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Resumen

La enfermedad de Alzheimer (EA) a menudo se relaciona con
alteraciones en la actividad eléctrica cerebral. Estas pueden
manifestarse como interacciones neurodinamicas entre
diferentes bandas de frecuencia en regiones cerebrales
especificas. Aunque la EA es una enfermedad multicausal, la
implicacion de factores bioquimicos en estas alteraciones no es
frecuentemente estudiada. Es por ello que la expresion de genes
que pueden contribuir a estas perturbaciones es de gran interés.
El gen MAPT (microtubule associated protein tau) codifica la
estructura de la proteina tau, la cual estd intimamente
relacionada con la EA. El objetivo de este trabajo es estudiar el
impacto de la expresion de este gen en las interacciones inter-
banda de la actividad neuronal en la EA. Para ello, se calcul6 la
informacion mutua (IM) inter-banda a partir de datos de
electroencefalograma de 155 sujetos divididos entre pacientes
con EA y sujetos de control. A su vez, éstos se subdividieron entre
portadores de alelos de riesgo y protectores de MAPT. La IM
entre la banda zeta y las restantes bandas de frecuencia reveld
las diferencias en disrupcion mas significativas entre genotipos.
Este fendmeno podria deberse a las diferencias estructurales de
tau, provocadas por diferentes expresiones de MAPT, que
estarian provocando alteraciones cerebrales incluso en estados
preclinicos.

1. Motivacion

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno
neurodegenerativo caracterizado por cambios bioquimicos
y anatomicos en el cerebro [1]. Estas alteraciones estan
asociadas a dafio del tejido del sistema nervioso central que
culmina en deterioro cognitivo [1]. La disrupcion de la
integridad estructural cerebral implica variaciones en su
funcionalidad, manifestandose en la actividad eléctrica
cerebral [2]. En las Gltimas décadas se han estudiado
ampliamente la naturaleza de estas alteraciones y se han
desarrollado numerosas técnicas de adquisicion y
procesado de actividad eléctrica para tal fin. Uno de los
métodos mas comlinmente empleados para obtener datos
funcionales cerebrales es el electroencefalograma (EEG).

El EEG registra informacion sobre las fluctuaciones de
potencial eléctrico en la superficie del cuero cabelludo. Las
técnicas de adquisicion de EEG pueden realizar un
seguimiento de la naturaleza rapida y transitoria de la
dindmica neuroeléctrica, gracias a su alta resolucion
temporal [3]. Ademas, cuentan con ventajas adicionales,
como bajo coste, portabilidad y no invasividad. Estudios
previos han demostrado la utilidad de los analisis de
sefiales de EEG en el estudio de las alteraciones de la
actividad cerebral provocadas por la EA [3]. Ademas, el

EEG se ha empleado para llevar a cabo estudios de
caracterizacion de la funcionalidad eléctrica para
comprobar el impacto de diversos biomarcadores en la
actividad cerebral [4, 5].

Uno de los biomarcadores establecidos como estandar a la
hora de diagnosticar EA es la presencia de la proteina tau
hiperfosforilada en el tejido nervioso [6]. Tau es una
proteina enlazada al citoesqueleto axonal de la neurona,
confiriendo estabilidad estructural, ademas de formar parte
de procesos de transporte molecular [6]. Durante la
evolucion de la EA se observa un desprendimiento de esta
proteina a causa de la hiperfosforilacion [6]. Este
fendbmeno resulta en agregados de tau intracelulares
llamados ovillos neurofibrilares [6]. Estas estructuras han
sido previamente asociadas a efectos neurotoxicos y se ha
sugerido como una de las principales causas de atrofia [6].
Por otro lado, se ha demostrado que pequefias variaciones
en la estructura de tau causadas por diferentes genotipos
pueden tener un impacto en el desarrollo de la
neurodegeneracién [7]. Es por ello que el estudio de las
caracteristicas genéticas vinculadas a tau es crucial para
comprender sus implicaciones en la actividad neural.

La proteina tau humana esta codificada por el gen MAPT
(microtubule associated protein tau), que abarca alrededor
de 150 kb de secuencia de nuclettidos en el cromosoma
17921.3 [8]. Entre las modificaciones genéticas, la mas
abundante se manifiesta en forma de polimorfismos de
nucledtido Gnico (SNP, Single Nucleotide Polymorphism)
[9]. Los SNP son cambios de base en loci genéticos
especificos. Se han realizado multiples estudios de
asociacion de todo el genoma para determinar las
asociaciones estadisticas entre genotipos concretos y la
neurodegeneracion [10]. En este sentido, diferentes alelos
del gen MAPT se han relacionado con la EA [11], lo que
indica que diferentes alelos de MAPT pueden conferir
riesgos o efectos protectores contra los trastornos
neurolégicos. Previamente, se ha establecido el SNP
rs8070723-G como un factor de riesgo significativo en el
desarrollo de la EA [12].

Los cambios fisiolégicos del cerebro derivados de
diferentes especies de tau pueden tener repercusiones en el
desarrollo de enfermedades neurodegenerativas. Debido a
que la EA se considera un “sindrome de desconexién”, ello
podria reflejarse en anomalias en la comunicacion de
ciertos subsistemas cerebrales con otros. Se ha sugerido
anteriormente que estas sinergias pueden manifestarse en
interacciones de la actividad cerebral entre diferentes



bandas de frecuencia [13]. Por este motivo, comprobar en
qué medida se alteran estas interacciones en la EA ayudaria
a obtener informacién sobre la perturbacién de la
funcionalidad cerebral. Asi pues, el objetivo de este trabajo
es estimar la informacion que comparte la actividad
cerebral en cada banda de frecuencia y las demas. De este
modo, serd posible cuantificar la disrupcién funcional
causada por la EA en funcion de la expresion génica.

2. Materiales y métodos

2.1. Sujetos

Ciento cincuenta y cinco sujetos de edad avanzada
(minimo, 65 afios) participaron en este estudio y fueron
clasificados como sujetos de control (45) y pacientes con
EA (110). La evaluacion del estado cognitivo se realizo
mediante el test Mini-Mental State Examination (MMSE).
Cada participante, familiar o representante legal brindé su
consentimiento informado, segun las recomendaciones del
Codigo de Etica de la Asociacion Médica Mundial. Este
estudio cumplié con la Declaracion de Helsinki y su
protocolo fue aprobado por el Comité de Etica de la

Universidad de Oporto (Oporto, Portugal, n°
38/CEUP/2018).
2.2.  Analisis genético

Se recolectd una muestra de saliva de cada sujeto mediante
un kit DNA Genotek Oragene DNA (OG-500). Las
muestras bioldgicas se genotipificaron utilizando Thermo
Fisher Scientific Axiom™ Spain Biobank Arrays en el
Centro Nacional de Genotipado de Espafia (CeGEN,
Santiago de Compostela, Espafia), y el variant calling del
SNP se realizd con Affymetrix Power Tools. Este
protocolo fue seguido por andlisis individuales y de
marcadores, de acuerdo con la guia de mejores practicas de
Affymetrix. EI SNP rs8070723 fue calificado como vélido
en el analisis de control de calidad. Los datos genéticos y
demograficos se muestran en la tabla 1.

2.3.  Adquisicion y pre-procesado de EEG

Se adquirieron cinco minutos de EEG para cada sujeto, con
una frecuencia de muestreo de 500 Hz y referenciado
promedio. El dispositivo de adquisicién fue un sistema
EEG Nihon Kohden Neurofax JE-921A de 19 canales. Las
posiciones de los electrodos se establecieron en Fpl, Fp2,
F3,F4,F7,F8, T3, T4, T5,T6, C3, C4, P3, P4,01, 02, Fz,
Cz y Pz del sistema internacional 10-20. Los registros de
EEG se obtuvieron en condiciones de reposo en un
ambiente relajado y sin ruido con los ojos cerrados. Se

monitoriz6é el estado de cada sujeto para minimizar la
somnolencia. Los datos fueron almacenados en formato
ASCI|I para luego aplicar una etapa de pre-procesado a las
sefiales EEG: (i) sustraccion de la media; (ii) filtrado pasa-
banda con ventana Hamming de 1-30 Hz; (iii) eliminacion
de ruido causado por la impedancia de los electrodos y
sefiales no cerebrales mediante analisis de componentes
independientes; (iv) segmentacion de la sefial en épocas de
5 segundos; y (V) inspeccion visual de la sefial y rechazo
de épocas contaminadas con artefactos. Finalmente, el
EEG fue filtrado en las bandas de frecuencia clésicas: delta
(1-4 Hz), zeta (4-8 Hz), alfa (8-13 Hz) y beta (13-30 Hz).
El procesado y pre-procesado del EEG se realizaron con
MATLAB® (version R2021h, Mathworks, Natick, MA).

2.4.  Analisis de EEG

Con el fin de estimar en qué medida la informacion
contenida en la actividad eléctrica es compartida entre
bandas de frecuencia, se utilizé la informacién mutua (1IM).
La IM permite cuantificar la informacién compartida entre
dos series temporales [14]. Esta medida cuenta con la
ventaja sobre el calculo de correlacion simple de ser
sensible a interacciones tanto lineales como no lineales

[14]. La IM entre dos series temporales
X ={xi} e Y = {yi} se define como [14]:
Pxy (XY )

IMyy = le-,yj ny(xi:y]')lOQZ PxGOPY(y))’
siendo Px(xi) y Py(yi) las probabilidades de que una
medicion aislada de la serie se encuentre en el i-ésimo
elemento de los histogramas Px(x) y Pv(y), y siendo
Pxv(x,y) la densidad de probabilidad conjunta de X e Y. Si
las series temporales X e Y son completamente
independientes una de otra, la IM es cero [14].

La IM se calculé a partir de cada época de EEG en cada
canal consigo misma en diferentes bandas de frecuencia.
Por ejemplo, se calculé la IM entre la primera época en el
primer canal filtrada en delta y esa misma época filtrada en
zeta. Este proceso se iterd para el resto de las bandas de
frecuencia, reflejando asi las interacciones inter-banda (p.
ej. alfa con respecto a delta, zeta y beta). En este trabajo,
Gnicamente se estudié la IM de cada canal consigo mismo
debido al elevado coste computacional. A continuacién, las
interacciones de cada banda con el resto fueron también
promediadas, obteniéndose un vector de 19 valores (uno
por canal) para cada sujeto y banda “dominante” (delta vs.
resto, zeta vs. resto, etc.), clasificados a su vez en
portadores del alelo de riesgo o protector. Finalmente, se
promediaron los valores de IM por épocas y por sujetos.

SNP rs8070723 Sujetos Sexo (H:M) Edad (media + DT) (afios) MMSE (media + DT)
Base Efecto c EA Cc EA c EA c EA
A Riesgo 23 62 12:11  34:28 77.7#6.2  81.1+7.0 28.7+1.2 15.747.5
G Protector 22 48 11:11  24:24 81.8+7.8  79.847.6 29.0+1.0 14.448.4

Tabla 1. Datos genéticos y demograficos. A, adenina; G, guanina; DT, desviacion tipica; H, hombre; M, mujer; MMSE, puntuacion
del Mini-Mental State Examination; C, controles; EA, pacientes con enfermedad de Alzheimer.



3. Resultados

La IM del EEG en cada banda de frecuencia fue calculada
con respecto a las demas y se promedi6 entre ellas. Para
reflejar las disparidades que pueden revelar los grupos
genéticos, se ha propuesto una visualizacion de los
resultados similar a la empleada por Yu et al. [15] para
expresar diferencias de actividad eléctrica en regiones
cerebrales especificas. Para ello, se comparan los valores
de controles y los valores de las diferencias entre controles
y pacientes. A éstos Gltimos se les denomina valores de
disrupcion. De esta manera, quedan expuestas las
tendencias provocadas por la enfermedad en un parametro
concreto y cuan disruptivos pueden ser sus efectos en el
mismo. En nuestro caso, se ha empleado este método
usando la IM. La banda de frecuencia que reveld las
diferencias mas significativas entre genotipos en ambos
ejes fue la banda zeta (p-valores < 0.001, test U de Mann-
Whitney), cuyos resultados son mostrados en la figura 1.
Se puede observar que los valores de IM asociados a los
sujetos control con alelo de riesgo son més elevados y
dispares que los del alelo protector. Por otro lado, los
valores de disrupcion de IM (i.e. eje y) estdn maés
agrupados y proximos a cero en el genotipo protector que
en el de riesgo. Ademas, existe una dependencia lineal
mayor y negativa en los portadores del alelo de riesgo (p =
-0.931, p-valor < 0.001, correlacién de Pearson) que en los
del alelo protector (p = 0.404, p-valor < 0.086, correlacion
de Pearson), siendo ésta Gltima no significativa (para un
umbral de significacién de a = 0.05).

4. Discusién

En este trabajo se obtuvieron los valores de IM que reflejan
las interacciones inter-banda de cada canal. Dicho de otra
manera, se cuantificod la cantidad de informacion en una
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banda que es transmitida o manifestada en el resto de las
bandas de frecuencia en la misma region. La banda zeta
revelo las mayores diferencias entre genotipos.

Se pueden comprobar diferencias sustanciales entre los
resultados obtenidos en los portadores del alelo de riesgo y
protector. Estas variaciones parecen deberse no tanto a los
pacientes con EA, sino a la naturaleza de la actividad
eléctrica de los propios controles. Uno de los aspectos
clave es la elevada diversidad de los valores de IM en
sujetos control portadores del alelo de riesgo. Esto podria
ser debido a una actividad eléctrica aberrante en diferentes
regiones cerebrales. Es sabido que el desarrollo de
enfermedades neurodegenerativas estd asociado a la
pérdida de conectividad funcional [3]. Asi pues, se podria
sugerir que los sujetos control con alelo de riesgo podrian
estar manifestando signos méas cercanos a cuadros
neurodegenerativos que los sujetos con alelo protector, a
pesar de no haber desarrollado todavia ningln deterioro
cognitivo.

Por otro lado, los valores méas elevados de IM en los
controles con alelo de riesgo indican un aumento de
informacion compartida entre el EEG en la banda zeta y el
resto. Esto podria ser un indicador de la pérdida de
especializacion de los subsistemas que trabajan en dicha
banda de frecuencia en la misma regién cerebral. También
podria ser consecuencia de una ralentizacion del espectro
del EEG. A pesar de que el algoritmo de IM es inmune a
disminuciones de potencia, si podria afectar que la
actividad de bandas de frecuencia mas elevadas influya en
los intervalos asignados a zeta. Se conoce bien la
ralentizacion del EEG como un signo de
neurodegeneracién [3]. Aludiendo al punto anterior, esta
observacion también podria estar reflejando estadios
fisiolégicos mas préximos a la neurodegeneracion.

* Alelo de riesgo
¢ Alelo protector

0.18 0.182 0.184

Informacion mutua (IM): Grupo control

Figura 1. Diagrama de dispersion entre los valores de IM en controles y los valores de disrupcién de IM en cada canal de registro.
Cada valor representa el promedio de la IM entre el EEG la banda zeta y el resto de bandas de frecuencia.



Por altimo, el hecho de que los valores de disrupcion estén
mas proximos a cero en el caso de los portadores del alelo
protector sugiere un efecto amortiguador, manteniendo las
propiedades de la actividad eléctrica en la EA mas
proximas a estadios preclinicos.

Las diferencias observadas entre grupos genéticos podrian
deberse a multiples causas relacionadas con la naturaleza
estructural de tau. Para empezar, podria ser una cuestion de
cantidad; se ha sugerido que los distintos alelos MAPT
estan asociados con diversas concentraciones de tau en
sujetos amiloides positivos [16]. Otra razon podria ser un
plegamiento anormal de tau; un estudio previo sugirio que
las alteraciones en el plegamiento de tau pueden conducir
a agregaciones de proteinas mas elevadas causadas por una
mayor interaccién tau-tau [17]. Por ello, dado que la
conformacidn espacial de la proteina puede influir en su
agregacion, una isoforma de tau cuya configuracion afecte
a su plegamiento podria conducir a mayores
concentraciones de esta molécula y desarrollar respuestas
citotoxicas e inmunolégicas mas intensas. Este
plegamiento también podria repercutir en la propagacién
de tau por el tejido nervioso, lo cual podria tener un
impacto en sus efectos citotdxicos. Anteriormente, se ha
reportado una asociacion entre diferentes configuraciones
estructurales de tau y distintos patrones de propagacion en
el cerebro [18].

A pesar de que los resultados son relevantes, es necesario
mencionar ciertas limitaciones de este estudio. EI mas
evidente es la inviabilidad de estudiar la IM entre
diferentes canales debido al elevado coste computacional
asociado. Realizar este calculo permitiria comprobar
interacciones entre sistemas cerebrales alejados entre si
que trabajen en diferentes bandas de frecuencia
sincrénicamente. Por otro lado, aunque la actividad
cerebral a nivel de sensor ofrece informacion sobre los
procesos de activacion local, la aplicacion de un algoritmo
de localizacién de fuentes podria ser dtil para afinar la
interpretacion fisiolégica de los resultados. Por Gltimo,
muchos otros SNPs han sido documentados previamente
en MAPT, siendo el rs8070723 sélo uno de ellos. Ampliar
este estudio exploratorio a diferentes variaciones de este
gen seria crucial para sugerir un vinculo causal entre las
alteraciones inter-banda y las propiedades de tau.

5. Conclusion

A la vista de los resultados obtenidos, se puede sugerir que
la expresion del gen MAPT tiene un impacto en las
interacciones inter-banda. Estas alteraciones podrian estar
ligadas a diferentes configuraciones estructurales de la
proteina tau. Ademas, la banda zeta es mas sensible al
genotipo que las demas, puesto que las interacciones de
esta con el resto de bandas son las mas significativas. Esto
podria arrojar pistas sobre procesos cerebrales concretos
que puedan verse mas alterados por causas bioquimicas.
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