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Resumen

El cerebro es el 6rgano mas complejo producido por la evolucion bioldgica y en mamiferos,
ha mostrado un notable incremento en la encefalizacion (tamafo cerebral relativo al cuerpo)
en comparacion con otros vertebrados. Dentro de este grupo, primates y cetaceos presentan
los mayores niveles de encefalizacion, siendo la corteza cerebral el principal componente de
esta expansion, ya que explica cerca del 90% de la variacion entre especies. Mas alla del
tamafio absoluto, la composicion celular y el nimero de conexiones neuronales se consideran
indicadores mas precisos de complejidad cerebral y la evolucion de capacidades cognitivas.
El desarrollo de metodologias recientes ha permitido cuantificar de manera confiable el
numero de neuronas y células gliales, proporcionando estimaciones comparables entre
regiones cerebrales y entre distintas especies. El presente trabajo explora las bases
genomicas de la evolucion de la composicion celular en la corteza cerebral de mamiferos
mediante un enfoque de gendmica comparativa. Se analizé la relacion entre el namero de
neuronas corticales y la variacion en el tamaiio de familias de genes (GFS, gene family size)
utilizando datos de 18 especies con genomas de referencia disponibles. Para ello, se
implementaron modelos de regresion con correccion filogenética, lo que permitié evaluar
asociaciones entre caracteristicas genomicas y fenotipicas controlando la dependencia
evolutiva. En los resultados se identificd 385 familias de genes asociadas significativamente
con el numero de neuronas en la corteza cerebral. Los estudios funcionales de estas familias
revelaron un enriquecimiento en funciones vinculadas a la senalizacion celular y la respuesta
inmune. Adicionalmente, se exploré su expresion espacio-temporal con datos
transcriptomicos humanos, localizacién cromosémica e interacciones proteina-proteina. Los
resultados mostraron baja expresion durante la etapa fetal, esto sugiere que estas familias
génicas actian principalmente en etapas posteriores del desarrollo cortical, relacionadas con
la maduracién y organizaciéon neuronal mas que con la proliferacion celular; una
sobreexpresion durante la infancia, en paralelo con procesos de sinaptogénesis y plasticidad
neuronal; y niveles altos en la adultez, con un ligero descenso respecto a la infancia,
reflejando un equilibrio entre funcionalidad y mantenimiento de redes neuronales.
Asimismo, se detectdé acumulaciéon de genes en cromosomas especificos, asociados a
funciones inmunolodgicas y de plasticidad sinaptica. El analisis de redes de co-expresion y
de interacciones proteina-proteina confirmé enriquecimientos funcionales congruentes.
Cabe resaltar que la firma gendmica identificada no corresponde a un efecto sistémico de

todo el cerebro, sino que se restringe especificamente a la corteza cerebral. En conjunto, este
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estudio constituye el primer reporte de una firma gendémica asociada a la expansion del
numero de neuronas corticales en mamiferos. Los resultados sugieren una coevolucion entre
el sistema nervioso y el sistema inmune, ambos desempefiando un papel esencial en la
plasticidad, neuroproteccién y mantenimiento de la funcion cerebral. Estos hallazgos ofrecen
nuevas perspectivas para comprender los mecanismos genomicos que sustentan la evolucion
de la corteza cerebral y, en particular, el origen de las capacidades cognitivas avanzadas en

el linaje humano.

I. Introduccion

El cerebro, es reconocido como una de las estructuras bioldgicas mas fascinantes,
sofisticadas y complejas surgidas a lo largo de la evolucion del linaje de metazoarios. En
mamiferos este 6rgano se caracteriza por un notable incremento en su tamafio y complejidad
en comparacion con otras especies, (De Felipe, 2011). Este notable incremento se debe a una
region la cual es considerada clave en su evolucion, esta estructura es conocida como
“corteza cerebral”, la cual facilita funciones cognitivas complejas y contribuye a la
diversidad estructural y funcional del cerebro (Rakic, 2000). Las variaciones en la corteza
cerebral explican el 90% de las variaciones del tamafio total del cerebro entre mamiferos.
Nuestra especie, Homo sapiens destaca como la especie de mamifero con el cerebro y corteza
cerebral mas grande en proporcion al tamafio corporal. Sin embargo, diversas especies de
primates y cetaceos, también han experimentado un notable incremento del tamafio cerebral,
al igual que en humanos, compartiendo caracteristicas fundamentales en su estructura y
funcion las cuales se encuentran conservadas de igual manera en otras especies,
particularmente en mamiferos en general (Marino, 1998). Esto refuerza la hipotesis de un
ancestro comun.

Mas alla del tamatio de la corteza cerebral, algo que distingue al cerebro humano de
otros mamiferos es el nimero excepcionalmente alto de neuronas corticales, que le confiere
una mayor capacidad para procesar informacidn, adaptarse a entornos cambiantes y
desarrollar habilidades complejas como el lenguaje, la creatividad y la planificacion
estratégica a largo plazo. Como sefala la Dra. Herculano-Houzel (2009). "Lo que coloca a
los humanos en la cima cognitiva no es un cerebro especial, sino simplemente un cerebro
de primate ampliado con el mayor numero de neuronas en la corteza cerebral, lo que
permite una mayor capacidad de procesamiento y flexibilidad". Esta afirmacion subraya que
la ventaja cognitiva humana radica en la escala y la densidad neuronal de la corteza cerebral,

mas que en diferencias estructurales unicas.
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1.1. La corteza cerebral y su papel en la evolucion del cerebro

La historia evolutiva del cerebro esta estrechamente relacionada con el aumento de la
capacidad cognitiva y a la necesidad de adaptarse a ambientes cada vez mas complejos
durante el paso de los afos. Por ejemplo, a medida que los entornos se volvieron mas
exigentes, esto se tradujo en un aumento progresivo del tamafio cerebral y conectividad
sindptica (De Felipe, 2011; Jerison, 1974).

En el linaje de mamiferos se desarrolld y expandié sus estructuras corticales, en
particular la neocorteza, que recubre el resto del cerebro. En algunos linajes se observa una
expansion mas pronunciada de esta estructura resultando en, la formacion de pliegues
permitiendo una mayor superficie neocortical. Esta expansion y plegamiento ocurre de
manera independiente en varios linajes de mamiferos tales como los primates y los cetaceos.
La expansion y el plegamiento de la corteza cerebral son caracteristicas evolutivas clave que
han potenciado las capacidades cognitivas superiores en diversas especies, permitiendo una
mayor eficiencia en la integracion y el procesamiento de informacion (Rakic, 2000). Estas
diferencias morfoldgicas reflejan diferencias en la composicion celular impulsado por la
proliferacion de células madre y progenitoras neuronales, junto a una compleja regulacion
genética y ambiental (Namba & Huttner, 2017). Estos procesos, no solo han contribuido
significativamente al incremento en el volumen cortical, sino también a una especializacion

funcional entre los mamiferos.

1.2. Una mirada evolutiva: del telencéfalo a la corteza cerebral

El origen del cerebro o sistema nervioso central (SNC), entendido como una concentracion
de neuronas y células de apoyo en el organismo anatomicamente localizado cerca de los ojos
y la boca, se remonta a la aparicion del ancestro comin de los bilaterales (incluidos
moluscos, artropodos y vertebrados), hace aproximadamente unos 700 millones de afios.
Donde un cumulo de neuronas recibe y procesa estimulos sensoriales, sefiales internas del
organismo, al igual que controla respuestas fisiologicas (Hartenstein & Stollewerk, 2015).
El origen de las neuronas puede trazarse a los primeros metazoarios multicelulares
en los que es posible distinguir células especializadas con capacidad de censar el ambiente,
procesar sefiales de potencial eléctrico y emitir sefiales quimicas en el organismo (Watanabe,
2017). En linajes basales como cnidarios ya se encuentran células especializadas con
funciones sensoriales conectadas entre si, pero sin encontrarse concentradas en un 6rgano

especializado (Watanabe, 2017). La organizacion del sistema nervioso central formado por
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el cerebro y la espina dorsal de los vertebrados se puede ya observar en linajes basales de
cordados. En la etapa juvenil, por ejemplo, Ciona intestinalis presenta una estructura
cerebral y una espina dorsal. La actividad de genes cruciales en el desarrollo del cerebro en
vertebrados puede ya observarse en este urocordado (Ryan et al., 2016). Es de notar que, en
su etapa adulta, C. intestinalis pierde las estructuras del cerebro y espina dorsal para vivir
como filtrador de particulas en el océano adherido a una roca. Reflejando el gran costo
energético que el cerebro representa (Ryan et al., 2016).

Al surgimiento del subfilo Vertebrata hace aproximadamente 500 millones de afios,
es posible reconocer estructuras comunes en todos los vertebrados. Con el arribo de los
vertebrados a habitats terrestres podemos observar un incremento en el tamafio del cerebro,
en particular en el “telencéfalo” en reptiles y mamiferos en comparacion con anfibios y
peces. Particularmente en mamiferos, el telencéfalo desempefia un papel crucial en las
funciones cerebrales superiores, como el aprendizaje, la memoria, la percepcion sensorial y
el control motor. Esta estructura cerebral es altamente compleja y estd compuesta por

diversas regiones funcionalmente especializadas, entre las cuales destacan:

e La corteza cerebral (palio dorsal), encargada del procesamiento de informacion
sensorial y funciones cognitivas avanzadas.

e El bulbo olfatorio (palio ventral), involucrado en la percepcion del olfato.

e El hipocampo (palio medial), esencial para la consolidacion de la memoria y la
navegacion espacial.

e Los ganglios basales y la amigdala (subpalio), participan en la regulacion del

movimiento y el procesamiento emocional.

De todas estas regiones mencionadas, la corteza cerebral adquiere especial relevancia, ya
que constituye mas de la mitad del volumen total del cerebro en mamiferos. Su expansion y
plegamiento son caracteristicas clave en la evolucion cerebral (Florio & Huttner, 2014). La
neocorteza juega un papel clave aqui, ya que estd formada por capas de neuronas que
recubren al telencéfalo, dicha estructura estd presente desde la aparicion de los primeros

mamiferos y su presencia es evidente a partir de escaneos de fosiles de mamiferos tempranos.
Por ejemplo, la Figura 1 ilustra de manera clara las diferencias notables en la

evolucion del cerebro en vertebrados. Al observar en peces y anfibios, el telencéfalo es

relativamente pequeiio, mientras que en reptiles se observa un incremento considerable en
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su tamano. Pero de manera mas notable hay un mayor incremento en aves y mamiferos, lo
que indica que el telencéfalo adquirié un papel protagénico en la evolucion cerebral de los

vertebrados (Kverkova et al., 2022).
Figura 1. Variabilidad en el cerebro de
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En el caso de las aves, un linaje diverso y paralelo a la evolucion cerebral en
mamiferos, también experimentd una expansion del telencéfalo, aunque no a través de la

evolucion de una estructura especializada como la neocorteza sino a través de la expansion

del palio.

1.3. La expansion cortical como eje de variabilidad evolutiva

Los mamiferos tienden a presentar los cerebros de mayor tamafo en el reino animal, y como
ya se menciono, la expansion de la corteza cerebral, constituye un factor determinante en la

evolucion de los mamiferos, en comparacion con otros taxones (Lui et al., 2011).
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Para entender como surge esta expansion cortical debemos observar la anatomia del cerebro
seccionado como se muestra en la Figura 2, aqui puede apreciarse una delgada linea de

materia color azul que representa la materia gris, correspondiente al manto cortical altamente

expandido dentro de la boveda craneal en mamiferos (Namba & Huttner, 2017).

Raton Humano

Corteza Corteza

Giro

Ventriculo

Ventriculo

‘Surco

Figura 2. Estructura de la corteza cerebral. Dibujos del cerebro de raton (izquierda) y humano (derecha) (arriba) y de
una seccion coronal (abajo). El area azul indica la materia gris. Imagen de (Namba & Huttner, 2017) y modificada para el

presente trabajo.

Dentro de la anatomia de la corteza cerebral, es importante sefialar que se divide en tres
regiones principales (Figura 3), diferenciadas por el nimero de capas corticales que estas

poseen.
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1.

3.

Figura 3. Esquema medial en
hemisferio derecho con
delineacién de las principales
regiones en la corteza cerebral
humana. Tres  regiones
corticales principales; alocortex,
mesocoOrtex 'y neocortex, y
subregiones. Imagen de: (Zilles
& Amunts, 2012) y modificada
para el presente trabajo.

[ ] paleocortex
alocortex I archicortex
|:] periacortex
:| proisocértex
[ ] isocértex

mesocortex

neocortex

Alocortex. La primera region y se caracteriza por tener tres capas corticales:
molecular, piramidal y polimorfa. A su vez, se subdivide en el archicortex, que
incluye el hipocampo, y el paleocortex, donde se encuentra la corteza o bulbo
olfatorio.
Mesocortex. Representa la segunda region y actiia como una zona de transicion entre
el alocortex y el neocortex. Se divide en dos subregiones:

e Periarchicortex, que conecta el alocortex con el mesocortex.

e Proisocortex, que vincula el mesocortex con el neocortex.

e Dependiendo de la subregion, el mesocortex puede presentar entre tres y

seis capas corticales.
Neocortex o isocortex. La tercer y mas extensa region, representando
aproximadamente el 90% de la corteza cerebral total. Se distingue por estar
compuesta por seis capas (Figura 4) bien definidas (Sol¢é, 2022; Zilles & Amunts,
2012):
I.  Capa molecular
II.  Capa granular externa

III.  Capa piramidal externa: células piramidales pequenas

IV.  Capa granular interna: células estrelladas
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V.  Capa piramidal interna: células piramidales grandes

VI.  Capa poliforme

"o M‘)—)—/&%
“ L e o
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Figura 4. Esquema del
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El neocortex es una estructura de origen evolutivo relativamente reciente en
mamiferos (Florio & Huttner, 2014). Su expansion se considera un logro evolutivo, ya que
permitio una notable diversificacion celular y una mayor sofisticacion de los circuitos
corticales, favoreciendo el desarrollo de comportamientos complejos (Lodato & Arlotta,
2015). La expansion neocortical es muy evidente en primates antropoides, en especial en
humanos, donde el neocortex representa aproximadamente el 80% de la masa cerebral total
(Azevedo et al., 2009). Se estima que esta compuesto por alrededor de 100 mil millones de
neuronas, acompanadas por una cantidad diez veces mayor de células no neuronales
(Herculano-Houzel, 2009).

Cabe recalcar que la variacion en corteza cerebral de los mamiferos radica
especificamente en la extension de su superficie, y no en su grosor el cual es casi uniforme
entre las diferentes especies (Mota & Herculano-Houzel, 2014). En la Figura 2, se observa
claramente, la comparacién anatémica de la corteza cerebral entre el raton y el humano,
observandose diferencias notables. Una diferencia muy marcada, es el tamafio de la corteza:
ya que, en humano, el volumen es aproximadamente 1,000 veces mayor, que en el raton
(Figura 2). Otra diferencia, es notable en la superficie cortical observada en la Figura 5; aqui
el ratdbn muestra una superficie cortical lisa, es decir, lisencefalica y por el contrario en

humano presenta numerosos pliegues en su superficie cortical, 6sea girencefalica, formando
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un patron complejo de giros y surcos que permite una mayor expansion de la corteza dentro
de la boveda craneal (Florio & Huttner, 2014).

En estudios anteriores se ha descrito que este plegado cortical, constituye una solucion
evolutiva al desafio del aumento de la superficie cortical (Kelava et al., 2013). La cual
explica que, a medida que las especies de mamiferos aumentaron de tamafo corporal a lo
largo de la evolucion, sus cerebros también debieron expandirse. Sin embargo, esta
expansion no podia ocurrir de manera proporcional, debido a restricciones biomecénicas,
por ejemplo, el estrés que sufririan las vértebras cervicales con el incremento excesivo en el
tamafo craneal. Debido a esto, el craneo no podria escalar isométricamente en relacion con

el cuerpo, limitando asi su crecimiento (Kelava et al., 2013).

Cerebro de ratén Cerebro de Humano  Figura 5. Estructura

Mus musculus Homo sapiens cerebral.  Fotografias  de

. seccion lateral y superior del
cerebro, en raton adulto
(izquierda) y humano adulto
(derecha). Tipos de cerebro:
lisencefélico  (izquierda) y
girencefalico (derecha).

*No escalado
Fotografias de cerebros

pertenecen a
http://brainmuseum.org. y

modificadas para el presente

trabajo.

Lisencefalico Girencefalico

Entonces para que la corteza cerebral pueda plegarse, su grosor no puede aumentar
significativamente, esto se debe a restricciones impuestas por el patron de conectividad, es
decir, las interconexiones entre las distintas regiones cerebrales. Lo que explica al mismo
tiempo la minima o inexistente variacion en el grosor de la corteza cerebral entre las
diferentes especies de mamiferos (De Felipe, 2011). En resumen, el aumento gradual del
tamafio corporal requiere un mayor niumero de neuronas, lo que se logra mediante la
expansion de la superficie de la corteza cerebral, que a su vez se pliega para ajustarse a un

craneo relativamente mas pequefio.
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Actualmente, los mamiferos presentan notables variaciones en su estructura y funcion
cerebral (De Felipe, 2011). Por ejemplo, en la Figura 6 se muestran algunas especies de

mamiferos, junto con su respectiva masa cerebral, expresada en gramos.

Humano

Chimpancé Babuino

Mandril Macaco

110g

Guepardo

Gran Kudud

Pecaries .
Conejo

Figura 6. Variabilidad del tamafio del cerebro en mamiferos. Fotografias y pesos de cerebros de diferentes especies.
Primates: humano (Homo sapiens), chimpancé (Pan troglodytes), babuino (Papio cynocephalus), mandril (Mandrillus
sphinx), macaco (Macaca tonkeana). Carnivoros: oso (Ursus arctos), ledn (Panthera leo), guepardo (Acynonix jubatus),
perro (Canis lupus familiaris), gato (Felis catus). Artiodactilos: jirafa (Giraffa camelopardalis), gran kuda (Tragelaphus
strepsiceros), borrego muflon (Ovis aries musimon), Cabra (Capra aegragus hircus); pecaries (Tayassuidae pecari).
Marsupiales: Ualabi (Macropus rufogriseus). Lagomorfos: conejo (Oryctolagus cuniculus). Roedores: rata (Rattus rattus),

raton (Mus musculus). Barra de escala: 5 cm. Imagen de (De Felipe, 2011) y modificada para el presente trabajo.
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1.4. Mas alla del tamaiio: ;qué determina la evolucion cerebral?

Durante décadas, se ha planteado que el aumento del tamafio del cerebro esta relacionado
con el tamafio corporal, a lo que se le conoce como “encefalizacion”, un término acufiado
por primera vez por Jerison (1974). Dado que las especies con cerebros mas grandes suelen
tener cuerpos proporcionalmente mas grandes, el tamano cerebral debe ajustarse en funcion
del peso corporal. Para ello, se emplea una formula matematica conocida como “cociente o
indice de Encefalizacion” (EQ, por sus siglas en inglés: encephalization quotient), el cual se
define como; el cociente entre la masa del cerebro y el peso corporal, en relacion con el peso
cerebral esperado (Jerison, 1974).

Si bien esta métrica se ha utilizado ampliamente para cuantificar el tamaio cerebral
en diversas especies, e incluso en especimenes fosiles como Australopithecus afarensis (
3.1-3.6 millones de afios) y Homo neanderthalensis (30,000 afos) por Marino (1998), esta
ha sido cuestionada por su incapacidad para explicar variabilidad entre especies, ya que los
cambios en tamafio cerebral no siempre siguen relaciones alométricas predecibles con el
tamafio corporal. Sugiriendo que EQ no es un indicador fiable para evaluar la evolucion de
la expansion cerebral (Shultz & Dunbar, 2010).

Sin embargo, estudios anteriores han observado que el nimero de neuronas corticales
muestra una correlaciéon mas estrecha con habilidades cognitivas complejas, sugiriendo una
posible relacion con el aumento del tamafo cerebral (Herculano-Houzel, 2017; Herculano-
Houzel et al., 2011). Sin embargo, el estudio de la evolucion de la corteza cerebral a nivel
celular se ha limitado principalmente a comparaciones entre especies vivas de mamiferos,
debido a que el registro f6sil de tejidos blandos como el cerebro es muy limitado (Lui et al.,
2011).

Por ejemplo, a pesar de que existen andlisis de fosiles craneales para estimar el
tamafio cerebral en hominidos a lo largo del tiempo, donde incluso se ha observado una
expansion en la capacidad volumétrica endocraneal en la evolucion humana: desde la
aparicion del Homo habilis, hace aproximadamente 2 millones de afios, hasta otros grandes
hominidos como Homo neanderthalensis y Homo sapiens (Florio et al., 2017), como se

ilustra en la Figura 7.
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Figura 7. Expansion del cerebro durante la evoluciéon humana. Aumento evolutivo de la capacidad craneal (eje Y,
cm?®), a lo largo del tiempo en el linaje de los hominidos (eje X, Millones de afios, mya). Tendencia hacia un aumento
acelerado de la capacidad craneal a partir del Homo habilis hasta el Homo neanderthalensis y Homo sapiens. Imagen de

(Florio et al., 2017).

En la ultima década, se ha propuesto que la expansion cortical estd vinculada a la
proliferacion de progenitores basales (BP), los cuales se localizan en la zona subventricular
(SVZ) observado en la figura 8 y presentan una variabilidad significativa en su capacidad

proliferativa, entre diferentes especies de mamiferos (Namba & Huttner, 2017).
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(pia)

Apical Ventriculo

Humano (girencefélico)

Figura 8. Expansién evolutiva en
corteza cerebral de mamiferos.
Comparativa entre raton
(izquierda) y humano (derecha).
La expansion cortical es por la
capacidad proliferativa y
neurogénica aumentada y
prolongada de células neuronales,
acompafiada de un mayor
plegamiento de la superficie pial,
dando lugar a la girencefalia en
humano, en lugar de la lisencefalia
en el raton. Placa cortical (CP),
zona intermedia (IZ), zona
ventricular VZ), zona
subventricular exterior (0SVZ),
zona  subventricular  interna
(iSVZ), células gliales radiales
apicales (aRGC), células gliales
radiales basales (bRGC) 'y
progenitor intermedio basal (bIP).
Imagen de (Namba & Huttner,
2017).

Por ejemplo, en especies con un cortex pequefio y lisencefalico, como el raton, los

BP muestran una baja capacidad de proliferacion. Y en contraste, en especies con una corteza

cerebral expandida y girencefalica, como en los humanos, los BP son mas prolificos y

experimentan multiples ciclos de division, lo que genera una mayor cantidad de BP y, en

consecuencia, un mayor numero de neuronas en corteza cerebral (Florio & Huttner, 2014;

Lui etal., 2011).

Asi que la capacidad proliferativa diferencial de los progenitores basales en

mamiferos, contribuye al aumento del nimero de neuronas y a la formacidon de nuevas redes

corticales. Sugiriendo que la expansion del cerebro podria estar determinada, en gran

medida, por la cuantificacion del nimero de neuronas corticales.
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Actualmente, el desarrollo de nuevas metodologias permitié la cuantificacion de células en
el cerebro de una manera comparable entre especies. En la actualidad se utiliza un método
altamente preciso y reproducible para cuantificar neuronas y células no neuronales del
cerebro, conocido como “fraccionamiento isotropico”. Este método altamente estudiado con
menos de un 10% de variacion entre individuos en sus resultados, lo hace ideal para estudios
comparativos ya que proporciona datos fiables y consistentes sobre el nimero de neuronas
y células no neuronales en una amplia variedad de especies (Herculano-Houzel & Lent,
2005).

De hecho, se ha demostrado que los resultados a partir de este método y
comparaciones con los valores esperados en humanos, las densidades neuronales y no
neuronales, en funcion de la masa cerebral (Figura 9), se encuentran dentro del rango
esperado (Azevedo et al., 2009). Indicando, que utilizar los datos resultantes mediante este

método, son fiables y pueden ser utilizados en la investigacion.

Whole brain
1508.91+299.14 g
170.68 + 13.86 B cells
8461 .83 B nonner Cerebral cortex (GM+WM)
1232.93 +233.68¢g
7718 £7.72 B cells
16.34 + 2.17 B neurons

60.84 +7.02 B non-neur
3.76 non-neur/neurons

0.99 non-neur/neurons

lofbraipim
X, D

Cerebellum

154.02 + 19.29 g

85.08 £ 6.92 B cells
69.03 + 6.65 B neurons
16.04 + 2.17 B non-neur
0.23 non-neur/neurons

Rest of brain

117.66+45.42 g

8.42 + 1.50 B cells
0.69 + 0.12 B neurons
7.73 £ 1.45 B non-neur
11.35 non-neur/neurons

Figura 9. Masa absoluta, nimero de neuronas y nimero de células no neuronales en el cerebro humano adulto.
Datos de masa absoluta, nimero de neuronas y nimero de células no neuronales en todo el cerebro humano. Los valores

son la media y se refieren a los dos hemisferios juntos. B = mil millones. Imagen de: (Azevedo et al., 2009).

Investigaciones utilizando los resultados de este método demostraron que, los
cerebros mas grandes en mamiferos no necesariamente contienen mas neuronas y que estas
no siempre se distribuyen de manera uniforme. Observando la Figura 10, se comparan cinco
cerebros de mamiferos de distintas especies, donde se muestra el peso relativo de la masa

cerebral expresada en gramos (g), asi como de un conteo aproximado total de neuronas. Por
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ejemplo, el cerebro humano es menor en tamafo y peso (~1232 g), con respecto al elefante
africano (~2848 g), pero el cerebro humano contiene un mayor nimero de neuronas (16.3

billones), que en las otras especies de mamiferos de la imagen.

-
Gorilla H Elefante
Raton umanq Africano
0.416 g 377 g 1232 g 2848 g
0.000071 9.1 16.3 5.59
Billones de Billones de Billones de Billones de
neuronas i neuronas neuronas neuronas

Figura 10. Comparativa de tamafio de cerebro y conteo neuronal en corteza cerebral, en cuatro especies de
mamiferos. Se presentan fotografias de cuatro diferentes especies de mamiferos, donde se compara el peso de la masa
cerebral total (rojo), expresada en gramos (g), y el conteo celular neuronal (azul marino). Las fotografias se tomaron de

http://brainmuseum.org y se modificaron para el presente trabajo.

El notable incremento del nimero de neuronas corticales en humanos se estima que
ha estado impulsado por mecanismos evolutivos que ain no se comprenden del todo, pero
que probablemente involucraron cambios gendmicos clave asociados al desarrollo, la
diferenciacion neuronal y la regulacién de procesos moleculares especificos en la corteza

cerebral.

1.5. Genes y evolucion del cerebro

Se ha propuesto que la evolucion del cerebro ocurrié a través de la expansion de células
progenitoras basales, seguida por la formacion de circuitos neuronales que resultaron en un
mayor nimero de neuronas. Este proceso sugiere que los genes desempefian un papel
fundamental en la expansion cerebral a lo largo de la evolucién, ya que factores génicos
influyen directamente en el desarrollo del cerebro (Shaw et al., 2018). Los avances
simultdneos en genomica evolutiva, biologia del desarrollo y neurociencia han facilitado
recientemente la deteccion de modificaciones gendomicas que influyen de manera especifica

en el desarrollo de la corteza cerebral humana (De Felipe, 2011).
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Estudios recientes refuerzan esta idea al demostrar que la regulacion génica es crucial en la
evolucion del cerebro (Florio et al., 2017). Se ha observado que ciertos elementos
reguladores especificos presentes en humanos estan asociados con genes implicados en la
expansion cortical y en la susceptibilidad a enfermedades del neurodesarrollo. Los genes
NOTCH?2NL, que son paralogos especificos del ser humano, promueven el mantenimiento y
la expansion de los progenitores corticales, lo que conlleva a un aumento de la produccion
neuronal y contribuye a la expansion cortical (Suzuki et al., 2018). El gen ASPM
experimentd una evolucion acelerada y estd asociado con el tamafio del cerebro,
desempefiando un papel importante en la expansion evolutiva del cerebro (Zhang, 2003).

Este conjunto de evidencias refuerza la hipdtesis de que una combinacion de genes
especificos, duplicaciones de genes y elementos reguladores, mejoran la proliferacion de
progenitores neuronales y el desarrollo cortical. Estos factores génicos no solo contribuyen
a la expansion fisica del cerebro, sino también a la complejidad de las funciones cognitivas,
e incluso podrian tener relacion con la longevidad.

Estudios comparativos del genoma completo en distintas especies de mamiferos han
demostrado asociaciones significativas entre el tamafio de las familias de genes y la
encefalizacion (Castillo-Morales et al., 2014, 2016), respaldando la importancia de la
duplicacion génica en la evolucion del cerebro. Las familias de genes muestran un papel
importante, ya que son conjuntos de genes homdlogos que comparten un ancestro comun y
a menudo, desempefian funciones similares. Las diferencias en el tamafo de estas familias
son el resultado de la duplicacion de genes especificos y la pérdida de otros, ofreciendo
informacion valiosa sobre las fuerzas evolutivas que han moldeado los genomas de los
mamiferos a lo largo del tiempo (Demuth et al., 2006), sugiriendo una via prometedora para
investigar las bases gendmicas de la evolucion del cerebro. Un ejemplo, de cdmo ocurrieron
estas duplicaciones génicas, en términos evolutivos de las familias de genes, es el caso de la
familia de las globinas humanas (Figura 11):

e La duplicacion inicial dio origen a un gen ancestral que, en un linaje, produjo el gen
moderno de la mioglobina, la cual es una proteina muscular fijadora de oxigeno, y
en otro linaje, los genes que codifican para las globinas. Se estima que esta
duplicacion ocurrié hace aproximadamente 800 millones de afios.

e Posteriormente, los linajes proto-a y proto-3 se separaron a través de otra duplicacion
hace unos 500 millones de afios, y las duplicaciones posteriores dentro de las familias

a y B ocurrieron durante los ultimos 200 millones de afos.
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Figura 11. Duplicacién de genes durante la evolucion de las familias de genes de globina humana. Comparaciones de
secuencias de nucledtidos permiten deducir las relaciones evolutivas entre los genes de la globina. Aqui se muestran las
fechas de ocurrencia de las duplicaciones clave en millones de afios (Myr). Imagen tomada de (Brown, 2002), Chapter 15

“How Genomes Evolve”.

Cabe destacar que estas duplicaciones génicas también estuvieron acompafnadas de
reubicaciones cromosomicas. Por ejemplo, el gen de la mioglobina se encuentra actualmente
en el cromosoma 22, mientras que los genes de la globina o estan distribuidos en el
cromosoma 16 y los genes de la globina  en el cromosoma 11 (Brown, 2002). Mostrando,
como la duplicacion génica y la reorganizacion del genoma pueden dar lugar a una mayor
diversidad funcional y la especializacion de genes. La evolucion del cerebro humano, en
particular su expansion y complejidad, estd impulsada en gran medida por duplicaciones de

genes especificos y cambios regulatorios (Suzuki et al., 2018).

1.6 Glia como factor evolutivo del cerebro

Aunque historicamente la evolucion del cerebro ha sido interpretada desde una perspectiva
centrada en las neuronas, estudios recientes reconoce que las células gliales son arquitectas
fundamentales de la complejidad neuronal, lo que reformula fundamentalmente nuestra
comprension de la evolucion del cerebro mas alla de la vision tradicional centrada en las

neuronas (Allen & Lyons, 2018). La microglia participa en procesos de remodelacion

27


https://www.zotero.org/google-docs/?69vttf
https://www.zotero.org/google-docs/?yKTRcl
https://www.zotero.org/google-docs/?yAeLVh
https://www.zotero.org/google-docs/?KDlVnL

sindptica, vigilancia inmunoldgica y senalizacidon inflamatoria (Sancho et al., 2021),
mientras que los oligodendrocitos son esenciales para el metabolismo lipidico y la
mielinizacion axonal, procesos criticos para la eficiencia de la transmision neuronal
(PEkowska et al., 2025). Con estas evidencias la trayectoria evolutiva de la neuroglia
muestra una complejidad creciente, con células gliales que emergen temprano en el
desarrollo del sistema nervioso y se vuelven progresivamente mas especializadas, y propone
que la glia constituye un componente clave en la evolucion de cerebros complejos en
mamiferos (Verkhratsky et al., 2022).

No obstante, dado que el presente trabajo forma parte de un proyecto mas amplio en
el que la contribucion gendmica de la glia cortical es analizada de manera independiente,
esta tesis se enfoca deliberadamente en las neuronas de la corteza cerebral, con el objetivo
de caracterizar los determinantes genomicos asociados a la expansion del nimero neuronal,

sin desconocer la relevancia evolutiva de los linajes gliales.

I1. Antecedentes particulares

La evolucioén del cerebro, y en particular la expansion de la corteza cerebral, contintia siendo
un tema complejo e intrigante, influenciado por multiples factores que determinan su
desarrollo y diversidad funcional. Se ha propuesto que el incremento del tamafio cerebral
juega un papel clave en la evolucion de los mamiferos, diferenciandolos de otros linajes de
vertebrados, representando una innovacion evolutiva distintiva de este clado (Castillo-
Morales et al., 2016).

Estudios previos han asociado dicho incremento del cerebro, con la aparicion de
comportamientos complejos, y una mayor capacidad adaptativa frente a entornos cambiantes
(Lui et al., 2011; Rakic, 2009). En el afio 2000, se propuso la hipdtesis de la “unidad radial”
como un posible mecanismo para explicar este fenomeno, sugiriendo que los cambios en la
cinética de proliferacion de las células madre en la zona ventricular aumenta el namero de
unidades columnares radiales. Este modelo anticipa que la identificacion de familias de
genes y moléculas morforeguladoras serian clave para comprender los procesos que
controlan la produccidn, migracion y distribucion de neuronas durante el desarrollo cortical
(Rakic, 2000).

Mas recientemente, estudios de gendmica comparativa han mostrado que la
encefalizacion se correlaciona significativamente con variaciones en el tamafio de las

familias de genes (GFS, por sus siglas en inglés: gene family size), en particular en aquellas
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involucradas en funciones biologicas de quimiotaxis, sefalizacion celular y procesos
inmunologicos. Estos cambios génicos parecen representar adaptaciones funcionales, ante

requerimientos de cerebros mas grandes (Figura 12) (Castillo-Morales et al., 2014).
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Figura 12. Variaciones del tamafio de las familias de genes en linea con el aumento de la encefalizacién en mamiferos.
(a) Histograma muestra la distribucion de coeficientes de correlacion para GFS (gene family size) y el indice de
encefalizacion (Ei, por sus siglas en inglés: Encephalization index) en 12,373 familias de genes que abarcan 39 genomas
de mamiferos. La linea discontinua representa una estimacion de la distribucion esperada basada en la aleatorizacion.
Inserto: distribucion de correlaciones positivas y negativas relativas a la distribucion esperada (linea discontinua). (b)
Desviaciones de las expectativas aleatorias en el coeficiente de correlacion media de las familias de genes asociadas con
términos GO individuales (expresado como -log(p-valor)). Sélo se muestran las categorias GO (por sus siglas en inglés:
Gene Ontology). Imagen de: (Castillo-Morales et al., 2014).

Ademas, se documentd que los genes pertenecientes a estas familias muestran una
expresion particularmente elevada en la corteza cerebral, en comparacion con regiones como
el cerebelo o areas subcorticales (Figura 13), reforzando un posible rol en la expansion
cortical (Castillo-Morales et al., 2014). En conjunto estos resultados resaltan la posible
importancia funcional de las familias génicas asociadas con la encefalizacion, las cuales
representan una respuesta en la evolucién del cerebro ante requisitos funcionales que

subyacen en el aumento del tamafio cerebral (Castillo-Morales et al., 2014, 2016).
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Figura 13. Relacion entre variaciones del tamaiio de familia de genes asociadas a indice de encefalizacién y expresion
génica en cerebro. Porcentaje de genes expresados al maximo en las regiones cortical (CX), subcortical (SC) y cerebelosa
(CB) respectivamente. Los valores esperados (media + s.e.m.) se determinaron numéricamente utilizando muestras
aleatorias de tamafio comparable de genes extraidos del grupo mas amplio de familias de genes. *p < 0.01; **p < 0.001;

***p <0.0001. Imagen tomada de: (Castillo-Morales et al., 2014).
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En estudios funcionales posteriores, se demostrd que la expansioén cortical en
relacion con el resto del cerebro, esta asociada con variaciones en el GFS, en especial, en
aquellas familias de genes implicadas en procesos bioldgicos como: quimiotaxis,
sefalizacion célula-célula y funciones del sistema inmune. Los genes pertenecientes a dichas
familias, se expresaron de manera relevante en la neocorteza en humanos durante el
desarrollo cerebral temprano, en comparacion con adultos (Figura 14) (Castillo-Morales et

al., 2016).
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Figura 14. Analisis de enriquecimiento de ontologia génica de familias con variaciones del tamafio de la familia
génica (GFS) en linea con el indice de encefalizacion (Ei) y la relacion de tamafio de neocorteza en cerebro (Nr).
HeatMap de la sobrerrepresentacion de los términos GO (expresado como p-value corregido por Benjamini—Hochberg
(BH)), entre las familias de genes con variaciones de tamafio mas significativamente asociadas con Ei y Nr. Las dos
primeras columnas corresponden a familias de genes con la asociacion mas significativa entre GFS y Ei o Nr,
respectivamente (rGFS Nr > 0, FDR < 0.05, n = 440 y BenjaminirGFS Ei > 0, FDR < 0.05, n =321). Las columnas tercera
y cuarta representan términos GO enriquecidos entre familias de genes cuyas variaciones en GFS muestran la asociacion
mas significativa con uno de los fenotipos cerebrales después de tener en cuenta la varianza compartida con el otro fenotipo
neural, asi como la relacion filogenética de las especies analizadas mediante analisis de contraste independiente
(rPIC(Nr~Ei+MLSP), PIC(GFS~Ei+MLSP) > 0, FDR < 0.05, n = 272 y rPIC(Ei~Nr+MLSP),PIC(GFS~Nr+MLSP) > 0,
FDR < 0.05, n = 0 respectivamente). Solo los términos GO enriquecidos significativamente después de la correccion de

pruebas multiples de BH se muestran en las figuras. Imagen tomada de: (Castillo-Morales et al., 2016).
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Durante el desarrollo postnatal, regiones del cerebro, como la corteza temporal, parietal y
frontal, presentan un incremento més marcado en comparacion con otras regiones cerebrales,
y posiblemente relacionada con diferencias en la maduracion sinaptica y susceptibilidades a
experiencias tempranas aunado a factores ambientales (Lui et al., 2011; Rakic, 2009).
Durante la adquisicion de habilidades, las regiones cerebrales involucradas en esta tarea
inicialmente, aumentan de volumen, seguidas de un proceso de renormalizacion, en el cual
se eliminan los recursos neuronales innecesarios. Este mecanismo dindmico permite que las
estructuras cerebrales se adapten eficientemente a nuevas habilidades sin un crecimiento
excesivo y perpetuo (Wenger et al., 2017).

A nivel celular, se ha observado que la proporcidon neurona/glia no aumenta de
manera uniforme con el tamafio del cerebro, sino que varia en funcion de la disminucion de
la densidad neuronal, es decir que no implica una pérdida de la capacidad cognitiva, sino
una reorganizacion estructural que hace que el cerebro sea mas eficiente en el procesamiento,
conectividad y plasticidad neuronal (Herculano-Houzel, 2014). El tamafio medio de las
células neuronales es altamente variable, y el de las células gliales se mantiene relativamente
constante en todas las estructuras cerebrales en diferentes especies (Herculano-Houzel,
2014).

Modelos computacionales también han demostrado que las variaciones en la cinética
de la neurogénesis pueden explicar la diversidad del nimero de neuronas corticales entre
especies (Figura 15), particularmente en las capas superiores, que son las mas influenciadas
durante el desarrollo cortical (Cahalane et al., 2014). La variabilidad en la proporcion de
células neuronales y gliales, asi como en su distribucion regional, sugiere que las firmas
genOmicas que impulsaron la expansion cortical, podrian haber favorecido la generacion de
redes neuronales mas complejas y especializadas (Florio et al., 2018; Florio & Huttner,
2014).

Recientemente se han identificado firmas gendmicas responsables de la expansion cortical,
destacando genes como DUF[220), cuyo niimero de copias es significativamente mayor en
humanos y neandertales en comparacion con chimpancés; el gen FOXP2, que codifica un
factor de transcripcion altamente expresado en el neocortex fetal y adulto; y SRGAP2C, una
proteina activadora de la GTPasa Slit-Robo Rho, que desempeia un papel clave en la
duplicacién de genes especificos involucrados en el desarrollo y evolucion del neocortex.
Sin embargo, estos estudios solo se han centrado en primates, incluidos los humanos, lo cual

limita su aplicabilidad a nivel comparativo en otros mamiferos (Florio et al., 2017).
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Figura 15. Diferencias entre especies e intra-cortezas predichas por el modelo en el tiempo, la extension y la
asignacion de capas de la produccion de neuronas corticales. La ilustracion muestra cantidades predichas de produccion
neuronal, a través del eje anterior—posterior (espacial) de la corteza en el transcurso de la neurogénesis embrionaria (eje del
tiempo), para tres diferentes puntuaciones de corteza (1.0, similar a una rata; 1.75, similar a un hurdén; 2.5, similar a un
mono macaco). Imagenes de ratas y hurones cortesia de iStockphoto/GlobalP. Imagen de macaco cortesia de
iStockphoto/JackF. Imagen tomada de: (Cahalane et al., 2014).
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Figura 16. El esquema muestra las miltiples capas de regulacion que subyacen a la evolucion del cerebro humano.
Niveles de regulacion genomica que en conjunto podrian develar el funcionamiento de los genes implicados en la evolucion
del cerebro humano. Imagen tomada de: (Konopka & Geschwind, 2010).
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Integrar multiples niveles de expresion gendmica, enfocados en el desarrollo del cerebro con
estudios de fenotipos Unicos, en una amplia variedad de especies podria revelar en un futuro,
un modelo mas completo de las bases gendmicas que construyeron al cerebro (Konopka &
Geschwind, 2010). Es decir, el comprender la evolucion del cerebro implica integrar
multiples niveles de regulacion gendmica, desde la epigenética y el transcriptoma (por
ejemplo, el metiloma, asi como cambios en las isoformas por splicing, modificaciones
postraduccionales, etc.), hasta el proteoma y el cinoma, lo que permitird construir un modelo
mas completo del desarrollo cerebral, con implicaciones directas en la comprension de la
evolucion del cerebro y asi mismo, en el estudio de enfermedades del neurodesarrollo
(Konopka & Geschwind, 2010).

Este enfoque requiere sumar también, datos de diferentes tipos celulares, tejidos,
modelos animales y etapas del desarrollo, asi como el uso de andlisis funcionales y
bioinformaticos que permitan interpretar los datos a multiples escalas (Figura 16).

A pesar de estos avances, actualmente no existen estudios que aborden de manera
integral las bases gendmicas subyacentes a la evolucion del cerebro a partir del conteo celular
en mamiferos. La mayoria de los estudios existentes se han centrado principalmente en
comprender los determinantes gendmicos en grupos especificos de mamiferos, como los
primates, utilizando analisis transcriptomicos especificos para explorar s6lo genes
especificos implicados en la expansion cortical (Florio et al.,, 2018), limitando la
generalizacion de los resultados. Por lo tanto, es necesario un enfoque mas amplio, que
incorpore diversas especies de mamiferos para identificar patrones gendémicos robustos y

generalizables.

II1. Hipotesis

Existe una firma gendmica en la forma de expansion y contraccion del tamafio de familias
de genes asociada a la evolucion del nimero de neuronas en la corteza cerebral en mamiferos
la cual no puede ser explicada por la encefalizacion o tamaifio de corteza ni como un proceso

sistémico presente al evaluar el nimero de neuronas en el cerebro completo.
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IV. Justificacion

Comprender los determinantes gendémicos que acompanaron la evolucion de la corteza
cerebral es fundamental para responder una de las preguntas centrales de la neurociencia
evolutiva: ;qué mecanismos biologicos sustentan el desarrollo de funciones cognitivas
superiores en mamiferos, particularmente en humanos? (Florio et al., 2018). Este
conocimiento no solo permitira explicar como se configur6 la arquitectura cerebral a lo largo
de la evolucion, sino también establecer comparaciones entre especies que han seguido
trayectorias evolutivas distintas.

La gendmica comparativa ofrece una herramienta clave para este proposito, ya que
permite vincular variaciones genomicas con diferencias fenotipicas, como el tamafio del
cerebro y el numero de neuronas corticales (Florio et al., 2018; Florio & Huttner, 2014). Los
avances recientes en secuenciacion de genomas y el uso de organismos modelo no
convencionales hacen posible analizar, de manera mas amplia, la evolucion de familias de
genes y sus implicaciones funcionales en multiples linajes de mamiferos (Konopka &
Geschwind, 2010).

El estudio de la corteza cerebral tiene una relevancia doble. En primer lugar, desde
la perspectiva evolutiva, porque esta estructura es esencial para el procesamiento de
informacion compleja y la base de funciones cognitivas avanzadas. En segundo lugar, desde
la perspectiva biomédica, porque alteraciones en el desarrollo cortical o disfunciones en sus
redes neuronales se asocian con diversos trastornos del neurodesarrollo y enfermedades
neuropsiquiatricas, cuyas bases moleculares aun se desconocen en gran medida (Lodato &
Arlotta, 2015).

Por ello, identificar las firmas gendmicas asociadas al incremento en el numero de
neuronas corticales no solo aporta una comprension mas profunda de la evolucion del
cerebro, sino que también abre la posibilidad de esclarecer por qué este organo es
particularmente vulnerable a trastornos neurodegenerativos y del desarrollo. Este estudio,
por tanto, se justifica tanto por su valor cientifico en el entendimiento de la evolucién

cerebral, como por sus implicaciones en la biologia de la salud y la enfermedad.
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V. Objetivos

5.1. Objetivo general

Identificar las firmas gendmicas que subyacen de la composicion celular por conteo de

namero de neuronas en la evolucion de la corteza cerebral.

5.2. Objetivos especificos

1.

Compilar datos de composicion celular del cerebro en mamiferos y de sus genomas
secuenciados.

Identificar la asociacion entre el tamafio de la familia de genes y la composicion
celular en la corteza cerebral.

Especificidad de familias de genes

Caracterizar funcionalmente las familias de genes asociadas a la composicion celular
en la corteza cerebral. A través de enriquecimiento funcional en términos GO.
Caracterizar niveles de expresion espacio-temporal de familias de genes asociadas a
composicion celular en la corteza cerebral.

4.1 Identificar si las familias de genes asociadas a la corteza cerebral se expresan mas
en el cerebro, comparado con otros tejidos en humano

4.2 Identificar si las familias de genes se expresan mds en corteza cerebral que en
otras regiones del cerebro.

4.3 Identificar en qué etapa del desarrollo cerebral se expresan mas las familias de
genes en corteza cerebral.

Caracterizar los genes de las familias de genes asociadas a neuronas en corteza
cerebral.

5.1 Distribucion de las familias de genes de neuronas en corteza cerebral en el
genoma.

5.2 Enriquecimiento funcional de redes de interaccion proteina- proteina.
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VII. Materiales y Métodos

7.1. Datos de composicion celular del cerebro y de genomas secuenciados

en mamiferos

De la literatura disponible, se recopilaron datos publicados sobre composicion celular de
areas especificas del cerebro en mamiferos (ver Tabla 1), considerando unicamente aquellas
especies para las cuales se dispone de genoma secuenciado. Los datos incluyeron el numero
total de células neuronales y no neuronales, asi como el peso cerebral (en gramos) por region
analizada.

En el caso de las células no neuronales, se empleard el término células gliales o
simplemente glia, el cual engloba a diversos tipos celulares: oligodendrocitos, astrocitos,
microglias y células ependimarias. Estas células constituyen una proporcidn significativa
del tejido cerebral: se estima que representan entre el 50 % y el 90 % del total de células en
el cerebro, dependiendo de la region cerebral y de la especie analizada (Azevedo et al., 2009;
Herculano-Houzel, 2014).

Para asegurar una distribucion normal de la variable de conteo celular, estos valores
fueron transformados logaritmicamente (logq), siguiendo la metodologia propuesta por
Buzsaki & Mizuseki, 2014. La transformacion y procesamiento de los datos se realizé en el
entorno de programacion R utilizando el paquete “dplyr” (Wickham et al., 2014). Todos los
analisis posteriores que involucran esta variable se basan en su version transformada

logaritmicamente.

Tabla 1. Datos de composicion cerebral en especies distintas de mamiferos con genoma de
referencia disponible

Neuronas en
Neuronas en Masa

corteza Masa Masa
Especie cerebro cortical Referencias
cerebral corporal (gr) cerebral (gr)
(x10%) relativa (gr)
(x10°)
Titi comin 635.80 5.561 244.72 361 7.78 (Herculano-Houzel et al., 2007)
(Callithrix jacchus) ’
Perro doméstico 2252.69 65.491 52791 19700 86.462 (Jardim-Messeder et al., 2017)
(Canis familiaris)
Cuy 233.56 1.938 43.51 311 3.656 (Herculano-Houzel et al., 2011)
(Cavia porcellus)
Gato doméstico (Felis 1215.21 24.176 249.83 4500 34.858 (Jardim-Messeder et al., 2017)
catus)
Gorila 33400 377.2 9100 139842 500 (Herculano-Houzel & Kaas,
(Gorilla gorilla) 2011)
Rata topo 26.88 0.184 6.15 233 0.392
(Heterocephalus (Herculano-Houzel et al., 2011)
glaber)
86060 1232.93 16340 65000 1508.91 (Azevedo et al., 2009)
Humano 2

(Homo sapiens)
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Elefante 257043.47 2847.594 5593.241033 2750000 4480 (Herculano-Houzel et al., 2014)
(Loxodonta afiicana)

Macaco cangrejero 3440 36.226 800.96 5700 62.1 (Herculano-Houzel & Kaas,
(Macaca fascicularis) 2011)
Macaco Rhesus 6376.16 69.832 1710 3900 87.346 (Herculano-Houzel et al., 2007)
(Macaca mulatta)
Lémur raton gris 254.71 0.908 22.31 0.54 1.8 (Gabi et al., 2010)
(Microcebus murinus)
67.87 0.173 13.69 40.4 0.402
Ratén (Herculano-Houzel et al., 2011)
(Mus musculus)
404.43 3.123 38.95 809 5.429
Hurén (Jardim-Messeder et al., 2017)
(Mustela putorius furo)
494.20 4.448 71.45 46000 9.1
Liebre (Herculano-Houzel et al., 2011)
(Oryctolagus
cuniculus)
936 6.29 226.09 1314 10.15
Galago de Garnet (Herculano-Houzel et al., 2007)
(Otolemur garnettii)
10950 120.214 2880 8000 151.19 .
Babuino oliva (Gabi et al., 2010)
(Papio anubis)
188.87 0.769 31.02 315.1 1.724
Rata (Herculano-Houzel et al., 2011)
(Rattus norvegicus)
2220 35.78 292.96 1000 57.758
Cerdo (Kazu et al., 2014)

(Sus scrofa)
gr = gramos; lg; o= x10°

7.2. Anotaciones de familias de genes

Se obtuvieron anotaciones de familias de genes de 78 especies de mamiferos a partir de la
base de datos especializada Ensembl 2020 (Y ates et al., 2020). Durante la revision inicial, se
identificé que algunas especies presentaban un numero inusualmente bajo de genes
codificadores de proteinas, probablemente como consecuencia de una baja cobertura de
secuenciacion o de anotaciones gendmicas incompletas.

Para evaluar si esta observacion se debia a una baja calidad del genoma en lugar de a una
variacion bioldgica real en el nimero de genes, se definid un conjunto de genes de nucleo
de copia unica. Este conjunto consistié en todos aquellos genes presentes en al menos el 90
% de las especies y anotados siempre como una sola copia. Se observo que los genomas con
menos de 16,000 genes codificadores de proteinas anotados también carecian de un nimero
desproporcionadamente alto de estos genes nticleo de copia unica.

Como medida de calidad, se excluyeron del anélisis aquellas especies con menos de
16,000 genes codificadores de proteinas anotados, lo que permitié eliminar gran parte de la
asociacion entre el numero total de genes anotados y el recuento de genes nucleo de copia
unica. A partir de este filtrado, se seleccionaron 18 especies de mamiferos con genomas de
calidad suficiente y datos disponibles de composicion celular cerebral. El conjunto final
incluyo 3,854 familias de genes, correspondientes a las 18 especies seleccionadas. Para su

inclusion en el analisis comparativo, se aplicaron dos criterios adicionales:
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1. Cada familia debia estar presente en al menos el 80 % de las especies, con el fin de
eliminar familias de genes de evolucidn reciente, restringidas a linajes especificos.

2. Cada familia debia contener al menos dos genes en una o mas especies, para descartar
familias sin variacion en el nimero de copias o genes de copia Unica cuya variacion
se limitaré a eventos aislados de duplicacion o delecion.

3. Cabe aclarar que las familias de genes no se definieron en funcién de la presencia de
dominios individuales, sino mediante relaciones evolutivas de homologia; los
dominios proteicos fueron empleados como descriptores funcionales
complementarios.

Tras aplicar ambos filtros, el conjunto final quedé compuesto por 2,777 familias de genes.
La mayoria de estas familias génicas presentan un bajo nimero de copias, mientras que un
subconjunto reducido muestra expansiones notables, reflejando la distribucion esperada de
familias génicas en genomas de mamiferos como se muestra en la Figura suplementaria 2S,

utilizando el paquete “ggplot2” en R (Wickham, 2016).
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Figura 17. Arbol filogenético (politomia no resuelta) de las 18 especies de mamiferos analizadas, con genoma de
referencia y con datos de composicién celular cerebral. Las especies son: Titi comin (Callithrix jacchus), Perro
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doméstico (Canis familiaris), Cuy (Cavia porcellus), Gato doméstico (Felis catus), Gorila (Gorilla gorilla), Rata topo
(Heterocephalus glaber), Humano (Homo sapiens), Elefante (Loxodonta africana), Macaco cangrejero (Macaca
fascicularis), Macaco Rhesus (Macaca mulatta), Lémur raton gris (Microcebus murinus), Raton (Mus musculus), Hurén
(Mustela putorius furo), Liebre (Oryctolagus cuniculus), Galago de Garnet (Otolemur garnettii), Babuino oliva (Papio
anubis), Rata (Rattus norvegicus) y Cerdo (Sus scrofa). El arbol filogenético fue realizado sin escalas con iTol, las
ilustraciones de siluetas son de phylopic.org (Keesey, 2024).

Para representar visualmente las relaciones evolutivas entre las especies incluidas, se

generd un arbol filogenético utilizando la herramienta Interactive Tree of Life (iTOL;

https://itol.embl.de/) (Letunic & Bork, 2024). Ademas, las ilustraciones de las especies
fueron obtenidas del repositorio PhyloPic (2025) (https://www.phylopic.org/) para facilitar

la identificacion visual de cada especie (Keesey, 2024). Se construy6 un arbol filogenético
con el fin de representar visualmente las relaciones evolutivas entre las especies
seleccionadas, la topologia no refleja relaciones filogenéticas, ya que todas las ramas parten
de un tnico nodo comun con longitudes iguales, para indicar que no se infirieron relaciones
evolutivas en este andlisis. El diagrama se incluye unicamente para listar los taxones

analizados (Figura 17).

7.3. Regresiones filogenéticas entre el tamaiio de las familias de genes y los

parametros de composicion celular

Se empled un modelo de regresion con correccion filogenética para evaluar la asociacion
entre las variaciones en el tamafio de las familias de genes y la variacion fenotipica en
composicion celular entre especies, descartando el efecto de la ascendencia evolutiva
compartida. Especificamente, se implementd un modelo de regresion de minimos cuadrados
generalizados filogenéticamente (PGLS, por sus siglas en inglés: Phylogenetic Generalized
Least Squares) (Grafen, 1992). Este modelo utiliza una matriz de varianza-covarianza
filogenética derivada del arbol filogenético para ajustar la dependencia entre especies y
realizar un andlisis de regresion lineal mas preciso. Las regresiones filogenéticamente
corregidas se realizaron con el paquete “nlme” en R (Pinheiro & Bates, 2023), asumiendo
un modelo evolutivo de movimiento browniano (modelo evolutivo que describe cémo
cambian los rasgos a lo largo del tiempo en un arbol filogenético) y aplicando el método de
maxima verosimilitud para estimar los parametros del modelo.

Tras ejecutar los modelos PGLS, se calcularon los valores de correlacion (r) a partir
de los valores t, y los valores de significancia (p-value) fueron ajustados por pruebas

multiples mediante el método de Benjamini-Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995), con
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el fin de controlar la tasa de descubrimientos falsos (FDR, por sus siglas en inglés: False
Discovery Rate). Este procedimiento sigue los siguientes pasos:
1. Se ordenan los valores p en orden ascendente
2. Se calcula un valor critico para cada valor p, utilizando la formula:
i
)@
donde i es el rango del p-value, m es el nimero total de pruebas y Q la FDR deseada.
3. Se identifica el p-value mas grande que sea menor al valor critico correspondiente.
4. Y finalmente se designa a cada p-value que sea menor que el valor critico como
significativo.
Este método es mas poderoso que la correccion de Bonferroni, ya que clasifica cada hipotesis
de acuerdo a su p-value y posteriormente se asigna un umbral diferente y por consiguiente
esto permite controlar la tasa de descubrimientos falsos de una manera mas efectiva (Glueck
et al., 2008).

Inicialmente, se aplico un modelo PGLS simple, es decir, con un solo predictor (una

variable fenotipica como independiente y el tamafio de familia de genes como dependiente).
Sin embargo, al evaluar la especificidad del tamafio de familias de genes (GFS) entre
distintos fenotipos, se observo un solapamiento considerable de familias de genes asociadas
a mas de un fenotipo (ver Anexos, Figura 1S). Esto sugiere una alta correlacion entre
fenotipos, posiblemente derivada de su evolucion filogenéticamente correlacionada.
Para abordar esta covariacidon, se implementaron regresiones filogenéticas secuenciales
(Dormann et al., 2013; Graham, 2003). En este enfoque, se introdujeron simultineamente
dos variables predictoras en el modelo: el fenotipo de interés y los residuos de la regresion
entre un segundo fenotipo y el fenotipo principal. Este modelo, que denominamos PGLS
doble de predictor tnico, permite controlar el efecto compartido entre fenotipos y estimar la
contribucion especifica de cada uno a la variacion en el tamafio de las familias de genes
(Dormann et al., 2013; Graham, 2003).

Las familias de genes que presentaron una correlacion positiva y significativa (p <
0.05; r > 0), fueron clasificadas como familias en expansion. Por el contrario, aquellas con
una correlacion negativa y significativa (p < 0.05; r < 0) fueron clasificadas como familias
en contraccion.

Para evaluar la especificidad de estas asociaciones entre fenotipos, se generaron
diagramas de Venn, utilizando el paquete “ggplot2” en R (Wickham, 2016). Asi mismo, se

construyeron graficos de barras apiladas o porcentajes, para representar la proporcion
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relativa de familias de genes en expansion (significativas positivos) y contraccion
(significativas negativos), por cada fenotipo, utilizando el paquete “ggplot2” en R

(Wickham, 2016).

7.3.1 Caracterizacion funcional de familias génicas mediante dominios proteicos en

genes

Para caracterizar la arquitectura proteica de las familias génicas asociadas al nimero de
neuronas en corteza cerebral, se analizaron los dominios InterPro presentes en las proteinas
codificadas por dichas familias. Se calcul¢ la frecuencia relativa de cada dominio por especie
y se realizaron comparaciones entre perfiles de dominios, sin recurrir a una nueva
clasificacion funcional, de esta manera, la comparacion se centro en la arquitectura proteica
subyacente y no en la redundancia funcional, utilizando el paquete “ggplot2” en R

(Wickham, 2016).

7.4. Analisis de enriquecimiento funcional en términos de ontologia génica

Las anotaciones funcionales de términos de ontologia génica (Gene Ontology, GO) para cada

gen de cada especie se obtuvieron de Gene Ontology Consortium (Www.geneontology.org),

un recurso que proporciona informacion sobre las funciones biolodgicas, moleculares y
celulares de los genes y sus productos en una amplia variedad de especies (Ashburner et al.,
2000).

Para este andlisis, se utilizaron exclusivamente las familias de genes
significativamente asociadas a los fenotipos de interés, derivadas de los resultados del
modelo PGLS doble de predictor unico. A cada familia de genes se le asigné un término GO
si al menos uno de sus genes en cualesquiera de las 18 especies de mamiferos incluidas
presentaba dicha anotacion (Yates et al., 2020). Con el fin de evitar sesgos debidos a
términos GO poco representados, aquellos asociados con menos de 50 familias de genes se
agruparon bajo una categoria comun denominada "small GO". Esta agrupacion previene la
sobre interpretacion de categorias poco informativas y ayuda a conservar el poder estadistico
del analisis (Castillo-Morales et al., 2014). Las familias sin ninguna anotacién funcional GO
fueron clasificadas dentro de una categoria "unknown GO".

El anélisis de enriquecimiento funcional se realizd comparando la proporcion de
familias de genes asociadas a cada término GO en el conjunto de interés, frente a su
proporcion esperada en 1,000 muestras aleatorias de igual tamafio, extraidas del conjunto de

fondo (todas las familias de genes disponibles). Para cada término GO, se estimo un p-value
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a partir de la media y la desviacion estandar de su frecuencia en las muestras aleatorias. Estos
andlisis se realizaron en R utilizando los paquetes “parallel” y “biomaRt” (Bengtsson, 2020;
Durinck et al., 2005). Los resultados se visualizaron mediante mapas de calor (heatmaps),
que representan graficamente los procesos bioldgicos enriquecidos en cada uno de los
fenotipos.

Adicionalmente, se identificaron los genes humanos pertenecientes a las 385 familias
de genes significativamente asociadas a neuronas en corteza cerebral, obtenidas del analisis
PGLS doble de tnico predictor. Para ello, se utilizo la herramienta BioMart disponible en
Ensembl (https://www.ensembl.org/biomart), seleccionando el dataset Ensembl genes 110,

para Homo sapiens (GRCh38.p14), con los atributos Gene stable ID y PANTHER ID. El

filtrado se realiz6 con los paquetes “dplyr” (Wickham et al., 2014) y “biomaRt” (Durinck et
al., 2005) en R, resultando en un total de 3,500 genes humanos pertenecientes a las 385

familias asociadas a neuronas en corteza cerebral.

7.5. Analisis de expresion génica en el cerebro con respecto a otros tejidos

corporales a partir de datos del proyecto FANTOMS

Con base en los genes identificados dentro de las familias de genes significativamente
asociadas de manera positiva con neuronas en la corteza cerebral (derivadas del modelo
PGLS doble de unico predictor), se llevaron a cabo analisis posteriores de expresion génica
utilizando datos del proyecto FANTOMS (Functional Annotation of the Mammalian Genome
5) (https://fantom.gsc.riken.jp/5/).

FANTOMS proporciona un conjunto integral de datos de expresion génica obtenidos
mediante la técnica CAGE (Cap Analysis of Gene Expression), una metodologia de
secuenciacion de ARN que permite mapear con alta precision los promotores activos y los
sitios de inicio de transcripcion (TSS, Transcription Start Sites) en todo el genoma de forma
no sesgada (Hurst et al., 2015). Esta técnica captura los extremos 5° de los transcritos,
proporcionando una vision detallada de la regulacion transcripcional. Los datos disponibles
incluyen niveles de expresion génica en una amplia gama de tejidos y tipos celulares, tanto
en humanos como en ratones. Los perfiles de expresion estan organizados en dos categorias
principales: etapa fetal y etapa adulta (Lizio et al., 2015).

Para estandarizar los niveles de expresion génica, los datos fueron normalizados

mediante Z-score utilizando el lenguaje de programacion R, siguiendo la metodologia
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descrita por Hurst et al. (2015), con adaptaciones especificas a los objetivos de este estudio.

La formula utilizada fue:

g = &KW
g

Donde:

e x es el valor de expresion génica observado en un gen,
e s eslamedia de expresion génica esperada para todos los genes

® ¢ es ladesviacion estandar de la expresion esperada.

Esta normalizacion permite comparar directamente la expresion relativa de genes con
distintos niveles de expresion basal. Un Z-score positivo indica que un gen presenta mayor
expresion que la media esperada, mientras que un Z-score negativo indica una expresion
disminuida. Si se asume que no existen cambios netos en la expresion global entre tejidos,
la mediana del Z-score tiende a situarse cerca de cero. Para la manipulacion, filtrado y
organizacion de los datos, se utilizo el paquete “dplyr” (Wickham et al., 2014) en R,
mientras que la visualizacion de los resultados se realiz6 mediante graficos de densidad

construidos con el paquete “ggplot2” (Wickham, 2016) en R.

7.6. Analisis de expresion génica en la corteza cerebral en comparacion con

otras regiones en cerebro

A partir de los genes identificados en las familias génicas significativamente asociadas con
neuronas de la corteza cerebral, se analizaron los patrones de expresion génica espacio-
temporal en diferentes regiones del cerebro humano. Para ello, se utilizaron datos
transcriptomicos provenientes de la base de datos “RNA-seq Gencode v10 summarized to

genes” del consorcio BrainSpan (https://www.brainspan.org) (Miller et al., 2014).

BrainSpan recopila perfiles de expresion génica en 16 regiones del cerebro, que
incluyen la corteza cerebelosa, el niicleo mediodorsal del tdlamo, el estriado, la amigdala, el
hipocampo y once areas de la corteza cerebral, obtenidos a partir de muestras postmortem
de 57 donantes humanos de ambos sexos, de diversas etnias y rangos de edad que abarcan
desde el desarrollo embrionario hasta la edad adulta tardia (Kang et al., 2011). Para facilitar
la comparacion de la dinamica de expresion, los datos fueron organizados en tres grupos

etarios, definidos con base en las etapas clave del desarrollo cerebral:
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e Fetal: incluye edades expresadas en semanas post-concepcion (pcw),
correspondientes a etapas prenatales. Las edades reportadas en BrainSpan fueron:
8pcw, 9pcw, 12pcw, 13pcw, 16pcw, 17pcw, 19pcw, 21pew, 24pew, 25pcw, 26pcw,
35pcw y 37pcw. Esta etapa ha sido asociada con una alta actividad proliferativa y de
diferenciacion en el sistema nervioso central (SNC) (Dobbing & Sands, 1973).

e Infantil: Comprende las edades de 4 meses a 8 anos: 4mos, 10mos, lyrs, 2yrs, 3yrs,
4yrs y 8yrs. Durante esta etapa, se ha reportado una intensa actividad en la
sinaptogénesis y maduracion neuronal, especialmente en los primeros cuatro afios de
vida, con una desaceleracion posterior hasta alcanzar el 90% del volumen cerebral
final alrededor de los seis afios (Huttenlocher et al., 1982).

e Adulto: Agrupa las edades de 18 a 40 afios: 18yrs, 19yrs, 21yrs, 23yrs, 30yrs, 36yrs,
37yrs y 40yrs. Esta fase se caracteriza por procesos de mantenimiento cerebral y
posterior degeneracion progresiva, marcada por un adelgazamiento no lineal de la

corteza cerebral (Marsh et al., 2008).

Consideraciones sobre la exclusion de datos. Las edades intermedias 11yrs, 13yrs y 15yrs,
también disponibles en BrainSpan, fueron excluidas debido a que coinciden con la pubertad,
etapa caracterizada por intensos cambios hormonales que pueden inducir variabilidad
significativa en los patrones de expresion génica, generando posibles sesgos en el analisis
(Cameron, 2004).

Para cada grupo etario se calculo el promedio de los niveles de expresion génica,
considerando Unicamente estructuras de la corteza cerebral, incluido el hipocampo. La lista
completa de las estructuras incluidas se encuentra detallada en los Anexos (Tabla S2).
Posteriormente, se realizd un andlisis comparativo en R para evaluar los patrones de
expresion de las familias de genes significativamente asociadas a neuronas en corteza
cerebral, con énfasis en su comportamiento en esta region frente a otras areas cerebrales.
Para la manipulacion, clasificacion y andlisis de los datos se utilizaron los paquetes
estadisticos “dplyr” (Wickham et al., 2014) y “ggplot2” (Wickham, 2016). Los resultados se

visualizaron mediante graficos de densidad.

7.7. Analisis de expresion génica espacio-temporal

A partir de los datos transcriptomicos de la base de datos “RNA-seq Gencode vI0

summarized to genes” del consorcio BrainSpan (https://www.brainspan.org) (Miller et al.,

45


https://www.zotero.org/google-docs/?oukefb
https://www.zotero.org/google-docs/?AKRuTA
https://www.zotero.org/google-docs/?3B9yIf
https://www.zotero.org/google-docs/?d6Ej2Z
https://www.zotero.org/google-docs/?Vxhuqw
https://www.zotero.org/google-docs/?vErS0H
https://www.brainspan.org/
https://www.zotero.org/google-docs/?sQEi9i

2014) y con base en las modificaciones descritas previamente, se disefid0 un enfoque
adicional para evaluar la dindmica espacio-temporal de la expresion génica asociada a las
familias de genes vinculadas con neuronas de la corteza cerebral. Con este propoésito, se
construyeron dos bases de datos independientes, considerando la distribucion espacial
(region cerebral) y temporal (edad).

Los datos se clasificaron en grupos etarios especificos: 8pcw, 9pcw, 12pcw, 13pcw,
16pcw, 17pcw, 19pcw, 21pcw, 24pew, 25pew, 26pew, 35pew, 37pcw, 4mos, 10 mos, lyrs,
2yrs, 3yrs, 4yrs, 8yrs, 18yrs, 19yrs, 21yrs, 23yrs, 30yrs, 36yrs, 37yrs y 40yrs (pcw = semanas
post-concepcion, mos = meses; yrs = anos; Miller et al., 2014, 2017). Esta segmentacioén
permiti6é evaluar la evolucién de la expresion génica a lo largo del desarrollo cerebral
humano, desde etapas embrionarias hasta la adultez, de manera mas general.

e Base de datos 1 (normalizada). Los datos de expresion génica fueron normalizados
mediante Z-score, lo cual permiti6 una comparacion relativa entre genes,
independientemente de su nivel absoluto de expresion. Esta transformacion
estandariza los datos y facilita la identificacion de tendencias globales en la actividad
génica a lo largo del tiempo.

e Base de datos 2 (sin normalizar). En esta version, se utilizaron los datos sin
normalizacion, preservando la magnitud original de los niveles de expresion génica.
Este enfoque permite observar directamente los valores absolutos de expresion, y

puede ser util para interpretar la relevancia funcional de genes altamente expresados.

Para ambas bases de datos, se emplearon los paquetes estadisticos “dplyr” (Wickham et al.,
2014) para el procesamiento y clasificacion de los datos, y “ggplot2” (Wickham, 2016) para
la generacion de graficos de regresion lineal, con el fin de visualizar los cambios en la

expresion génica a lo largo del tiempo.

7.8. Caracterizacion de genes pertenecientes a familias asociadas a corteza

cerebral

Con base en los genes identificados en las familias génicas significativamente asociadas con
neuronas en la corteza cerebral, obtenidos a partir del analisis de PGLS doble de predictor
unico, se realizé una caracterizacion funcional, utilizando la herramienta bioinformatica

ShinyGO 0.80 (http://bioinformatics.sdstate.edu/go/). Esta plataforma web permite realizar

analisis de enriquecimiento funcional, visualizacion de datos gendmicos y exploracion de
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redes bioldgicas y otras funciones relacionadas con gendémica y protedmica, en una interfaz
web accesible (Ge et al., 2020).

Se realizd un anélisis de localizacién cromosémica para generar un mapa visual de
los genes pertenecientes a las familias de genes asociadas a neuronas en corteza cerebral,
con el objetivo de identificar regiones especificas del genoma humano enriquecidas con
estos genes. Los parametros establecidos para el analisis fueron los siguientes:

e Especie de referencia: Homo sapiens.
e Correccion por pruebas multiples: Se aplico un FDR < 0.05 utilizando el método de

Benjamini-Hochberg, para reducir la tasa de falsos positivos (Glueck et al., 2008).

e Numero de vias (“Pathways to show”): Se configurd para mostrar 20 vias bioldgicas,

permitiendo una vision general y enfocada de los resultados (Ge et al., 2020).

e Tamano de via (“Pathway size Min. / Max.”). Se establecio un rango de 10 a 500
genes por via, lo que facilita la inclusion de rutas bioldgicas con relevancia funcional

y evita sesgos hacia vias muy grandes o muy pequefias dando asi una visiébn mas

general (Ge et al., 2020).

e Eliminacion de Redundancia: Se activo la opcion “Remove Redundancy” para
eliminar términos funcionales redundantes y conservar aquellos mas representativos

(Ge et al., 2020).

e Visualizacion de identificadores de via: Se habilito la opcion “Show Pathway IDs”
para mostrar los identificadores unicos de cada via junto a sus nombres.
e Base de datos funcional seleccionada: Se selecciond “GO Biological Process”, 1o

cual permiti6 identificar procesos bioldgicos enriquecidos entre los genes analizados.

El andlisis de enriquecimiento funcional se baso en una prueba hipergeométrica, que evalua
si un conjunto de genes estd significativamente sobrerrepresentado en una categoria
funcional mas alla de lo esperado por azar. Para visualizar la distribucién de los genes a lo
largo del genoma humano, se utiliz6 la herramienta “GENOME” integrada en ShinyGO 0.80.
Este modulo permite detectar agrupaciones de genes mediante un modelo estadistico de
ventana deslizante ( “sliding window”), que evalta la distribucion de genes a lo largo del

genoma, con los siguientes parametros:

e Tamano de ventana (“Window Size"): Se establecio en 6 Megabases (Mb) para
obtener una resolucion adecuada que permita identificar agrupaciones de genes a lo

largo del genoma (Cirulli et al., 2022).
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e Numero de pasos por ventana ( “Steps in a window"): Se configur6 en 2, para obtener
una vision mas general de la distribucion gendmica (Cirulli et al., 2022).
e Correccion por FDR: Se establecio en 0.05, con el método de Benjamini-Hochberg

(Glueck et al., 2008).

Este andlisis permitié identificar clasteres de genes ubicados en regiones especificas del
genoma, lo que sugiere posibles mecanismos de regulacion compartida o duplicaciones

génicas localizadas.

7.9. Analisis de enriquecimiento funcional de redes de interaccion

proteina- proteina

Se realizé un analisis de interaccion proteina-proteina a partir del conjunto de genes
pertenecientes a las familias de genes significativamente asociados a neuronas en corteza
cerebral, derivadas del modelo PGLS doble de predictor uUnico, La conversion de
identificadores de genes a identificadores de proteinas en formato “UniProt Swiss-Prot” se
llevo a cabo utilizando el paquete “Biomart” (version 2.50.1) en R (Durinck et al., 2009).
Para construir y visualizar las redes de interaccion, se empled la herramienta “Cytoscape

StringApp” (https://cytoscape.org/), que permite la integracion de datos muy grandes

utilizando el servidor de STRING (Doncheva et al., 2019). STRING proporciona informacion
sobre interaccion proteina-proteina derivada de una amplia variedad de fuentes, incluyendo
experimentos de laboratorio, bases de datos de interacciones existentes, publicaciones
cientificas y métodos computacionales (Szklarczyk et al., 2023). Para la configuracion de
los parametros de Cytoscape StringApp, se utilizo la siguiente configuracion de parametros:

e Especie de referencia: Homo sapiens.

e Tipo de red (“Network type"): Se selecciond la opcion “physical network”, que
incluye unicamente interacciones fisicas directas entre proteinas, con evidencia
experimental, excluyendo asociaciones funcionales directas (Szklarczyk et al.,
2023).

e Umbral de confianza (“Confidence score Cutoff"): Se estableci6 en 0.9, para incluir
solo interacciones de alta confianza (Doncheva et al., 2019).

e Numero maximo de interactores adicionales (“Maximum Additional Interactors™):
Configurado en 30, para mantener redes compactas, facilitar la visualizacion y
detectar posibles relaciones no directas con proteinas del conjunto inicial (Szklarczyk

etal., 2023)

48


https://www.zotero.org/google-docs/?Oih2XY
https://www.zotero.org/google-docs/?gfcskl
https://www.zotero.org/google-docs/?cj66Mh
https://cytoscape.org/
https://www.zotero.org/google-docs/?xLAJAp
https://www.zotero.org/google-docs/?aip6uE
https://www.zotero.org/google-docs/?aO3c5R
https://www.zotero.org/google-docs/?aO3c5R
https://www.zotero.org/google-docs/?jhepTK
https://www.zotero.org/google-docs/?WyjHiS
https://www.zotero.org/google-docs/?WyjHiS

e Uso de delimitadores inteligentes (“Use Smart Delimiters”): Activado para facilitar
el procesamiento de multiples identificadores proteicos (Doncheva et al., 2019).

e (Carga de datos de enriquecimiento (“Load Enrichment Data”): Activo para
incorporar automaticamente datos funcionales relacionados con las proteinas

analizadas (Doncheva et al., 2019).

Una vez generada la red de interaccion, se aplicéd un filtrado funcional utilizando la opcion
“Filter STRING Enrichment table”, configurada con los siguientes parametros:

e C(Categoria funcional seleccionada (“Select category”): “GO Biological Process”,
para identificar procesos bioldgicos enriquecidos, que estan relacionados con el
conjunto de proteinas de interés (Ashburner et al., 2000).

e Eliminacion de términos redundantes (“Remove redundant terms”): Activada para
mejorar la especificidad del andlisis (Supek et al., 2011).

e Corte de redundancia (“Redundancy Cutoff"): Se establece en 0.5, eliminando
términos que comparten mas del 50% de las proteinas asociadas, conservando s6lo

los mas representativos (Supek et al., 2011).

Ademas, se eliminaron de la red aquellas proteinas que no presentan interacciones, con el
objetivo de reducir el ruido de fondo y enfocar el andlisis en interacciones biolégicamente
relevantes (Szklarczyk et al., 2023). A partir de la tabla de enriquecimiento, se seleccionaron
los seis procesos bioldgicos mas significativos en el analisis (p < 0.05). Para cada proceso,
se extrajo el subconjunto de proteinas asociadas y se generaron redes de interaccion
independientes en Cytoscape StringApp. Se aplico el algoritmo de agrupamiento “Markov
Cluster” (MCL), incluido en la misma plataforma, que permite identificar clusteres
funcionales dentro de la red. Este algoritmo simula el flujo de densidad a través de las
interacciones, agrupando nodos densamente conectados, lo que facilita la interpretacion de
modulos funcionales dentro de cada proceso bioldgico de interés (Doncheva et al., 2019).
Las redes generadas se visualizan mediante la interfaz grafica de Cytoscape
StringApp, 1o cual permite una representacion clara de las interacciones proteina-proteina y

su asociacion con funciones biologicas clave.
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VIII. Resultados

Para este estudio se seleccionaron 18 especies de mamiferos de las que se dispone tanto de
datos publicados sobre la composicion celular de la corteza cerebral, asi como de un genoma
de referencia disponible. Estos datos permitieron evaluar la relacion entre los parametros de
composicion de células neuronales corticales y el tamano de 2,777 de las familias de genes.

La seleccion de especies se describe con mayor detalle en la seccion de metodologia.

8.1 Analisis de regresion lineal con correccion filogenética vy
caracterizacion funcional de familias de genes asociadas con cambios en la

composicion celular en corteza cerebral

Empleando un andlisis de regresion de minimos cuadrados generalizados (PGLS, por sus
siglas en inglés: Phylogenetic Generalised Least Squares) que aplica andlisis de regresion y
tomando en cuenta la no independencia de los puntos debido a las relaciones filogenéticas
de las especies, identificamos familias de genes, cuyo tamafio (GFS, por las siglas en inglés
de Gene Family Size) esté asociado al nimero de neuronas en corteza en distintas especies
tras corregir el umbral de significancia por tests miltiples mediante el método de Benjamini-
Hochberg. Para descartar que las familias asociadas estén ligadas a la mayor cantidad de
células y no a la expansion especifica del nimero de neuronas, se realizo un PGLS de dos
predictores incluyendo el numero de glia como variable predictora adicional.

Cabe mencionar que el incorporar el numero de células gliales como variable
independiente tiene el proposito de evaluar la especificidad de la asociacion entre el GFS y
el namero de neuronas en corteza cerebral. Lo que permite descartar que las asociaciones
estén influenciadas por un efecto sistémico del total de células corticales y permite
comprobar si las asociaciones gendomicas son especificas para las neuronas corticales.

Este resultado, identifico 385 familias de genes significativamente asociadas al
numero de neuronas en la corteza cerebral, asi mismo se mostrd una expansion en estas
familias estadisticamente positiva (» > 0; p < 0.05; Figura 18-A). En contraste, solo 14
familias de genes mostraron una contraccion significativa negativa (r < 0; p < 0.05; Figura
18-A).

En un estudio anterior, se encontraron asociaciones de tamafo de familias de genes
con el tamafo de la corteza relativo al tamafio del resto del cerebro. Para descartar que las
asociaciones encontradas con el nimero de neuronas se explican por el cardcter general del

tamaio se realizé un PGLS que en esta ocasion incluia tanto nimero de neuronas en corteza
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como el tamafio relativo de la corteza. Se obtuvo un total de 414 familias asociadas al nimero
de neuronas de la corteza y 116 al tamafio relativo de la corteza. En asociaciones negativas
se encontr6 34 familias asociadas a nimero de neuronas en corteza y 437 a tamafio de la
corteza relativo al tamafio total del cerebro.

Finalmente, para descartar que las asociaciones encontradas con el numero de
neurona en corteza se explican como un efecto sistémico del aumento en el niimero de
neuronas en todo el cerebro se realizé un tercer PGLS de dos predictores, en esta ocasion
incluyendo nimero de neuronas en corteza y numero de neuronas en el cerebro completo.
Se encontr6 un total de 398 familias asociadas con nimero de neuronas en la corteza y 36
en todo el cerebro. En las asociaciones negativas encontramos 27 familias asociadas al

nimero de neuronas en corteza y 2 con el nimero de neuronas en cerebro completo.
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A partir de estos resultados, dado el numero reducido de familias asociadas negativamente
a los fenotipos evaluados y la dificultad de caracterizar nimeros reducidos, se considerd
unicamente las familias de genes con asociaciones significativamente positivas, para los
analisis posteriores, ya que estas reflejan una expansion del tamafio de la familia génica.

Evaluando la especificidad de estas asociaciones, se realizaron diagramas de Venn,
donde se comparé el GFS asociado a fenotipos de interés. Comparando el GFS asociado al
numero de neuronas y glia en la corteza cerebral, mostrando un 0% de solapamiento entre
ambas (Figura 19-A), indicando que las asociaciones genOmicas son especificas para el
numero de neuronas corticales y no reflejan un efecto general del total de células corticales.

De igual forma, al comparar el GFS de neuronas en corteza cerebral y neuronas en
cerebro completo, mostré un 0% de solapamiento (Figura 19-C), descartando también un
efecto sistémico generalizado. Y por ultimo comparando el GFS de neuronas en corteza
cerebral y la masa cortical relativa, revelo seis familias de genes compartidas entre ambos
fenotipos (Figura 19-B).
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resultados en analisis de PGLS doble de
(8.8%) predictor unico. Se utilizaron los GFS
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positiva (p < 0.05). A) GFS de neuronas y
glia en corteza cerebral. B) GFS de

B GFS ~ Neuronas en Corteza vs Masa Cortical Relativa namero de neuronas en corteza cerebral y
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También se analizo la distribucion del numero de copias génicas por familia de genes en las
especies estudiadas, tanto para el conjunto completo de familias génicas (n = 2777; Figura
2S), con un rango que oscila entre 1 y 400 copias. Y para el subconjunto de familias
asociadas al nimero de neuronas en corteza cerebral (n = 385; Figura 3S), el rango de copias
se redujo significativamente a un intervalo de 5 a 120. Este contraste sugiere que, mientras
las expansiones masivas en el genoma general (2777 familias de genes), pueden responder
a demandas biologicas diversas y mas generales, el set especifico (385 familias de genes),

opera bajo un régimen de seleccion mas restrictivo y especializado (Figura 4S).

8.1.1. Caracterizacion funcional de familias génicas mediante dominios proteicos en

genes

Con el fin de describir la arquitectura proteica de las familias génicas asociadas al numero
de neuronas en corteza cerebral, se analiz6 la distribucion de dominios InterPro presentes
en las proteinas codificadas por dichas familias. Para cada especie se construy6 un perfil
relativo de dominios, normalizando la frecuencia de aparicién de cada dominio por el total
de dominios detectados.

El perfil relativo de dominios por especie indica que el aumento de neuronas no se
debe a la aparicion de nuevos tipos de dominios, sino quizas a cambios en la expresion de
genes que ya existian o a mutaciones puntuales (sustituciones de aminoacidos). Dominios
como C2, inmunoglobulinas y quinasas, sugieren que el aumento del nimero de neuronas
corticales en mamiferos no es un evento simple, sino que esta respaldado por una expansion
coordinada de dominios que mejoran la adhesion celular (inmunoglobulinas), la transmision

de senales (quinasas) y el soporte estructural/energético (Figura 20).

El analisis de distribucion filogenética mediante el heatmap revela una
marcada convergencia evolutiva en la arquitectura de dominios proteicos. Especies con altos
conteos neuronales pertenecientes a linajes divergentes muestran un perfil de dominios

enriquecido de manera analoga (Figura 21).
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Figura 20. Perfil relativo de dominios presentes por especie, en las 385 familias de genes asociadas a neuronas en

corteza cerebral. La grafica de barras muestra la proporcion relativa de los dominios mas abundantes por especie,

normalizada por el total de dominios detectados, comparando la composicion estructural del repertorio proteico entre

especies independientemente del tamafio absoluto del genoma o del niimero total de anotaciones.
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Figura 21. Distribuciéon comparativa de dominios proteicos presentes por especie, en las 385 familias de genes
asociadas a neuronas en corteza cerebral. El featmap muestra la abundancia relativa normalizada de dominios InterPro
por especie. Los colores indican desviaciones relativas respecto al promedio, permitiendo identificar patrones de

conservacion estructural y variacion en la arquitectura proteica entre especies de mamiferos.
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8.1.2. Enriquecimiento funcional en términos de Gene Ontology (GO) entre los GFS de

neuronas corticales y de glia cortical: resultados del PGLS doble

Se realizé un andlisis de enriquecimiento funcional utilizando términos de Gene Ontology

(GO) apartir de las 385 familias de genes significativamente positivas (p < 0.05), asociadas

con el numero de neuronas en la corteza cerebral y las 37 familias de genes

significativamente positivas (p < 0.05), asociadas a el nimero de células gliales en corteza

cerebral. Mediante un mapa de calor (HeatMap), se revelaron procesos bioldgicos

enriquecidos para estas familias de genes (Figura 22).

El GFS de neuronas corticales revel6 una sobrerrepresentacion de procesos

bioldgicos asociados principalmente a funciones inmunolégicas y de comunicacion celular,

destacando los siguientes términos GO:
e Respuesta de defensa
e Proceso de metabolismo de fosfolipidos

e Sistema inmune adaptativo

e Presentacion de antigenos peptidicos exdgenos a través del complejo mayor

de histocompatibilidad (MHC) de clase II

e Regulacién positiva de la respuesta inflamatoria

positive regulation of inflammatory response

antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class Il
adaptive immune response

phospholipid metabolic process

defense response

positive regulation of smooth muscle cell proliferation

positive regulation of peptidyl-tyrosine phosphorylation

kidney development

positive regulation of peptidyl-serine phosphorylation

positive regulation of protein kinase B signaling

Corticalneurons

Corticalglia

0.03

Figura 22. Sobrerrepresentacion de anotaciones funcionales entre el GFS asociadas al nimero de neuronas en
corteza cerebral y glia en corteza cerebral. Los términos GO significativamente enriquecidos en el mapa de calor se
muestran en colores que van del amarillo (p = 0.05) al azul (p = 0). Con correccion de FDR de Benjamini-Hochberg.

Y en su contra parte, el GFS de células gliales en corteza cerebral reveld procesos como:
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e Regulacion positiva de la sefializacion de la proteina B quinasa
e Regulacion positiva de la fosforilacion de peptidil-serina

e Desarrollo del rifion

8.1.3. Enriquecimiento funcional en términos de Gene Ontology (GO) entre los GFS del

nimero de neuronas corticales y la masa cortical relativa: resultados del PGLS doble

Para determinar si la asociacion observada entre GFS y el nimero de neuronas en la corteza
cerebral se podria explicar también por la masa cortical relativa, se realiz6 un segundo
andlisis PGLS doble de tnico predictor, incorporando ambas variables. Los resultados

identificaron:

e 414 familias de genes en expansion, significativamente asociadas al numero de
neuronas en corteza cerebral (p < 0.05; Figura 18-B)
e 116 familias de genes en expansion, significativamente asociadas a la masa cortical

relativa (p < 0.05; Figura 18-B)

El andlisis de enriquecimiento funcional en términos GO (Figura 23), revelo que el GFS

asociado a neuronas corticales estan enriquecidas en procesos biologicos relacionados con:

e Regulacion positiva de la proliferacion celular en musculo liso
e Respuesta de defensa

e Respuesta inmune

e Metabolismo de fosfolipidos

e Respuesta inmune adaptativa.

e Regulacion positiva de la respuesta inflamatoria

En contraste, el GFS asociadas a la masa cortical relativa no presentd categorias GO

significativamente enriquecidas.
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Figura 23. Sobrerrepresentacion de anotaciones funcionales entre el GFS asociadas al nimero de neuronas en la
corteza cerebral y la masa cortical relativa. Los términos GO significativamente enriquecidos en el mapa de calor se
muestran en colores que van del amarillo (p = 0.05) al azul (p = 0). Con correccion de FDR de Benjamini-Hochberg.

8.1.4. Enriquecimiento funcional en términos de Gene Ontology (GO) entre los GFS,
del nimero de neuronas corticales y el nimero de neuronas en cerebro completo:

resultados del PGLS doble

Con el objetivo de evaluar si la asociacion entre GFS y el nimero de neuronas en la corteza
cerebral representa un patron especifico o un patron generalizado en el cerebro completo, se
implementd un tercer analisis de PGLS doble de predictor unico. Utilizando los GFS del
nimero de neuronas en corteza cerebral y el nimero de neuronas en cerebro completo. Este
enfoque permite controlar la colinealidad entre ambos fenotipos y distinguir si las
asociaciones encontradas se deben exclusivamente a la corteza o reflejan una tendencia

general de expansion neuronal en todo el cerebro. Estos resultados mostraron:

e 398 familias de genes en expansion, significativamente asociadas al numero de
neuronas en corteza cerebral (p < 0.05; Figura 18-C).
e 36 familias de genes en expansion, significativamente asociadas al niimero de

neuronas en cerebro completo (p < 0.05; Figura 18-C).

El analisis de enriquecimiento funcional en términos GO, revelo para el GFS asociadas a
neuronas corticales (Figura 24), procesos bioldgicos similares al primer andlisis en corteza
cerebral destacando:

e Presentacion de antigenos peptidicos exogenos a través del complejo mayor de

histocompatibilidad (MHC) de clase II
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e Respuesta de defensa

e Respuesta inmune

e Regulacion positiva de la respuesta inflamatoria
e Sistema inmune adaptativo

e Proceso de metabolismo de fosfolipidos

Por otro lado, para el GFS asociados a neuronas en el cerebro completo reveld procesos

biolégicos como:

e Regulacion positiva de la sefializacion de la proteina B quinasas
e Regulacion positiva de la fosforilacion de peptidil-tirosina

e Desarrollo del rifion

phospholipid metabolic process o
adaptive immune response 0.04
positive regulation of inflammatory response
immune response 0.03
defense response
antigen processing and presentation of exogenous peptide antigen via MHC class Il 0.02
positive regulation of smooth muscle cell proliferation
positive regulation of peptidyl-tyrosine phosphorylation
kidney development 001
positive regulation of protein kinase B signaling 0.0

Corticalneurons
Brain.neurons

Figura 24. Sobrerrepresentacion de anotaciones funcionales entre el GFS asociadas al nimero de neuronas en
corteza cerebral y el nimero de neuronas en cerebro completo. Los términos GO significativamente enriquecidos en
el mapa de calor se muestran en colores que van del amarillo (p = 0.05) al azul (p = 0). Con correcciéon de FDR de
Benjamini-Hochberg).

8.2. Caracterizacion de la expresion génica espacio-temporal de genes
pertenecientes a familias de genes asociadas a corteza cerebral con
respecto a otros tejidos del cuerpo humano

Una vez observada la especificidad de los resultados, para las 385 familias de genes con

asociacion al nimero de neuronas en corteza cerebral identificadas, que constituyen una

posible firma gendmica, constituyendo la base de los analisis posteriores.
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Para lograr una caracterizacion funcional més precisa, se utilizaron genes individuales (3,500
genes en humano, como se describe en la metodologia), pertenecientes a estas familias, en
lugar de trabajar con las familias como unidades. Para poder capturar patrones de expresion
especificos, los cuales podrian perderse si se analizara unicamente el nivel de familia génica.
El objetivo de estos analisis, fue caracterizar detalladamente las 385 familias de genes
asociadas a neuronas en corteza cerebral, evaluando si su expresion es especifica en el
cerebro en comparacion con otros tejidos del cuerpo humano. Buscando también determinar
si su regulacion esté restringida a etapas especificas del desarrollo.

El analisis se realizé considerando los dos grupos de donantes reportados en la base
de datos FANTOMS: en fetos y adultos. Y responder la siguiente pregunta: ;Los genes
pertenecientes a estas familias se expresan preferentemente en el cerebro en comparacion

con otros tejidos del cuerpo humano?

8.2.1. Expresion génica en el cerebro, de genes asociados al nimero de neuronas en
corteza cerebral, en comparacion con otros tejidos del cuerpo humano, en etapas fetal

y adulta

Contrario a lo esperado, los resultados mostraron que los genes pertenecientes a las 385
familias significativamente asociadas a neuronas corticales no presentan una expresion
diferencial elevada en el cerebro frente a otros tejidos. Tanto en la etapa fetal como en la
etapa adulta, la media observada de expresion génica (representada por la linea punteada
roja; Figura 25 A y B), fue consistentemente inferior a la media esperada, bajo un escenario

de distribucion aleatoria (linea continua negra; Figura 25 A y B).
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Figura 25. Expresion génica de genes asociados a neuronas en corteza cerebral, en comparacion con otros tejidos en
el cuerpo humano en etapas fetal y adulta. A) “Neuronas en corteza cerebral en etapa fetal”, B) “Neuronas en corteza
cerebral en etapa adulta”. La linea discontinua roja muestra la media real de la expresion génica dada por el promedio del
cerebro total, en comparacion con otros tejidos del cuerpo humano, de genes asociados a neuronas corticales. La linea negra
continua representa la distribucion de medias para la clasificacion de la expresion génica en el cerebro en comparacion con

[Tt}

otros tejidos del cuerpo, de muestras de genes seleccionadas aleatoriamente 1000 veces al azar. Eje “y” muestra densidad
(density), eje “x” muestra expresion génica dada por el promedio del cerebro total (fotalBrainAVG).

8.3. Caracterizacion de la expresion génica espacio-temporal de genes
pertenecientes a familias de genes asociadas a la corteza cerebral con

respecto a otras regiones cerebrales

Aqui se evalu6 si los genes de estas 385 familias de genes asociadas a neuronas en la corteza
cerebral presentan una expresion diferencial en dicha region con respecto a otras regiones
del cerebro humano. Para determinar si la expresion génica estd restringida o es
predominante en la corteza cerebral, lo que apoyaria su papel especifico en el desarrollo y
funcionamiento de esta estructura.

Utilizando la base de datos “RNA-seq Gencode vI0 summarized to genes” de
BrainSpan, los datos se clasificaron en tres grupos etarios de acuerdo con las etapas
reportadas por los donantes; fetal, infantil y adulta como se describe en la metodologia.
Planteando responder si: ;Los genes pertenecientes a las familias asociadas al niimero de
neuronas en la corteza cerebral se expresan con mayor intensidad en la corteza cerebral en

comparacion con otras regiones cerebrales?

8.3.1. Expresion génica en la corteza cerebral frente a otras regiones del cerebro, para
genes asociados al nimero de neuronas en corteza cerebral, en etapas fetal, infantil y

adulta
Los resultados revelaron patrones diferenciados segtn la etapa del desarrollo:

e [Etapa fetal: se observd una expresion génica en promedio menor en la corteza
cerebral en comparacion con lo esperado (Figura 26-A). Este resultado es coherente
con el hecho de que, durante esta etapa, el cerebro se encuentra en plena fase de
neurogénesis, caracterizada por la proliferacion y diferenciacion de progenitores
neuronales.

e Etapa infantil: se revel6 una sobreexpresion significativa de los genes evaluados en
la corteza cerebral (Figura 26-B). Esta etapa coincide con un periodo de intensa

sinaptogénesis, establecimiento de redes neuronales, y maxima plasticidad cerebral.
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e FEtapa adulta: aqui la expresion génica se mantuvo elevada, aunque con un ligero
descenso con respecto a la etapa infantil (Figura 26-C). Este patron es consistente

con la transicion hacia una fase de mantenimiento funcional del cerebro adulto.
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Figura 26. Expresion génica de genes asociados a neuronas en corteza cerebral, en comparacién con otras regiones
del cerebro humano en etapas: fetal, infantil y adulta. A) Neuronas en corteza cerebral en etapa fetal. B) Neuronas en
corteza cerebral en etapa infantil. C) Neuronas en corteza cerebral en etapa adulta. La linea discontinua roja muestra media
real de expresion génica dada por el promedio del cerebro total, en comparacion con otras regiones del cerebro, de genes
asociados a neuronas corticales. La linea negra continua representa la distribucion de medias para la clasificacion de la
expresion génica en el cerebro en comparacion con otras regiones del cerebro, de muestras de genes seleccionadas
aleatoriamente 1000 veces al azar. Eje “y” muestra densidad (density), eje “x” muestra expresion génica dada por el
promedio del cerebro total (totalBrainAVG).
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8.4. Etapas clave del desarrollo cerebral con mayor expresion de genes

asociados a neuronas corticales

Para comprender con mayor precision los patrones temporales de expresion génica de los
genes pertenecientes a las 385 familias de genes asociadas a neuronas en la corteza cerebral,
se planted la siguiente interrogante: ;A qué edad estos genes pertenecientes a estas familias
muestran su mayor nivel de expresion en la corteza cerebral?

Empleando nuevamente los datos de la base de “RNA-seq Gencode v10 summarized
to genes” de BrainSpan, con una clasificacion espacio-temporal especifica descrita ya en la

metodologia, se desarrollaron dos enfoques analiticos complementarios:

1. Base de datos 1: Los valores de expresion génica fueron normalizados mediante Z-
score, con el objetivo de facilitar la comparacion entre genes con diferentes niveles
de expresion relativa a lo largo del tiempo.

2. Base de datos 2: Se conservaron los valores de expresion sin normalizar, permitiendo

evaluar la magnitud real de la expresion génica en cada etapa del desarrollo.

Esta estrategia dual permite analizar la expresion desde un enfoque comparativo
(variabilidad relativa entre edades), también desde una perspectiva absoluta, revelando
tendencias generales y picos de actividad transcripcional clave en el desarrollo de la corteza

cerebral.

8.4.1. Dinamica espacio-temporal de la expresion génica de genes pertenecientes a

familias asociadas significativamente a neuronas en corteza cerebral

Los resultados del analisis espacio-temporal de la expresion génica, revelaron lo siguiente:

e Analisis con base de datos 1 (normalizada con Z-score): Se observé una pendiente
negativa con un coeficiente de determinacion de R? = 0.149 (14.9%; Figura 27-A).
Indicando una ligera disminucion en la expresion génica a lo largo del tiempo. Al
estar normalizados, los valores se centran alrededor de la media, permitiendo una
mejor comparacion relativa entre genes, pero sin conservar su magnitud real de
expresion.

e Analisis con base de datos 2 (sin normalizar): También mostré una pendiente
negativa, pero con un coeficiente de determinacion mas alto, de R* = 0.271 (27.1%)

(Figura 27-B). Reflejando la magnitud real de la expresion génica, mostrando una
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relacion mas robusta entre la edad y la disminucion de la expresion génica en la

corteza cerebral.

A
Neuronas en corteza cerebral Neuronas en corteza cerebral
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Figura 27. Patrones de temporalidad de expresion génica de las familias de genes significativos asociados a neuronas
de corteza cerebral con respecto a etapas del desarrollo cerebral humano (edad). A) Niveles de expresion de genes
asociados a neuronas en corteza cerebral (datos normalizados por Z-score). B) Niveles de expresion de genes asociados a
neuronas en corteza cerebral (datos sin normalizar). Linea discontinua indica el punto de nacimiento. Linea continua verde
indica la linea de tendencia. Puntos indican cada uno de los grupos por edad que van desde las 8 pcw hasta los 40 afios.

8.5. Caracterizacion funcional y genémica de los genes pertenecientes a

familias asociadas a corteza cerebral

Para caracterizar de manera mas precisa las propiedades biologicas y gendmicas de los genes
pertenecientes a estas 385 familias de genes asociadas a neuronas en corteza. Se realizé un
analisis funcional utilizando la herramienta bioinformatica ShinyGO 0.80. Con la finalidad
de explorar su distribucion en el genoma humano, y detectar regiones con una concentracion
de enriquecimiento significativa de estos genes o su dispersion a lo largo del genoma. Para
inferir posibles relaciones evolutivas o funcionales a partir de la proximidad cromosdmica o

la organizacion en clusteres.

Dado que la formacion de familias de genes es el resultado de eventos de duplicacion
génica a partir de genes ancestrales, se espera que aquellas familias con funciones similares
puedan encontrarse agrupadas fisicamente en regiones especificas del genoma, lo cual podria
reflejar procesos de co-expresion o regulacion coordinada. Por otro lado, una distribucion

mas dispersa sugeriria una especializacion funcional o una pérdida de vinculos genémicos a

64



lo largo del tiempo evolutivo. Los andlisis realizados permitieron integrar esta informacion
en tres ejes: ubicacion gendmica, agrupamiento funcional y asociacidn con procesos

bioldgicos.

8.5.1. Distribucion genémica de los genes pertenecientes a familias de genes asociadas

significativamente a neuronas en corteza cerebral

Los resultados del analisis identificaron 17 regiones gendmicas enriquecidas que mostraron
una distribucidon no aleatoria de genes a lo largo del genoma humano. Estas regiones se
localizan en varios cromosomas, destacando los siguientes cromosomas; 5, 6, 7, 15, 17, 19,

21,22 y X (Figura 28).
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Figura 28. Distribucion de genes pertenecientes a familias de genes significativos para neuronas en corteza cerebral.
Las lineas violetas indican regiones donde los genes estan mas enriquecidos. Los puntos rojos representan los genes de
interés distribuidos a lo largo del genoma. El eje “X” muestra cromosomas individuales, mientras que el eje “Y” indica la
posicion de los genes en mega pares de bases. Con correccion FDR de Benjamini-Hochberg p < 0.05. chr= Cromosoma,
Mbp= Mega pares de bases.
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La Tabla 2, describe de manera general, el contenido genético de estas 17 regiones
especificas, destacando los genes mas representativos que podrian estar implicados en
procesos relevantes en el cerebro.

Tabla 2. Distribucion de Genes en regiones enriquecidas en todo el genoma Humano

Chr  Regién (Mbp) Familia Gen Funcion principal
5 14.14 - 17.63 TRIPLE FUNCTIONAL RIO Regulacion del citoesqueleto,
DOMAIN PROTEIN migracion y morfogénesis neural
TRANSCRIPTION TAF11L2, TAF11L3, TAF11L4, TAF11LS,
Transcripcion basal, coactivador de
INITIATION FACTOR TFIID TAF11L6, TAF11L7, TAF1ILS, TAF11L9,
ARN polimerasa IT
SUBUNIT 11 TAFI1IL10, TAF1IL11, TAF11LI2,
6 25.96 -36.94 TRIM10, TRIM1S5, TRIM26, TRIM27,

E3 UBIQUITIN-PROTEIN
LIGASE TRIM

TRIM31, TRIM3S8, TRIM39, TRIM39-RPP21,
TRIM40

Ubiquitinacion, respuesta inmune

BUTYROPHILIN
SUBFAMILY 3 MEMBER Al

BTN3A1, BTN3A42, BTN343, BINIAI,
BTN2A1, BTN2A42

Activacion de células T yd

Citocina proinflamatoria

TUMOR NECROSIS FACTOR TNF
multifuncional.
DEATH DOMAIN- . .
DAXX Apoptosis y control del ciclo celular
ASSOCIATED PROTEIN 6

E3 UBIQUITIN-PROTEIN
LIGASE PPPIR11

PPPIRII, PPPIRIS

Inhibidor especifico de la proteina

fosfatasa-1 (PP1)

RAS_RAP GTPASE-

ACTIVATING PROTEIN SYNGAPI Plasticidad sinaptica
SYNGAP
HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DMA, HLA-
HLA CLASS I DMB, HLA-DOA, HLA-DOB, HLA-DPAI,
HISTOCOMPATIBILITY HLA-DPBI, HLA-DQAI, HLA-DQBI, HLA- Presentacion antigénica

ANTIGEN, A ALPHA CHAIN

DQB2, HLA-DRA, HLA-DRBI, HLA-DRBS,

HLA-E,

MHC CLASS I
POLYPEPTIDE-RELATED MICA, MICB Inmunidad epitelial
SEQUENCE A-RELATED
MEDIATOR OF DNA

Citocina producida por los
DAMAGE CHECKPOINT MDC1

linfocitos.
PROTEIN 1
NF-KAPPA-B INHIBITOR- Inhibidor de NFKB, su funcién atin

NFKBIL1

LIKE PROTEIN 1

no se ha determinado aun

HSPAI1

HSPAIA, HSPAIB, HSPAIL

Proteina de choque térmico

COMPLEMENT C4-A-
RELATED

C44, C4B

Codifica la forma 4acida del factor 4
del complemento, parte de la via de

activacion clasica.

66



7

15

(Region 1) 73.01
-77.19

(Regién 2) 102.66
~107.58

26.54 - 36.88

LYMPHOCYTE ANTIGEN 6

LY6G5B, LY6GS5C, LY6G6C, LY6G6D,

Activacion inmune

COMPLEX LOCUS PROTEIN LY6GGF, LY6GO6F-LY6G6D
SUPPRESSOR APC DOMAIN-
SAPCDI Proliferacion celular
CONTAINING PROTEIN 1
ADVANCED
GLYCOSYLATION END
AGER Inflamacion crénica
PRODUCT-SPECIFIC
RECEPTOR
LYMPHOTOXIN- Citocina producida por los
LTA, LTB
ALPHA/BETA linfocitos.
SPDYEI0, SPDYELI, SPDYE12, SPDYEI3,
SPEEDY PROTEIN E10-
SPDYEI14, SPDYEIS5, SPDYE16, SPDYE17,  Ciclo celular (fase G1/S)
RELATED

SPDYEIS, SPDYES.

E3 UBIQUITIN-PROTEIN
LIGASE TRIM

TRIMS50, TRIM73

Con actividad idéntica de union a
proteinas, participa en la respuesta

inmunitaria innata.

NUCLEAR ENVELOPE PORE
MEMBRANE PROTEIN POM

POM1I121C, POMZP3

Participa en la exportacion de ARN
desde el ntcleo y la importacion de

proteinas al nicleo

C-C MOTIF CHEMOKINE 3-
LIKE 1

CCL24, CCL26

Citocinas, proteinas secretadas que
participan en procesos

inmunorreguladores e inflamatorios.

CLAUDIN-3/4

CLDN3, CLDN4

Uniones celulares, desarrollo
prenatal, sindrome de Williams-

Beuren

DNA-DIRECTED RNA
POLYMERASE II SUBUNIT
RPB11-A-RELATED

POLR2J2

Transcripcion génica

TRNA-DIHYDROURIDINE
(20A_20B) SYNTHASE
[NAD(P)+]-LIKE

DUS4L, DUS4L-BCAP29

Modificacion de ARNt

GAMMA-AMINOBUTYRIC
ACID RECEPTOR SUBUNIT
GAMMA

GABRAS, GABRB3, GABRG3

Neurotransmision inhibitoria

(receptor GABA A)

CHRNA7-FAM7A FUSION
PROTEIN

CHRFAM7A4, CHRNA7

Receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChR), ccanales
idnicos regulados por ligando que
median la transmision rapida de

sefiales en las sinapsis.

RHO GTPASE-ACTIVATING

ARHGAPI114, ARHGAP114-SCGS5,

Migracioén celular, ciclo celular

PROTEIN 11A ARHGAPI11B

HOMEOBOX PROTEIN o o
MEIS2 Morfogénesis y diferenciacion

MEIS2
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17

19

34.25-40.17

50.02 - 58.34

C-C MOTIF CHEMOKINE 3-
LIKE 1

CCL1, CCL11, CCL13, CCL14, CCLI5,
CCL16, CCL18, CCL2, CCL23, CCL3,
CCL3LI1, CCL4, CCL4L2, CCLS5, CCL7,

Quimiocinas, respuesta inflamatoria

Regulacion epigenética de

PROTEIN AF-17 MLLT6 o
transcripcion
PHOSPHATIDYLINOSITOL
5-PHOSPHATE 4-KINASE PIP4K2B Transduccion de senales
TYPE-2 BETA
ADP-RIBOSYLATION
FACTOR-LIKE PROTEIN 5C- ARL5C Trafico vesicular
RELATED
Permite la actividad de union a
E3 UBIQUITIN-PROTEIN e enzimas; la actividad de union a
LIGASE RIFIFYLIN p53; y la actividad de la ubiquitina
proteina ligasa.
VOLTAGE-DEPENDENT L-
Canal de calcio tipo L, excitabilidad
TYPE CALCIUM CHANNEL CACNBI
neuronal
SUBUNIT BETA-1
CYCLIN-DEPENDENT ) o )
CDK12 Ciclo celular, transcripcion génica
KINASE 12
RECEPTOR TYROSINE- T Receptor tirosina quinasa, desarrollo
PROTEIN KINASE ERBB-2 de tejidos
RAP GUANINE
Senalizacion acoplada a proteina G,
NUCLEOTIDE EXCHANGE RAPGEFLI
desarrollo neural
FACTOR-LIKE 1
SYNAPTOTAGMIN-3 SYT3, SYT5 Plasticidad neuronal
SH3 AND MULTIPLE
ANKYRIN REPEAT SHANK1 Formacion de sinapsis

DOMAINS PROTEIN 1

LEUKOCYTE
IMMUNOGLOBULIN-LIKE
RECEPTOR SUBFAMILY A

LILRAI, LILRA2, LILRA4, LILRAS, LILRAG,
LILRBI, LILRB2, LILRB3, LILRB4, LILRB5

Activacion inmune innata

RET FINGER PROTEIN-LIKE
4A-RELATED

RFPL44, RFPL4AL1

Participa en la respuesta inmunitaria
innata y la regulacion de la

expresion génica.

NATURAL CYTOTOXICITY
TRIGGERING RECEPTOR 1

NCRI

Inmunidad antiviral

KILLER CELL
IMMUNOGLOBULIN-LIKE
RECEPTOR

KIR2DLI, KIR2DL3, KIR2DL4, KIR3DLI,

KIR3DL2, KIR3DL3

Tolerancia inmunoldgica

Protein kinase C gamma type

PRKCG

Plasticidad sinaptica

PATERNALLY-EXPRESSED
GENE 3 PROTEIN

PEG3

Apoptosis y desarrollo neuronal
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21

22

X

36.46 —46.23

21.54-31.16

137.56 — 140.50

KERATIN-ASSOCIATED
PROTEIN

KRTAP10-1, KRTAP10-10, KRTAP10-11,
KRTAP10-12, KRTAP10-2, KRTAP10-3,
KRTAP10-4, KRTAP10-5, KRTAP10-6,
KRTAP10-7, KRTAP10-8, KRTAP10-9.

Integridad epitelial

HOMEOBOX PROTEIN . .
PKNOXI Angiogénesis y desarrollo
PKNOX1
GERMINAL-CENTER
ASSOCIATED NUCLEAR MCM34P Estabilidad genomica en SNC
PROTEIN
INTEGRIN BETA-2 ITGB2 Adhesion celular, inmunidad innata
IMMUNOGLOBULIN
LAMBDA-LIKE IGLLI, IGLLS Produccion de anticuerpos
POLYPEPTIDE
MACROPHAGE MIGRATION
MIF Inmunorregulacion e inflamacion

INHIBITORY FACTOR
BETA-ADRENERGIC

GRK3 Sefializacion adrenérgica
RECEPTOR KINASE 2
Ret finger protein-like 1 RFPL1 RFPLI Control del ciclo celular
E3 UBIQUITIN-PROTEIN .

ZNRF3 Regulacion de la via Wnt
LIGASE ZNRF3
SAGE!1-LIKE PROTEIN-

SAGE1 Antigeno tumoral
RELATED

Regula la funcion de los linfocitos B
CD40 LIGAND CD40LG mediante la interaccion con el CD40
en su superficie

TRANSCRIPTION FACTOR

SOX3 Desarrollo neuronal
SOX-3
ADHESION G-PROTEIN

ADGRG4 GPCR en tejidos neuronales

COUPLED RECEPTOR G4

Elaborada a partir de datos en (Gene - NCBI, 2025). Chr= Cromosoma; Mbp= Mega pares de bases.

8.6. Identificacion de enriquecimiento funcional de redes de interaccion

proteina- proteina

Para profundizar en la caracterizacién funcional de estos genes pertenecientes a las 385

familias de genes asociadas a neuronas en la corteza cerebral, se llevo a cabo un analisis de

interaccion proteina-proteina mediante la herramienta bioinformatica Cytoscape StringApp.

Para visualizar interacciones moleculares entre las proteinas codificadas por estos genes,

proporcionando un panorama general y funcional mas amplio que complementa los analisis

previos de ontologia génica. Para examinar la red de interacciones fisicas entre proteinas, e
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identificar mddulos funcionales, proteinas clave, y estructuras organizativas dentro del
sistema biologico estudiado.

Los resultados se reflejaron primeramente en una red global de interacciones.
Observandose una red con 2,955 proteinas, de las cuales 1,878 fueron nodos activos (esferas)
y 1,130 interacciones representadas como aristas (lineas conectantes) la cual puede
observarse en la figura suplementaria 5S, para una mejor observacion de la red general se
modificé a escala (1/4) y se clasifico en tres regiones en las figuras suplementarias S6; S7'y
S8.

Aqui se observaron zonas densamente conectadas (modulos), que podrian estar
relacionadas con funciones especificas del cerebro. También se detectaron areas dispersas,
con proteinas de baja conectividad, posiblemente implicadas en funciones especializadas
dentro del contexto neuronal. Se identificaron proteinas hub, es decir, proteinas con un alto
numero de interacciones, lo cual sugiere un rol central en la integracion y coordinacion de
funciones moleculares dentro del sistema neuronal. Estas proteinas son candidatas clave para
futuros estudios funcionales, ya que su alteracion podria tener efectos sistémicos sobre las
redes de sefializacion y mantenimiento neuronal.

Los procesos biologicos mas significativos y revelados por esta red de interaccion
proteina-proteina, asi como los hubs proteicos y proteinas clave asociadas a cada uno de

ellos se describen con mayor detalle a continuacion.

8.6.1. Via de seiializacion de los receptores de la superficie celular

Uno de los procesos biologicos mas relevantes identificados en el analisis de interaccion
proteina-proteina fue la via de sefializacion de receptores de superficie celular (GO:0007166
- Cell surface receptor signaling pathway). En este proceso participaron 379 genes
pertenecientes a las familias génicas asociadas significativamente a neuronas en corteza
cerebral (Figura 29). Esta via abarca una secuencia de eventos moleculares que se inicia
cuando un ligando se une a un receptor en la membrana celular, lo que activa una cascada
de sefializacion intracelular culminando en una respuesta especifica por parte de la célula

(Gene Ontology Consortium, 2025b).
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Figura 29. Redes de interaccion proteina-proteina, GO:0007166 - Cell surface receptor signaling pathway. Relacion
entre proteinas y vias enriquecidas en términos GO. Nodo amarillo: proteinas de listado de consulta. Nodo rojo: proteinas

predichas afiadidas por STRING. Nodo gris: proteinas de segundo orden o de interaccion indirecta.

Dentro del conjunto total de proteinas funcionales identificadas en este andlisis de

interaccion proteina-proteina, se identificd un subconjunto de proteinas, las cuales tienen
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mencion en la literatura con asociacion a funciones cerebrales, dicho subconjunto se describe

en la Tabla 3.

Tabla 3. Subconjunto de proteinas relevantes en funciones cerebrales, pertenecientes al
proceso biolégico: “G0O:0007166 - Cell surface receptor signaling pathway” identificadas

mediante el analisis de interaccion proteina-proteina

Familia de genes

Gen

Proteina

Descripcion

Referencia

Quimiocinas tipo CC

Receptores TRK

(neurotrofinas)

Integrinas beta

Receptores nicotinicos

ACh (a)

Receptores GABA

Receptores de interleucina

10

Supresor tumoral /

sefnalizacion WNT

Quinasas glicogeno sintasa

Receptores de serotonina

tipo 3

CCL2, CCL3, CCL5
CCLI11, CCL24, CCL26

NTRKI1, NTRK2, NTRK3

ITGBI1, ITGB2

CHRNA7, CHRNBI,
CHRNB2, CHRNB4,
CHRNBS

AlvarGABRAI, GABRA2,
GABRA3, GABRA4,
GABRA6

ILI0RA, ILI0ORB

APC

GSK34, GSK3B

HTR34

C-C motif Chemokine
ligand

High affinity nerve

growth factor receptor

Integrin beta-2

Neuronal acetylcholine
receptor subunit

alpha/beta

Gamma-aminobutyric
acid type alpha

receptor

Interleukin-10 receptor

subunit alpha/beta

Adenomatous

polyposis coli protein

Glycogen synthase
kinase-3 alpha/beta

S-hydroxytryptamine
receptor 3A

Quimiocinas clave en
migracion, comunicacién
intercelular y

neurotransmision.

Participan en proliferacion,
diferenciacion y supervivencia
neuronal, y tienen un origen
evolutivo anterior a los

vertebrados.

Clave en la adhesion celular,
sinaptogénesis y organizacion

del neuroepitelio.

Codifican receptores
nicotinicos involucrados en
neurotransmision, memoria y

sistemas de recompensa.

Receptores esenciales para la

neurotransmision inhibitoria.

Asociado a la formacion
sinaptica y supervivencia
neuronal en contextos
inflamatorios, como en la

enfermedad de Alzheimer

Mas alla de su rol como
supresor tumoral, regula el
crecimiento axonal y la funcion

sindptica.

En especial la isoforma GSK-
3B, es un regulador central en
plasticidad sinaptica,
proliferacion neuronal y

neuroinflamacion

Receptores serotoninérgicos
involucrados en procesamiento

emocional y respuesta al estrés.

(Huber et al., 2018)

(Hallbsok et al., 2006)

(Rakic, 2009)

(Pedersen et al., 2019)

(Shaw et al., 2018)

(Luo et al., 2022)

(Stegmiiller & Bonni,
2005)

(Lai et al., 2023)

(Gatt et al., 2010)
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Wnt ligandos WNT2, WNT3A, WNT5A, Protein Wnt Participan en diferenciacion

o o (Oliva et al., 2013)
WNT7A, WNT7B neuronal, plasticidad sinaptica

y morfogénesis cortical.

Receptores de interferon IFNARI, IFNAR2 Interferon alpha/beta Regulan la respuesta inmune y
receptora la eliminacion de neuronas (Sarmiento et al., 2019)
innecesarias durante el
desarrollo.
Receptor tirosina quinasa RYK Tyrosine-protein Receptor implicado en la
relacionada a WNT kinase RYK organizacion de circuitos

(Oliva et al., 2013)
neuronales, al modular la

morfogénesis dendritica

mediante la via WNT

8.6.2. Proceso del sistema inmune

En el proceso biologico GO:0002376 — Immune System Process, se identificaron 344 genes
pertenecientes a las familias génicas significativamente asociadas a neuronas en corteza
cerebral (Figura 30). Este término engloba cualquier mecanismo implicado en la funcion del
sistema inmunoldgico, incluyendo tanto la respuesta inmune innata como la adaptativa
(Gene Ontology Consortium, 2025a). Ademas de su papel en la defensa contra patdégenos y
la eliminacion de células andémalas, hoy se reconoce que los procesos inmunoldgicos
también influyen activamente en el desarrollo cerebral, la respuesta al estrés y diversas
patologias neurolégicas.

Varias de las proteinas asociadas a genes identificados también aparecieron
previamente en la categoria de sefializacion por receptores de superficie celular
(GO:0007166), como CCL, ITGB, IFNR y FCGR. Sin embargo, en este proceso emergen
también familias con una funcién inmunitaria mas directa, cuya relevancia se detalla a
continuacion. Se identifico un subconjunto de proteinas, con mencion en la literatura con

asociacion a funciones cerebrales, dicho subconjunto se resume en la Tabla 4.
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Figura 30. Redes de interaccion proteina-proteina, GO:0002376 - Immune system process. Se observa la relacion entre

proteinas y vias enriquecidas en términos GO. Nodo amarillo: proteinas de listado de consulta. Nodo rojo: proteinas

predichas afiadidas por STRING. Nodo gris: proteinas de segundo orden o de interaccion indirecta.
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Tabla 4. Subconjunto de proteinas relevantes en funciones cerebrales, pertenecientes al
proceso biolégico: “G0O:0002376 - Immune system process” identificadas mediante analisis
de interaccion proteina-proteina

Familia de genes

Gen

Proteina

Descripcion

Referencia

Complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC)
clase I/II

Beta-2 microglobulina

HLAA, HLAB, HLAC,
HLAE, HLAF HLAG /

HLADRBI, HLADQAI,

HLADQBI, HLADRA

B2M

HLA class I/IT
histocompatibility

antigen

Beta-2-microglobulin

Proteinas fundamentales en la
presentacion antigénica y la

plasticidad sinaptica.

Componente esencial del MHC

(Nataf, 2017)

clase I. Su acumulacion se

. . L. (Lietal., 2016)
asocia con deterioro cognitivo y
reduccion de la neurogénesis en

el hipocampo.

Genes del sistema del C3, C44, C4B Complement proteins Participan en la opsonizacion y
(Janssen et al., 2005)

complemento activacion de la respuesta

inflamatoria.

LILRAI, LILRA2, LILRA4,
LILRAS, LILRAG / LILRBI,
LILRB2, LILRB3, LILRB4

Receptores tipo Leukocyte Regulan tanto la inmunidad

(Brown, 2002)

inmunoglobulina immunoglobulin-like como funciones neuronales.

leucocitarios (LILR) receptor subfamily A/B

Familia de proteinas Protein kinase C /

quinasa C (PKC)

PRKCB, PRKCD, PRKCQ,
PRKCE / PKN1

Cinasa dependiente de
Serine/threonine-protein  calcio/fosfolipidos, con
kinase funciones en proliferacion

celular, sefializacion y memoria. . .
(Garcia Concejo &

Su evolucion implico
Larhammar, 2021)

duplicaciones génicas,
generando doce genes en
mamiferos distribuidos en cinco
familias con expresion
especifica por region cerebral.
Selectinas Selectins Moléculas de adhesion

SELE, SELP, SELL (Angiari & Constantin,

implicadas en el reclutamiento 2013)

leucocitario.

8.6.3. Respuesta inmune adaptativa

Dentro del proceso biologico GO:0002250 — Adaptive Immune Response, se identificaron
76 genes pertenecientes a las familias génicas asociadas a neuronas en la corteza cerebral
(Figura 31). Este proceso comprende cualquier mecanismo inmunolégico que involucre el
reconocimiento especifico de antigenos por parte de linfocitos T y B, permitiendo una
respuesta mas precisa frente a patdogenos y la generacion de memoria inmunoldgica, que
facilita respuestas mas rapidas ante exposiciones subsecuentes (European Bioinformatics

Institute, 2024a).
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Al restringir el andlisis a genes directamente implicados en la respuesta inmune

adaptativa, se identificaron nuevamente proteinas previamente asociadas a procesos

inmunitarios generales, tales como HLA, LILR, B2M, PRKC, FCGR y componentes del

complemento. Adicionalmente, se destacaron otras familias de proteinas con funciones

especificas en este tipo de respuesta. También se muestra un subconjunto de proteinas, las

cuales cuentan con mencion en la literatura asociadas a funciones cerebrales, dicho

subconjunto se describe en la Tabla 5.
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Figura 31. Redes de interaccion proteina-proteina, GO:0002250 - Adaptative immune response. Se observa la relacion

entre proteinas y vias enriquecidas en términos GO. Nodo amarillo: proteinas de listado de consulta. Nodo rojo: proteinas

predichas afiadidas por STRING. Nodo gris: proteinas de segundo orden o de interaccion indirecta.

Tabla 5. Subconjunto de proteinas relevantes en funciones cerebrales, pertenecientes al
proceso biolégico: “G0:0002250 - Adaptative immune response” identificadas mediante
analisis de interaccion proteina-proteina

Familia de genes

Proteina

Descripciéon

Referencia

CDI1 (cluster of differentiation

CDIA, CDIB, CDIC,

1) CDIE
MHC clase I relacionado MICA, MICB
(MHC-Ib)

Complejo mayor de MSH?2, MSH6

histocompatibilidad (MHC)

T-cell surface

glycoprotein

MHC class I
polypeptide-related
sequence A/B

DNA mismatch repair

protein

(CDI1 protein): Familia de
moléculas presentadoras de
antigenos no clasicos,
encargadas de presentar lipidos
y glicolipidos a linfocitos T y
células NK.

Antigenos inducidos por estrés,
reconocidos por células T yd a

través del receptor V1.

Aunque principalmente
reconocidas por su rol en la
reparacion de errores de
apareamiento de ADN (MMR),
estas proteinas también
participan en la regulacion del

sistema inmune.

(Hughes, 1991)

(Elsner et al., 2001)

(Edelbrock et al., 2013)
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8.6.4. Respuesta inflamatoria

En el proceso bioldgico GO:0006954 — Inflammatory Response, se identificaron 82 genes
pertenecientes a diversas familias asociadas a neuronas en la corteza cerebral (Figura 32).
Esta categoria funcional describe la respuesta del sistema inmunoldgico frente a estimulos
nocivos como infecciones, lesiones tisulares o irritantes, y se caracteriza por eventos
moleculares como vasodilatacion, aumento de la permeabilidad vascular, migracion de
leucocitos y liberacion de citoquinas y mediadores proinflamatorios  (European
Bioinformatics Institute, 2024c).

Entre las familias de proteinas identificadas en este proceso se encuentran varias ya
descritas previamente como CCL, proteinas del complemento, SEL, ITGB, IFNGR y FCGR,
asi como otras relevantes que se detallan a continuacién. Posteriormente se muestra un
subconjunto de proteinas, las cuales cuentan con mencion en la literatura con asociacion a

funciones cerebrales, el subconjunto se describe en la Tabla 6.
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Figura 32. Redes de interaccion proteina-proteina, GO:0006954 Inflammatory response. Se observa la relacion entre
proteinas y vias enriquecidas en términos GO. Nodo amarillo: proteinas de listado de consulta. Nodo rojo: proteinas

predichas afiadidas por STRING. Nodo gris: proteinas de segundo orden o de interaccion indirecta.
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Tabla 6. Subconjunto de proteinas relevantes en funciones cerebrales, pertenecientes al
proceso biolégico: “G0:0006954 — Inflammatory Response” identificadas mediante analisis
de interaccion proteina-proteina

Familia de genes Gen Proteina Descripcién Referencia
Ribosomal protein S6 RPS6KA4, RPS6KAS Ribosomal protein S6 Familia de cinasas implicadas
kinase A (RSK) kinase alpha-1 en la sefalizacion celular y en (Decourt et al., 2023)

la regulacion de la plasticidad

neuronal.

Helicasas tipo DExH-box DHX9 ATP-dependent RNA Helicasa de ARN dependiente
(DEAH-box helicases) helicase A de ATP, esencial en el (Chakraborty et al., 2018)
metabolismo del ARN y la

homeostasis neuronal.

8.6.5. Respuesta a estimulos externos

En el proceso biologico GO:0009605 — Response to external stimulus, se identificaron 319
genes pertenecientes a las familias asociadas a neuronas en corteza cerebral (Figura 33). Este
término hace referencia a cualquier cambio en el estado o actividad de una célula u
organismo ante sefales del entorno, como variaciones en el movimiento, secrecion,
produccion de enzimas, expresion génica u otras funciones celulares (European
Bioinformatics Institute, 2024d).

Se identificaron diversas familias de proteinas previamente discutidas, como CCL,
sistema del complemento, HLA, LILRA, IFNGR, ITGB, B2M, IL10R, ULBP, PRKC, FCN,
RAET, WNT y SEL, ademas de otras relevantes que se describen a continuacién por su
papel en la respuesta a estimulos externos.

Se muestra un subconjunto de proteinas, las cuales tienen mencion en la literatura

con asociacion a funciones cerebrales, este subconjunto se describe en la Tabla 7.

78


https://www.zotero.org/google-docs/?PrVFSM
https://www.zotero.org/google-docs/?wRUF1r
https://www.zotero.org/google-docs/?1PZiCK
https://www.zotero.org/google-docs/?1PZiCK

s ® ®
| ® po ©O
® P oo ©0

® ® ®®
® o . ® ® ®

® ® o ® ® ® ®®
@ ® O ®

® ;

B ® ®

C)OO ® ) ®

® @ @ ® ; "
3 @® o D ® ®—®
Q}) D d , ©®

}
?;c:)@

D g s P @
D D

QCC‘ Q&) () {@ ® ® O

s . @c:) o ; ®® OO
d D CE) 09 09 ® ®

Figura 33. Redes de interacciéon proteina-proteina, GO:0009605 Response to external stimulus. Se observa la relacion
entre proteinas y vias enriquecidas en términos GO. Nodo amarillo: proteinas de listado de consulta. Nodo rojo: proteinas

predichas afiadidas por STRING. Nodo gris: proteinas de segundo orden o de interaccion indirecta.
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Tabla 7. Subconjunto de proteinas relevantes en funciones cerebrales, pertenecientes al
proceso biolégico: “GO:0009605 Response to external stimulus” identificadas mediante
analisis de interaccion proteina-proteina

Familia de genes

Gen

Proteina

Descripciéon

Referencia

Sestrinas

SH3 and multiple ankyrin

repeat domains

Factor de necrosis tumoral

(TNF)

Receptores tirosina quinasa

tipo ERBB

Quinasas

ciclina (CDK)

dependientes  de

Quinasas relacionadas a PI3K /

mTOR

SESNI, SESN2, SESN3

SHANKI, SHANK?2

TNF

ERBB2

CDK4, CDK6

MTOR

Sestrin

SH3 and multiple
ankyrin repeat domains

protein

Tumor necrosis factor

Receptor tyrosine-

protein kinase erbB-2

Cyclin-dependent

kinase

Serine/threonine-protein
kinase (Mammalian

Target of Rapamycin)

Grupo de proteinas que
participan en la respuesta al
estrés oxidativo y la hipoxia,
regulando el metabolismo
mitocondrial y promoviendo la

homeostasis celular

Proteinas de andamiaje
postsinaptico esenciales para la
formacion y plasticidad

sinaptica.

Citocina clave en procesos
inflamatorios y en el desarrollo
del SNC, incluyendo expansion
neuronal y diferenciacion

regional

Receptor tirosina-quinasa con
expresion cerebral abundante,
que participa en la
diferenciacion glial, la
proliferacion neuronal y la

plasticidad sinaptica.

Enzimas reguladoras del ciclo
celular en células progenitoras

neurales.

Quinasa reguladora del
metabolismo, neurogénesis y

plasticidad sinaptica.

(Kovaleva et al., 2020)

(Monteiro & Feng, 2017)

(Twohig et al., 2011)

(Ghashghaei et al., 2007)

(Grison et al., 2018)

(Kan et al., 2018)

8.6.6. Respuesta al estrés

El proceso bioldgico GO:0006950 — Response to stress, incluye a 401 genes pertenecientes
a las familias de genes asociadas a neuronas en la corteza cerebral (Figura 34). Este término
engloba cualquier cambio en el estado o actividad de una célula u organismo en respuesta a
condiciones adversas o amenazantes, como factores ambientales, fisicos, quimicos o
biologicos (European Bioinformatics Institute, 2024b). La funcion principal de este proceso
es permitir la adaptacion, proteccion y reparacion del organismo frente al estrés. Las

respuestas al estrés estan altamente conservadas evolutivamente y abarcan complejas
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interacciones entre el cerebro y otros sistemas fisiologicos, como el sistema inmune y

cardiovascular.

Entre las proteinas identificadas, destacan numerosas familias previamente descritas,
tales como CCL, HLA, KIR3DL, LILR, sistema del complemento, B2M, MSH, PRKD,
NTRK, FGFR, ITG, ACTN, ERBB, IFNGR, PRKC, HSPA, CHRNA, FCN, TNF, SESN,
ANGPT, ULBP, FCGR, DHX, APC, SEL, RAET, IRGB, RNF y MTOR, ademas de otras

relevantes descritas a continuacion por su papel en la respuesta al estrés.

Y por ultimo se describe, un subconjunto de proteinas, que cuentan con mencion en

la literatura con asociacion a funciones cerebrales, el subconjunto se describe en la Tabla 8.

Tabla 8. Subconjunto de proteinas relevantes en funciones cerebrales, pertenecientes al
proceso bioldgico: “GO:0006950 Response to stress” identificadas mediante analisis de
interaccion proteina-proteina

Familia de genes Gen Nombre de Descripcion Referencia
Proteina
HSP70 (Heat Shock Protein HSPAG, HSPA1A4, HSPAIB, Heat shock 70 kDa Son chaperonas moleculares (Nguyen et al., 2017)
70) HSPAIL proteins inducidas por estrés térmico u
otros factores.
Receptores tirosina quinasa KIT Mast/stem cell growth Critico para el desarrollo neural.
tipo IIT factor receptor Kit Su ausencia causa hipoplasia
cerebral y aumento en la (Widlak, 2013)
apoptosis durante el desarrollo
embrionario
Adhesion G-protein coupled ADGRE2 Adhesion G protein- Receptor acoplado a proteina G
receptors (ADGR) coupled receptor E2 que participa en la adhesion
celular, desgranulacion y
quimiotaxis, especialmente en (Boyden et al., 2016)
macréfagos, promoviendo la
liberacion de citocinas
inflamatorias como TNF e IL-8
Factores de transcripcion SOX2 Transcription factor Factor de transcripcion

pluripotentes

SOX-2

fundamental para la
pluripotencia y el desarrollo

neuronal.

(Stevanovic et al., 2021)
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Figura 34. Redes de interaccion proteina-proteina, GO:0006950 Response to stress. Se observa la relacion entre

®

proteinas y vias enriquecidas en términos GO. Nodo amarillo: proteinas de listado de consulta. Nodo rojo: proteinas

predichas afiadidas por STRING. Nodo gris: proteinas de segundo orden o de interaccion indirecta.
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IX. Discusion

En mamiferos, el cerebro presenta una mayor plasticidad neuronal, rasgo que se ha asociado
con la capacidad de adaptarse a entornos variables. Sin embargo, esta plasticidad implica un
alto costo metabdlico y una mayor inversion parental durante el desarrollo, debido a la
demanda energética asociada con el mantenimiento y funcionamiento del tejido neuronal.
Por esta razon, las presiones evolutivas que impulsan el crecimiento cerebral y la expansion
cortical han sido objeto de gran interés en estudios evolutivos. La evolucion del tamafio y la
composicion celular de la corteza cerebral en mamiferos esta estrechamente relacionada con
cambios en la organizacion celular y, de manera clave, con alteraciones de la expansion y
contraccion en el tamano de las familias de genes asociadas a la corteza cerebral. Este estudio
refuerza la importancia de la gendmica comparativa como herramienta para identificar bases
moleculares que subyacen en la especializaciéon neuronal y la plasticidad cortical,
proporcionando una visiéon mas profunda de los mecanismos que han moldeado la evolucién
del cerebro en mamiferos.

El presente trabajo identific6 385 familias de genes que representan una posible firma
genomica clave en la evolucion de la corteza cerebral de los mamiferos, ya que su expansion
se relaciona con el aumento en el nimero de neuronas corticales, un rasgo distintivo en la
evolucion del cerebro de este clado. Esta asociacion se mantuvo significativa incluso tras
controlar el efecto del parentesco filogenético mediante un analisis PGLS, indicando que la
relacion entre estas familias génicas y el conteo neuronal no es atribuible Gnicamente a la
historia evolutiva compartida entre especies.

El analisis del numero de copias génicas por familia indica que la mayoria de las
familias, incluidas aquellas asociadas al nimero de neuronas en corteza cerebral, sugiere que
el incremento en la complejidad celular de la corteza no solo depende de cambios en la
regulacion genética, sino también de una expansion estructural del genoma (CNV). El rango
observado, que oscila entre 5 y 120 copias, refleja diferentes estrategias de adaptacion
gendmica: mientras que las familias con un bajo niimero de copias (5-20) podrian representar
componentes estructurales altamente conservados, aquellas que presentan una expansion
moderada (40-60) en la mayoria de los mamiferos sugieren un umbral funcional necesario
para el mantenimiento de redes neuronales basicas. Sin embargo, la trayectoria evolutiva
hacia un mayor nimero de neuronas parece demandar una 'escalabilidad gendmica' no lineal.

Las expansiones extremas observadas en linajes con alta densidad neuronal alcanzando hasta
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120 copias, podrian interpretarse como una respuesta a la demanda metabolica y de
conectividad que imponen los cerebros de gran tamaio.

El andlisis de enriquecimiento funcional en términos de GO, reveld una
sobrerrepresentacion de procesos bioldgicos relacionados con la respuesta inmune,
inflamatoria y el metabolismo celular. La presencia destacada de procesos inmunologicos es
consistente con estudios previos que han propuesto un posible vinculo entre la expansion
cortical y la modulacion del sistema inmune, lo que sugiere una relacion co-evolutiva entre
estos dos sistemas (Filiano et al., 2015). Se ha sugerido que genes involucrados en procesos
inmunolégicos también pueden desempefiar funciones cruciales en la regulacion de la
neurogénesis y la plasticidad sindptica, actuando en la proteccion y mantenimiento neuronal,
aspectos esenciales para la plasticidad sindptica, respuesta al estrés y la neuroproteccion
(Bilbo & Schwarz, 2012).

Ademas, se observo que estas familias no se solapan con aquellas asociadas a otros
fenotipos cerebrales (como el nimero de neuronas totales en el cerebro o células gliales en
corteza cerebral), reforzando su especificidad funcional para el desarrollo cortical. Cabe
resaltar que la asociacion de estas familias génicas con el numero de neuronas en la corteza
cerebral no podria atribuirse al tamafo relativo de la masa cortical. Ya que los resultados
muestran una asociacion mas fuerte con el conteo neuronal en la corteza cerebral que con el
volumen cortical relativo. Y, el andlisis de enriquecimiento funcional revel6 que las familias
de genes asociadas al conteo neuronal en corteza cerebral vuelven a integrar procesos
biologicos funcionales en el metabolismo celular y sistema inmune, mientras que en la masa
cortical relativa no se identificaron procesos bioldgicos funcionales claros.

El andlisis de dominios proteicos complemento el estudio funcional a nivel génico al
aportar una vision estructural de las familias asociadas a el nimero de neuronas en corteza
cerebral. En conjunto, la distribucion comparativa y los perfiles relativos de dominios
indican que las familias génicas asociadas al nimero de neuronas en corteza cerebral
comparten una arquitectura de dominios ‘proteicos conservada y convergente. Esta
convergencia molecular indica que, independientemente del ancestro comun, perfiles
proteicos similares convergen para resolver las demandas de adhesion , sefializacion y
metabolismo energético que exige una corteza densamente poblada.

El andlisis de expresion en el cerebro con respecto a otros tejidos humanos, indico
una baja expresion de estas familias en cerebro, tanto en etapa fetal como en adulta,

sugiriendo la existencia de mecanismos reguladores que restringen su activacion a contextos

84


https://www.zotero.org/google-docs/?QOqnx7
https://www.zotero.org/google-docs/?dF4reJ

espacio-temporales especificos, o bien que su funcidn esta condicionada a etapas puntuales
del desarrollo o a procesos altamente especializados (Florio et al., 2018; Florio & Huttner,
2014).

En el analisis de expresion en la corteza cerebral con respecto a otras regiones del
cerebro, se observo un patrén de expresion diferencial en distintas etapas del desarrollo
cerebral. Destacando una sobreexpresion de estos genes durante la etapa infantil,
coincidiendo con periodos criticos de establecimiento y refinamiento de los circuitos
neuronales (Sterner et al., 2012).

La baja expresion de estos genes en la etapa fetal, podria deberse a que, en esta etapa
del desarrollo, el cerebro estd predominantemente orientado hacia la proliferacion celular y
la migracion neuronal (Florio et al., 2018). Y dado que estos genes se asocian en mayor parte
a funciones bioldgicas relacionadas con el sistema inmune, es posible que su papel se vuelva
mas relevante en etapas posteriores, cuando el cerebro madura y comienza a interactuar con
estimulos externos. Por ejemplo, se ha sugerido que, durante la gestacion el sistema inmune
fetal se encuentra metabolicamente restringido para evitar respuestas inmunes
energéticamente costosas y potencialmente perjudiciales en esta etapa temprana (Kan et al.,
2018). O bien, estos genes podrian desempenar un papel diferente a los procesos biologicos
que ocurren durante el desarrollo fetal.

En la etapa adulta, se observd una expresion mas cercana a la media esperada. Esto
sugiere que los procesos bioldgicos regulados por estos genes siguen siendo esenciales para
el mantenimiento neuronal y la respuesta a estimulos en el cerebro maduro. Sin embargo, su
regulacion parece ser mas equilibrada en comparacion con la infancia, sugiriendo un ajuste
en la plasticidad sinaptica y la estabilidad neuronal. Ademas, es importante considerar que
en esta etapa comienza un equilibrio entre plasticidad y estabilidad neuronal permitiendo el
mantenimiento funcional del cerebro, favoreciendo la longevidad y preservando las
funciones cognitivas (Oliva et al., 2013).

El andlisis de expresion génica espacio-temporal (region cerebral - grupo etario),
reveld resultados que indican que la expresion de estas familias de genes disminuye
progresivamente con la edad en la corteza cerebral. El declive gradual en la expresion de
estas familias de genes con la edad podria reflejar la transiciéon de un cerebro altamente
pléstico (capacidad de cambiar y adaptarse en respuesta a su aprendizaje) y adaptable en las
primeras etapas de la vida, a uno mas especializado y estable en la adultez, con una menor

necesidad de reorganizacion sinaptica (Sterner et al., 2012).
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El analisis de la distribucion cromosomica reveld un patrén no aleatorio, con una
acumulacion significativa en los cromosomas 5, 6, 7, 15, 17, 19, 21, 22 y X. Sugiriendo que
estos cromosomas y ciertos /oci podrian desempefiar un papel central en los procesos
biologicos relacionados con funcion cortical. La concentracion de genes en ciertas regiones
podria reflejar eventos evolutivos que favorecieron la co-localizacién de familias génicas
con funciones complementarias, promoviendo asi su regulacion coordinada y contribuyendo
a la expansion cortical. Entre los genes identificados, destacan aquellos vinculados tanto a
la plasticidad neuronal como a la respuesta inmunoldgica. Por ejemplo, en el cromosoma 6
se localizan HLA, BTN3 y TRIM, genes clave en la regulacion inmune y la presentacion
antigénica, refuerza la idea de que el sistema inmunologico ha influido directamente en el
desarrollo cortical y en funciones cognitivas (Bilbo & Schwarz, 2012). Asimismo, genes
como 7TRIO (cromosoma 5) y SYNGAP (cromosoma 6) estan estrechamente relacionados
con la organizacion sinaptica y la regulacion de la plasticidad neuronal (Ba et al., 2016;
Gamache et al.,, 2020). En el cromosoma X, genes como SOX3 y CD40LG ilustran
nuevamente esta convergencia entre procesos neuronales e inmunoldgicos, al estar
implicados en la diferenciacion neuronal y en la regulacion de la respuesta inmune
(Sarmiento et al., 2019; Stevanovic et al., 2021).

Finalmente, el andlisis de redes de interaccion proteina-proteina reveld modulos
funcionales y hubs proteicos relevantes para este estudio. Este mapeo de interacciones ofrece
una vision global de las proteinas involucradas y permite identificar mdédulos funcionales
que sugieren la participacion coordinada de grupos de proteinas en funciones bioldgicas

clave para la organizacion y funcionamiento cortical.

e (GO:0007166 - Via de sefializacion de los receptores de superficie celular. Se ha
documentado que esta via desempefia un papel crucial en la capacidad del cerebro
para recibir, procesar y responder a estimulos ambientales (Widtak, 2013). La familia
de proteinas WNT se encuentra profundamente implicada en procesos como la
neurogénesis, la diferenciacion celular y la formacion de redes neuronales (Oliva et
al., 2013).

e (GO0O:0002376 - Proceso del sistema inmune. Indicé una convergencia funcional entre
inmunidad y neurobiologia resaltando una posible co-evolucion de ambos sistemas.
Los procesos inmunologicos estan estrechamente vinculados con el cerebro, ya que
el sistema inmune no solo cumple funciones de defensa frente a patdgenos, sino que

también influye en el desarrollo neuronal, la plasticidad sinaptica y la regulacion de
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la actividad neuronal (Bilbo & Schwarz, 2012). Este vinculo indica que el sistema
inmune y el comportamiento también han co-evolucionado para optimizar la
supervivencia frente a amenazas ambientales (Nataf, 2017).

GO0:0002250 - Respuesta inmune adaptativa. La respuesta inmune adaptativa,
tradicionalmente reconocida por su papel en la proteccion frente a patdgenos
especificos, también ha sido implicada en la regulacion de la inflamacion y en la
promocidn de la homeostasis neuronal (Nataf, 2017).

GO:0006954 - Respuesta inflamatoria. Mas alla de su funcion clasica en la defensa
frente a agresiones externas, la inflamacion actia como un mecanismo central en el
desarrollo cerebral y la plasticidad neuronal. Su efecto puede ser beneficioso o
perjudicial dependiendo del entorno fisioldgico o patologico en el que se expresen,
regulando asi procesos clave para el desarrollo cerebral y el comportamiento
(Borsini et al., 2015).

GO:0009605 - Respuesta a estimulos externos. Destaca la importancia de la
plasticidad cerebral y la capacidad adaptativa del sistema nervioso para responder a
sefales del entorno. Los genes implicados estan estrechamente relacionados con la
modulacion de la actividad sindptica, subrayando su papel en la adaptacion neuronal
frente a estimulos ambientales cambiantes. La evolucion del cerebro en mamiferos
ha estado profundamente influenciada por la necesidad de percibir, procesar e
integrar estimulos externos de manera eficiente (Kaas, 1989).

GO:0006950 - Respuesta al estrés. Muestra una amplia gama de mecanismos
celulares que permiten a las neuronas corticales detectar, responder y adaptarse a
condiciones adversas, incluyendo variaciones ambientales, estrés oxidativo y sefales
proinflamatorias. Diversas investigaciones han documentado que estructuras
cerebrales clave como el hipocampo y la corteza prefrontal sufren remodelaciones
estructurales bajo condiciones de estrés, lo que repercute en la fisiologia cerebral y
en el comportamiento (McEwen, 2013). Las proteinas de choque térmico (HSPA),
que actiian como chaperonas moleculares protegiendo a las células del dafo inducido
por estrés térmico y oxidativo, son esenciales para la integridad neuronal y su

actividad resulta critica en la prevencion de la agregacion proteica en enfermedades

neurodegenerativas como el Alzheimer y el Parkinson (Nataf, 2017).
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Entre las principales implicaciones de estos hallazgos destacan:

Integracion del sistema inmunoldgico y la funcion cerebral. La presencia de proteinas

inmunitarias refuerza la hipdtesis de una co-evolucion entre el sistema inmune y la

plasticidad neuronal, contribuyendo tanto al desarrollo como al mantenimiento
funcional de la corteza cerebral.

® Modulacion de la comunicacion célula-célula. Los resultados evidencian la
participacion de proteinas implicadas en la sefializacion sindptica y en la plasticidad
neuronal, procesos fundamentales para la consolidacion de circuitos neuronales
complejos.

e Regulacion de la plasticidad sinaptica. Los procesos vinculados a la respuesta al
estrés permiten la reorganizacion de las conexiones sindpticas, facilitando la
adaptacion cerebral a entornos cambiantes.

e Proteccion celular y neurogénesis. Las vias asociadas a la respuesta al estrés también

actian como mecanismos de defensa, protegiendo las células corticales durante

periodos criticos de desarrollo y reorganizacion sinéptica.

Es importante subrayar que estos ultimos resultados, no solo corroboran los procesos
biologicos identificados previamente mediante el analisis de enriquecimiento funcional de
términos GO mostrados en los HeatMaps, sino que también revelan nuevas funciones

biologicas que no habian emergido en analisis anteriores.

En resumen, este estudio proporciona evidencia solida de que la firma genomica asociada al
numero de neuronas en la corteza cerebral estd compuesta por familias de genes que
codifican proteinas funcionalmente especializadas, involucradas en procesos clave como la
inmunidad y la sefializacion intercelular. Esta interaccion entre mecanismos inmunologicos
y neuronales habria facilitado el desarrollo de funciones cognitivas avanzadas,
contribuyendo significativamente a la especializacién funcional y a la expansion de la
corteza cerebral en mamiferos. Asi mismo, esta coincidencia funcional también podria
sugerir un posible fenomeno de reutilizacion de genes, en el cual genes originalmente
asociados con la defensa inmunologica habrian sido cooptados durante la evolucién para

cumplir funciones clave en la organizacion y mantenimiento de la corteza cerebral.
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9.1 Propuesta de Modelo integrador de la expansion neuronal cortical

Con base en los analisis realizados, se propone un modelo integrador que vincula
la expansion neuronal cortical con reorganizaciones gendmicas y estructurales en familias
de genes conservadas en mamiferos. Bajo este marco, la duplicacién y expansion de estas
familias incrementan el repertorio molecular disponible, mientras que la adopcion de
una arquitectura de dominios proteicos convergente emerge como el mecanismo clave para
la innovacion funcional. Esta estrategia permite diversificar las capacidades celulares sin
requerir la aparicion de dominios de novo, basandose en la amplificacion estratégica de
unidades funcionales especificas en linajes no relacionados. Dicha modularidad potencia la
capacidad regulatoria y de interaccion molecular, factores criticos para la especializacion de
la corteza cerebral (Figura 36).

En este contexto, la asociacion de dominios vinculados a procesos metabolicos y de
comunicacion inmunologica con el nimero de neuronas no sugiere una sustitucion de las
funciones gliales. Por el contrario, refleja una asimilacion neuronal de capacidades
metabolicas e inmunorregulatorias, probablemente como una adaptacion evolutiva a las
demandas energéticas y de sefalizacion extremas que impone la expansion de la red
neuronal. En conjunto, este modelo postula que la evolucion cerebral en mamiferos es el
resultado de una sinergia entre la expansion génica, la convergencia modular proteica y la
sofisticacion regulatoria; procesos coordinados que permitieron alcanzar los umbrales de

complejidad y densidad neuronal caracteristicos de los cerebros de mayor tamafio."
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Figura 36. Modelo integrador de la expansion neuronal cortical en mamiferos.
El esquema resume la sinergia entre duplicacion génica, expansion de familias de genes y una arquitectura de dominios
proteicos convergente, como mecanismos asociados al aumento del nimero de neuronas en la corteza cerebral y la

complejidad estructural de la corteza cerebral en mamiferos.

X. Conclusiones

e Los analisis realizados en este estudio revelan la existencia de una posible firma
gendmica asociada a la expansion del nimero de neuronas en la corteza cerebral de
mamiferos. Se identificaron 385 familias de genes cuya expansion se relaciona
principalmente con procesos inmunologicos y de comunicacion célula-célula, lo que
sugiere que dichos mecanismos han desempefiado un papel clave en la
especializacion funcional de la corteza cerebral.

e La variabilidad en el numero de copias, desde un nivel basal de 5 copias hasta una
expansion de 120 copias, revela que la expansion cortical del cerebro ha sido
impulsada por una expansion selectiva de familias génicas especificas.

e [a caracterizacion de las familias génicas asociadas al nimero de neuronas en
corteza cerebral mediante dominios InterPro permiti6 describir su organizacion
estructural desde una perspectiva complementaria al analisis funcional. Los
resultados indican que estas familias comparten una arquitectura proteica

convergente. La abundancia de dominios clave (Ig-like, Kinasas, P-loop NTPase) en
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especies no relacionadas revela un determinismo molecular, sugiriendo que la
expansion del cerebro requiere un set proteico universal para gestionar la
conectividad y el metabolismo neuronal."

El analisis de expresion génica espacio-temporal mostrd que estas familias de genes
presentan patrones diferenciales de actividad a lo largo del desarrollo cerebral: baja
expresion en etapa fetal, sobreexpresion durante la infancia (periodo critico para la
formacién de circuitos neuronales) y una estabilizacion en la adultez. Estos
resultados refuerzan la hipotesis de que la expansion cortical ha estado favorecida
por una regulacion espacio-temporal precisa de la expresion génica.

En cuanto a su distribucion cromosdmica, se observo que estas familias se agrupan
en regiones especificas del genoma, reflejando una regulacion coordinada entre
genes relacionados o de la misma familia. La presencia de zonas con alta actividad
de duplicacion sugiere regiones sometidas a presiones evolutivas que habrian
favorecido la diversificacion funcional y la optimizacion de procesos neuronales
complejos. Sin embargo, la dispersion de algunas familias en diferentes regiones del
genoma indica también la existencia de regulaciones independientes o la pérdida de
vinculos funcionales ancestrales, evidenciando procesos de especializacion génica.
El andlisis de redes de interaccion proteina-proteina (PPI) demostrd que las proteinas
codificadas por estas familias participan en procesos biologicos esenciales para la
expansion y funcionalidad de la corteza cerebral. Entre ellos destacan la sefalizacion
neuronal, la plasticidad sinaptica, la neuroproteccion, la remodelacion de circuitos
neuronales, la respuesta inmune y la adaptacion a estimulos externos, todos
fundamentales para la consolidacion de funciones cognitivas complejas.

Uno de los hallazgos mas relevantes de este estudio es la asociacidon entre procesos
inmunolégicos y funciones neuronales, lo que podria representar un caso de
cooptacion de genes. En este escenario, genes originalmente implicados en la defensa
inmunoldgica habrian sido reutilizados durante la evolucion para modular funciones
como la plasticidad sindptica, la homeostasis neuronal y la poda sinaptica. Esta
convergencia funcional entre los sistemas inmune y nervioso habria optimizado la
conectividad cerebral y la eficiencia de las redes corticales, favoreciendo la
emergencia de funciones cognitivas superiores y una mayor capacidad de adaptacion

a entornos cambiantes.
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e (Cabe mencionar que los resultados indican que la expansion del nimero de neuronas
en la corteza cerebral estuvo acompaiada no solo por cambios en funciones
neuronales clasicas, sino también por la incorporacion de capacidades metabolicas e
inmunorregulatorias. Implicando una reorganizacion funcional profunda de las
neuronas, en interaccion estrecha con otros tipos celulares, particularmente la glia,

cuya contribucién especifica seria abordada en estudios independientes.

En conjunto, los resultados sugieren que la expansion cortical en mamiferos no estuvo
impulsada unicamente por la duplicacion y expansion génica, sino también por la
modulacién funcional de proteinas con roles tanto inmunoldgicos como neuronales. Esto
habria potenciado la capacidad del cerebro para procesar informacion compleja, sostener
funciones cognitivas avanzadas y adaptarse a un ambiente dindmico, constituyendo un paso

clave en la evolucidn del cerebro de los mamiferos.

XI. Perspectivas

Este estudio constituye el primer esfuerzo en identificar una firma gendémica asociada con el
numero de neuronas en la corteza cerebral, conformada por 385 familias de genes. Aunque
los resultados ofrecen una base so6lida, aun es necesario profundizar en estudios funcionales
que permitan esclarecer el impacto especifico de estas familias en el desarrollo y la
especializacion cortical.

La expresion diferencial de estas familias a lo largo del desarrollo sugiere un papel
regulado espacio-temporal, con sobreexpresion en la infancia y estabilizacion en la adultez.
No obstante, estos patrones podrian estar influidos por factores externos como el ambiente,
el estado fisioldgico o el contexto patologico, aspectos dificiles de controlar en conjuntos de
datos publicos. Esto resalta la necesidad de validaciones experimentales en condiciones
controladas y de analisis comparativos entre especies para distinguir sefiales evolutivamente
conservadas de respuestas contextuales.

La identificacion de regiones gendmicas sujetas a duplicaciones y expansiones
sugiere la existencia de zonas evolutivamente dinamicas clave para la especializacién
cortical. Sin embargo, ain se desconoce coOmo las variaciones estructurales y regulatorias
han modelado estos procesos a lo largo de la evolucion.

El analisis de redes de interaccion proteina-proteina evidencio6 la participacion de
modulos funcionales relacionados con la plasticidad sinaptica, la sehalizacion neuronal y la

respuesta inmune. Un reto pendiente es comprender como estas redes se han diversificado
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en distintos linajes de mamiferos y como contribuyen a la variabilidad de capacidades
cognitivas entre especies.

Asimismo, la posible co-evolucion entre el sistema inmune y el cerebro plantea que
genes originalmente vinculados con defensa inmunologica pudieron haber sido reutilizados
para modular procesos neuronales clave, como la poda sinaptica, la homeostasis y la
plasticidad sinaptica. Dilucidar cobmo ocurrid esta convergencia funcional es esencial para
entender la emergencia de funciones cognitivas avanzadas.

Finalmente, para lograr una vision integral sera necesario implementar enfoques
multi-Omicos que integren datos gendémicos, transcriptdémicos, epigenémicos y protedmicos.
Este tipo de aproximaciones permitird caracterizar con mayor precision los mecanismos
moleculares y evolutivos que dieron forma a la corteza cerebral.

En conjunto, los resultados de este trabajo abren nuevas vias de investigacion en
neurociencia evolutiva, neurobiologia del desarrollo y biomedicina, ofreciendo un marco
para explorar los vinculos entre gendmica, plasticidad neuronal y evolucion cortical en

mamiferos.

XII Limitaciones

Este estudio se basa en un enfoque de genomica comparativa, por lo que las asociaciones
detectadas entre familias génicas, dominios proteicos y el numero de neuronas corticales
representan correlaciones evolutivas a gran escala y no implican causalidad directa.
Asimismo, los andlisis dependen de anotaciones funcionales y estructurales disponibles en
bases de datos publicas, cuya cobertura puede variar entre especies.

El trabajo se centra de manera especifica en neuronas de la corteza cerebral,
excluyendo deliberadamente el andlisis directo de otros tipos celulares, como la glia, esta
delimitacion responde a una decision metodologica explicita y al objetivo central del trabajo,
y no pretende minimizar la relevancia funcional o evolutiva de otros componentes celulares.
Finalmente, los andlisis de dominios y de interaccién proteina—proteina reflejan patrones

generales de organizacion funcional, pero no capturan dindmicas contextuales especificas.
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XIV. ANEXOS

14.1 Tablas suplementarias

Tabla S1. Tabla general de familias asociadas significativamente con parametros de composicion
celular del cerebro, resultado del analisis de PGLS simple de tnico predictor

Familia de genes Familia de genes
Fenotipo
positivo negativo

Neuronas en cerebro 37 2
Glia en cerebro 35 2
Neuronas en corteza 403 11
Glia en corteza 348 5
Masa corporal 39 2
Masa cerebral 38 3
Masa cortical 34 3
Densidad neuronal 0 0
Densidad neuronal en corteza 0 0
Masa cortical relativa 123 478
Encefalizacién 0 0

Nota: Tamario de familias de genes con asociacion significativa positiva (p < 0.05; r > 0), y con asociacion significativa negativa (p <
0.05; r < 0), para cada fenotipo de composicion celular en distintas regiones del cerebro, resultado de andlisis de PGLS simple de

predictor unico con resultados independientes.
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Tabla S2. Estructuras cerebrales clasificadas para el presente estudio

Estructuras de corteza cerebral e hipocampo

Estructuras de otras areas del cerebro

Grupo
(utilizadas) (descartadas)
Dorsolateral prefrontal cortex Amygdaloid complex
Ventrolateral prefrontal cortex Striatum
Anterior (rostral) cingulate (medial prefrontal) cortex Cerebellar cortex
Hippocampus (hippocampal formation) Mediodorsal nucleus of thalamus
Primary visual cortex (striate cortex, area v1/17) Dorsal thalamus
Orbital frontal cortex Primary motor-sensory cortex (samples)
Posterior (caudal) superior temporal cortex (area 22¢) Cerebellum
Fetus Posteroventral (inferior) parietal cortex Caudal ganglionic eminence

Primary auditory cortex (core) Lateral ganglionic eminence
Inferolateral temporal cortex (area tev, area 20) Medial ganglionic eminence
Primary motor cortex (area ml, area 4) Upper (rostral) rhombic lip
Primary somatosensory cortex (area sl, areas 3,1,2)
Occipital neocortex
Parietal neocortex
Temporal neocortex

Posterior (caudal) superior temporal cortex (area 22c) Cerebellar cortex

Inferolateral temporal cortex (area tev, area 20) Amygdaloid complex

Dorsolateral prefrontal cortex Mediodorsal nucleus of thalamus

Primary visual cortex (striate cortex, area v1/17) Striatum

Ventrolateral prefrontal cortex

Anterior (rostral) cingulate (medial prefrontal) cortex

Infant

Posteroventral (inferior) parietal cortex

Hippocampus (hippocampal formation)

Orbital frontal cortex

Primary auditory cortex (core)

Primary motor cortex (area ml, area 4)

Primary somatosensory cortex (area sl, areas 3,1,2)
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Adult

Hippocampus (hippocampal formation)

Inferolateral temporal cortex (area tev, area 20)

Orbital frontal cortex

Posterior (caudal) superior temporal cortex (area 22¢)

Posteroventral (inferior) parietal cortex

Primary auditory cortex (core)

Primary motor cortex (area ml, area 4)

Primary somatosensory cortex (area sl, areas 3,1,2)

Ventrolateral prefrontal cortex

Anterior (rostral) cingulate (medial prefrontal) cortex

Dorsolateral prefrontal cortex

Primary visual cortex (striate cortex, area v1/17)

Cerebellar cortex

Amygdaloid complex

Mediodorsal nucleus of thalamus

Striatum
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4.2 Figuras suplementarias

A GFS ~ Corteza cerebral

Neuronas en
corteza

Glia en
corteza

4
(1.0%)

B GFS ~ Neuronas en corteza cerebral vs masa cortical relativa

Neuronas en
corteza

Masa cortical
relativa

109
(21.3%)

C GFS ~ Neuronas en Corteza vs Neuronas en Cerebro

Neuronas en
corteza

Neuronas en
cerebro

Figura 1S. Especificidad del tamafio de familia de genes (GFS), asociados con fenotipos de composicion celular, a
partir de resultados en analisis de PGLS simple de predictor unico. Diagramas de Venn mostrando el porcentaje de
especificidad del GFS, con asociacion a fenotipos de composicion celular en distintas regiones del cerebro. A) Corteza
cerebral. B) Niimero de neuronas en corteza cerebral y masa cortical relativa. C) Nimero de neuronas en corteza cerebral

y neuronas en cerebro completo.
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Distribucién del nimero de copias por especie para el total de familias de genes (nh=2777)
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Figura 28S. Distribucién del nimero de copias en familia de genes (n=2777) en cada especie. Boxplots que muestran la

variacion en el nimero de copias génicas por familia de genes en las especies analizadas.

Distribucién del nimero de copias por especie para familias de genes asociadas a neuronas en
corteza cerebral (n= 385)

[ ]
8
E 100 °
e
=
(o]
o °
@ °
a
5]
(&) [ ] ° [ ]
S 5 3 3 !
e ® ° * ° H b ° L H L $ ° ° (] '} ’ H
® S 3 . (] s ¢ s 8
c ® [ ® ‘ '} ® H Y 4 ° .
S ° hd ° b4 L g ' ®
= i s 3 s o 8 SR | : :
| & é é | L | | l l L
& & 3 & NP L @ ; ? & O & N & 3 2
o &“‘Q(\ 65?}\ V& @ﬁ foé@(\ xﬂ\ﬁ -o‘)\’&\ (@}& N é’&\) \)@ \0\\) é‘é@ ,0030\ @0\) e"‘é\
20 @ & o e e o S UK A & e
) \‘s\(\"‘ {\\5 A'\’DQ 2 00(\\ \(\,&\) (_§°O 6@ ,@% Q’bdb o & &O 60 (0\)( Q’b\ %(\o <
» P X ¥ Y U N & 3° 2
o Y R G AR 2
&° NN \&-\\d & (\\6\ &
¥ o
Especie

Figura 3S. Distribucion del nimero de copias en familia de genes (n= 385) asociada al nimero de neuronas en
corteza cerebral, en cada especie. Distribucion del nimero de copias génicas por familia en las especies estudiadas para

el subconjunto de familias asociadas a el nimero de neuronas en corteza cerebral.
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Comparacién del nimero de copias por familia de genes
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Figura 4S. Comparacién del nimero de copias por familia de genes entre el conjunto total de familias de genes (n=
27777) y las familias asociadas al niimero de neuronas en corteza cerebral (n=385). Comparacion de las distribuciones
del numero de copias génicas por familia de genes. Las familias de genes asociadas al nimero de neuronas en corteza
cerebral muestran una distribucion comparable al fondo gendémico, con ligeras diferencias que sugieren un posible papel

de la duplicacion génica en funciones de la expansion cortical.
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Figura 5S. Redes de interaccion proteina-proteina sefialando las proteinas de interés. Relacion entre proteinas y vias
enriquecidas en términos GO. Nodo amarillo: proteinas de consulta. Nodo rojo: proteinas predichas afiadidas por STRING.

Nodo gris: proteinas de segundo orden o de interaccion indirecta.
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Figura  6S. Redes de
interaccion proteina-proteina
modificado a escala (1/4) para
una mejor observacion de la
interaccion de proteinas de
interés y seleccionada por
region. Relacion entre proteinas
y vias enriquecidas en términos
GO. Nodo amarillo: proteinas de

consulta en region 1.
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Figura 7S. Redes de interaccién proteina-proteina modificado
a escala (1/4) para una mejor observacion de la interaccion de
proteinas de interés y seleccionada por region. Relacion entre
proteinas y vias enriquecidas en términos GO. Nodo amarillo:

proteinas de consulta en region 2.
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14.3 Codigo

Script 1. PGLS doble de predictor tinico

#Set working directory to the one where we have the input files
setwd("/datoslab/usuarios/studContainer/jtr23/PGLS2/")

# Load the necessary libraries

library(parallel)

library(nlme)

library(ape)

library(phytools)

library(caper)

library(dplyr)

library(logr)

cl <- makeCluster(detectCores()-1, type = "FORK")

#Read the input file (flat file with values separated by commas) with the phenotype data
traits<-read.csv("Mammalian_traits_Completo_Ctx_022023test.csv", stringsAsFactors = F)
# FILTERING

cat(green("Starting to get the LOG values and Filtering values: Longevity, Body Mass, Brain Mass and cEi..... \n"))
traits$clog.longevity<-log10(traits$Maximum.longevity..yrs.)

### Change dir tree.mwk

tree <-read.tree("all_mammals_species_tree.nwk")

#Remove Genus.Species without phenotypic or sequencing data

traits <- traits[!is.na(traits$Cortical_neurons_x_10.6),]

traits <- traits[!is.na(traits$Neurons_brain_x_10.6),]

traits <- traits[!is.na(traits$Genus_species),]

row.names(traits)<-traits$Genus_species

#Read input file with the GFS per family per specie
list_orthogroups_counts<-read.csv("PGLS_46spp 4121GFS_MLSP _Ei BUSCO_and_GeneFamily Filtering.csv",row.names = 1)
list_orthogroups_counts<-list_orthogroups_counts[, colnames(list_orthogroups_counts)]
#it#iH#i###H# IN THE CASE OF NORMALIZED DATA USE THE gene_numbers...
traits<-subset(traits, traits$Genus_species %in% colnames(list_orthogroups_counts))
#Remove families with a zero variance in gene family size in the analysed Genus.Species
tree2<-drop.tip(tree,setdiff(tree$tip.label,row.names(traits)))

# All values should be TRUE

row.names(traits) %in% tree2$tip.label

cat(green("Filtering is DONE! \n"))

name.check(tree2, traits)

cat(red("Getting ready for PGLS \n"))

HHHHHHHHHHHHHHHHP GLS HHHHHHHHH
Genome.completion. filtering<-function(FamData,Filt.Near.Uni, ssp.treshold){
want.percent<- Filt.Near.Uni/100
NumColsl<-length(list_orthogroups_counts)
# Filter the ortho counts by the single-copy orthologs. We are going to remove the orthogroups that have 0 or 1 number of genes per family
list1<- list_orthogroups_counts[1:NumCols1] %>% filter_all(all_vars(.<2)) # all orthogroups have 0 or 1 gene
list]$Total<- rowSums(list1) # summatory of all the sigle-copy genes in new col.
## Nearly universal genes calculation (filtering to get our core sigle-copy gene set)
# NumCols1+1 (is the column with the total gene counts per orthogroup)
# Why do I need to filter the orthogroups to keep the ones that have as many genes as the 90% or 95% of the number of species?
filtering.90.1<<- filter(list1, Total >= round(NumCols1*want.percent))
filtering.90.1<<- filter(list1, Total >= round(NumCols1*want.percent))
#filtering.90.1$Total<- NULL
# keep the spp that have 90% of these single-copy genes orthogroups.
# Find the treshold for the spp
# All the spp most have at least the number of genes designated by the treshold.
treshold <- round(nrow(filtering.90.1)*(ssp.treshold/100))
log_print(paste(round(nrow(filtering.90.1))))
log_print(paste("All the spp most have at least the number of genes designated by the treshold:", treshold, "genes", sep =" "), hide_notes = T)
# Count the number of single-copy genes per spp and remove those that does not have at least the number of genes dictated by the treshold.
filtering.90.1<<- filtering.90.1[,colSums(filtering.90.1) >= treshold]
filtering.90.1<- filtering.90.1[,colSums(filtering.90.1) >= treshold]
log_print(paste( "Which spp or columns were removed? ", setdiff(colnames(list_orthogroups_counts),colnames(filtering.90.1))), hide_notes = T)
#i## Jackpot! the final table that will be used to run the PGLS with all the spp that we need.

gene_numbers<<-list_orthogroups_counts[colnames(list_orthogroups_counts) %in% colnames(filtering.90.1)]
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log_print(paste(""You have", NumColsl, "spp that passed the genome completness filter", sep =" "),hide_notes = T )
log_print("#### Jackpot! Now we have finished the filtering to know if the genomes used are complete ####", hide_notes = T)
log_print("The dataframe gene numbers was created", hide notes = T)
log_print("The filtering.90.1 object was created", hide notes = T)
write.csv(filtering.90.1, paste("nearly.universal." Filt.Near.Uni,".percent.",ssp.treshold,"ssp.treshold",".csv", sep = ""))
log_print(paste("File"," nearly.universal.",Filt.Near.Uni,".percent.",ssp.treshold,"ssp.treshold",".csv", " was created", sep = ""))
list.40_orthogroups_counts<-list_orthogroups_counts[colnames(list_orthogroups_counts) %in% colnames(filtering.90.1)]
sppnumero<-dim(list.40_orthogroups_counts)[2]
gene_numbers <- list.40_orthogroups_counts
write.csv(list.40_orthogroups_counts, paste("Total.counts.",sppnumero,"spp.csv", sep =""))
log_print(paste("The file Total.counts." sppnumero,"spp.csv was created", sep = ""))
}
### function to filter orthogroups with gene counts
Genome.completion. filtering(FamData = list_orthogroups_counts, Filt.Near.Uni = 90, ssp.treshold = 90)
colnames(x = traits)[1:8]
Trait.orthoGr.filtering<-function(traits, pheno.col.nums, spp.col.num, gene.numbers){
phenotypes<- colnames(x = traits)[pheno.col.nums]
for (i in 1:length(phenotypes)) {
traits. filtered<<-traits[ !is.na(traits[,phenotypes[i]]),]
}
spp.name<-colnames(x = traits)[spp.col.num]
traits.filtered<<-traits.filtered[traits.filtered[,spp.name] %in% colnames(gene.numbers), ]

gene.numbers. filtered<-gene_numbers[,colnames(gene_numbers) %in% traits.filtered[,spp.name],]

log_print(’ , hide_notes = T)

log_print("****Spp missing in traits but present in gene.numbers:****" hide_notes = T)

log_print( , hide_notes =T)

log_print(setdiff(colnames(gene.numbers),traits.filtered[,spp.name]))

log_print( , hide_notes =T)

log_print("****Spp missing in gene.numbers but present in traits:****" hide notes = T)

log_print(’ , hide_notes = T)
log_print(setdiff(traits$Spp.Name, traits.filtered$Spp.Name))
if (dim(traits.filtered)[ 1] == 0) {

log_print("The col. names from gene.number might be different to traits spp names", hide_notes = T)

}
log_print( , hide_notes = T)

log_print("Removing the orthogroups (gene families) that have 0 genes in 20% of the spp", hide notes = T)

log_print( , hide notes = T)
zeros20perc <- ncol(gene.numbers.filtered)*0.2

gene.numbers. filtered<-gene.numbers. filtered[rowSums(gene.numbers.filtered == 0) <= zeros20perc, |

log_print(’ , hide_notes = T)

log_print("Removing any orthogroupos (gene families) with variance of 0", hide_notes = T)

log_print(’ , hide_notes = T)
#[huki]Remove any fams with variance of zeros.
gene.numbers. filtered<-gene.numbers. filtered[apply(gene.numbers.filtered, 1, var) > 0,]

# to avoid gene families present in only one sp.

log_print( , hide notes = T)

log_print("Removing orthogroups (gene families) of 1 gene or less present in only 1 spp", hide_notes = T)

log_print( , hide_notes = T)
gene.numbers.filtered<<-gene.numbers.filtered[apply(gene.numbers.filtered, 1, max) > 2,]
log_print(paste("The file ", paste("Filtered. GeneNum.",phenotypes,".csv"," was created", sep = "")))
write.csv(gene.numbers.filtered, paste("Filtered. GeneNum.",phenotypes,".csv", sep = ""))
}
gropikkdkkk - Change parameters! 11111 okt
Trait.orthoGr.filtering(traits = traits, pheno.col.nums = ¢(20, 13), spp.col.num = 1, gene.numbers = gene_numbers)
gene_numbers <- gene.numbers. filtered
#it#i#H PGLS
out<-t(apply(gene_numbers, 1,function(x){
phenol<<- "Cortical_neurons_x_10.6" #add phenotypes as needed
pheno2<<- "Neurons_brain_x_10.6"
traits2<-cbind(traits[,c("Genus_species", "Cortical neurons x_10.6", "Neurons_brain_x_10.6")],as.numeric(x)) #add phenotypes as needed
names(traits2)[dim(traits2)[2]]<-"GFS"
#next bit removes Genus.Species with NAs in events from tree, only necessary for losses, deletion, not for GFS
traits2$Species <- row.names(traits2)
tree2<- drop.tip(tree2,names(x)[is.na(x)])
pglsModel<-try(gls(GFS ~ Cortical_neurons_x_10.6 + Neurons_brain_x_10.6, correlation = corBrownian(1, form = ~Species, phy = tree2), method = "ML", data = traits2))
#add phenotypes as needed
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if (inherits(pglsModel, "try-error"))
return(c(NA,NA))
else
return(c(anova(pglsModel)$ F-value'[1], anova(pglsModel)$'p-value'[1], anova(pglsModel)$'F-value'[2], anova(pglsModel)$ ' p-value'[2],
anova(pglsModel)$ ' F-value'[3], anova(pglsModel)$ p-value'[3], summary(pglsModel)$tTable[1,1],
summary(pglsModel)$tTable[2,1], summary(pglsModel)$tTable[3,1], summary(pglsModel)$tTable[ 1,2], summary(pglsModel)$tTable[2,2],
summary(pglsModel)$tTable[3,2], summary(pglsModel)$tTable[ 1,3], summary(pglsModel)$tTable[2,3], summary(pglsModel)$tTable[3,3],
summary(pglsModel)$tTable[ 1,4], summary(pglsModel)S$tTable[2,4], summary(pglsModel)$tTable[3,4]))
D)
colnames(out)<-c("F_value Intercept", "p_value Intercept", paste("F_value", phenol , sep=""), paste("p_value", phenol, sep=""),
paste("F_value", pheno2, sep=""), paste("p_value", pheno2, sep=""), "Coefficient Intercept", paste("Coefficient", phenol, sep=""),
paste("Coefficient", pheno2, sep=""), "Coef SE Intercept", paste("Coef SE", phenol, sep=""), paste("Coef SE", pheno2, sep=""),
"Coef tval Intercept", paste("Coef tval", phenol, sep=""), paste("Coef tval", pheno2, sep=""), "Coef pval Intercept",
paste("Coef pval", phenol, sep=""), paste("Coef pval", pheno2, sep=""))
nameout <- paste("PGLS_", ncol(gene_numbers) ,"spp_",nrow(gene_numbers) ,"GFS_Longevity New_filtering_", phenol,pheno2,sep="")

cat(red("PGLS is DONE! \n PGLS folder has been created in the directory \n"))

R RS calculation from ts
sps<-nrow(traits)
DeFr <- sps - (2+1)
out<-as.data.frame(out)
Coef.tvall<-toString(paste("Coef tval", phenol, sep=""))
R1 <- toString(paste("R_t_value", phenol, sep=""))
R_t_valuel <- out[[Coef.tvall]] / (sqrt(((out[[Coef.tval1]])"2) + DeFr)) # tvalue / square root of(tvalue*2 + DF))
out[[R1]] <-R_t_valuel
Coef.tval2<-toString(paste("Coef tval", pheno2, sep=""))
R2 <- toString(paste("R_t_value", pheno2, sep=""))
R_t value2 <- out[[Coef.tval2]] / (sqrt(((out[[Coef.tval2]])"2) + DeFr)) # tvalue / square root of{(tvalue”2 + DF))
out[[R2]] <-R_t value2
write.csv(out, paste(nameout, "with_Rs", ".csv", sep=""))
cat(yellow("Rs Calculation is DONE! \n File created in the directory \n"))
R BENJAMINI CALCULATION #ittHiHH#HH#iH#iH

bh <-read.csv(paste(nameout, "with_Rs", ".csv", sep=""))

bh$p.adjusted. GFS.vs.Cortical_neurons_x_10.6 <- p.adjust(bh$p_value.Cortical _neurons_x_10.6, method = "fdr")
bh$p.adjusted.GFS.vs.Neurons_brain_x_10.6 <- p.adjust(bh$p_value.Neurons_brain_x_10.6, method = "fdr")
write.csv(bh, paste(nameout, "with Rs Benja", ".csv", sep="") , row.names=FALSE)

cat(magenta("Benjamini Calculation is DONE! \n File created in the directory \n"))

~.\n")

cat(red("Processing Permutation.

"on

clusterExport(cl,c("gene_numbers", "traits", "gls", "tree2", "corBrownian", "sps"))
perms<- parLapply(cl, 1, function(i,...){
phenol<<- "Cortical_neurons_x_10.6" #add phenotypes as needed
pheno2<<- "Neurons_brain_x_10.6"
y<-sample(c(1:sps))
gene numbers2 <- gene_numbers[,y]
outpermI<-apply(gene_numbers2,1,function(x){
traits2<-cbind(traits[,c("Genus_species", "Cortical_neurons_x_10.6", "Neurons_brain_x_10.6")],x) #add phenotypes as needed
names(traits2)[dim(traits2)[2]]<-"GFS"
pglsModel<-gls(GFS ~ Cortical_neurons_x_10.6 + Cortical_glia_x_10.6, correlation = corBrownian(phy = tree2), method = "ML", data = traits2) #add phenotypes as needed
return(c(anova(pglsModel)$ F-value'[1], anova(pglsModel)$ ' p-value'[1], anova(pglsModel)$' F-value'[2], anova(pglsModel)$ p-value'[2], anova(pglsModel)$ F-value'[3],
anova(pglsModel)$ p-value'[3], summary(pglsModel)$tTable[1,1], summary(pglsModel)$tTable[2,1], summary(pglsModel)$tTable[3,1], summary(pglsModel)S$tTable[1,2],
summary(pglsModel)$tTable[2,2], summary(pglsModel)$tTable[3,2], summary(pglsModel)$tTable[1,3], summary(pglsModel)$tTable[2,3], summary(pglsModel)$tTable[3,3],
summary(pglsModel)$tTable[ 1,4], summary(pglsModel)$tTable[2,4], summary(pglsModel)$tTable[3,4]))
)
outpermI<-t(outperm1)
colnames(outperm1)<-c("F_value Intercept", "p_value Intercept", paste("F_value", phenol , sep=""), paste("p_value", phenol, sep=""), paste("F_value", pheno2, sep=""),
paste("p_value", pheno2, sep=""), "Coefficient Intercept", paste("Coefficient", phenol, sep=""), paste("Coefficient", pheno2, sep=""), "Coef SE Intercept", paste("Coef SE",
phenol, sep=""), paste("Coef SE", pheno2, sep=""), "Coef tval Intercept", paste("Coef tval", phenol, sep=""), paste("Coef tval", pheno2, sep=""), "Coef pval Intercept",
paste("Coef pval", phenol, sep=""), paste("Coef pval", pheno2, sep=""))
return(outperm1)
)
perms <- as.data.frame(do.call(rbind, perms), rownames=TRUE)
dim(perms)
phenol<<- "Cortical_neurons_x_10.6"
nameout2 <- paste("OnePerm_New_Filtering", ncol(gene_numbers) ,"spp",nrow(gene_numbers) , phenol, sep="_")

write.csv(perms, paste(nameout2, ".csv", sep=""))

R RS calculation from ts
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infile<-read.csv(paste(nameout2,".csv", sep=""))
outfile<-paste(nameout2 ," con_Rs", ".csv", sep="")
R_t value <- ((infileSCoef.tval.Cortical_neurons_x_10.6))/sqrt((((infile$Coef.tval.Cortical _neurons_x_10.6)"2) + DeFr )) # square root of (tvalue*2 / (tvalue*2 + DF))
infile$R_Coef.tval.Cortical _neurons x_10.6 <-R_t value
R_t value <- ((infile$Coef.tval.Neurons_brain_x_10.6))/sqrt((((infile$Coef.tval.Cortical_glia x_10.6)"2) + DeFr )) # square root of (tvalue"2 / (tvalue*2 + DF))
infile$R_Coef.tval.Cortical_glia x_10.6 <-R_t_value
write.csv(infile, outfile, row.names=F)
#itH i THOUS AND PERMSHH#HHHHHEHHHH
cat(red("Thousand permutation is processing ....... \n"))
clusterExport(cl,c("gene_numbers", "traits", "gls", "tree2", "corBrownian", "sps"))
perms<- parLapply(cl, 1:1000, function(i,...){
phenol<<- "Cortical neurons x_10.6" #add phenotypes as needed
pheno2<<- "Neurons_brain_x_10.6"
y<-sample(c(1:sps))
gene_numbers2 <- gene_numbers|[,y]
outperm1<-apply(gene_numbers2,1,function(x){
traits2<-cbind(traits[,c("Genus_species", "Cortical_neurons_x_10.6", "Neurons_brain_x_10.6")],x) #add phenotypes as needed
names(traits2)[dim(traits2)[2]]<-"GFS"
pglsModel<-gls(GFS ~ Cortical neurons_x_10.6 + Neurons_brain_x_10.6, correlation = corBrownian(phy = tree2), method = "ML", data = traits2) #add phenotypes as needed
return(c(anova(pglsModel)$ F-value'[1], anova(pglsModel)$'p-value'[1], anova(pglsModel)$F-value'[2], anova(pglsModel)$ ' p-value'[2], anova(pglsModel)$ F-value'[3],
anova(pglsModel)$ ' p-value'[3], summary(pglsModel)$tTable[1,1], summary(pglsModel)$tTable[2,1], summary(pglsModel)$tTable[3,1], summary(pglsModel)$tTable[1,2],
summary(pglsModel)$tTable[2,2], summary(pglsModel)$tTable[3,2], summary(pglsModel)$tTable[1,3], summary(pglsModel)$tTable[2,3], summary(pglsModel)$tTable[3,3],
summary(pglsModel)$tTable[ 1,4], summary(pglsModel)$tTable[2,4], summary(pglsModel)$tTable[3,4]))
b
outperm1<-t(outperm1)
colnames(outperm1)<-c("F_value Intercept", "p_value Intercept", paste("F_value", phenol , sep=""), paste("p_value", phenol, sep=""), paste("F_value", pheno2, sep=""),
paste("p_value", pheno2, sep=""), "Coefficient Intercept", paste("Coefficient", phenol, sep=""), paste("Coefficient", pheno2, sep=""), "Coef SE Intercept", paste("Coef SE",
phenol, sep=""), paste("Coef SE", pheno2, sep=""), "Coef tval Intercept", paste("Coef tval", phenol, sep=""), paste("Coef tval", pheno2, sep=""), "Coef pval Intercept",
paste("Coef pval", phenol, sep=""), paste("Coef pval", pheno2, sep=""))
return(outperm1)
b
system("say Just finished!")
perms <- as.data.frame(do.call(rbind, perms), rownames=TRUE)
dim(perms)
phenol<<- "Cortical neurons_x_10.6"
nameout2 <- paste("OnePerm New_Filtering", ncol(gene_numbers) ,"spp",nrow(gene_numbers) , phenol, sep="_")
write.csv(perms, paste(nameout2, ".csv", sep=""))
RS calculation from ts##HHH#HHHHIH#H
infile<-read.csv(paste(nameout2,".csv", sep=""))
outfile<-paste(nameout2 ,"_con_Rs", ".csv", sep="")
R_t_value <- ((infileSCoef.tval.Cortical_neurons_x_10.6))/sqrt((((infileSCoef.tval.Cortical_neurons_x_10.6)"2) + 56 )) # square root of (tvalue”2 / (tvalue*2 + DF))
infile$R_Coef.tval.Cortical_neurons_x_10.6 <-R_t_value
R _t value <- ((infileSCoef.tval.Neurons_brain_x_10.6))/sqrt((((infile$Coef.tval.Neurons_brain_x_10.6)"2) + 56 )) # square root of (tvalue*2 / (tvalue2 + DF))
infile$R_Coef.tval. Neurons_brain_x_10.6 <-R_t value
write.csv(infile, outfile, row.names=F)
cat(red("Permutation is DONE! \n New file created in the directory"), yellow("\n ***#*** SCRIPT EXECUTED SUCCESFULY !!! ##i##skty)

Script 2. Valores de Significantes

#Set working directory to the one where we have the input files

setwd("/datoslab/usuarios/studContainer/jtr23/PGLS2/")

#it## Select significant gene families #####

infile <- read.csv("PGLS.Cortical_neurons_x_10.6.18.Spp.2777.GeneFams.Rs_benjamini.csv", stringsAsFactors = F)

## Select significant p values with R Positive or R Negative##

pos <- infile[infile$p.adjusted.GFS.vs.Cortical neurons x 10.6 < 0.05 & infile$R.t.value.Cortical_neurons x_10.6 >0,]

neg <- infile[infileSp.adjusted. GFS.vs.Cortical neurons x_10.6 < 0.05 & infile$R.t.value.Cortical neurons x_10.6 <0 ,]

# CHANGE phenotype on file name (example: "Cortical neurons_x_10.6")##

write.csv(pos[, 1], paste("Cortical neurons_x_10.6.PGLS.18.Spp.", dim(pos)[1],".POS.", "GeneFams.Rs_benjamini.csv", sep = ""), row.names=F)
write.csv(neg][,1], paste("Cortical_neurons_x_10.6.PGLS.18.Spp.", dim(neg)[1],".NEG.", "GeneFams.Rs_benjamini.csv", sep = ""), row.names=F)
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Script 3. Expansion y contraccion de familia de genes

#Set working directory to the one where we have the input files
setwd("/datoslab/usuarios/studContainer/jtr23/PGLS2/")
# Load libraries
library(ggplot2)
library(dplyr)
library(tidyr)
# Read the data
expansion <- read.csv("expansion.csv")
contraccion <- read.csv("contraccion.csv")
# Merge the data into a single dataframe
datos <- full_join(expansion, contraccion, by = "Fenotipo")
# Replace NA with 0 if there are missing values
datos[is.na(datos)] <- 0
# Transform data into long format for ggplot2
datos_largo <- datos %>%
pivot_longer(cols = c(Familias Exp, Familias_Con),
names_to = "Categoria", values_to = "Cantidad")
#Calculate percentage
datos_largo <- datos_largo %>%
group_by(Fenotipo) %>%
mutate(Percent = Cantidad / sum(Cantidad) * 100)
# Reorder the phenotype levels in the desired order
orden_fenotipos <- c("Neuronas_Corteza", "Glia en Corteza")
# Convert Phenotype into a factor with defined order
datos_largo$SFenotipo <- factor(datos_largo$Fenotipo, levels = orden_fenotipos)
# Rename categories for the legend
datos_largo$Categoria <- recode(datos_largo$Categoria,
"Familias_Exp" = "Expansion",
"Familias_Con" = "Contraccion")
# Create the graph with horizontal bars
p <- ggplot(datos_largo, aes(x = Fenotipo, y = Percent, fill = Categoria)) +
geom_bar(stat = "identity", position = "fill") + # Black borders for better separation
scale_fill manual(values = ¢("darkcyan", "darkgoldenrod1")) +
#geom_hline(yintercept = ¢(0, 0.5, 1), linetype = "solid", color = "black", linewidth = 0.8) + # Line in 0%, 50% y 100%
scale_y_continuous(labels = scales::percent_format()) +
scale_x_discrete(limits = rev(orden_fenotipos)) +
labs(title = "Ntmero de Familias de Genes en Expansion y Contraccion",
x = "Fenotipo",
y = "Porcentaje",
fill = "Categoria") +
theme minimal() +
theme(axis.text.x = element_text(angle = 45, hjust = 1)) +
coord_flip() + # @ Hace las barras horizontales
annotate("text", x = Inf, y = 0.25, label = "Contraccion de familia de genes", vjust = -1, size = 5, fontface = "bold") +
annotate("text", x = Inf, y = 0.75, label = "Expansion de familias de genes", vjust = -1, size = 5, fontface = "bold")
# Save the chart as a PNG
ggsave("grafico_familias_genes2.png", plot = p, width = 10, height = 6, dpi = 300)

Script 4. Diagramas de Venn

#Set working directory to the one where we have the input files
setwd("/datoslab/usuarios/studContainer/jtr23/PGLS2/")

# Load the necessary libraries

library(readr)

library(ggplot2)

library(ggvenn)

# Upload CSV files

filel <- "Cortical neurons_x_10.6.PGLS.18.Spp.POS.GeneFams.Rs_benjamini.csv"
file2 <- "Cortical_glia_x_10.6.PGLS.18.Spp.POS.GeneFams.Rs_benjamini.csv"
# Reading CSV files

df1 <-read_csv(filel)
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df2 <-read_csv(file2)

# Obtain the lists of IDs

ids1 <- df1$x

ids2 <- df2$x

# Create a list with the IDs

id_list <- list(Cortical_Neurons = ids1, Cortical_glia = ids2)

# Create the Venn diagram using ggvenn

gg <- ggvenn(id_list, columns = ¢("Cortical_Neurons", "Cortical_Glia"))
# Display the graph

print(gg)

# Save the chart in a PNG file
ggsave("Diagrama_venn_doble_cortical neurons_glia RCM.png", plot = gg, width = 6, height = 6, dpi = 1200)

Script S. Enriquecimiento funcional en términos GO

#Set working directory to the one where we have the input files
setwd("/datoslab/usuarios/studContainer/jtr23/PGLS2/")
AR R R POSITIVES

library(parallel)

cl <- makeCluster(detectCores()-1)

filenamel<-toString(paste("../02-PGLS/MLSP+Ei/PGLS_46spp_4121GFS_Longevity New_filtering_clog.longevitycEiwith_Rs Benja")) #Change PGLS results **#### ik
filenameout <- gsub("*(?:[* ]* ){1}",' filenamel)#to exclude everything before the 1rd space and keep the name's part of interest to name the output files
filename2<-toString(paste(filenamel, "POSITIVES.csv", sep=""))

infile<-read.csv(filename2,stringsAsFactors=FALSE)

head(infile)

phenotype<-toString(paste("MLSP+Ei"))#Put Phenotype of interest###tii it

rm(list=setdiff(Is(), c("infile", "GOanott", "phenotype", "filenameout")))
#setwd("/Users/Administrator/Documents/PhD/Proyecto/GliaN_Paper_Obs/Pearson/PIC")
library(parallel)

cl <- makeCluster(detectCores()-1)

filterbp<-toString(paste("benjamini BP50"))#Put filter and BP characteristics for name####H#

outfile <- toString(paste("GO_", phenotype, " ", filterbp, sep=""))
outfilel <- toString(paste(outfile, ".csv", sep=""))

numreps<-1000

mlsp_assoc <- infile[infile$p.adjusted. GFS.vs.clog.longevity < 0.05 & infileSR_t_value.clog.longevity >0 ,]
head(mlsp_assoc)

dim(mlsp_assoc)

Familyset <- as.data.frame(infile[infile$X %in% mlsp_assoc$X, 1])

head(Familyset)

dim(Familyset)

names(Familyset)<- ¢("FamilyID")

dim(Familyset)

#Population of all gene families studied (Background)

dat<-as.data.frame(infile[,1])

names(dat)<- ¢("FamilyID")

GOanott<-read.csv("GO_Terms_per_family Ens99BP_50.csv" header=TRUE,stringsAsFactors=F ALSE) #Gene onthology annotations per family##
GOsBPn<-unique(GOanott[,-1])
GOsBP<-GOsBPn[,1]
GOanott2<-matrix(NA,dim(GOanott)[1],2,dimnames = list(c(1:dim(GOanott)[1]),c("GO.ID", "FamilyID")))
GOanott2[,1]<-GOanott[,2]
GOanott2[,2]<-GOanott[,1]
counts<-vector("numeric'")
annotation<-vector("numeric")
join<-merge(Familyset, GOanott2,by="FamilyID")
w <- dim(Familyset)[1]
zscore<-matrix(NA,length(GOsBP),1,dimnames=list(GOsBP,"Z-score"))
countssmpl2<-matrix(NA,length(GOsBP),numreps)
zscore2<-matrix(NA,length(GOsBP),1,dimnames=list(GOsBP,"Z-score"))
counts<-sapply(GOsBP, function(x) #Counts in Familyset per GO
sum(join[,2]==x))
annotation<-apply(Familyset, 1, function(x) #Annotation density of each family in Familyset
sum(join[,1]==x))
counts2<-counts/mean(annotation) #Counts in Familyset per GO corrected against annotation density

clusterExport(cl, c("dat", "GOanott2", "GOsBP", "w"))
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run3 <- function(c) {
smpl <- as.data.frame(sample(dat[,1],w),stringsAsFactors=FALSE)
names(smpl)<- ¢("FamilyID")
joinsmpl<-merge(smpl,GOanott2,by="FamilyID")
countssmpl<-sapply(GOsBP, function(x) #Cuentas por GO Term de genes en la smpl
sum(joinsmpl[,2]==x))
annotationsmpl<-apply(smpl, 1, function(x) #Densidad de anotacion en reales
sum(joinsmpl[,1]==x))
return(list(countssmpl=countssmpl, annotationsmpl=annotationsmpl))
}
MCsmpl<-parSapply(cl,rep(1,numreps),run3)
stopCluster(cl)
countssmpl<-do.call(cbind, MCsmpl[1,])
annotationsmpl<-do.call(cbind, MCsmpl[2,])
means<-rowMeans(countssmpl)
meansannotation<-colMeans(annotationsmpl)
for(p in c(1:numreps))
countssmpl2[,p]<-countssmpl[,p]/meansannotation[p]
means2<-rowMeans(countssmpl2)
SEMs<-apply(countssmpl, 1,sd)
SEMs2<-apply(countssmpl2,1,sd)
zscore[,1]<-(counts-means)/SEMs
zscore2[,1]<-(counts2-means2)/SEMs2
pval<-pnorm(-abs(zscore))
adjpval<-p.adjust(pval,"fdr")
pval2<-pnorm(-abs(zscore2))
adjpval2<-p.adjust(pval2,"fdr")
numpval<-rowSums(countssmpl>=counts)/numreps
numpval2<-rowSums(countssmpl2>=counts2)/numreps
adjnumpval<-p.adjust(numpval,"fdr")
adjnumpval2<-p.adjust(numpval2,"fdr")
outl<-as.data.frame(cbind(GOsBPn[,1],GOsBPn[,2],counts,means,SEMs,zscore,pval, adjpval, numpval, adjnumpval),stringsAsFactors=FALSE)
names(outl)<-c("GOID","GO Term","Gene Families in the GO","Expected families per GO","Standard Deviation of the samples","Z-score","One tail p-value","FDR", "Numeric
p-value", "Numeric FDR")
#write.csv(outl, outfile, row.names=F)

write.csv(outl, outfilel, row.names=F)

Script 6. HeatMap

#Set working directory to the one where we have the input files
setwd("/datoslab/usuarios/studContainer/jtr23/PGLS2/")

rm(list=1s())

library(colorout)

nameout <- paste("All_Groups")####put name of file TodosM4top20

filterchar<-toString(paste("BP50_benja"))#Put filter and BP characteristics for name#####iti
outfilename <- toString(paste("GO-HM_", nameout, "_", filterchar, sep=""))
xR one of the "archives" is modified before, then quit manually single or double quotes (' or ") from the ID names so it doesn't complain when reading the
table, ¥Rk
##fill the ones to omit with NAs###
archivos <- list.files(pattern = "GO _")
noms<-sapply(strsplit(archivos,"_"),"[",2) # BP 4, # MF and CC 5. La parte del nombre cambiante/significativa
tb1<-read.table(archivos[1],sep=",",header=TRUE)
ps<-matrix(NA,dim(tb1)[1],length(archivos),dimnames=list(tb 1 $GO.Term,noms))
zs<-matrix(NA,dim(tb1)[ 1],length(archivos),dimnames=list(tb 1 SGO.Term,noms))
obs<-matrix(NA,dim(tb1)[1],length(archivos),dimnames=list(tb1$GO.Term,noms))
for (i in ¢(1:length(archivos))){
tb1<-read.table(archivos[i],sep=",",header=TRUE)
ps[.,i]<-tb1$SFDR
zs[,i]<-tb1$Z.score
obs[,i]<-tb1$Gene.Families.in.the. GO
}
GOn<-apply(zs,2,function(x) length(which(x>0))) #valores de zscore positivos (por lo tanto solo categorias overrepresented), tanto significativos como no
GOn2<-apply(ps, 1,function(x) length(which(x<0.05)))
ind <- which(GOn2==0)
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newnames<-paste(colnames(ps),GOn)

colnames(ps)<-newnames

ps[which(ps>0.05)]<-NA

ps[which(zs<0)]<-NA

ps[which(obs<3)]<-NA #filter that more than 1 Gene Family is observed
ps <- ps[-ind, ]

ps <- ps[order(-ps[,2], -ps[,1]), ] #para ordenar (ascending) primero con el p value de la 1a columna, luego por el de la 2a y finalmente el de la 3a
ps <- ps[apply(ps, 1, function(x)any(!is.na(x))),] #TRUE para las filas que no son todas NA
##Save "ps" and manually change the order as desired for the graphic
## First invert the order to see it as the final output graphic
ps<-ps[seq(dim(ps)[1],1).]

tablename<-toString(paste(outfilename, " Table", sep=""))

write.csv(ps, paste(tablename, ".csv", sep=""))

###CHANGE the order as desired for the graphic
ps<-read.csv(toString(paste(tablename, ".csv", sep="")))
ps<-read.csv("GO-HM_AIl_Groups_BP50_benja_Table.csv")
ps<-ps[seq(dim(ps)[1],1),] #re-invert to the original

ps2<-ps[,-1]

rownames(ps2) <- ps[,1]

ps<-ps2

# Actual Heatmap plot #

library(reshape)

library(lattice)

library(RColorBrewer)

colores<-c(rev(brewer.pal(9,"Y10rRd")[2:9]))
paleta<-colorRampPalette(colores, space = "Lab")

colores<-paleta(50)

interv<-seq(0,0.05,by=.001)

pdfname <- toString(paste("heatmap_paper.pdf", sep=""))

pdf(pdfname, paper="a4r",width =8, height=8) # BP 11,6 CC 8,8

e

levelplot(t(ps), main="", xlab="", ylab="", col.regions=colores, cuts=100, at=interv, scales=list(x=list(rot=90,cex=.7), y=list(rot=0,cex=0.7), draw=TRUE) ,
colorkey=list(TRUE,space="right",contour=FALSE,pretty=TRUE), par.settings = list(axis.line = list(col = 0)),
panel = function(...) {
panel.fill(col = "gray96")
panel.levelplot(...)
)
dev.off()
png("heatmap_for_paper.png" ,units="px", width=5760, height=5760, res=600)

mv

levelplot(t(ps), main="", xlab="", ylab="", col.regions=colores, cuts=100, at=interv, scales=list(x=list(rot=90,cex=1.5), y=list(rot=0,cex=1.5), draw=TRUE) ,
colorkey=list(labels=list(cex=1.25, TRUE,space="right",contour=FALSE,pretty=TRUE)), par.settings = list(axis.line = list(col = 0)),
panel = function(...) {
panel.fill(col = "gray96")
panel.levelplot(...)
)
dev.off()
library(viridis)
colvir <- viridis(100)
pdfname <- toString(paste("heatmap_paper_choosed_groups LAST.pdf", sep=""))
pdf(pdfname, paper="a4r",width =8, height=8) # BP 11,6 CC 8,8

mv

levelplot(t(ps), main="", xlab="", ylab="", col.regions=plasma(150), cuts=100, at=interv, scales=list(x=list(rot=90,cex=.7), y=list(rot=0,cex=0.7), draw=TRUE) ,
colorkey=list(TRUE,space="right",contour=FALSE pretty=TRUE), par.settings = list(axis.line = list(col = 0)),
panel = function(...) {
panel fill(col = "gray96")
panel.levelplot(...)
#panel.text(x,y, a, cex=.6)
b
dev.off()
png("heatmap_for_paper_choosed_groups LAST.png" ,units="px", width=3000, height=3000, res=350)
levelplot(t(ps), main="", xlab="", ylab="", col.regions=plasma(150), cuts=100, at=interv, scales=list(x=list(rot=90,cex=1), y=list(rot=0,cex=1), draw=TRUE) ,
colorkey=list(TRUE,space="right",contour=FALSE, pretty=TRUE), par.settings = list(axis.line = list(col = 0)),
panel = function(...) {
panel.fill(col = "gray96")
panel.levelplot(...)
#panel.text(x,y, a, cex=.6)
b
dev.off()
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Script 7. Match Familia de genes - Genes

#Set working directory to the one where we have the input files
setwd("/datoslab/usuarios/studContainer/jtr23/PGLS2/")

# Match ID’s Phanter-Ensmbl

##Database filtering of Panther ID family IDs###

# Remove suffixes from Panther ID
setwd("/home/james/Escritorio/match")  #Direccionar carpeta de trabajo #Address work folder
# Read CSV file

datos <- read.csv("PGLS_18spp_2777GFS_Longevity New_filtering_Cortical neurons_x_10.6Cortical_glia_x_10.6with_Rs_Benja.csv") #Cambio de
archivo el cual se filtrara

# Check the structure of the data

str(datos)

# Remove °_SF’ suffixes from ID_Panther column
datosSPANTHER_ID <- gsub("_SF.*", ", datosSPANTHER_ID)
# Check for updated data

head(datos)

### Match for IDs ###

# Loading the library

library(dplyr)

# Remove duplicate rows

datosfilter <- datos[!duplicated(datos), ]

datosfilter <- as.data.frame(datosfilter)

colnames(datosfilter) <- "PANTHER ID"

# Read the databases

basel <- read.csv("Biomart290224.csv")

base2 <- datosfilter

# Perform the join between the databases using column ‘A’.
base_final2 <- merge(basel, base2, by ="PANTHER_ID")

# Delete of duplicate rows and generated column

datosfilter2 <- base_final2[!duplicated(base_final2), ]

# Save the result

write.csv(datosfilter2, "/home/james/Escritorio/match/PGLS_complete_Neuronscortical _and_Gliacortical ENS.csv", row.names = FALSE)

Script 8. Expresion de genes (tejidos o region cerebral)

#Set working directory to the one where we have the input files

setwd("/datoslab/usuarios/studContainer/jtr23/PGLS2/")

rm(list=1s())

library(logr)

library(ggplot2)

library(dplyr)

## positive or negative

testtype<- "positive"

## brain, f_brain or many others

tissueOFinterest <- "Cortex"

## adult, fetus, infant

mono<-"adult"

### 1 up to how much time you want to lose. e.g.1000

perms= 1000

tmp <- file.path(getwd(), paste("RankingAnalysis.",mono,"." testtype,".associated.genes." tissueOFinterest,".tissue.log", sep =""))

If <- log_open(tmp)

if (testtype == "negative") {
log_print("Captain's log starts...")
log_print("Using negatively selected genes", hide_notes = T)
fantomData <- read.csv("z_score_brainspan_datal.csv")  #Database phantom or brainspan
if (mono == "adult") {

fantom <- fantomData
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log_print("Using Adult selected genes", hide_notes = T)
} else if (mono == "fetus") {
feto <- grep(x = colnames(fantomData), pattern ="f ")
fantom <- subset(fantomData, select = ¢(1, feto))
log_print("Using fetal selected genes", hide_notes = T)
} else if (mono == "infant") {
infant <- grep(x = colnames(fantomData), pattern ="i_")
fantom <- subset(fantomData, select = c(1, infant))
log_print("Using infant selected genes", hide_notes = T)
} else {
# Manejar otros valores de ‘mono’
stop("Invalid value for mono")
}
pgls_background <- read.csv("PGLS_complete_Neuronscerebellar_and_Gliacerebellar ENS.csv") #PGLS complete
pgls_assoc <- read.csv("PGLS_significant NEG_Neuronscerebellar.csv") #PGLS significant negative
pgls_notAssoc <- read.csv("PGLS_nonsignificant NEG_Neuronscerebellar.csv") #PGLS nonsignficant negative
} else if (testtype == "positive") {
log_print("Captain's log starts...")
log_print("Using positively selected genes", hide notes = T)
fantomData <- read.csv("z_score_brainspan_datal.csv") #Database phantom or brainspan
if (mono == "adult") {
fantom <- fantomData
log_print("Using Adult selected genes", hide_notes = T)
} else if (mono == "fetus") {
feto <- grep(x = colnames(fantomData), pattern = "f ")
fantom <- subset(fantomData, select = ¢(1, feto))
log_print("Using fetal selected genes", hide_notes = T)
} else if (mono == "infant") {
infant <- grep(x = colnames(fantomData), pattern ="i_")
fantom <- subset(fantomData, select = c(1, infant))
log_print("Using infant selected genes", hide_notes = T)
}else {
# Manejar otros valores de ‘mono’
stop("Invalid value for mono")
}
pgls_background <- read.csv("PGLS_complete Neuronscerebellar_and_Gliacerebellar ENS.csv")  #PGLS complete
pgls_assoc <- read.csv("PGLS_significant POS_Neuronscerebellar.csv") #PGLS significant negative
pgls_notAssoc <- read.csv("PGLS_nonsignificant POS_Neuronscerebellar.csv") #PGLS nonsignficant negative
}
fantom <- read.csv("z_score_brainspan_datal.csv") #Database phantom or brainspan
number_of_genes <- dim(pgls_assoc)[1] ##Change this
#Filter FANTOM data to PGLS background genes
fantom_background <- fantom[fantom$Gene_stable ID %in% pgls_background$Gene_stable ID,] #Gene.stable.ID or Gene_stable ID
fantom_background <- fantom_background[!duplicated(fantom_background$Gene_stable ID) ,]
colnames(fantom_background)
row.names(fantom_background) <- fantom_background$Gene_stable ID
fantom_background$Gene_stable_ID <- NULL
names <- row.names(fantom_background)
fantom_background$total<-(rowSums(fantom_background, na.rm=FALSE))
fantom_background$total <- rowSums(select_if(fantom_background, is.numeric), na.rm = TRUE)
fantom_background<-fantom_background[!fantom_background$total == 0,]
fantom_backgroundStotal <-NULL
### creating the index column tio extract the genes from the back ground and use them in the analysis
pgls_assoc$Gene_stable ID <- make.unique(pgls_assoc$Gene_stable ID)
rownames(pgls_assoc) <- pgls_assoc$Gene_stable_ID
NEGgenes<-fantom_background[(rownames(fantom_background)) %in% rownames(pgls_assoc),]
number_of_genes <- dim(NEGgenes)[1]
#i#### permutations
falR<- data.frame(rownames(NEGgenes))
falRAvg<-data.frame()
BGlistR<-list()
for (i in 1:dim(fantom_background)[1]) {
genesR<- t(fantom_background[i,])
GenenameR<- colnames(genesR)
genesR[tissueOFinterest,]

brainrank <- data.frame(sum(genesR[,1] < genesR[tissueOFinterest,]))
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rownames(brainrank)<- tissueOFinterest

colnames(brainrank)<- GenenameR

BGlistR[[i]]<- brainrank

if (i == dim(fantom_background)[1]) {
genesR<- do.call("cbind", BGlistR)
genesRALLgenesvsBrain<<- t(genesR)

genesR<<-rowMeans(genesR)

# log_print(cat("HHHHHHHHHHHHHEHHHHHA# 9 \n##HE average mean perms #HHANHHHHHHHRHHHHIH T H#))
log_print("##HitH# R, hide_notes = T)

log_print("##### average mean perms ####", hide_notes = T)

log_print("#HH#HHHHIHHHHHHHHHHH ", hide_notes = T)

log_print("Done creating the Background means . .", hide notes = T)

log_print("Object genesRALLgenesvsBrain and genesR were created”, hide notes = T)
log_print(paste("The average rank for ", tissueOFinterest," is: ", genesR,sep = ""), hide_notes = T)
for (j in 1:perms) {
Cerebro<-paste(tissueOFinterest,j, sep = "")
die<-genesRALLgenesvsBrain[,tissueOFinterest]
falR[,Cerebro]<- sample(die, size = number_of genes, replace = TRUE)
if (j == perms) {
rownames(falR)<- falR[,1]
falR[,1]<- NULL
falRAvg<-data.frame(t(falR))
falRAvg$totalBrainAVG<-rowMeans(falRAvg)
falRAvg<-select(falRAvg, contains("totalBrainAVG"))
log_print("Object fal Ang and falR were created", hide_notes = F)
# print("Object fal Ang and falR were created", quote=F)

}
}
}

#### real means
BGlist<- list()
for (i in 1:dim(NEGgenes)[1]) {
NEGgenesR<- t(NEGgenes][i,])
Genename<- colnames(NEGgenesR)
NEGgenesR[tissueOFinterest,]
brainrank <- data.frame(sum(NEGgenesR[,1] < NEGgenesR[tissueOFinterest,]))
rownames(brainrank)<- tissueOFinterest
colnames(brainrank)<- Genename
BGlist[[i]]<- brainrank
if (i == dim(NEGgenes)[1]) {
NEGgenesR<- do.call("cbind", BGlist)
NEGgenesALLgenesvsBrain<- t(NEGgenesR)
NEGgenesR<-rowMeans(NEGgenesR)

log_print("HHHHHHHHAHIHHHHHHRHH IR, hide_notes = T)
log_print("#### real means for focal tissue ####", hide_notes = T)
log_print("#HH#HHHHH#HHHHHHH#HEHHHEE R ##, hide_notes = T)
log_print("Done creating the Real means .___.", hide_notes = T)

log_print("Object NEGgenesALLgenesvsBrain and NEGgenesR were created", hide_notes = T)
log_print(paste("The average rank for ", tissueOFinterest," is: ", NEGgenesR, sep = ""), hide_notes = T)
}
}
min(falRAvg)
max(falRAvg)
NEGgenesR
log_print(paste(tissueOFinterest," tissue has an average rank bigger than random rank in :",
data.frame(sum(NEGgenesR > falRAvg)), "/", dim(falRAvg)[1], sep =""), hide_notes = T)
log_print(paste("Plot name: RankingAnalysis.",mono,"." testtype,".associated.genesfamily." tissueOFinterest," tissue.pdf", sep = ""))
log_close()
writeLines(readLines(1f))
#itt# creating flot
densidad<-density(falRAvg$totalBrainAVG)
pdfipaste("RankingAnalysis.",mono,"." testtype,".associated.genesfamily.",tissueOFinterest,".tissue.pdf", sep = ""))
# Filled Density Plot
p <- ggplot(falRAvg, aes(x=totalBrainAVG)) +
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geom_density() +

labs(title = "Cerebellar Neurons in adult")+ # Agregar el titulo con fenotipo y con grupo

theme(plot.title = element_text(hjust = 0.5)) #posicion del titulo
# Add mean line
p +scale_color_grey() + theme_classic() +

geom_vline(aes(xintercept=NEGgenesR), color="red", linetype="dashed", linewidth=1) +

scale_y_continuous(expand = ¢(0, 0), limits = ¢(0, max(densidad$y) + 0.01)) +

scale_x_continuous(expand = ¢(0, 0), limits = c(min(falRAvgS$totalBrainAVG) - 18.0, max(falRAvgStotalBrainAVG) + 18.0))
dev.off()

Script 9. Expresion de genes espacio-temporal

#Set working directory to the one where we have the input files
setwd("/datoslab/usuarios/studContainer/jtr23/PGLS2/")

library(dplyr)

whereToSave<- getwd()

dir.create(file.path(whereToSave,'cellulargliacortical'))

setwd(file.path(whereToSave, 'cellulargliacortical'))

rm(list=1s())

##Scatterplot for BrainSpan data. You can find the code to plot the mean expression or the Z-scores.
#Df.edades

load("/home/james/Documentos/Carpetasintitulo/temporal/New/Relacion_Id_Edades(years).RData")

HIHHHHHEHEHEHHHEHEHEE#E# Zscore por etapa en las 4 listas distintas

P T ——
print("HH Data in SR
print("HHRHHHH#A AR

###Change the phenotype to be studied and add whether "positive" or "negative" data are used###
plotname<- "PGLS_nonsignificant POS__Cortical_glila"
print('Creating table with data of the genes associated to cell count in cortex', quote =F) #para nosotros son los genes asociados a componente celular
#datos con base de datos modificados con Z-score
DataBS<- read.csv("/home/james/Documentos/Carpetasintitulo/temporal/New/z_score brainspan_data.csv") # base2
print(paste("you have ", dim(DataBS)[1], " genes with brain span data z-score"), quote = F)
#datos con base de datos real
DataBS_r<- read.csv("/home/james/Documentos/Carpetasintitulo/temporal/New/Brainspan_RNA-Seq_genes_Developmental_Transcriptome 22042024 ALL.csv") # base2
print(paste("you have ", dim(DataBS_r)[1], " genes with brain span data real"), quote = F)
AGenes<- read.csv("/home/james/Documentos/Carpetasintitulo/temporal/New/PGLS_nonsignificant POS__Cortical_glila.csv")
print(paste("Your AGenes object looks like this:"), quote = F)
print( head(AGenes, 3))
##Function to obtain the Z-scores
FunZscore<-function(GENES, Rvalscol, PERMSnum){
#tterase the id from the genes
print("Reading variables...")
GENES<- GENES
Rvalscol <- Rvalscol
TablaLong<-DataBS[DataBS[,1] %in% GENES[,Rvalscol],-(1:2)]
dim<-dim(TablaLong)[1]
print("Filtering brain life span data vs your PGLS or analysis selected genes with r values")
print(dim)
print("calculationg mean of the data selected")
meanLong<-apply(TablaLong, 2, mean)
print(head(meanLong))
meanRandom<-rep()
print("Starting randomization", quote = F)
print("Sampling the genes from DataBS by the number of your focal genes", quote =F)
for (i in 1:PERMSnum){ ##change number
#sample the genes and keep only the numeric info
x<-DataBS[DataBS[,1] %in% (sample(DataBS[,1],replace = F size=dim)), -(1:2)]
x<-apply(x,2,mean)
meanRandom<-rbind(meanRandom,x)
}tfor
print("calculating the stats")
meanRandom<-meanRandom([-1,]
MeanOfMeans<<-apply(meanRandom, 2, mean)

print("calc mean of random values")
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print(head(MeanOfMeans))
sdRandom<-apply(meanRandom, 2, sd)
print("SD or random values")
print(head(sdRandom))
zscore<-(meanLong-MeanOfMeans)/sdRandom
print("calc. z scores")
print(head(zscore))
pval<-pnorm(-abs(zscore))
print("calc. p vals")
print(head(pval))
temp<-rbind(meanLong,MeanOfMeans,sdRandom,zscore,pval)
print("Final table")
print(temp)
return(temp)
}
#base de datos real
FunZscore_r<-function(GENES, Rvalscol, PERMSnum){
#tterase the id from the genes
print("Reading variables...")
GENES<- GENES
Ruvalscol <- Rvalscol
TablaLong<-DataBS_r[DataBS_r[,1] %in% GENES[,Rvalscol],~(1:2)]
dim<-dim(TablaLong)[1]
print("Filtering brain life span data vs your PGLS or analysis selected genes with r values")
print(dim)
print("calculationg mean of the data selected")
meanLong<-apply(TablaLong, 2, mean)
print(head(meanLong))
meanRandom<-rep()
print("Starting randomization", quote = F)
print("Sampling the genes from DataBS_r by the number of your focal genes", quote =F)
for (i in 1:PERMSnum){ ##change number
#sample the genes and keep only the numeric info
x<-DataBS_r[DataBS_r[,1] %in% (sample(DataBS_r[,1],replace = F,size=dim)), -(1:2)]
x<-apply(x,2,mean)
meanRandom<-rbind(meanRandom,x)
}#for
print("calculating the stats")
meanRandom<-meanRandom([-1,]
MeanOfMeans<<-apply(meanRandom, 2, mean)
print("calc mean of random values")
print(head(MeanOfMeans))
sdRandom<-apply(meanRandom, 2, sd)
print("SD or random values")
print(head(sdRandom))
zscore<-(meanLong-MeanOfMeans)/sdRandom
print("calc. z scores")
print(head(zscore))
pval<-pnorm(-abs(zscore))
print("calc. p vals")
print(head(pval))
temp<-rbind(meanLong,MeanOfMeans,sdRandom,zscore,pval)
print("Final table")
print(temp)
return(temp)
}

#Run the function for every list of genes

Castillo<-FunZscore(GENES = AGenes, Rvalscol = "Gene_stable_ID", PERMSnum = 10000) #base de datos z-score modificado
Castillo_r<-FunZscore r(GENES = AGenes, Rvalscol = "Gene_stable ID", PERMSnum = 10000) #base de datos real

write.csv(Castillo, paste("STATS.VALUES.",plotname,".csv", sep =""))
write.csv(AGenes, paste("CellExp.GENES.", plotname, ".csv", sep =""))
#iH PLOT #HHH
# Funcion para calcular R cuadrada
calcular_r2 <- function(x, y) {

modelo <- Im(y ~ log10(x))

summary(modelo)S$r.squared
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}
funPlot <- function(X, Y, COLOR, YLAB, MAIN) {
# Calcular R?
12 <- calcular_r2(X, Y)
# Calcular el rango completo de valores de Y
range_Y <- diff(range(Y))
# Calcular el paso para la secuencia de valores del eje y
by_y <-range Y /5 # Ajusta el nimero de marcas segun sea necesario
# Crear la secuencia de valores del eje y
seq_y <- seq(min(Y) - abs(min(Y) * 0.2), max(Y) * 1.0, by =by_y)
seq_y_formatted <- sprintf("%.2f", seq_y)
# Graficar
plot(x = logl0(X), y =Y, type = "p", pch = 21, cex = 1.2, col = "black",
main = paste(MAIN, "\nR? =", round(r2, 3)), bg = COLOR, ylab = YLAB,
xlab = "Time (years)", cex.lab = 1.2, axes = FALSE, cex.axis = 1.1,
xlim = ¢(-1, 2), ylim = ¢(min(Y) - abs(min(Y * 0.2)), max(Y) * 1.0))
# Agregar ejes
axis(2, at =seq_y_formatted, cex.axis = 0.9, tick = TRUE)
axis(side = 1, at =¢(-1, 0, 1, 2), labels = ¢("0.1", "1", "10", "50"),
tick = TRUE, las = 1, cex.axis = 1.1, mgp =¢(3, 1, 0))
# Agregar linea vertical
abline(v = 1og10(0.75), col = "black", Ity = "dashed", lwd = 1.2)
# Agregar linea suavizada
lines(smooth.spline(x = log10(X), y =Y, spar = 2), lwd = 2.5, col = COLOR)
}
# Z scores
pdfipaste("3.Zscore_plot_age(years) ", plotname,".pdf", sep =""))
par(mfrow = ¢(2,2))
funPlot(X = Df.edades$Age years, Y = as.numeric(Castillo[4,]), COLOR = "green4", YLAB = "Z score", MAIN = "Cortical Glia by ages") # Cambiar en MAIN nombre de
fenotipo
dev.off()
# Expression
pdfipaste("3.Expression_plot_age(years)_",plotname,".pdf", sep =""))
par(mfrow = ¢(2,2))
funPlot(X = Df.edades$Age years, Y = as.numeric(Castillo_r[1,]), COLOR = "green4", YLAB = "Expression", MAIN = "Cortical Glia by ages") # Cambiar en MAIN nombre de
fenotipo
dev.off()

Script 10. Numero de copias por familia

library(data.table)
# 1. Cargar la base correcta
setwd("C:/Users/James/OneDrive/Escritorio/match/385")
domains <- readRDS("domains_with_GO_FINAL.rds")
# 2. Convertir a data.table
setDT(domains)
# 3. Verificar columnas clave
stopifnot(
"Species" %in% colnames(domains),
"PANTHER_ID" %in% colnames(domains),
"Gene_stable_ID" %in% colnames(domains)
)
# 4. Eliminar filas sin familia PANTHER
domains <- domains[!is.na(PANTHER _ID) & PANTHER_ID !=""]
# 5. Calcular nimero de copias por especie y familia
copy_number <- domains[
.(Copy_number = uniqueN(Gene_stable_ID)),
by = .(Species, PANTHER_ID)
]
# 6. Guardar resultados
fwrite(copy_number, "Copy_number by family 385.csv")
saveRDS(copy_number, "Copy_number by family 385.rds")
#7. Vista rapida

head(copy_number)
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#PLOT
library(ggplot2)
copies <- copy_number
setDT(copies)
ggplot(copies, aes(x = Species, y = Copy_number)) +
geom_boxplot() +
theme_minimal() +
theme(
axis.text.x = element_text(angle = 45, hjust = 1, face = "italic")
)+
labs(
title = "Distribucion del nimero de copias por especie (385)",
x = "Especie",
y = "Numero de copias por familia"

)

Script 11. Dominios proteicos por familia de genes

library(biomaRt)
library(dplyr)
#it#Cargar base de datos de interes###
setwd("C:/Users/James/OneDrive/Escritorio/match/385")  #Direccionar carpeta de trabajo #Address work folder
# Cambia el nombre del archivo si es necesario
data <- read.csv("NC_GF385_rat _match.csv", stringsAsFactors = FALSE)
# Verificar que la columna exista
stopifnot("Gene_stable_ID" %in% colnames(data))
###Conectar a Biomart y elegir la especie###
mart <- useMart(
biomart = "ensembl",
dataset = "rnorvegicus_gene_ensembl" # CAMBIA AQUI DATA SET BIOMART
)
###Obtener proteinas mas domios###
annotations <- getBM(
attributes = ¢(
"ensembl_gene_id",
"ensembl peptide id",
"interpro",
"interpro_short_description"
)
filters = "ensembl gene id",
values = unique(data$Gene_stable_ID),
mart = mart
)
#i##Limpiar y renombrar columnas###
annotations_clean <- annotations %>%
filter(!is.na(ensembl_peptide_id), ensembl_peptide_id !="") %>%
transmute(
Gene_stable ID = .data[[grep("gene", colnames(.), value = TRUE)[1]]],
Protein_stable_ID = ensembl_peptide_id,
InterPro_ID = interpro,
InterPro_domain = interpro_short description

head(annotations_clean)
####Unir con base original###
final_table <- data %>%
left_join(annotations_clean, by = "Gene_stable ID")
# Limpieza de datos
datal <- final_table
# Eliminar filas sin PANTHER _ID
data_clean_1 <- datal %>%
filter(
lis.na(PANTHER_ID) &
PANTHER_ID !=""

# 3. Eliminar filas sin InterPro_ID
data_clean_2 <- data_clean_1 %>%
filter(
lis.na(InterPro_ID) &
InterPro_ID !=""

)

#itHGuardar##

write.csv(
data_clean_2,
"Gene_Protein_Domain_Table_rnorvegicus.csv",
row.names = FALSE

)

Script 12. Comparacion de dominios proteicos por familia de genes

## 0. Paquetes

library(data.table)

## 1. Cargar datos

setwd("C:/Users/James/OneDrive/Escritorio/match/385")  #Direccionar carpeta de trabajo #Address work folder
domains <- readRDS("all_species_domains.rds")

setDT(domains)

domains <- domains[!is.na(InterPro_ID) & InterPro_ID !=""]

## 2. Conteo x especie x dominio
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interpro_species <- domains[

. N,
by = .(Species, InterPro_ID, InterPro_domain)
1
## 3. Normalizacion
species_totals <- interpro_species[
, (Total_domains = sum(N)),
by = Species
]

interpro_species <- merge(
interpro_species,
species_totals,
by = "Species"

)

interpro_species[
, Relative_abundance := N / Total domains

]

## 4. Guardar resultados

saveRDS(interpro_species, "InterPro_species_normalized.rds")
fwrite(interpro_species, "InterPro_species normalized.csv")
## 5. Visualizacion de datos

#it# Top global de dominios

top_domains <- domains|

by = InterPro_domain
J[order(-N)][1:15, InterPro_domain]
plot_data <- interpro_species[InterPro_domain %in% top_domains]
library(ggplot2)
ggplot(plot_data,
aes(x = Species,
y = Relative_abundance,
fill = InterPro_domain)) +
geom_col() +
theme_minimal() +
labs(
title = "Perfil relativo de dominios por especie (385)",
y = "Abundancia relativa",
x = "Especie"
)+
theme(axis.text.x = element_text(angle = 45, hjust = 1, face = "italic"))

Script 13. Dominios diferencialmente abundantes

##DOMINIOS DIFERENCIALMENTE ABUNDANTES###
library(data.table)
setwd("C:/Users/James/OneDrive/Escritorio/match/385")
#1. CARGAR DATOS
domains <- readRDS("domains with GO_FINAL.rds")
setDT(domains)
stopifnot(

"Species" %in% colnames(domains),

"InterPro_ID" %in% colnames(domains)

)

# 2. DEFINIR GRUPOS (USANDO NOMBRES REALES)

primates <- ¢(
"Homo sapiens",
"Gorilla",
"Macaca mulatta",
"Macaca fascicularis",
"Papio anubis",
"Callithrix jacchus",
"Microcebus murinus",
"Otolemur garnettii"

)
domains[, Group := ifelse(Species %in% primates, "Primates”, "Non_primates")]

# Verificacion
domains[, .N, by = Group]
#3. CONTAR DOMINIOS
counts <- domains|

5N,

by = .(Group, InterPro_ID)

counts[, freq := N/ sum(N), by = Group]
#4. REFORMATEAR (PRIMATES vs NO)
counts <- dcast(

counts,

InterPro_ID ~ Group,

value.var = "freq",

fill = 0
)
setDT(counts)
print(colnames(counts)) # DEBE mostrar Primates y Non_primates
# 5. ANALISIS DIFERENCIAL
results <- counts[

logFC <- log2((Primates + 1e-6) / (Non_primates + 1e-6))

p <- wilcox.test(
X = c(Primates),
y = c(Non_primates),
exact = FALSE
)$p.value
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(
logFC = logFC,
p_value =p
)
b
by = InterPro_ID

]

# 6. AJUSTE POR MULTIPLES TESTS

results[, padj := p.adjust(p_value, method = "BH")]
#7. GUARDAR

fwrite(results, "Differential InterPro_domains.csv")
saveRDS(results, "Differential_InterPro_domains.rds")
# 8. HEATMAP

library(pheatmap)

domains <- results

# Conteos normalizados

heat_data <- domains[

by = .(Species, InterPro_ID)

, freq := N/ sum(N),

by = Species
]
# Pasar a matriz
heat_mat <- dcast(

heat_data,

InterPro_ID ~ Species,

value.var = "freq",

fill = 0
)
# Convertir a matriz
mat <- as.matrix(heat_mat[, -1])
rownames(mat) <- heat_mat$InterPro_ID
# Filtrar dominios variables (evita ruido)
mat <- mat[apply(mat, 1, sd) >0.0001, ]
# Crear etiquetas en cursiva para especies
species_labels <- colnames(mat)
species_labels_italic <- parse(

text = paste0("italic("", species_labels, "')")

)

pheatmap(
mat,
scale = "row",

clustering_distance_rows = "correlation",
clustering_distance_cols = "correlation",
show_rownames = FALSE,

labels_col = species_labels_italic,

fontsize col =12,

main = "Distribucién comparativa de dominios (385)"
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