515	   0.00899243	   II	   16	   84101832	   MBTPS1	   -‐	   CB	  
cg09540738	   -‐0.515	   0.00911811	   II	   8	   81080281	   TPD52	   N_Shelf	   CB	  
cg15393733	   -‐0.562	   0.00914470	   II	   12	   53189841	   KRT3	   -‐	   CB	  
cg00519069	   -‐0.537	   0.00914931	   II	   19	   14491737	   CD97	   -‐	   CB	  
cg26262197	   -‐0.756	   0.00927328	   II	   11	   115115297	   CADM1	   -‐	   CB	  
cg14359531	   -‐0.799	   0.00938750	   II	   9	   140401382	   PNPLA7	   CGI	   CB	  
cg23087707	   -‐0.695	   0.00938750	   II	   12	   132863869	   GALNT9	   N_Shore	   CB	  
cg20999427	   -‐0.519	   0.00944603	   II	   12	   24381595	   SOX5	   -‐	   CB	  
cg25449484	   -‐2.144	   0.00944603	   I	   5	   92929372	   NR2F1	   CGI	   CB	  
cg20742696	   -‐0.518	   0.00950336	   II	   1	   226129824	   LEFTY2	   S_Shelf	   CB	  
cg19008877	   -‐0.891	   0.00954985	   II	   10	   78157854	   C10orf11	   -‐	   CB	  
cg14149007	   -‐0.710	   0.00957483	   I	   19	   47219555	   PRKD2	   CGI	   CB	  
cg21279756	   -‐0.535	   0.00962445	   II	   8	   140847610	   TRAPPC9	   -‐	   CB	  
cg13071386	   -‐0.729	   0.00963969	   I	   3	   37494403	   ITGA9	   CGI	   CB	  
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cg07635227	   -‐0.814	   0.00966329	   I	   16	   4714815	   MGRN1	   -‐	   CB	  
cg06652085	   -‐0.525	   0.00967149	   II	   6	   31130261	   TCF19	   S_Shelf	   CB	  
cg14171514	   -‐0.821	   0.00967149	   I	   11	   62308492	   AHNAK	   -‐	   CB	  
cg07456681	   -‐0.529	   0.00971417	   II	   16	   15146876	   NTAN1	   N_Shelf	   CB	  
cg02892925	   -‐0.506	   0.00976553	   II	   8	   60032926	   TOX	   S_Shore	   CB	  
cg16627236	   -‐0.889	   0.00976553	   II	   10	   134420036	   INPP5A	   -‐	   CB	  
cg27416489	   -‐0.561	   0.00976553	   II	   2	   149823115	   KIF5C	   -‐	   CB	  
cg03316628	   -‐0.544	   0.00981808	   I	   16	   368066	   AXIN1	   -‐	   CB	  
cg06206670	   -‐0.824	   0.00981808	   II	   13	   113436564	   ATP11A	   N_Shelf	   CB	  
cg19308132	   -‐0.578	   0.00981808	   II	   8	   103137173	   NCALD	   S_Shore	   CB	  
cg20679271	   -‐0.804	   0.00981808	   I	   2	   128350442	   MYO7B	   CGI	   CB	  
cg27360098	   -‐0.526	   0.00981808	   II	   7	   73442480	   ELN	   -‐	   CB	  
cg26880525	   -‐0.928	   0.00987413	   II	   1	   209877941	   HSD11B1	   -‐	   CB	  
cg05608790	   -‐0.535	   0.00990930	   II	   7	   69427388	   AUTS2	   -‐	   CB	  
cg06349851	   -‐0.589	   0.00990930	   II	   3	   64193180	   PRICKLE2	   -‐	   CB	  
cg16380885	   -‐0.834	   0.00990930	   II	   5	   17219936	   BASP1	   S_Shore	   CB	  
cg07462861	   -‐0.550	   0.00991652	   II	   12	   49366152	   WNT10B	   S_Shore	   CB	  
cg17473165	   -‐0.502	   0.00991652	   I	   4	   105411756	   CXXC4	   N_Shore	   CB	  
cg18888814	   -‐0.649	   0.00994220	   II	   13	   100300543	   CLYBL	   -‐	   CB	  
cg07015221	   -‐0.576	   0.00996539	   II	   5	   1034307	   NKD2	   N_Shelf	   CB	  
cg04223924	   -‐0.388	   0.00000034	   II	   2	   98552472	   TMEM131	   -‐	   C	  
cg19622358	   -‐0.425	   0.00000051	   II	   15	   80444736	   FAH	   -‐	   C	  
cg02900183	   -‐0.314	   0.00000066	   II	   19	   16284421	   CIB3	   -‐	   C	  
cg10564498	   -‐0.405	   0.00000139	   II	   19	   41724653	   AXL	   -‐	   C	  
cg25487404	   -‐0.387	   0.00000035	   II	   8	   37551945	   ZNF703	   CGI	   C	  
cg02117656	   -‐0.383	   0.00000091	   II	   17	   79614917	   TSPAN10	   CGI	   C	  
cg20248691	   -‐0.333	   0.00000146	   II	   11	   532330	   HRAS	   N_Shelf	   C	  
cg01549227	   0.412	   0.00000067	   II	   9	   124980074	   LHX6	   N_Shore	   C	  
cg22021934	   -‐0.303	   0.00000152	   II	   17	   1358234	   CRK	   N_Shore	   C	  
cg22514987	   -‐0.383	   0.00000019	   II	   6	   52271182	   PAQR8	   S_Shelf	   C	  
cg11163777	   -‐0.504	   0.00000048	   I	   1	   27693474	   MAP3K6	   S_Shore	   C	  
cg20276743	   -‐0.313	   0.00000303	   II	   17	   35583136	   ACACA	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg21220721	   -‐0.228	   0.00000172	   I	   1	   6341230	   ACOT7	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg04141806	   0.159	   0.00000151	   II	   5	   374252	   AHRR	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg06312137	   0.154	   0.00000323	   II	   11	   111742196	   ALG9	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg03477792	   0.301	   0.00000003	   II	   4	   77819574	   ANKRD56	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg06046430	   0.479	   0.00000196	   I	   4	   77819534	   ANKRD56	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg18518909	   0.148	   0.00000291	   II	   8	   54755577	   ATP6V1H	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg27049761	   0.197	   0.00000077	   I	   12	   122688708	   B3GNT4	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg19809575	   0.709	   0.00000100	   II	   16	   88044501	   BANP	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg09918929	   -‐0.223	   0.00000118	   II	   12	   92540332	   BTG1	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg23234602	   -‐0.453	   0.00000009	   I	   5	   180428536	   BTNL3	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg08864283	   -‐0.161	   0.00000091	   I	   16	   613142	   C16orf11	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg02707464	   -‐0.261	   0.00000270	   I	   7	   66386045	   C7orf42	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg16727774	   -‐0.276	   0.00000310	   I	   16	   87958281	   CA5A	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg05514418	   -‐0.400	   0.00000012	   I	   11	   15093744	   CALCB	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg15837838	   -‐0.239	   0.00000282	   I	   17	   20280166	   CCDC144C	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg02020319	   0.173	   0.00000076	   II	   19	   532355	   CDC34	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg02655972	   -‐0.240	   0.00000205	   I	   5	   31194800	   CDH6	   S_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg22853855	   1.488	   0.00000002	   II	   19	   34111400	   CHST8	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg09655403	   -‐0.470	   0.00000027	   I	   5	   78985495	   CMYA5	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg23279355	   -‐0.457	   0.00000070	   I	   5	   78985592	   CMYA5	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg04154027	   -‐0.406	   0.00000095	   I	   5	   78985588	   CMYA5	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg01013522	   -‐1.383	   0.00000007	   II	   2	   124971544	   CNTNAP5	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg11427377	   -‐0.079	   0.00000111	   II	   3	   130171040	   COL29A1	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg19092368	   0.150	   0.00000005	   I	   1	   41444829	   CTPS	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
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cg25424194	   -‐0.198	   0.00000101	   II	   19	   41388232	   CYP2A7	   S_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg12297292	   -‐0.189	   0.00000309	   II	   13	   114126424	   DCUN1D2	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg02690013	   -‐0.286	   0.00000225	   II	   8	   1650309	   DLGAP2	   S_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg21584710	   -‐0.171	   0.00000046	   II	   17	   72306141	   DNAI2	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg17525856	   -‐0.301	   0.00000207	   I	   2	   47596787	   EPCAM	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg11426075	   -‐0.277	   0.00000009	   I	   1	   8086959	   ERRFI1	   S_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg11766468	   -‐0.346	   0.00000015	   I	   19	   7923041	   EVI5L	   N_Shelf	   C,	  A	  e	  HC	  
cg18364576	   -‐0.193	   0.00000245	   II	   14	   53417060	   FERMT2	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg02989510	   -‐0.159	   0.00000084	   II	   17	   21907069	   FLJ36000	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg09281805	   -‐1.707	   0.00000061	   II	   7	   4751840	   FOXK1	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg27096477	   -‐0.465	   0.00000001	   I	   6	   168476553	   FRMD1	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg27406070	   -‐0.393	   0.00000279	   II	   6	   29575566	   GABBR1	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg12447066	   -‐0.163	   0.00000011	   II	   1	   35261252	   GJA4	   S_Shelf	   C,	  A	  e	  HC	  
cg20621945	   -‐0.236	   0.00000006	   II	   6	   30876992	   GTF2H4	   S_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg23849169	   0.173	   0.00000010	   II	   6	   29760495	   HCG4	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg27513308	   -‐0.258	   0.00000057	   II	   1	   32797653	   HDAC1	   N_Shelf	   C,	  A	  e	  HC	  
cg20839991	   -‐0.170	   0.00000261	   II	   6	   33088941	   HLA-‐DPB2	   S_Shelf	   C,	  A	  e	  HC	  
cg09584691	   -‐0.144	   0.00000076	   II	   10	   44285881	   HNRNPA3P1	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg01748892	   -‐0.343	   0.00000175	   I	   7	   27184667	   HOXA5	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg03180953	   -‐0.358	   0.00000118	   I	   16	   1842505	   IGFALS	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg05490029	   0.240	   0.00000241	   II	   8	   79719015	   IL7	   S_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg17415239	   0.137	   0.00000249	   II	   16	   29937734	   KCTD13	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg16990532	   -‐0.245	   0.00000292	   I	   10	   72238449	   KIAA1274	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg02725269	   -‐0.369	   0.00000121	   II	   19	   51327177	   KLK1	   N_Shelf	   C,	  A	  e	  HC	  
cg22429852	   -‐0.238	   0.00000039	   II	   17	   66030553	   KPNA2	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg15639469	   -‐0.141	   0.00000265	   II	   5	   79596224	   LOC644936	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg12843022	   0.229	   0.00000018	   I	   11	   45921959	   MAPK8IP1	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg22337626	   1.407	   0.00000185	   II	   1	   46420220	   MAST2	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg11379315	   -‐1.117	   0.00000150	   II	   4	   88755207	   MEPE	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg24035107	   -‐0.338	   0.00000004	   II	   17	   2394399	   METT10D	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg04670255	   -‐0.247	   0.00000085	   II	   22	   39884829	   MGAT3	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg05485137	   -‐0.229	   0.00000184	   I	   10	   28035864	   MKX	   S_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg25172682	   0.322	   0.00000251	   I	   17	   34122758	   MMP28	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg17047882	   0.140	   0.00000080	   II	   6	   24403115	   MRS2	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg11430371	   0.302	   0.00000206	   II	   19	   50961752	   MYBPC2	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg04828041	   -‐0.253	   0.00000033	   I	   4	   40143600	   N4BP2	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg20380448	   -‐0.155	   0.00000315	   II	   4	   76832111	   NAAA	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg00484396	   -‐0.228	   0.00000306	   II	   16	   3507460	   NAT15	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg15059065	   -‐0.294	   0.00000265	   I	   19	   17354961	   NR2F6	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg05674036	   -‐0.416	   0.00000002	   II	   17	   3323791	   OR3A3	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg12687069	   -‐0.260	   0.00000059	   II	   11	   5474001	   OR51I2	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg15031780	   0.144	   0.00000023	   II	   1	   10535585	   PEX14	   S_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg09588815	   -‐0.164	   0.00000325	   I	   11	   3845298	   PGAP2	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg20978937	   -‐0.144	   0.00000196	   I	   14	   105399321	   PLD4	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg20145009	   -‐0.201	   0.00000272	   II	   14	   105399175	   PLD4	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg09125754	   0.816	   0.00000004	   II	   2	   130886714	   POTEF	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg27243624	   -‐0.266	   0.00000007	   II	   12	   63324472	   PPM1H	   N_Shelf	   C,	  A	  e	  HC	  
cg21410132	   -‐0.474	   0.00000005	   II	   1	   13737267	   PRAMEF20	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg15667219	   -‐0.463	   0.00000029	   II	   1	   13737234	   PRAMEF20	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg15725440	   0.209	   0.00000174	   II	   6	   100053161	   PRDM13	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg04201347	   -‐0.147	   0.00000192	   II	   19	   50086849	   PRRG2	   S_Shelf	   C,	  A	  e	  HC	  
cg04790357	   0.190	   0.00000061	   II	   5	   40680416	   PTGER4	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg07978494	   -‐0.202	   0.00000223	   II	   7	   158059179	   PTPRN2	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg24746444	   -‐0.180	   0.00000154	   II	   20	   62706765	   RGS19	   S_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg01195198	   0.196	   0.00000068	   II	   18	   18692028	   ROCK1	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg12154153	   -‐0.241	   0.00000059	   II	   1	   168195108	   SFT2D2	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
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cg24483552	   0.122	   0.00000093	   II	   8	   67687060	   SGK3	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg17152316	   -‐0.913	   0.00000001	   I	   19	   6754337	   SH2D3A	   S_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg09378339	   -‐0.304	   0.00000085	   I	   10	   73078610	   SLC29A3	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg04647176	   -‐0.303	   0.00000159	   II	   12	   341431	   SLC6A13	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg07304760	   -‐1.789	   0.00000056	   II	   7	   127514192	   SND1	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg21695935	   0.566	   0.00000036	   II	   17	   3375223	   SPATA22	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg15465836	   1.013	   0.00000171	   II	   17	   3371409	   SPATA22	   N_Shelf	   C,	  A	  e	  HC	  
cg05541779	   -‐0.274	   0.00000016	   II	   15	   45943467	   SQRDL	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg19302831	   0.159	   0.00000304	   II	   2	   107502251	   ST6GAL2	   N_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg22250586	   -‐0.188	   0.00000337	   II	   13	   33704014	   STARD13	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg01490793	   0.167	   0.00000207	   II	   2	   242448207	   STK25	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg02515553	   -‐0.282	   0.00000168	   II	   5	   75473201	   SV2C	   S_Shelf	   C,	  A	  e	  HC	  
cg11961834	   -‐0.156	   0.00000069	   II	   17	   34583962	   TBC1D3C	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg00741609	   0.144	   0.00000329	   II	   10	   102893925	   TLX1	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg22056044	   0.161	   0.00000120	   II	   10	   98347055	   TM9SF3	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg00556719	   0.164	   0.00000328	   II	   9	   108457484	   TMEM38B	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg21697252	   -‐0.182	   0.00000062	   I	   6	   32056709	   TNXB	   S_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg01993067	   -‐0.291	   0.00000082	   I	   11	   68851601	   TPCN2	   S_Shore	   C,	  A	  e	  HC	  
cg11949335	   -‐0.324	   0.00000194	   II	   1	   55247408	   TTC22	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg24696861	   -‐0.162	   0.00000158	   II	   17	   46871582	   TTLL6	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg02733728	   0.147	   0.00000269	   II	   3	   23847990	   UBE2E1	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg26216002	   -‐0.178	   0.00000013	   II	   1	   10093067	   UBE4B	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg07535605	   0.152	   0.00000288	   II	   18	   158294	   USP14	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg13992444	   -‐1.146	   0.00000007	   II	   6	   149368110	   UST	   -‐	   C,	  A	  e	  HC	  
cg20782778	   0.148	   0.00000158	   II	   11	   101982138	   YAP1	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg16467465	   0.214	   0.00000109	   II	   7	   44240564	   YKT6	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg18710692	   0.224	   0.00000035	   I	   13	   20437712	   ZMYM5	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg12508343	   0.205	   0.00000065	   II	   3	   125076233	   ZNF148	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
cg17515480	   0.312	   0.00000062	   II	   19	   48049039	   ZNF541	   CGI	   C,	  A	  e	  HC	  
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Tabla	  Suplementaria	  8.	  Agrupaciones	  significativas	  de	  moléculas	  obtenidas	  a	  partir	  de	  las	  185	  regiones	  
génicas	  que	  albergan	  dianas	  CpG	  con	  diferencias	  significativas	  de	  metilación	  entre	  casos	  y	  controles,	  

por	  análisis	  funcional	  in	  silico	  (DAVID)	  

Enriquecimiento:	  2.62	   Genes	   P-‐valor	   Benjamini	  

Wnt	  signaling	  pathway	   8	   2.30E-‐04	   2.00E-‐02	  
wnt	  signaling	  pathway	   6	   2.50E-‐03	   1.30E-‐01	  
Wnt	  receptor	  signaling	  pathway	   5	   2.30E-‐02	   9.40E-‐01	  

Enriquecimiento:	  1.9	  
	   	   	  EGF-‐like,	  type	  3	   9	   2.50E-‐04	   8.80E-‐02	  

domain:EGF-‐like	  1	   7	   3.40E-‐04	   1.10E-‐01	  

egf-‐like	  domain	   9	   4.20E-‐04	   4.60E-‐02	  
EGF-‐like	   8	   1.60E-‐03	   1.80E-‐01	  
EGF	   8	   5.90E-‐03	   4.80E-‐01	  

EGF-‐like	  calcium-‐binding,	  conserved	  site	   5	   9.00E-‐03	   5.70E-‐01	  
EGF-‐like	  calcium-‐binding	   5	   9.00E-‐03	   5.70E-‐01	  
EGF-‐type	  aspartate/asparagine	  hydroxylation	  conserved	  site	   5	   9.30E-‐03	   5.00E-‐01	  

EGF-‐like	  region,	  conserved	  site	   8	   1.20E-‐02	   4.90E-‐01	  
EGF_CA	   5	   2.00E-‐02	   6.70E-‐01	  
domain:EGF-‐like	  3	   4	   2.00E-‐02	   8.40E-‐01	  

EGF	  calcium-‐binding	   4	   2.30E-‐02	   6.20E-‐01	  
domain:EGF-‐like	  2	   4	   3.10E-‐02	   8.60E-‐01	  
Six-‐bladed	  beta-‐propeller,	  TolB-‐like	   3	   4.10E-‐02	   7.60E-‐01	  

Laminin	  G	   3	   5.60E-‐02	   8.30E-‐01	  
domain:EGF-‐like	  2	   3	   7.20E-‐02	   8.80E-‐01	  
domain:EGF-‐like	  4	   3	   7.40E-‐02	   8.70E-‐01	  

LamG	   3	   8.50E-‐02	   7.50E-‐01	  
EGF	   4	   9.30E-‐02	   8.40E-‐01	  
EGF,	  extracellular	   3	   1.00E-‐01	   8.40E-‐01	  

Enriquecimiento:	  1.55	  
	   	   	  domain:TSP	  type-‐1	  5	   3	   1.60E-‐02	   8.00E-‐01	  

Thrombospondin,	  type	  1	  repeat	   4	   1.80E-‐02	   5.60E-‐01	  

domain:TSP	  type-‐1	  4	   3	   2.40E-‐02	   8.20E-‐01	  
domain:TSP	  type-‐1	  3	   3	   3.20E-‐02	   8.50E-‐01	  
TSP1	   4	   3.30E-‐02	   6.00E-‐01	  

domain:TSP	  type-‐1	  2	   3	   4.60E-‐02	   8.40E-‐01	  
domain:TSP	  type-‐1	  1	   3	   4.60E-‐02	   8.40E-‐01	  
Enriquecimiento:	  1.49	  

	   	   	  metal	  ion	  binding	   51	   4.70E-‐03	   7.60E-‐01	  
cation	  binding	   51	   5.80E-‐03	   5.80E-‐01	  
ion	  binding	   51	   7.90E-‐03	   4.50E-‐01	  

metal-‐binding	   34	   1.70E-‐02	   3.20E-‐01	  
zinc	   25	   4.70E-‐02	   4.70E-‐01	  
transition	  metal	  ion	  binding	   31	   1.20E-‐01	   9.10E-‐01	  

zinc	  ion	  binding	   25	   2.10E-‐01	   9.40E-‐01	  
zinc-‐finger	   17	   2.50E-‐01	   7.80E-‐01	  
Enriquecimiento:	  1.36	  

	   	   	  striated	  muscle	  tissue	  development	   5	   1.60E-‐02	   9.70E-‐01	  
skeletal	  muscle	  organ	  development	   4	   1.70E-‐02	   9.50E-‐01	  
skeletal	  muscle	  tissue	  development	   4	   1.70E-‐02	   9.50E-‐01	  
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muscle	  tissue	  development	   5	   1.90E-‐02	   9.40E-‐01	  
muscle	  organ	  development	   5	   9.30E-‐02	   9.60E-‐01	  
striated	  muscle	  cell	  differentiation	   3	   1.60E-‐01	   9.70E-‐01	  

muscle	  cell	  differentiation	   3	   2.60E-‐01	   9.90E-‐01	  
Enriquecimiento:	  1.35	  

	   	   	  motor	  protein	   6	   3.60E-‐03	   1.50E-‐01	  

motor	  activity	   6	   8.30E-‐03	   3.90E-‐01	  
actin-‐binding	   7	   1.20E-‐02	   2.90E-‐01	  
actin	  binding	   8	   2.50E-‐02	   7.20E-‐01	  

Myosin	  head,	  motor	  region	   3	   4.10E-‐02	   7.60E-‐01	  
myosin	   3	   5.90E-‐02	   4.90E-‐01	  
MYSc	   3	   6.30E-‐02	   7.60E-‐01	  

actin	  cytoskeleton	   6	   7.10E-‐02	   8.80E-‐01	  
cytoskeletal	  protein	  binding	   9	   7.60E-‐02	   8.80E-‐01	  
cytoskeleton	   17	   9.90E-‐02	   8.50E-‐01	  

myosin	  complex	   3	   1.00E-‐01	   8.10E-‐01	  
IQ	  calmodulin-‐binding	  region	   3	   1.70E-‐01	   9.30E-‐01	  
IQ	   3	   2.40E-‐01	   9.40E-‐01	  
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Tabla	  Suplementaria	  9.	  Regiones	  del	  genoma	  humano	  con	  alteraciones	  en	  el	  número	  de	  copia	  frente	  a	  cerebelo	  de	  cada	  individuo.	  El	  
genoma	  humano	  de	  referencia	  es	  genome	  build	  36,	  Hg18	  

ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
A06/00210	  A	   C	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.495061	   8.93E-‐13	  
A06/00210	  C	   C	   chr9	   p23	   10394403	   10395130	   727	   3	   0.207	   2.25E-‐18	  
A06/00210	  C	   C	   chr4	   q22.1	   92153964	   92154830	   866	   4	   0.303	   9.83E-‐22	  
A06/00210	  C	   C	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.237	   6.63E-‐43	  
A06/00210	  C	   C	   chr18	   q23	   75480698	   75481678	   980	   3	   0.771892	   3.37E-‐10	  
A06/00210	  C	   C	   chr11	   q13.1	   66468525	   66469627	   1102	   4	   0.151	   2.29E-‐15	  
A06/00210	  C	   C	   chr5	   q21.1	   97427186	   97428373	   1187	   3	   0.433	   3.64E-‐49	  
A06/00210	  C	   C	   chr1	   q43	   238459698	   238461268	   1570	   4	   0.302	   5.72E-‐24	  
A06/00210	  C	   C	   chr5	   p14.3	   21486453	   21488027	   1574	   4	   0.265	   5.08E-‐41	  
A06/00210	  C	   C	   chr12	   q12	   44193769	   44195350	   1581	   4	   0.315	   6.81E-‐35	  
A06/00210	  C	   C	   chr6	   q27	   170549526	   170551286	   1760	   3	   0.863991	   4.09E-‐12	  
A06/00210	  C	   C	   chr8	   q21.11	   75527618	   75529402	   1784	   4	   0.410	   5.37E-‐55	  
A06/00210	  C	   C	   chr4	   q35.2	   187333341	   187335199	   1858	   3	   0.304	   7.34E-‐14	  
A06/00210	  C	   C	   chr1	   q23.1	   157134596	   157136493	   1897	   4	   0.376	   7.75E-‐54	  
A06/00210	  C	   C	   chr17	   p13.3	   1590057	   1592169	   2112	   6	   0.520262	   6.07E-‐10	  
A06/00210	  C	   C	   chr3	   q12.1	   99893308	   99895475	   2167	   7	   0.281	   1.29E-‐58	  
A06/00210	  C	   C	   chr8	   q24.3	   140836416	   140838841	   2425	   8	   0.510467	   2.81E-‐12	  
A06/00210	  C	   C	   chr7	   q36.3	   157132974	   157135478	   2504	   6	   -‐0.521138	   5.84E-‐10	  
A06/00210	  C	   C	   chr9	   p13.3	   33646497	   33649076	   2579	   6	   0.684222	   1.70E-‐14	  
A06/00210	  C	   C	   chr4	   q35.2	   187330385	   187333024	   2639	   6	   0.232	   2.19E-‐25	  
A06/00210	  C	   C	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.137	   1.52E-‐47	  
A06/00210	  C	   C	   chr12	   q21.31	   83117104	   83119817	   2713	   6	   0.225	   2.89E-‐29	  
A06/00210	  C	   C	   chr2	   p25.3	   998040	   1000871	   2831	   7	   0.511382	   5.93E-‐11	  
A06/00210	  C	   C	   chr8	   p23.1	   9535256	   9538130	   2874	   10	   -‐0.410569	   4.66E-‐10	  
A06/00210	  C	   C	   chr17	   q12	   32829947	   32832842	   2895	   6	   -‐0.550112	   2.95E-‐10	  
A06/00210	  C	   C	   chr1	   q32.1	   199444293	   199447209	   2916	   8	   0.507371	   3.71E-‐12	  
A06/00210	  C	   C	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.218	   6.54E-‐39	  
A06/00210	  C	   C	   chr22	   q13.1	   37623889	   37626949	   3060	   5	   0.357	   1.29E-‐64	  
A06/00210	  C	   C	   chr13	   q13.3	   37955300	   37958362	   3062	   5	   0.258	   5.09E-‐32	  
A06/00210	  C	   C	   chr2	   q31.1	   176976678	   176979749	   3071	   6	   0.277	   8.06E-‐44	  
A06/00210	  C	   C	   chr16	   q23.1	   76938523	   76941774	   3251	   3	   0.392	   1.63E-‐10	  
A06/00210	  C	   C	   chr8	   p23.3	   1822948	   1826299	   3351	   15	   0.599253	   1.69E-‐27	  
A06/00210	  C	   C	   chr2	   p22.3	   35841036	   35844437	   3401	   3	   0.225	   5.93E-‐21	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
A06/00210	  C	   C	   chr3	   q12.1	   100381571	   100384986	   3415	   6	   0.319	   4.44E-‐45	  
A06/00210	  C	   C	   chr12	   p13.31	   9528390	   9531852	   3462	   4	   0.431	   2.93E-‐49	  
A06/00210	  C	   C	   chr12	   p13.31	   9550589	   9554349	   3760	   4	   0.305	   1.33E-‐31	  
A06/00210	  C	   C	   chr6	   q27	   168377362	   168381168	   3806	   10	   0.622163	   9.23E-‐21	  
A06/00210	  C	   C	   chr8	   p21.2	   25122432	   25126488	   4056	   6	   0.230	   5.96E-‐48	  
A06/00210	  C	   C	   chr6	   q16.3	   102041162	   102045614	   4452	   9	   0.389	   2.45E-‐99	  
A06/00210	  C	   C	   chr13	   q14.3	   49967301	   49971932	   4631	   6	   0.178	   1.36E-‐24	  
A06/00210	  C	   C	   chr8	   p11.21	   40893910	   40898766	   4856	   9	   0.209	   4.19E-‐46	  
A06/00210	  C	   C	   chr3	   q29	   199309891	   199314846	   4955	   4	   0.659497	   3.05E-‐10	  
A06/00210	  C	   C	   chr11	   p14.1	   28964490	   28969650	   5160	   10	   -‐0.498718	   2.97E-‐13	  
A06/00210	  C	   C	   chr11	   q22.3	   103773298	   103778467	   5169	   6	   0.201	   3.33E-‐23	  
A06/00210	  C	   C	   chr17	   p13.3	   88999	   94272	   5273	   10	   -‐0.426433	   5.01E-‐11	  
A06/00210	  C	   C	   chr8	   p21.2	   25029803	   25035170	   5367	   4	   0.372	   1.47E-‐11	  
A06/00210	  C	   C	   chr3	   q12.1	   100426338	   100431764	   5426	   8	   0.382	   1.31E-‐104	  
A06/00210	  C	   C	   chr1	   q32.2	   208144915	   208150343	   5428	   5	   0.294	   9.80E-‐21	  
A06/00210	  C	   C	   chr2	   q14.3	   126160360	   126168262	   7902	   3	   0.294	   1.28E-‐13	  
A06/00210	  C	   C	   chrY	   q11.222	   20356614	   20365316	   8702	   3	   -‐0.255	   7.30E-‐15	  
A06/00210	  C	   C	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.159	   3.90E-‐77	  
A06/00210	  C	   C	   chr16	   q23.1	   76929398	   76941774	   12376	   11	   0.188	   3.29E-‐52	  
A06/00210	  C	   C	   chr8	   p21.2	   25029803	   25047030	   17227	   12	   0.225	   1.71E-‐87	  
A06/00210	  C	   C	   chr3	   q26.1	   164008414	   164027924	   19510	   12	   0.238	   1.57E-‐78	  
A06/00210	  C	   C	   chr14	   q32.33	   105602556	   105632713	   30157	   6	   0.130	   1.16E-‐26	  
A06/00210	  C	   C	   chr2	   p22.3	   34551953	   34583355	   31402	   35	   0.272	   3.88E-‐230	  
A06/00210	  C	   C	   chr1	   p31.1	   72538943	   72582607	   43664	   30	   -‐0.498915	   1.45E-‐33	  
A06/00210	  C	   C	   chr8	   p23.1	   6817112	   6868478	   51366	   23	   0.470024	   3.91E-‐27	  
A06/00210	  HC	   C	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.178	   3.84E-‐32	  
A06/00210	  HC	   C	   chr2	   p25.3	   409927	   411547	   1620	   4	   0.800922	   9.79E-‐14	  
A06/00210	  HC	   C	   chr17	   p13.3	   92359	   94272	   1913	   7	   -‐0.599486	   3.14E-‐14	  
A06/00210	  HC	   C	   chr7	   q36.3	   157132974	   157135478	   2504	   6	   -‐0.591199	   3.67E-‐12	  
A06/00210	  HC	   C	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.114	   1.92E-‐37	  
A06/00210	  HC	   C	   chr22	   q13.33	   48800194	   48803013	   2819	   6	   -‐0.568932	   3.00E-‐11	  
A06/00210	  HC	   C	   chr1	   q32.1	   199444293	   199447209	   2916	   8	   0.447015	   6.52E-‐10	  
A06/00210	  HC	   C	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.172	   1.10E-‐30	  
A06/00210	  HC	   C	   chr6	   q27	   169267774	   169271069	   3295	   10	   0.455626	   2.33E-‐12	  
A06/00210	  HC	   C	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.125	   7.30E-‐56	  
A07/00043	  A	   C	   chr16	   p11.2	   29883905	   29884305	   400	   3	   -‐0.739078	   8.91E-‐10	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
A07/00043	  A	   C	   chr6	   p25.3	   368631	   369332	   701	   3	   0.904724	   3.25E-‐11	  
A07/00043	  A	   C	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.249	   3.53E-‐45	  
A07/00043	  A	   C	   chr5	   p15.33	   535382	   536699	   1317	   5	   0.105	   2.47E-‐19	  
A07/00043	  A	   C	   chr4	   q32.3	   166467500	   166468855	   1355	   3	   0.798677	   5.84E-‐10	  
A07/00043	  A	   C	   chr20	   q13.13	   47327248	   47328730	   1482	   4	   0.809108	   1.97E-‐10	  
A07/00043	  A	   C	   chr8	   q11.23	   54015316	   54016927	   1611	   3	   0.889368	   9.22E-‐11	  
A07/00043	  A	   C	   chr9	   p13.3	   33646809	   33648592	   1783	   4	   0.922485	   3.79E-‐12	  
A07/00043	  A	   C	   chr12	   p11.22	   29192727	   29194594	   1867	   5	   0.688206	   5.21E-‐11	  
A07/00043	  A	   C	   chr4	   q21.22	   83937653	   83939531	   1878	   4	   0.781638	   5.48E-‐12	  
A07/00043	  A	   C	   chr22	   q13.1	   36125158	   36127052	   1894	   6	   0.720074	   2.43E-‐11	  
A07/00043	  A	   C	   chr17	   p13.3	   92359	   94272	   1913	   7	   -‐0.550444	   4.87E-‐10	  
A07/00043	  A	   C	   chr16	   q24.2	   87047734	   87050228	   2494	   3	   0.889562	   9.83E-‐10	  
A07/00043	  A	   C	   chr7	   q36.3	   157132974	   157135478	   2504	   6	   -‐0.743226	   1.04E-‐14	  
A07/00043	  A	   C	   chr5	   q11.2	   52810926	   52813609	   2683	   7	   0.592513	   2.32E-‐11	  
A07/00043	  A	   C	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.155	   3.81E-‐54	  
A07/00043	  A	   C	   chr19	   q13.42	   60283437	   60286163	   2726	   5	   0.781135	   1.66E-‐10	  
A07/00043	  A	   C	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.221	   4.66E-‐39	  
A07/00043	  A	   C	   chr1	   q21.1	   144182850	   144186220	   3370	   7	   0.736187	   1.14E-‐13	  
A07/00043	  A	   C	   chr19	   p13.3	   3123501	   3126888	   3387	   8	   -‐0.502122	   6.55E-‐15	  
A07/00043	  A	   C	   chr4	   p16.3	   639236	   642685	   3449	   8	   0.683484	   1.47E-‐12	  
A07/00043	  A	   C	   chr14	   q32.33	   104420514	   104424822	   4308	   12	   0.524487	   6.14E-‐11	  
A07/00043	  A	   C	   chr8	   p23.3	   1172384	   1178382	   5998	   14	   -‐0.450022	   7.72E-‐13	  
A07/00043	  A	   C	   chr8	   p21.3	   22602814	   22609106	   6292	   10	   0.518224	   7.64E-‐11	  
A07/00043	  A	   C	   chr15	   q24.1	   72206480	   72213156	   6676	   7	   0.622755	   8.50E-‐11	  
A07/00043	  A	   C	   chr7	   q11.21	   63204866	   63213142	   8276	   10	   0.554975	   8.56E-‐14	  
A07/00043	  A	   C	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.170	   1.25E-‐83	  
A07/00043	  A	   C	   chr7	   p22.3	   1474929	   1496362	   21433	   23	   0.446293	   2.04E-‐12	  
A07/00043	  A	   C	   chrX	   p11.23	   48551781	   48576327	   24546	   4	   -‐0.592921	   2.22E-‐10	  
A07/00043	  C	   C	   chr14	   q11.2	   21954122	   21954652	   530	   3	   0.931263	   4.74E-‐13	  
A07/00043	  C	   C	   chr9	   q21.33	   86964986	   86965658	   672	   3	   0.163	   3.43E-‐27	  
A07/00043	  C	   C	   chr8	   p23.2	   3982168	   3982881	   713	   3	   0.254	   4.14E-‐12	  
A07/00043	  C	   C	   chr9	   p23	   10394403	   10395130	   727	   3	   0.301	   1.28E-‐41	  
A07/00043	  C	   C	   chr4	   p16.3	   1490365	   1491147	   782	   4	   0.857236	   1.33E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr15	   q23	   68664219	   68665011	   792	   3	   0.103	   1.92E-‐14	  
A07/00043	  C	   C	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.194	   1.20E-‐35	  
A07/00043	  C	   C	   chr6	   q14.3	   84800293	   84801274	   981	   3	   0.786387	   2.21E-‐10	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
A07/00043	  C	   C	   chr7	   q34	   142167049	   142168108	   1059	   3	   0.303	   1.31E-‐23	  
A07/00043	  C	   C	   chr16	   p13.3	   807002	   808100	   1098	   3	   0.111	   2.01E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr1	   p36.22	   10380883	   10381990	   1107	   3	   0.107	   1.50E-‐13	  
A07/00043	  C	   C	   chr2	   p22.3	   34377273	   34378411	   1138	   3	   0.313	   1.53E-‐37	  
A07/00043	  C	   C	   chr10	   p15.2	   3100381	   3101553	   1172	   3	   0.101	   1.34E-‐14	  
A07/00043	  C	   C	   chr19	   q13.42	   59496163	   59497338	   1175	   3	   0.280	   4.23E-‐38	  
A07/00043	  C	   C	   chr7	   q21.13	   89648486	   89649682	   1196	   3	   0.519	   1.46E-‐58	  
A07/00043	  C	   C	   chr18	   q23	   75271233	   75272432	   1199	   3	   0.964262	   3.80E-‐14	  
A07/00043	  C	   C	   chr4	   q22.1	   92153964	   92155174	   1210	   5	   -‐0.73562	   4.12E-‐12	  
A07/00043	  C	   C	   chr19	   q13.42	   60284053	   60285289	   1236	   3	   0.106	   9.16E-‐13	  
A07/00043	  C	   C	   chr11	   p15.3	   11336333	   11337663	   1330	   3	   0.236	   1.16E-‐22	  
A07/00043	  C	   C	   chr10	   q26.13	   126184953	   126186361	   1408	   5	   0.64272	   6.60E-‐12	  
A07/00043	  C	   C	   chr14	   q22.1	   50480076	   50481492	   1416	   3	   0.917567	   3.69E-‐13	  
A07/00043	  C	   C	   chr20	   q13.13	   47327248	   47328730	   1482	   4	   0.880453	   2.31E-‐13	  
A07/00043	  C	   C	   chr4	   q28.2	   130285980	   130287464	   1484	   3	   0.378	   3.37E-‐30	  
A07/00043	  C	   C	   chr16	   p12.1	   22955352	   22956885	   1533	   4	   0.231	   3.86E-‐27	  
A07/00043	  C	   C	   chr20	   p11.1	   26137218	   26138759	   1541	   3	   0.823701	   2.91E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr15	   q25.2	   81111659	   81113242	   1583	   4	   0.733809	   1.74E-‐10	  
A07/00043	  C	   C	   chr8	   q11.23	   54015316	   54016927	   1611	   3	   0.113	   9.51E-‐18	  
A07/00043	  C	   C	   chr19	   q13.41	   58842693	   58844378	   1685	   5	   0.884265	   8.54E-‐14	  
A07/00043	  C	   C	   chr10	   q26.12	   122216693	   122218483	   1790	   4	   0.207	   1.24E-‐26	  
A07/00043	  C	   C	   chr2	   p25.3	   409744	   411547	   1803	   5	   0.627297	   2.37E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr12	   p11.22	   29192727	   29194594	   1867	   5	   0.768726	   1.69E-‐15	  
A07/00043	  C	   C	   chr4	   q21.22	   83937653	   83939531	   1878	   4	   0.940113	   7.46E-‐17	  
A07/00043	  C	   C	   chr19	   q12	   35979486	   35981413	   1927	   8	   -‐0.614865	   5.10E-‐16	  
A07/00043	  C	   C	   chr11	   p15.4	   5717188	   5719117	   1929	   4	   0.344	   5.22E-‐57	  
A07/00043	  C	   C	   chr19	   q13.42	   60732542	   60734508	   1966	   7	   0.641834	   1.81E-‐10	  
A07/00043	  C	   C	   chr9	   p22.3	   15805131	   15807290	   2159	   5	   0.369	   3.97E-‐63	  
A07/00043	  C	   C	   chr11	   p15.5	   724448	   726624	   2176	   5	   0.893374	   4.40E-‐14	  
A07/00043	  C	   C	   chr8	   p21.2	   25124228	   25126488	   2260	   4	   -‐0.813454	   1.79E-‐12	  
A07/00043	  C	   C	   chr7	   q11.22	   70060429	   70062730	   2301	   4	   0.101	   1.39E-‐10	  
A07/00043	  C	   C	   chr4	   q35.1	   186678529	   186680840	   2311	   5	   -‐0.658798	   1.11E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr8	   q23.3	   112363243	   112365639	   2396	   5	   -‐0.803767	   2.86E-‐12	  
A07/00043	  C	   C	   chr6	   q14.1	   77154683	   77157107	   2424	   5	   0.340	   1.91E-‐57	  
A07/00043	  C	   C	   chr4	   q26	   115399496	   115402001	   2505	   8	   0.345	   4.16E-‐81	  
A07/00043	  C	   C	   chr17	   p13.3	   912472	   915007	   2535	   6	   -‐0.514465	   1.80E-‐15	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
A07/00043	  C	   C	   chr11	   p15.5	   1210030	   1212645	   2615	   4	   0.880633	   1.90E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr5	   q11.2	   52810926	   52813609	   2683	   7	   0.546018	   1.15E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr22	   q11.23	   22707812	   22710502	   2690	   3	   0.339	   3.38E-‐17	  
A07/00043	  C	   C	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.103	   8.44E-‐35	  
A07/00043	  C	   C	   chr7	   q34	   141415494	   141418234	   2740	   5	   0.294	   5.69E-‐14	  
A07/00043	  C	   C	   chr17	   p11.2	   17566482	   17569300	   2818	   5	   0.756651	   1.17E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr4	   q34.1	   172613089	   172615919	   2830	   8	   -‐0.738467	   2.88E-‐18	  
A07/00043	  C	   C	   chr7	   q36.1	   147704433	   147707361	   2928	   5	   -‐0.651221	   2.52E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr7	   q34	   141411924	   141414919	   2995	   4	   0.461	   1.06E-‐30	  
A07/00043	  C	   C	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.161	   3.43E-‐28	  
A07/00043	  C	   C	   chr4	   q34.1	   173225839	   173229060	   3221	   7	   -‐0.698171	   3.36E-‐14	  
A07/00043	  C	   C	   chr16	   q23.1	   76938523	   76941774	   3251	   3	   0.430	   8.19E-‐12	  
A07/00043	  C	   C	   chr5	   p15.33	   534578	   537912	   3334	   11	   0.69166	   1.17E-‐19	  
A07/00043	  C	   C	   chr9	   q34.3	   137354056	   137357550	   3494	   5	   -‐0.617175	   3.48E-‐15	  
A07/00043	  C	   C	   chr22	   q12.3	   35473578	   35477142	   3564	   6	   0.204	   5.14E-‐41	  
A07/00043	  C	   C	   chr12	   q21.33	   89011981	   89015656	   3675	   12	   -‐0.657019	   2.06E-‐20	  
A07/00043	  C	   C	   chr22	   q11.23	   22695371	   22699177	   3806	   4	   0.402256	   1.88E-‐19	  
A07/00043	  C	   C	   chr21	   q22.3	   46278160	   46282115	   3955	   10	   0.499299	   2.79E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr2	   p22.3	   35841036	   35845084	   4048	   4	   0.245	   3.18E-‐25	  
A07/00043	  C	   C	   chr4	   q35.2	   187590335	   187594751	   4416	   8	   0.129	   6.20E-‐53	  
A07/00043	  C	   C	   chr7	   q34	   141433258	   141437708	   4450	   8	   0.362	   4.18E-‐34	  
A07/00043	  C	   C	   chr4	   q35.2	   187330385	   187335199	   4814	   10	   -‐0.688625	   1.56E-‐20	  
A07/00043	  C	   C	   chr8	   p11.21	   40893910	   40898766	   4856	   9	   0.265	   4.08E-‐65	  
A07/00043	  C	   C	   chr22	   q11.23	   22677759	   22682628	   4869	   4	   0.383	   8.18E-‐25	  
A07/00043	  C	   C	   chr3	   q12.1	   99893308	   99898239	   4931	   11	   -‐0.543929	   1.27E-‐17	  
A07/00043	  C	   C	   chr1	   q32.2	   208144915	   208150343	   5428	   5	   -‐0.642971	   4.87E-‐10	  
A07/00043	  C	   C	   chr4	   q34.1	   173660829	   173666272	   5443	   10	   -‐0.576618	   3.67E-‐14	  
A07/00043	  C	   C	   chr2	   q31.1	   176974147	   176979749	   5602	   7	   -‐0.575275	   9.54E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr1	   p31.3	   61886871	   61892491	   5620	   10	   0.453327	   1.30E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr12	   p11.21	   33192243	   33198330	   6087	   8	   -‐0.585	   4.11E-‐13	  
A07/00043	  C	   C	   chr9	   p21.3	   22486382	   22492823	   6441	   8	   -‐0.657703	   3.10E-‐13	  
A07/00043	  C	   C	   chr3	   p22.2	   37954674	   37961668	   6994	   17	   0.489161	   2.90E-‐21	  
A07/00043	  C	   C	   chr6	   q27	   165644700	   165652038	   7338	   14	   0.465105	   1.93E-‐16	  
A07/00043	  C	   C	   chr2	   q14.3	   126160360	   126168262	   7902	   3	   0.326	   3.43E-‐21	  
A07/00043	  C	   C	   chr7	   q34	   141418899	   141427331	   8432	   16	   0.998164	   4.78E-‐16	  
A07/00043	  C	   C	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.121	   3.39E-‐57	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
A07/00043	  C	   C	   chr17	   q21.2	   36675806	   36685196	   9390	   17	   0.287	   3.56E-‐123	  
A07/00043	  C	   C	   chr1	   q21.3	   151027531	   151036948	   9417	   12	   0.249	   3.07E-‐103	  
A07/00043	  C	   C	   chr5	   p15.2	   12863801	   12873252	   9451	   17	   -‐0.401981	   4.82E-‐15	  
A07/00043	  C	   C	   chr13	   q13.3	   36972892	   36983077	   10185	   12	   -‐0.734954	   2.58E-‐31	  
A07/00043	  C	   C	   chr1	   q31.3	   195014098	   195024615	   10517	   5	   0.249	   1.24E-‐14	  
A07/00043	  C	   C	   chr5	   q33.2	   155410497	   155421643	   11146	   16	   0.449363	   8.25E-‐17	  
A07/00043	  C	   C	   chr3	   p14.1	   68818666	   68830589	   11923	   16	   -‐0.527797	   1.81E-‐22	  
A07/00043	  C	   C	   chr16	   q23.1	   76929398	   76941774	   12376	   11	   0.214	   5.04E-‐62	  
A07/00043	  C	   C	   chr8	   p11.23	   39452083	   39465485	   13402	   9	   0.469	   4.55E-‐13	  
A07/00043	  C	   C	   chr2	   q22.3	   146579646	   146593454	   13808	   26	   -‐0.611029	   1.36E-‐41	  
A07/00043	  C	   C	   chr7	   p12.1	   52697747	   52712390	   14643	   12	   0.433212	   6.06E-‐16	  
A07/00043	  C	   C	   chr5	   q35.3	   180343269	   180359223	   15954	   33	   -‐0.414956	   1.00E-‐28	  
A07/00043	  C	   C	   chr7	   q34	   142155965	   142175345	   19380	   39	   0.816364	   1.60E-‐108	  
A07/00043	  C	   C	   chr7	   q34	   141694673	   141714368	   19695	   17	   -‐0.593792	   4.55E-‐30	  
A07/00043	  C	   C	   chr20	   p13	   1511432	   1531941	   20509	   28	   -‐0.564557	   1.60E-‐41	  
A07/00043	  C	   C	   chr8	   p23.1	   12269638	   12292177	   22539	   26	   0.608745	   1.82E-‐11	  
A07/00043	  C	   C	   chr4	   p16.1	   9819101	   9842844	   23743	   25	   -‐0.534556	   5.85E-‐35	  
A07/00043	  C	   C	   chr3	   p11.1	   89476936	   89501135	   24199	   34	   0.400911	   1.48E-‐28	  
A07/00043	  C	   C	   chr19	   p13.3	   3332222	   3356534	   24312	   11	   0.649315	   3.59E-‐13	  
A07/00043	  C	   C	   chr1	   p36.31	   6412064	   6438933	   26869	   20	   0.524346	   2.71E-‐18	  
A07/00043	  C	   C	   chr7	   q34	   141411924	   141440775	   28851	   51	   0.150	   1.30E-‐269	  
A07/00043	  C	   C	   chr1	   q21.3	   150822363	   150853725	   31362	   20	   0.42687	   4.28E-‐12	  
A07/00043	  C	   C	   chr12	   p13.2	   11110300	   11141764	   31464	   30	   -‐0.441287	   1.54E-‐27	  
A07/00043	  C	   C	   chr2	   p22.3	   34551022	   34590197	   39175	   38	   -‐0.554617	   2.78E-‐56	  
A07/00043	  C	   C	   chr1	   p31.1	   72538943	   72584212	   45269	   32	   0.297	   8.81E-‐198	  
A07/00043	  C	   C	   chr22	   q11.23	   22675377	   22725680	   50303	   35	   0.133	   5.06E-‐143	  
A07/00043	  C	   C	   chr8	   p11.23	   39352153	   39405839	   53686	   31	   0.414	   6.50E-‐17	  
A07/00043	  C	   C	   chr6	   q14.1	   79024357	   79092050	   67693	   84	   -‐0.640306	   1.35E-‐158	  
A07/00043	  C	   C	   chr1	   q31.3	   195002353	   195086482	   84129	   54	   0.509982	   3.98E-‐48	  
A07/00043	  C	   C	   chr8	   p11.23	  -‐	  p11.22	   39351157	   39505456	   154299	   91	   0.338	   0	  
A07/00043	  C	   C	   chrX	   p11.23	   49046928	   49242290	   195362	   9	   0.710032	   3.45E-‐15	  
A07/00043	  C	   C	   chr8	   p23.1	   7260242	   7824538	   564296	   90	   0.677211	   5.59E-‐18	  
A07/00043	  C	   C	   chr8	   p23.1	   6994355	   8135475	   1141120	   183	   0.48327	   1.56E-‐211	  
A07/00043	  HC	   C	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.231	   1.70E-‐42	  
A07/00043	  HC	   C	   chr18	   p11.21	   11004055	   11005464	   1409	   6	   -‐0.532941	   2.96E-‐10	  
A07/00043	  HC	   C	   chr4	   q21.22	   83937653	   83939531	   1878	   4	   0.772267	   1.71E-‐12	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
A07/00043	  HC	   C	   chr18	   q23	   75334450	   75336793	   2343	   8	   -‐0.543955	   1.60E-‐13	  
A07/00043	  HC	   C	   chr7	   q36.3	   157132974	   157135478	   2504	   6	   -‐0.647842	   4.89E-‐14	  
A07/00043	  HC	   C	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.123	   3.19E-‐41	  
A07/00043	  HC	   C	   chr9	   p13.3	   33645710	   33648592	   2882	   7	   0.54748	   4.43E-‐10	  
A07/00043	  HC	   C	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.190	   9.37E-‐34	  
A07/00043	  HC	   C	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.147	   1.17E-‐70	  
A07/00043	  HC	   C	   chr8	   q21.2	   86741536	   86910685	   169149	   15	   0.453736	   3.65E-‐17	  
A08/00017	  A	   AD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.229	   8.13E-‐42	  
A08/00017	  A	   AD	   chr7	   q36.3	   157132974	   157135478	   2504	   6	   -‐0.618035	   4.78E-‐13	  
A08/00017	  A	   AD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.133	   3.83E-‐46	  
A08/00017	  A	   AD	   chr9	   p13.3	   33645710	   33648592	   2882	   7	   0.556506	   7.31E-‐12	  
A08/00017	  A	   AD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.197	   4.04E-‐35	  
A08/00017	  A	   AD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.150	   5.21E-‐72	  
A08/00017	  C	   AD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.261	   1.52E-‐46	  
A08/00017	  C	   AD	   chr2	   p12	   77845971	   77846919	   948	   3	   -‐0.867724	   2.81E-‐12	  
A08/00017	  C	   AD	   chr22	   q11.21	   17538144	   17539994	   1850	   4	   -‐0.861622	   8.25E-‐11	  
A08/00017	  C	   AD	   chr19	   q13.42	   60733428	   60735583	   2155	   7	   -‐0.680382	   5.39E-‐16	  
A08/00017	  C	   AD	   chr17	   p13.3	   91775	   94272	   2497	   8	   -‐0.607457	   2.78E-‐12	  
A08/00017	  C	   AD	   chr7	   q36.3	   157132974	   157135478	   2504	   6	   -‐0.715604	   1.59E-‐13	  
A08/00017	  C	   AD	   chr7	   q36.1	   149375914	   149378515	   2601	   3	   -‐0.969	   3.75E-‐13	  
A08/00017	  C	   AD	   chr11	   p15.5	   1913795	   1916409	   2614	   5	   -‐0.749255	   4.88E-‐14	  
A08/00017	  C	   AD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.153	   6.11E-‐54	  
A08/00017	  C	   AD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.238	   3.66E-‐42	  
A08/00017	  C	   AD	   chr5	   p15.33	   534578	   537912	   3334	   11	   -‐0.626438	   1.78E-‐14	  
A08/00017	  C	   AD	   chr9	   p13.3	   33645710	   33649076	   3366	   8	   0.520714	   3.11E-‐11	  
A08/00017	  C	   AD	   chr19	   p13.3	   3123501	   3126888	   3387	   8	   -‐0.799144	   4.21E-‐15	  
A08/00017	  C	   AD	   chr6	   p21.32	   31972689	   31976419	   3730	   8	   -‐0.609812	   9.19E-‐13	  
A08/00017	  C	   AD	   chr14	   q32.33	   104920059	   104924376	   4317	   5	   -‐0.894699	   2.55E-‐10	  
A08/00017	  C	   AD	   chr8	   q24.3	   145464160	   145469816	   5656	   3	   -‐0.114	   1.47E-‐11	  
A08/00017	  C	   AD	   chr12	   p11.1	   34387951	   34394924	   6973	   3	   -‐0.803138	   4.53E-‐10	  
A08/00017	  C	   AD	   chr1	   p36.13	   16892609	   16900999	   8390	   7	   -‐0.643947	   3.38E-‐14	  
A08/00017	  C	   AD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.172	   3.25E-‐84	  
A08/00017	  C	   AD	   chr1	   p36.32	   2425488	   2435495	   10007	   11	   -‐0.685927	   2.09E-‐12	  
A08/00017	  C	   AD	   chr15	   q11.2	   20364480	   20384338	   19858	   21	   -‐0.406496	   3.92E-‐17	  
A08/00017	  C	   AD	   chr11	   q23.2	   113970068	   114007972	   37904	   30	   -‐0.462988	   5.39E-‐30	  
A08/00017	  C	   AD	   chr16	   p13.3	   2150152	   2210298	   60146	   9	   -‐0.736343	   1.87E-‐11	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
A08/00017	  HC	   AD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.187	   5.50E-‐34	  
A08/00017	  HC	   AD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.110	   1.34E-‐35	  
A08/00017	  HC	   AD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.161	   4.33E-‐28	  
A08/00017	  HC	   AD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.118	   1.79E-‐51	  
A10/00011	  A	   AD	   chr4	   p16.3	   1490615	   1491147	   532	   3	   0.130	   1.26E-‐12	  
A10/00011	  A	   AD	   chr8	   q24.3	   141192107	   141192877	   770	   3	   -‐0.736127	   3.25E-‐12	  
A10/00011	  A	   AD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.245	   4.10E-‐45	  
A10/00011	  A	   AD	   chr5	   q21.3	   108717366	   108718468	   1102	   4	   -‐0.118	   5.73E-‐12	  
A10/00011	  A	   AD	   chr3	   p25.3	   9413376	   9414804	   1428	   3	   0.115	   7.89E-‐13	  
A10/00011	  A	   AD	   chr20	   q13.13	   47327248	   47328730	   1482	   4	   0.976343	   1.18E-‐11	  
A10/00011	  A	   AD	   chr8	   q11.23	   54015316	   54016927	   1611	   3	   0.100	   1.25E-‐12	  
A10/00011	  A	   AD	   chr6	   q24.1	   139497758	   139499519	   1761	   5	   0.821939	   2.99E-‐14	  
A10/00011	  A	   AD	   chr2	   p25.3	   409744	   411547	   1803	   5	   0.124	   6.87E-‐22	  
A10/00011	  A	   AD	   chr5	   p15.33	   534578	   536699	   2121	   7	   0.103	   1.32E-‐16	  
A10/00011	  A	   AD	   chr12	   p11.22	   29193072	   29195411	   2339	   5	   0.103	   3.61E-‐21	  
A10/00011	  A	   AD	   chr5	   q11.2	   52810926	   52813609	   2683	   7	   0.696945	   2.47E-‐14	  
A10/00011	  A	   AD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.171	   2.08E-‐65	  
A10/00011	  A	   AD	   chr4	   p16.3	   639236	   642220	   2984	   7	   0.101	   4.03E-‐14	  
A10/00011	  A	   AD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.241	   3.30E-‐37	  
A10/00011	  A	   AD	   chr1	   q21.1	   144181433	   144186220	   4787	   9	   0.704777	   5.83E-‐14	  
A10/00011	  A	   AD	   chr7	   q11.21	   63204866	   63209825	   4959	   7	   0.710851	   1.08E-‐14	  
A10/00011	  A	   AD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.185	   3.21E-‐101	  
A10/00011	  A	   AD	   chr2	   q21.2	   132753820	   132763661	   9841	   14	   0.582792	   2.43E-‐15	  
A10/00011	  A	   AD	   chr1	   p36.12	   22068242	   22102547	   34305	   10	   0.727743	   6.92E-‐14	  
A10/00011	  A	   AD	   chr11	   q23.2	   113972284	   114017074	   44790	   29	   -‐0.505232	   2.28E-‐28	  
A10/00011	  A	   AD	   chr9	   p11.2	   44775933	   44823424	   47491	   44	   0.410517	   5.21E-‐29	  
A10/00011	  C	   AD	   chr4	   p16.3	   1490615	   1491147	   532	   3	   0.998384	   1.91E-‐12	  
A10/00011	  C	   AD	   chr15	   q23	   68664219	   68665011	   792	   3	   0.846617	   2.09E-‐11	  
A10/00011	  C	   AD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.292	   3.63E-‐50	  
A10/00011	  C	   AD	   chr6	   q14.3	   84800293	   84801274	   981	   3	   0.786495	   3.74E-‐10	  
A10/00011	  C	   AD	   chr8	   q11.23	   54015316	   54016927	   1611	   3	   0.90221	   3.19E-‐12	  
A10/00011	  C	   AD	   chr20	   q13.13	   47326971	   47328730	   1759	   5	   0.574973	   3.48E-‐12	  
A10/00011	  C	   AD	   chr5	   p15.33	   534578	   536699	   2121	   7	   0.72641	   1.00E-‐13	  
A10/00011	  C	   AD	   chr2	   p25.3	   409744	   411867	   2123	   6	   0.611552	   2.29E-‐11	  
A10/00011	  C	   AD	   chr4	   p16.3	   639800	   642220	   2420	   6	   0.696533	   3.08E-‐14	  
A10/00011	  C	   AD	   chr5	   q11.2	   52810926	   52813609	   2683	   7	   0.542878	   3.44E-‐11	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
A10/00011	  C	   AD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.151	   1.89E-‐52	  
A10/00011	  C	   AD	   chr17	   p11.2	   17566482	   17569300	   2818	   5	   0.655691	   3.80E-‐11	  
A10/00011	  C	   AD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.258	   7.32E-‐45	  
A10/00011	  C	   AD	   chr9	   p13.3	   33645710	   33649076	   3366	   8	   0.535679	   1.16E-‐12	  
A10/00011	  C	   AD	   chr12	   p11.22	   29191984	   29195411	   3427	   7	   0.613619	   5.86E-‐14	  
A10/00011	  C	   AD	   chr6	   q13	   74209867	   74216228	   6361	   9	   -‐0.496676	   7.72E-‐12	  
A10/00011	  C	   AD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.180	   8.42E-‐89	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr4	   p16.3	   1490615	   1491147	   532	   3	   0.115	   2.26E-‐16	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr22	   q13.33	   49533570	   49534357	   787	   3	   -‐0.111	   1.88E-‐10	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.233	   1.09E-‐41	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr4	   p16.3	   639800	   640967	   1167	   3	   0.909591	   3.99E-‐11	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr4	   q35.2	   191004162	   191005637	   1475	   4	   -‐0.865259	   2.05E-‐11	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr20	   q13.13	   47327248	   47328730	   1482	   4	   0.700136	   9.44E-‐11	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr9	   p13.3	   33646809	   33648592	   1783	   4	   0.917391	   1.33E-‐12	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr2	   p25.3	   409585	   411547	   1962	   6	   0.893925	   3.09E-‐17	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr4	   q32.1	   159246586	   159248607	   2021	   3	   -‐0.106	   1.58E-‐11	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr5	   q14.3	   90609325	   90611431	   2106	   4	   -‐0.871323	   5.99E-‐11	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr19	   q13.42	   60284053	   60286163	   2110	   4	   0.693188	   1.76E-‐10	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr5	   p15.33	   534578	   536699	   2121	   7	   0.705758	   5.05E-‐13	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr12	   p11.22	   29193072	   29195411	   2339	   5	   0.979862	   2.96E-‐17	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr7	   q36.3	   157132974	   157135478	   2504	   6	   -‐0.811333	   1.62E-‐14	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.154	   6.16E-‐48	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr7	   q36.3	   157632535	   157635389	   2854	   9	   -‐0.633316	   2.02E-‐13	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.230	   4.17E-‐40	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr19	   p13.3	   3123501	   3126888	   3387	   8	   -‐0.83364	   4.05E-‐13	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr8	   p21.3	   21212367	   21216043	   3676	   12	   -‐0.510792	   7.13E-‐12	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr5	   q35.3	   180447189	   180451801	   4612	   5	   -‐0.761461	   8.30E-‐11	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr2	   q37.3	   242594159	   242601922	   7763	   14	   -‐0.549889	   2.67E-‐15	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr20	   q13.33	   61268935	   61276961	   8026	   3	   0.960614	   1.07E-‐10	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.176	   1.88E-‐80	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr7	   p22.1	   6743587	   6758364	   14777	   6	   -‐0.728259	   4.87E-‐12	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr15	   q11.2	   20364480	   20384338	   19858	   21	   -‐0.75456	   1.35E-‐21	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr15	   q25.3	   83068933	   83089798	   20865	   20	   -‐0.446031	   1.30E-‐14	  
A10/00011	  HC	   AD	   chrX	   p11.23	   48869847	   48897258	   27411	   7	   -‐0.71983	   1.35E-‐11	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr11	   q23.2	   113978745	   114007972	   29227	   25	   -‐0.444307	   1.59E-‐17	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr4	   p16.3	   1409668	   1465681	   56013	   15	   -‐0.558874	   3.59E-‐13	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr7	   p22.2	   2564656	   2704415	   139759	   12	   -‐0.511548	   6.66E-‐12	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr6	   q13	   73982659	   74282332	   299673	   13	   -‐0.615337	   1.20E-‐17	  
A10/00011	  HC	   AD	   chr15	   q22.31	   64335696	   64665760	   330064	   40	   -‐0.416746	   1.08E-‐23	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr9	   q31.2	   109313176	   109313576	   400	   3	   -‐0.102	   1.115E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr19	   p13.13	   12619750	   12620663	   913	   4	   0.591216	   9.385E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.185	   2.812E-‐33	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr6	   q24.1	   139497758	   139498994	   1236	   3	   0.896444	   2.88E-‐10	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr1	   q32.1	   204925217	   204926558	   1341	   3	   0.905232	   1.953E-‐10	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr7	   q34	   142053638	   142055048	   1410	   3	   0.108	   7.433E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr14	   q21.1	   38764444	   38766093	   1649	   4	   -‐0.111	   4.712E-‐10	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr17	   p13.3	   92359	   94272	   1913	   7	   -‐0.617119	   3.584E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr10	   p13	   16601316	   16603717	   2401	   6	   0.545217	   1.464E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr12	   p11.22	   29192727	   29195411	   2684	   6	   0.806464	   1.548E-‐15	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.159	   4.643E-‐54	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr6	   q27	   165994320	   165997286	   2966	   5	   0.791333	   2.884E-‐10	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.194	   6.093E-‐34	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr9	   p13.3	   33645710	   33649076	   3366	   8	   0.81471	   7.641E-‐20	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr3	   p24.3	   17720205	   17723836	   3631	   6	   -‐0.67291	   2.364E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr19	   q12	   35086644	   35090503	   3859	   4	   -‐0.812041	   4.512E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr1	   q32.1	   199442978	   199447720	   4742	   15	   0.502681	   3.835E-‐15	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr3	   q26.32	   178425597	   178430822	   5225	   9	   -‐0.693855	   2.167E-‐14	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr5	   q33.1	   150585601	   150590870	   5269	   8	   -‐0.54788	   1.327E-‐12	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr16	   q24.2	   86018953	   86024444	   5491	   4	   -‐0.765349	   5.016E-‐10	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr16	   q23.1	   73638102	   73644081	   5979	   6	   -‐0.858553	   5.581E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr8	   p21.3	   22602814	   22609106	   6292	   10	   0.630545	   8.528E-‐16	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.168	   1.212E-‐80	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr14	   q24.3	   73630311	   73639463	   9152	   10	   -‐0.712207	   3.36E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chrY	   q11.21	   12564423	   12574348	   9925	   3	   0.118	   9.782E-‐10	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr10	   q25.1	   107285498	   107296759	   11261	   3	   0.896562	   3.667E-‐10	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr16	   p13.3	   1623	   14617	   12994	   5	   0.813335	   1.928E-‐13	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr2	   p22.3	   36185569	   36199529	   13960	   7	   -‐0.574232	   6.673E-‐10	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr20	   q13.13	   47220976	   47236870	   15894	   19	   -‐0.564198	   1.81E-‐10	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chrY	   q11.222	   19593670	   19614064	   20394	   8	   -‐0.824991	   4.918E-‐12	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chrY	   p11.2	   7228133	   7251151	   23018	   11	   0.743967	   5.947E-‐10	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr20	   q13.2	   51716974	   51742656	   25682	   30	   -‐0.53616	   1.536E-‐13	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr5	   q23.2	   126135210	   126168102	   32892	   12	   -‐0.58108	   4.609E-‐16	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr3	   p21.31	   49379607	   49423520	   43913	   20	   -‐0.652508	   6.7E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr2	   p11.1	   91043759	   91094689	   50930	   17	   -‐0.560495	   1.382E-‐20	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr8	   p11.23	   39401501	   39464777	   63276	   38	   0.597375	   2.022E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr11	   p15.4	   3709243	   3778284	   69041	   46	   -‐0.553367	   4.402E-‐51	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr17	   p13.3	   1218445	   1308381	   89936	   13	   -‐0.590949	   5.086E-‐10	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr2	   q33.1	   203014878	   203139390	   124512	   18	   -‐0.637669	   2.524E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr6	   p21.31	   34421653	   34548482	   126829	   14	   -‐0.560615	   2.753E-‐17	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr13	   q12.11	   19190110	   19360864	   170754	   21	   -‐0.608063	   9.016E-‐14	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr15	   q24.2	   73464815	   73657570	   192755	   14	   -‐0.532709	   8.735E-‐16	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr15	   q22.31	   64335696	   64552126	   216430	   31	   -‐0.522662	   1.615E-‐31	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr17	   q12	   34668394	   34911322	   242928	   22	   -‐0.526453	   6.263E-‐15	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr6	   p23	   15123077	   15399731	   276654	   11	   -‐0.611442	   5.301E-‐13	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr17	   q11.2	   26092631	   26380884	   288253	   31	   -‐0.569318	   6.795E-‐11	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr14	   q22.1	   49120580	   49479418	   358838	   22	   -‐0.553175	   1.899E-‐25	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr1	   p34.3	   35255756	   35652399	   396643	   31	   -‐0.503998	   7.786E-‐20	  
BK-‐1049	  A	   sPD	   chr3	   p21.31	   47562386	   48134542	   572156	   62	   -‐0.513055	   2.148E-‐12	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr19	   p13.3	   1162440	   1162847	   407	   4	   -‐0.133	   8.014E-‐31	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr13	   q34	   111896752	   111897438	   686	   3	   -‐0.118	   2.206E-‐20	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr2	   p11.2	   88083370	   88084195	   825	   3	   -‐0.102	   4.471E-‐15	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr8	   q24.3	   144471540	   144472377	   837	   4	   -‐0.562403	   2.732E-‐10	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr17	   p13.3	   208205	   209057	   852	   3	   -‐0.814012	   9.067E-‐11	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.202	   4.855E-‐37	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr16	   p13.3	   1446703	   1447654	   951	   3	   -‐0.149	   5.924E-‐24	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr8	   p23.3	   1765251	   1766213	   962	   3	   -‐0.906057	   4.07E-‐14	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr13	   q34	   113825470	   113826438	   968	   3	   -‐0.994	   4.683E-‐16	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr18	   q23	   75640039	   75641110	   1071	   4	   -‐0.863159	   8.825E-‐18	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr17	   p13.3	   122382	   123712	   1330	   4	   -‐0.958	   6.799E-‐18	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr19	   p13.3	   275985	   277451	   1466	   4	   -‐0.720091	   4.94E-‐13	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr16	   p13.3	   820247	   821745	   1498	   3	   -‐0.100	   6.523E-‐14	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr13	   q34	   113903079	   113905302	   2223	   7	   -‐0.500716	   2.377E-‐10	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr9	   q34.3	   139327873	   139330143	   2270	   3	   -‐0.878242	   1.053E-‐10	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr4	   p16.3	   842207	   844565	   2358	   3	   -‐0.722722	   5.235E-‐11	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr5	   p15.33	   541262	   543686	   2424	   6	   -‐0.528239	   6.12E-‐13	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr1	   p36.22	   10654771	   10657315	   2544	   3	   -‐0.712745	   3.601E-‐10	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr11	   p15.5	   1913795	   1916409	   2614	   5	   -‐0.543577	   4.628E-‐11	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.154	   5.912E-‐57	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.196	   2.089E-‐35	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr10	   p15.3	   771379	   774562	   3183	   10	   0.601167	   4.75E-‐17	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr6	   q27	   169267774	   169271069	   3295	   10	   0.465789	   2.25E-‐10	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr9	   p13.3	   33645710	   33649076	   3366	   8	   0.699739	   4.96E-‐16	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr14	   q32.33	   104920889	   104924376	   3487	   4	   -‐0.804843	   3.591E-‐14	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr1	   p36.32	   2431812	   2435495	   3683	   5	   -‐0.633646	   2.236E-‐12	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr10	   q26.3	   134473728	   134478084	   4356	   4	   -‐0.717718	   2.227E-‐12	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr19	   q13.33	   55609412	   55613872	   4460	   7	   -‐0.432635	   1.822E-‐10	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr16	   p13.3	   606512	   613478	   6966	   3	   -‐0.828585	   7.846E-‐10	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.160	   1.643E-‐79	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr2	   q37.3	   242460204	   242469311	   9107	   3	   -‐0.101	   1.457E-‐14	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr7	   q11.21	   63204150	   63214598	   10448	   12	   0.425361	   1.116E-‐12	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr1	   p36.32	   2386716	   2398480	   11764	   3	   -‐0.681801	   7.396E-‐10	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr19	   p13.3	   1364559	   1376347	   11788	   6	   -‐0.665537	   6.348E-‐15	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr9	   q34.2	   136458579	   136472396	   13817	   4	   -‐0.675602	   7.641E-‐13	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr21	   q22.3	   44551543	   44576773	   25230	   4	   -‐0.667864	   4.693E-‐11	  
BK-‐1049	  HC	   sPD	   chr7	   p22.3	   1650906	   1714104	   63198	   8	   -‐0.433145	   2.502E-‐10	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr16	   p11.2	   30101463	   30102306	   843	   3	   0.121	   1.402E-‐12	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.152	   7.658E-‐22	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr18	   q23	   75336558	   75337515	   957	   4	   0.98082	   6.167E-‐10	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr12	   p11.22	   29193072	   29194594	   1522	   4	   0.110	   3.841E-‐16	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr9	   q31.3	   112839200	   112840860	   1660	   3	   0.964503	   4.654E-‐10	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr17	   q25.3	   78601721	   78603432	   1711	   3	   0.132	   1.839E-‐15	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr4	   q35.2	   190803146	   190804867	   1721	   3	   0.9795	   2.546E-‐10	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr10	   q26.3	   133504915	   133506659	   1744	   7	   0.775646	   8.547E-‐10	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr6	   q24.1	   139497758	   139499519	   1761	   5	   0.912755	   3.698E-‐14	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr13	   q34	   112809991	   112811935	   1944	   3	   0.117	   8.719E-‐11	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr14	   q13.1	   32471949	   32474289	   2340	   5	   0.717809	   5.569E-‐11	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.148	   9.238E-‐47	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr6	   q27	   165994320	   165997286	   2966	   5	   0.846837	   8.987E-‐10	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.191	   3.054E-‐32	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr10	   p15.3	   771379	   774562	   3183	   10	   0.655454	   9.008E-‐11	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr1	   q32.1	   199443870	   199447209	   3339	   10	   0.669117	   3.027E-‐10	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr8	   p23.3	   1822693	   1826299	   3606	   16	   0.651386	   2.013E-‐14	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr20	   q13.33	   59951265	   59957337	   6072	   7	   0.105	   7.032E-‐17	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr22	   q13.1	   36469727	   36477198	   7471	   13	   0.638358	   2.045E-‐11	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.160	   3.15E-‐70	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr3	   p21.31	   48592291	   48611609	   19318	   6	   0.743288	   7.993E-‐10	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr17	   p11.2	   16667596	   16702683	   35087	   13	   0.574922	   2.924E-‐10	  
BK-‐1049	  HT	   sPD	   chr8	   p11.23	   39379339	   39451783	   72444	   36	   0.772814	   1.935E-‐12	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr19	   p13.13	   12619750	   12620663	   913	   4	   0.849495	   3.149E-‐14	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr5	   p15.33	   1012920	   1013839	   919	   3	   0.989143	   4.776E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr22	   q13.1	   36125158	   36126268	   1110	   3	   0.101	   3.413E-‐13	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr19	   q13.41	   58297961	   58299093	   1132	   3	   0.114	   2.1E-‐16	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr16	   p13.3	   885121	   886303	   1182	   3	   0.117	   6.792E-‐13	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr6	   q24.1	   139497758	   139498994	   1236	   3	   0.813916	   7.032E-‐11	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr2	   p25.1	   7147553	   7148870	   1317	   4	   0.715	   1.148E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr16	   p11.2	   30897616	   30899058	   1442	   4	   0.777366	   5.277E-‐11	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr3	   q21.2	   127116895	   127118366	   1471	   3	   0.929486	   3.761E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr20	   q13.13	   47327248	   47328730	   1482	   4	   0.832114	   1.001E-‐13	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr12	   p11.22	   29193072	   29194594	   1522	   4	   0.109	   2.146E-‐20	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr8	   q11.23	   54015316	   54016927	   1611	   3	   0.100	   1.16E-‐14	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr17	   q25.3	   78601721	   78603432	   1711	   3	   0.107	   4.368E-‐15	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr3	   p25.3	   9413036	   9414804	   1768	   4	   0.701843	   4.796E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr13	   q14.11	   42046417	   42048394	   1977	   5	   0.728158	   3.824E-‐13	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr21	   q22.3	   46280013	   46282115	   2102	   7	   0.615533	   6.289E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr4	   q13.1	   66216899	   66219114	   2215	   6	   0.510761	   8.715E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr14	   q13.1	   32471949	   32474289	   2340	   5	   0.584143	   1.65E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr1	   q21.1	   144183831	   144186220	   2389	   4	   0.717496	   5.285E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr10	   p13	   16601316	   16603717	   2401	   6	   0.520969	   5.732E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr17	   p13.3	   1590057	   1592509	   2452	   7	   0.566795	   2.318E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr10	   p15.3	   1440631	   1443278	   2647	   8	   0.564317	   2.922E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.827368	   2.066E-‐23	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr18	   q23	   75725305	   75728064	   2759	   11	   0.564966	   4.36E-‐11	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr8	   q24.3	   140836416	   140839344	   2928	   10	   0.63822	   3.81E-‐11	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr6	   p25.3	   122972	   125958	   2986	   3	   0.91558	   1.016E-‐12	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.101	   1.04E-‐13	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr10	   p15.3	   771379	   774562	   3183	   10	   0.515382	   2.19E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr8	   p23.3	   1822693	   1826299	   3606	   16	   0.605998	   5.129E-‐19	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr1	   q32.1	   199443870	   199447720	   3850	   12	   0.530673	   4.921E-‐13	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr7	   q36.1	  -‐	  q36.2	   152197167	   152201613	   4446	   14	   0.464558	   8.528E-‐15	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr6	   q27	   165993342	   165998144	   4802	   8	   0.583419	   1.679E-‐10	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr13	   q31.1	   82607402	   82612869	   5467	   9	   -‐0.514033	   3.752E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr20	   q13.33	   59951265	   59957337	   6072	   7	   0.85718	   1.052E-‐17	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.845885	   4.01E-‐31	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr1	   p36.32	   2393306	   2408207	   14901	   8	   0.652206	   2.528E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr5	   p15.33	   525288	   544860	   19572	   44	   0.469944	   8.424E-‐17	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr16	   p13.3	   847658	   877132	   29474	   6	   0.785141	   6.067E-‐10	  
BK-‐1049	  P	   sPD	   chr4	   p11	  -‐	  q11	   49270439	   52380154	   3109715	   5	   0.662305	   2.576E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr19	   p13.3	   1162440	   1162847	   407	   4	   -‐0.128	   5.903E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.185	   2.516E-‐29	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   p13.3	   208499	   209432	   933	   3	   -‐0.140	   3.736E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr16	   p13.3	   1446703	   1447654	   951	   3	   -‐0.200	   3.204E-‐23	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr18	   q23	   75640039	   75641110	   1071	   4	   -‐0.108	   1.776E-‐15	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr4	   p16.3	   2388907	   2390005	   1098	   4	   0.674972	   4.094E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr3	   q22.3	   139316209	   139317443	   1234	   3	   0.102	   6.613E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr20	   q13.31	   55717363	   55718610	   1247	   3	   0.121	   3.24E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr13	   q34	   113825470	   113826733	   1263	   4	   -‐0.87616	   9.091E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   p13.3	   122382	   123712	   1330	   4	   -‐0.134	   5.189E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr16	   p13.3	   820247	   821745	   1498	   3	   -‐0.138	   5.951E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr12	   p11.22	   29193072	   29194594	   1522	   4	   0.948188	   2.58E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr16	   q24.3	   88597186	   88598751	   1565	   4	   -‐0.125	   1.465E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr11	   p15.5	   368550	   370122	   1572	   5	   -‐0.922549	   7.672E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr13	   q34	   113903079	   113904784	   1705	   5	   -‐0.841596	   3.738E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr1	   p36.33	   2135075	   2137237	   2162	   3	   -‐0.117	   7.152E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr2	   p25.3	   2014049	   2016222	   2173	   8	   0.656185	   8.614E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr4	   q13.1	   66216899	   66219114	   2215	   6	   0.691448	   3.588E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr9	   q22.33	   99212288	   99214657	   2369	   5	   0.865853	   7.233E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.173	   5.165E-‐54	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.223	   3.089E-‐37	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr9	   p13.3	   33645710	   33649076	   3366	   8	   0.796535	   1.198E-‐16	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr14	   q32.33	   104920889	   104924376	   3487	   4	   -‐0.111	   1.329E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr3	   p24.3	   17720205	   17724181	   3976	   7	   -‐0.715632	   2.785E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr5	   q33.1	   150585601	   150590870	   5269	   8	   -‐0.61444	   1.28E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr13	   q34	   112709899	   112715728	   5829	   11	   -‐0.54791	   1.889E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr19	   p13.3	   1031278	   1037772	   6494	   3	   -‐0.138	   2.36E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr19	   q13.42	   59276361	   59283340	   6979	   8	   -‐0.105	   1.266E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chrY	   q11.1	   11692762	   11701354	   8592	   6	   0.899055	   6.181E-‐13	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.184	   6.157E-‐80	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr5	   q21.1	   98873390	   98884327	   10937	   10	   -‐0.569845	   2.743E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr16	   p13.3	   1623	   14617	   12994	   5	   0.854952	   1.737E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr4	   q35.2	   188117208	   188131944	   14736	   16	   0.5485	   6.99E-‐16	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr2	   q37.3	   242454568	   242469311	   14743	   5	   -‐0.121	   3.977E-‐16	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr15	   q21.3	   55434837	   55455020	   20183	   11	   -‐0.67774	   4.216E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr3	   q25.31	   156955550	   156982057	   26507	   33	   -‐0.680347	   3.06E-‐46	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr11	   p15.4	   9251439	   9278750	   27311	   29	   -‐0.872386	   6.328E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr3	   q26.32	   178399684	   178430822	   31138	   10	   -‐0.81215	   4.432E-‐21	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr5	   q23.2	   126135210	   126169553	   34343	   18	   -‐0.708711	   3.478E-‐28	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr22	   q13.33	   48960580	   48996630	   36050	   6	   -‐0.104	   2.207E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr6	   q25.3	   158534400	   158572515	   38115	   26	   -‐0.549214	   1.906E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr3	   p21.31	   49379607	   49423882	   44275	   21	   -‐0.921878	   4.18E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr18	   q21.31	   53453094	   53497927	   44833	   24	   -‐0.664406	   3.987E-‐14	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr16	   q24.3	   88361926	   88408665	   46739	   7	   -‐0.103	   2.231E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr2	   p11.1	   91047484	   91094689	   47205	   15	   -‐0.791437	   3.251E-‐29	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr2	   q14.3	   127494982	   127543165	   48183	   5	   -‐0.744243	   7.043E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr7	   p22.1	   5808736	   5861774	   53038	   39	   -‐0.823949	   1.369E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   p11.2	   16008885	   16065498	   56613	   30	   -‐0.622133	   1.725E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   q21.33	   46514899	   46575715	   60816	   18	   -‐0.723475	   1.903E-‐14	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr1	   q21.2	   149439605	   149500787	   61182	   47	   -‐0.680888	   7.368E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr10	   q24.1	   98969898	   99031473	   61575	   18	   -‐0.692602	   7.432E-‐15	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr16	   p13.3	   2808001	   2871934	   63933	   3	   -‐0.168	   5.694E-‐17	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr2	   p11.2	   86951624	   87018669	   67045	   19	   -‐0.617227	   2.369E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr2	   p22.2	   36978705	   37046284	   67579	   12	   -‐0.647669	   5.01E-‐16	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   q25.3	   75829866	   75899725	   69859	   17	   -‐0.678706	   1.185E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr10	   q22.3	   81766270	   81840132	   73862	   31	   -‐0.638968	   1.152E-‐38	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr7	   q32.1	   127963792	   128045089	   81297	   19	   -‐0.774624	   4.171E-‐18	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr3	   q26.2	   171430302	   171514430	   84128	   27	   -‐0.643389	   6.001E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr11	   p15.4	   3692078	   3778284	   86206	   47	   -‐0.695522	   3.48E-‐38	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr18	   q11.2	   17422258	   17510912	   88654	   83	   -‐0.659612	   5.753E-‐18	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr6	   p21.32	   32302677	   32397268	   94591	   16	   -‐0.593675	   9.344E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr5	   q13.2	   70342094	   70440278	   98184	   12	   -‐0.743203	   3.019E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   p11.2	   17068880	   17167847	   98967	   45	   -‐0.576279	   3.53E-‐15	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr15	   q15.3	   41832227	   41931787	   99560	   50	   -‐0.613525	   9.362E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr3	   q21.3	   129820979	   129920594	   99615	   43	   -‐0.552623	   4.853E-‐40	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr6	   p21.32	  -‐	  p21.31	   33566081	   33666006	   99925	   23	   -‐0.701913	   1.078E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chrX	   p22.2	   16523087	   16623584	   100497	   28	   -‐0.567453	   1.873E-‐18	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr1	   p36.12	   21909049	   22011983	   102934	   20	   -‐0.62074	   1.268E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   p11.2	   18688106	   18791668	   103562	   30	   -‐0.633077	   3.081E-‐14	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   q11.2	   27229130	   27335500	   106370	   33	   -‐0.770923	   2.611E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr16	   p13.2	  -‐	  p13.13	   10262104	   10370226	   108122	   18	   -‐0.590183	   1.09E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr1	   p36.32	   2573144	   2681886	   108742	   68	   -‐0.644268	   5.169E-‐39	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr19	   p12	   23595563	   23706088	   110525	   68	   -‐0.703999	   6.152E-‐21	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chrX	   q22.3	   106700995	   106814823	   113828	   14	   -‐0.556077	   1.828E-‐14	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr15	   q22.31	   64335696	   64449557	   113861	   27	   -‐0.739435	   8.155E-‐33	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr7	   p11.2	   56748785	   56862806	   114021	   53	   -‐0.602074	   3.348E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   q21.31	   38292133	   38413636	   121503	   41	   -‐0.664159	   4.41E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr21	   q22.3	   46544676	   46667147	   122471	   24	   -‐0.57011	   2.623E-‐14	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr2	   q36.3	   230498564	   230625481	   126917	   37	   -‐0.64171	   9.597E-‐21	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr14	   q21.1	   38646195	   38774965	   128770	   40	   -‐0.550247	   1.063E-‐36	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr9	   q34.3	   139583121	   139712722	   129601	   20	   -‐0.709371	   7.294E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr21	   q22.11	   33658674	   33788891	   130217	   26	   -‐0.627371	   2.196E-‐19	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr12	   q24.31	   122638856	   122771021	   132165	   101	   -‐0.618336	   2.74E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chrX	   q24	   119504439	   119642834	   138395	   10	   -‐0.577178	   1.551E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr13	   q22.1	   72470737	   72609390	   138653	   17	   -‐0.613208	   1.734E-‐20	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr1	   q43	   240133061	   240272078	   139017	   36	   -‐0.65662	   1.224E-‐35	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr1	   q42.3	  -‐	  q43	   234518261	   234662675	   144414	   18	   -‐0.743825	   8.219E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr3	   p22.3	   32630663	   32787322	   156659	   41	   -‐0.618743	   9.169E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr11	   q22.3	   107169336	   107328053	   158717	   42	   -‐0.744249	   9.177E-‐19	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   q21.32	   42887536	   43051290	   163754	   78	   -‐0.625084	   3.833E-‐18	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr19	   q13.42	   60074973	   60247715	   172742	   54	   -‐0.652584	   6.725E-‐23	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr19	   p12	   23047104	   23222486	   175382	   45	   -‐0.649836	   2.035E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr1	   p34.3	   35476862	   35652399	   175537	   28	   -‐0.646772	   1.058E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr19	   q13.32	   53009379	   53185974	   176595	   51	   -‐0.698858	   5.229E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr9	   q31.2	   109313176	   109491155	   177979	   4	   -‐0.968	   5.318E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr11	   q13.1	   66578977	   66760810	   181833	   20	   -‐0.693921	   1.224E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr11	   p15.5	   523382	   709421	   186039	   45	   -‐0.578917	   1.005E-‐22	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr13	   q12.11	   19175628	   19363322	   187694	   31	   -‐0.734504	   1.768E-‐28	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr15	   q24.2	   73464815	   73657570	   192755	   14	   -‐0.738681	   6.811E-‐18	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr12	   q23.1	   97378166	   97576225	   198059	   15	   -‐0.611539	   1.591E-‐14	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr10	   q21.2	  -‐	  q21.3	   64619105	   64832545	   213440	   62	   -‐0.54261	   7.44E-‐55	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr6	   q21	   107418711	   107640662	   221951	   53	   -‐0.718187	   4.988E-‐37	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   p13.3	   1077326	   1308381	   231055	   51	   -‐0.595031	   7.433E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr8	   q24.3	   145244012	   145476651	   232639	   35	   -‐0.557587	   1.878E-‐14	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr20	   q13.2	   51664242	   51903643	   239401	   59	   -‐0.631853	   1.584E-‐35	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr3	   p25.1	   12522967	   12771080	   248113	   69	   -‐0.551849	   1.279E-‐24	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr20	   p13	  -‐	  p12.3	   4782092	   5049554	   267462	   51	   -‐0.603209	   8.425E-‐19	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr6	   q25.1	   149880221	   150154429	   274208	   72	   -‐0.593536	   2.081E-‐32	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr8	   q22.1	   98677127	   98952511	   275384	   48	   -‐0.616654	   2.03E-‐26	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr7	   q11.21	  -‐	  q11.22	   65994248	   66271718	   277470	   103	   -‐0.644452	   6.09E-‐22	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chrX	   q25	   122692703	   122974714	   282011	   45	   -‐0.548184	   3.586E-‐41	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr5	   p13.2	   37241283	   37523538	   282255	   48	   -‐0.584345	   1.822E-‐49	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr7	   p11.2	   55808388	   56095470	   287082	   50	   -‐0.591575	   9.847E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr12	   q14.2	   63043863	   63332885	   289022	   58	   -‐0.594343	   2.082E-‐47	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr7	   q22.2	   104707531	   104998355	   290824	   79	   -‐0.689125	   3.841E-‐30	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr9	   p22.1	   19046715	   19342316	   295601	   66	   -‐0.613391	   7.459E-‐74	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr21	   q22.12	  -‐	  q22.13	   36445152	   36741671	   296519	   90	   -‐0.652562	   1.008E-‐68	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   q12	   34614795	   34911670	   296875	   38	   -‐0.673092	   2.903E-‐23	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   q11.2	   26084269	   26395205	   310936	   39	   -‐0.737224	   7.094E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr8	   p11.21	   42395690	   42707488	   311798	   35	   -‐0.557611	   6.266E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr5	   q35.2	  -‐	  q35.3	   176308212	   176621265	   313053	   59	   -‐0.595932	   8.05E-‐29	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chrX	   p11.3	   44294509	   44613389	   318880	   22	   -‐0.651285	   1.192E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr12	   p12.3	   19308509	   19633089	   324580	   92	   -‐0.583833	   1.089E-‐92	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr8	   q13.3	   70863200	   71197793	   334593	   52	   -‐0.633145	   2.43E-‐62	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr1	   p36.21	   15714013	   16050125	   336112	   42	   -‐0.594227	   7.465E-‐20	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr9	   p24.1	   6508574	   6851053	   342479	   181	   -‐0.546306	   5.021E-‐158	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   q21.31	   39909747	   40262156	   352409	   59	   -‐0.589663	   4.266E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr14	   q22.1	   49120580	   49479418	   358838	   22	   -‐0.746515	   1.62E-‐37	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr22	   q12.2	   30061926	   30428312	   366386	   94	   -‐0.668552	   8.81E-‐60	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr5	   q35.1	  -‐	  q35.2	   172154692	   172522773	   368081	   35	   -‐0.54388	   1.303E-‐25	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr7	   q11.21	   64974889	   65344699	   369810	   52	   -‐0.645368	   4.593E-‐12	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   q23.3	  -‐	  q24.1	   59818489	   60190930	   372441	   40	   -‐0.598617	   2.092E-‐17	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr9	   p13.3	   33805961	   34217775	   411814	   17	   -‐0.609837	   2.774E-‐20	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr4	   p14	   39386051	   39807111	   421060	   89	   -‐0.685353	   1.681E-‐10	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   q22	   54053201	   54479879	   426678	   73	   -‐0.70635	   1.291E-‐14	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr16	   q22.3	   70149862	   70634311	   484449	   25	   -‐0.571225	   3.441E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr6	   q13	   73982659	   74479327	   496668	   60	   -‐0.587677	   5.525E-‐62	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   q25.1	   70576370	   71083032	   506662	   65	   -‐0.549431	   8.897E-‐21	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr20	   q13.2	   49673569	   50202773	   529204	   193	   -‐0.576888	   5.212E-‐86	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr12	   p13.31	   7662827	   8199540	   536713	   239	   -‐0.577245	   6.733E-‐231	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr10	   p14	  -‐	  p13	   12035846	   12579809	   543963	   159	   -‐0.644103	   4.164E-‐87	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chrX	   p22.11	   23637484	   24201383	   563899	   52	   -‐0.579857	   2.795E-‐34	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr3	   p21.31	   47562386	   48140446	   578060	   64	   -‐0.757234	   2.992E-‐11	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr1	   p36.12	   20826722	   21412374	   585652	   34	   -‐0.549749	   3.174E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr5	   q13.2	   68464945	   69061554	   596609	   64	   -‐0.609472	   1.5E-‐36	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr22	   q11.1	  -‐	  q11.21	   16009764	   16610660	   600896	   195	   -‐0.555016	   3.714E-‐69	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr3	   q29	   197496067	   198097277	   601210	   181	   -‐0.578846	   1.135E-‐37	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr1	   q22	   153558800	   154179662	   620862	   103	   -‐0.564428	   5.215E-‐16	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr15	   q21.2	   48439810	   49076042	   636232	   69	   -‐0.590981	   6.823E-‐48	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr1	   q21.3	   152066542	   152726630	   660088	   160	   -‐0.543548	   8.699E-‐20	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr14	   q23.2	   63140043	   63893329	   753286	   32	   -‐0.659346	   1.178E-‐24	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr2	   q33.1	  -‐	  q33.2	   202780849	   203559333	   778484	   62	   -‐0.617508	   1.204E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr9	   q33.3	   126710161	   127524122	   813961	   29	   -‐0.576007	   1.064E-‐18	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr1	   p32.3	   52235847	   53135431	   899584	   107	   -‐0.576461	   1.931E-‐43	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr5	   q31.1	   133320351	   134284021	   963670	   40	   -‐0.545505	   6.716E-‐13	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr11	   p15.4	   9138193	   10250658	   1112465	   155	   -‐0.56248	   1.135E-‐143	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr17	   q11.2	   24170109	   25500787	   1330678	   35	   -‐0.595427	   3.21E-‐15	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr14	   q13.1	  -‐	  q13.2	   33901518	   35375109	   1473591	   240	   -‐0.640584	   1.161E-‐285	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chr11	   p11.2	   45952249	   48001397	   2049148	   120	   -‐0.552353	   2.487E-‐107	  
BK-‐1049	  SN	   sPD	   chrX	   p11.1	  -‐	  q11.1	   58444753	   61698526	   3253773	   5	   -‐0.867606	   4.961E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr4	   q35.1	   186672688	   186673088	   400	   3	   0.758331	   2.903E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr6	   q27	   164416944	   164417605	   661	   3	   0.874734	   3.577E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr10	   q24.31	   102025451	   102026134	   683	   3	   0.89763	   7.374E-‐14	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr2	   q37.3	   240766676	   240767384	   708	   3	   0.933954	   3.001E-‐12	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr12	   p12.1	   23832387	   23833258	   871	   3	   0.765062	   2.274E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.230	   2.567E-‐41	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr3	   q13.12	   109181004	   109182323	   1319	   4	   0.718729	   9.257E-‐11	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr8	   q24.3	   140828674	   140830057	   1383	   4	   0.80052	   4.742E-‐12	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr2	   q37.3	   238094665	   238096608	   1943	   6	   0.756749	   5.886E-‐17	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr2	   p25.3	   2014049	   2016222	   2173	   8	   0.563993	   6.398E-‐13	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr8	   p23.3	   1184245	   1186461	   2216	   7	   0.645628	   4.882E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr4	   q25	   109500202	   109502476	   2274	   5	   0.718063	   1.635E-‐14	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr5	   q15	   93929609	   93932037	   2428	   6	   0.132	   1.261E-‐39	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr7	   q36.3	   157132974	   157135478	   2504	   6	   -‐0.606667	   9.56E-‐13	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr9	   p13.3	   33646497	   33649076	   2579	   6	   0.904353	   3.784E-‐22	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr17	   p11.2	   19442492	   19445441	   2949	   5	   0.61521	   3.423E-‐13	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr8	   p23.2	   3906264	   3909236	   2972	   3	   0.826379	   4.902E-‐11	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.208	   2.158E-‐37	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr20	   q13.33	   62370787	   62374307	   3520	   8	   0.488322	   3.483E-‐11	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr8	   p23.3	   1822948	   1826632	   3684	   16	   0.389066	   3.906E-‐14	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr1	   q32.1	   199443870	   199447720	   3850	   12	   0.456793	   1.364E-‐13	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr7	   q36.2	   154082589	   154087244	   4655	   15	   0.339528	   1.099E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr13	   q21.32	   65254393	   65260719	   6326	   9	   0.438437	   2.811E-‐11	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.163	   1.014E-‐78	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr17	   p11.2	   21943780	   21954139	   10359	   11	   0.443296	   9.9E-‐13	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr2	   q12.3	   108144291	   108155101	   10810	   22	   0.316	   1.006E-‐12	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr3	   q13.11	   105833764	   105845700	   11936	   5	   0.658707	   1.441E-‐11	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr11	   q24.1	   120981423	   120993764	   12341	   17	   0.326	   1.274E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr1	   q43	   236166777	   236179567	   12790	   26	   0.364178	   3.246E-‐22	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr19	   q13.42	   59271025	   59285108	   14083	   15	   -‐0.440049	   8.12E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr8	   q22.1	   96924117	   96941192	   17075	   18	   0.358287	   4.91E-‐13	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr3	   p22.3	   35861985	   35884617	   22632	   7	   0.507839	   2.228E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr12	   q14.2	   63295170	   63326922	   31752	   44	   -‐0.301	   4.528E-‐17	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr7	   q22.1	   102071174	   102110036	   38862	   6	   0.39988	   9.865E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr2	   p11.1	   91043759	   91117389	   73630	   18	   -‐0.367927	   3.262E-‐14	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr16	   q22.1	   66229934	   66307098	   77164	   4	   0.659406	   1.613E-‐15	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr17	   p11.2	   18674224	   18755622	   81398	   29	   -‐0.336286	   1.018E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr11	   p15.4	   3651468	   3768153	   116685	   41	   -‐0.311	   1.403E-‐21	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr19	   p12	   23558219	   23726359	   168140	   75	   -‐0.34091	   2.836E-‐13	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr7	   p22.2	   2178440	   2375186	   196746	   24	   -‐0.331941	   5.798E-‐15	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr6	   q21	   107418711	   107662727	   244016	   54	   -‐0.306	   7.778E-‐22	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr19	   q13.32	   52915904	   53192473	   276569	   57	   -‐0.394522	   6.05E-‐11	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr10	   q21.2	   64499980	   64776780	   276800	   62	   -‐0.308	   4.787E-‐31	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr7	   p11.2	   55808388	   56095470	   287082	   50	   -‐0.3287	   6.645E-‐13	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr7	   q22.2	   104704460	   105011277	   306817	   84	   -‐0.305	   2.324E-‐15	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr11	   p15.1	   18381108	   18691803	   310695	   18	   -‐0.319	   8.937E-‐11	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr22	   q12.1	   27427464	   27780201	   352737	   28	   -‐0.335646	   5.041E-‐12	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr17	   q22	   54055690	   54526048	   470358	   76	   -‐0.335381	   3.463E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr17	   q12	   34603400	   35128112	   524712	   47	   -‐0.301	   3.635E-‐13	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr10	   q25.3	   116544865	   117086442	   541577	   10	   -‐0.37737	   2.221E-‐10	  
BK-‐1082	  A	   sPD	   chr14	   q23.2	  -‐	  q23.3	   62997616	   64015778	   1018162	   35	   -‐0.313	   1.562E-‐18	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr7	   q31.2	   115981243	   115981643	   400	   3	   0.810043	   7.709E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr14	   q32.33	   105040857	   105041257	   400	   3	   -‐0.101	   4.083E-‐15	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr4	   q35.1	   186672688	   186673088	   400	   3	   0.964066	   1.842E-‐14	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr19	   p13.3	   1162440	   1162847	   407	   4	   -‐0.85188	   3.999E-‐11	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr4	   p16.3	   1490615	   1491147	   532	   3	   -‐0.866284	   3.743E-‐11	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr3	   p22.1	   39483052	   39483634	   582	   3	   0.862387	   1.133E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr2	   q37.3	   240766676	   240767384	   708	   3	   0.960512	   7.057E-‐11	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr4	   q22.1	   88977093	   88977859	   766	   3	   0.806435	   1.784E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr7	   p22.3	   1282019	   1282811	   792	   3	   -‐0.952089	   3.963E-‐11	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr2	   p11.2	   88083370	   88084195	   825	   3	   -‐0.805591	   1.96E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.234	   1.497E-‐42	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr13	   q34	   113825470	   113826438	   968	   3	   -‐0.925279	   4.523E-‐13	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr9	   q34.3	   137287754	   137288795	   1041	   3	   -‐0.100	   7.184E-‐16	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr18	   q23	   75640039	   75641110	   1071	   4	   -‐0.800852	   1.951E-‐13	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr4	   p16.3	   1528842	   1529986	   1144	   4	   -‐0.746772	   5.77E-‐12	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr19	   p13.3	   3129273	   3130537	   1264	   4	   -‐0.79957	   9.538E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr17	   p13.3	   122382	   123712	   1330	   4	   -‐0.749383	   8.484E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr4	   q25	   109500202	   109501651	   1449	   3	   0.100	   2.518E-‐15	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr6	   p21.33	   31346970	   31348456	   1486	   4	   -‐0.694363	   1.578E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr16	   q24.3	   88597186	   88598751	   1565	   4	   -‐0.973	   1.796E-‐18	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr5	   p15.33	   103815	   105386	   1571	   3	   -‐0.103	   1.863E-‐14	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr13	   q14.11	   42046802	   42048394	   1592	   4	   -‐0.959	   3.07E-‐17	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr12	   p11.22	   27987425	   27989359	   1934	   6	   0.543367	   7.826E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr10	   q24.31	   102492163	   102494304	   2141	   4	   0.696859	   4.101E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr2	   p25.3	   2014049	   2016222	   2173	   8	   0.612935	   2.853E-‐13	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr13	   q34	   113903079	   113905302	   2223	   7	   -‐0.619318	   8.15E-‐14	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr17	   p11.2	   19442492	   19444766	   2274	   4	   0.726238	   1.329E-‐12	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr7	   q36.3	   157132974	   157135478	   2504	   6	   -‐0.60821	   6.491E-‐12	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr13	   q34	   113852724	   113855235	   2511	   4	   -‐0.788429	   5.177E-‐13	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr2	   q37.3	   241159895	   241162466	   2571	   3	   -‐0.812661	   2.529E-‐12	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.153	   1.047E-‐55	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.206	   5.476E-‐37	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr13	   q21.32	   65257564	   65260719	   3155	   7	   0.519736	   6.05E-‐11	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr5	   p15.33	   534578	   537912	   3334	   11	   -‐0.61354	   8.179E-‐20	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr1	   q32.1	   199443870	   199447209	   3339	   10	   0.52811	   1.613E-‐14	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr9	   p13.3	   33645710	   33649076	   3366	   8	   0.811508	   4.609E-‐23	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr14	   q32.33	   104920889	   104924376	   3487	   4	   -‐0.94334	   9.536E-‐16	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr7	   p22.3	   318441	   322048	   3607	   10	   -‐0.590059	   1.523E-‐12	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr8	   p23.3	   1822948	   1826632	   3684	   16	   0.440197	   4.723E-‐12	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr7	   p13	   46004050	   46010903	   6853	   6	   0.588407	   7.376E-‐11	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr11	   q22.2	   101988812	   101996776	   7964	   24	   0.303	   2.008E-‐11	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.162	   6.006E-‐79	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr1	   q43	   236170393	   236179567	   9174	   20	   0.431073	   1.739E-‐18	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr17	   p11.2	   21943780	   21954139	   10359	   11	   0.492508	   5.744E-‐14	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr14	   q21.1	   38764444	   38774965	   10521	   20	   -‐0.342583	   5.149E-‐12	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr20	   q13.33	   61125789	   61136657	   10868	   4	   -‐0.742403	   3.748E-‐11	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr3	   q13.11	   105833764	   105845700	   11936	   5	   0.831432	   2.481E-‐16	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr3	   p25.2	   12159056	   12171269	   12213	   24	   0.311	   1.142E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr8	   q24.3	   145464160	   145476651	   12491	   5	   -‐0.80993	   5.464E-‐15	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr8	   p22	   14619596	   14632708	   13112	   17	   -‐0.325	   9.03E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr9	   q34.3	   138526791	   138542479	   15688	   5	   -‐0.69666	   2.09E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr16	   p13.3	   2150152	   2167080	   16928	   3	   -‐0.987	   2.998E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr2	   q37.3	   242447034	   242469311	   22277	   7	   -‐0.686215	   4.637E-‐15	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr22	   q13.33	   48960580	   48990683	   30103	   5	   -‐0.898073	   2.942E-‐18	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr11	   p15.4	   3722867	   3765595	   42728	   33	   -‐0.323	   2.236E-‐17	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr16	   p13.3	   386810	   440621	   53811	   24	   -‐0.342701	   8.127E-‐11	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr3	   q13.31	   118010646	   118070270	   59624	   5	   0.596528	   6.85E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr19	   p12	   22625979	   22688117	   62138	   52	   -‐0.318	   8.307E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr16	   p13.3	   2808001	   2872335	   64334	   4	   -‐0.126	   2.266E-‐23	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr7	   p14.1	   41178080	   41246809	   68729	   4	   0.701168	   9.842E-‐11	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr2	   p11.1	   91043759	   91117389	   73630	   18	   -‐0.374743	   2.833E-‐13	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr16	   q22.1	   66229934	   66307098	   77164	   4	   0.682282	   1.993E-‐14	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr7	   q22.1	   102027571	   102110036	   82465	   10	   0.361926	   6.485E-‐11	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr19	   p12	   23603012	   23705410	   102398	   55	   -‐0.3535	   2.592E-‐13	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr16	   p13.2	  -‐	  p13.13	   10262104	   10370226	   108122	   18	   -‐0.338133	   3.827E-‐12	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr3	   p25.1	  -‐	  p24.3	   14698853	   14836758	   137905	   14	   0.393623	   1.94E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr19	   q13.32	   53009379	   53202043	   192664	   56	   -‐0.328392	   9.504E-‐10	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr7	   q22.2	   104704460	   104956982	   252522	   65	   -‐0.323	   3.315E-‐17	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr21	   q22.12	  -‐	  q22.13	   36452108	   36709460	   257352	   65	   -‐0.305	   1.448E-‐21	  
BK-‐1082	  C	   sPD	   chr14	   q22.1	   49187504	   49479418	   291914	   16	   -‐0.347926	   6.474E-‐10	  
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ID	  muestras	   Patología	   Chr	   Cytoband	   Inicio	   Final	   Longitud	  (pb)	   Sondas	  #	   	  Log2ratio	   P-‐valor	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr1	   p22.1	   93417465	   93417865	   400	   3	   -‐0.109	   9.825E-‐17	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr7	   q31.2	   115981243	   115981643	   400	   3	   0.812234	   3.35E-‐10	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr19	   p13.3	   1162440	   1162847	   407	   4	   -‐0.175	   3.982E-‐35	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr19	   p13.3	   256184	   256852	   668	   3	   -‐0.934632	   2.168E-‐10	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr2	   p11.2	   88083370	   88084195	   825	   3	   -‐0.82098	   6.699E-‐11	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr10	   q26.3	   133619330	   133620234	   904	   3	   -‐0.899391	   1.03E-‐12	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr13	   q34	   113825470	   113826438	   968	   3	   -‐0.114	   2.182E-‐15	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr13	   q34	   111896437	   111897438	   1001	   4	   -‐0.819451	   6.093E-‐14	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr18	   q23	   75640039	   75641110	   1071	   4	   -‐0.858734	   3.556E-‐15	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr13	   q34	   113904221	   113905302	   1081	   5	   -‐0.746249	   7.715E-‐12	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr13	   q34	   113261964	   113263144	   1180	   3	   -‐0.917908	   3.842E-‐11	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr17	   p13.3	   208205	   209432	   1227	   4	   -‐0.956	   2.093E-‐14	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr17	   p13.3	   861997	   863302	   1305	   3	   -‐0.137	   2.104E-‐20	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr10	   p15.3	   1011545	   1012899	   1354	   7	   0.507156	   8.048E-‐11	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr19	   p13.2	   9790237	   9791652	   1415	   5	   -‐0.754916	   8.895E-‐11	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr16	   q24.3	   88597186	   88598751	   1565	   4	   -‐0.900602	   7.298E-‐15	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr4	   p16.3	   1529109	   1530708	   1599	   5	   -‐0.917382	   1.416E-‐16	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr11	   p15.5	   1266545	   1268207	   1662	   4	   -‐0.782599	   3.665E-‐10	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr5	   p15.33	   541262	   543686	   2424	   6	   -‐0.812477	   6.521E-‐17	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr8	   q24.3	   145072411	   145075043	   2632	   3	   -‐0.893217	   3.739E-‐10	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr14	   q32.33	   104922828	   104925627	   2799	   3	   -‐0.116	   8.842E-‐15	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr10	   p15.3	   771379	   774562	   3183	   10	   0.423977	   6.034E-‐11	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr13	   q34	   112712449	   112715728	   3279	   6	   -‐0.762121	   1.624E-‐14	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr20	   q13.33	   60318064	   60322178	   4114	   8	   -‐0.519339	   2.429E-‐10	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr7	   q36.2	   154082924	   154087244	   4320	   14	   0.41526	   4.445E-‐14	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr10	   q26.3	   134473728	   134478084	   4356	   4	   -‐0.927793	   1.819E-‐13	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr7	   p22.3	   1482632	   1488620	   5988	   7	   -‐0.593401	   6.866E-‐10	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr17	   p13.3	   920611	   929000	   8389	   3	   -‐0.873804	   5.975E-‐10	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr2	   q37.3	   242460204	   242469311	   9107	   3	   -‐0.107	   4.767E-‐13	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr8	   q24.3	   145464160	   145473953	   9793	   4	   -‐0.826889	   2.063E-‐10	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr20	   q13.33	   61553782	   61564563	   10781	   4	   -‐0.102	   3.224E-‐14	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr20	   q13.33	   61125789	   61136657	   10868	   4	   -‐0.729727	   2.613E-‐10	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr9	   q34.2	   136458579	   136472396	   13817	   4	   -‐0.117	   9.862E-‐22	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr7	   p22.3	   1704086	   1719879	   15793	   3	   -‐0.894158	   3.16E-‐10	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr7	   p22.3	   996692	   1017207	   20515	   4	   -‐0.88459	   5.941E-‐12	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr9	   q34.3	   137751403	   137777009	   25606	   4	   -‐0.815173	   6.286E-‐10	  
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BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr16	   p13.3	   663934	   690076	   26142	   8	   -‐0.64856	   1.687E-‐13	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr1	   p36.33	   987655	   1014051	   26396	   6	   -‐0.62396	   1.437E-‐10	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr15	   q24.1	   72206480	   72238266	   31786	   9	   -‐0.473363	   1.833E-‐10	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr16	   p13.3	   521697	   563764	   42067	   7	   -‐0.846747	   5.048E-‐19	  
BK-‐1082	  HC	   sPD	   chr16	   p13.3	   2808001	   2872335	   64334	   4	   -‐0.766138	   3.891E-‐10	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr16	   q22.1	   66229934	   66230334	   400	   3	   0.679308	   8.755E-‐10	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr9	   q22.2	   92603882	   92604282	   400	   3	   0.983676	   4.023E-‐11	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr3	   q11.2	   97819138	   97820058	   920	   3	   0.257	   3.061E-‐46	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr10	   p15.3	   1011545	   1012899	   1354	   7	   0.743607	   1.294E-‐17	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr2	   p25.3	   2014049	   2016222	   2173	   8	   0.602628	   7.609E-‐14	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr4	   q13.1	   66216899	   66219114	   2215	   6	   0.545092	   5.331E-‐11	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr5	   q15	   93929331	   93932037	   2706	   7	   0.174	   2.051E-‐63	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr5	   q31.1	   134288246	   134291279	   3033	   3	   0.248	   5.748E-‐44	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr6	   q27	   169267774	   169271069	   3295	   10	   0.488926	   3.883E-‐10	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr9	   p13.3	   33645710	   33649076	   3366	   8	   0.93131	   3.494E-‐31	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr10	   p15.3	   771379	   775045	   3666	   11	   0.466914	   3.567E-‐11	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr7	   q36.2	   154082589	   154087244	   4655	   15	   0.411884	   7.713E-‐10	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.202	   7.337E-‐104	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr1	   q43	   236170393	   236179567	   9174	   20	   0.457807	   3.087E-‐22	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr7	   q11.21	   63204150	   63214598	   10448	   12	   0.492149	   1.663E-‐17	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr6	   p21.31	   34043153	   34054525	   11372	   9	   0.474458	   6.95E-‐12	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr17	   p11.2	   21942390	   21954139	   11749	   12	   0.484511	   5.335E-‐16	  
BK-‐1082	  HT	   sPD	   chr8	   p23.3	   1171249	   1186461	   15212	   30	   0.406984	   9.853E-‐16	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr2	   q37.3	   240766676	   240767384	   708	   3	   0.9434	   2.353E-‐10	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr2	   p25.3	   998040	   1000871	   2831	   7	   0.606286	   9.665E-‐11	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr5	   q15	   93929331	   93932513	   3182	   8	   0.528889	   3.325E-‐14	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr8	   p23.3	   1822948	   1826632	   3684	   16	   0.502092	   3.697E-‐14	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr4	   q35.2	   187590083	   187594751	   4668	   9	   0.451531	   3.702E-‐11	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr2	   p25.3	   1504459	   1512929	   8470	   33	   0.324	   1.531E-‐10	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr5	   q21.1	   99409658	   99418500	   8842	   9	   0.549948	   6.302E-‐17	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr3	   q13.11	   105835807	   105845700	   9893	   3	   0.771553	   4.486E-‐11	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr8	   q24.3	   140828674	   140839344	   10670	   27	   0.417583	   5.981E-‐11	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr10	   q24.31	   102484077	   102495133	   11056	   23	   0.369047	   3.051E-‐17	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr20	   q11.1	   28128540	   28152901	   24361	   11	   0.382038	   5.11E-‐10	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr8	   q12.1	   58277310	   58303339	   26029	   16	   0.322	   3.308E-‐10	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr1	   q32.1	   199442978	   199496078	   53100	   29	   0.3879	   5.571E-‐24	  
BK-‐1082	  SN	   sPD	   chr7	   q22.1	   101942005	   102110036	   168031	   13	   0.399289	   3.642E-‐12	  
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Tabla	  Suplementaria	  10.	  Análisis	  de	  metilación	  del	  gen	  WWOX	  

Illumina	  ID	   Gen	   Muestras	  	   Benjamini	  
p-‐val	  

M-‐val	  promedio	  
AD	  

M-‐val	  
promedio	  C	  

Metilación	  
AD/C	  

cg01608400	   WWOX	   Global	   0.04	   0.14±0.34	   0.27±0.31	   Hipometilación	  
cg01623475	   WWOX	   Global	   0.02	   0.73±0.38	   0.96±0.47	   Hipometilación	  
cg01630032	   WWOX	   Global	   0.04	   0.76±0.55	   0.94±0.39	   Hipometilación	  
cg01657422	   WWOX	   Global	   0.04	   3.26±0.22	   3.17±0.24	   Hipermetilación	  
cg02748089	   WWOX	   Global	   0.03	   -‐1.05±0.7	   -‐0.81±0.26	   Hipometilación	  
cg03295251	   WWOX	   Corteza	   0.01	   0.55±0.31	   0.95±0.53	   Hipometilación	  
cg03601549	   WWOX	   Global	   0.04	   2.56±0.34	   2.43±0.35	   Hipermetilación	  
cg07493562	   WWOX	   Global	   0.02	   0.27±0.46	   0.48±0.36	   Hipometilación	  
cg09452312	   WWOX	   Global	   0.04	   1.93±0.23	   2.02±0.22	   Hipometilación	  
cg10466626	   WWOX	   Global	   0.04	   2.34±0.92	   2.08±0.22	   Hipermetilación	  
cg16508857	   WWOX	   Corteza	   0.02	   -‐4.08±0.18	   -‐3.93±0.23	   Hipometilación	  
cg16747717	   WWOX	   Global	   0.02	   -‐1.22±0.48	   -‐1.03±0.22	   Hipometilación	  
cg27002639	   WWOX	   Corteza	   0.01	   0.85±0.29	   1.28±0.56	   Hipometilación	  
cg27230472	   WWOX	   Corteza	   0.02	   0.72±0.21	   1±0.46	   Hipometilación	  

	  *mean	  ±	  SD	  
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Tabla	  Suplementaria	  11.	  Regiones	  génicas	  que	  contienen	  más	  de	  una	  dianas	  CpG	  con	  
cambios	  significativos	  de	  metilación	  entre	  casos	  y	  controles	  

IlmnID	   logFC	   adj.P.Val	   CHR	   MAPINFO	   UCSC_RefGene_Group	   Ref	  Gene	  
name	   CpG	  

cg25354248	   -‐0.551181939	   0.006453393	   19	   8676862	   TSS1500	   ADAMTS10	   2	  
cg14187266	   -‐0.463367798	   0.009412783	   3	   64547346	   Body	   ADAMTS9	   2	  
cg24307341	   -‐0.249177837	   0.007873526	   1	   21904484	   3'UTR	   ALPL	   2	  
cg14537886	   -‐0.246348705	   0.008467747	   8	   41511582	   3'UTR	   ANK1	   2	  
cg05638739	   -‐0.348386426	   0.008268573	   16	   89440324	   5'UTR	   ANKRD11	   2	  
cg18274664	   -‐0.337520012	   0.006032407	   21	   27372461	   Body	   APP	   2	  
cg25310097	   -‐0.554844956	   0.008268573	   4	   86874205	   Body	   ARHGAP24	   2	  
cg20716989	   0.283956707	   0.008144279	   3	   187459481	   5'UTR	   BCL6	   2	  
cg16898334	   -‐0.768109158	   0.006332732	   1	   181767774	   Body	   CACNA1E	   2	  
cg14479377	   -‐0.418563293	   0.007977569	   9	   138742730	   Body	   CAMSAP1	   2	  
cg23817893	   -‐0.463515576	   0.007705112	   11	   86085932	   1stExon;5'UTR	   CCDC81	   2	  
cg08379212	   -‐0.242512352	   0.00959796	   10	   97803058	   TSS200	   CCNJ	   2	  
cg22181664	   -‐0.2871317	   0.006453393	   1	   86934325	   TSS200	   CLCA1	   2	  
cg19005390	   -‐0.308239626	   0.008268573	   13	   110852582	   Body	   COL4A1	   2	  
cg25778262	   -‐0.270761822	   0.008601002	   12	   69327449	   TSS1500	   CPM	   2	  
cg25119743	   -‐0.433253684	   0.009384964	   10	   11059290	   Body;TSS1500	   CUGBP2	   2	  
cg17635579	   -‐0.255995003	   0.007951456	   4	   105412884	   TSS1500	   CXXC4	   2	  
cg17054045	   -‐0.245757782	   0.005789495	   8	   1643697	   Body	   DLGAP2	   2	  
cg25836326	   -‐0.241914474	   0.007951456	   3	   113898609	   TSS1500	   DRD3	   2	  
cg14788563	   -‐0.277294059	   0.00834942	   6	   20417986	   Body	   E2F3	   2	  
cg26667091	   -‐0.521931117	   0.008898777	   11	   65352232	   Body	   EHBP1L1	   2	  
cg12355887	   -‐0.585059758	   0.007361328	   5	   172305927	   Body	   ERGIC1	   2	  
cg19856499	   -‐0.46564429	   0.009634718	   12	   52215042	   1stExon	   FIGNL2	   2	  
cg17944372	   -‐0.784963197	   0.008246894	   6	   76086013	   Body	   FILIP1	   2	  
cg10254035	   -‐0.530853703	   0.007760025	   6	   21741635	   Body	   FLJ22536	   2	  
cg07318834	   -‐0.363671239	   0.009726275	   3	   171940586	   Body	   FNDC3B	   2	  
cg27138293	   -‐0.894669117	   0.006453393	   17	   79503701	   Body	   FSCN2	   2	  
cg21967545	   -‐0.279121588	   0.006385292	   19	   5838807	   1stExon;5'UTR	   FUT6	   2	  
cg21026120	   -‐0.453474132	   0.008159534	   6	   29581121	   Body	   GABBR1	   2	  
cg16001418	   -‐0.676750723	   0.006301328	   19	   36393325	   TSS200	   HCST	   2	  
cg24696151	   -‐0.523356911	   0.007873526	   6	   32975986	   Body	   HLA-‐DOA	   2	  
cg26880525	   -‐0.927725995	   0.009874128	   1	   209877941	   5'UTR;TSS1500	   HSD11B1	   2	  
cg01485548	   -‐0.453804153	   0.008353822	   19	   18284321	   TSS1500	   IFI30	   2	  
cg24885556	   -‐0.447839137	   0.006360156	   12	   56105991	   Body	   ITGA7	   2	  
cg12146151	   -‐0.266416937	   0.008159534	   17	   73716945	   TSS1500	   ITGB4	   2	  
cg11689625	   -‐0.408211853	   0.007951456	   4	   154386689	   TSS1500	   KIAA0922	   2	  
cg03270619	   -‐0.427643016	   0.008427563	   6	   168418454	   TSS200	   KIF25	   2	  
cg20791178	   -‐0.290828883	   0.006176492	   8	   38246696	   5'UTR	   LETM2	   2	  
cg19924619	   -‐0.664203227	   0.008268573	   1	   165323692	   Body	   LMX1A	   2	  
cg03077671	   -‐0.331477373	   0.006736231	   19	   13211225	   Body	   LYL1	   2	  
cg13674316	   -‐0.279033048	   0.009765529	   14	   55518174	   TSS200	   MAPK1IP1L	   2	  
cg12728665	   -‐0.356531209	   0.007608001	   13	   113744906	   Body	   MCF2L	   2	  
cg02700491	   -‐0.304852871	   0.00914931	   15	   94841112	   TSS1500	   MCTP2	   2	  
cg20598894	   -‐0.302215916	   0.00675289	   1	   171756153	   Body	   METTL13	   2	  
cg03429643	   -‐0.399248713	   0.007876714	   2	   99280963	   TSS1500;Body	   MGAT4A	   2	  
cg19046216	   -‐0.254309214	   0.008427563	   6	   84743257	   TSS200	   MRAP2	   2	  
cg14396117	   -‐0.505936821	   0.008428752	   13	   109248047	   TSS1500	   MYO16	   2	  
cg26650973	   -‐0.390442285	   0.007269152	   2	   128350306	   Body	   MYO7B	   2	  
cg02050560	   -‐0.347595856	   0.006453393	   22	   42486888	   TSS200	   NDUFA6	   2	  
cg12598870	   -‐0.348818439	   0.009776316	   11	   20861490	   Body	   NELL1	   2	  
cg26475087	   -‐0.282382237	   0.009850498	   18	   77222110	   Body	   NFATC1	   2	  
cg14534464	   -‐0.224885725	   0.006360156	   7	   26191633	   TSS1500	   NFE2L3	   2	  
cg03511282	   -‐0.397914186	   0.007269152	   16	   15148392	   Body	   NTAN1	   2	  
cg10819495	   -‐0.542378154	   0.006360156	   8	   75735552	   TSS1500	   PI15	   2	  
cg23399011	   -‐0.318037744	   0.008246894	   17	   10742274	   TSS1500	   PIRT	   2	  
cg10130860	   -‐0.305204865	   0.008467747	   1	   43124230	   Body	   PPIH	   2	  
cg08230695	   -‐0.708119105	   0.007705112	   19	   47220755	   TSS1500	   PRKD2	   2	  
cg24129977	   -‐0.295083026	   0.008747469	   2	   1748872	   TSS1500	   PXDN	   2	  
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IlmnID	   logFC	   adj.P.Val	   CHR	   MAPINFO	   UCSC_RefGene_Group	   Ref	  Gene	  
name	   CpG	  

cg07462512	   -‐0.332140534	   0.009412783	   12	   130961759	   Body	   RIMBP2	   2	  
cg11796910	   -‐0.393630125	   0.008535339	   2	   11475299	   Body	   ROCK2	   2	  
cg27643147	   -‐0.283212384	   0.008025286	   11	   70517294	   Body	   SHANK2	   2	  
cg07908805	   -‐0.722501932	   0.004786391	   19	   427022	   Body	   SHC2	   2	  
cg07080372	   -‐0.283796853	   0.009305205	   11	   796607	   TSS1500	   SLC25A22	   2	  
cg02884773	   -‐0.362893589	   0.007269152	   4	   146446271	   Body	   SMAD1	   2	  
cg07277864	   -‐0.457326015	   0.009916522	   17	   36707708	   Body	   SRCIN1	   2	  
cg07429515	   -‐0.299059839	   0.006385292	   17	   80871405	   Body	   TBCD	   2	  
cg24077277	   -‐0.424941083	   0.007192082	   1	   205201540	   Body	   TMCC2	   2	  
cg00549475	   -‐0.335551703	   0.009814791	   17	   10632715	   Body	   TMEM220	   2	  
cg02892925	   -‐0.506475856	   0.009765529	   8	   60032926	   TSS1500	   TOX	   2	  
cg21625563	   -‐0.277011529	   0.00834942	   22	   39152448	   TSS1500	   UNC84B	   2	  
cg12799596	   -‐0.316157604	   0.003170905	   6	   169901082	   Body	   WDR27	   2	  
cg24401656	   -‐0.263108899	   0.009765529	   2	   175450074	   Body	   WIPF1	   2	  
cg17286326	   -‐0.354974942	   0.009212314	   20	   57796491	   Body	   ZNF831	   2	  
cg21729214	   -‐0.245434842	   0.008743235	   12	   133312061	   Body	   ANKLE2	   3	  
cg27024161	   -‐0.59456528	   0.003982088	   5	   17238232	   5'UTR	   BASP1	   3	  
cg06947608	   -‐0.219508211	   0.006453393	   10	   128113825	   3'UTR	   C10orf90	   3	  
cg25845158	   -‐0.252273922	   0.008676806	   6	   31696165	   Body	   DDAH2	   3	  
cg00004219	   -‐0.370719382	   0.008740302	   12	   132536833	   Body	   EP400	   3	  
cg02726819	   -‐0.371753868	   0.009909295	   7	   158800869	   TSS200	   LOC154822	   3	  
cg14871736	   -‐0.296754896	   0.009042223	   3	   139346734	   5'UTR	   NMNAT3	   3	  
cg21900078	   -‐0.304576031	   0.008268573	   7	   158301302	   Body	   PTPRN2	   3	  
cg21484515	   -‐0.354464138	   0.008268573	   13	   36944469	   TSS200	   SPG20	   3	  
cg20347648	   -‐0.493208874	   0.009373052	   6	   31130516	   3'UTR	   TCF19	   3	  
cg05511613	   -‐0.414582516	   0.008373963	   7	   5391469	   Body	   TNRC18	   3	  
cg19293163	   -‐0.391077556	   0.006385292	   13	   113380931	   Body	   ATP11A	   4	  
cg12011876	   -‐0.232295253	   0.007381033	   12	   132836216	   Body	   GALNT9	   4	  
cg00805619	   -‐0.29801029	   0.007951456	   10	   134420623	   Body	   INPP5A	   4	  
cg15347348	   -‐0.439961103	   0.006360156	   14	   88738731	   TSS1500;Body	   KCNK10	   4	  
cg22699052	   -‐0.252912485	   0.00749616	   17	   708597	   Body	   NXN	   4	  
cg16822387	   -‐0.305228783	   0.00834942	   11	   31831591	   5'UTR	   PAX6	   4	  
cg17756105	   -‐0.342724456	   0.007269152	   7	   3613164	   Body	   SDK1	   4	  
cg09851596	   -‐0.35531888	   0.007705112	   8	   143545214	   TSS200	   BAI1	   5	  
cg15171839	   -‐0.617255287	   0.006360156	   5	   92924603	   Body	   NR2F1	   5	  
cg19563130	   0.425333864	   0.006360156	   14	   81422098	   1stExon	   TSHR	   5	  
cg14710529	   -‐0.319136057	   0.008740302	   2	   9387472	   Body	   ASAP2	   6	  
cg24336338	   -‐0.316374086	   0.007076111	   12	   131452238	   Body	   GPR133	   6	  
cg11498333	   -‐0.252816672	   0.00914931	   10	   1547459	   Body	   ADARB2	   8	  
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b.	  

	  

Figura	   Suplementaria	   1.	   Control	   interno	   de	   marcaje	   por	   DNP	   en	   HumanMethylation450	   array	   (Illumina).	   a.	  
Relación	  entre	  el	  ruido	  de	  fondo	  y	  la	  señal	  de	  fluorescencia	  de	  DNP	  (%	  ratio	  =	  background/	  signal)	  mostrando	  una	  
baja	  tasa	  de	  marcaje	  en	  24	  muestras.	  b.	  Control	  de	  extensión	  de	  la	  sonda	  marcada	  con	  DNP.	  Valores	  normales	  de	  
intensidad	  excepto	  para	  A09-‐00020	  amígdala.	  	  
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Figura	  Suplementaria	  2.	  Heatmap	  valores	  de	  metilación	  CpGs	  identificados	  por	  LDA-‐global	  por	  edad	  en	  muestras	  
humanas	  de	  cerebro	  analizadas	  por	  Humanmethylation450.	  
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Figura	   Suplementaria	   3.	  Análisis	   linear	   discriminante	  por	   edad	  Humanmethylation450.	   a.	   LDA-‐global	  muestras	  
control.	  b.	  LDA-‐global	  muestras	  de	  EA	  tardía	  c.	  LDA-‐CA	  muestras	  control	  d.	  LDA-‐CA	  muestras	  de	  EA	  tardía.	  	  
	  

	  

Figura	   Suplementaria	   4.	   Análisis	   discriminante	   lineal	   por	   área	   del	   SNC	   Humanmethylation450.	   a.	   LDA-‐global	  
muestras	  control.	  b.	  LDA-‐global	  muestras	  de	  EA	  tardía.	  c.	  LDA-‐CA	  muestras	  control.	  d.	  LDA-‐CA	  muestras	  EA	  tardía.	  	  
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