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Resumen
La hipertensión intracraneal idi�pática (HII) es una enfermedad rara, c�n una prevalencia estimada de 1 p�r cada
10,000 habitantes, n�tablemente más frecuente en mujeres c�n s�brepes� en edad repr�ductiva. Esta c�ndición se
caracteriza p�r un aument� crónic� de la presión intracraneal, manifestad� a través de sínt�mas c�m� d�l�res de
cabeza persistentes, deteri�r� c�gnitiv� leve y alteraci�nes visuales, siend� la pérdida t�tal de la visión una
c�mplicación p�tencialmente irreversible.Existen diversas hipótesis s�bre el �rigen y la fisi�pat�l�gía de esta
enfermedad, que abarcan desde alteraci�nes en la h�me�stasis del líquid� cefal�rraquíde� hasta desregulaci�nes
metabólicas, h�rm�nales e inmun�lógicas. Estudi�s previ�s han rep�rtad� cas�s de HII en vari�s miembr�s de una
misma familia, l� que sugiere una p�sible predisp�sición genética; sin embarg�, hasta el m�ment� s�n p�c�s l�s
estudi�s genétic�s que han identificad� variantes causales � que predisp�ngan al desarr�ll� de esta c�ndición.
Este trabaj� ab�rda la HII desde una perspectiva integral, aplicand� la secuenciación del gen�ma c�mplet� (WGS)
en la determinación de variantes genéticas que puedan estar implicadas en su desarr�ll�.
Objetivos:
El �bjetiv� principal de este trabaj� c�nsiste en identificar, a través del WGS variantes genéticas as�ciadas c�n la
HII que puedan ser utilizadas en un futur� c�m� p�tenciales bi�marcad�res así c�m� para esclarecer la
fisi�pat�l�gía de la enfermedad C�m� �bjetiv� secundari�, también se buscan variantes genéticas descritas en
estudi�s anteri�res para c�mpr�bar su p�sible as�ciación c�n la HII
Material y métodos:
Se secuenció el gen�ma c�mplet� de 25 pacientes afectad�s c�n HII pertenecientes a la As�ciación de Enferm�s y
Familiares c�n Hipertensión Intracraneal Idi�pática (ADEFHIC) y de 25 c�ntr�les en la plataf�rma N�vaSeq 6000,
c�n una c�bertura pr�medi� de 40x. Se diseñó una pipeline de análisis genómic� a través de la cual se an�tar�n y
pri�rizar�n las variantes genéticas identificadas en base a su efect� funci�nal, así c�m�, a su interact�ma c�n la
herramienta hiviPrioritiser c�n el �bjetiv� de centrar el análsis estadístic� p�steri�r en varientes c�n un may�r
p�tencial pat�génic� y clínic� en el c�ntext� de la HII.
Resultados:
Se identificar�n más de 90 variantes fuertemente as�ciadas a la HII en regi�nes n� c�dificantes y un t�tal de 3
variantes, aunque c�n una men�r fuerza de as�ciación, en regi�nes c�dificantes del gen�ma. Destaca el gen
ASAH2 c�m� aquel c�n may�r acumulación de variantes significativas, tant� en regi�nes c�dificantes c�m� n�
c�dificantes del gen�ma, así c�m� variantes fuertemente c�rrelaci�nadas c�n la HII c�m� rs71583510
(p-value=3.16x10-6), rs58930175 (p-value = 1.21x10-5) y rs111963051 (p-value=1.89x10-5), l�calizadas en genes
inv�lucrad�s en la regulación de la f�sf�rilación de pr�teínas y la señalización intracelular.
Conclusiones:
Este trabaj� reafirma la imp�rtancia de las regi�nes n� c�dificantes en el desarr�ll� y predisp�sición a diferentes
enfermredades, apuntand� a un p�sible c�mp�nente inmun�lógic� � de inflamación crónica, �casi�nad�
p�siblemente p�r un desequilibri� en el metab�lism� lipídic� de las ceramidas, c�m� la causa de la HII.
Palabras clave:
Hipertensión Intracraneal Idi�pática. Estudi� de as�ciacón genómica. Secuenciación de gen�ma c�mplet�
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Abstract
Idi�pathic intracranial hypertensi�n (IIH) is a rare disease with an estimated prevalence �f 1 in 10,000 individuals,
and it is n�tably m�re c�mm�n in �verweight w�men �f repr�ductive age. This c�nditi�n is characterized by a
chr�nic increase in intracranial pressure, manifesting thr�ugh sympt�ms such as persistent headaches, mild
c�gnitive impairment, and visual disturbances, with t�tal visi�n l�ss as a p�tentially irreversible c�mplicati�n. There
are vari�us hyp�theses regarding the �rigin and path�physi�l�gy �f this disease, ranging fr�m disrupti�ns in
cerebr�spinal fluid h�me�stasis t� metab�lic, h�rm�nal, and immun�l�gical dysregulati�n. Previ�us studies have
rep�rted cases �f IIH am�ng multiple family members, suggesting a p�ssible genetic predisp�siti�n. H�wever, few
genetic studies have identified causal �r predisp�sing variants f�r this c�nditi�n. This study appr�aches IIH fr�m a
c�mprehensive perspective, using wh�le gen�me sequencing (WGS) t� identify genetic variants p�tentially inv�lved
in its devel�pment.
Objectives
The primary �bjective �f this study is t� identify IIH-ass�ciated genetic variants thr�ugh WGS that c�uld serve as
p�tential bi�markers in the future, as well as t� clarify the disease's path�physi�l�gy. A sec�ndary �bjective is t�
examine previ�usly described genetic variants t� verify their p�ssible ass�ciati�n with IIH.
Methods
The wh�le gen�me �f 25 IIH patients fr�m the Ass�ciati�n �f Patients and Families with Idi�pathic Intracranial
Hypertensi�n (ADEFHIC) and 25 c�ntr�ls was sequenced �n the N�vaSeq 6000 platf�rm, with an average c�verage
�f 40x. A gen�mic analysis pipeline was designed t� ann�tate and pri�ritize identified genetic variants based �n their
functi�nal impact and interact�me with the hiPhivePrioritiser t��l, f�cusing subsequent statistical analysis �n
variants with higher path�genic and clinical p�tential in the c�ntext �f IIH.
Results
Over 90 variants str�ngly ass�ciated with IIH were identified in n�n-c�ding regi�ns, and a t�tal �f 3 variants, albeit
with l�wer ass�ciati�n strength, in c�ding regi�ns �f the gen�me. The ASAH2 gene emerged as having the highest
accumulati�n �f significant variants, b�th in c�ding and n�n-c�ding regi�ns, al�ng with str�ngly IIH-c�rrelated
variants such as rs71583510 (p-value=3.16x10⁻⁶), rs58930175 (p-value=1.21x10⁻⁵), and rs111963051 (p-
value=1.89x10⁻⁵), l�cated in genes inv�lved in pr�tein ph�sph�rylati�n regulati�n and intracellular signaling.
Conclusions
This study reaffirms the imp�rtance �f n�n-c�ding regi�ns in the devel�pment and predisp�siti�n t� vari�us
diseases. It als� suggests a p�ssible underlying immun�l�gical �r chr�nic inflammat�ry c�mp�nent, primarily due t�
an imbalance in ceramide lipid metab�lism as a p�tential cause �f IIH.
Key words
Idi�pathic Intracranial Hypertensi�n, Gen�mic Ass�ciati�n Study, Wh�le Gen�me Sequencing
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1. Introducción
1.1. Contexto

La presión intracraneal (PIC) se define como la presión que existe dentro de la cavidad
del cráneo y que se genera por el volumen combinado del tejido cerebral, el líquido
cefalorraquídeo (LCR) y el flujo sanguíneo (Imagen 1). Esta presión, que se encuentra
típicamente entre 7 y 15 mmHg en adultos sanos, es crucial para la función normal del
sistema nervioso central, ya que contribuye a mantener la perfusión adecuada del
cerebro, manteniendolo así oxigenado y facilitando la eliminación de desechos
(Steiner & Andrews, 2006)

Imagen 1. Anatomía del sistema ventricular y flujo del LCR en la cavidad craneal. El LCR, cuyo principal función es la deproteger el cerebro, es producido por el plexo coroideo en los ventrículos cerebrales. desde donde se distribuye por el espaciosubaracnoideo, cavidad que separa la aracnoides de la piamadre, rodeando el cerebro y la médula espinal, para finalmente serreabsorbido por el sistema venoso a través de las granulaciones aracnoideas que atraviesan la dura madre. En tonos beis estarepresentado el tejido cerebral, en azul claro el LCR y en color tanto rojo como azul oscuro el flujo sanguíneo.

En condiciones basales, la PIC tiende a mantenerse constante gracias a un delicado
equilibrio entre los volúmenes del tejido cerebral, el LCR y el flujo sanguíneo del
interior de la cavidad craneal. Este equilibrio se explica gracias a la Ley de Monro-
Kellie, que establece que debido a la naturaleja rígida del cráneo el volumen total de
los componentes de su interior es fijo; por lo tanto, cualquier aumento en uno de los
volúmenes de los componentes anteriormente citados debe ser compensado por una
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reducción en otro para mantener la PIC dentro de un rango normal. Sin embargo, si la
compensación es insuficiente o no es posible reducir alguno de los volúmenes,
generalmente de LCR o sangre, la presión intracraneal inevitablemente aumentará
(Mokri, 2001). De esta manera, diferentes condiciones o patologías pueden derivar en
un incremento de la PIC:

· Aumento del volumen cerebral fruto de un edema o inflamación a causa de un
traumatismo craneal grave o alguna condicón metabólica como una insuficiencia renal
grave que conduzca a una encefalopatía urémica (Arnold et al., 2016), o la
hiperamonemia fruto de una enfermedad hepática crónica como la cirrosis o la
hepatítis (Scott et al., 2013)

· Procesos intracraneales expansivos que compriman el tejido cerebral y reduzcan el
volumen intracraneal como un tumor cerabral, un abceso o un hematoma ya sea fruto
de un traumatismo craneal o una aneurisma (Rodríguez-Boto et al., 2015).

· Alteraciones del flujo sanguíneo cerebral que aumenten el volumen de sangre
intracraneal como la trombosis de los senos venosos o presiones venosas centrales
elevadas a causa de una insuficiencia cardiaca (Geisbüsch et al., 2021).

· Diferentes enfermedades como por ejemplo la meningitis (Tariq et al., 2017) o la
encefalitis (Kumar et al., 2009) que además de poder aumentar el volumen de tejido
cerebral a causa de una inflamación generalizada también pueden alterar los proceso
de producción y reabsorción de LCR al modificar la composición citoquímica de este o
al producir una inflamación de las meninges interfiriendo así con su circulación normal.

· Otras casusas menos comunes abarcarían diversas malformaciones congénitas que
producen deformidades craneales o que comprometen de alguna forma los flujos
normales de LCR y sangre, como por ejemplo la malformación de Chiari (Santos-
Bueso et al., 2015) o la malformación de Dandy-Walker (Spennato et al., 2011) que
obstruyen el drenaje del LCR produciendo hidrocefalia, acumulación de LCR dentro
de la cavidad craneal, y consecuentemente aumentan la PIC.
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Como hemos mencionado en el párrafo anterior, el incremento de la PIC es una
condicón multifactorial que en la mayoria de los casos suele estar ligada a una causa o
patologia conocida facilmente diagnosticable ya sea mediane técnicas de imagen
médica, como la tomografía computerizada y la resonancia magnética, o pruebas de
laboratorio tales como análisis de sangre o la puncion lumbar, un procedimiento médico
en el que se inserta una aguja en la parte baja de la columna vertebral, específicamente
en el espacio subaracnoideo, para extraer LCR, permitiendo así medir tanto su presión
como analizar su composición citoquímica . Sin embargo un pequeño porcentaje de la
población sufre de esta condición sin una causa aparente, es entonces cuando
hablamos de hipertensión intracraneal idiopática (HII) también conocida historicamente
como pseudotumor cerebri.

1.2. Presentación clínica de la HII
Las personas que padecen de HII sufren sintomas muy similares a aquellos que
padecen de un proceso intracraneal expansivo, como un tumor cerebral, siendo el
dolor de cabeza constante el síntoma mas habitual seguido de alteraciones visuales
tales como oscurecimiento de la vision, diplopia, fotosensibilidad, visión borrosa,
escotomas, y en los casos más graves, ceguera transitoria ademas de dolor o presión
en la parte posterior de los globos oculares. (Giuseffi et al., 1991) Estos síntomas
visuales y oftalmológicos son debidos al papiledema, una inflamación del nervio óptico,
y a la inflamación del sexto nervio craneal, el cual se encarga del movimiento de la
musculatura ocular, fenómenos que ocurren de manera muy habitual como respuesta
a una PIC elevada (Friedman, 2014)
También se destacan otros síntomas como el tinnitus pulsátil, dolores cervicales,
mareos recurrentes en ocasiones acompañados de nauseas y, menos frecuentemente,
ya que para que ocurran la PIC elevada debe mantenerse durante largos periodos de
tiempo, otorrea o rinorrea, como consecuencia de una erosión ósea de la base del
cráneo, capaz de provocar fugas de LCR (Tam & Gilbert, 2019) y alteraciones
cognitivas leves, fruto de una perfusión cerebral deficiente, mantenida en el tiempo
que suelen verse reflejadas en tiempos de reacción más lentos, perdidas de memoria,
fatiga mental y problemas a la hora de concentrarse (Kleinschmidt et al., 2000).
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Para que una persona sea diagnosticada con HII, debe presentar alguno de los signos
y síntomas relacionados con el aumento de la PlC mencionados en el párrafo anterior,
entre los cuales siempre debe figurar el papiledema. Se requiere que la presión de
apertura del LCR, medida mediante punción lumbar, sea igual o superior a 250 mm
H₂O y que su composición no presente anormalidades citológicas ni químicas que
puedan relacionar este incremento de la PIC con otra patología. Finalmente, es
fundamental que los estudios de neuroimagen sean normales, lo que permite descartar
otras patologías cerebrales que puedan causar estos síntomas aunque será habitual
encontrar hallazgos que reafiermen la PIC elevada como lo son el aplanamiento
posterior de los globos oculares, estenosis del seno transverso y el engrosamiento de
la vaina del nervio óptico como consecuencia del papiledema (Friedman et al., 2013).

1.3. Epidemiología
La HII es una enfermedad rara con una incidencia aproximada de tan solo un caso por
cada cien mil habitantes, que se ha reportado tanto en personas adultas como en
infantes, aunque principalmente se focalizada en personas de entre veinte y cincuenta
años (Craig et al., 2001), representando el sexo masculino unicamente el 10% de los
casos (Bruce et al. 2009). El principal factor de riesgo es la obesidad, con una
asociación dosis-respuesta que relaciona directametne el aumento de índice de masa
corporal con un mayor riesgo de sufrir HII (Andrews et al., 2014), siendo de esta
manera las mujeres jóvenes en edad reproductiva y con sobrepeso el grupo
poblacional mas afectado por esta enfermedad. Durante la última decada otros
factores de riesgo como el uso de determinados fármacos del grupo de las
tetraciclinas, el uso de anticonceptivos, el embarazo o la apnea obstructiva del sueño
también han sido señalados como factores de riesgo para el desarrollo de esta
enfermedad aunque sin una evidencia tan clara, al menos hasta la fecha (Biousse,
2012).
Es debido a su clara relación con el sobrepeso por lo que la prevalenica de la HII esta
en aumento en los últimos años, especialmente en países occidentales donde el índice
de obesidad entre sus habitantes es alto, como Estados Unidos o Reino Unido (Chai
et al., 2014), sin embargo cabe destacar que aunque la obesidad es un factor de riesgo
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clave, existen casos de HII en personas con un peso normal según el IMC lo que sugiere
que otros factores ya sea genéticos, ambientales o una combinaicón de ambos también
juegan un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad. Un ejemplo de esto
es la población asiática, donde la prevalencia de HII es menor que en poblaciones
occientales, muy posiblemente debido a menores índices de obesidad entre sus
integrantes, pero sin embargo, los casos de HII en personas sin sobrepeso son
significativamente más comunes (Hsu et al., 2024).

1.4. Pronóstico y tratamiento
Aunque la HII puede presentarse en forma de episodios agudos en la mayoría de los
casos, esta condición tiende a ser crónica y persistente, empeorando significativamente
con el tiempo si no es correctamente tratada, produciendo así daños irreversibles y
afectando notablemente la calidad de vida de quienes la padecen (Thaller et al., 2023).
Entre estos daños irreversibles destacan la pérdida total de la visión, como
consecuencia de lesiones en el nervio óptico (Corbett et al., 1982), así como el deterioro
cognitivo leve irreversible (Grech et al., 2021). Además, aunque la HII no está
directamente relacionada con la mortalidad de quienes la sufren, los dolores de cabeza
y mareos cada vez más intensos dificultan a los afectados realizar actividades
cotidianas e incluso dormir. Esto se traduce en tasas más altas de ansiedad y
depresióndentro del grupo de afectados lo que, en consecuencia lleva a un mayor
riesgo de suicidio (Hermes et al., 2020).
El diagnóstico temprano de la HII es crítico pues no solo previene de daños irreversibles
sino que mejora notablemente la calidad de vida de los pacientes, sin embargo y por
desgracia, este proceso puede ser dificil y prolongado en el tiempo pues la naturaleza
inespecífica de los síntomas de la HII pueden confundirse con otros trastornos
neurológicos, además, los pacientes no siempre son conscientes de las alteraciones
visuales que sufren, especialmente al inicio, por lo que no pueden reportarlas. Sumado
a esto, la confirmación de la HII requiere de una combinación entre estudios de imagen
médica, y una punción lumbar que junto con la realización de otras pruebas
inespecificas o repetitivas utilizadas para descartar otras causas del incremento de la
PIC pueden retrasar aún más el diagnóstico (Chagot et al., 2017)
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Entre los tratamientos actuales frente a la HII encontramos diferentes fármacos como
la Acetazolamida y la Furosamida, un inhibidor de la anidrasa carbónica y un diurético,
respectivamente, que reducen eficientemente la producción de LCR y
consecuentemente la PIC. Otros fármacos como el Topiramato, un anticonvulsivo,
tambien ha demostrado ser eficaz controlando la HII además de mejorar la función
visual en algunos pacientes. La selección del medicamento dependerá de factores
como la respuesta inicial del paciente, las comorbilidades y la gravedad de los síntomas.
(Piper et al., 2015). En pacientes con obesidad será fundamental también controlar su
peso dado que la HII esta significativamente asociada con esta condición. Reducciones
moderadas de entre el 5-10% del peso han demostrado mejoría en los síntomas de
personas afectadas, de esta manera, es recomendable, seguir dietas bajas en sodio y
realizar ejecicio físico de manera regular. (Abbott et al., 2023)
En los casos más graves o donde no se observen mejorías con los tratamientos
anteriores, podrán valorarse intervenciones quirúrjicas invasivas como la derivación
lumboperitoneal, que consiste en la inserción de un tubo hueco en la columna vertebral
o el cráneo para drenar el exceso de LCR, aliviando de esta manera los síntomas de la
HII (Daou et al., 2020). La fenestración de vaina del nervio óptico, cuya finalidad es la
de aliviar la inflamación del nervio al crear una pequeña abertura en la vaina que lo
recubre y que esta especialmente indicado para aquellos pacientes con deteriores
visuales severos o que avanzan con gran rapidez, estabilizando de esta manera los
síntomas visuales y evitando la ceguera total (Nithyanandam et al., 2008).
Por último, y de nuevo relacionado con la obesidad, encontrariamos la cirugía bariátrica,
un conjunto de procedimientos quirurjicos diseñados para modificar el sistema
digestivo de los pacientes con el objetivo de reducir la cantidad de alimentos que una
persona puede consumir, ayudandoles a bajar de peso rápidamente si no ha sido
posible con métodos convencionales (Handley et al., 2015)
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1.5. Patogénesis y etiología de la HII
A pesar de contar con tratamientos y criterios diagnósticos bien establecidos, la
patogénesis de la HII continúa siendo una incógnita, lo que limita la disponibilidad de
dianas terapéuticas efectivas para combatirla y dificulta la rapidez en su diagnóstico.

1.5.1. Homeostásis del LCR
Diversos estudios presumen que la etiología implica una alteración en la
homeostasis del LCR ya sea por un aumento en la producción de este o deficiencias
en su drenaje. La secreción de LCR es constante y la mayor parte tiene lugar en el
plexo coroideo, una estructura vascularizada localizada en los ventrículos del
cerebro cuyas células epiteliales mueven los iones del plasma sanguíneo hacia el
interior del espacio ventricular usando bomas sodio-potasio ATPasa (Na⁺/K⁺-
ATPasa), de esta manera crean un gradiente osmótico que mueven también el agua
del plasma sanguíneo hacia el espacio ventricular donde se mezclará con otros
solutos secretados por el mismo plexo coroideo convirtiendose así en LCF el cual
fluirá hacia el espacio subaracnoideo y la médula espinal (Pollay et al., 1985). Este
movimiento de agua es gracias a la acción de la proteína AQP1 perteneciente a la
familia de las aquoporinas (Benarroch, 2016).
Debido a su constante producción el LCR debe también drenarse de forma
constante para evitar su acumulación y un aumento excesivo de la PIC. La
principal vía de drenaje son las granulaciones aracnoideas, protuberancias de la
aracnoides que se extienden hacia el sistema venoso permitiendo así que el LCR
fluya lentamente hacia el sistema circulatorio. Recientemente se ha descubirto una
segunda via de drenaje conocida como sistema glial-linfático, la cual esta implicada
en la eliminación de desechos metabólicos del LCR. Este sistema se basa en el
flujo del LCR desde el espacio subaracnoideo a los espacios perivasculares donde
gracias a la acción de los astrocitos, unas células gliales que rodean los vasos
sanguíneos llenas de prolongaciones conocidas como pies perivasculares , el LCR y
diferentes sustancias de desecho son transportados al espacio intersticial donde
serán drenados hacia el sistema venoso o el sistema linfático.(Cogollo et al., 2023)
Esto es posible gracias a la acción de la proteína AQP4 presente en los pies
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perivasculares de los astrocitos la cual facilita el paso de agua y el LCR desde el
espacio perivesicular al espacio intersticial (Peng et al., 2023). La proteína AQP4
no solo esta involucrada en el sistema glial-linfático sino que desempeña un papel
crucial en la regulación hídirca del cerebro, siendo la acuaporina más abundante
en el sistema nervioso central. De esta manera, se apunta a anomalías en las vias
de drenaje del LCR o alteraciones en el funcionamiento de los canales
involucrados en la dinámica de LCR, como las proteínas de la familia de las
aquioporinas, como una posible causa de la HII (Imagen 2), aunque todavía sin un
resultado prometedor. (Ekizoglu et al., 2012, Stiebel-Kalish et al., 2013). Mas
adelante se abordará la posible implicación de la Na⁺/K⁺-ATPasa.

Imagen 2. Mecanismos fisiopatológicos propuestos para el incremento de la PIC basados en la alteración del flujodel LCR. Las hipótesis basadas en un aumento de la producción de LCR se apoyan en la idea de la sobreexpresión o
incremento de la actividad de las proteínas AQP1 o Na⁺/K⁺-ATPasa, mientras que aquellas que defienden que se deben a
problemas en la reabsorción del LCR proponen obstrucciones en las vías de drenaje, así como anomalías en el
funcionamiento de la proteína AQP4.
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1.5.2. Desregulación hormonal
Debido a que la prevalencia de la HII es significativametne mayor en mujeres en
edad reproductiva algunos estudios hipotetizan que las hormonas femeninas
podrían ser un factor causal de la enfermedad sin embargo un estudio realizado en
el año 2019 liderado por O’Reilly identificó una firma única de andrógenos en
personas con HII que incluía niveles de testosterona significativamente mas altos
que en individuos con obesidad o sindrome de ovario poliquístico además de
identificarse una mayor activadad de la 5alfa-reductasa, una enzima involucrada en
el metabolismo de andrógenos y glucocorticoides.
Se ha demostrado que el tratamiento crónico con testosterona en ratas incrementa
su tasa de secreción de LCR ya que el plexo coroideo presenta receptores de
andrógenos lo que respaldaría el rol de los andrógenos en la patogénesis de la HII
al modular la dinámica del LCR (Wardman et al., 2023) (Imagen 3). En consonacia
con esto cada vez hay más reportes de personas transgénero en terapia con
testosterona que reportar una presión intracraneal elevada (Hornby et al., 2017).
En contraste, se ha observado que hombres con deficiencia de testosterona son
mas propensos a desarrollar HII (Valcamonico et al., 2014). De esta manera, se
hipotetiza que los niveles anormales de andrógenos, más especificamente,
concentraciones de testosterona similares a la de hombres con deficiencia de
andrógenos y mujeres con exceso de andrógenos, podrían aumentar el riesgo de
desarrollar HII (Hornby et al., 2018)

1.5.3. Perfil metabólico
Recientemente un estudio examinó el metaboloma de personas con HII donde se
pudo obervar que las concentraciones de formilpiruvato, acilpiruvato y malepiruvato
fueron significativamente más bajas en el LCR y más altas en el plasma sanguíneo
de los individuos diagnosticados con HII frente a al grupo control. Dichos niveles se
normalizaron tras una intervención terapeutica de pérdida de peso. Además a través
de un análisis de enriquecimiento de rutas metabólicas se identificaron
perturbaciones en las vías de metabolismo de lípidos así como de algunos
aminoácidos como la arginina y la prolina (Alimajstorovic et al., 2023). La
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investigación adicional en un futuro de estas rutas metabólicas podría aportar más
información sobre la etiología de la enfermedad y el rol de la obesidad (Imagen 3).
Otro estudio realizado por el mismo grupo investigó los efectos metabólicos de dos
tipos diferentes de intervenciones bariátricas, la gastrectomía en manga y el bypass
gástrico de Roux, en pacientes con HII. Los pacientes que se sometieron a un
bypass gástrico de Roux experimentaron una reducción de la PIC un 50% mayor en
comparación con las que se sometieron a una gastrectomía en manga a pesar de
una perdida de peso similar en ambos grupos. El grupo sometido al bypass gástrico
de Roux mostró un aumento en la secreción de péptido similar al glucacón-1 o GLP1
tras ingerir alimentos. Se sugirió que este aumento en la secreción de GLP1 podría
impulsar la reducción de la PIC (Alimajstorovic et al., 2023). Esto es respaldado por
la observación de receptores de GLP-1 en el plexo coroideo de roedores a los
cuales, tras administrarles exendina-4 , un agonista del receptor GLP-1 se observó
una reducción rápida y sostenida de la PIC durante el tratamiento, presumiblemente
mediante la inhibición de la activiad de la Na⁺/K⁺-ATPasa (Botfield et al., 2017). Así
mismo, la perdida de peso en los pacientes del estudio se correlacionó con cambios
en el metabolismo de lípidos concretamente de ceramidas, glicerofosfolípios, y
lisoglicerofosofolípidos que también podrían estar involucrados en la regulación de
la PIC en personas con HII.

1.5.4. Mediadores pro-inflamatorios y sistema inmunitario
Estudios han sugerido que el tejido adiposo, más abundante en personas con
sobrepeso, no solo actúa como un depósito de energía sino que también secreta
diversas adipocinas y citocinas pro-inflamatorias que pueden contribuir a una
inflamacion sistémica leve (Fain, 2006). Debido a estra premisa y a estudios
anteriores que demostraron niveles alterados de citocinas y adipocinas en pacientes
con HII (Ball et al., 2009; Edwards et al., 2013) un grupo de investigación en 2017
liderado por Samanci B. estudió el rol de varios mediadores inflamatorios en
pacientes con HII y en un grupo control y observaron que los pacientes
diagnosticados de HII presentaban niveles significativamente más altos de
interleucina (IL) -1β y niveles más bajos de IL-8 y factor de necrosis tumoral alfa
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(TNF-α) en comparación con los controles, además no se encontró una correlación
significativa entre esos mediadores inflamatorios y otros factores como la edad o el
índice de masa corporal, por lo tanto esta falta de correlación con la adiposidad
indica que estas citocinas no estan drirectamente mediados por el tejido adiposos
sino por mecanismos inmunológicos intrínsecos.
Estas citocinas proinflamatorias podrian contribuir a una neuroinflamación crónica
leve lo que alteraría la función de la barrera hematoencefálica o las meninges,
alterando la homeostasis y finalmente conduciendo a disfunciones en el sistema
nervioso central (Sawada et al., 1995).
Otros estudios como el de Sincalir et. Al 2008 plantean la hipótesis de que
concentraciones elevadas de citocinas proinflamatorias como IL-1β, TNF-α e IL-6
pueden aumentar la actividad de la enzima 11β- hidroxiesteroide deshidrogenasa
tipo 1 (11β-HSD1) la cual regula la conversión de cortinosa a cortisol en tejidos
específicos como el tejido adiposo y el plexo coroideo (Tomlinson et al., 2001,
2004). Un exceso de cortisol generado localmente en el plexo coroideo, debido a
una mayor actividad de 11β-HSD1, podría estimular la producción de LCR,
contribuyendo así al incremento en la PIC. Este aumento ocurriría porque el
cortisol intensifica la actividad de transportadores iónicos, como la Na⁺/K⁺-ATPasa
en las células del plexo coroideo, lo cual genera un gradiente osmótico mucho
mayor que facilitaría el paso de agua hacia los ventrículos cerebrales, aumentando
así el volumen de LCR (Markey et al., 2016). Además este mecanismo podría
desencadenar un ciclo de retroalimentación negativa, ya que el cortisol inducido
por las citocinas proinflamatorias también modula diferentes respuestas
inflamatorias, promoviendo la inflamación continua en el tejido cerebral. Esta
inflamación sostenida afectaría la dinámica del LCR, contribuyendo así al aumento
crónico de la PIC (Sorrells & Sapolsky, 2007) (Imagen 3).
Por último destacar que el lupus eritematoso sistémico, una enfermedad
autoinmune, se han asociado con el desarrollo de HII afianzando aún más la
hipótesis de que las alteraciones inmunológicas y la inflamación sistémica podrían
contribuir en la fisiopatología de la enfermedad (Green et al., 1995, Maloney, 2013).
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Imagen 3. Mecanismos fisiopatológicos propuestos para el incremento de la PIC causados o agrabados por la obesidad.Las mayor parte de las hipótesis que relacionan la HII con la obesidad apuntando a un aumento en la actividad de la Na⁺/K⁺-ATPasa bajo determinadas circustancias que que son causadas o exhacerbadas debido a una acumulación excesiva de tejidoadiposo

1.6. Estudios anteriores que relacionan la HII con variantes genéticas
Aunque desde el siglo pasado se tiene constancia de que la HII muy probablemente
tenga una base genética, debido a la aparición de esta enfermedad dentro de un mismo
núcleo familiar con relativa frecuencia, especialmente en hermanos gemelos (Buchheit
et al., 1969, Traviesa et al., 1976, Johnston & Morgan, 1991) actualmente son pocos
los estudios estudios que se han realizados con el objetivo de determinar la causa o
predisposición genética de esta enfermedad.
En el año 2013 un estudio realizado por Kerty et al. secuenció el gen de AQP4 de 26
individuos con HII en busca de variantes genéticas asociadas a con la enfermedad
debido a la implicación de esta proteína con la homeostásis del LCR y la regulación
de hídrica en cerebro. Se encontraron un total de 24 variantes genéticas diferentes
con las cuales se realizó un estudio de asociación genética comparandolas con un
grupo control de 52 personas sanas, sin embargo tras realizar los análisis estadísticos
pertinentes, ninguna pareció estar asociada con el desarrollo de la enfermedad.
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Recientemente la Universidad de Valladolid publicó una tesis doctoral realizada por
(Tellería-Orriols et al., 2023) en la que con el objetivo de encontrar una asociacón
genética con la HII se estudiaron cinco polimorfismo de un solo nucleótido (SNPs)
localizados en los genes AQP1 y AQP4 que otros estudios previos habían demostraron
su asociación con otras patologías, validando así su consecuencia funcional. Tras
genotipar 72 pacientes afectos y comparar tanto las frecuencias alélicas como
genotípicas con un grupo control de personas sanas obtenido de la base de datos de
	nsembl se determinó que tan solo uno de los SNPs, rs3763040, localizado en el gen
AQP4 y que había sido previamente relacionado con un avance más rápido en el
deterioro cognitivo causado por el Alzeheimer, podría estar correlacionado con el
desarrollo de la HII en población caucásica española.
Por último, y dejando de lado las proteínas de la familia de las acuaporinas, en 2019 un
equipo liderado por Kuehn et al. realizó el primer estudio GWAS con personas
diagnosticadas con HII. Participaron 95 afectados y 95 controles, todos de sexo
femenino pero de diferentes etnias, aunque mayoritariamente de origen caucásico,
cuyas muestras fueron genotipadas usando el chip de microarrays Infinium
HumanCore	xome v1-0 BeadChips de Illumina que permitia la evaluación de hasta
538,448 variantes genéticas con cierta relevancia en investigación genética y,
distribuidas por todo el genoma. El limitado número de participantes, para ser un estudio
de GWAS, no permitió encontrar asociaciones extremadamente fuertes entre la HII y
las variantes genéticas analizadas aunque cabe destacer que se detectaron loci en los
cromosomas 5, 13 y 14 altamente sugestivos debido a la gran cantidad de
polimorfismos estadísticamente significativos que contenían, destacando genes como
LINC00359 y FOX3N, relacionados con los ARN no codificantes de cadena larga
comunmente involucrados en la regulación de la expresión génica (Kung et al., 2013;
Li et al., 2017), aunque se recalca que los resultados obtenidos deben ser estudiados
con mayor profundidad ya que al no haber podido encontrar un solo gen o loci asociado
con la HII todo apunta a que podría ser una enfermedad causada por mutaciones en
varios genes o que diferentes alelos de un mismo gen puedan contribuir a su aparición.
Además debido al uso de un chip de micoarrays un porcentaje alto del genoma no ha
sido estudiado pudiendo perderse un gran número de variantes de interés.
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1.7. La secuenciación de genoma completo (WGS) en la práctica clínica
La secuenciación de genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) ha
revolucionado el campo de la medicina, proporcionando una herramienta esencial para
la identificación de variantes genéticas asociadas con enfermedades, tanto
monogénicas como poligénicas, lo que ha mejorado significativamente el diagnóstico
clínico (Splinter et al., 2018).
La historia de la WGS se remonta a los primeros años del siglo XXI, impulsada por el
Proyecto del Genoma Humano, que culminó en 2003 con la primera secuenciación
completa del genoma humano. Sin embargo, el avance decisivo ocurrió en 2008 con la
introducción de tecnologías de secuenciación de próxima generación (NGS), que no
solo hicieron que la WGS fuera más accesible económicamente, sino también más
rápida y eficiente en su ejecución. Este cambio permitió que la WGS se integrara en la
práctica clínica, abriendo nuevas posibilidades para el diagnóstico de enfermedades
genéticas. Un hito significativo tuvo lugar en 2010, cuando se utilizó la WGS por
primera vez con exito en un entorno clínico al identificar variantes genéticas asociadas
a un mayor riesgo de padecer enfermedades cardiacas (Ashley et al., 2010)
Además de la posibilidad de detectar variantes en regiones no códificantes, una de las
principales ventajas de la WGS es su capacidad de actuar como un recurso a largo
plazo para los pacientes ya que los datos generados pueden reanalizarse y
reinterpretarse con el tiempo, lo que resulta especialmente valioso en enfermedades
cuyas manifestaciones clínicas pueden evolucionar. (Nisar et al., 2021)
La diferencia fundamental entre la WGS y otros tipos de análisis de NGS radica en la
cantidad de datos generados, mientras que los análisis de paneles y exomas producen
aproximadamente entre 0.15 - 5 GB de datos en bruto, un análisis de WGS genera
alrededor de 30 GB. El análisis bioinformático de estos datos es un proceso intensivo
que requiere una considerable cantidad de recursos computacionales (Grealey et al.,
2022), representando un desafío en términos de infraestructura y costos. Para abordar
el procesamiento de estos grandes volúmenes de datos, se han desarrollado flujos de
trabajo estandarizados (Imagen 4), destacando el uso de la herramienta de análisis
genómico de código abierto Genome Analysis Toolkit (GATK), que se ha convertido en
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la base de muchos centros clínicos y académicos (Van der Auwera et al., 2013) o
pipeline managers, como Nextflow, que permiten diseñar, ejecutar y automatizar
pipelines de análisis de datos complejos (Di Tommaso et al., 2017). Asimismo, existen
soluciones comerciales optimizadas por hardware, como DRAGEN™ , que buscan
acelerar el análisis de datos de WGS (Behera et al., 2024). El uso de clústeres de
supercomputación y el análiss en paralelo también ha resultado esencial para
garantizar un análisis rápido y eficiente (Zhou et al., 2024).

Imagen 4. Diagrama de flujo de una pipeline bioinformática general de análisis de WGS. Los datos crudos generados apartir del proceso de secuenciación se someten a un exhaustivo proceso de control de calidad y filtrado. Posteriormente, laslecturas filtradas se ensamblan mediante ensamblaje comparativo usando un genoma de referencia para formar secuenciascontiguas (contigs). Los contigs se conectan mediante "scaffolding" para obtener ensamblajes preliminares. A continuación, elgenoma ensamblado se examina para detectar variantes y se anota con el fin de identificar su localización en los genes,determinar su función y cuantificar sul impacto en las proteínas resultantes.

El diagnóstico de enfermedades genéticas raras presenta desafíos únicos, dado que
estas condiciones a menudo no se identifican fácilmente a través de fenotipos clínicos.
Por ello, es fundamental determinar la mutación exacta que causa la enfermedad.
Aunque la secuenciación dirigida puede proporcionar resultados rápidos al centrarse en
variantes patogénicas conocidas, no puede detectar la heterogeneidad genética ni
identificar nuevas causas o mecanismos de la enfermedad. (Belkadi et al., 2015).La
secuenciación de exoma completo (WES) se centra en la región codificante del
genoma, que representa aproximadamente el 2%. Si bien ha demostrado ser eficaz en
la identificación de causas genéticas en trastornos neurológicos (Soden et al., 2014) y
del espectro autista, (Tammimies et al., 2015) presenta limitaciones significativas al
centrarse exclusivamente en el exoma ya que no puede detectar variaciones
patogénicas en el 98% del genoma restante.
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A pesar de los desafíos que enfrenta la WGS, como el procesamiento de grandes
volúmenes de datos y la necesidad de una infraestructura computacional robusta, esta
se perfila como una herramienta crucial en el diagnóstico de enfermedades raras de
elevada complejidad que no solo beneficia a los pacientes al proporcionarles
información genética detallada, —o nos permiten conocer sino que también les ofrece
opciones de tratamiento más personalizadas y efectiva (Bagger et al., 2024)

2. Objetivos
El objetivo principal sobre el que se construye este trabajo es identificar, a través de la
secuenciación de genóma completo, nuevas variantes genéticas en población europea
asociadas con la HII que puedan ser utilizadas como potenciales biomarcadores
diagnósticos o de riesgo, así como para esclarecer la fisiopatología de la enfermedad.
De forma secundaria y paralelamente al principal objetivo también se busca:
· Validar en nuestra población de estudio los resultados obtenidos por otros artículos
científicos que relacionan variantes genéticas con la HII.

· Desarrollar una pipeline bioinformática de software libre y escalable a un mayor
numero de muestras que nos permita obtener una serie de variantes genéticas
candidatas partir de archivos FASTQ.

3. Material y métodos
3.1.Población del estudio

Se procedió a un estudio descriptivo prospectivo de pacientes afectos de HII
pertenecientes a la Asociación de Enfermos y Familiares con Hipertensión
Intracraneal Idiopática (ADEFHIC) entre 2023 y 2024 donde se seleccionaron un total
de 25 individuos. Todos los participantes del grupo de afectados, fueron caucásicos
de nacionalidad española y las edades estuvieron comprendidas entre los 20 y 62
años con una edad media de 41 años, de entre los cuales 23 fueron mujeres y 2
fueron hombres Como criterios de inclusión se tomaron en cuenta la mayoría de edad,
el diagnóstico de HII por medio de punción lumbar y la realización de estudios de
neuroimagen que descartasen cualquier otra patología cerebral responsable del
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incremento de PIC y finalmente la firma del consentimiento informado para la
autorización del estudio. Como criterios de exclusión se tuvo en cuenta la minoría de
edad, la ausencia de un diagnóstico claro de HII, la revocación del consentimiento
informado y la presencia de familiares directos (padre, madre, hijo o hermano) entre el
resto de participantes del estudio, tanto en el grupo de afectados como en el grupo
control, que será detallado más adelante . Este último criterio busca minimizar la
consanguinidad dentro del estudio, dado el tamaño reducido de la muestra, para así
evitar la sobrerrepresentación de variantes genéticas que no estén directamente
relacionadas con la HII y puedan generar ruido.
Como grupo control se seleccionaron otras 25 personas cuyos genomas habían sido
secuenciados en Laboratorios Larrasa por iniciativa propia, ya que deseaban acceder
a sus servicios de medicina personalizada. A estos individuos se les informó de la
posibilidad de incluir sus datos genéticos en el estudio de forma totalmente altruista y
anónima y dieron su consentimiento informado para este propósito. Todos los
participantes del grupo de afectados, fueron caucásicos de nacionalidad española y
las edades estuvieron comprendidas entre los 18 y 75 años con una edad media de
años, de 38 años entre los cuales 17 fueron mujeres y 8 fueron hombres Los criterios
de inclusión para el grupo control fueron la mayoría de edad, pertenecer a la etnia
caucásica, no presentar síntomas de incremento de la PIC ni haber sido
diagnosticados de HII, no tener ningúna relación de parentesco directo con ningún
participante del estudio y la firma del consentimiento informado para la autorización
del estudio.

3.2.Aspectos éticos y legales
Todas las muestras fueron obtenidas previa firma de consentimiento informado
conforme a la legislación vigente en materia de protección de datos (Ley Orgánica
3/2018, de 5 de diciembre, de protección de datos con carácter personal y garantía de
los derechos digitales), la Declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial
(AMM) y los principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos
(última enmienda en octubre de 2013) y de estudios clínicos en España. (Anexo 1)
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A fecha, 7 de noviembre de 2024 el estudio fue presentado ante la Comisión de
Investigación de la Escuela de Doctorado e Investigación de la Universidad Europea y
se encuentra en trámites de ser aprobado y autorizado por el Comité Ético de
Investigación Clínica del Hospital Clínico Universitario de Getafe. (Anexo 2)

3.3.Obtencion de los datos
Para la secuenciación de genoma completo de los participantes, se utilizó saliva
recolectada mediante el tubo Oragene 600, la extracción de ADN se llevó a cabo usando
el Kit Quick-DNA™️Magbead Plus. Cada muestra de ADN fue cuantificada y ajustada a
una concentración de entre 3,3 y 16,6 ng/µL para cumplir con los requisitos de calidad
en los pasos posteriores. La preparación de librerías se realizó mediante el Kit Illumina
PCR-Free DNA Prep en un sistema de pipeteo automatizado Fluent, siguiendo
cuidadosamente las especificaciones del fabricante. Posteriormente, la secuenciación
de genoma completo se efectuó con el kit NovaSeq 6000 Reagent Kit en la plataforma
NovaSeq 6000, con una cobertura promedio de 40x, garantizando una alta precisión y
profundidad de lectura. Para asegurar la calidad de los datos, se aplicó un control de
calidad mediante FASTQC, seguido de un preprocesamiento de los archivos FASTQ.
Este preprocesamiento fue realizado por empleados de Laboratorios Larrasa y conforme
a los parámetros de calidad establecidos por el laboratorio, asegurando así la integridad
y confiabilidad de los resultados finales (Imagen 5).

Imagen 5. Representación del flujo de trabajo efectuado para la obtención del genoma completo del grupo de afectadospor HII. La realización de todos estos procedimientos, desde el contacto con ADEFHIC hasta el filtrado de calidad de los readsarrojados por el secuenciador, en su mayoría de wet lab, fueron llevados a cabo por personal de Laboratorios Larrasa entrenviembre de 2023 y julio de 2024 por lo que los archivos FASTQ de buena calidad fueron el punto de partida de este trabajo.
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Los datos de secuecniacón se obtuvieron en tres ciclos de secuenciación diferentes
realizados entre noviembre de 2023 y julio de 20224 en las que se incluyeron tanto
muestras como controles. Por último destacar que, aunque no se utilizaron en este
trabajo debido a cuestiones de tamaño poblacional y potencia estadística, también se
recogieron datos clínicos y descriptivos de los participantes en el estudio tales como la
edad, el sexo o el indice de masa corporal (IMC) con el objetivo de observar diferencias
entre grupos poblacionales de interés. Así pues, estos datos nunca fueron revelados ni
relacionados con ninguna de las muestras empleadas en el estudio aunque podrán
utilizarse en un futuro si el tamaño de la poblacional es aumentado considerablemente.

3.4.Software y bases de datos empleadas
Pora poder ejecutar el análisis de datos genómicos, que será detallado más adelante
en, así como para llevar a cabo tanto el análisis estadístico de los resultados como la
visualizaicón de los mismos se hicieron uso de diferentes programas de código abierto
y bases de datos de libre acceso.

3.4.1. Software
Todas las herramientas software empleadas en este trabajo, a excepción de una,
que es totalmente prescindible y fue utilizada con el único objetivo de agilizar el
proceso en terminos de tiempo, son de código abierto y estan disponibles de manera
gratuita facilitando la reproducibilidad de este trabajo.
· FASTQC. Herramienta de software diseñada para realizar controles de calidad

en datos de secuenciación de alto rendimiento. Fue empleada para verificar la
buena calidad de los archivos FASTQ de los que partía el análisis.

· Samtools. Conjunto de herramientas diseñado para manipular y analizar archivos
de alineamiento siendo fundamental en el análisis de datos de secuenciación. En
este trabajo Samtools fue utilizado específicamente para indexar el genoma de
referencia mediante la herramienta samtools faidx, proceso esencial para
asegurar un acceso eficiente a las posiciones del genoma de referenia durante
los análisis que hacen uso de este archivo.

· BWA (Burrows-Wheeler Aligner). Herrmienta de software diseñada para mapear,
de forma rápida y precisa, lecturas cortras contra un una secuencia de
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referencia, en nuestro caso, el genoma de referencia humano hg38. Se empleó
el algoritmo BWA-MEM (Maximal Exact Matches) que tolera pequeñas
diferencias entre la lectura y la secuencia de referencia contra la que se mapea
siendo adecuado para la detección de SNPs y pequeñas inserciones o
deleciones.

· GATK (Genome Analysis Toolkit). Conjunto de herramientas de software
desarrollado por Broad Institute y Harvard, diseñado para analizar grandes
volúmenes de datos genómicos, optimizar la calidad de los mismos y facilitar el
proceso conocido como llamada de variantes o variant calling que consiste en
identificar variantes genéticas en un genoma mediante la comparación de
secuenicas de ADN de una muestra con una secuencia de referencia (Van der
Auwera et al., 2013). En este trabajo fue empleada la última versión hasta la
fecha (GATK 4.3.0.0) lanzada en mayo de 2023 y se utilizó para marcar lecturas
duplicadas que puedan introducir sesgos (MarkDuplicatesSpark), recalibrar los
valores de calidad de las bases para mejorar la precisión de los datos del
alineamiento efectuado con BWA (BaseRecalibrator y ApplyBQSR) y para
efectuar el variant calling de variantes germinales (HaplotypeCaller).

· Exomiser. Software de anotación y priorización de variantes genómicas basado
en Java y desarrollado por Wellcome Trust Sanger Institute, diseñado para
identificar variantes genéticas potencialmente patogénicas asociadas con
enfermedades. Exomiser integra información de múltiples bases de datos, lo que
incluye datos sobre variantes genómicas, información fenotípica, frecuencia
poblacional de variantes y estudios previos sobre genes asociados a
enfermedades. Además utiliza ontologías estandarizadas para clasificar y
comparar fenotipos. Dentro de Exomiser destaca hiPhivePrioritiser, una
herramienta fundamental para la priorizaicón de variantes, esta utiliza datos de
fenotipos tanto de seres humanos como de otras especies, como ratón, para
establecer similitues entre manifestaciones de enfermedades en diferentes
modelos biológicos ayudando a identificar genes que puedan estar relacionados
con condiciones patológicas específicas (Robinson et al., 2014). Además, no
considera solo el gen en cuestión sino que también toma en cuenta genes
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cercanos y su interactoma (Smedley et al., 2014), permitiendo modelar la
influencia que la disrupción de un gen tiene en el contexto de toda la red de
interacciones genéticas, facilitando así la identificación de variantes que pueden
ser relevantes en enfermedades complejas. Esta herramienta asigna una
puntiación a los genes basandose en los análisis y comparaciones realizadas
permitiendo así priorizar aquellos que tienen una mayor probabilidad de estar
involucrados en las enfermedades estudiadas (Zemojtel et al., 2014). Para este
trabajo se usó la ultima versión de Exomiser (Exomiser 14.0.0) lanzada en
febrero de 2024.

· Nextflow. Herramienta software de gestión de flujos de trabajo de código abierto
que permite diseñar y ejecutar pipelines de análisis de datos complejos de forma
eficiente y reproducible mediante la automatización y paralelización de los
diferentes procesos implicados. Esta diseñado para ser altamente flexible
permitiendo definir flujos de trabajo en un lenguaje de scripting simple, basado en
Groovy, lo que facilita la modificación y reutilización de pipelines sin tener que
realizar cambios significativos donde cada etapa involucra el uso de diferentes
herramientas software. Además puede ser ejecutado tanto en servidores locales
como en plataformas en la nube o clústeres de supercomputación. (Rashid et al.,
2024) En este trabajo fue empleado para diseñar y automatizar el flujo de trabajo
de los datos genómicos analizados con el fin de crear una pipeline de análisis de
código abierto que pueda ser empleada en el futuro.

· DRAGEN germline. Heramienta software desarrollada por la empresa Illumina, la
única de software propietario en este trabajo y por tanto no disponible de forma
gratuita, dirigida al análisis de datos de secuenciación genómica en el contexto
de la genética humana e investigación médica (Behera et al., 2024). Esta
herraminta esta optimizada para la realización de filtrado de calidad, mapeo de
lecturas, variant calling de variantes germinales, tanto de genoma completo como
de paneles de genes y anotación de variantes de forma rápida y eficiente gracias
al uso de algoritmos de análisis avanzados, machine learning y hardware
especializado permitiendo así obtener resultados de alta calidad y precisión en
un tiempo mucho menor en comparación con otras herramientas (Alganmi &
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Abusamra, 2023). DRAGEN germline fue usado en este trabajo para analizar
parcialmente algunas de las muestras empleadas, con el único objetivo de
reducir los tiempos de análisis de determinados procesos como el mapeo de
secuencias y el variant calling, que con herramientas de software libre como
BWA y GATK eran considerablemente más altos.

Destacar también que además de las herramientas anteriormente enumeradas se
hizo uso de RStudio para el procesamiento y análisis estadistico de los resultados
arrojados por Exomiser así como para la visualización de dichos resultados
haciendo uso de librerias como data.table, diseñada para la manipulción eficientes y
análiss de grandes volúmenes de datos, ggplot2, diseñada para la generación de
gráficos, o clusterProfiler para la realización de análiss de enriquecimiento de genes.
También se hizo uso de Python para la visualización de resultados y generación de
gráfios haciendo uso de la librería Matplotlib

3.4.2. Bases de datos
Muchas de las herramientas software empleadas hacen uso de bases de datos o
archivos de referencia para poder ejecutar los análiss. Todas estas bases de datos
son de libre acceso y pueden ser descargadas en un servidor local de forma
totalmetne gratuita para hacer uso de ellas.
· Archivos de referencia genómica y dbSNP. Secuencia de referencia del genoma

humano, versión hg38, en formato FASTA utilizada para el alineamiento de
lecturas durante el proeso de mapeo con BWA-MEM, y base de datos de
variantes conocidas en humanos dbSNP (Single Nucleotide Polymorphism
Databese) que contiene una colección extensa de variantes genéticas que se
han documentado en la literatura científica, fue empleado durante el proceso de
recalibración de calidad de las lecturas realizado por GATK y el proceso de
anotación de variantes llevado a cabo por Exomiser.

· REMM. Base de datos que evalúa el impacto patogénico de variantes en
regiones no codificantes, pricipalmente reguladoras, del genoma proporcionando
puntuaciones en relación con su posible impacto funcional. Fue empleada por
Exomiser durante el proceso de anotaicón de variantes
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· CADD data. Base de datos específica necesaria para implementar la herramienta
CADD en Exomiser la cual viene integrada en este y proporciona puntuajes que
indican la probabilidad de que una variante tenga un efecto perjudicial en la
función génica. Contiene información sobre todas las variantes SNVs posibles en
el genoma hg38, así como sobre 80 millones de variantes InDels, permitiendo un
análisis detallado de todas las variantes del genoma.

· Base de datos de información fenotípica estandarizada. Base de datos creada
por Monarch Initiative que clasifica términos fenotípicos asociados a
enfermedades humanas. Facilita la comparación entre el perfil fenotípico del
paciente y las características de diferentes enfermedades para mejorar la
priorización de variantes. Empleada por Exomiser, más concretamente
hiPhivePrioritiser durante el proceso de priorización de variantes

· gnomAD. Base de datos de frecuencias alélicas integrada en Exomiser basada
en el análisis de grandes cohortes de individuos de diferentes poblaciones.
Utilizada para filtrar variantes comunes y detectar variantes raras con mayor
probabilidad de ser patogénicas. Se emplearon los datos referentes a la cohorte
caucásicas no finlandesas ya que todos los participantes del estudio pertenecían
dicho grupo poblacional.

3.4.3. Instalación y puesta a punto
Se creó un entorno de trabajo utilizando el gestor de paquetes y entornos
MiniConda para gestionar todas las dependencias necesarias para llevar a cabo el
análisis (ver Anexo 3). Todos las herramientas software, a excepción de Exomiser,
fueron descargados a través de MiniConda desde los canales bioconda y conda-
forge. Exomiser, por su parte, fue instalado y descargado siguiendo las instrucciones
de la documentación oficial disponible en su página web, junto con las bases de
datos necesarias para llevar a cabo el proceso de anotación y priorización de
variantes (Wellcome Trust Sanger Institute, n.d) Todas las bases de datos y archivos
de referencia, a excepción de gnomAD que se encontraba inegrada en Exomiser,
fueron descargadas (Anexo 4) y almacenadas en un disco duro externo con una
capacidad de 4 terabytes, desde el cual se realizaron los análisis y se almacenaron
los archivos generados durante el proceso debido al gran tamaño de estos
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3.5.Estructrura de la pipeline bioinformática
El flujo de trabajo utilizado en el análisis genómico desarrollado en este estudio, y que
será detallado a continuación, se implementó en la plataforma de código abierto
Nextflow con el objetivo de automatizar y garantizar su reproducibilidad. El script
completo de la pipeline está disponible en un repositorio público en GitHub (Anexo 5)
Además, se dispone de un script específico para la automatización del proceso de
anotación y priorización de variantes con Exomiser (Anexo 6), empleado en muestras
previamente procesadas y analizadas con, DRAGEN se encargó de tareas como el
mapeo, marcado de duplicados, recalibración de la calidad y variant calling, logrando
una reducción significativa en el tiempo de obtención de resultados. Previamente, se
verificó que los resultados obtenidos con DRAGEN fueran muy similares a los
generados con herramientas de software libre, con la ventaja de un menor tiempo de
procesamiento.

3.5.1. Control de calidad
Referido en el script de Nextflow como process RunFastQC. Se realizó un control
de calidad de las cincuenta muestras empleadas en el estudio, representadas por
cien archivos FASTQ, con un par de archivos por cada muestra. El objetivo fue
verificar su buena calidad utilizando la herramienta FastQC, que genera un
informe en formato HTML donde se pueden consultar diferentes análisis y
métricas de calidad. Todas las muestras analizadas presentaron alta calidad y, por
lo tanto, fueron utilizadas en los análisis subsecuentes.
Se consideraron parámetros de calidad básicos (imagen 6), como la longitud de
las secuencias, que variaron entre 32 y 157 pb, la calidad media por base (imagen
7), y la puntuación de calidad promedio por secuencia, que en todos los casos
mostró un valor máximo en el Phred Score superior a 30 (Formula 1), lo que
corresponde a una precisión superior al 99.9% de que la base en la secuencia
esta correctamente identificada (Imagen 7). Además, se evaluó el contenido de
bases indeterminadas, que fue cero en todos los casos, así como el porcentaje de
citosina y guanina para descartar la presencia de cualquier tipo de contaminación
o artefacto.
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Fórmula 1. Fórmula utilizada para el cálculo del Phred Score. La calidad de cada base en una secuencia se midemediante una puntuación Phred (Q), donde el valor P representa la probabilidad de que una base esté mal identificada.

Imagen 6. Parametros básicos de uno de los archivos FASTQ empleados en el análisis. Captura de pantalla delarchivo HTML generado por la herramienta FASTQC donde se puede observar que el archivo FASTQ contiene más de170 millones de secuencias de ADN o lecturas de entre 35 y 151 pares de bases entre las cuales ninguna fue catalogadacomo de baja calidad poniendo así en evidencia la efectividad del preprocesamiento de calidad efectuado.

Imagen 7. Gráficas de calidad media por base (a) y calidad promedio por secuencia (b) de uno de los archivosFASTQ empleados en el análisis .Captura de pantalla del archivo HTML generado por la herramienta FASTQC dondese puede observar que el calidad Phred por base en todos los casos fue igual o superior a 25 (menos de 1% deprobabilidad de que la base este mal identificada) y que la mayoría de las secuencias presentaban un valor de calidadPhred promedio superior a 30 (menos de un 0,1% de pobabilidad de error) indicando que los datos de secuenciación sonde alta calidad con una gran parte de las secuencias siendo especial confiables.

3.5.2. Mapeo
Referido en el script de nextflow como process BwaMem. Utilizando el software
BWA-MEM se procedió a alinear las lecturas de cada muestra contra el genoma
humano de referencia hg38, previamente indexado con Samtools. Como resultado,
se generó un archivo de alineamiento en formato SAM para cada muestra.
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3.5.3. Eliminación de duplicados y recalibración del valor de calidad
Referido en el script de nextflow como process MarkDuplicates, process
BaseRecalibrator y process ApplyBQSR . El siguiente paso consiste en identificar
y marcar las lecturas duplicadas de los archivos SAM haciendo uso de la
herramienta MarkDuplicatesSpark incluida en GATK Los duplicados son
secuencias de ADN idénticas que se han secuenciado más de una vez debido a la
amplificación durante el proceso de preparación de la biblioteca. Estos fragmentos
redundantes introducen sesgos en el análisis y pueden afectar la precisión de las
variantes detectadas. Al marcar los duplicados, se indica a los algoritmos de
análisis que ignoren el peso de estos duplicados en la identificacón de variantes
que se llevará a cabo más adelante, evitando así sobreestimaciones debido a la
repetición de los mismos fragmentos de ADN. Tras ejecutar MarkDuplicatesSpark
todos los archivos de alineamiento en formato SAM fueron convertidos en archivos
de alineamiento en formato BAM con las lecturas ordenadas por su posicion
genómica y los duplicados marcados.
Seguidamente se procedió a recalibrar el valor de calidad de las bases haciendo
uso de las herramientas BaseRecalibrator y ApplyBQSR incluidas en GATK. Con
la herramienta BaseRecalibrator, se calcularon las estadísticas de recalibración a
partir de las lecturas alineadas y un conjunto de variantes conocidas almacenadas
en la base de datos de variantes conocidas en humanos dbSNP (Single
Nucleotide Polymorphism Databese) , lo que permitió ajustar las puntuaciones de
calidad de cada base. Este paso es crucial, ya que los secuenciadores a menudo
presentan errores sistemáticos que pueden influir en las puntuaciones de calidad
originales. Posteriormente, con la herramienta ApplyBQSR, se aplicaron las datos
de recalibración obtenidos del análisis anterior, generando un nuevo archivo BAM
con las puntuaciones de calidad de cada base recalibradas. Este ajuste mejorará
la precisión del proceso de variant calling que se realizará a continuación
reduciendo la cantidad de falsos positivos, resultando así en en un conjunto de
datos más confiable para análisis posteriores.
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3.5.4. Variant calling
Referido en el script de nextflow como process HaplotypeCaller El proceso de
llamada de variantes se realizó utilizando la herramienta HaplotypeCaller incluida
en GATK. Esta herramienta permite identificar y extraer variantes genéticas al
comparar las lecturas alineadas de una muestra en un archivo BAM con un
genoma de referencia al evaluar cada posición en el genoma y detectar si existen
variantes en forma de SNPs y pequeñas inserciones o delecionesn. Los archivos
de salida, en formato Variant Call Format (VCF), contienen todas las variantes
detectadas para cada muestra, incluyendo información detallada sobre el tipo de
variante, su posición en el genoma y diversas métricas de calidad que indican la
fiabilidad de estas variantes. Entre estas métricas de calidad, destaca QUAL
(Formula 2), que representa la confianza general en la autenticidad de una
variante específica expresada en una escala logarítmica de probabilidad.la cual se
calcula en función de la probabilidad de que la variante detectada sea real, donde
un valor alto implica una mayor fiabilidad de la variante y uno mas bajo una mayor
probabilidad de que se trate de un falso positivo. Finalmente, para facilitar el
almacenamieto y uso de estos archivos VCF en análisis posteriores, se les aplicó
una compresión adicional con el comando bgzip.

Formula 2. Cálculo de la métrica de calidad QUAL. La calidad general de una variante se determina empleando unaescala logarítmica de probabilidad, donde el valor perror representa la probabilidad estimada de que la variante sea unfalso positivo. Este valor es calculado por GATK en función de varios parámetros de las lecturas alineadas en el archivoBAM, tales como la profundidad de cobertura, la calidad de mapeo de cada secuencia, la presencia de la variante enambas direcciones de lectura, su posición en la secuencia alineada y la calidad de las bases que soportan dicha variante.Estos factores se integran mediante algoritmos de machine learning y modelos estadísticos que proporcionar unaestimación confiable de perror .

3.5.5. Anotación y priorización de variantes con hiPhivePrioritiser
Referido en el script de nextflow como process runExomiser. El último paso de
la pipeline de análisis genómico consistió en la anotación y priorización de las
variantes almacenadas en los archivos VCF de cada muestra mediante el uso
de Exomiser ell cual utiliza un archivo YAML como plantilla de configuración de
análisis, el cual puede personalizarse para ajustarse a los objetivos y necesidades
específicos de cada caso particular y según nuestros intereses (ver Anexo 7).
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Para este análisis, el archivo YAML fue configurado para:
· Tomar la versión hg38 del genoma humano como referencia.
· Aplicar un filtro de calidad que solo considera variantes confiables, teniendo en
cuenta unicamente aquellas con un valor de QUAL superior a 20, lo que se
traduce en una probabilidad de ser un falso positivo inferior al 1%.

· Habilitar el uso de hiPhivePrioritiser empleando el término HPO específico para
la HII (HP:0002516). Esta herramienta asigna a cada gen un valor entre 0 y 1,
donde valores más altos reflejan una mayor asociación con el fenotipo HPO
proporcionado. Para este análisis, se estableció un umbral de priorización
superior a 0.5, este valor es el recomendado por el propio Exomiser para
mejorar la precisión en la identificación de variantes con relevancia fenotípica
significativa.

· Incluir información de frecuencia poblacional usando la base de
datos gnomAD usando exclusivamente la cohorte caucásica no finlandesa,
grupo poblacional al que pertenecen las muestras analizadas. No se aplicaron
filtros sobre este valor, permitiendo que tanto variantes comunes como raras se
tuvieran en cuenta en el análisis.

· Activar las herramientas de predicción de patogenicidad CADD , REMM,
PolyPhen y SIFT integradas en exomiserpara predecir y anotar el impacto
funcional de las variantes.

Además, por defecto, Exomiser anota las variantes de acuerdo con su clase
funcional, de acuerdo a los criterios de las recomendaciones ACMG (American
College of Medical Genetics) e incluye su identificador rs, así como otra
información de interés como entradas de ClinVar cuando están disponibles, la
posición genómica exacta y el nombre del gen en el que se encuentran
Tras ejecutar exomiser con esta configuración YAML se obtuvo un archivo por
muestra, con variantes priorizadas y anotadas, en formato TSV para facilitar su
análisis y visualización posterior en Rstudio. Como se ha comentado
anteriormente este porceso se automatizó además de manera aislada con el
objetivo de anotar y priorizar las muestras que ya habian sido procesadas
utilizando la herramienta DRAGEN en lugar de la pipeline completa.
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3.5.6. Anotación dirigida de variantes. Panel de genes de AQP y estudio GWAS
Con el fin de validar en nuestra población de estudio los resultados de
publicaciones anteriores que relacionan la HII con variantes genéticas específicas,
concretamente los de Tellería-Orriols et al. (2023) y Kuehn et al. (2019), se
configuró un nuevo archivo YAML (Anexo 8) para que Exomiser priorizara los
genes con mayor asociación a la enfermedad según estos estudios. En lugar de
utilizar hiPhivePrioritiser con el término HPO asociado a la HII, esta nueva versión
del archivo YAML replicó los filtros de calidad y herramientas de anotación de
variantes del archivo anterior, pero se deshabilitó la funcionalidad
de hiPhivePrioritiser y se agregó un panel de genes de interés que incluyó AQP1,
AQP2, y los 23 genes asociados con las 15 variantes que mayor asociación
mostraron con HII en el estudio de GWAS realizado por Kuehn et al. En este caso
el número de genes es superior al número de variantes ya que algunas de estas
son intergénicas y al encontrarse entre dos genes se tuvieron en cuenta ambos.
La información sobre los genes y las 15 variantes candidatas se obtuvieron
consultando la base de datos pública GWAS Catalog correspondiente a dicho
estudio.
De la misma forma que en el caso anterior, tras ejecutar exomiser, con esta nueva
configuracIón YAML, se obtuvo un archivo TSV por muestra, con variantes
priorizadas y anotadas, todas pertenecientes a los genes incluidos en el panel
especificado en el archivo YAML.

3.6. Procesamiento y análisis estadístico de variantes priorizadas
Tras la ejecución de la pipeline de análisis genómico se obtuvieron como resultado un
total de cien archivos en formato TSV, cincuenta correspondientes a la priorización
con hiPhivePrioritiser y otros cincuenta correspondientes a la priorización dirigida con
el panel de genes de interés. Estos archivos fueron procesados con un script de R en
formato Rmarkdawn (Anexo 9) cuyo objetivo fue el de determinar la frecuencia de
aparición, de cada una de las variantes recogidas por el proceso de priorizaicón en el
grupo de afectados por HII y en el grupo control obteniendose asi dos grandes
dataset de variantes anotadas donde además se incluía la frecuencia de aparición en
el grupo de casos y grupo control que posteriorme serían sometidas a un análisis
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estadístico para observar si hay una diferencia significativa que pudierae asociar
dichas variantes con la enfermedad. Se determinó la fercuencia de aparición binaria,
aparece o no aparece, sin tener en cuenta la frecuenica alélica
Con respecto al dataset obtenido del conjunto de archivos TSV resultantes de la
priorización con hiPhivePrioritiser, se llevó a cabo un preprocesamiento para eliminar
aquellas variantes que podrían generar ruido debido a su falta de información. Este
filtrado incluyó:
· Variantes con mayor frecuencia de aparición en el grupo control que en el grupo

de afectados.
· Variantes con con poca frecuencia de aparición en ambos grupos. Se decició

eliminar todas aquellas variantes que tenían una frecuencia de aparición igual o
menor al 20% en ambos grupos ya que esto indicaba que muy posiblemente no
estuvieran asociadas con la HII al no estar sobrerrepresentadas.

· Variantes con diferencias mínimas en frecuencia de aparición entre los dos
grupos. Se calculó el cuadrado de la diferencia de frecuencias entre el grupo de
casos y el grupo de controles (Forumula 3) y se eliminó aquellas variantes cuya
diferenica al cuadrado fue inferior a 0,1 lo que indicaba que la varianza era muy
cercana a cero y que por tanto estas variantes no resultaban informativas en un
estudio de asociación genómica y generarían ruido en los análisis estadísticos
posteriores (Imagen x)

Formula 3. Cálculo del cuadrado de la diferencia de frecuencias. Este valor se utilizó para filtrar variantes cuya
frecuencia de aparición es similar entre el grupo de casos y el grupo de controles, eliminando así aquellas que no aportaninformación significativa. El cuadrado de la diferencia puede tomar valores de 0 a 1, donde valores cercanos a 0 indicanuna similitud alta en la frecuencia de aparición entre los grupos siendo el valor 0 indicativo de que la variante aparece conexactamente la misma frecuenica en ambos grupos.

Tras realizar este filtrado en base a la frecuencia de aparición pasamos de más de
400 mil variantes diferentes a aproximadamente 10 mil (Imagen 8). Seguidamente se
realizó otró fIltrado en base a los criterios de de las recomendaciones ACMG, un
conjunto de pautas estándar para la interpretación de variantes genéticas publicadas
en 2015 y que ayudan a categorizar variantes en función de su potencial impacto
clínico , filtrando todas aquellas clasificadas como benignas o probablemente
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beningnas y únicamente teniendo en cuenta aquellas de significado incierto,
probablemente patogénicas y patogénicas (Richards et al., 2015). Se realizó un tercer
y ultimo filtrado en base a la clase funcional de las variantes eliminando aquellas
variantes sinónimas e intergénicas, ya son las que tienen un menor potencial de
afectar la función de los genes relevantes en la enfermedad. Tras estos dos filtrados
se mantuvieron cerca de 8.500 variantes permitiendo así focalizar el análisis en
aquellas con un mayor potencial patogénico y relevancia clínica.

Imagen 8. Distribución de la densidad del valor de (𝒇𝒄𝒂𝒔𝒐𝒔 − 𝒇𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍𝒆𝒔)𝟐 antes (a) y despues (b) de aplicar el filtrado devariantes basado en la frecuencia de aparición. Como se puede observar, previo al filtrado, la cantidad de variantes noinformativas debido a una frecuncia de aparición similar en ambos grupos representaba el porcentaje mayoritario devariantes introduciendo grandes cantidades de ruido por lo que se decidió filtrarlas.

Debido a la sobrerrepresentación de variantes localizadas en regiones no
codificantes, especialmente en intrones, frente a variantes exómicas se optó por
analizarlas en dos grupos diferenciados:

a)

b)
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· Variantes exónicas. Donde se incluyen variantes missense, variantes de
ganancia o perdida de codón de inicio o terminación y variantes en regiones
codificantes que induzcan cambios en el marco de lectura. Representado por
un total de 37 variantes diferentes.

· Variantes en regiones no codificantes. Donde se incluyen variantes
localizadas en las regiones UTRs (5’ y 3’), en zonas de splicing, en intrones,
en regiones upstream o downstream, así como en regiones reguladoras,
como promotores o enhancers. Representado por 8421 variantes diferentes.

Esta estrategia se tomó para no desestimar la posible implicación de las variantes
que impactan directamente en las regiones codificantes, cuya relevancia clínica y
funcional difiere considerablemente de aquellas localizadas en regiones no
codificantes.
Como último paso se realizó un análisis estadístico utilizando el test exacto de Fisher,
dado los tamaños de muestra reducidos y las bajas frecuencias de aparición de
algunas de las variantes. Este análisis se llevó a cabo de manera paralela en cada
uno de los grupos previamente mencionados, con el objetivo de determinar si existía
una diferencia estadísticamente significativa entre el grupo control y el grupo de
afectados. Tras el test exacto de Fisher a cada variante se le asignó un p-value
indicador del grado de asociación con la HII el cual fue corregido mediante el método
de Holm–Bonferroni con el objetivo reducir el número de falsos positivos.
Con respecto al dataset obtenido del conjunto de archivos TSV resultantes de la
priorización con el panel de genes de interés no se le realizó ningún filtrado de
variantes en base a su frecuencia de aparición, clasificación clínica o funcional,
únicamente se filtraron variantes de interés por su identificador rs y se realizó el test
exacto de fisher con cada variante, asignandole un p-value, con el que determinar si
habia una diferencia significativa entre el grupo control y el grupo de afectados y
estas estaban correlacionadas con la HII tal y como se había indicado en el
correspondiente estudio del que se habian sido extraídos.
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4. Resultados
4.1.Estudio de asociación genómica WGS
4.1.1. Variantes localizadas en zonas codificantes

Con respecto al grupo de variantes con potencial de afectar de forma directa la secuencia
del producto génico, tras la aplicación del test de Fisher y corrección del p-value tan solo 3
de las 37 variantes iniciales mostraron aparecer significativamente con mayor frecuencia
en el grupo de afectados por HII que en el grupo control, utilizando un umbral de
significancia de 0.1 (Tabla 1). Siendo la variante rs1279780267, localizada en el gen
ASAH2, aquella con una asociación más fuerte (p-value = 6.15x10-3).

Tabla 1. Variantes con potencial de afectar de forma directa la secuencia del producto génico, significativamente
asociadas con la HII en nuestro grupo de estudio. El asterisco rojo sobre la frecuencia poblacional de una de las variantes
indica que, según la base de datos gnomAD, esta variante esta cubierta en menos del 50% de los individuos analizados que
la conforman, lo que sugiere que la estimación de su frecuencia poblacional podría no ser precisa y por lo tanto, debe
interpretarse con cautela.
Las predicciones obtenidas mediante herramientas de evaluación de patogenicidad e
impacto funcional para estas tres variantes fueron mixtas (Tabla 2). CADD fue la
herramienta más estricta, asignando puntuaciones superiores a 0.5 a las tres variantes, lo
que indica una muy posible asociación con algún rasgo fenotípico o enfermedad. En
contraste, otras herramientas como SIFT y REVEL fueron más permisivas, calificando a las
tres variantes como probablemente benignas o tolerables.

Con el obj

Tabla 2. Puntuaciones asignadas por las herramientas de predicción de patogenicidad a las variantes exónicasasociadas con la HII en nuestra población de estudio. Las puntuaciones en color rojo indican una alta posibilidad depatogenicidad, las puntuaciones en amarillo reflejan una posibilidad intermedia, y las puntuaciones en verde sugieren que lavariante es probablemente benigna o que no tiene ningún efecto.
Con el objetivo de identificar de identificar de forma rápida y visual loci altamente
sugestivos de estar correlacionados con la HII debido a la presencia de un número elevado
de variantes, se representaron las 37 variantes exónicas en un gráfico tipo Manhattan,
donde también se resaltaron aquellas variantes con una baja frecuencia poblacional según



Autor: José Alb�rto F�rnánd�z Expósito
Tutor: Áng�l� L�comb� Anton�lli

Curso 2023-2024

42

la base de datos gnomAD. Estas variantes se señalaron ya que su rareza en la población
puede indicar un mayor potencial patogénico estando asociadas a fenotípos específicos o
enfermedades raras. (Imagen 9). Se observó un número elevado de variantes,
especialmente variantes con una frecuencia de aparición en la población inferirior al 1 %,
en el cromosoma seis, concretamente en los genes que codifican el complejo de
histocompatibiliad humano (HLA), aunque muchas de estas variantes no alcanzaron una
significancia estadística.

Imagen 9. Gráfico tipo Manhattan donde se recogen todas las variantes exónicas incluidas en el estudio. Las variantes,representadas como puntos, se situan en el gráfico en función de su posición cromosómica y su p-value asociado. A mayorsignificancia estadística mayor altura de la variante en el gráfico, indicando una asociación más fuerte con al HII. Las variantesraras con una cobertura inferior al 50% en los individuos que conforman la base de datos gnomAD no fueron resaltadas yaque como la misma base de datos advierte, la estimación de su frecuencia poblacional puede no ser precisa y por lo tanto,debe interpretarse con cautela, por lo que puede haber un número mayor de variantes raras.

4.1.2. Variantes localizadas en zonas no codificantes
Enfocándonos en el grupo de variantes no codificantes, que representa con diferencia, la
mayoría de variantes a analizar, tras aplicar el test de Fisher y corregir el p-value, se
identificaron un total de 92 variantes de las 8421 iniciales que mostraron una frecuencia de
aparición significativamente mayor en el grupo de afectados por HII que en el grupo
control, utilizando un umbral de significancia de 0.05. Las variantes identificadas se pueden
consultar en el Anexo 10, junto con las puntuaciones obtenidas por las herramientas de
predicción de patogenicidad REMM y CADD, las cuales, en muchos casos presentaron
resultados mixtos. Destacan genes como MARCHF1, PDE4D o ASAH2 los cuales
acumulan una gran cantidad de variantes estadísticamente significativas, en especial
ASAH2 con cerca de treinta, algunas de ellas presentes en todos los afectados.
Se representaron todas las variantes no codificantes en un gráfico tipo Manhattan y se



Autor: José Alb�rto F�rnánd�z Expósito
Tutor: Áng�l� L�comb� Anton�lli

Curso 2023-2024

43

señalaron aquellas con una frecuencia poblacional baja según la base de datos gnomAD
(Imagen 10). Se observaron varios loci sugestivos de esar correlacionados con la HII con
una alta concentración de variantes estadísticametne significativas en los cromosomas 2,
4, 5 y 10, destacando este último sobre el resto debido a la acumulación de variantes en el
gen ASAH2 localizado en este cromosoma. Dejando de lado el gen ASAH2 destacan
también otras variantes, con una muy alta asociación con la HII presentes en genes como
ADCY2 y CNTNAP3 (p-value = 3.16x10-6) o NF1 y IL92 (p-value = 1.89x10-5)

Imagen 10. Gráfico tipo Manhattan donde se recogen todas las variantes no codificantes incluidas en el estudio. Lasvariantes, representadas como puntos, se situan en el gráfico en función de su posición cromosómica y su p-value asociado.A mayor significancia estadística mayor altura de la variante en el gráfico, indicando una asociación más fuerte con al HII. Lasvariantes raras con una cobertura inferior al 50% en los individuos que conforman la base de datos gnomAD no fueronresaltadas como tales ya que como la misma base de datos advierte, que la estimación de su frecuencia poblacional puedeno ser precisa y por lo tanto, debe interpretarse con cautela, por lo que puede haber un número mayor de variantes raras.
También se realizó un análisis de enriquecimiento utilizando términos de Gene Ontology
(GO) y la base de datos KEGG, con el objetivo de identificar funciones moleculares y rutas
de señalización en las que los genes asociados pudieran estar implicados de manera
relevante (Imagen 11). Este análisis reveló un enriquecimiento en funciones relacionadas
con la homeostasis de tejidos y la regulación de la señalización intracelular, concretamente
en procesos mediados por pequeñas GTPasas y en la regulación negativa de la
fosforilación de proteínas. Paralelo a esto, se identificaron rutas de señalización clave en el
enriquecimiento con KEGG, entre las que destacan la vía de señalización de Rap1 y la vía
de señalización de la fosfolipasa D.
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Imágen 11. Análisis de enriquecimiento de términos GO (a) y rutas KEGG (b) de los genes con variantes asociadas ala HII. La gráfica (a) muestra los procesos biológicos, mientras que la gráfica (b) resalta las rutas metabólicas y deseñalización más asociadas o en las que participan los genes de interés. Gráficos generados utilizando elpaquete clusterProfiler en R para el análisis de enriquecimiento GO y vías KEGG. El análisis GO se realizó sobre la ontología'BP' (biological process) con un valor de p < 0.05, mientras que el análisis KEGG se realizó sobre el organismo humano('hsa') con un valor de p < 0.05."
4.2.Validación del estudio de acuaporinas

Al analizar la frecuencia de aparición de las variantes estudiadas por Tellería-Orriols et al. en
nuestra población de estudio, encontramos que, al igual que en su publicación, las variantes
rs2075575, rs3763043 y rs1049305 no mostraron una correlación significativa con el grupo
de afectados por HII. Sin embargo, la variante rs3763040, que Tellería-Orriols et al.
señalaron como posible inductora de la HII, tampoco se presentó significativamente más en
el grupo de afectados en comparación con el grupo de controles (Tabla 3) (Imagen 12), de
hecho, en ambos grupos la frecuencia de aparición de esta variante fue similar a la reportada
por la base de datos gnomAD para población caucásica no finlandesa.

Tabla 3 . Variantes genéticas estudiadas por Tellería-Orriols et al. 2023 anotadas y analizadas en nuestra población de
estudio.

Imagen 12. Conteo de cada uno de las variantes genéticas estudiadas por Tellería-Orriols et al. 2023 en nuestra
población de estudio
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4.3.Validación del estudio de GWAS
Al analizar la frecuencia de aparición de las 15 variantes con la asociación más fuerte a la HII
según Kuehn et al. (2019), encontramos que tan solo 5 de estas variantes estaban presentes
en nuestra población de estudio, además, ninguna de ellas mostró una frecuencia de
aparición significativamente mayor en el grupo de afectados por HII que en el grupo de
control (Tabla 4) (Imagen 13).

Tabla 4. Variantes genéticas relevantes en la publicación de Kuehn et al. 2019 anotadas y analizadas en nuestrapoblación de estudio

Imagen 13. Conteo de cada uno de las variantes genéticas relevantes en la publicación Kuehn et al. 2019 en nuestra
población de estudio

5. Discusión
En este trabajo se analizó si existe una asociación entre la HII y variantes genéticas que puedan
explicar la predispoción de algunos pacientes a desarrollar esta condición siendo el uso del
WGS y el de un priorizador de variantes como hiPhivePrioritiser, que tiene en cuenta tanto el
interactoma como el efecto funcional en diferentes modelos biológicos de las variantes
analizadas, su principal fortaleza y punto distintivo frente a publicaciones anteriores en las
cuales se analizaban unicamente pequeñas fracciones del genoma, ya sea mediante la
secuenciación de genes concretos o el uso de chips de micro-arrays de alta densidad.
Es importante destacar que, si bien los resultados obtenidos son prometedores y pueden sentar
las bases para el entendimiento de los mecanísmos genéticos implicados en la HII, la población
de estudio es pequeña, lo que limita la potencia estadística y requiere que los hallazgos
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obtenidos sean interpretados con cierta cautela. Este trabajo constituye el primer paso en un
estudio mucho más amplio, en el cual se planea aumentar considerablemente la población de
estudio, aún asi, los conclusiones obtenidas hasta ahora pueden ser reveladoras.
Ninguno de los loci o genes sugestivos de estar involucrados en el desarrollo de la HII hallados
en este estudio se corresponde con los indicados en estudios anteriores aunque se refuerza la
idea de que la HII se trata de una condición poligénica de herencia compleja causada por
mutaciones en varios genes que puedan contribuir en diferente medida en su aparición. Las
variantes localizadas en los genes de la famlia de las acuaporina propuestos por Tellería-Orriols
et al. y mas concretamente la variante rs3763040 localizada en AQP4 no estuvieron
correlacionadaos con la HII en nuestra población de estudio, por lo que, aunque esta familia de
proteínas puedan verse afectadas durante el desarrollo de la enfermedad debido a su
implicación en la homeostasis del LCR, los hallazgos obtenidos en este estudio nos indican que
la base de la fisiopatología de la HII no parece deberse a variante genéticas en este par de
genes, respaldando así los resultados obtenidos por Kerty et al 2013 donde tras secuenciar el
gen AQP4 de un grupo de pacientes diagnosticados con HII no se halló ninguna variante causal.
En relación con las variantes genéticas identificadas como altamente correlacionadas con la HII
por Kuehn et al. (2019), solo cinco de las quince reportadas en el GWAS catalog asociado a
dicho estudio aparecieron en nuestra población de estudio. Esta discrepancia podría deberse a
la pequeña muestra poblacional disponible en nuestra investigación o a su alta homogeneidad
poblacional en comparación con la población utilizada en el estudio de Kuehn et al. (2019), que
incluye individuos de diversas etnias. Ninguna de las cinco variantes identificadas mostró una
asociación significativamente más fuerte en el grupo afectado por HII, con lo cual, no podemos
afirmar que ninguna de ellas este implicada con el desarrollo de la enfermedad en nuestra
población de estudio.
Centrandonos en los resultados obtenidos en el estudio de asociación genómica WGS, más
concretamente en las variantes exónias, si bien ninguna de las que mostraron una correlación
significativa con la HII presentaton una asociación tan fuerte como alguna de las variantes
localizadas en zonas no codificantes, en las que profundizaremos más adelante, su presencia
no debe desestimarse pues son variantes que tienen un efecto directo sobre la secuencia del
producto génico de sus respectivos genes. Por encima de todas, destaca rs1279780267 (p-
value = 6.15x10-3) localizada en el gen ASAH2 que codifica la ceramidasa neutra, una pieza
clave en el metabolismo lipídico, la cual cataliza la hidrólisis de las ceramidas para producir un
ácido graso y una esfingosina, la cual puede ser fosforilada posteriormente por una esfingosina
quinasa (SphK ) para producir esfingosina-1-fosfato (S1P)
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Tanto la ceramida como la S1P son lípidos bioactivos que regulan diversas funciones celulares
en diferentes rutas de señalización por lo que niveles alterados en alguno de los dos se han
relacionado con diferentes patologías tales como el Alzheimer, la diabetes tipo 2 , algunos tipos
de cáncer o enfermedades intestinales inflamatorias (Imagen 14) (Parveen et al., 2019).

Imágen 14 .Metabolismo de la esfingosina y su implicación en diferentes enfermedades. El desequilibrio entre ceramida y S1Ppuede orientar la respuesta celular hacia la apoptosis o la proliferación, respectivamente, lo que contribuye al desarrollo de diversaspatologías.
Diversos estudios han relacionado la S1P con vías proinflamatorias, lo que la convierte en un
factor clave a tener en cuenta en la modulación de la inflamación. Por ejemplo, la deficiencia de
esfingosina-1-fosfatasa, la principal enzima responsable del catabolismo de S1P, da lugar a una
respuesta inflamatoria exacerbada, probablemente debido a la acumulación de S1P (Allende
et al., 2011). La SphK y la S1P son esenciales para la producción, inducida por TNF-α, de
prostaglandina E2R, un mediador lipídico que desempeña un papel crucial en los procesos
inflamatorio como la fiebre o la vasodilatación (Pettus et al., 2003). También se ha observado
que los niveles de S1P están elevados en diversas condiciones inflamatorias crónicas, como la
esclerosis múltiple (Kułakowska et al., 2010) o el asma (Ammit et al., 2001), lo que pone en
manifiesto una participación clave en la exacerbación de la inflamación en estos trastornos. La
S1P juega también un papel crucial en la regulación de la expresión de RANKL, una molécula
pro inflamatoria implicada en la artritis reumatoide (Takeshita et al., 2012) y en la modulación de
la permeabilidad vascular (Pettus et al., 2003) Por otro lado, se ha demostrado como la S1P
también participa activamente en la regulación de la esteroidogénesis, estimulando la biosíntesis
de cortisol (Lucki et al., 2011; Rábano et al., 2003).
De esta maneran, debido a su estrecha relación con vías proinflamatorias, su rol en la
modulación de procesos que dan lugar a inflamaciones crónicas leves, así como su participación
en la biosíntesis de cortisol, que como se menciona en el apartado 1.5.4, está asociada a un
aumento de la actividad de la Na⁺/K⁺-ATPasa en las células del plexo coroideo, incrementando
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así la producción de LCR y su papel clave en el metabolismo lipídico, ASAH2 se perfila como
uno de los genes más susceptibles de estar implicado en el desarrollo de HII. Además, este gen
presenta un número elevado de variantes significativas en sus regiones intrónicas, con una
fuerte asociación con el grupo de afectados por HII (p-value = 1.89x10⁻⁵).
Los análisis de enriquecimiento también sugieren que un desequilibrio en el metabolismo de las
esfingosinas podría ser clave en la patogénesis de la HII. Un número elevado de variantes
altamente correlacionadas con la HII en nuestra población de estudio se localiza en regiones
intrónicas de genes implicados en la regulación negativa de la fosforilación (Imagen 15). Esta
regulación es esencial para evitar la hiperactivación de ciertas vías celulares, y en ella participan
tanto proteínas quinasas, que añaden grupos fosfato, como fosfatasas, que los eliminan. Si la
regulación negativa de la fosforilación se ve comprometida, podría descontrolarse la actividad de
SphK o producirse una deficiencia en la activiad de la esfingosina-1-fosfatasa, lo que llevaría a
una acumulación de S1P que podría impactar en la respuesta inflamatoria y la biosíntesis de
cortisol.

Imágen 15 .Genes asociados a los procesos biológicos más enriquecidos en el análisis de términos GO realizado sobrevariantes no codificantes. El gráfico de red (cnetplot), generado con el paquete clusterProfiler en R, donde se visualiza la relaciónentre los genes y los términos GO más enriquecidos. Los nodos representan los términos GO y los genes, mientras que lasconexiones indican cómo los genes se asocian con los diferentes términos funcionales. El análisis GO se realizó sobre la ontología'BP' (biological process), utilizando un valor de p < 0.05 como umbral de significancia
Los análisis también mostraron un enriquecimiento en variantes localizadas en genes
involucrados en la ruta de señalización de Rap1, una GTPasa pequeña pertenieciente a la
familia de las proteínas Ras las cuales actúan como interruptores moleculares, regulando la
activación e inactivación de diversas vías de señalizaicón intracelulares, a través de la adición y
eliminación de grupos fosfato. Estudios confirman que Rap1 modula procesos clave en la
respuesta inmune y la inflamación, pues se ha observado que promueve la producción de
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citoquinas a través de la activación del factor de transcripción kapp B (NFκB,) favoreciendo un
ambiente proinflamatorio que conduce al desarrollo y progresión de enfermedades como la
aterosclerosis.(Cai et al., 2015). También se observó, aunque de manera menos significativa, un
enriquecimiento de variantes intrónicas localizadas en genes involucrados en la ruta de
señalización de la fosfolipasa D. Se ha demostrado que S1P está implicado en la activación de
esta vía, promoviendo la producción de citoquinas proinflamatorias como IL-8 en células
epiteliales y macrófagos. Esto sugiere que la interacción entre S1P y la ruta de fosfolipasa D
podría ser un factor clave en la regulación de la inflamación y en el desarrollo de ciertas
enfermedades inflamatorias crónicas como el asma (Cummings et al., 2002)

Imágen 16 . .Genes asociados a las rutas de señalización más enriquecidos en el análisis de rutas KEGG realizado sobrevariantes no codificantes. El gráfico de red (cnetplot), generado con el paquete clusterProfiler en R, visualiza la relación entre losgenes y las vías KEGG más enriquecidas. Los nodos representan las vías KEGG y los genes, mientras que las conexiones muestrancómo los genes se asocian con las diferentes vías funcionales. El análisis KEGG se realizó sobre el organismo humano ('hsa') conun valor de p < 0.05 como umbral de significancia
Todos estos hallazgos, junto con la identificación de variantes raras significativamente asociadas
al grupo de pacientes afectados por HII en la región codificante de los genes HLA, que alteran
su zona de unión a antígenos o epítopo (Busch et al., 2019) , así como en las regiones
intrónicas del gen IL9, que codifica para una citocina que influye en la regulación del sistema
inmunológico, especialmente en la activación de células asociadas con reacciones alérgicas e
inflamatorias (Neurath & Finotto, 2016) (Deng et al., 2017) respaldan la hipótesis de que la HII
es una condición originada por alteraciones inmunológicas sugiriendo que esta enfermedad no
se debe únicamente a alteraciones en la homeostasis LCR, sino que también se debe a un
componente inmunológico o de inflamación crónica subyacente, abriendo la puerta tanto a
nuevas dianas teraputicas como al desarrollo de herramientas diagnósticas más precisas.
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6. Conclusiones
A través de la realización de este trabajo y el subsecuente análisis de los resultados obtenidos
se pudieron extraer las siguientes conclusiones:
· Las regiones no codificantes del genoma albergan una gran variabilidad genética que debe

tenerse en cuenta para comprender los mecanismos y la predisposición a diversas
enfermedades.

· La HII presenta un posible componente inmunológico o de inflamación crónica que puede
explicar gran parte de su etiología y se resplada con estudios anteriores

· Alteraciones en el metabolismo lipídico de las esfingosinas, ocasionadas por variantes
genéticas, ya sea en su síntesis a través de la ceramidasa neutra ASAH2 como en su
fosforilación para producir S1P, podrían promover vías proinflamatorias y la síntesis de
cortisol, contribuyendo así a la sintomatología de la HII.

· Los resultados obtenidos, aunque prometedores, deben interpretarse con cautela debido a
la limitada población de estudio. En estudios futuros será necesario ampliar la muestra y
analizar en detalle las variantes con mayor asociación a la HII para comprender su impacto
funcional y su posible implicación en el desarrollo de la enfermedad.
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Anexo
Anexo 1. Consentimiento informado de participación en el estudio
https://liveuem-my.sharepoint.com/:f:/g/personal/22342452_live_uem_es/EvKs8pi34rlLsipzvz0iLjcBsX4JnWSkoJJERB7qfaEUvw?e=UcWxOU
Anexo 2. Aprobación del Comité de ética y Comisión de Investigación de la Escuela de Doctorado e
Investigación de la Universidad Europea
https://liveuem-my.sharepoint.com/:f:/g/personal/22342452_live_uem_es/EhIKfXsuRglIkIco3ikkjmcBzlzQPJtISN28_GUA72HMWg?e=zlqaqS
Anexo 3. Archivo de configuración del entorno Conda
https://github.com/joferex/TFM-HII-WGS/blob/main/TFM_nextflowpipeline.yaml
Anexo 4. Links de descarga a las bases de datos y archivos de referencia empleados
https://liveuem-my.sharepoint.com/:w:/g/personal/22342452_live_uem_es/EWG0tBao-S5IoMOxT2vAicoB9OyT5c7JMNNBLsBp4_mSFQ?e=Q2dYtk
Anexo 5. Script de nextflow de la pipeline completa de anális genómico de código
https://github.com/joferex/TFM-HII-WGS/blob/main/nextflow_HII_complete_pipeline.nf
Anexo 6. Script de nextflow del proceso de anotación y priorización de variantes con Exomiser
https://github.com/joferex/TFM-HII-WGS/blob/main/process_runExomiser.nf
Anexo 7. Archivo de configuración empleado por exomiser para la anotación y priorización de
variantes a traves de hivePrioritiser
https://github.com/joferex/TFM-HII-WGS/blob/main/HII_analysis_general_nofilter.yml
Anexo 8. Archivo de configuración empleado por exomiser para la anotación y priorización de
variantes a traves de un panel de genes de interés
https://github.com/joferex/TFM-HII-WGS/blob/main/HII_analysis_panel_AQP_GWAS_nofilter.yml
Anexo 9. Archivo Rmarkdown empleado para el procesamiento y análisis estadístico de las
variantes priorizadas
https://github.com/joferex/TFM-HII-WGS/blob/main/Procesamiento_Variantes_TFM.Rmd
Anexo 10. Tabla con las 92 variantes anotadas localizadas en regiones no codificantes del genoma
que presentaron una mayor asociación con la HI en nuestra población de estudio
https://liveuem-my.sharepoint.com/:f:/g/personal/22342452_live_uem_es/ElgyqLKg22tGhgWXmIY_RGYBEd8SrM9zkvfq6vSR8pd5_A?e=v29d3h

https://github.com/joferex/TFM-HII-WGS/blob/main/HII_analysis_panel_AQP_GWAS_nofilter.yml
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Declaración del uso de herramientas IA
Para la realización de este trabajo se empló ChatGPT-4 para las siguientes tareas:

1. Busqueda y sugerencia de bibliografía. Ante la gran cantidad de publicaciones y con el
objetivo de optimizar la búsqueda bibliográfica, especialmente en las primeras etapas de este
trabajo, se empleó ChatGPT-4 para recibir recomendaciones acerca de temas concretos
ayudando así a identificar publicaiones de interés. Algunos de los promts utilizados fueron:
“Recomiendame artículos científicos que hablen acerca de las bases genéticas de la
hipertensión intracraneal idiopática” o “Artículos que traten la implicación de la IL9 en la
inflamación crónica o enfermedades autoinmunes”

2. Traducción del lenguaje. Algunos de los artículos y publicaciones empleados en este trabajo
fueron total o parcialmente traducidos usando ChatGPT-4 con el objetivo de facilitar la
comprensión de fuentes en idiomas distintos al castellano. Los promts utilizados fueron en su
inmensa mayoría copias literales de secciones concretas de los artículos de interés

3. Parafraseo y reformulación de ideas originales. Durante la redacción de este trabajo en
empleó ChatGPT-4 para parafrasear de manera eficiente ideas complejas y reformular textos
de manera que se ajustaran al tono del trabajo. Indirectamente también fue utilizada para la
correción de faltas de ortografía. Por ejemplo, se utilizó el siguiente prompt:
“necesito que des fluidez y corrijas este párrafo: Todos estos resultados, junto con la
identificación de variantes poco frecuentes significatibamente correlacionadas con el grupo de
pacientes afectados por HII en la región codificante de los genes HLA, lo que modifica su
(zona en la que se une a antigenos) así como en zonas intrónicas del gen IL9, respaldan la
hipótesis de que la HII es una condición producida por alteraciones inmunológicas, donde la
inflamación podría contribuir al desarrollo de la enfermedad, en lugar de ser causada
únicamente por alteraciones en la producción y drenaje del LCR”

4. Escritura de código en leguaje R y Nextflow DSL. Para el análisis de datos genómicos y la
automatización de ciertos procesos fue necesario escribir y ejecutar código en lenguajes de
programación como R y Nextflow DSL, en este contexto, ChatGPT-4 desempeñó un papel
muy importante como asistente en la escritura del código corrigiendo o señalando errores y en
definitiva, facilitando la creación de scripts. Los promts utilizados fueron en su mayoría
bloques de código que generaban errores.


