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Resumen

La hipertension intracraneal idiopética (HIIl) es una enfermedad rara, con una prevalencia estimada de 1 por cada
10,000 habitantes, notablemente mas frecuente en mujeres con sobrepeso en edad reproductiva. Esta condicion se
caracteriza por un aumento cronico de la presion intracraneal, manifestado a través de sintomas como dolores de
cabeza persistentes, deterioro cognitivo leve y alteraciones visuales, siendo la pérdida total de la visiébn una
complicacion potencialmente irreversible.Existen diversas hip6tesis sobre el origen y la fisiopatologia de esta
enfermedad, que abarcan desde alteraciones en la homeostasis del liquido cefalorraquideo hasta desregulaciones
metabdlicas, hormonales e inmunolégicas. Estudios previos han reportado casos de HIl en varios miembros de una
misma familia, lo que sugiere una posible predisposicion genética; sin embargo, hasta el momento son pocos los
estudios genéticos que han identificado variantes causales o que predispongan al desarrollo de esta condicion.
Este trabajo aborda la HIl desde una perspectiva integral, aplicando la secuenciacion del genoma completo (WGS)

en la determinacién de variantes genéticas que puedan estar implicadas en su desarrollo.

Objetivos:

El objetivo principal de este trabajo consiste en identificar, a través del WGS variantes genéticas asociadas con la
HIl que puedan ser utilizadas en un futuro como potenciales biomarcadores asi como para esclarecer la
fisiopatologia de la enfermedad Como objetivo secundario, también se buscan variantes genéticas descritas en

estudios anteriores para comprobar su posible asociacion con la Hll

Material y métodos:

Se secuencio el genoma completo de 25 pacientes afectados con HIl pertenecientes a la Asociacion de Enfermos y
Familiares con Hipertension Intracraneal Idiopatica (ADEFHIC) y de 25 controles en la plataforma NovaSeq 6000,
con una cobertura promedio de 40x. Se dised una pipeline de analisis genémico a través de la cual se anotaron y
priorizaron las variantes genéticas identificadas en base a su efecto funcional, asi como, a su interactoma con la
herramienta hiviPrioritiser con el objetivo de centrar el analsis estadistico posterior en varientes con un mayor

potencial patogénico y clinico en el contexto de la Hll.

Resultados:

Se identificaron méas de 90 variantes fuertemente asociadas a la HIl en regiones no codificantes y un total de 3
variantes, aunque con una menor fuerza de asociacion, en regiones codificantes del genoma. Destaca el gen
ASAH2 como aquel con mayor acumulaciéon de variantes significativas, tanto en regiones codificantes como no
codificantes del genoma, asi como variantes fuertemente correlacionadas con la HIl como rs71583510
(p-value=3.16x10%), rs58930175 (p-value = 1.21x10%) y rs111963051 (p-value=1.89x107%), localizadas en genes

involucrados en la regulacion de la fosforilacion de proteinas y la sefalizacion intracelular.

Conclusiones:
Este trabajo reafirma la importancia de las regiones no codificantes en el desarrollo y predisposicién a diferentes
enfermredades, apuntando a un posible componente inmunolégico o de inflamacién crdnica, ocasionado

posiblemente por un desequilibrio en el metabolismo lipidico de las ceramidas, como la causa de la HlI.

Palabras clave:

Hipertension Intracraneal Idiopatica. Estudio de asociacon gendmica. Secuenciacién de genoma completo
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Abstract

Idiopathic intracranial hypertension (lIH) is a rare disease with an estimated prevalence of 1 in 10,000 individuals,
and it is notably more common in overweight women of reproductive age. This condition is characterized by a
chronic increase in intracranial pressure, manifesting through symptoms such as persistent headaches, mild
cognitive impairment, and visual disturbances, with total vision loss as a potentially irreversible complication. There
are various hypotheses regarding the origin and pathophysiology of this disease, ranging from disruptions in
cerebrospinal fluid homeostasis to metabolic, hormonal, and immunological dysregulation. Previous studies have
reported cases of IIH among multiple family members, suggesting a possible genetic predisposition. However, few
genetic studies have identified causal or predisposing variants for this condition. This study approaches IIH from a
comprehensive perspective, using whole genome sequencing (WGS) to identify genetic variants potentially involved

in its development.

Objectives
The primary objective of this study is to identify lIH-associated genetic variants through WGS that could serve as
potential biomarkers in the future, as well as to clarify the disease's pathophysiology. A secondary objective is to

examine previously described genetic variants to verify their possible association with IIH.

Methods

The whole genome of 25 IIH patients from the Association of Patients and Families with Idiopathic Intracranial
Hypertension (ADEFHIC) and 25 controls was sequenced on the NovaSeq 6000 platform, with an average coverage
of 40x. A genomic analysis pipeline was designed to annotate and prioritize identified genetic variants based on their
functional impact and interactome with the hiPhivePrioritiser tool, focusing subsequent statistical analysis on

variants with higher pathogenic and clinical potential in the context of IIH.

Results

Over 90 variants strongly associated with [IH were identified in non-coding regions, and a total of 3 variants, albeit
with lower association strength, in coding regions of the genome. The ASAH2 gene emerged as having the highest
accumulation of significant variants, both in coding and non-coding regions, along with strongly IIH-correlated
variants such as rs71583510 (p-value=3.16x10°), rs58930175 (p-value=1.21x10%°), and rs111963051 (p-

value=1.89x10°), located in genes involved in protein phosphorylation regulation and intracellular signaling.

Conclusions
This study reaffirms the importance of non-coding regions in the development and predisposition to various
diseases. It also suggests a possible underlying immunological or chronic inflammatory component, primarily due to

an imbalance in ceramide lipid metabolism as a potential cause of IIH.

Key words

Idiopathic Intracranial Hypertension, Genomic Association Study, Whole Genome Sequencing
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1. Introduccion

1.1. Contexto

La presion intracraneal (PIC) se define como la presion que existe dentro de la cavidad
del craneo y que se genera por el volumen combinado del tejido cerebral, el liquido
cefalorraquideo (LCR) y el flujo sanguineo (Imagen 1). Esta presién, que se encuentra
tipicamente entre 7 y 15 mmHg en adultos sanos, es crucial para la funcién normal del
sistema nervioso central, ya que contribuye a mantener la perfusién adecuada del
cerebro, manteniendolo asi oxigenado y facilitando la eliminacion de desechos
(Steiner & Andrews, 2006)

Superior sagittal
sinus

Arachnoid granulation

(\— Subarachnoid space

Meningeal dura mater
Choroid plexus / . 9
\ / N
1 } — ————  —  Right lateral ventricle
: 4
Interventricular
foramen \
3rdventricle/

=~ ’/ |
3
Cerebral aquedu»/
/
Lateral aperture / ———————Median aperture
4th ventricle \ \

) .
T, Central canal

Imagen 1. Anatomia del sistema ventricular y flujo del LCR en la cavidad craneal. El LCR, cuyo principal funcion es la de
proteger el cerebro, es producido por el plexo coroideo en los ventriculos cerebrales. desde donde se distribuye por el espacio
subaracnoideo, cavidad que separa la aracnoides de la piamadre, rodeando el cerebro y la médula espinal, para finalmente ser
reabsorbido por el sistema venoso a través de las granulaciones aracnoideas que atraviesan la dura madre. En tonos beis esta
representado el tejido cerebral, en azul claro el LCR y en color tanto rojo como azul oscuro el flujo sanguineo.

En condiciones basales, la PIC tiende a mantenerse constante gracias a un delicado
equilibrio entre los volumenes del tejido cerebral, el LCR y el flujo sanguineo del
interior de la cavidad craneal. Este equilibrio se explica gracias a la Ley de Monro-
Kellie, que establece que debido a la naturaleja rigida del craneo el volumen total de
los componentes de su interior es fijo; por lo tanto, cualquier aumento en uno de los
volumenes de los componentes anteriormente citados debe ser compensado por una

9
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reduccion en otro para mantener la PIC dentro de un rango normal. Sin embargo, si la
compensacion es insuficiente o no es posible reducir alguno de los volumenes,
generalmente de LCR o sangre, la presion intracraneal inevitablemente aumentara
(Mokri, 2001). De esta manera, diferentes condiciones o patologias pueden derivar en

un incremento de la PIC:

* Aumento del volumen cerebral fruto de un edema o inflamacion a causa de un
traumatismo craneal grave o alguna condicon metabdlica como una insuficiencia renal
grave que conduzca a una encefalopatia urémica (Arnold et al., 2016), o la
hiperamonemia fruto de una enfermedad hepatica crénica como la cirrosis o la
hepatitis (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 (Rodriguez-Boto et al., 2015).

* Alteraciones del flujo sanguineo 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 (Geisbusch et al., 2021).

* Diferentes enfermedades como por ejemplo la meningitis (Tariq et al., 2017) o la
encefalitis (Kumar et al., 2009) que ademas de poder aumentar el volumen de tejido
cerebral a causa de una inflamacién generalizada también pueden alterar los proceso
de produccién y reabsorcidn de LCR al modificar la composicidn citoquimica de este o

al producir una inflamacioén de las meninges interfiriendo asi con su circulacion normal.

* Otras casusas menos comunes abarcarian diversas malformaciones congénitas que
producen deformidades craneales o que comprometen de alguna forma los flujos
normales de LCR y sangre, como por ejemplo la malformacion de Chiari (Santos-
Bueso et al., 2015) o la malformacion de Dandy-Walker (Spennato et al., 2011) que
obstruyen el drenaje del LCR produciendo hidrocefalia, acumulacion de LCR dentro

de la cavidad craneal, y consecuentemente aumentan la PIC.

10
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Como hemos mencionado en el parrafo anterior, el incremento de la PIC es una
condicén 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 tomografia computerizada y la resonancia magnética, o pruebas de
laboratorio tales como analisis de sangre o la puncion lumbar, un procedimiento médico
en el que se inserta una aguja en la parte baja de la columna vertebral, especificamente
en el espacio subaracnoideo, para extraer LCR, permitiendo asi medir tanto su presion
como analizar su composicion citoquimica . Sin embargo un pequeno porcentaje de la
poblacién sufre de esta condicidon sin una causa aparente, es entonces cuando
hablamos de hipertension intracraneal idiopatica (HIl) también conocida historicamente

como pseudotumor cerebri.
1.2. Presentacion clinica de la HII

Las personas que padecen de HIl sufren sintomas muy similares a aquellos que
padecen de un proceso intracraneal expansivo, como un tumor cerebral, siendo el
dolor de cabeza constante el sintoma mas habitual seguido de alteraciones visuales
tales como oscurecimiento de la vision, diplopia, fotosensibilidad, vision borrosa,
escotomas, y en los casos mas graves, ceguera transitoria ademas de dolor o presion
en la parte posterior de los globos oculares. (Giuseffi et al., 1991) Estos sintomas
visuales y oftalmoldgicos son debidos al papiledema, una inflamacién del nervio éptico,
y a la inflamacién del sexto nervio craneal, el cual se encarga del movimiento de la
musculatura ocular, fendmenos que ocurren de manera muy habitual como respuesta
a una PIC elevada (Friedman, 2014)

También se destacan otros sintomas como el tinnitus pulsatil, dolores cervicales,
mareos recurrentes en ocasiones acompanados 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 erosidon 0sea de la base del
craneo, capaz de provocar fugas de LCR (Tam & Gilbert, 2019) y alteraciones
cognitivas leves, fruto de una perfusién cerebral deficiente, mantenida en el tiempo
que suelen verse reflejadas en tiempos de reaccion mas lentos, perdidas de memoria,

fatiga mental y problemas a la hora de concentrarse (Kleinschmidt et al., 2000).

11
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Para que una persona sea diagnosticada con Hll, debe presentar alguno de los signos
y sintomas relacionados con el aumento de la PIC mencionados en el parrafo anterior,
entre los cuales siempre debe figurar el papiledema. Se requiere que la presién de
apertura del LCR, medida mediante puncién lumbar, sea igual o superior a 250 mm
H20 y que su composicién no presente anormalidades citolégicas ni quimicas que
puedan relacionar este incremento de la PIC con otra patologia. Finalmente, es
fundamental que los estudios de neuroimagen sean normales, lo que permite descartar
otras patologias cerebrales que puedan causar estos sintomas aunque sera 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 6ptico como consecuencia del papiledema (Friedman et al., 2013).
1.3. Epidemiologia

La HIl 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
anos (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
asociacion dosis-respuesta que relaciona directametne el aumento de indice de masa
corporal con un mayor riesgo de sufrir HIl (Andrews et al., 2014), siendo de esta
manera las mujeres jovenes en edad reproductiva y con sobrepeso el grupo
poblacional mas afectado por esta enfermedad. Durante la ultima decada otros
factores de riesgo como el uso de determinados farmacos del grupo de las
tetraciclinas, el uso de anticonceptivos, el embarazo o la apnea obstructiva del suefno
también han sido sefalados 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 relacion con el sobrepeso por lo que la prevalenica de la HIl esta
en aumento en los ultimos afos, especialmente en paises occidentales donde el indice
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

12
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clave, existen casos de Hll en personas con un peso normal segun el IMC lo que sugiere
que otros factores ya sea genéticos, ambientales o una combinaicén de ambos también
juegan un papel importante en el desarrollo de esta enfermedad. Un ejemplo de esto
es la poblacion asiatica, donde la prevalencia de HIl es menor que en poblaciones
occientales, muy posiblemente debido a menores indices de obesidad entre sus
integrantes, pero sin embargo, los casos de HIl en personas sin sobrepeso son

significativamente mas comunes (Hsu et al., 2024).

1.4. Pronostico y tratamiento

Aunque la HIl puede presentarse en forma de episodios agudos en la mayoria de los
casos, esta condicion tiende a ser cronica y persistente, empeorando significativamente
con el tiempo si no es correctamente tratada, produciendo asi danos irreversibles y

afectando notablemente la calidad de vida de quienes la padecen (Thaller et al., 2023).

Entre estos dafos irreversibles destacan la pérdida total de la vision, como
consecuencia de lesiones en el nervio optico (Corbett et al., 1982), asi como el deterioro
cognitivo leve irreversible (Grech et al., 2021). Ademas, aunque la HIl no esta
directamente relacionada con la mortalidad de quienes la sufren, los dolores de cabeza
y mareos cada vez mas intensos dificultan a los afectados realizar actividades
cotidianas e incluso dormir. Esto se traduce en tasas mas altas de ansiedad y
depresiondentro del grupo de afectados lo que, en consecuencia lleva a un mayor

riesgo de suicidio (Hermes et al., 2020).

El diagnostico temprano de la HIl es critico pues no solo previene de dafios 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
inespecifica de los sintomas de la HIl pueden confundirse con otros trastornos
neuroldgicos, ademas, 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 confirmacion de la HIl requiere de una combinacion entre estudios de imagen
médica, y una puncidon lumbar que junto con la realizacion de otras pruebas
inespecificas o repetitivas utilizadas para descartar otras causas del incremento de la

PIC pueden retrasar aun mas el diagnéstico (Chagot et al., 2017)
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Entre los tratamientos actuales frente a la HIl encontramos diferentes farmacos como
la Acetazolamida y la Furosamida, un inhibidor de la anidrasa carbonica y un diurético,
respectivamente, que reducen eficientemente la produccion de LCR vy
consecuentemente la PIC. Otros farmacos como el Topiramato, un anticonvulsivo,
tambien ha demostrado ser eficaz controlando la HIl ademas de mejorar la funcion
visual en algunos pacientes. La seleccion del medicamento dependera de factores
como la respuesta inicial del paciente, las comorbilidades y la gravedad de los sintomas.
(Piper et al., 2015). En pacientes con obesidad sera fundamental también controlar su
peso dado que la HIl esta significativamente asociada con esta condicion. Reducciones
moderadas de entre el 5-10% del peso han demostrado mejoria en los sintomas de
personas afectadas, de esta manera, es recomendable, seguir dietas bajas en sodio y

realizar ejecicio fisico de manera regular. (Abbott et al., 2023)

En los casos mas graves o donde no se observen mejorias con los tratamientos
anteriores, podran valorarse intervenciones quirurjicas invasivas como la derivacion
lumboperitoneal, que consiste en la insercion de un tubo hueco en la columna vertebral
o el craneo para drenar el exceso de LCR, aliviando de esta manera los sintomas de la
HIl (Daou et al., 2020). La fenestracion de vaina del nervio 6ptico, cuya finalidad es la
de aliviar la inflamacion del nervio al crear una pequefia 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

sintomas visuales y evitando la ceguera total (Nithyanandam et al., 2008).

Por ultimo, y de nuevo relacionado con la obesidad, encontrariamos la cirugia bariatrica,
un conjunto de procedimientos quirurjicos disefiados 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 rapidamente si no ha sido

posible con métodos convencionales (Handley et al., 2015)
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1.5. Patogénesis y etiologia de la HII

A pesar de contar con tratamientos y criterios diagndsticos bien establecidos, la
patogénesis de la HIl continua siendo una incognita, lo que limita la disponibilidad de

dianas terapéuticas efectivas para combatirla y dificulta la rapidez en su diagnéstico.
1.5.1. Homeostasis del LCR

Diversos estudios presumen que la etiologia implica una alteracion en la
homeostasis del LCR ya sea por un aumento en la produccion de este o deficiencias
en su drenaje. La secrecion de LCR es constante y la mayor parte tiene lugar en el
plexo coroideo, una estructura vascularizada localizada en los ventriculos del
cerebro cuyas células epiteliales mueven los iones del plasma sanguineo hacia el
interior del espacio ventricular usando bomas sodio-potasio ATPasa (Na'/K*-
ATPasa), de esta manera crean un gradiente osmoético que mueven también el agua
del plasma sanguineo hacia el espacio ventricular donde se mezclara con otros
solutos secretados por el mismo plexo coroideo convirtiendose asi en LCF el cual
fluira hacia el espacio subaracnoideo y la médula espinal (Pollay et al., 1985). Este
movimiento de agua es gracias a la accion de la proteina AQP1 perteneciente a la

familia de las aquoporinas (Benarroch, 2016).

Debido a su constante producciéon el LCR debe también drenarse de forma
constante para evitar su acumulacion y un aumento excesivo de la PIC. La
principal via de drenaje son las granulaciones aracnoideas, protuberancias de la
aracnoides que se extienden hacia el sistema venoso permitiendo asi que el LCR
fluya lentamente hacia el sistema circulatorio. Recientemente se ha descubirto una
segunda via de drenaje conocida como sistema glial-linfatico, la cual esta implicada
en la eliminacion de desechos metabdlicos del LCR. Este sistema se basa en el
flujo del LCR desde el espacio subaracnoideo a los espacios perivasculares donde
gracias a la accion de los astrocitos, unas células gliales que rodean los vasos
sanguineos llenas de prolongaciones conocidas como pies perivasculares , el LCRy
diferentes sustancias de desecho son transportados al espacio intersticial donde
seran drenados hacia el sistema venoso o el sistema linfatico.(Cogollo et al., 2023)
Esto es posible gracias a la accion de la proteina 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 proteina AQP4
no solo esta involucrada en el sistema glial-linfatico sino que desempefa un papel
crucial en la regulacion hidirca del cerebro, siendo la acuaporina mas abundante
en el sistema nervioso central. De esta manera, se apunta a anomalias en las vias
de drenaje del LCR o alteraciones en el funcionamiento de los canales
involucrados en la dinamica de LCR, como las proteinas de la familia de las
aquioporinas, como una posible causa de la HIl (Imagen 2), aunque todavia sin un
resultado prometedor. (Ekizoglu et al., 2012, Stiebel-Kalish et al., 2013). Mas

adelante se abordara la posible implicacion de la Na*/K*-ATPasa.
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Imagen 2. Mecanismos fisiopatolégicos propuestos para el incremento de la PIC basados en la alteracion del flujo
del LCR. Las hipdtesis basadas en un aumento de la produccién de LCR se apoyan en la idea de la sobreexpresion o
incremento de la actividad de las proteinas AQP1 o Na*/K*-ATPasa, mientras que aquellas que defienden que se deben a
problemas en la reabsorcion del LCR proponen obstrucciones en las vias de drenaje, asi como anomalias en el
funcionamiento de la proteina AQP4.
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1.5.2. Desregulacion hormonal

Debido a que la prevalencia de la HIl es significativametne mayor en mujeres en
edad reproductiva algunos estudios hipotetizan que las hormonas femeninas
podrian ser un factor causal de la enfermedad sin embargo un estudio realizado en
el afio 2019 liderado por O’Reilly identific6 una firma unica de andrégenos en
personas con HIl que incluia niveles de testosterona significativamente mas altos
que en individuos con obesidad o sindrome de ovario poliquistico ademas de
identificarse una mayor activadad de la 5alfa-reductasa, una enzima involucrada en

el metabolismo de andrégenos y glucocorticoides.

Se ha demostrado que el tratamiento crénico con testosterona en ratas incrementa
su tasa de secrecion de LCR ya que el plexo coroideo presenta receptores de
androgenos lo que respaldaria el rol de los androgenos en la patogénesis de la HIl
al modular la dinamica del LCR (Wardman et al., 2023) (Imagen 3). En consonacia
con esto cada vez hay mas reportes de personas transgénero en terapia con
testosterona que reportar una presion intracraneal elevada (Hornby et al., 2017).
En contraste, se ha observado que hombres con deficiencia de testosterona son
mas propensos a desarrollar HIl (Valcamonico et al., 2014). De esta manera, se
hipotetiza que los niveles anormales de andrégenos, mas especificamente,
concentraciones de testosterona similares a la de hombres con deficiencia de
androgenos y mujeres con exceso de andrégenos, podrian aumentar el riesgo de
desarrollar HIl (Hornby et al., 2018)

1.5.3. Perfil metabolico

Recientemente un estudio examiné el metaboloma de personas con HIl donde se
pudo obervar que las concentraciones de formilpiruvato, acilpiruvato y malepiruvato
fueron significativamente mas bajas en el LCR y mas altas en el plasma sanguineo
de los individuos diagnosticados con Hll frente a al grupo control. Dichos niveles se
normalizaron tras una intervencién terapeutica de pérdida de peso. Ademas a través
de un analisis de enriquecimiento de rutas metabdlicas se identificaron
perturbaciones en las vias de metabolismo de lipidos asi como de algunos
aminoacidos como la arginina y la prolina (Alimajstorovic et al., 2023). La
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investigacion adicional en un futuro de estas rutas metabdlicas podria aportar mas

informacion sobre la etiologia de la enfermedad vy el rol de la obesidad (Imagen 3).

Otro estudio realizado por el mismo grupo investigd los efectos metabdlicos de dos
tipos diferentes de intervenciones bariatricas, la gastrectomia en manga y el bypass
gastrico de Roux, en pacientes con HIl. Los pacientes que se sometieron a un
bypass gastrico de Roux experimentaron una reduccion de la PIC un 50% mayor en
comparacion con las que se sometieron a una gastrectomia en manga a pesar de
una perdida de peso similar en ambos grupos. El grupo sometido al bypass gastrico
de Roux mostré un aumento en la secrecion de péptido similar al glucacén-1 o GLP1
tras ingerir alimentos. Se sugiridé que este aumento en la secrecién de GLP1 podria
impulsar la reduccién de la PIC (Alimajstorovic et al., 2023). Esto es respaldado por
la observacion 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 observo
una reduccion rapida y sostenida de la PIC durante el tratamiento, presumiblemente
mediante la inhibicién de la activiad de la Na*/K*-ATPasa (Botfield et al., 2017). Asi
mismo, la perdida de peso en los pacientes del estudio se correlacioné con cambios
en el metabolismo de lipidos concretamente de ceramidas, glicerofosfolipios, y
lisoglicerofosofolipidos que también podrian estar involucrados en la regulacion de

la PIC en personas con Hll.

1.5.4. Mediadores pro-inflamatorios y sistema inmunitario

Estudios han sugerido que el tejido adiposo, mas abundante en personas con
sobrepeso, no solo actua como un depésito de energia 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 HIl (Ball et al., 2009; Edwards et al., 2013) un grupo de investigacion en 2017
liderado por Samanci B. estudié el rol de varios mediadores inflamatorios en
pacientes con HIl y en un grupo control y observaron que los pacientes
diagnosticados de HIl presentaban niveles significativamente mas altos de

interleucina (IL) -1B y niveles mas bajos de IL-8 y factor de necrosis tumoral alfa
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(TNF-a) en comparacion con los controles, ademas no se encontrd una correlaciéon
significativa entre esos mediadores inflamatorios y otros factores como la edad o el
indice de masa corporal, por lo tanto esta falta de correlaciéon con la adiposidad
indica que estas citocinas no estan drirectamente mediados por el tejido adiposos

sino por mecanismos inmunoldgicos intrinsecos.

Estas citocinas proinflamatorias podrian contribuir a una neuroinflamacion crénica
leve lo que alteraria la funcion de la barrera hematoencefalica 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 hipotesis de que
concentraciones elevadas de citocinas proinflamatorias como IL-13, TNF-a e IL-6
pueden aumentar la actividad de la enzima 11B- hidroxiesteroide deshidrogenasa
tipo 1 (11B8-HSD1) la cual regula la conversién de cortinosa a cortisol en tejidos
especificos 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 11B3-HSD1, podria estimular la produccion de LCR,
contribuyendo asi al incremento en la PIC. Este aumento ocurriria porque el
cortisol intensifica la actividad de transportadores i6nicos, como la Na‘*/K*-ATPasa
en las células del plexo coroideo, lo cual genera un gradiente osmotico mucho
mayor que facilitaria el paso de agua hacia los ventriculos cerebrales, aumentando
asi el volumen de LCR (Markey et al., 2016). Ademas este mecanismo podria
desencadenar un ciclo de retroalimentacion negativa, ya que el cortisol inducido
por las citocinas proinflamatorias también modula diferentes respuestas
inflamatorias, promoviendo la inflamacion continua en el tejido cerebral. Esta
inflamacion sostenida afectaria la dinamica del LCR, contribuyendo asi al aumento

cronico de la PIC (Sorrells & Sapolsky, 2007) (Imagen 3).

Por ultimo destacar que el lupus eritematoso sistémico, una enfermedad
autoinmune, se han asociado con el desarrollo de HIl afianzando aun mas la
hipbtesis de que las alteraciones inmunolégicas y la inflamacion sistémica podrian

contribuir en la fisiopatologia de la enfermedad (Green et al., 1995, Maloney, 2013).
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Imagen 3. Mecanismos fisiopatoldgicos propuestos para el incremento de la PIC causados o agrabados por la obesidad.
Las mayor parte de las hipotesis que relacionan la HIl 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 acumulaciéon excesiva de tejido
adiposo

1.6. Estudios anteriores que relacionan la HII con variantes genéticas

Aunque desde el siglo pasado se tiene constancia de que la HIl muy probablemente
tenga una base genética, debido a la aparicion de esta enfermedad dentro de un mismo
nucleo 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

predisposicion genética de esta enfermedad.

En el afio 2013 un estudio realizado por Kerty et al. secuencio el gen de AQP4 de 26
individuos con HIl en busca de variantes genéticas asociadas a con la enfermedad
debido a la implicacién de esta proteina con la homeostasis del LCR y la regulacion
de hidrica en cerebro. Se encontraron un total de 24 variantes genéticas diferentes
con las cuales se realizé un estudio de asociacién genética comparandolas con un
grupo control de 52 personas sanas, sin embargo tras realizar los analisis estadisticos

pertinentes, ninguna parecié estar asociada con el desarrollo de la enfermedad.
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Recientemente la Universidad de Valladolid publicé una tesis doctoral realizada por
(Telleria-Orriols et al., 2023) en la que con el objetivo de encontrar una asociacon
genética con la HIl se estudiaron cinco polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs)
localizados en los genes AQP1 y AQP4 que otros estudios previos habian demostraron
su asociacion con otras patologias, validando asi su consecuencia funcional. Tras
genotipar 72 pacientes afectos y comparar tanto las frecuencias alélicas como
genotipicas con un grupo control de personas sanas obtenido de la base de datos de
Ensembl se determind que tan solo uno de los SNPs, rs3763040, localizado en el gen
AQP4 y que habia sido previamente relacionado con un avance mas rapido en el
deterioro cognitivo causado por el Alzeheimer, podria estar correlacionado con el

desarrollo de la HIl en poblacién caucéasica espanola.

Por ultimo, y dejando de lado las proteinas de la familia de las acuaporinas, en 2019 un
equipo liderado por Kuehn et al. realizé6 el primer estudio GWAS con personas
diagnosticadas con HIIl. Participaron 95 afectados y 95 controles, todos de sexo
femenino pero de diferentes etnias, aunque mayoritariamente de origen caucasico,
cuyas muestras fueron genotipadas usando el chip de microarrays Infinium
HumanCoreExome v1-0 BeadChips de lllumina que permitia la evaluacion de hasta
538,448 variantes genéticas con cierta relevancia en investigacion genética v,
distribuidas por todo el genoma. El limitado numero de participantes, para ser un estudio
de GWAS, no permitié encontrar asociaciones extremadamente fuertes entre la Hll 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 estadisticamente significativos que contenian, destacando genes como
LINC00359 y FOX3N, relacionados con los ARN no codificantes de cadena larga
comunmente involucrados en la regulacion de la expresion 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 HIl todo apunta a que podria ser una enfermedad causada por mutaciones en
varios genes o que diferentes alelos de un mismo gen puedan contribuir a su aparicién.
Ademas debido al uso de un chip de micoarrays un porcentaje alto del genoma no ha

sido estudiado pudiendo perderse un gran numero de variantes de interés.
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1.7. La secuenciacion de genoma completo (WGS) en la practica clinica

La secuenciacion de genoma completo (WGS, por sus siglas en inglés) ha
revolucionado el campo de la medicina, proporcionando una herramienta esencial para
la identificacion de variantes genéticas asociadas con enfermedades, tanto
monogénicas como poligénicas, o que ha mejorado significativamente el diagndstico
clinico (Splinter et al., 2018).

La historia de la WGS se remonta a los primeros anos del siglo XXI, impulsada por el
Proyecto del Genoma Humano, que culminé en 2003 con la primera secuenciacion
completa del genoma humano. Sin embargo, el avance decisivo ocurrié en 2008 con la
introduccidén de tecnologias de secuenciacion de proxima generaciéon (NGS), que no
solo hicieron que la WGS fuera mas accesible econdmicamente, sino también mas
rapida y eficiente en su ejecuciéon. Este cambio permitié que la WGS se integrara en la
practica clinica, abriendo nuevas posibilidades para el diagndstico de enfermedades
genéticas. Un hito significativo tuvo lugar en 2010, cuando se utilizo la WGS por
primera vez con exito en un entorno clinico al identificar variantes genéticas asociadas

a un mayor riesgo de padecer enfermedades cardiacas (Ashley et al., 2010)

Ademas de la posibilidad de detectar variantes en regiones no cddificantes, 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 clinicas pueden evolucionar. (Nisar et al., 2021)

La diferencia fundamental entre la WGS y otros tipos de analisis de NGS radica en la
cantidad de datos generados, mientras que los analisis de paneles y exomas producen
aproximadamente entre 0.15 - 5 GB de datos en bruto, un analisis de WGS genera
alrededor de 30 GB. El analisis bioinformatico de estos datos es un proceso intensivo
que requiere una considerable cantidad de recursos computacionales (Grealey et al.,
2022), representando un desafio en términos de infraestructura y costos. Para abordar
el procesamiento de estos grandes volumenes de datos, se han desarrollado flujos de
trabajo estandarizados (Imagen 4), destacando el uso de la herramienta de analisis

gendémico de codigo abierto Genome Analysis Toolkit (GATK), que se ha convertido en
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la base de muchos centros clinicos y académicos (Van der Auwera et al., 2013) o
pipeline managers, como Nextflow, que permiten disefiar, ejecutar y automatizar
pipelines de andlisis de datos complejos (Di Tommaso et al., 2017). Asimismo, existen
soluciones comerciales optimizadas por hardware, como DRAGEN™ | que buscan
acelerar el andlisis de datos de WGS (Behera et al., 2024). El uso de clusteres de
supercomputacion y el analiss en paralelo también ha resultado esencial para

garantizar un andlisis rapido y eficiente (Zhou et al., 2024).
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Imagen 4. Diagrama de flujo de una pipeline bioinformatica general de analisis de WGS. Los datos crudos generados a
partir del proceso de secuenciacion se someten a un exhaustivo proceso de control de calidad vy filtrado. Posteriormente, las
lecturas filtradas se ensamblan mediante ensamblaje comparativo usando un genoma de referencia para formar secuencias
contiguas (contigs). Los contigs se conectan mediante "scaffolding" para obtener ensamblajes preliminares. A continuacion, el
genoma ensamblado se examina para detectar variantes y se anota con el fin de identificar su localizacién en los genes,
determinar su funcién y cuantificar sul impacto en las proteinas resultantes.

El diagndstico de enfermedades genéticas raras presenta desafios unicos, dado que
estas condiciones a menudo no se identifican facilmente a través de fenotipos clinicos.
Por ello, es fundamental determinar la mutacion exacta que causa la enfermedad.
Aunque la secuenciacion dirigida puede proporcionar resultados rapidos 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
secuenciacion de exoma completo (WES) se centra en la region codificante del
genoma, que representa aproximadamente el 2%. Si bien ha demostrado ser eficaz en
la identificacion de causas genéticas en trastornos neuroldgicos (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 desafios que enfrenta la WGS, como el procesamiento de grandes
volumenes de datos y la necesidad de una infraestructura computacional robusta, esta
se perfila como una herramienta crucial en el diagndstico de enfermedades raras de
elevada complejidad que no solo beneficia a los pacientes al proporcionarles
informacion genética detallada, —o nos permiten conocer sino que también les ofrece

opciones de tratamiento mas 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
secuenciacion de gendma completo, nuevas variantes genéticas en poblacion europea
asociadas con la HIl que puedan ser utilizadas como potenciales biomarcadores

diagndsticos o de riesgo, asi como para esclarecer la fisiopatologia de la enfermedad.
De forma secundaria y paralelamente al principal objetivo también se busca:

» Validar en nuestra poblacién de estudio los resultados obtenidos por otros articulos

cientificos que relacionan variantes genéticas con la Hll.

» Desarrollar una pipeline bioinformatica 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.Poblacion del estudio

Se procedid a un estudio descriptivo prospectivo de pacientes afectos de HIl
pertenecientes a la Asociacion de Enfermos y Familiares con Hipertension
Intracraneal Idiopatica (ADEFHIC) entre 2023 y 2024 donde se seleccionaron un total
de 25 individuos. Todos los participantes del grupo de afectados, fueron caucasicos
de nacionalidad espafiola y las edades estuvieron comprendidas entre los 20 y 62
anos con una edad media de 41 afios, de entre los cuales 23 fueron mujeres y 2
fueron hombres Como criterios de inclusion se tomaron en cuenta la mayoria de edad,
el diagnostico de HIlI por medio de puncion lumbar y la realizaciéon de estudios de

neuroimagen que descartasen cualquier otra patologia cerebral responsable del
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incremento de PIC y finalmente la firma del consentimiento informado para la
autorizacion del estudio. Como criterios de exclusion se tuvo en cuenta la minoria de
edad, la ausencia de un diagndstico claro de HIl, la revocacién 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 sera detallado mas adelante . Este ultimo criterio busca minimizar la
consanguinidad dentro del estudio, dado el tamafio reducido de la muestra, para asi
evitar la sobrerrepresentacion de variantes genéticas que no estén directamente

relacionadas con la HIl y puedan generar ruido.

Como grupo control se seleccionaron otras 25 personas cuyos genomas habian sido
secuenciados en Laboratorios Larrasa por iniciativa propia, ya que deseaban acceder
a sus servicios de medicina personalizada. A estos individuos se les informé de la
posibilidad de incluir sus datos genéticos en el estudio de forma totalmente altruista y
anonima y dieron su consentimiento informado para este propdsito. Todos los
participantes del grupo de afectados, fueron caucasicos de nacionalidad espafola y
las edades estuvieron comprendidas entre los 18 y 75 afios con una edad media de
anos, de 38 afos entre los cuales 17 fueron mujeres y 8 fueron hombres Los criterios
de inclusion para el grupo control fueron la mayoria de edad, pertenecer a la etnia
caucasica, no presentar sintomas de incremento de la PIC ni haber sido
diagnosticados de HIl, no tener ninguna relacién de parentesco directo con ningun
participante del estudio y la firma del consentimiento informado para la autorizacién

del estudio.
3.2.Aspectos éticos y legales

Todas las muestras fueron obtenidas previa firma de consentimiento informado
conforme a la legislacion vigente en materia de proteccién de datos (Ley Organica
3/2018, de 5 de diciembre, de proteccion de datos con caracter personal y garantia de
los derechos digitales), la Declaracion de Helsinki de la Asociacién Médica Mundial
(AMM) vy los principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos

(ultima enmienda en octubre de 2013) y de estudios clinicos en Espana. (Anexo 1)
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A fecha, 7 de noviembre de 2024 el estudio fue presentado ante la Comisién de
Investigacion de la Escuela de Doctorado e Investigacion de la Universidad Europea y
se encuentra en tramites de ser aprobado y autorizado por el Comité Etico de

Investigacion Clinica del Hospital Clinico Universitario de Getafe. (Anexo 2)
3.3.0btencion de los datos

Para la secuenciacion de genoma completo de los participantes, se utilizo saliva
recolectada mediante el tubo Oragene 600, la extraccion de ADN se llevé a cabo usando
el Kit Quick-DNA™ Magbead Plus. Cada muestra de ADN fue cuantificada y ajustada a
una concentracion de entre 3,3 y 16,6 ng/uL para cumplir con los requisitos de calidad
en los pasos posteriores. La preparacion de librerias se realizé mediante el Kit lllumina
PCR-Free DNA Prep en un sistema de pipeteo automatizado Fluent, siguiendo
cuidadosamente las especificaciones del fabricante. Posteriormente, la secuenciacion
de genoma completo se efectud con el kit NovaSeq 6000 Reagent Kit en la plataforma
NovaSeq 6000, con una cobertura promedio de 40x, garantizando una alta precisiéon y
profundidad de lectura. Para asegurar la calidad de los datos, se aplicé 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 parametros de calidad establecidos por el laboratorio, asegurando asi la integridad

y confiabilidad de los resultados finales (Imagen 5).
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1. Contacto con ADEFHIC 2. Seleccion de pacientes 3. Extraccion de ADN 4. Cuantificacién de ADN
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_I I !! S FastQ
5. Preparacion de librerias 6. WGS en NovaSeq6000 7. Control de calidad 8. Archivo FastQ

Imagen 5. Representaciéon del flujo de trabajo efectuado para la obtencion del genoma completo del grupo de afectados
por HIl. La realizacion de todos estos procedimientos, desde el contacto con ADEFHIC hasta el filtrado de calidad de los reads
arrojados por el secuenciador, en su mayoria de wet lab, fueron llevados a cabo por personal de Laboratorios Larrasa entre
nviembre 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 secuecniacén se obtuvieron en tres ciclos de secuenciacion diferentes
realizados entre noviembre de 2023 y julio de 20224 en las que se incluyeron tanto
muestras como controles. Por ultimo destacar que, aunque no se utilizaron en este
trabajo debido a cuestiones de tamano poblacional y potencia estadistica, también se
recogieron datos clinicos 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. Asi pues, estos datos nunca fueron revelados ni
relacionados con ninguna de las muestras empleadas en el estudio aunque podran

utilizarse en un futuro si el tamano de la poblacional es aumentado considerablemente.
3.4.Software y bases de datos empleadas

Pora poder ejecutar el analisis de datos gendmicos, que sera detallado mas adelante
en, asi como para llevar a cabo tanto el analisis estadistico de los resultados como la
visualizaicon de los mismos se hicieron uso de diferentes programas de cdodigo abierto

y bases de datos de libre acceso.
3.4.1. Software

Todas las herramientas software empleadas en este trabajo, a excepcion de una,
que es totalmente prescindible y fue utilizada con el unico objetivo de agilizar el
proceso en terminos de tiempo, son de cddigo abierto y estan disponibles de manera

gratuita facilitando la reproducibilidad de este trabajo.

e FASTQC. Herramienta de software disefiada para realizar controles de calidad
en datos de secuenciacion de alto rendimiento. Fue empleada para verificar la

buena calidad de los archivos FASTQ de los que partia el analisis.

e Samtools. Conjunto de herramientas disefiado para manipular y analizar archivos
de alineamiento siendo fundamental en el analisis de datos de secuenciacién. En
este trabajo Samtools fue utilizado especificamente 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 analisis que hacen uso de este archivo.

« BWA (Burrows-Wheeler Aligner). Herrmienta de software disefiada para mapear,

de forma rapida y precisa, lecturas cortras contra un una secuencia de
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referencia, en nuestro caso, el genoma de referencia humano hg38. Se empled
el algoritmo BWA-MEM (Maximal Exact Matches) que tolera pequefas
diferencias entre la lectura y la secuencia de referencia contra la que se mapea
siendo adecuado para la deteccion de SNPs y pequefas inserciones o

deleciones.

* GATK (Genome Analysis Toolkit). Conjunto de herramientas de software

desarrollado por Broad Institute y Harvard, disefiado para analizar grandes
volumenes de datos gendmicos, 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 comparacién de
secuenicas de ADN de una muestra con una secuencia de referencia (Van der
Auwera et al.,, 2013). En este trabajo fue empleada la ultima versién hasta la
fecha (GATK 4.3.0.0) lanzada en mayo de 2023 y se utiliz6 para marcar lecturas
duplicadas que puedan introducir sesgos (MarkDuplicatesSpark), recalibrar los
valores de calidad de las bases para mejorar la precisidon de los datos del
alineamiento efectuado con BWA (BaseRecalibrator y ApplyBQSR) y para

efectuar el variant calling de variantes germinales (HaplotypeCaller).

e Exomiser. Software de anotacién y priorizacion de variantes gendmicas basado
en Java y desarrollado por Wellcome Trust Sanger Institute, disenado para
identificar variantes genéticas potencialmente patogénicas asociadas con
enfermedades. Exomiser integra informacion de multiples bases de datos, lo que
incluye datos sobre variantes gendmicas, informacion fenotipica, frecuencia
poblacional de variantes y estudios previos sobre genes asociados a
enfermedades. Ademas utiliza ontologias estandarizadas para clasificar y
comparar fenotipos. Dentro de Exomiser destaca hiPhivePrioritiser, una
herramienta fundamental para la priorizaicon de variantes, esta utiliza datos de
fenotipos tanto de seres humanos como de otras especies, como ratén, para
establecer similitues entre manifestaciones de enfermedades en diferentes
modelos bioldgicos ayudando a identificar genes que puedan estar relacionados
con condiciones patolégicas especificas (Robinson et al.,, 2014). Ademas, no

considera solo el gen en cuestion sino que también toma en cuenta genes
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cercanos y su interactoma (Smedley etal., 2014), permitiendo modelar la
influencia que la disrupcion de un gen tiene en el contexto de toda la red de
interacciones genéticas, facilitando asi la identificacion de variantes que pueden
ser relevantes en enfermedades complejas. Esta herramienta asigna una
puntiacion a los genes basandose en los analisis y comparaciones realizadas
permitiendo asi priorizar aquellos que tienen una mayor probabilidad de estar
involucrados en las enfermedades estudiadas (Zemojtel et al., 2014). Para este
trabajo se us6 la ultima version de Exomiser (Exomiser 14.0.0) lanzada en
febrero de 2024.

* Nextflow. Herramienta software de gestion de flujos de trabajo de cédigo abierto
que permite disefiar y ejecutar pipelines de analisis de datos complejos de forma
eficiente y reproducible mediante la automatizacién y paralelizacion de los
diferentes procesos implicados. Esta disefiado para ser altamente flexible
permitiendo definir flujos de trabajo en un lenguaje de scripting simple, basado en
Groovy, lo que facilita la modificacidén y reutilizacion de pipelines sin tener que
realizar cambios significativos donde cada etapa involucra el uso de diferentes
herramientas software. Ademas puede ser ejecutado tanto en servidores locales
como en plataformas en la nube o clusteres de supercomputacion. (Rashid et al.,
2024) En este trabajo fue empleado para disefiar y automatizar el flujo de trabajo
de los datos gendmicos analizados con el fin de crear una pipeline de analisis de

cbdigo abierto que pueda ser empleada en el futuro.

e DRAGEN germline. Heramienta software desarrollada por la empresa Illumina, la

unica de software propietario en este trabajo y por tanto no disponible de forma
gratuita, dirigida al analisis de datos de secuenciacion gendmica en el contexto
de la genética humana e investigacion médica (Behera etal., 2024). Esta
herraminta esta optimizada para la realizacion de filtrado de calidad, mapeo de
lecturas, variant calling de variantes germinales, tanto de genoma completo como
de paneles de genes y anotacion de variantes de forma rapida y eficiente gracias
al uso de algoritmos de analisis avanzados, machine learning y hardware
especializado permitiendo asi obtener resultados de alta calidad y precisién en

un tiempo mucho menor en comparacion 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 unico objetivo de
reducir los tiempos de analisis de determinados procesos como el mapeo de
secuencias y el variant calling, que con herramientas de software libre como

BWA y GATK eran considerablemente mas altos.

Destacar también que ademas de las herramientas anteriormente enumeradas se
hizo uso de RStudio para el procesamiento y analisis estadistico de los resultados
arrojados por Exomiser asi como para la visualizacion de dichos resultados
haciendo uso de librerias como data.table, disefiada para la manipulcion eficientes y
analiss de grandes volumenes de datos, ggplot2, disefiada para la generacion de
graficos, o clusterProfiler para la realizacion de analiss de enriquecimiento de genes.
También se hizo uso de Python para la visualizacion de resultados y generacién de

grafios haciendo uso de la libreria 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 analiss. 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 genémica y dbSNP. Secuencia de referencia del genoma

humano, versién 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 coleccidon extensa de variantes genéticas que se
han documentado en la literatura cientifica, fue empleado durante el proceso de
recalibracién de calidad de las lecturas realizado por GATK y el proceso de

anotacion de variantes llevado a cabo por Exomiser.

e REMM. Base de datos que evalua el impacto patogénico de variantes en
regiones no codificantes, pricipalmente reguladoras, del genoma proporcionando
puntuaciones en relacién con su posible impacto funcional. Fue empleada por

Exomiser durante el proceso de anotaicdn de variantes
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e CADD data. Base de datos especifica 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
funcién génica. Contiene informacién sobre todas las variantes SNVs posibles en
el genoma hg38, asi como sobre 80 millones de variantes InDels, permitiendo un

analisis detallado de todas las variantes del genoma.

e Base de datos de informacidén fenotipica estandarizada. Base de datos creada

por Monarch Initiative que clasifica términos fenotipicos asociados a
enfermedades humanas. Facilita la comparacion entre el perfil fenotipico del
paciente y las caracteristicas de diferentes enfermedades para mejorar la
priorizacion de variantes. Empleada por Exomiser, mas concretamente

hiPhivePrioritiser durante el proceso de priorizacién de variantes

e gnomAD. Base de datos de frecuencias alélicas integrada en Exomiser basada
en el andlisis 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
caucasicas no finlandesas ya que todos los participantes del estudio pertenecian

dicho grupo poblacional.
3.4.3. Instalacion y puesta a punto

Se cred un entorno de trabajo utilizando el gestor de paquetes y entornos
MiniConda para gestionar todas las dependencias necesarias para llevar a cabo el
analisis (ver Anexo 3). Todos las herramientas software, a excepcion 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 documentacién oficial disponible en su pagina web, junto con las bases de
datos necesarias para llevar a cabo el proceso de anotacion y priorizacion de
variantes (Wellcome Trust Sanger Institute, n.d) Todas las bases de datos y archivos
de referencia, a excepcion 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 analisis y se almacenaron
los archivos generados durante el proceso debido al gran tamano de estos

31



Europea Curso 2023-2024

M M Autor: José Alberto Fernandez Expdsito
Universidad : ‘
Tutor: Angela Lacombe Antonelli

3.5.Estructrura de la pipeline bioinformatica

El flujo de trabajo utilizado en el analisis gendomico desarrollado en este estudio, y que
sera detallado a continuacién, se implementé en la plataforma de cddigo abierto
Nextflow con el objetivo de automatizar y garantizar su reproducibilidad. El script
completo de la pipeline esta disponible en un repositorio publico en GitHub (Anexo 5)
Ademas, se dispone de un script especifico para la automatizacion del proceso de
anotacion y priorizaciéon de variantes con Exomiser (Anexo 6), empleado en muestras
previamente procesadas y analizadas con, DRAGEN se encargd de tareas como el
mapeo, marcado de duplicados, recalibracion de la calidad y variant calling, logrando
una reduccion significativa en el tiempo de obtencion de resultados. Previamente, se
verifico 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 realizé 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 analisis y
meétricas de calidad. Todas las muestras analizadas presentaron alta calidad y, por

lo tanto, fueron utilizadas en los analisis subsecuentes.

Se consideraron parametros de calidad basicos (imagen 6), como la longitud de
las secuencias, que variaron entre 32 y 157 pb, la calidad media por base (imagen
7), y la puntuaciéon de calidad promedio por secuencia, que en todos los casos
mostréo un valor maximo en el Phred Score superior a 30 (Formula 1), lo que
corresponde a una precision superior al 99.9% de que la base en la secuencia
esta correctamente identificada (Imagen 7). Ademas, se evalu6 el contenido de
bases indeterminadas, que fue cero en todos los casos, asi como el porcentaje de
citosina y guanina para descartar la presencia de cualquier tipo de contaminacion

o artefacto.
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Q = —10log;((P)

Formula 1. Férmula utilizada para el calculo del Phred Score. La calidad de cada base en una secuencia se mide
mediante una puntuacién Phred (Q), donde el valor P representa la probabilidad de que una base esté mal identificada.

@Basic Statistics

I I

Filename L23-0030_S2_L001_R1 _001l.fastqg.gz
File type Conventional base calls

Encoding Sanger / Illumina 1.9

Total Sequences 171811125

Total Bases 25.3 Gbp

Sequences flagged as poor quality 0
Sequence length 35-151

3GC 41

Imagen 6. Parametros basicos de uno de los archivos FASTQ empleados en el analisis. Captura de pantalla del
archivo HTML generado por la herramienta FASTQC donde se puede observar que el archivo FASTQ contiene mas de
170 millones de secuencias de ADN o lecturas de entre 35y 151 pares de bases entre las cuales ninguna fue catalogada
como de baja calidad poniendo asi en evidencia la efectividad del preprocesamiento de calidad efectuado.

@Per base sequence quality @Per sequence quality scores

Quality scores across all bases (sanger / lllumina 1.9 encoding) Quality score distribution over all sequences

Average Quality per read
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Imagen 7. Graficas de calidad media por base (a) y calidad promedio por secuencia (b) de uno de los archivos
FASTQ empleados en el analisis .Captura de pantalla del archivo HTML generado por la herramienta FASTQC donde
se puede observar que el calidad Phred por base en todos los casos fue igual o superior a 25 (menos de 1% de
probabilidad de que la base este mal identificada) y que la mayoria de las secuencias presentaban un valor de calidad
Phred promedio superior a 30 (menos de un 0,1% de pobabilidad de error) indicando que los datos de secuenciacion son
de 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 procedié a alinear las lecturas de cada muestra contra el genoma
humano de referencia hg38, previamente indexado con Samtools. Como resultado,

se generd un archivo de alineamiento en formato SAM para cada muestra.
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3.5.3. Eliminacion de duplicados y recalibracion 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 mas de una vez debido a la
amplificacion durante el proceso de preparacién de la biblioteca. Estos fragmentos
redundantes introducen sesgos en el analisis y pueden afectar la precisién de las
variantes detectadas. Al marcar los duplicados, se indica a los algoritmos de
analisis que ignoren el peso de estos duplicados en la identificacén de variantes
que se llevara a cabo mas adelante, evitando asi sobreestimaciones debido a la
repeticion 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

genomica y los duplicados marcados.

Seguidamente se procedid 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 estadisticas de recalibracion 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 permitié ajustar las puntuaciones de
calidad de cada base. Este paso es crucial, ya que los secuenciadores a menudo
presentan errores sistematicos que pueden influir en las puntuaciones de calidad
originales. Posteriormente, con la herramienta ApplyBQSR, se aplicaron las datos
de recalibracion obtenidos del analisis anterior, generando un nuevo archivo BAM
con las puntuaciones de calidad de cada base recalibradas. Este ajuste mejorara
la precision del proceso de variant calling que se realizara a continuacion
reduciendo la cantidad de falsos positivos, resultando asi en en un conjunto de

datos mas confiable para analisis 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 realizé 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 posicidén en el genoma y detectar si existen
variantes en forma de SNPs y pequefas inserciones o delecionesn. Los archivos
de salida, en formato Variant Call Format (VCF), contienen todas las variantes
detectadas para cada muestra, incluyendo informacioén detallada sobre el tipo de
variante, su posicién 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 especifica expresada en una escala logaritmica de probabilidad.la cual se
calcula en funcién 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 analisis posteriores, se les aplico

una compresion adicional con el comando bgzip.

QUAL = —10 x 10g10(perror)

Formula 2. Calculo de la métrica de calidad QUAL. La calidad general de una variante se determina empleando una
escala logaritmica de probabilidad, donde el valor pe.. representa la probabilidad estimada de que la variante sea un
falso positivo. Este valor es calculado por GATK en funcién de varios parametros de las lecturas alineadas en el archivo
BAM, tales como la profundidad de cobertura, la calidad de mapeo de cada secuencia, la presencia de la variante en
ambas direcciones de lectura, su posicién 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 estadisticos que proporcionar una
estimacion confiable de peror.

3.5.5. Anotacion y priorizacion de variantes con hiPhivePrioritiser

Referido en el script de nextflow como process runExomiser. El ultimo paso de
la pipeline de analisis gendmico consistio en la anotacién y priorizacion 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 configuracion de
analisis, el cual puede personalizarse para ajustarse a los objetivos y necesidades

especificos de cada caso particular y segun nuestros intereses (ver Anexo 7).
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Para este analisis, el archivo YAML fue configurado para:

* Tomar la versiéon 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 especifico para

la HII (HP:0002516). Esta herramienta asigna a cada gen un valor entre O y 1,

donde valores mas altos reflejan una mayor asociacion con el fenotipo HPO
proporcionado. Para este analisis, se establecid6 un umbral de priorizacion
superior a 0.5, este valor es el recomendado por el propio Exomiser para
mejorar la precisién en la identificacién de variantes con relevancia fenotipica
significativa.

e Incluir _informacion de frecuencia poblacional usando la base de

datos gnomAD usando exclusivamente la cohorte caucasica 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 analisis.

* Activar las herramientas de prediccién de patogenicidad CADD , REMM,

PolyPhen y SIFT integradas en exomiserpara predecir y anotar el impacto

funcional de las variantes.

Ademas, 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, asi como otra
informacion de interés como entradas de ClinVar cuando estan disponibles, la

posicidon gendmica exacta y el nombre del gen en el que se encuentran

Tras ejecutar exomiser con esta configuracion YAML se obtuvo un archivo por
muestra, con variantes priorizadas y anotadas, en formato TSV para facilitar su
analisis y visualizacion posterior en Rstudio. Como se ha comentado
anteriormente este porceso se automatizO ademas 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. Anotacion dirigida de variantes. Panel de genes de AQP y estudio GWAS

Con el fin de validar en nuestra poblacion de estudio los resultados de
publicaciones anteriores que relacionan la HIl con variantes genéticas especificas,
concretamente los de Telleria-Orriols et al. (2023) y Kuehn et al. (2019), se
configuré6 un nuevo archivo YAML (Anexo 8) para que Exomiser priorizara los
genes con mayor asociacion a la enfermedad segun estos estudios. En lugar de
utilizar hiPhivePrioritiser con el término HPO asociado a la Hll, esta nueva version
del archivo YAML replicé los filtros de calidad y herramientas de anotacion de
variantes del archivo anterior, pero se deshabilit6 la funcionalidad
de hiPhivePrioritiser y se agrego un panel de genes de interés que incluyé AQP1,
AQP2, y los 23 genes asociados con las 15 variantes que mayor asociacion
mostraron con HIl en el estudio de GWAS realizado por Kuehn et al. En este caso
el numero de genes es superior al numero de variantes ya que algunas de estas
son intergénicas y al encontrarse entre dos genes se tuvieron en cuenta ambos.
La informacién sobre los genes y las 15 variantes candidatas se obtuvieron
consultando la base de datos publica GWAS Catalog correspondiente a dicho

estudio.

De la misma forma que en el caso anterior, tras ejecutar exomiser, con esta nueva
configuraclon 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 analisis estadistico de variantes priorizadas

Tras la ejecucion de la pipeline de analisis gendmico se obtuvieron como resultado un
total de cien archivos en formato TSV, cincuenta correspondientes a la priorizacion
con hiPhivePrioritiser y otros cincuenta correspondientes a la priorizacidn 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
aparicion, de cada una de las variantes recogidas por el proceso de priorizaicon en el
grupo de afectados por HIl y en el grupo control obteniendose asi dos grandes
dataset de variantes anotadas donde ademas se incluia la frecuencia de aparicion en

el grupo de casos y grupo control que posteriorme serian sometidas a un analisis
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estadistico para observar si hay una diferencia significativa que pudierae asociar
dichas variantes con la enfermedad. Se determiné la fercuencia de aparicion binaria,

aparece 0 no aparece, sin tener en cuenta la frecuenica alélica

Con respecto al dataset obtenido del conjunto de archivos TSV resultantes de la
priorizacion con hiPhivePrioritiser, se llevd a cabo un preprocesamiento para eliminar
aquellas variantes que podrian generar ruido debido a su falta de informacion. Este

filtrado incluyo:

e Variantes con mayor frecuencia de aparicion en el grupo control que en el grupo

de afectados.

e Variantes con con poca frecuencia de aparicién en ambos grupos. Se decicid

eliminar todas aquellas variantes que tenian una frecuencia de aparicion igual o
menor al 20% en ambos grupos ya que esto indicaba que muy posiblemente no

estuvieran asociadas con la HIl al no estar sobrerrepresentadas.

e Variantes con diferencias minimas en frecuencia de aparicién entre los dos

grupos. Se calculd el cuadrado de la diferencia de frecuencias entre el grupo de
casos Yy el grupo de controles (Forumula 3) y se eliminé 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 asociacidén gendmica y generarian ruido en los analisis estadisticos

posteriores (Imagen x)

(frecuenciteases — frecuenciaeonio)® = cuadrado de la diferencia

Formula 3. Calculo del cuadrado de la diferencia de frecuencias. Este valor se utilizé para filtrar variantes cuya

frecuencia de aparicion es similar entre el grupo de casos y el grupo de controles, eliminando asi aquellas que no aportan
informacion significativa. El cuadrado de la diferencia puede tomar valores de 0 a 1, donde valores cercanos a 0 indican
una similitud alta en la frecuencia de aparicion entre los grupos siendo el valor 0 indicativo de que la variante aparece con
exactamente la misma frecuenica en ambos grupos.

Tras realizar este filtrado en base a la frecuencia de aparicion pasamos de mas de
400 mil variantes diferentes a aproximadamente 10 mil (Imagen 8). Seguidamente se
realizé otro flltrado en base a los criterios de de las recomendaciones ACMG, un
conjunto de pautas estandar para la interpretacion de variantes genéticas publicadas
en 2015 y que ayudan a categorizar variantes en funcién de su potencial impacto

clinico , filtrando todas aquellas clasificadas como benignas o probablemente
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beningnas y unicamente teniendo en cuenta aquellas de significado incierto,
probablemente patogénicas y patogénicas (Richards et al., 2015). Se realizd un tercer
y ultimo filtrado en base a la clase funcional de las variantes eliminando aquellas
variantes sindbnimas e intergénicas, ya son las que tienen un menor potencial de
afectar la funcién de los genes relevantes en la enfermedad. Tras estos dos filtrados
se mantuvieron cerca de 8.500 variantes permitiendo asi focalizar el analisis en

aquellas con un mayor potencial patogénico y relevancia clinica.

Densidad del cuadrado de la diferencia de frecuencias: (foasos — COm,oles)2

a)
8 8-
= N
S
©
> o
o L
©
3
£ 8-
£
[0
o o _l
g 3 {lA
2
8 o 4 AA Ara
| | | | | I I I
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
(fcasos - fcomroles)
b) Densidad del cuadrado de la diferencia de frecuencias: (fcasos—fcom,|es)2
g %]
<
58
©
>
g &
3
c © 4
£
g o
©
©
o o0 -
[}
=
[
[a] o -
I I I | I T I
0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7

(fcasos - controles)2

Imagen 8. Distribucién de la densidad del valor de (f,,,s — fontroles)> @Ntes (a) y despues (b) de aplicar el filtrado de
variantes basado en la frecuencia de aparicion. Como se puede observar, previo al filtrado, la cantidad de variantes no
informativas debido a una frecuncia de aparicion similar en ambos grupos representaba el porcentaje mayoritario de
variantes introduciendo grandes cantidades de ruido por lo que se decidié filtrarlas.

Debido a la sobrerrepresentacion de variantes localizadas en regiones no
codificantes, especialmente en intrones, frente a variantes exdmicas se optd por

analizarlas en dos grupos diferenciados:
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* Variantes exdénicas. Donde se incluyen variantes missense, variantes de

ganancia o perdida de codon de inicio o terminacién 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, asi como en regiones reguladoras,

como promotores o enhancers. Representado por 8421 variantes diferentes.

Esta estrategia se tomo6 para no desestimar la posible implicacion de las variantes
que impactan directamente en las regiones codificantes, cuya relevancia clinica y
funcional difiere considerablemente de aquellas localizadas en regiones no

codificantes.

Como ultimo paso se realizé un analisis estadistico utilizando el test exacto de Fisher,
dado los tamafos de muestra reducidos y las bajas frecuencias de aparicion de
algunas de las variantes. Este analisis se llevo a cabo de manera paralela en cada
uno de los grupos previamente mencionados, con el objetivo de determinar si existia
una diferencia estadisticamente significativa entre el grupo control y el grupo de
afectados. Tras el test exacto de Fisher a cada variante se le asigné un p-value
indicador del grado de asociacion con la HIl el cual fue corregido mediante el método

de Holm—Bonferroni con el objetivo reducir el nUmero de falsos positivos.

Con respecto al dataset obtenido del conjunto de archivos TSV resultantes de la
priorizacién con el panel de genes de interés no se le realizé6 ningun filtrado de
variantes en base a su frecuencia de aparicion, clasificacion clinica o funcional,
unicamente se filtraron variantes de interés por su identificador rs y se realiz6 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 vy
estas estaban correlacionadas con la HIl tal y como se habia indicado en el

correspondiente estudio del que se habian sido extraidos.
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4. Resultados
4.1.Estudio de asociacion genomica 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 aplicacion del test de Fisher y correccion del p-value tan solo 3
de las 37 variantes iniciales mostraron aparecer significativamente con mayor frecuencia
en el grupo de afectados por HIl 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 asociacion mas fuerte (p-value = 6.15x103).

rs ID Posicién genémica  Gen Freq poblacional Clase funcinal Freq HIl Freq Control  p-value ajustado
rs1279780267 10-50189586-G-T ASAH2 0.5052 * missense variant 0.76 0.20 0.00615
rs1050118 6-31269999-C-T HLA-C 0.00000605 missense variant 0.60 0.12 0.03253
rs1131500 6-31355203-C-T HLA-B 0.01659 missense variant 0.68 0.20 0.05045

Tabla 1. Variantes con potencial de afectar de forma directa la secuencia del producto génico, significativamente
asociadas con la Hll en nuestro grupo de estudio. El asterisco rojo sobre la frecuencia poblacional de una de las variantes
indica que, segun 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 estimacién de su frecuencia poblacional podria no ser precisa y por lo tanto, debe

interpretarse con cautela.

Las predicciones obtenidas mediante herramientas de evaluacion de patogenicidad e
impacto funcional para estas tres variantes fueron mixtas (Tabla 2). CADD fue la
herramienta mas estricta, asignando puntuaciones superiores a 0.5 a las tres variantes, lo
que indica una muy posible asociaciéon con algun rasgo fenotipico o enfermedad. En
contraste, otras herramientas como SIFT y REVEL fueron mas permisivas, calificando a las

tres variantes como probablemente benignas o tolerables.

rs ID CADD  PolyPhen SIFT REVEL
rs1279780267  0.9954 0.787 0.993 0.195
rs1050118 0.8490 0.05 0.997 0.044
rs1131500 0.5503 0.002 - 0.011

Tabla 2. Puntuaciones asignadas por las herramientas de prediccion de patogenicidad a las variantes exdnicas
asociadas con la HIl en nuestra poblacion de estudio. Las puntuaciones en color rojo indican una alta posibilidad de
patogenicidad, las puntuaciones en amarillo reflejan una posibilidad intermedia, y las puntuaciones en verde sugieren que la
variante es probablemente benigna o que no tiene ningln efecto.

Con el objetivo de identificar de identificar de forma rapida y visual loci altamente
sugestivos de estar correlacionados con la HIl debido a la presencia de un numero elevado
de variantes, se representaron las 37 variantes exonicas en un grafico tipo Manhattan,

donde también se resaltaron aquellas variantes con una baja frecuencia poblacional segun
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la base de datos gnomAD. Estas variantes se sefialaron ya que su rareza en la poblacién
puede indicar un mayor potencial patogénico estando asociadas a fenotipos especificos o
enfermedades raras. (Imagen 9). Se observd un numero elevado de variantes,
especialmente variantes con una frecuencia de aparicion en la poblacion 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 estadistica.

2.5

o Variantes raras (FREQ 0.1% <= FREQ < 1%)
e Variantes muy raras (FREQ < 0.1%)
151279780267 ——- p-value = 0.1

=== p-value = 0.05
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Imagen 9. Grafico tipo Manhattan donde se recogen todas las variantes exdnicas incluidas en el estudio. Las variantes,
representadas como puntos, se situan en el grafico en funcién de su posicién cromosémica y su p-value asociado. A mayor
significancia estadistica mayor altura de la variante en el grafico, indicando una asociacion mas fuerte con al HIl. Las variantes
raras con una cobertura inferior al 50% en los individuos que conforman la base de datos gnomAD no fueron resaltadas ya
que como la misma base de datos advierte, la estimacion de su frecuencia poblacional puede no ser precisa y por lo tanto,
debe interpretarse con cautela, por lo que puede haber un nimero mayor de variantes raras.

4.1.2. Variantes localizadas en zonas no codificantes

Enfocandonos en el grupo de variantes no codificantes, que representa con diferencia, la
mayoria 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
aparicion significativamente mayor en el grupo de afectados por HIl 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
prediccion 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 estadisticamente 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 grafico tipo Manhattan y se
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sefalaron aquellas con una frecuencia poblacional baja segun la base de datos gnomAD
(Imagen 10). Se observaron varios loci sugestivos de esar correlacionados con la HIl con
una alta concentracién de variantes estadisticametne significativas en los cromosomas 2,
4,5y 10, destacando este ultimo sobre el resto debido a la acumulacion de variantes en el
gen ASAH2 localizado en este cromosoma. Dejando de lado el gen ASAH2 destacan
también otras variantes, con una muy alta asociacion con la HIl presentes en genes como
ADCY2 y CNTNAPS3 (p-value = 3.16x10%) o NF1 y IL92 (p-value = .89x10°)
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Imagen 10. Grafico tipo Manhattan donde se recogen todas las variantes no codificai.:es incluidas en el estudio. Las
variantes, representadas como puntos, se situan en el grafico en funcién de su posicién cromosémica y su p-value asociado.
A mayor significancia estadistica mayor altura de la variante en el gréafico, indicando una asociacion mas fuerte con al Hll. Las
variantes raras con una cobertura inferior al 50% en los individuos que conforman la base de datos gnomAD no fueron
resaltadas como tales ya que como la misma base de datos advierte, que la estimacion de su frecuencia poblacional puede
no ser precisa y por lo tanto, debe interpretarse con cautela, por lo que puede haber un nimero mayor de variantes raras.

También se realizé un analisis de enriquecimiento utilizando términos de Gene Ontology
(GO) y la base de datos KEGG, con el objetivo de identificar funciones moleculares y rutas
de senalizacion en las que los genes asociados pudieran estar implicados de manera
relevante (Imagen 11). Este andlisis revel6 un enriquecimiento en funciones relacionadas
con la homeostasis de tejidos y la regulacién de la sefializacion intracelular, concretamente
en procesos mediados por pequenas GTPasas y en la regulacion negativa de la
fosforilacion de proteinas. Paralelo a esto, se identificaron rutas de sefalizacién clave en el
enriquecimiento con KEGG, entre las que destacan la via de sefializacién de Rap1 vy la via

de senalizacion de la fosfolipasa D.
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Imagen 11. Analisis de enriquecimiento de términos GO (a) y rutas KEGG (b) de los genes con variantes asociadas a
la HIl. La grafica (a) muestra los procesos biolégicos, mientras que la grafica (b) resalta las rutas metabdlicas y de
sefializacion mas asociadas o en las que participan los genes de interés. Graficos generados utilizando el
paquete clusterProfiler en R para el andlisis de enriquecimiento GO y vias KEGG. El analisis GO se realiz6 sobre la ontologia
'BP' (biological process) con un valor de p < 0.05, mientras que el analisis KEGG se realizé sobre el organismo humano
(‘hsa') con un valor de p < 0.05."

4.2.Validacion del estudio de acuaporinas

Al analizar la frecuencia de aparicion de las variantes estudiadas por Telleria-Orriols et al. en
nuestra poblacién de estudio, encontramos que, al igual que en su publicacién, las variantes
rs2075575, rs3763043 y rs1049305 no mostraron una correlacion significativa con el grupo
de afectados por HIl. Sin embargo, la variante rs3763040, que Telleria-Orriols et al.
sefalaron como posible inductora de la HIl, tampoco se presento significativamente mas en
el grupo de afectados en comparacién con el grupo de controles (Tabla 3) (Imagen 12), de
hecho, en ambos grupos la frecuencia de aparicion de esta variante fue similar a la reportada

por la base de datos gnomAD para poblacion caucasica no finlandesa.

rs ID Posicion genémica  Gen Freq poblacional Clase funcional Freq HII Freq Control p-value
152075575 18-26866562-G-A AQP4 0.427 upstream gene 0.40 0.60 0.258
153763040 18-26864410-G-A AQP4 0.211 coding transcript intron 0.20 0.28 0.741
rs3763043 18-26855854-C-T AQP4 0.321 3' UTR exon 0.44 0.36 0.773
rs1049305 7-30924207-G-C AQP1 0.383 3' UTR exon 0.56 0.48 0.778

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

Tipo
== Grupo control
= Grupo Hil

Imagen 12. Conteo de cada uno de las variantes genéticas estudiadas por Telleria-Orriols et al. 2023 en nuestra

poblacién de estudio
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4.3.Validacion del estudio de GWAS

Al analizar la frecuencia de aparicion de las 15 variantes con la asociacion mas fuerte a la Hll
segun Kuehn et al. (2019), encontramos que tan solo 5 de estas variantes estaban presentes
en nuestra poblacion de estudio, ademas, ninguna de ellas mostré una frecuencia de
aparicion significativamente mayor en el grupo de afectados por HIl que en el grupo de
control (Tabla 4) (Imagen 13).

rs ID Posicion gendmica  Gen Freq poblacional Clase funcional Freq HII Freq Control p-value
rs9578751 13-24500352-C-T PARP4 0.117 missense variant 0.32 0.16 0.321
rs185197019 8-72537054-G-A KCNB2 0.223 upstream gene 0.32 0.44 0.561
rs12945036 17-230930-C-G RPH3AL 0.581 coding transcript intron 0.88 0.80 0.702
rs2234671 2-218164385-C-G CXCR1 0.056 missense variant 0.04 0.08 1
rs4899973 14-89272011-T-C FOXN3 0.424 coding transcript intron 0.72 0.72 1.

Tabla 4. Variantes genéticas relevantes en la publicaciéon de Kuehn et al. 2019 anotadas y analizadas en nuestra
poblacién de estudio

Tipo
== Grupo control
= Grupo HIl
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Imagen 13. Conteo de cada uno de las variantes genéticas relevantes en la publicacion Kuehn et al. 2019 en nuestra
poblacién de estudio

5. Discusion

En este trabajo se analizé si existe una asociacion entre la HIl y variantes genéticas que puedan
explicar la predispocion de algunos pacientes a desarrollar esta condicién 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 biolégicos de las variantes
analizadas, su principal fortaleza y punto distintivo frente a publicaciones anteriores en las
cuales se analizaban unicamente pequefias fracciones del genoma, ya sea mediante la

secuenciacion 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 mecanismos genéticos implicados en la Hll, la poblacién

de estudio es pequeia, lo que limita la potencia estadistica 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 mas amplio, en el cual se planea aumentar considerablemente la poblacién de

estudio, aun asi, los conclusiones obtenidas hasta ahora pueden ser reveladoras.

Ninguno de los loci o genes sugestivos de estar involucrados en el desarrollo de la HIl hallados
en este estudio se corresponde con los indicados en estudios anteriores aunque se refuerza la
idea de que la HIl se trata de una condicién poligénica de herencia compleja causada por
mutaciones en varios genes que puedan contribuir en diferente medida en su aparicion. Las
variantes localizadas en los genes de la famlia de las acuaporina propuestos por Telleria-Orriols
et al. y mas concretamente la variante rs3763040 localizada en AQP4 no estuvieron
correlacionadaos con la HIl en nuestra poblacién de estudio, por lo que, aunque esta familia de
proteinas puedan verse afectadas durante el desarrollo de la enfermedad debido a su
implicacién en la homeostasis del LCR, los hallazgos obtenidos en este estudio nos indican que
la base de la fisiopatologia de la HIl no parece deberse a variante genéticas en este par de
genes, respaldando asi los resultados obtenidos por Kerty et al 2013 donde tras secuenciar el

gen AQP4 de un grupo de pacientes diagnosticados con HIl no se hallé ninguna variante causal.

En relacion con las variantes genéticas identificadas como altamente correlacionadas con la Hll
por Kuehn et al. (2019), solo cinco de las quince reportadas en el GWAS catalog asociado a
dicho estudio aparecieron en nuestra poblacion de estudio. Esta discrepancia podria deberse a
la pequefia muestra poblacional disponible en nuestra investigacién o a su alta homogeneidad
poblacional en comparacion con la poblacion utilizada en el estudio de Kuehn et al. (2019), que
incluye individuos de diversas etnias. Ninguna de las cinco variantes identificadas mostré una
asociacion significativamente mas fuerte en el grupo afectado por Hll, con lo cual, no podemos
afirmar que ninguna de ellas este implicada con el desarrollo de la enfermedad en nuestra

poblacion de estudio.

Centrandonos en los resultados obtenidos en el estudio de asociacion gendémica WGS, mas
concretamente en las variantes exdnias, si bien ninguna de las que mostraron una correlacion
significativa con la HIl presentaton una asociacién tan fuerte como alguna de las variantes
localizadas en zonas no codificantes, en las que profundizaremos mas 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 lipidico, la cual cataliza la hidrélisis de las ceramidas para producir un
acido 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 lipidos bioactivos que regulan diversas funciones celulares
en diferentes rutas de senalizacion por lo que niveles alterados en alguno de los dos se han
relacionado con diferentes patologias tales como el Alzheimer, la diabetes tipo 2 , algunos tipos

de cancer o enfermedades intestinales inflamatorias (Imagen 14) (Parveen et al., 2019).

Sphingosine
ceramidase kinase Sphi :
2 A 5 Ingosine-
Ceramide = ————— Sphingosine — P h g h
ceramide S1P 1-phosphate

synthase phosphatase

Sphingosine-1-phosphate

Ceramide
Associated Diseases
T2DM induced Insulin Resistance Inflammatory Bowel Disease
Non-Alcoholic Fatty Liver Disease Traumatic Brain Injury
Alzheimer’s Disease Cancer

Imagen 14 .Metabolismo de la esfingosina y su implicacion en diferentes enfermedades. El desequilibrio entre ceramida y S1P
puede orientar la respuesta celular hacia la apoptosis o la proliferacion, respectivamente, lo que contribuye al desarrollo de diversas
patologias.

Diversos estudios han relacionado la S1P con vias proinflamatorias, lo que la convierte en un
factor clave a tener en cuenta en la modulacién de la inflamacién. 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 acumulacién de S1P (Allende
etal., 2011). La SphK y la S1P son esenciales para la produccion, inducida por TNF-a, de
prostaglandina E2R, un mediador lipidico que desempefa un papel crucial en los procesos
inflamatorio como la fiebre o la vasodilatacion (Pettus et al., 2003). También se ha observado
que los niveles de S1P estan elevados en diversas condiciones inflamatorias crénicas, como la
esclerosis multiple (Kutakowska et al., 2010) o el asma (Ammit et al., 2001), lo que pone en
manifiesto una participacion clave en la exacerbacién de la inflamacion en estos trastornos. La
S1P juega también un papel crucial en la regulacién de la expresion de RANKL, una molécula
pro inflamatoria implicada en la artritis reumatoide (Takeshita et al., 2012) y en la modulacién de
la permeabilidad vascular (Pettus et al., 2003) Por otro lado, se ha demostrado como la S1P
también participa activamente en la regulacion de la esteroidogénesis, estimulando la biosintesis
de cortisol (Lucki et al., 2011; Rabano et al., 2003).

De esta maneran, debido a su estrecha relacion con vias proinflamatorias, su rol en la
modulacion de procesos que dan lugar a inflamaciones crénicas leves, asi como su participaciéon
en la biosintesis de cortisol, que como se menciona en el apartado 1.5.4, esta asociada a un

aumento de la actividad de la Na*/K*-ATPasa en las células del plexo coroideo, incrementando
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asi la produccion de LCR y su papel clave en el metabolismo lipidico, ASAH2 se perfila como
uno de los genes mas susceptibles de estar implicado en el desarrollo de HIl. Ademas, este gen
presenta un numero elevado de variantes significativas en sus regiones intronicas, con una

fuerte asociacion con el grupo de afectados por HIl (p-value = 1.89x107%).

Los andlisis de enriquecimiento también sugieren que un desequilibrio en el metabolismo de las
esfingosinas podria ser clave en la patogénesis de la HIl. Un nimero elevado de variantes
altamente correlacionadas con la HIl en nuestra poblacién de estudio se localiza en regiones
intronicas de genes implicados en la regulacién negativa de la fosforilacion (Imagen 15). Esta
regulacion es esencial para evitar la hiperactivacion de ciertas vias celulares, y en ella participan
tanto proteinas quinasas, que afiaden grupos fosfato, como fosfatasas, que los eliminan. Si la
regulacion negativa de la fosforilacion se ve comprometida, podria descontrolarse la actividad de
SphK o producirse una deficiencia en la activiad de la esfingosina-1-fosfatasa, lo que llevaria a

una acumulacion de S1P que podria impactar en la respuesta inflamatoria y la biosintesis de

cortisol.
PDE4D
PRKCA
SH3GL2
negative regulation of protein phosphorylation
tissue homeostasis size
OCLN RB1 ; 3
anatomical structure-homeostasis . :
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small GTPase mediated signal transduction TIAM2
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Imagen 15 .Genes asociados a los procesos biolégicos mas enriquecidos en el analisis de términos GO realizado sobre
variantes no codificantes. El grafico de red (cnetplot), generado con el paquete clusterProfiler en R, donde se visualiza la relacion
entre los genes y los términos GO mas enriquecidos. Los nodos representan los términos GO y los genes, mientras que las
conexiones indican como los genes se asocian con los diferentes términos funcionales. El analisis GO se realizé sobre la ontologia
'BP' (biological process), utilizando un valor de p < 0.05 como umbral de significancia

Los andlisis también mostraron un enriquecimiento en variantes localizadas en genes
involucrados en la ruta de sefalizacion de Rap1, una GTPasa pequefa pertenieciente a la
familia de las proteinas Ras las cuales actuan como interruptores moleculares, regulando la
activacion e inactivacion de diversas vias de sefalizaicon intracelulares, a través de la adicion y
eliminacion de grupos fosfato. Estudios confirman que Rap1 modula procesos clave en la

respuesta inmune y la inflamacién, pues se ha observado que promueve la produccion de
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citoquinas a través de la activacion del factor de transcripcién kapp B (NFkB,) favoreciendo un
ambiente proinflamatorio que conduce al desarrollo y progresién de enfermedades como la
aterosclerosis.(Cai et al., 2015). También se observd, aunque de manera menos significativa, un
enriguecimiento de variantes intrénicas localizadas en genes involucrados en la ruta de
sefalizacion de la fosfolipasa D. Se ha demostrado que S1P esta implicado en la activacion de
esta via, promoviendo la produccion de citoquinas proinflamatorias como IL-8 en células
epiteliales y macréfagos. Esto sugiere que la interaccién entre S1P y la ruta de fosfolipasa D
podria ser un factor clave en la regulacion de la inflamacion y en el desarrollo de ciertas

enfermedades inflamatorias cronicas como el asma (Cummings et al., 2002)

MAGI3

DOCK4

size

Rap1 signaling pathway ® 30

PRKCA @ :s5

Re1 @ 40

@

INSR @
Non-small cell lung cancer

ADCY2

Phospholipase D signaling pathway

GRB2

Imagen 16 . .Genes asociados a las rutas de senalizacién mas enriquecidos en el analisis de rutas KEGG realizado sobre
variantes no codificantes. El grafico de red (cnetplot), generado con el paquete clusterProfiler en R, visualiza la relacién entre los
genes y las vias KEGG mas enriquecidas. Los nodos representan las vias KEGG y los genes, mientras que las conexiones muestran
cémo los genes se asocian con las diferentes vias funcionales. El analisis KEGG se realizé sobre el organismo humano (‘hsa') con
un valor de p < 0.05 como umbral de significancia

Todos estos hallazgos, junto con la identificacion de variantes raras significativamente asociadas
al grupo de pacientes afectados por HIl en la region codificante de los genes HLA, que alteran
su zona de union a antigenos o epitopo (Busch etal., 2019) , asi como en las regiones
intronicas del gen IL9, que codifica para una citocina que influye en la regulacion del sistema
inmunoldgico, especialmente en la activacion de células asociadas con reacciones alérgicas e
inflamatorias (Neurath & Finotto, 2016) (Deng et al., 2017) respaldan la hipétesis de que la Hll
es una condicion originada por alteraciones inmunoldgicas sugiriendo que esta enfermedad no
se debe Unicamente a alteraciones en la homeostasis LCR, sino que también se debe a un
componente inmunoldgico o de inflamacion crénica subyacente, abriendo la puerta tanto a

nuevas dianas teraputicas como al desarrollo de herramientas diagndsticas mas precisas.
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6. Conclusiones

A través de la realizacion de este trabajo y el subsecuente analisis 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 predisposicion a diversas

enfermedades.

* La HIl presenta un posible componente inmunolégico o de inflamacién crénica que puede

explicar gran parte de su etiologia y se resplada con estudios anteriores

* Alteraciones en el metabolismo lipidico de las esfingosinas, ocasionadas por variantes
geneéticas, ya sea en su sintesis a través de la ceramidasa neutra ASAH2 como en su
fosforilacion para producir S1P, podrian promover vias proinflamatorias y la sintesis de

cortisol, contribuyendo asi a la sintomatologia de la HII.

* Los resultados obtenidos, aunque prometedores, deben interpretarse con cautela debido a
la limitada poblacion de estudio. En estudios futuros sera necesario ampliar la muestra y
analizar en detalle las variantes con mayor asociacion a la Hll para comprender su impacto

funcional y su posible implicacion en el desarrollo de la enfermedad.
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Anexo

Anexo 1. Consentimiento informado de participacion en el estudio
https://liveuem-my.sharepoint.com/:f:/g/personal/22342452 live uem_es/EvKs8pi34rlLsipzvz0iLjcBsX4InWSkoJJERB7qfaEUvw?e=UcWxOU
Anexo 2. Aprobacion del Comité de ética y Comision de Investigacion de la Escuela de Doctorado e
Investigacion de la Universidad Europea

https:/liveuem-my.sharepoint.com/:f:/g/personal/22342452 live uem_es/EhIKfXsuRgllkIco3ikkjmcBzIzQPJtISN28 GUA72HMWg?e=zlqaqS

Anexo 3. Archivo de configuracion del entorno Conda
https:/github.com/joferex/ TEM-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/EWGO0tBao-S5IoMOxT2vAicoB9OyTS5c7JMNNBLsBp4 mSFQ?e=Q2dYtk

Anexo 5. Script de nextflow de la pipeline completa de analis genémico de cédigo

https://github.com/joferex/TFM-HII-WGS/blob/main/nextflow HII complete pipeline.nf

Anexo 6. Script de nextflow del proceso de anotacion y priorizacion de variantes con Exomiser

https://github.com/joferex/TFM-HII-WGS/blob/main/process_runExomiser.nf

Anexo 7. Archivo de configuracion empleado por exomiser para la anotacion y priorizacion de
variantes a traves de hivePrioritiser

https://github.com/joferex/TFM-HII-WGS/blob/main/HII_analysis_general nofilter.yml

Anexo 8. Archivo de configuracion empleado por exomiser para la anotacion y priorizacion 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 analisis estadistico de las
variantes priorizadas

https:/github.com/joferex/TEM-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 asociacion con la HI en nuestra poblacion de estudio

https://liveuem-my.sharepoint.com/:f:/g/personal/22342452 live uem_es/ElgyqLKg22tGhgWXmlY RGYBEd8SrM9zkvfq6vSR8pdS5_A?e=v29d3h
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Declaracion del uso de herramientas 1A

Para la realizacién de este trabajo se emplé ChatGPT-4 para las siguientes tareas:

1. Busqueda y sugerencia de bibliografia. Ante la gran cantidad de publicaciones y con el
objetivo de optimizar la busqueda bibliografica, especialmente en las primeras etapas de este
trabajo, se emple6é ChatGPT-4 para recibir recomendaciones acerca de temas concretos
ayudando asi a identificar publicaiones de interés. Algunos de los promts utilizados fueron:
“‘Recomiendame articulos cientificos que hablen acerca de las bases genéticas de la
hipertension intracraneal idiopatica” o “Articulos que traten la implicacién de la IL9 en la

inflamacién crénica o enfermedades autoinmunes”

2. Traduccién del lenguaje. Algunos de los articulos y publicaciones empleados en este trabajo

fueron total o parcialmente traducidos usando ChatGPT-4 con el objetivo de facilitar la
comprension de fuentes en idiomas distintos al castellano. Los promts utilizados fueron en su

inmensa mayoria copias literales de secciones concretas de los articulos de interés

3. Parafraseo y reformulacion de ideas originales. Durante la redaccién de este trabajo en
empleé 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

correcion de faltas de ortografia. Por ejemplo, se utilizo el siguiente prompt:

“necesito que des fluidez y corrijas este parrafo: Todos estos resultados, junto con la
identificacién de variantes poco frecuentes significatibamente correlacionadas con el grupo de
pacientes afectados por Hll en la region codificante de los genes HLA, lo que modifica su
(zona en la que se une a antigenos) asi como en zonas intronicas del gen IL9, respaldan la
hipdtesis de que la HIl es una condicién producida por alteraciones inmunolégicas, donde la
inflamacién podria contribuir al desarrollo de la enfermedad, en lugar de ser causada

Unicamente por alteraciones en la producciéon y drenaje del LCR’

4. Escritura de cddigo en leguaje R y Nextflow DSL. Para el analisis de datos gendmicos y la

automatizacion de ciertos procesos fue necesario escribir y ejecutar codigo en lenguajes de
programacion como R y Nextflow DSL, en este contexto, ChatGPT-4 desempefid un papel
muy importante como asistente en la escritura del cédigo corrigiendo o sefialando errores y en
definitiva, facilitando la creacién de scripts. Los promts utilizados fueron en su mayoria

bloques de codigo que generaban errores.
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