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Resumen

Uno de los principales desafios en la aplicacion de técnicas 6micas, como la
transcriptomica, reside en las limitaciones inherentes a los métodos estadisticos
tradicionales, las cuales se manifiestan a través de pardmetros como el intervalo de
confianza y los errores estadisticos de tipo | y tipo Il. Para aprovechar plenamente el
enorme potencial en la detecciéon y clasificacion de datos de expresion génica, en
particular en el estudio de trastornos complejos biomédicos, proponemos el uso de una
técnica basada en la Teoria de Juegos Cooperativos: el ‘Analisis Comparativo del Valor
de Shapley’ (CASh, por sus siglas en inglés). Esta técnica, desarrollada originalmente
como una respuesta a la complejidad de diversos sistemas naturales, permite la
identificacion de genes candidatos como posibles biomarcadores sin las restricciones
impuestas por métodos mas tradicionales. Los fenotipos analizados en este estudio
abarcan tanto condiciones neuroldgicas (Trastorno del Espectro Autista, Esquizofrenia,
Trastorno Bipolar y Depresion Mayor) como trastornos relacionados con el endometrio
(Endometriosis, Leiomiomatosis Uterina y Cancer de Endometrio). Como métodos de
control, se emplearon el test de Welch y el test empirico de Bayes, el primero una variante
de la prueba t de Student que permite comparar grupos con varianzas desiguales vy, el
segundo, un método que estima distribuciones de probabilidad a partir de datos
observados, permitiendo realizar inferencias estadisticas bajo un marco bayesiano, lo cual
es particularmente Gtil cuando se cuenta con informacién previa o cuando los tamafios de
las muestras son pequefios. Los resultados obtenidos sefialan que CASh identifica una
mayor cantidad de genes candidatos, destacandose como una herramienta exploratoria
altamente eficiente cuando otras técnicas ofrecen resultados limitados o se ven
restringidas por correcciones estadisticamente conservadoras. Esta caracteristica
convierte a CASh en una metodologia idonea para el estudio y diagnostico de trastornos
complejos como los abordados en esta investigacion. Su simplicidad y eficacia la
posicionan como una herramienta clave en el estudio de las bases moleculares de las

enfermedades.
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1. Introduccion

1.1 Sistemas complejos

La teoria de los sistemas complejos esta fundamentada en identificar y
caracterizar elementos de disefio comunes observables en diversos sistemas complejos,
ya sean naturales, tecnoldgicos o sociales. La biologia de sistemas, que consiste en un
enfoque holistico para estudiar elementos biolégicos como moléculas o células, ha
experimentado un desarrollo acelerado en las tltimas décadas (Ma’ayan, 2017). Esta
disciplina investiga las interacciones integradas y coordinadas de una o varias redes de
genes, de sus variantes, que pueden ser naturales 0 mutadas, sus proteinas e isoformas, y
las moléculas orgénicas e inorgénicas con las que interactdan. Estas interacciones dan
lugar a las reacciones bioguimicas (enzimas, sustratos, productos, etc.) que reflejan la
funcién del sistema en cuestion (Clarke, 2017). Esta rama de la Biologia necesita la
aplicacion de la Bioinformatica, una disciplina que surgié en la década de 1960 como una
herramienta para aplicar métodos computacionales en el andlisis de secuencias de
proteinas. Posteriormente, los avances simultdneos en métodos de biologia molecular y
en informatica permitieron manipular y secuenciar el ADN con mayor precision, lo que
resulté en el desarrollo de software méas potente para tareas de Bioinformatica (Gauthier
et al., 2019). Gracias a estos avances, se pudieron desarrollar técnicas complejas como
las que permitieron la secuenciacion del primer genoma humano en 2002, proyecto que
durd 13 afios y costd aproximadamente 3 millones de ddlares. Actualmente, gracias al
avance tecnoldgico, se puede resecuenciar un genoma humano por menos de 100 dolares
desde el afio 2020 (Tolosa, 2020); no obstante, la funcion de muchos genes sigue siendo
total o parcialmente desconocida (Pavlopoulos et al., 2015), lo que en el contexto del
genoma humano constituye uno de los retos mas importantes en el camino hacia el

desarrollo de la medicina personalizada.

En la actualidad, la biologia de sistemas integra la informacion obtenida a través
de la aplicacion de tecnologias dmicas. Estas son herramientas muy valiosas para el
analisis integral de cualquier tipo de molécula biologica, que aportan datos que requieren
de un tratamiento bioinformatico (Karahalil, 2016). Dentro del campo de la Biomedicina,
hay investigaciones que las utilizan para la comprension y tratamiento de alguna situacion
en concreto, que a menudo no ha podido ser analizada exitosamente con medios mas

tradicionales. En esta Tesis Doctoral se ha investigado un conjunto de trastornos



complejos, con el propdsito de incorporar una nueva metodologia que permita una mayor
eficacia en la deteccion de genes candidatos, a partir de datos de expresion génica
procedentes de bases de datos publicas. Un trastorno o enfermedad compleja podria
definirse como un fenotipo disfuncional cuyo origen, ya sea genético, ambiental o mixto,
es desconocido, y la diversidad y heterogeneidad de los sintomas impiden un diagnostico
y tratamiento eficaces. Por la complejidad subyacente, la investigacion de estos trastornos
sigue en curso, pese a la presencia de técnicas 6micas muy precisas y potentes y, en buena
parte de los casos, se desconocen por completo los mecanismos que originan su aparicion
y desarrollo. Uno de los problemas mas acuciantes que poseen estas investigaciones es la
carencia de técnicas estadisticas que eviten la asuncién de errores estadisticos, ya sea en
forma de genes que se obtienen como significativos cuando no lo son (error de tipo 1) o
en forma de genes que, siendo importantes, no se detectan como tales (error de tipo I1).
Por ejemplo, si se estima un intervalo de confianza del 95%, el error asociado, al aparecer
el problema de las comparaciones multiples muy incrementado por la gran cantidad de
variables que hay en la investigacion (muestras, genes, etc.), constituye una dificultad
considerable para detectar genes candidatos ya que el error de tipo | afecta al resultado,
lo que obliga a los experimentadores a utilizar técnicas de correccion estadistica que
disminuyen el error de tipo I, pero que incrementan el error de tipo 1, lo que no resuelve
el problema de modo satisfactorio. Ademas, cada equipo de investigacion hace uso de
diferentes técnicas, tales como el analisis de componentes principales (PCA por las siglas
en inglés de Principal Component Analysis), Fold Change (FC), o False Discovery Rate
(FDR) que, al no aplicarse de un modo estandarizado, hace inviable una comparacién
directa y fiable de resultados de diferentes laboratorios sobre el mismo trastorno

complejo.

Dentro de esta investigacion, trataremos como parte de los fenotipos analizados
el Trastorno del Espectro Autista, la Esquizofrenia, el Trastorno Bipolar y la Depresion
Mayor como trastornos neuroldgicos, y la Endometriosis, la Leiomiomatosis Uterina y el

Cancer de Endometrio como patologias del endometrio.

1.2 Trastornos neurologicos

El Trastorno del Espectro Autista (TEA, o ASD por sus siglas en inglés, Autism
Spectrum Disorder) (Hirota y King, 2023; Lord et al., 2018) es un grupo heterogéneo de



trastornos del neurodesarrollo que abarca desde formas severas de autismo, que pueden
incluir discapacidad intelectual, hasta manifestaciones mas leves clasificadas como
Sindrome de Asperger. Las personas con TEA suelen mostrar dificultades en la
interaccion social, incluyendo un patron de intereses restringidos y repetitivos, y
presentan deficits en la comunicacion y en la atencion compartida (Sharma et al., 2018).
Segun la Organizacion Mundial de la Salud, uno de cada cien nifios sufre este trastorno
(Organizacion Mundial de la Salud, 2023) y su prevalencia estd aumentando en los
ultimos afios (Jiang et al., 2022; Kraft et al., 2023). Se ha asociado este trastorno al
sistema digestivo (Martin et al., 2018; Srikantha y Mohajeri, 2019), al sistema inmune
(Heidari et al., 2021; Meltzer y Van de Water, 2017; Ormstad et al., 2018; Robinson-
Agramonte et al., 2022), al sistema circulatorio (Kealy et al., 2020; Mouridsen et al.,
2016) y al sistema nervioso (Doroszkiewicz et al., 2021; Matta et al., 2019; Sharon et al.,
2016). También se han propuesto factores de riesgo variados que van desde la implicacién
de la microbiota (Kang et al., 2017) hasta causas genéticas (Qiu et al., 2022), dado que
hay una mayor probabilidad de sufrir esta dolencia si un familiar ya esta diagnosticado
(Medicina Buenos Aires, 2023). Pese a todas estas hipotesis, no ha habido ninguna
explicacion que contenga todos los sintomas y justifique su origen de manera convincente
hasta la fecha (Silverman et al., 2010; Tseng et al., 2022). Debido a que afecta de modo
severo a los pacientes y su entorno mas cercano, y limita su autonomia, se han realizado
experimentos masivos con el proposito de comprender y tratar este trastorno

(Dissanayake et al., 2019; Ruzzo et al., 2019), con resultados inconcluyentes.

La esquizofrenia (Andreasen et al., 1994) es una enfermedad neuroldgica que se
manifiesta con sintomas positivos (alucinaciones, falta de habilidades sociales y
distorsiones cognitivas) y negativos (apatia general, tanto social como laboral) (Khan et
al., 2013). Se ha calculado que hay 24 millones de personas afectadas (1 de cada 300
personas en otra estimacion), con una prevalencia en adultos del 0,45% (Saha et al., 2005;
McGrath et al., 2008; Organizacion Mundial de la Salud, 2023). La esquizofrenia
disminuye la autonomia de los afectados, causando ademas un gran sufrimiento en su
entorno (Gulayin, 2022; Ribé et al., 2018), lo que se asocia con un aumento del indice
de suicidio (Balhara et al., 2012; Carlborg et al., 2010; Sher y Kahn, 2019), ademas de
una mayor vulnerabilidad ante enfermedades cardiovasculares (Barnett et al., 2007; Hagi
etal., 2021), metabdlicas (Trubetskoy et al., 2022) o infecciosas (Fuglewicz et al., 2017),

aumentando el riesgo de una muerte prematura. Su origen sigue siendo una incognita



(Sekar et al., 2016). Hay una convencion acerca de la existencia de factores genéticos que
parecen predisponer su aparicion (Trubetskoy et al., 2022), pero que no determinan el
padecimiento de ésta (Vilain et al., 2013). Asimismo, se habla de otros desencadenantes
como el entorno social, el abuso de drogas como el alcohol (Hafner y an der Heiden,
1997; Janoutova et al., 2016; Stilo & Murray, 2019) y la poda neuronal tipica de la
adolescencia (etapa vital donde se manifiesta mas por primera vez) (Germann et al.,
2021). Las vainas de mielina que recubren los axones (Valdés-Tovar et al., 2022) y la
arquitectura del sistema nervioso central (Bobilev et al., 2020; Cheng et al., 2022;
Heckers y Konradi, 2002) son elementos asociados a la esquizofrenia. También se ha
utilizado la transcriptomica para tratar de dar respuesta al estudio sobre el origen de esta
situacion clinica (Gandal et al., 2018). No hay ninguna hipétesis aceptada por la
comunidad cientifica de modo unanime que permita la comprension integral de la
enfermedad (Pino et al., 2014). Pese al esfuerzo de investigacion realizado, lo Unico que
se acepta mayoritariamente es que se trata de un trastorno multifactorial (Kahny Sommer,
2015; Morera-Fumero y Abreu-Gonzalez, 2013). El deterioro de la calidad de vida de los
pacientes genera un interés médico y social que concierne a la industria farmacéutica, que
busca medicamentos que alivien este sufrimiento minimizando los efectos secundarios
asociados a los tratamientos actuales (Krause et al., 2018), los cuales son un obstéaculo
para los pacientes tratados (Perlick et al., 2010), por lo que se requiere una investigacion
eficaz para paliar estos problemas de ambito social y econémico (Evans-Lacko et al.,
2014).

El trastorno bipolar (Smith et al., 2012; Tondo et al., 2017) es un trastorno
neuroldgico caracterizado por la alternancia de episodios maniacos (euforia, alegria
excesiva, entusiasmo desmedido, etc.) con episodios depresivos (anhedonia, tristeza, falta
de interés por la vida, etc.) (Fagiolini et al., 2015). En 2019 se estimd que 40 millones de
personas se encuentran afectados por el trastorno bipolar (Clemente et al., 2015), lo que
causa un sufrimiento elevado y aumenta la tasa de suicidio para estos pacientes (Beyer y
Weisler, 2016; Miller y Black, 2020). Pese al desconocimiento de las causas, algunos
medicamentos como el litio pueden paliar sus efectos (Katz et al., 2022; Malhi et al.,
2017). Se han estudiado las causas genéticas que pudieran estar involucradas (Gandal et
al., 2018). Algunos factores ambientales como el alcoholismo y otros tipos de
drogadiccion han sido relacionados con la causa de esta enfermedad (Aldinger y Schulze,

2017), pero el conocimiento de ésta es aun muy limitado.



La depresion mayor (Filatova et al., 2021) es una enfermedad neurologica con
origen desconocido (Goémez et al., 2020), y se diferencia de la depresion comin por la
severidad de sus sintomas (Kennedy, 2008), caracterizados por anhedonia, tristeza y falta
de voluntad para vivir, lo que motiva su investigacion (Bauer et al., 2019). La prevalencia
mundial es de 350 millones de personas (Gutiérrez-Rojas et al., 2020; Smith et al., 2019),
con una alta variabilidad entre regiones (3% en Japon contra 16,3% en EE UU)
(Gutiérrez-Rojas et al., 2020), y constituye una gran carga social y econémica para el
entorno (Greenberg et al., 2021; Keshavarz et al., 2022). Cada afio se registran 850.000
suicidios anuales por esta causa (Li et al., 2022; Serra et al., 2022). Se considera que
puede haber causas genéticas, o que motiva estudios transcriptomicos o epigenéticos
(Kendall et al., 2021), pero también se baraja con un origen fisioldgico, hormonal o
factores ambientales tales como el estrés, factores psicologicos y sociales (Suda y
Matsuda, 2022). Debido a su origen incierto, se clasifica como trastorno complejo (Harder
etal., 2022).

1.2.1 Biomarcadores de trastornos neurolégicos

La busqueda de biomarcadores indicadores de la presencia de trastornos
neurolégicos representa un desafio crucial en el &mbito de la neurociencia moderna.
Debido a su naturaleza compleja y heterogénea, la comprensién de las causas que
conducen a estos trastornos requiere profundizar a nivel celular y molecular para el
desarrollo de tratamientos efectivos. Sin embargo, el acceso al tejido cerebral constituye
una limitacion para la realizacion de estudios precisos y detallados. En este contexto, la
identificacion de biomarcadores no invasivos se torna particularmente til, pues podria
ayudar a superar estas limitaciones y facilitar el diagnostico de estos trastornos y los
consiguientes tratamientos. Hasta la fecha, no se conocen biomarcadores no invasivos
que sean capaces de detectar la presencia de los diferentes trastornos neurologicos objeto
de estudio de la presente Tesis Doctoral. Sin embargo, la aplicacion de tecnologias 6micas

ha permitido avanzar en el conocimiento en este sentido.

En el contexto del Trastorno del Espectro Autista, (Ratajczak, 2011) se ha puesto
de manifiesto la necesidad de un enfoque holistico para entender el trastorno a través de
diversos marcadores indicativos del mismo (sistema gastrointestinal, inmunoldgico y

neuroldgico, sustancias téxicas y biomarcadores ubicuos). En este sentido, se ha



propuesto el uso de electroencefalogramas para detectar actividad anormal que fuera
predictiva para autismo (Bosl et al., 2011), asi como la existencia de una actividad
significativa de la serotonina de las plaquetas (5-HT) y mTOR (Veenstra-Vander Weele
y Blakely, 2012), sugiriendo una terapia dirigida contra estos genes para mejorar el
tratamiento. En 2012, ya se apostaba por la genomica y otras disciplinas biomédicas para
obtener biomarcadores (Voineagu, 2012), apuntando como relevante la familia de genes
FOXP. En 2014, se relaciono el metabolismo del triptéfano y otras rutas metabdlicas, la
influencia de la flora intestinal, la importancia del sistema inmune y la mielinizacién de
las neuronas con el trastorno, proponiendo como biomarcadores IGF, la serotonina y anti-
BMP (Wilson, 2014). Ademas, se tratd de anticipar el diagnostico del TEA con una
muestra de sangre en la que se medirian la serotonina y la interleucina 6 (Yang et al.,
2015). En 2017, se intent6 identificar un patrén especifico de actividad encefalica con
neuroimagen, sin resultados satisfactorios, por desafios estadisticos y de complejidad
intrinseca (Uddin et al., 2017). También se vincularon las fosfoinositidas y los genes
PTEN y mTOR por su relevancia en el funcionamiento fisiolgico del cerebro (Gross,
2017). En 2020, se implicé a las células de la glia y similares en la aparicion del autismo,
argumentando que el gen IGF estaria alterado por una infeccion bacteriana en el
embarazo, afectando a la glia y empeorando la conectividad del tejido neuronal, ademas
de relacionar algunos SNPs con el trastorno (Steinman, 2020). Asimismo, se han asociado
las regiones diferenciales de metilacién de los espermatozoides de los padres con la
probabilidad de que la descendencia sufriera la enfermedad, a través de la realizacion de
estudios de asociacién del genoma completo o GWAS (por las siglas en inglés de
Genome-Wide Association Studies) (Garrido et al., 2021). Mas recientemente, en 2022,
se defendid la importancia que tenia C1q TNF-related protein 3 (CTRP3) dentro del TEA,
por sus funciones metabdlicas e inmunitarias, aunque con limitaciones de muestra
(Alhakbany et al., 2022).

En cuanto a los biomarcadores de la esquizofrenia, se cree que la melatonina tiene
una funcion muy relevante y que puede ser un biomarcador eficaz, incluso una terapia
adecuada. Sin embargo, el desconocimiento sobre esta hormona y sus posibles efectos
impide su uso (Morera-Fumero y Abreu-Gonzalez, 2013). Por otra parte, se ha vinculado
la arquitectura génica con la esquizofrenia a través de GWAS, afirmando que la
complejidad de las enfermedades mentales traspasaba la capacidad de la genética

(Sullivan et al., 2012). En 2016, se dividia la sintomatologia de la enfermedad en cuatro



aspectos principales (dimension positiva, negativa, depresiva y cognitiva). Se estimaba
que habia diferentes biomarcadores para cada dimension, lo que deberia tenerse en cuenta
para desarrollar farmacologia al respecto (Garcia-Alvarez et al., 2016). En 2017, un
estudio explicaba la enorme complejidad en torno a los sistemas y rutas metabdlicas del
cerebro, desde compuestos inmunitarios (como las citoquinas, que generan inflamacion),
neuroendocrinos (eje hipotaldmico-pituitario-adrenal), metabdlicos, neurotroficos,
sistemas neuronales como el glutamatérgico, serotoninérgico, colinérgico, adrenérgico,
etc., con el objetivo de diagnostico, prevencion y ajuste del tratamiento a traves de un
biomarcador fiable (Perkovic et al., 2017). En ese mismo afio, se relacionaron
biomarcadores inflamatorios (C-Reactive Protein y IL-6) con la esquizofrenia, basandose
en un conjunto de pruebas estadisticas, asi como la posible influencia de SNPs (Hartwig
et al., 2017). En 2018, se establecid en un estudio que BDNF (Brain Derived
Neurotrophic Factor) era un factor central tanto en esquizofrenia como en depresion
mayor, sugiriendo aplicar la estimulacién magnética transcraneal repetitiva para mejorar
el prondstico (Peng et al., 2018). También existen indicios sobre la limitacion de las
técnicas micas para detectar biomarcadores de esquizofrenia (Davison et al., 2018). En
2000, a través de la epigenética y la transcriptdmica, se obtuvieron dos biomarcadores
prometedores (RELN y GADG67), pero no sin reservas debido al limitado conocimiento
sobre estos campos. Ademas, se atribuia una gran importancia al transcriptoma,
mostrando una actitud optimista respecto a la capacidad futura de prevencion y
diagnostico (Khavari y Cairns, 2020). En 2021, un articulo postulaba la importancia de la
regulacion del metabolismo del glutamato en el desarrollo de la esquizofrenia.
Argumentaba que el déficit de cisteina y serina afectaba a la sintesis de glutation y a la
composicion del sistema X, encargado de activar y regular el sistema glutamatérgico,
responsable de la motivacion. Como posible biomarcador se proponia el ARN mensajero
relacionado con la sintesis del sistema X® (Hung et al., 2021). En 2022, se abordé la
deteccion de genes candidatos en cerebros post mortem de afectados, y se encontraron 15
genes clave que apuntaban a alteraciones de células inmunes con capacidad de infiltrarse,
tras la aplicacion de maltiples herramientas bioinformaticas (Li et al., 2022). También se
ha relacionado la enfermedad con la inflamacion y el sistema nervioso, a través de la
determinacion de los niveles en sangre y otros tejidos de unas sustancias denominadas
‘alarminas’ (high-mobility group box 1 protein (HMGB1), interleucina-1a, interleucina-
33, S100B, proteinas de shock térmico y acido Urico) (Ma et al., 2022).



Los biomarcadores para la deteccion del trastorno bipolar son también
heterogéneos. En 2014 se vinculé la progranulina, afectada por el tratamiento con litio,
un medicamento eficaz, con el trastorno bipolar (Kittel-Schneider et al., 2014). En 2016,
tras numerosas aproximaciones experimentales, se relaciono el factor neurotropico BDNF
con el trastorno (Sigitova et al., 2017). Ademas, se estudio el impacto derivado de la
ingesta de compuestos dentro de la categoria de &cidos grasos poliinsaturados, como el
Omega 3y el Omega 6, destacando un experimento que demostraba el efecto beneficioso
de la ingesta de Omega 3 sobre pacientes de trastorno bipolar (Saunders et al., 2016). En
2017, se propuso la cisteina como indicador para el trastorno bipolar, debido a su
importancia en el metabolismo y relevancia en otras enfermedades cerebrales,
detectandose niveles diferentes entre afectados y controles, aunque mostrando reservas
por el tamafio de la muestra (Salagre et al., 2017). También se ha utilizado el
electroencefalograma para investigar la conectividad cerebral de los pacientes (Maggioni
et al., 2017). En 2018, se barajé la posibilidad de detectar el trastorno bipolar antes de
que se manifieste en jovenes (Vieta et al., 2018). Igualmente se establecid que los lipidos
podian ser importantes en el desarrollo de la enfermedad, destacando la relevancia del
fosfatidilinositol (Knowles et al., 2017). En 2019, se establecié una correlacién entre la
integridad de la barrera hematoencefélica y la gravedad del trastorno (Kamintsky et al.,
2019). En 2020, se hacia una comparativa entre trastorno bipolar y esquizofrenia,
considerando una naturaleza comin entre ambas (Yamada et al., 2020). En 2022 se
relaciond el malondialdehido con la enfermedad por sus diferencias de concentracion
entre pacientes y controles, postulandolo como biomarcador (Capuzzi et al., 2022). Por
ultimo, también se consider6 que el polipéptido de la luz de los neurofilamentos
(neurofilament light (NfL) polypeptide), debido a su funcion dentro del sistema nervioso
(crecimiento del radio de los axones, mantenimiento del calibre y transmisidn eléctrica),

era un buen candidato como biomarcador (Aggio et al., 2022).

En cuanto a la depresion mayor, se ha descrito que los astrocitos y biomarcadores
afines estan relacionados con esta enfermedad (Rajkowska y Stockmeier, 2013), y hay
evidencia de que la utilizacion de diversas técnicas dmicas y procedimientos como la
neuroimagen presentan potencial para detectar y evaluar biomarcadores propios del
trastorno, con proyectos como el EMBARC centrados en la estandarizacion del
diagnostico de la enfermedad (Gadad et al., 2018). Ademas, se ha tratado de evaluar la

influencia de los acidos grasos poliinsaturados y el metabolismo de las purinas y la



inosina sobre casos de depresion mayor infantil y juvenil, basandose en los niveles
diferencialmente distintos entre personas sanas y enfermas (Zhou et al., 2019). En 2019,
se publicé un metaandlisis sobre los biomarcadores de depresion mayor, entre los que se
encuentran factores gastrointestinales, técnicas de neuroimagen, factores neurotropicos,
neurotransmisores, hormonas, inmunologia y estrés oxidativo (Kennis et al., 2020). En
2020 se llevd a cabo un estudio centrado en encontrar diferencias entre posibles
biomarcadores diferenciales entre hombres y mujeres (Jentsch et al., 2020). También se
ha resaltado la funcion de los “Toll-like receptors’ (TLRS), que activan algunos agentes
proinflamatorios en el cerebro, y se han sugerido ciertos miRNA como biomarcadores
(Figueroa-Hall et al., 2020). La utilizacion de técnicas bioinforméaticas ha permitido
obtener 585 genes diferencialmente expresados en depresion mayor al analizar muestras
cerebrales de tejidos post mortem (Qi y Chen, 2021). Recientemente, se ha vinculado el
nivel de Proteina C Reactiva (CRP), la Interleucina 8, algunos biomarcadores
inmunitarios (principalmente, citoquinas) y la inflamacion con la depresion mayor, y se
cree que niveles bajos de inflamacion tendrian como consecuencia un mejor prondstico
(Gasparini et al., 2022; Harsanyi et al., 2022; Orsolini et al., 2022). Asimismo, se ha
asociado el cambio de la flora intestinal con la aparicion de la depresidn, con una posible

influencia de los miRNAs en el proceso (Bai et al., 2022).

1.3 Trastornos del endometrio y enfermedades comorbidas

La endometriosis es un trastorno ginecoldgico complejo (Burney y Giudice, 2012;
Czyzyk et al., 2017) que se caracteriza por la presencia de células ectopicas del
endometrio en otras localizaciones corporales, y cuyas principales consecuencias son
problemas reproductivos y dolores pélvicos de considerable intensidad (Saunders y
Horne, 2021). La prevalencia mundial es de al menos el 10% para mujeres en edad
reproductiva (Moradi et al., 2021; Taylor et al., 2021). Se han propuesto numerosos
factores, tales como hormonales o inmunoldgicos, pero debido al gran nimero de rutas
metabolicas afectadas (Agarwal et al., 2019; Saunders y Horne, 2021), los estudios
publicados propician una amplia variedad de interpretaciones. La cirugia es el tratamiento
mas eficaz hasta la fecha (Eltabbakh y Bower, 2008; Leonardi et al., 2020), pero afecta a

la fertilidad de las pacientes, y hay numerosos factores que influyen en esta problematica



a tener en cuenta. Debido a esto, la transcriptomica constituye una oportunidad para

comprender el trastorno y poder llegar a una solucion.

Los leiomiomas uterinos (Koutsilieris, 1992; Lethaby y Vollenhoven, 2015) son
tumores de caracter benigno ubicados en el tejido endometrial. Afectan al menos entre el
12 y el 25% de las mujeres en edad reproductiva (De La Cruz y Buchanan, 2017), si no a
mas debido a su alta frecuencia de caracter asintomatico (Giuliani et al., 2020), y se
clasifica por tamafio y lugar de implantacion en el endometrio (McWilliams y
Chennathukuzhi, 2017). Es un fenotipo que altera negativamente la vida de las pacientes
y puede llegar a convertirse en tumores malignos (Ip et al., 2010), incluso con metéastasis
en los pulmones (Jautzke et al., 1996).

El cancer de endometrio, enfermedad comoérbida a la endometriosis (Declas y
Lucot, 2019), se caracteriza por un crecimiento tisular descontrolado, y es altamente letal
(Giménez-Bachs y Salinas-Sanchez, 2022; Onstad et al., 2016). EI cancer de endometrio
afecta a aproximadamente 142.000 mujeres en todo el mundo, y la mortalidad se eleva a
42.000 casos cada afio (Amant et al., 2005). La mayor parte de los diagnésticos ocurren
después de la menopausia (Wu et al., 2019), afectando en mayor medida a las mujeres
con 70 afios 0 mas (Amant et al., 2005). A pesar de su mal prondéstico, los sintomas
aparecen en la enfermedad temprana, por lo que el diagndstico se realiza en las primeras
etapas (Amant et al., 2005). Los principales factores de riesgo que se consideran son la
exposicion no regulada del endometrio al estrégeno, menarquia temprana, menopausia
tardia, terapia con tamoxifeno, ausencia de hijos concebidos, infertilidad o fallo al ovular
y sindrome del ovario poliquistico (Ignatov y Ortmann, 2020). El sangrado después de la
menopausia permite su deteccion temprana. Hay varios métodos terapéuticos, como la

histerectomia, que se adecuan al estado de progresion observado en cada mujer.

1.3.1 Biomarcadores de trastornos uterinos

La investigacidn sobre los trastornos del endometrio es de vital importancia en el
campo de la salud reproductiva femenina. Estas condiciones afectan a un gran nimero de
mujeres, con el consiguiente impacto en su calidad de vida y fertilidad. La deteccion de
biomarcadores que permitan diagnosticar de forma temprana estos trastornos representa

un avance imprescindible, pues ayuda a comprender mejor las causas que conducen a la



aparicion de estas condiciones y hacen posible el desarrollo de tratamientos dirigidos

eficaces.

En lo que a la endometriosis respecta, se ha profundizado en el uso de los
microARNs como biomarcadores no invasivos, basandose en su relacion con ésta y sus
propiedades predictivas para el diagnostico, asi como por el hecho de que sus niveles se
encuentran afectados como consecuencia de ciertos tratamientos propios de la
endometriosis (Agrawal et al., 2018; Bjorkman y Taylor, 2019; Kovacs et al., 2021; Raja
etal., 2021; Zhuo et al., 2022). Recientemente, un articulo de revision ponia de manifiesto
la existencia de biomarcadores sanguineos y de orina, pero concluia que no eran
suficientes y apelaba a un mayor esfuerzo en la investigacion (Anastasiu et al., 2020). En
cuanto a los principales procesos bioldgicos afectados en la endometriosis, un estudio que
utilizaba microarrays y analisis de enriquecimiento funcional demostré que la transicion
epitelio-mesenquimal parecia jugar un rol relevante en el desarrollo de esta condicion
(Chen et al., 2020). También se ha apuntado a biomarcadores glucidicos y a la
composicion de las poblaciones bacterianas dentro de la vagina y del intestino como
posibles biomarcadores, debido a diferencias significativas detectadas al comparar con
personas sanas. Diversos genes, factores inmunes, hormonales e inflamatorios también se
han visto relacionados con esta enfermedad (Anastasiu et al., 2020). Entre los genes
potencialmente considerados biomarcadores de la endometriosis, destaca ASPN, que
codifica la proteina asporina y que parece estar relacionado con filtraciones de linfocitos
(Wang y Sun, 2022), asi como los genes ARID1a o los receptores de estrdgenos y
progesterona (Bartiromo et al., 2022).

La investigacion realizada hasta la fecha en el contexto de los leiomiomas uterinos
ha permitido proponer diversas moléculas como posibles biomarcadores de la
enfermedad. En 2007 se propusieron versican (un proteoglicano), el factor de crecimiento
transformante beta 3 (codificado por el gen TGFB3), el citocromo P450-26Al y la
dermatopontina, basandose en estudios con técnicas de imagen y cultivos celulares entre
situaciones experimental y control, tras lo cual han sido analizados los genes de origen de
estas sustancias (Malik y Catherino, 2007). Posteriormente, se traté de analizar en
profundidad diversos marcadores como la prolactina, el factor de crecimiento endotelial
vascular (codificado por el gen VEGF), la grelina, la obestanina, la lactato
deshidrogenasa, o el antigeno de cancer 125, entre otros, pero en todos los casos se
considerd que su eficacia era insuficiente para tratar el problema médico (Levy et al.,



2013). En 2017, tras un analisis muy exhaustivo y altamente preciso del proteoma, se
detectaron 72 proteinas relevantes, y entre ellas se propuso a TRADD (tumor necrosis
factor receptor type | - associated DEATH domain protein), que se caracteriza por
dominar la apoptosis extrinseca y las respuestas inflamatorias, como biomarcador (Liu et
al., 2017). Tambien se abordd la complejidad de su deteccion atendiendo a factores de
riesgo como la raza, indice de masa corporal, exposicion a disruptores endocrinos, su
tipologia, las alteraciones citologicas, o las hormonas implicadas, entre otros
(McWilliams y Chennathukuzhi, 2017). En 2018, se encuadra la leiomiomatosis uterina
dentro de un marco patolégico mucho mayor, y se trata sobre los posibles potenciadores
génicos como los disruptores endocrinos, con la participacién de genes y hormonas
implicadas (Chodankar y Critchley, 2019). En 2019, un articulo concluy6 con la idea de
que los estudios moleculares permitiran una diagnosis diferencial a través de
biomarcadores génicos y moleculares, después de usar la bioinformatica para procesar la
informacion procedente de inmunohistoquimica y analisis de conglomerados en la
deteccion de posibles biomarcadores (Zhang et al., 2018). Ademas, recientemente se han
considerado factores hormonales, metabdlicos, genéticos, cromosomicos, epigenéticos y
celulares como posibles biomarcadores eficaces que ayudaran en un futuro a entender la
enfermedad (Machado-Lopez et al., 2021).

En cuanto al cancer de endometrio, se han propuesto diferentes biomarcadores
como CA-125, HE4, el microARN miR-15a-5p, la proteina de unién fuerte claudina 9
(CLDNO9) o la proteina condroadherina (Li et al., 2009; Zhou et al., 2021; Endo et al.,
2022; Herkiloglu et al., 2022), considerando los resultados obtenidos a partir de diversos
proyectos multiomicos (Boron et al., 2022) y la cuestion de la especificidad de los
biomarcadores en funcion del tipo de cancer y los biomarcadores moleculares que
influyen sobre el comportamiento clinico y responden a terapias dirigidas (Walsh et al.,
2023). Sin embargo, no existen biomarcadores que actualmente se encuentren

implementados en la practica clinica.

1.4 Tecnologicas 6micas

Las tecnologias émicas (Liu et al., 2022) permiten detectar y analizar moléculas
bioldgicas de un modo sistematico y masivo, con la finalidad de comprender un fenotipo

a traveés de la informacion obtenida. Algunas de estas populares técnicas son la genémica



(genes) (Del Giacco y Cattaneo, 2012), epigendmica (transformaciones epigenéticas)
(Wang y Chang, 2018), transcriptomica (moléculas de ARN) (Jiang et al., 2015),
protedmica (proteinas) (Ahram, 2007; Matthiesen y Mutenda, 2007), lipidomica (lipidos)
(Han y Gross, 2022) y metabolomica (metabolitos) (Johnson et al., 2016). La principal
ventaja de las dmicas es que permiten detectar informacion a nivel global a partir de una
muestra bioldgica, lo que las ha convertido en una herramienta en auge en los dltimos 20
afios (Olivier et al., 2019). Dentro de la presente investigacién se utilizaran datos
procedentes de la aplicacion de microarrays, un dispositivo ampliamente utilizado como
herramienta para el andlisis transcriptomico (Bednar, 2000). Los microarrays consisten
en una superficie plana sobre la cual se encuentran fijados fragmentos de un gen concreto
e identificado, que al contacto con los ADN copia generados a partir de las muestras
bioldgicas de interés son capaces de hibridarse y emitir una sefial detectable mediante
fluoréforos. Segun la manera de medir la fluorescencia para cuantificar la expresion
génica de una muestra, se consideran dos tipos de microarrays: i) los microarrays de un
color, en los cuales el material experimental y el control se miden en placas distintas,
ofreciendo valores absolutos de luminosidad de cada uno que luego seran comparados, y
ii) los microarrays de dos colores, donde material de muestras experimentales y controles
son depositados en la misma placa pero con colores distintos, lo que ofrece una
comparativa directa entre valores de expresion génica de ambas muestras. Los primeros
permiten una comparacion mas directa entre resultados de diferentes experimentos y los
segundos son mas intuitivos al detectar diferencias entre fenotipos experimentales y
controles, con el inconveniente de que son mas dificilmente comparables. La luminosidad
medida sobre la placa es transformada en datos brutos de expresion génica segin la

identidad del gen y la cantidad de material genético hibridado de cada pocillo.

Estos datos seran procesados estadisticamente para obtener informacion
relevante, como la identidad de genes candidatos dentro de cada trastorno complejo. No
obstante, gran parte de las técnicas estadisticas existentes hasta la fecha adolecen del
problema de comparaciones multiples (Farcomeni, 2008), ya que al asumir cierto grado
de error (a menudo del 5%), los errores derivados del analisis de miles de genes y decenas
de pacientes pueden ser significativos en la obtencion de informacion biologica relevante,
y si se aplican técnicas correctoras, los resultados pueden llegar a ser demasiado

conservadores. La heterogeneidad de la naturaleza de los datos y la metodologia utilizada
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para su andlisis hace que exista una gran disparidad de resultados e interpretaciones de

los mismos.

1.5 Teoria de juegos cooperativos

La Teoria de Juegos Cooperativos es una rama de las matemaéticas que se encarga
de determinar la relevancia de la aportacion individual de todos los agentes que participan
en un sistema, para llegar a un determinado resultado. Dentro de esta metodologia, se
analizan las diversas posibilidades de combinacion de agentes y los resultados obtenidos
en conjunto por éstos, lo que permite la medicion de la importancia de un agente dentro
de un sistema para provocar con su accion un determinado resultado. Lo que la diferencia
de la Teoria de Juegos No Cooperativos es que, mientras la Gltima no permite la
comunicacion ni el acuerdo entre los diversos agentes antes de escoger una estrategia, la
Teoria de Juegos Cooperativos permite los pactos previos a la situacién de interés para
maximizar las ganancias obtenidas por la situacion. Esto obliga a utilizar algin criterio
para repartir los beneficios entre aportaciones de agentes de diferente valor. Hay
diferentes valores utilizados para ello (valor de Shapley, valor de Banzhaf), cuya
obtencidn requiere diversos algoritmos que procesan la informacion del sistema completo
considerado. En el contexto de la presente investigacion, los agentes son los genes y el
resultado obtenido es el trastorno o enfermedad complejos en cuestion. Esta metodologia
se utiliza en economia, politica, y por supuesto, en biologia (Leimar y McNamara, 2022).
Dentro de la biologia, se ha considerado importante dentro de la evolucion de la estructura
de sexos 1:1, la comunicacion animal y las relaciones de colaboracion entre animales
(Bshary y Oliveira, 2015; Hinde, 1981; Smith, 1976).

El andlisis comparativo del valor de Shapley (por sus siglas en inglés, CASh) es
una técnica estadistica que combina el algoritmo Microarray game (aplicado sobre datos
de valores transcriptomicos obtenidos por experimentos de microarrays) con la técnica
Bootstrap (que aplica sobre la primera un remuestreo con ausencia aleatoria de ciertos
valores, con la finalidad de compensar posibles valores atipicos en la matriz de datos). El
algoritmo Microarray game asigna un valor de 1 a aquellos genes que se expresan
diferencialmente (cuyos valores estén bien por encima de la media mas la desviacion
tipica, en caso de genes sobreexpresados, o por debajo de la media menos la desviacion

tipica, en caso de genes subexpresados) y O al resto de valores. Una vez aplicado el
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algoritmo, tanto en muestras controles como en experimentales, se resta el valor de
Shapley obtenido por un gen concreto en muestras controles al obtenido para el mismo
gen en muestras experimentales. El resultado es el valor de Shapley definitivo de dicho
gen. Las propiedades de esta técnica son cuatro: suficiencia, jugador nulo, simetria y
aditividad. EI andlisis comparativo del valor de Shapley ha sido previamente utilizado
para la deteccion de genes candidatos en el contexto de trastornos complejos (Esteban &
Wall, 2011; Moretti et al., 2008).
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2. Objetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es avanzar en el conocimiento acerca
de las bases moleculares de enfermedades complejas como las enfermedades
neuroldgicas y las que afectan al tejido uterino a través del uso de aproximaciones in
silico que permitan identificar potenciales biomarcadores y rutas moleculares implicadas

en dichas enfermedades.
Los objetivos especificos de la tesis incluyen:

Capitulo 1) contextualizar los principales avances obtenidos gracias a la
utilizacion de las tecnologias 6micas y la biologia de sistemas para el estudio de
enfermedades complejas, concretamente de trastornos neuropsiquiatricos y desordenes

ginecologicos.

Capitulo 1) aplicar técnicas basadas en la Teoria de Juegos Cooperativos para el
analisis de datos de expresion génica en trastornos del endometrio y comparar los
resultados con los obtenidos mediante la aplicacion de técnicas convencionales de analisis

de expresion diferencial.

Capitulo I11) implementar técnicas basadas en la Teoria de Juegos Cooperativos
para el analisis de datos procedentes de microarrays de trastornos neuropsiquiatricos y
comparar los resultados con los procedentes del uso de técnicas tradicionales para el

analisis de expresion génica diferencial.
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3. Material y Métodos

En esta seccion se recopilan las principales consideraciones y métodos utilizados
durante la realizacion de la presente Tesis Doctoral. Las descripciones detalladas acerca

de los protocolos empleados se pueden consultar en los respectivos estudios.

3.1 Datos

La seleccidn y obtencion precisa de datos bioldgicos procedentes de experimentos
de transcriptomica constituye un pilar fundamental en la investigacion en biologia
molecular y celular. Debido a la naturaleza computacional de los estudios que conforman
esta tesis, la mayor parte del material utilizado para su desarrollo son datos bioldgicos
procedentes de diferentes fuentes publicas. Mas concretamente, esta investigacion ha
requerido del uso de conjuntos de datos de expresion génica de acceso publico y
disponibles gracias a la base de datos del Centro Nacional para Informacién en
Biotecnologia o NCBI (por las siglas en inglés de National Center for Biotechnology
Information), y en particular de su repositorio Gene Expression Omnibus (GEO;

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/), donde se recoge informacion de interés clinico

disponible para investigadores de todo el mundo, con el fin de compartir datos clave en
la comprensién y el estudio de numerosas enfermedades. Esta plataforma, con origen
estadounidense, almacena una ingente cantidad de bases de datos biolégicos, ademas de
organizar y parametrizar un conjunto muy amplio de articulos cientificos de la rama de
Biomedicina. GEO Datasets es un subrepositorio de datos gendmicos funcionales y
publicos, y es de vital importancia en esta investigacion porque permite el acceso a la
informacion necesaria en cuanto a la expresioén del transcriptoma en los diversos

trastornos bajo estudio.

PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) es una parte importante de NCBI que

contiene cientos de miles de articulos cientificos relativos a la Biomedicina, generalmente
dentro de la base de datos de MEDLINE, que estd compuesta en gran medida por la
Biblioteca Nacional de Medicina de los Estados Unidos. En el primer Capitulo de la
presente tesis se realizd una revision bibliografica de la literatura disponible, con el
objetivo de identificar estudios relevantes que vinculasen la utilizacion de tecnologias

Omicas con avances significativos en la investigacion en desordenes neuropsiquiatricos y
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ginecologicos. A lo largo del capitulo se describen los principales hallazgos alcanzados
gracias a la aplicacion de la biologia de sistemas relacionados con la esquizofrenia, el
trastorno bipolar, la depresion, el leiomioma uterino, el céncer de ovario y la

endometriosis.

El segundo y tercer Capitulo parten de la basqueda y seleccion de conjuntos de
datos publicos de interés en los que se ha utilizado la tecnologia de microarrays para el
analisis del genoma completo como herramienta propia de la transcriptomica. EI Capitulo
Il se centr6 en conjuntos de datos de expresion genica relacionados con alteraciones
ginecoldgicas a nivel uterino. Por su parte, el Capitulo I11 gir6 en torno al andlisis de datos
transcriptdmicos vinculados con alteraciones neuropsiquiatricas. La descripcion de la

naturaleza de los datos incluidos en los Capitulos Il y 111 se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de los estudios transcriptomicos utilizados para la extraccion de
datos de los Capitulos Il (sombreado en color verde) y Il (sombreado en color azul).
GEO: Gene Expression Omnibus.

: Dataset -
Fenotipo Plataforma Descripcion de las muestras
de GEO
Affymetrix Human | Cancer endometrial (n=10) vs. controles
GSE36389
Genome U133A Array (n=6)
Céncer _ _ _
. Affymetrix Human | Carcinoma endometrial (n=4) vs. controles
endometrial
GSE63678 | Genome U133A 2.0 | (n=5)
Array
Affymetrix Human | Endometriosis (n=4) vs. controles (n=5)
GSE7846 | Genome U133 Plus 2.0
Endometriosis Array
Affymetrix Human Gene | Endometriosis (n=5) vs. controles (n=6)
GSE17504
1.0 ST Array
Affymetrix Human | Leiomioma uterino (n=5) vs. controles
o | GSE12814 | Genome U133 Plus 2.0 | (n=9)
Leiomiomatosis
. Array
uterina _ _ _
Affymetrix Human | Leiomioma uterino (n=3) vs. controles
GSE23112
Genome U133A Array (n=4)
Affymetrix Human | Autismo (n=14) vs. controles (n=11)
Autismo GSE6575 | Genome U133 Plus 2.0
Array
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Affymetrix Human | Autismo (n=13) vs. controles (n=10)
GSE18123 | Genome U133 Plus 2.0

Array
Affymetrix Human | Autismo (n=12) vs. controles (n=14)
GSE25507 | Genome U133 Plus 2.0
Array
Affymetrix Human | Esquizofrenia (n=17) vs. controles (n=13)
GSE17612 | Genome U133 Plus 2.0
Esquizofrenia Array
Affymetrix Human Gene | Esquizofrenia (n=11) vs. controles (n=14)
GSE62333
1.1 ST Array
Affymetrix Human | Desorden bipolar (n=7) vs. controles
GSE5389
Genome U133A Array (n=10)
Desorden - :
_— Affymetrix Human | Desorden bipolar (n=3) vs. controles (n=3)
ipolar
P GSE7036 | Genome U133 Plus 2.0
Array
Affymetrix Human | Tejido cerebral (n=24) vs. controles (n=14)
GSE12654 | Genome U95 Version 2
L Array
Miscelanea _ _
Affymetrix Human | Tejido cerebral (n=135) vs. controles
GSE53987 | Genome U133 Plus 2.0 | (n=51)
Array

3.2 Métodos

La aplicacion de la tecnologia de microarrays para la evaluacion de los niveles de
expresion génica genera una gran cantidad de datos que deben ser cuidadosamente
analizados con el objetivo de obtener resultados con significado bioldgico. Clasicamente,
el analisis de datos procedentes de la aplicacion de microarrays se estructura en una serie
de bloques bien diferenciados: preprocesamiento-control de calidad, normalizacion,
analisis de expresion diferencial y analisis funcional (Figura 1). Dada la complejidad de
los datos biologicos de partida, se utilizan herramientas computacionales que permiten
simplificar el andlisis. La mayor parte de los anélisis realizados en la presente Tesis
Doctoral se han ejecutado en R-Studio (version 2021.09.0), una interfaz computacional
muy flexible y potente que utiliza el lenguaje de programacion R y que permite la

aplicacion de numerosos algoritmos, en este caso adaptados al analisis de datos de
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expresion genica. Para extender la funcionalidad del software utilizado, se han usado los

paquetes de analisis ‘limma’ (Ritchie et al., 2015), ‘impute’, ‘multtest” (version 2.60.0) y

‘RankProd’, entre otros.

Control de calidad

3
- &
G
8 3
<>

Figura 1. Flujo de trabajo estandar en el analisis de datos de expresion génica. CASh:
Comparative Analysis of Shapley value.


https://www.rdocumentation.org/packages/mlr/versions/2.19.1/topics/impute
https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/multtest.html
https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/RankProd.html

3.2.1 Preprocesamiento y control de calidad

De modo previo al analisis diferencial de los datos contenidos en estos datasets,
se ha realizado un preprocesado y un control de calidad de las muestras escogidas para
obtener la informacion mas representativa y fidedigna posible, utilizando el paquete “affy’
(version 1.82.0) y ‘affyPLM’ (version 1.80.0), ejecutados ambos en RStudio. El
preprocesamiento se ha llevado a cabo mediante una transformacion logaritmica,
mientras que el control de calidad de las muestras se ha obtenido a través del célculo de
los valores de RLE (Relative Log Expression) y NUSE (Normalized Unscaled Standard
Error), unas métricas de control de calidad utilizadas para evaluar la fiabilidad y
consistencia de los datos antes de la realizacion de andlisis posteriores (Abbas-
Aghababazadeh, 2018; Tang y Therneau, 2010). La finalidad de la aplicacion de estas
métricas es la identificacion de muestras problematicas (u outliers) antes de proceder con

analisis mas complejos como el analisis de expresion diferencial.

3.2.2 Determinacién de la expresion diferencial mediante métodos

tradicionales

Para evaluar la expresion diferencial de genes entre grupos de muestras, se
emplearon inicialmente métodos estadisticos tradicionales, ampliamente validados en el
campo de la bioinformatica. El test de Welch (Derrick y White, 2016) fue seleccionado
como técnica estadistica de control debido a su capacidad para manejar muestras con
varianzas desiguales, y su similitud con la prueba t de Student, aunque, a diferencia de
esta, no requiere la igualdad de varianzas entre grupos. Sin embargo, es importante
destacar que el test de Welch si asume la normalidad de los datos, por lo que no es ideal
para datos génicos, que frecuentemente no siguen esta distribucion. El uso de intervalos
de confianza en su analisis puede introducir un sesgo que CASh intenta evitar, lo que lo
convierte en un método adecuado para compararlo con esta técnica innovadora. Ademas,
se utiliz6 como método de control el test empirico de Bayes, que estima distribuciones de
probabilidad a partir de los datos observados. Este enfoque es util especialmente cuando
se dispone de informacién previa o cuando el tamafio de la muestra es pequefio, lo que
permite realizar inferencias bajo un marco bayesiano. Esto resulta ventajoso en
situaciones donde la informacion a priori puede mejorar la precision de las estimaciones,

especialmente en estudios con muestras limitadas o datos complejos, como los obtenidos
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en transcriptomica. En los Capitulos Iy 111, el valor alfa utilizado para considerar un gen
como estadisticamente significativo ha sido de 0.05. Tras este algoritmo, se ha aplicado
una técnica de correccion de Benjamini-Hochberg, para la obtencion del p-valor
corregido tipo False Discovery Rate (FDR). Dichos anélisis se han ejecutado en RStudio
utilizando el paquete ‘multtest’ (version 2.60.0) y la funcion ‘ebayes’ incluida en el

paquete ‘limma’ (Ritchie et al., 2015).

3.2.3 Determinacion de la expresion diferencial mediante analisis

comparativo del valor de Shapley

Después de aplicar el test de Welch, y con el objetivo de comparar la utilidad de
un método alternativo, se ha aplicado el algoritmo del anélisis comparativo del valor de
Shapley (Moretti et al., 2008). Para ello, se ha realizado un previo filtrado de genes con
unat de Student no pareada a un valor de alfa de 0.05, y otro filtrado con la misma técnica
a valor de alfa 0.01, sin ningun tipo de correccion estadistica adicional. EI motivo inicial
para realizar dos analisis con diferentes valores de alfa era comprobar si habia diferencias
significativas variando el valor de alfa para filtrar el conjunto de los genes disponibles en
un experimento de microarrays. Esto mostraria si el tamafio de la muestra obtenida por la
criba con la t de Student generaba algun tipo de influencia sobre la calidad de los
resultados.

La técnica ‘Andlisis comparativo del valor de Shapley’ se compone de dos
algoritmos estadisticos, llamados ‘Microarray game’ (Moretti et al., 2007) y ‘Bootstrap’.
El primero genera una matriz de valores binarios (1s y 0s) en la cual las filas se relacionan
con los diferentes genes y las columnas con las muestras utilizadas en el experimento.
Mientras que los valores génicos que se destacan por un valor significativamente mas alto
(sobreexpresados) o mas bajo (subexpresados) de la media en el conjunto de los valores
génicos dentro de un gen se codifican con el digito 1, el resto se codifica con el digito 0.
Para el mismo experimento, han de realizarse dos tipos de calculos, aquellos que obtienen
los valores génicos sobreexpresados (mayores que la media mas una desviacion tipica) y
los que los obtienen subexpresados (menores que la media menos una desviacion tipica).
Después, sélo se aceptan como genes diferencialmente expresados de forma significativa
aquellos cuyo Fold Change sea mayor de 1.5, en caso de los genes sobreexpresados, 0

menores a-1.5, en caso de los genes subexpresados. Una vez que los valores significativos
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son cambiados por 1s y el resto por 0s, cada valor 1 que se encuentra en la tabla se divide
entre el nimero de 1s que hay presentes a lo largo de la misma columna (Figura 2). Esto
se debe a que se calcula la relevancia de un gen significativo en funcion del nimero de
genes distintos que también son significativos, dentro de cada muestra control o
experimental. Una vez realizado este paso, se suman los valores dentro de cada fila, que
representan a los diferentes genes estudiados, de modo que aquellos genes que contengan
mayor cantidad de valores génicos significativos tenderan a generar un valor de Shapley
mayor que el resto. Esta operacion se realiza en las muestras experimentales y las
muestras control por separado, ya que se restara el valor obtenido de las muestras
controles al obtenido de las muestras experimentales, para asegurar que las diferencias
detectadas entre controles y experimentales se deben al fenotipo que se esta investigando
y no a otros factores. Esta operacion se aplica a los genes sobreexpresados y a los genes
subexpresados, por separado, obteniendo un valor de Shapley final que indique la

relevancia estimada de dicho gen en el fenotipo de interés.

La técnica Bootstrap (Dixon, 2006) es una herramienta de remuestreo en la que
se ignoran valores génicos de modo aleatorio para que, en caso de que haya valores
atipicos obtenidos de un modo artificial al experimento, estos no alteren el resultado de
un modo excesivo para conseguir unos resultados experimentales de genes candidatos
mas fiables, al ponderar el resultado final basandose en el valor obtenido por todas las

iteraciones. En este trabajo, todos los analisis realizados se han completado con 1000
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Figura 2. Esquema visual del calculo del valor de Shapley para genes expresados en un
trastorno complejo, a partir de los cuales se determinan los genes candidatos para dicho trastorno.
Valor de Shapley de la caja X = 0/1 = 0 (columna E2). Valor de Shapley de la cajaY = 1/3=0.33

(columna E3). El valor de Shapley es calculado para todas las casillas. La suma de los valores de

Shapley experimentales por cada gen se resta a la suma de los valores Shapley controles del
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mismo gen, y el resultado es el valor final de Shapley para dicho gen. A =0.3325; B=0; C =
0.3325; D=0; E =0. Por lo tanto, A y C son genes candidatos para el fenotipo de interés.

3.2.4 Andlisis de enriquecimiento funcional

Con el objetivo de proporcionar una interpretacion que aporte sentido biologico a
los analisis previamente descritos, se realiza el denominado analisis de enriquecimiento
funcional una vez obtenidos todos los genes candidatos de sus respectivos experimentos
(Garcia-Moreno et al., 2022). Estos andlisis vinculan los genes de interés con informacion
publicada sobre éstos, de modo que se puede acceder a informacién tal como la identidad
génica, la localizacion cromosomica, la funcion que desempefia dentro de una ruta
metabdlica concreta, entre otro tipo de descripciones. Durante el desarrollo de la presente
tesis, para esta fase del anéalisis se han utilizado herramientas web como DAVID
(Database  for  Annotation,  Visualization and  Integrated  Discovery;
https://david.ncifcrf.gov/) (Jiao et al., 2012) y g:Profiler

(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/gost) (Raudvere et al., 2019). En resumen, las herramientas

de andlisis de enriquecimiento funcional utilizan aproximaciones estadisticas a través de
las cuales se identifican grupos de moléculas que estarian sobrerrepresentadas en un
conjunto mayor de moléculas, y se trataria de descifrar su posible asociacion con
fenotipos ya conocidos. Entre las principales fuentes de evidencia, se ha utilizado Gene
Ontology (GO) para la deteccion de procesos bioldgicos, funciones moleculares y
componentes celulares significativamente vinculados a los conjuntos de genes

diferencialmente expresados obtenidos en cada comparacion.
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4. Resultados y discusion

La investigacion en Biomedicina de Sistemas complejos ha despertado un interés
creciente a lo largo de los dltimos afios. Gracias a ello, se ha podido avanzar en el
conocimiento acerca de las causas conducentes al desarrollo de trastornos complejos, si
bien en la actualidad existe informacion limitada al respecto. Algunos ejemplos de
patologias complejas lo constituyen algunos trastornos neurologicos como el autismo, la
esquizofrenia, la depresion mayor o el trastorno bipolar, asi como otros desordenes
uterinos como la endometriosis, el cancer endometrial o los leiomiomas uterinos. Estas
patologias, caracterizadas por una compleja arquitectura genética, presentan una alta
variabilidad entre diferentes estudios. Estas circunstancias a menudo comprometen el
diagnostico, que en ocasiones ocurre de forma tardia, lo que podria solucionarse a través
de la deteccion de biomarcadores no invasivos y fiables que podrian facilitar la
intervencion terapéutica temprana. Esta desafiante tarea ha podido ser abordada a lo largo
de las ultimas décadas gracias a la emergencia de las tecnologias 6micas de alta
resolucion, que generan una gran cantidad de informacion, a menudo pobremente
explorada. La investigacion en este campo ha evidenciado que la biologia de sistemas
constituye una forma Util de afrontar el reto del descubrimiento de biomarcadores a través
de la aplicacién de herramientas computacionales capaces de responder preguntas y

otorgarles un significado bioldgico apropiado.

En esta Tesis Doctoral, se han desarrollado tres publicaciones con el objetivo de
aportar conocimiento sobre una serie de enfermedades complejas neuroldgicas y
endometriales. En las siguientes secciones, se presentara un resumen de los principales

resultados logrados, asi como una breve discusion de los principales hallazgos.

Capitulo I: aplicacion de la Biologia de Sistemas al estudio de

enfermedades complejas

En el Capitulo | se presenta una breve contextualizacion acerca del analisis de

datos dmicos y su impacto en la investigacion biomédica.

En primer lugar, se describe la necesidad de la investigacion de enfermedades
complejas a través del uso de herramientas que permitan el abordaje de forma holistica

de la complejidad inherente a los sistemas biolégicos. De igual manera, se mencionan las
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principales ventajas de la utilizacion de las tecnologias 6micas y se hace hincapié en el
gran desafio que supone el anélisis de los datos derivados de la aplicacion de las mismas.
Posteriormente, se hace referencia a los principales avances alcanzados gracias a la
utilizacion de estas herramientas en el contexto de algunos trastornos neuropsiquiatricos
como la esquizofrenia, el trastorno bipolar, el trastorno depresivo mayor o la ansiedad,
asi como en desordenes ginecoldgicos como los leiomiomas uterinos, la endometriosis o

el cancer de ovario.

En definitiva, el Capitulo I sirve como parte introductoria al presente proyecto de
Tesis Doctoral, pues parte de la informacién descrita es referida en los capitulos

posteriores.

Capitulo Il: andlisis comparativo del valor de Shapley para el

estudio de trastornos endometriales

El Capitulo Il se centra en la deteccion de genes diferencialmente expresados a
través del uso de métodos convencionales y el célculo de valor de Shapley como método
alternativo. El objetivo de este trabajo fue comprobar si la técnica no tradicional basada
en la Teoria de Juegos Cooperativos es capaz de mejorar la identificacion de genes
diferencialmente expresados en el contexto de datos publicos de expresion génica
centrados en el estudio de tres desdrdenes ginecoldgicos diferentes: el céancer de
endometrio, la leiomiomatosis uterina y la endometriosis. Tras seleccionar los datasets
publicos de interés, se descargaron y preprocesaron un total de seis trabajos, dos relativos
a cada desorden estudiado. En total, se analizaron 68 muestras correspondientes a datasets
de cancer endometrial (n=27; datasets con cddigos GSE36389 y GSE63678),
endometriosis (n=20; datasets con codigos GSE7846 y GSE17504) y leiomiomatosis
uterina (n=21; datasets con codigos GSE12814 y GSE23112). La utilizacion de analisis
convencionales basados en el test de Welch y el test empirico de Bayes permitieron la
deteccion de un namero minimo de genes diferencialmente expresados en algun dataset,
y solamente en algunos casos con valores de significacion estadistica poco restrictivos
(Tabla 2). Sin embargo, en todos los casos, la utilizacién del método CASh permitid

identificar algin gen diferencialmente expresado.
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Tabla 2. Numero de genes diferencialmente expresados en trastornos endometriales
detectados tras el analisis convencional basado en el test de Welch y el test empirico de Bayes
(EBayes), y el método alternativo basado en el valor de Shapley (CASh) con p-valores brutos de
0.01 o 0.05, respectivamente. Se indica la correccidén de p-valores mediante el uso de False
Discovery Rate (FDR) cuando corresponda. Sombreado naranja: datasets de cancer endometrial;

azul: endometriosis; verde: leiomiomatosis uterina.

Dataset Welch EBayes EBayes CASh0.05 CASh 0.01 CASh0.05
FDR<0.01 FDR<0.05 FDR<0.05
GSE36389 0 0 0 0 33 115
GSE63678 0 0 358 33 496 935
GSE7846 0 0 0 140 71 333
GSE17504 0 0 0 17 17 83
GSE12814 0 1 75 0 22 91
GSE23112 0 0 0 16 6 33

La deteccidn de genes diferencialmente expresados gracias a la utilizacién del
método CASh permitio realizar un analisis de enriquecimiento funcional para conocer el
contexto bioldgico en el que se encontraban los conjuntos de transcritos identificados.
Asi pues, los genes diferencialmente expresados obtenidos tras analizar los datasets de
cancer endometrial (GSE36389 y GSE63678) estaban relacionados con procesos
bioldgicos tales como el desarrollo y la morfogénesis, mientras que los principales
componentes celulares y funciones moleculares asociados estaban vinculados con
localizaciones extracelulares y unién de diferentes moléculas, respectivamente. En cuanto
al andlisis funcional de los genes diferencialmente expresados detectados en los datasets
de endometriosis (GSE7846 y GSE17504), los principales procesos bioldgicos asociados
se relacionan con el desarrollo, la regulacion de distintos procesos celulares, y la
morfogenesis. Por su parte, el citoplasma como localizacion celular y la actividad proteica
como funcién molecular parecen ser procesos en los que se encuentran enriquecidos los
genes de interés. Finalmente, los datasets correspondientes a pacientes con
leiomiomatosis uterina (GSE12814 y GSE23112) mostraron un particular papel de los
genes diferencialmente expresados en la regulacion de procesos biologicos, la membrana

celular y los procesos de union a diversas moléculas.

Aunque se trata de resultados preliminares, los resultados obtenidos en nuestro

trabajo apuntan hacia eventos con caracter proliferativo como los principales mecanismos
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moleculares subyacentes a los genes diferencialmente expresados obtenidos mediante el
andlisis por CASh. Dichos resultados son esperables, dada la naturaleza y el
comportamiento tumoral de los trastornos analizados, y coinciden con los previamente
descritos por otros autores (Li et al., 2017; Liu et al., 2021; Takenaka et al., 2022; Zhao
et al., 2020).

En lo que respecta a la aplicabilidad en biologia reproductiva, ginecologia y
obstetricia, el uso de estrategias de machine learning basadas en el calculo de los valores
de Shapley ha sido recientemente implementado en la deteccion de biomarcadores de
cancer de ovario, con resultados prometedores (Huang et al., 2023), asi como en la
investigacion sobre el riesgo temporal de preeclampsia en mujeres embarazadas
(Eberhard et al., 2024). Por lo tanto, a la luz de todos los resultados descritos, CASh se
postula como una herramienta con potencial para el analisis de datos de expresion génica
en el contexto de patologias uterinas, si bien es necesario incrementar el ndmero de
ensayos y el tamafio de las cohortes analizadas para confirmar la robustez y validez clinica

de estos hallazgos.

Capitulo I11: aplicacion de la Biologia de Sistemas complejos para

el estudio de alteraciones neuroldgicas

Las enfermedades neuroldgicas tienen un alto impacto en la poblacién mundial vy,
a pesar de la investigacion extensiva, se desconocen muchas de las causas que conducen
al origen de las mismas. La llegada de las tecnologias émicas supuso un importante
impulso para la investigacion acerca de las bases moleculares de trastornos complejos.
Gracias a la aplicacion de estas potentes herramientas, se pueden conocer los patrones
moleculares asociados con muchas de las condiciones neuroldgicas mas comunes, como
el Trastorno del Espectro Autista (TEA), la esquizofrenia, el desorden bipolar o la

depresion mayor.

En el presente trabajo, se analizd un conjunto de datos de expresién génica
procedentes de la aplicacion de la tecnologia de microarrays en un total 506 muestras de
pacientes diagnosticados con los trastornos neurologicos previamente mencionados. Asi
pues, se consultaron bases de datos publicas para la obtencion de los datos, de forma que
se accedio a tres datasets de autismo (GSE6575, GSE18123 y GSE25507), dos datasets
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de esquizofrenia (GSE17612 y GSE62333), dos datasets de desorden bipolar (GSE5389
y GSE7036), y dos datasets que combinaban de forma conjunta muestras de
esquizofrenia, desorden bipolar y depresion mayor (GSE12654 y GSE53987). Tras la
aplicacion de métodos de preprocesamiento, control de calidad y normalizacion, se
procedio al anélisis de expresion diferencial. Para ello, siguiendo un protocolo
experimental similar al descrito para el Capitulo Il se aplicaron, por un lado, técnicas de
andlisis convencional basadas en el test de Welch y el test empirico de Bayes y, por otro,
una estrategia alternativa de analisis basada en la Teoria de Juegos Cooperativos a través
del andlisis mediante el método CASh. Al igual que en el Capitulo 11, la aplicacion del
método CASh tiene efectos muy positivos sobre la deteccion de genes diferencialmente
expresados en los datasets analizados (Tabla 3).

Tabla 3. Numero de genes diferencialmente expresados en trastornos neuroldgicos
detectados tras el analisis convencional basado en el test de Welch y el test empirico de Bayes
(EBayes), y el método alternativo basado en el valor de Shapley (CASh) con p-valores brutos de
0.01 o 0.05, respectivamente. Se indica la correccion de p-valores mediante el uso de False
Discovery Rate (FDR) cuando corresponda. Sombreado naranja: datasets de autismo; azul:
esquizofrenia; verde: desorden bipolar; amarillo: datasets combinados de esquizofrenia, desorden

bipolar y depresién mayor.

Dataset Welch EBayes EBayes CASh0.05 CASh 0.01 CASh0.05
FDR<0.01 FDR<0.05 FDR<0.05

GSE6575 0 0 0 0 204 930
GSE18123 947 205 2973 45 879 1862
GSE25507 0 0 0 0 28 141
GSE17612 0 0 0 0 1 11
GSE62333 5 0 5 0 68 164
GSE5389 1 0 2 0 40 162
GSE7036 0 0 0 0 8 35
GSE12654 consultar en manuscrito

GSE53987 consultar en manuscrito

El analisis de enriquecimiento funcional realizado a partir de los genes
diferencialmente expresados permitié profundizar mas en el sentido biologico de los

hallazgos detectados. Asi pues, los genes diferencialmente expresados obtenidos tras el
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analisis de los datasets relacionados con el TEA (GSE6575, GSE18123 y GSE25507)
mostraron el desarrollo de estructuras y de células del musculo cardiaco como principales
procesos bioldgicos asociados. Algunos trabajos previos han identificado numerosos
procesos biologicos asociados con cambios de expresion génica en autismo, como la
respuesta a estimulos por citoquinas (Ning et al., 2015), la organizacién cromosomica, el
ciclo celular, el metabolismo (Leblond et al., 2021) o la activacion de factores de
transcripcion, entre otros (Anney et al., 2011). Sin embargo, poco se sabe acerca del
posible papel que puedan tener los procesos bioldgicos significativos obtenidos en

nuestro analisis.

Por su parte, la regulacion de la muerte celular programada y de procesos
metabolicos primarios se detectaron como significativamente enriquecidos tras el analisis
funcional de los genes diferencialmente expresados en los datasets de esquizofrenia
(GSE17612, GSE62333, GSE12654 y GSE53987). La muerte celular programada esta
asociada con multiples enfermedades inmunes y se sabe que juega un rol importante en
la esquizofrenia, de forma que se podria considerar un indicador diagnostico de la
enfermedad (Feng y Shen, 2023). Este proceso, ademas, parece que requiere una
activacion transcripcional y, por lo tanto, un metabolismo activo que, de no llevarse a
cabo, podria resultar en un numero anormal de neuronas y un desarrollo neuronal

patoldgico (Margolis et al., 1994).

Los datasets relativos al desorden bipolar (GSE5389, GSE703, GSE12654 y
GSE53987) parecian estar relacionados con la regulacion de la actividad de la
lipoproteina lipasa. Hasta la fecha, algunos trabajos han tratado de determinar la relacién
existente entre los niveles de ciertos lipidos con la aparicidn del desorden bipolar (Bulbl
et al., 2014; Xu et al., 2023). Sin embargo, el rol concreto de la lipoproteina lipasa en el
desarrollo del desorden bipolar atn se desconoce.

Finalmente, los genes diferencialmente expresados obtenidos a partir del analisis
de los datasets de depresion mayor (GSE12654 y GSE53897) evidenciaron la epibolia
(un proceso del desarrollo embrionario) y la cicatrizacion de heridas como procesos
estadisticamente significativos. Algunos procesos bioldgicos similares previamente
relacionados con la depresion mayor a través del andlisis bioinformatico han sido la
hipoxia, la respuesta inmune, la transicion epitelio-mesénquima, o las rutas que implican

especies reactivas de oxigeno (Liu et al., 2022; Qi y Chen, 2021; Wittenberg et al., 2020).
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Los resultados obtenidos en este trabajo nos ayudan a poner de manifiesto el valor
que aportan las estrategias bioinformaticas para la realizacion de estudios libres de
hipotesis, andlisis del genoma completo o de datos gendmicos y transcriptomicos y su
integracion en enfermedades tan complejas como las neuroldgicas, en las que resulta
complicado acceder a muestras bioldgicas que permitan observar la dinamica

transcripcional del cerebro en este contexto.
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5. Conclusiones

En esta Tesis Doctoral hemos implementado, por primera vez de manera exhaustiva
y aplicada a distintos trastornos biomédicos complejos, el método estadistico denominado
‘Andlisis Comparativo del Valor de Shapley' (CASh), basado en la Teoria de Juegos
Cooperativos. A diferencia de las técnicas convencionales, CASh permite identificar
genes candidatos sin depender de los supuestos comunes de error estadistico, utilizando
el ‘'valor de Shapley' como un parametro clave que afiade un enfoque novedoso al anélisis
del transcriptoma. Para evaluar la eficacia de CASh en la deteccion de genes
diferencialmente expresados en conjuntos de datos de transcriptdmica obtenidos
mediante microarrays, se emplearon dos técnicas convencionales como métodos de

control: el test de Welch y el enfoque de Bayes Empirico.

El 'Anélisis Comparativo del Valor de Shapley' (CASh) ha demostrado obtener
mejores resultados en la identificacion de genes candidatos en comparacién con técnicas
estadisticas convencionales. En 19 escenarios experimentales, que comparaban a
individuos con trastornos complejos frente a una poblacion control, CASh mostrd
consistentemente la capacidad de identificar un mayor nimero de genes candidatos bajo
condiciones similares, lo que refuerza su potencial en la medicina personalizada. Esta
técnica permite una mayor comprension de los procesos bioldgicos involucrados en cada
caso especifico, ofreciendo una valiosa herramienta tanto para la investigacion como para
el disefio de tratamientos individualizados. CASh se presenta como una alternativa
prometedora para el analisis de datos bioldgicos complejos, extraidos de bases de datos
gendmicas, lo que puede ser de utilidad tanto para la investigacion biomédica como para
el disefio de terapias dirigidas en enfermedades poco conocidas. Esta mayor capacidad de
deteccion presenta un potencial significativo para reducir los costos de investigacion,
ademas de optimizar la atencion sanitaria mediante el perfeccionamiento del diagnostico
y la personalizacion de los tratamientos, facilitados por la identificacion precisa de

biomarcadores utilizando el procedimiento presentado en esta Tesis Doctoral.
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2. Breve resumen

En la era contemporanea de la investigacion biomédica, el imparable avance de las
tecnologias dmicas y la biologia de sistemas ha desencadenado una transformacion
fundamental en nuestra comprension de las enfermedades complejas. Las tecnologias
Omicas, que abarcan disciplinas como la gendmica, transcriptomica, epigendémica,
protedmica, metabolomica y microbiomica, han proporcionado un acceso sin
precedentes a la intrincada red molecular que subyace a fenémenos fisiologicos y
patoldgicos. En este contexto, el presente trabajo se propone explorar y describir el
impacto que estas herramientas han supuesto en el avance sobre el conocimiento de
enfermedades complejas. Desde la capacidad de analizar y detectar multiples
biomarcadores simultdneamente hasta la integracion holistica de datos mediante la
biologia de sistemas, estas tecnologias emergentes han allanado el camino para
revelar los entresijos de enfermedades hasta ahora consideradas enigmaéticas,
ofreciendo perspectivas prometedoras para el desarrollo de enfoques diagndsticos y
terapéuticos mas precisos y eficaces.

3. Fecha de publicacion: 2024
4. Estado: publicado

5. Tipo de publicacién: articulo
6. Categoria: revista nacional
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1. Referencia

Castro-Martinez JA, Vargas E, Diaz-Beltran L, Esteban FJ. Comparative Analysis of
Shapley value enhances transcriptomics insights into some common uterine
pathologies. Genes 2024; 15: 723. doi: https://doi.org/10.3390/genes15060723

2. Breve resumen

Las patologias uterinas representan un reto para la salud de la mujer a escala global.
A pesar de la investigacion en el campo, la causa y origen de algunas de las patologias
que afectan al Utero no se encuentran bien definidas aun. Este estudio presenta un
analisis exhaustivo de datos transcriptomicos procedentes de diferentes datasets
relativos a patologias uterinas tan relevantes como la endometriosis, el cancer de
endometrio o los leiomiomas uterinos. A través del uso del Analisis Comparativo del
valor de Shapley (CASh, por sus siglas en inglés), hemos demostrado la eficacia de
este método en la mejora de los resultados obtenidos respecto a los analisis de
expresion diferencial clasicos. Los resultados obtenidos arrojan luz sobre los
patrones moleculares subyacentes a estos desdrdenes ginecoldgicos, y apuntan a
CASh como una herramienta valiosa para la mejora de la precision de los analisis
transcriptdmicos en contextos biolégicos complejos. Esta investigacion contribuye a
una mejor comprension de los patrones de expresion génica y potenciales
biomarcadores asociados con estas patologias, ofreciendo implicaciones para futuras
estrategias diagndsticas y terapéuticas.

3. Fecha de publicacion: 2024

4. Estado: publicado

5. Tipo de publicacién: articulo
6. Categoria: revista internacional

7. Ubicacion: Genes (Basilea, Suiza)
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CAPITULO III:

PROFUNDIZANDO EN LA TRANSCRIPTOMICA
DE DESORDENES NEUROLOGICOS A TRAVES
DEL USO DEL VALOR DE SHAPLEY



1. Referencia
Castro-Martinez JA, Vargas E, Diaz-Beltran L, Esteban FJ. Enhancing
transcriptomics insights into neurological disorders through Comparative Analysis
of Shapley values. EMBnet.journal, manuscrito preparado para envio.

2. Breve resumen

Las patologias neurolégicas afectan a millones de personas en todo el mundo, a pesar
de que las causas y origenes de muchos trastornos comunes permanecen ocultos. En
este estudio se realiza un analisis en profundidad de datos transcriptomicos en una
variedad de condiciones neuropsiquiatricas, entre las que se incluye el trastorno del
espectro autista, la esquizofrenia, el trastorno bipolar y el trastorno depresivo mayor.
Este trabajo demuestra la superioridad del método basado en Teoria de Juegos
Cooperativos denominado Analisis Comparativo del valor de Shapley (CASh) en la
deteccion de genes diferencialmente expresados cuando se compara con
metodologias tradicionales basadas en el uso del test de Welch y el test empirico de
Bayes. Nuestros resultados revelan firmas moleculares criticas asociadas con los
trastornos neurologicos objeto de estudio, y sefialan a CASh como una herramienta
poderosa para mejorar la precision de los analisis transcriptomicos en escenarios
bioldgicos complejos. Esta investigacion permite avanzar en la comprensiéon de
patrones de expresion génica asociados a determinadas patologias e identifica
posibles biomarcadores, con importantes implicaciones para el desarrollo de
estrategias diagndsticas y terapéuticas mas precisas.

3. Fecha de publicacion: -

4. Estado: manuscrito preparado para su envio
5. Tipo de publicacion: articulo

6. Categoria: revista internacional

7. Ubicaciéon: EMBnet.journal (Uppsala, Suecia)
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