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Resumen y Abstract IX

Resumen

Titulo en espaiiol: Caracterizacién genémica de un grupo de individuos con

Deterioro Cognitivo Leve (DCL) en poblacién del Atlantico, Colombia.

El deterioro cognitivo leve (DCL) es una etapa temprana de la enfermedad de Alzheimer
(EA), caracterizada por una disminucion en la cognicion sin llegar a ser demencia.
Factores genéticos influyen en su desarrollo, y se han identificado variantes asociadas a
su progresion, destacando el alelo APOE-€4 como un marcador clave en la transicién de
DCL a EA.

La prevalencia de DCL varia entre 5,0% y 36,7% a nivel mundial, mientras que en
Colombia afecta al 17,5% de la poblacién, con mayor incidencia en la region del
Atlantico. A pesar de las herramientas diagnosticas actuales, es necesario un enfoque

multibmico para una comprension mas profunda de la enfermedad.

Los avances en secuenciacion de nueva generacion (NGS) permiten identificar factores
genéticos clave en enfermedades neurodegenerativas, facilitando el desarrollo de
estrategias preventivas y terapéuticas. En este contexto, surge la oportunidad de realizar
un estudio de asociacion y caracterizacion gendémica en pacientes con DCL y controles
de la poblacién del Atlantico, Colombia, con el objetivo de profundizar en los mecanismos
genéticos involucrados en esta region, que presenta una alta prevalencia de

enfermedades neurodegenerativas.

Palabras clave: Deterioro Cognitivo Leve, Atlantico, GWAS, Gendmica.
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Abstract

Titulo en inglés: Genomic Characterization of a Cohort with Mild Cognitive

Impairment (MCI) in the Population of Atlantico, Colombia

Mild Cognitive Impairment (MCI) is an early stage of Alzheimer's disease (AD),
characterized by a decline in cognition without reaching the threshold for dementia.
Genetic factors influence its development, and several variants associated with its
progression have been identified, with the APOE-€4 allele standing out as a key marker in
the transition from MCI to AD.

The prevalence of MCI ranges from 5.0% to 36.7% worldwide, while in Colombia, it
affects 17.5% of the population, with the highest incidence in the Atlantico region. Despite
the availability of current diagnostic tools, a multi-omics approach is necessary for a

deeper understanding of the disease.

Advances in next-generation sequencing (NGS) enable the identification of key genetic
factors in neurodegenerative diseases, facilitating the development of preventive and
therapeutic strategies. In this context, the opportunity arises to conduct an association
study and genomic characterization of MCI patients and controls from the Atlantico
region, Colombia, aiming to gain deeper insights into the genetic mechanisms involved in

this population, which exhibits a high prevalence of neurodegenerative diseases.

Keywords: Mild Cognitive Impairment , Atlantico, GWAS, Genomics.
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Introduccion

El deterioro cognitivo leve (DCL) es una condiciéon que se distingue del envejecimiento
normal, ya que involucra alteraciones cognitivas mayores a las esperadas para la edad,
pero sin alcanzar la gravedad propia de una demencia (Petersen, 2004). Actualmente, se
reconocen diferentes subtipos de DCL, como el de dominio Unico, multiple amnésico y no
amnésico, lo cual indica que no todos los casos son progresivos ni representan una fase
inicial de demencia, especialmente en el caso del DCL no amnésico (Anderson, 2019;
Angela M. Sanford, 2017; Roberts & Knopman, 2013).

En este contexto, el DCL se ha descrito como una etapa temprana de algunas
enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la enfermedad de Alzheimer (EA), la
enfermedad de Parkinson (EP) y las demencias frontotemporales (DFT) (Aarsland et al.,
2021; de Mendonca et al., 2004; Kelley & Petersen, 2007). Persiste el debate sobre si el
DCL es una entidad clinica independiente o una etapa temprana de enfermedades
neurodegenerativas, ya que su clasificacion como “demencia cuestionable” en el sistema
CDR (Hughes et al. 1982) ha llevado a algunos autores a no considerarla como una
patologia aparte, sino mas bien como una etapa inicial o limitrofe de trastornos como la
EA (Anderson, 2019). No obstante, aunque su uso como categoria diagnéstica es
controversial, se ha considerado util como apoyo en la deteccién temprana y prevencion
de la demencia (Moreira & Bond, 2008).

Ahora bien, desde el inicio del Proyecto del Genoma Humano, se ha reconocido el papel
clave de los factores genéticos en la patogénesis de enfermedades complejas como las
demencias (X. Zhang, 2020). Sin embargo, la investigacion genética en el DCL ha sido
limitada y ambigua, en parte porque suele considerarse un estado prodrémico de la
enfermedad de la EA y no una entidad clinica autbnoma. En este contexto, uno de los

genes mas estudiados es APOE, la presencia del alelo APO-¢4 se ha asociado con un



2 Introduccion

mayor riesgo de desarrollar DCL con una reduccion acelerada del volumen hipocampal y
la amigdala (Roberts & Knopman, 2013). Pero en contraste, el alelo APO-£2 ha mostrado
un posible efecto protector al vincularse con una menor atrofia en la corteza temporal
transversal (Hostage et al., 2013). Otros estudios sobre variantes genéticas enriguecidas
en poblaciones amerindias o africanas, han encontrado una interaccién nominalmente
significativa entre la variante rs8112679, enriquecida en Africa, y el alelo APOE-&4 en el
contexto de DCL (Granot-Hershkovitz et al., 2023). Ademas, otras variantes como CLU-
RS11136000-G y MS4A6A-RS610932-C también se han asociado con mayor riesgo de
deterioro cognitivo y progresion a DCL/LOAD, pero contrario a la variante PICALM-

rs3851179-G que ha mostrado un efecto protector (Carrasquillo et al., 2015).

Sin embargo, la utilidad del APOE-¢4 como marcador diagnostico aislado sigue siendo
cuestionable. Aunque se puede asociar tanto a pacientes con DCL como con Alzheimer
de inicio tardio (LOAD), este alelo resulta mas informativo cuando se combina con

criterios clinicos o hallazgos post-mortem (Mayeux et al., 1998; Reitz & Mayeux, 2010).

En la dltima década, técnicas como el aprendizaje profundo han mejorado el andlisis de
variantes genéticas en DCL. Wen et al. (2022) identificaron 17 asociaciones entre
variantes genéticas independientes (ISV) y subtipos neuroanatdbmicos en 1.487
participantes del proyecto ADNI, ocho de ellas significativas. Ademas, se han reportado
variantes en los cromosomas 8, 15y 1 (rs7840202, rs11637611, rs12752888) vinculadas
con progresion acelerada de DCL a EA, explicando hasta un 16,6 % de los casos (X. Hu
et al., 2011). Otras variantes, como rs17090219, rs192470679 y rs10903488, se
relacionan con mayor deterioro cognitivo (Lee et al., 2017), mientras que rs6877893 y
rs6448456 se asociaron con menor riesgo de DCL. Finalmente, la variante rs723672 ha
mostrado una mayor susceptibilidad, aunque con resultados no consistentes (J. Zhang et
al., 2023). Finalmente, se han identificado genes potencialmente relevantes para el
estudio del DCL, como el caso de SORL1, cuya baja expresién se ha asociado con

mayor deterioro cognitivo y posible progresiéon a Alzheimer (Sager et al., 2007).

En Colombia, diversos estudios han abordado el deterioro cognitivo desde una
perspectiva epidemiolégica y de prevalencia. En Manizales, Diaz Cabezas et al.
(2013) reportaron una prevalencia del 39,4% en adultos mayores de 65 afios, asociada

con mayor edad, baja escolaridad, polifarmacia, hipertensibn vy dislipidemia,
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recomendando pruebas de tamizaje para su deteccion. De manera similar, Alvarado et
al. (2014) encontraron que el 40% de 803 adultos mayores evaluados con la prueba del
reloj presentaban signos de deterioro cognitivo, especialmente entre los 70 y 79 afios, y
en personas con hipertension, diabetes o bajo nivel educativo. Por su parte, el analisis de
la encuesta SABE Colombia 2015, con 23.694 adultos mayores, evidencié una
prevalencia del 19,7%, mayor en mujeres, y asociada con factores socioeconémicos
como el trabajo activo (factor de riesgo) y la educacion primaria (factor protector), con

diferencias segun el sexo (Sarmiento Buitrago et al., 2024).

Especificamente en cuanto a DCL, Henao Arboleda et al. (2008) reportaron una
prevalencia del 9,7% de DCL amnésico en mayores de 50 afios del Valle de Aburra, con
mayor frecuencia en hombres y menor en personas con mayor escolaridad, sugiriendo su
posible rol como etapa inicial del Alzheimer. Cabe destacar que este tipo de patologias
representan un desafio creciente para el sistema de salud, especialmente en el contexto
del envejecimiento poblacional y en regiones como el Atlantico, que registra la mayor
prevalencia de patologias mentales (12,9%) en el pais (Ministerio de Salud y Proteccién
Social, 2017).

A pesar de estos avances, la investigacion genética en DCL sigue siendo limitada. Los
estudios de asociacion pueden ofrecer claves sobre la susceptibilidad a enfermedades
complejas como el DCL, pero en Colombia los esfuerzos se han centrado principalmente
en la prevencion primaria y terciaria (Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2017). Se
requiere avanzar hacia estrategias de prevencion secundaria que permitan el diagnostico
y tratamiento oportuno. Por ello, este estudio busca reducir la brecha de conocimiento
entre genética y deterioro cognitivo leve en una poblacién subrepresentada como la
colombiana, analizando la relacién entre caracteristicas genémicas en pacientes con

DCL y controles sanos del departamento del Atlantico.



1.Antecedentes

En el ambito de la gendmica, con las tecnologias de nueva generacion se ha podido
avanzar en la caracterizacion de EN a nivel mundial. Por un lado tenemos la
secuenciacién del genoma completo — WGS (en ingles Whole Genome Sequencing) que
permite identificar en gran medida la variacion genética de un individuo, este enfoque se
ha visto como promisorio debido a las existentes y nuevas tecnologias en desarrollo que
han permitido genotipificar organismos complejos (Ng & Kirkness, 2010). Ademas, los
estudios de asociacion del genoma completo — GWAS (en ingles Genome-wide
association study) han contribuido en gran medida a comprender enfermedades
complejas a la hora de evaluar la variacion genética asociada que se puede presentar
con cada enfermedad/fenotipo, proporcionando nuevas ideas y métodos para explorar la

patogénesis genética de las enfermedades (X. Zhang, 2020).

Los estudios GWAS involucran procedimientos fundamentales para su desarrollo, en una
primera fase la colecta de los datos implica la seleccién de la poblacién de estudio como
su posterior genotipado. En este punto los estudios pueden discrepar al realizar el
genotipado que puede estar dirigido a variantes especificas y preseleccionadas utilizando
microarrays, o realizar estudios de secuenciacion de todo el exoma — WES (en ingles
Whole Exome Sequencing) o un WGS (en ingles Whole Genome Sequencing) que tiene
como objetivo capturar toda variacion genética (Uffelmann et al., 2021).

Por otro lado, se han documentado asociaciones de DCL a otro tipo de enfermedades
como la enfermedad cardio vascular (ECV) con la identificacion de SNP en variantes
genéticas en ARHGAP26 que se asociaron con EA y ECV (K. Wang et al.,, 2022).
También se ha encontrado asociacién de la enfermedad de las arterias coronarias (EAC)
como factor de riesgo en EA, y EAC relacionado con DCL en la progresion a EA (Elman
et al., 2019). Asimismo, los factores asociados al suefio pueden jugar un papel
fundamental en la progresion de una demencia en donde en la comunidad latina se cree
gue las medidas genéticas subyacentes al insomnio, la somnolencia diurna y la duracion

del suefio estan asociadas con el riesgo de DCL (Y. Zhang et al., 2023). Ademas se ha



estudiado el papel de la capacidad auditiva como predictor de DCL (Fu et al., 2023), junto

con factores ambientales asociados con genes truncados en ABCA7 (Xi et al., 2020).

1.1 Vvariabilidad Genética

Se han hecho principalmente estudios relacionando polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP) de EA como marcadores de riesgo para el DCL. Por un lado, se ha observado que
EA esta asociada a una perdida de volumen cerebral en donde existen SNP’s en el gen
GRIN2B implicado en el aprendizaje y la memoria (Stein et al.,, 2010) o variantes
tempranas en RBFOX1 que puede ser un potencial marcador para DCL (Raghavan et al.,
2020) junto con asociaciones a genes como APOE, CYP19A1 y NCAM2 (Han et al.,
2010). Por ejemplo se ha identificado un efecto en el volumen cortical entorrinal en un
intron del gen ZNF292 y otro SNP en el gen ARPP-21 con efectos en el grosor cortical,
este tipo de variaciones sugieren una relacion con la progresion a la EA utilizando datos
de imagenes para la identificacion de SNP (Furney et al., 2011; Gomar, 2011; Kong et al.,
2015). Hoy en dia hay un creciente desarrollo de nuevos métodos para detectar variantes
discriminantes caracteristicas de pacientes que disminuyen la heterogeneidad de la
enfermedad, por ejemplo, la técnica Deep-Learning e genémica de aprendizaje profundo
(DLG) permitio identificar nuevos marcadores genéticos en la progresion de EA incluidos
rs6311 y rs6313 en HTR2A, rs1354269 en NAV2 y rs690705 en RFC3 (L. Li et al., 2021).

1.2 Otras aproximaciones

Sumado a lo anterior, no solo se tiene asociaciones entre la EA y DCL, sino también
asociaciones con la Enfermedad de Parkinson (EP) en donde se han identificado SNP
en el gen PICALM, sin embargo enfatizan que dicho gen pueden jugar un papel protector
en la enfermedad de Parkinson y posibles alteraciones se pueden relacionar con
demencias (Perifian et al., 2021). Se debe tener en cuenta que la EA esta asociada a un
deterioro cognitivo y EP a un deterioro motor asociado y que esta puede ser discriminada

segun la bateria neuropsicolégica que se aplique (Ophey et al., 2021).



2.ldentificacion del Problema

2.1 Planteamiento del problema

El DCL conlleva una serie de problematicas asociadas, siendo su heterogeneidad
uno de los aspectos mas destacados. Actualmente, existe una discusion vigente
sobre la clasificacion de subtipos dentro del DCL. Algunas de las clasificaciones
propuestas incluyen el DCL de dominio unico, el DCL de dominio mdultiple
amneésico y el DCL no amnésico (Anderson, 2019), esto representa un factor
adicional que sugiere que no todos los casos de DCL son precursores de la
demencia y no todos son progresivos como puede ser en DCL de tipo no
amneésico (Angela M. Sanford, 2017). Dicha heterogeneidad permite discutir sobre
las aproximaciones que se deben abordar a la hora de realizar estudios de
variantes genéticas, si realizar el tipico caso-control o intentar dividir en diferentes

endofenotipos el estudio (Espinosa et al., 2018).

Ademas de los dafios neuronales asociados al DCL, los pacientes experimentan
diversas dificultades cognitivas que se relacionan con una disminuciéon en su
calidad de vida diaria, un aumento en los niveles de depresién, ansiedad y estrés
percibido, asi como un menor bienestar mental en general (Stites et al., 2018);
esto refleja una participacion social deficiente y provoca que los pacientes vean
afectado su desempeiio en las actividades cotidianas y en sus relaciones

personales mas intimas (Anderson, 2019; Hussenoeder et al., 2020).

Sumado a lo anterior, la dificultad al diagnosticar el DCL y el dilema de los
diversos endofenotipos que pueden generar un falso positivo y que a la hora de
enfocar la terapia en el individuo puede generar problemas adversos al realizar un

diagndstico impropio (del Carmen Diaz-Mardomingo et al., 2017). ElI DCL al ser



un estado preclinico de enfermedades de mayor complejidad, se hace necesario
desarrollar estrategias que posiblemente nos permitan realizar un diagndstico

temprano con el fin de reducir la tasa de crecimiento de las EN en Colombia.

Para Colombia este tipo de enfermedades podria representar una mayor carga en
el sistema de salud; teniendo en cuenta el envejecimiento poblacional y
resaltando especificamente al departamento de Atlantico con la mayor
prevalencia de patologias mentales con un 12.9% en su poblacion (Ministerio de
Salud y Proteccion Social, 2017). Se plantea ¢Existe relacion entre las
caracteristicas genémicas de pacientes con DCL y controles en la poblacién del
Atlantico?

2.2 Justificacion

El deterioro cognitivo leve (DCL) es una EN que afecta principalmente personas
de la tercera edad. Se cree que el DCL es un estado preclinico de la Enfermedad
del Alzheimer (EA) y su estudio se enfoca principalmente en conocer como el
DCL podria funcionar como una herramienta de apoyo para la deteccion
temprana de enfermedades neurodegenerativas mas complejas (Angela M.
Sanford, 2017; Morozova et al., 2022) como las enfermedades de Alzheimer,
Parkinson o Hungtinton (Aarsland et al., 2021; Duff et al., 2010; Kelley &
Petersen, 2007).

Existen diversos factores de riesgo asociados a DCL, pero principalmente la edad
es un punto a tener en cuenta en el diagnéstico; sin dejar de lado comorbilidades
como la obesidad. Asimismo, se cree que la genética contribuye a marcadores
gue pueden ser susceptibles para el desarrollo de DCL (Campbell et al., 2013; J.
Q. Lietal., 2016).

Segun estimaciones del Departamento Administrativo Nacional de Estadistica
(DANE) para el aflo 2070 se cree que Colombia tendra 183 adultos mayores por
cada 100 personas menores de 15 afios, esta relacion es mayor con respecto a

otros de la regibn como México, Argentina o Perl; Ademas, la pandemia COVID-



19 agravo las estimaciones de la poblacion mayor de 60 afios que crece con
mayor velocidad; se cree que para el afio 2070 el porcentaje de personas
mayores de 80 afios pasard de 8.1% al 9.7% (Mesa Interinstitucional de
Poblacion, 2023). Esto prevé un aumento de trastornos cognitivos como el DCL y
enfermedades neurodegenerativas como la EA, EP y Huntington en la poblacion
Colombiana en los proximos afios (Ministerio de Salud y Proteccion Social,
2017).

Las EN se destacan entre el plan decenal de salud publica 2012-2021 con una
creciente incidencia en la poblacién Colombiana que no solo afecta directamente
la calidad de vida del paciente sino en forma indirecta a sus familiares cercanos

(Ministerio de Salud y Proteccion Social, 2013).

Dado que los elementos genéticos desempefian un rol crucial en la aparicion de
enfermedades complejas (X. Zhang, 2020). La implementacion de nuevas
metodologias como los estudios de asociacion de genoma completo, posibilitara
la identificacion de variantes genéticas de riesgo o proteccion que nos permitira
tener una mejor comprensién de la bases genética del DCL en la poblacién del
Atlantico. Estos nuevos conocimientos ayudaran a la planificacion de
aproximaciones innovadoras para el diagnostico y deteccion temprana del DCL y

otras enfermedades neurodegenerativas en nuestro pais.



3.0bjetivo general y objetivos especificos

3.1 Objetivo General

Analizar la relacion entre las caracteristicas genomicas identificadas entre
pacientes con DCL y controles sanos en una muestra de la poblacién del

Atlantico, Colombia.

3.2 Objetivos especificos

e Obtener la secuencia de los genomas completos de pacientes con DCL y
controles de la poblacién del departamento del Atlantico.

e Describir las caracteristicas gendmicas mas relevantes de los genomas
ensamblados utilizando un analisis in silico.

e Analizar las principales variantes genéticas asociadas a enfermedades

neurodegenerativas detectadas en Europa en la poblacion del Atlantico.



4.Marco Teorico

4.1 EIl envejecimiento cognitivo (EC)

El envejecimiento cognitivo (EC) normalmente se presenta en las personas cuando
alcanzan una edad avanzada, manifestandose a través de la disminucion de la memoria,
la fluidez verbal, la capacidad de razonamiento matematico y la eficiencia en el analisis,
ademas de la reduccion en la velocidad de procesamiento (Whitley et al., 2016); esta
acompafiado de cambios morfolégicos como la perdida de volumen cerebral y el
adelgazamiento de la corteza frontal, ambos importantes para el desarrollo de procesos

cerebrales regulares (Borras Blasco & Vifia Ribes, 2016).

4.2 El Deterioro Cognitivo (DC)

El deterioro cognitivo (DC) se define como una alteracion cognitiva que excede las
expectativas esperadas para la edad y otros factores demogréaficos que influirian en su
desarrollo (Benavides-Caro, 2017). El DC implica la reducciéon de las capacidades
cognitivas y esta relacionado con cambios en la estructura morfol6gica, factores
fisiol6gicos y ambientales que pueden variar de forma Unica en cada individuo (Borras
Blasco & Vifa Ribes, 2016). De esta manera, el DC desempefia un papel especifico en la

transicién de un EC normal hacia la posible aparicién de demencia.

4.2.1 El DC como un posible estado de transicion entre el
EC y la demencia.

Debido al envejecimiento de la poblacion actual, se ha observado un aumento a nivel

mundial en la incidencia de enfermedades neurodegenerativas, que incluyen demencias

(Gjegra et al., 2021). Estas enfermedades, en la actualidad, carecen de tratamientos

curativos o que modifiguen su curso (Garcia-Cifuentes et al.,, 2019). Entre estas



enfermedades, la Enfermedad del Alzheimer (EA) es la variante mas comdun,
representando entre el 50% y el 60% de todos los casos (Blennow et al., 2006), Para el
afo 2015, se estimaba una prevalencia de 46,8 millones de personas afectadas por EA,
con una proyeccién alarmante de 131,5 millones de afectados para el afio 2050, lo que
implica un nuevo caso cada 3,2 segundos (Prince et al., 2015); En Colombia, se estima
gue la incidencia de demencia puede alcanzar una tasa de 13,1 casos por cada 1.000
habitantes (Pradilla A. et al., 2003).

4.3 El Deterioro Cognitivo Leve (DCL)

El DCL se considera una enfermedad neurodegenerativa que conlleva el desarrollo de un
deficit cognitivo mayor de lo normal y que a su vez no cumple con los criterios de una
demencia. Los criterios para su diagndstico inluyen el declive o deterioro cognitivo,
dependiendo del manual de diagnéstico utilizado (DSM-IV, CIE-10); declaracion propia o
de familiares de deficit de memoria u deterioro en otros dominios cognitivos y la
alteracion en las actividades de la vida diaria (Gutiérrez Rodriguez & Guzman Gutiérrez,
2017; Petersen, 2004, 2016).

4.3.1 En La Region

Para latinoamérica, en la poblacién mexicana se han identificado 10 sitios CpG que se
metilaron de manera diferencial entre los controles e individuos con DCL, estas
variaciones se encontraron en cuatro regiones metiladas diferencialmente en TMEM232,
SLC17A8, ALOX12 y SEPTS, dichos genes estan relacionados con la inflamacion
sistémica instigada metabdlicamente y la interrupcion del transporte vesicular sinaptico
(Pathak et al., 2019).

4.3.2 DCL En Cifras
Ademds, la prevalencia de DCL varia considerablemente en la poblacion mundial,
oscilando entre el 5,0% y el 36,7% (Bai et al., 2022; Sachdev et al., 2015), Sin embargo,
en Colombia, esta condicién representa una preocupacion para las entidades estatales,
ya que se ha observado un aumento en la poblacion colombiana, alcanzando un
porcentaje del 17,5% (Ministerio de Salud y Proteccién Social & Colciencias, 2015). La
aplicacion de pruebas neuropsicoldgicas es la herramienta estandar para la deteccion
temprana de los cambios cognitivos. Entre estas podemos mencionar la prueba Mini-
Mental State Examination (MMSE), el Addenbrooke's Cognitive Examination - revisado

(ACE-R) o el Montréal Cognitive Test Assessment (MoCA) utilizadas principalmente para



la identificacion del deterioro cognitivo en estadios tempranos asociado a demencia (Gll
et al., 2015; Ospina Garcia, 2015; Pedraza L et al., 2014). En Colombia se han realizado
contribuciones al entendimiento del DCL siendo estudiado principalmente desde perfiles
neuropsicoldgicos que permitieron la caracterizacion de esta enfermedad (Rios-Gallardo
et al., 2017) asi como la identificacion de sintomas neuropsiquiatricos asociados a DCL

de tipo amnésico (Henao-Arboleda et al., 2010).

4.4 GWAS Yy EN, aproximaciones y diseio
experimental.

4.4.1 Asociaciones y variabilidad en DCL

En DCL se han identificado loci en BR5 y Tay-Sachs, estos se asociaron con una
disminucién significativa de la cognicidn, asi como con la conversién de sujetos
con DCL a un diagnéstico de EA (X. Hu et al., 2011). Ademas, se resaltan los
genes APOE y TOMMA40 como fuertes marcadores relacionados con la perdida
de densidad de grosor cortical de la materia gris, o el gen NXPH1 clave en la
integridad sindptica distintivo en la EA (L. Shen et al., 2010). Con respecto a
APOE, se cree que el alelo APOE-€4 tiene un pequeiio efecto en pacientes de
DCL que evolucionan a EA (Lacour et al., 2017).

Existen otros SNP asociados a DCL a EA en genes como BDH1, ST6GALI1,
RAB20, PDS5B, ADARB2 y SPSB1 (Lee et al., 2017). No obstante, también se
han estudio los niveles de plasma de Beta-secretasa 1 en la prediccion de EA
en pacientes con DCL, dicha investigacion presenta variaciones en el gen BACE1
que se encuentra aumentada en pacientes con DCL (Y. Shen et al., 2018).
Finalmente, otras variantes como en el gen PDE4D, asociado directamente con
DCL, es un factor de riesgo para las enfermedades degenerativas neuronales
(Xiang et al., 2020) u otros genes relacionados con la neurogénesis como el gen
ADORAZ2A en donde esta involucrado en el crecimiento del hipocampo

(Horgusluoglu-Moloch et al., 2017).



4.4.2 Disponibilidad de informacidn, bases de datos y consorcios
genéticos
Finalmente, se tiene informacién de consorcios especializados en documentar
todos los metadatos asociados a las EN como la Iniciativa de Neuroimagen de la
Enfermedad de Alzheimer (ADNI) que incluyen informacién sobre genotipos y
biomarcadores, incluidas medidas de volumen derivadas para estructuras
relevantes como el hipocampo y la amigdala (Brabec et al., 2021). Este consorcio
a encontrado principales genes como APOE, BIN1, CLU, CR1 y PICALM
relacionados con la EA (Saykin et al., 2015). Ademas se tiene bien documentado
el proteoma del cerebro humano, como una herramienta Util a la hora de enfocar

nuestros esfuerzos en la protedmica de la enfermedad (Robins et al., 2021).



5.Metodologia

Para llevar a cabo el objetivo general del trabajo de grado se determin6é un
estudio observacional de tipo caso control. Para tal fin se establecieron puntos
criticos para el desarrollo del mismo.

5.1 Diagndstico del grupo de pacientes

El proceso de diagndstico fue llevado a cabo por profesionales del Grupo de
Investigacion de Neurociencias del Caribe de la Universidad Simon Bolivar. El
diagnéstico de Deterioro Cognitivo Leve (DCL) siguié un protocolo de cinco
pasos: (1) socializacion del estudio al paciente, (2) verificacion del cumplimiento
de los criterios de inclusion/exclusiéon, (3) lectura y firma del consentimiento
informado, (4) evaluacién neurologica inicial, y (5) evaluacion neuropsicologica.

Posteriormente, se dio paso a la aplicacion de baterias neuropsicoldgicas,
comenzando con la Escala de Inteligencia de Wechsler para Adultos (WAIS V)
(Wechsler, 2012) para evaluar la capacidad cognitiva. Si el paciente cumplia los
criterios de inclusion, se continuaba con pruebas de rastreo como el Mini-Mental
State Examination (MMSE) (Folstein et al., 2014) y la Montreal Cognitive
Assessment (MoCA) (Nasreddine et al., 2014), las cuales evaluaban areas clave
como la memoria, atencién, lenguaje y habilidades visoespaciales.



El proceso, basado en los criterios de Petersen (1999, 2014) y Winblad et al.
(2014), incluyé tanto la evaluacion neurolégica como la neurocognitiva,
considerando distintos subtipos de DCL (amnésico, multidominio y no amnésico).
Las pruebas midieron funciones relacionadas con la memoria, funcionalidad diaria
y otras capacidades cognitivas, asegurando asi una evaluacion integral del
paciente. Para este trabajo de grado, se tomaron en cuenta 45 muestras de
pacientes.

5.2 Toma de muestra

El procedimiento realizado por el grupo de investigacion de la Universidad Simon
Bolivar se baso en la recoleccién de muestras de sangre mediante venopuncion a
los pacientes y controles. Las muestras, con un volumen de entre 3y 5 mL,
fueron depositadas en tubos con EDTA y conservadas a -20°C hasta su
procesamiento para la secuenciacion.

5.3 Extraccion de ADN

Para la extraccion de ADN, se utilizé el kit comercial QlIAwave DNA Blood &
Tissue Kit, siguiendo las recomendaciones del fabricante. EI ADN fue purificado a
partir de 100 pl de sangre completa de los pacientes, a partir de lo cual se obtuvo
un rendimiento de 3—6 ug de ADN.

El protocolo incluy6é una fase de lisado con proteina K, un posterior cargue del
lisado en la columna DNeasy Mini Spin del kit, la centrifugacion de las muestras y
la union del ADN a la membrana. Finalmente, los contaminantes restantes y los
inhibidores de enzimas fueron eliminados durante el proceso de lavado, y el ADN
fue eluido en agua o tampon.

Este procedimiento fue llevado a cabo por el Grupo de Investigacion
Neurociencias del Caribe de la Universidad Simon Bolivar.

5.4 Secuenciacion

La secuenciacion de los 45 pacientes se realizé a través de una empresa privada
especializada que emplea la tecnologia DNA Nanoball por MGI Tech (Porreca,
2010; Y. Xu et al., 2019), asegurando una alta precision y calidad en los datos
gendémicos obtenidos (T. Hu et al., 2024; Mak et al., 2017).



5.5 Control de calidad

Los distintos pasos de la secuenciacion de nueva generacion (NGS, por sus
siglas en inglés) pueden estar influenciados por errores instrumentales o técnicos
gue reducen la calidad del proceso de secuenciacion (Rollano & Mollinedo, 2017).
Estos errores pueden ocasionar fallos en los analisis posteriores, por lo que se
recomienda realizar una visualizacion preliminar del estado de las secuencias y
llevar a cabo un control de calidad si es necesario (Smith & de Sena Brandine,
2021). Comunmente, se examina la calidad por base en las lecturas, asi como la
calidad de los k-mers o la presencia de contaminacion por adaptadores u otros
elementos afiadidos durante la preparacion de las librerias (Adam & Nathan,
2020).

Por esta razon, se realizé un analisis inicial utilizando herramientas como FastQC
(Andrews, 2010) y MultiQC (Ewels et al., 2016) con el fin de identificar posibles
errores en el proceso de secuenciacion.

5.6 Procesamiento de los datos

Para el procesamiento de los datos, se utilizo el flujo de trabajo Genome Analysis
Toolkit (GATK) del Instituto Broad, Estados Unidos (DePristo et al., 2011;
McKenna et al., 2010). Asimismo, se tuvo en cuenta la documentacion
proporcionada por la Universidad de Melbourne, Australia (The University of
Melbourne, n.d.).

5.6.1 Preparacion de Archivos para Analisis Gendmicos

Se utiliz6 una coleccidon de archivos estandar para analisis en humanos,
proporcionada por el equipo del Genome Analysis Toolkit (GATK Team) a través
del GATK Resource Bundle, alojado en un depédsito de almacenamiento en
Google Cloud.

Para automatizar el proceso de obtencién de estos archivos, se disefié el script
download_resources.sh, el cual facilitd la descarga de los datos mediante el uso
de la herramienta wget. Este script, junto con otros mencionados en este
documento, se encontra disponible en el repositorio correspondiente del proyecto
en GitHub (https://github.com/jlargog/Pipeline-Variantes-Geneticas).

En el script se definid una lista especifica de archivos en formato VCF y sus
respectivos indices, fundamentales para la anotaciéon y el analisis de variantes
genéticas, incluyendo informacion de genomas humanos, SNPs e indels. Estos
archivos fueron descargados automaticamente desde el servidor del Broad
Institute para su posterior uso en el analisis.



Entre los archivos descargados se encontraron los siguientes:
e 1000G_omni2.5.hg38.vcf.gz

e 1000G_phasel.snps.high_confidence.hg38.vcf.gzAxiom _Exome_Plus.gen
otypes.all_populations.poly.hg38.vcf.gz

e Homo_sapiens_assembly38.dbsnp138.vcf
e Homo_sapiens_assembly38.known_indels.vcf.gz
¢ Mills_and_1000G_gold_standard.indels.hg38.vcf.gz

e hapmap_3.3.hg38.vcf.gz

5.6.2 Mapeo de lecturas al genoma de referencia

Con el fin de generar ensamblajes de alta calidad y facilitar la identificacion
precisa de variantes genéticas, se realizd el alineamiento de las lecturas contra el
genoma de referencia humano GRCh38.p13 (Genome Reference Consortium,
2019). Para ello, se utliz6 el archivo Homo_sapiens_assembly38.fasta,
correspondiente al conjunto de referencia proporcionado por GATK (Broad
Institute), el cual representa una version modificada del ensamblaje GRCh38
optimizada para analisis gendmicos. Esta versién incorpora mejoras como el
enmascaramiento de regiones repetitivas, la inclusiébn de contigs alternativos y
secuencias decoy, caracteristicas que aumentan la fidelidad del mapeo y reducen
ambigtiedades en regiones complejas del genoma.

Ahora bien, fue esencial contar con un genoma de referencia apropiado que
facilitara una anotacién precisa. En este contexto, el flujo de trabajo recomendado
por GATK sugiere el uso del alineador BWA para llevar a cabo el mapeo de las
lecturas (H. Li & Durbin, 2009). En consecuencia, se descargé el archivo
Homo_sapiens_assembly38.fasta, el cual fue indexado conforme a los
requerimientos del algoritmo de BWA y utilizado posteriormente en el proceso de
alineamiento.

5.6.3 Preparacion de los ensamblajes

Los archivos de salida generados por BWA fueron obtenidos en formato SAM, lo
gue implico la necesidad de realizar una conversion a formato binario BAM para
su adecuada manipulacion. Esta conversion se llevé a cabo utilizando el paquete
de herramientas SamTools (Danecek et al., 2021).

Adicionalmente, se realizO un proceso de marcado de duplicados,
correspondiente a lecturas provenientes de un unico fragmento de ADN. Cabe
resaltar que estas duplicaciones también podian originarse a partir de un unico



grupo de amplificacion, el cual pueden ser errbneamente detectados como
multiples grupos por el sensor 6ptico del secuenciador (Broad Institute, 2019).

Finalmente, se efectud una recalibracion del puntaje de calidad base (BQSR). Las
herramientas de GATK permitieron detectar errores sistematicos derivados de
fallas técnicas en el proceso de secuenciacion o en la calidad de los reactivos. El
procedimiento de BQSR ajustd la calidad base mediante un algoritmo de
aprendizaje automatico, con el objetivo de mejorar la precision de las llamadas de
variantes en etapas posteriores del analisis.

5.6.4 Llamado de variantes

El siguiente paso consistio en realizar la llamada de variantes. Para ello, se utilizé
GATK4 (van der Auwera & O’Connor, 2020), el cual se enfocO en generar
archivos en formato de llamada gendmica de variantes (GVCF, por sus siglas en
inglés). Este enfoque fue especialmente relevante debido a su capacidad para
manejar datos a gran escala, facilitando asi un genotipado conjunto eficiente.

En primer lugar, se empleé la herramienta HaplotypeCaller (Poplin et al., 2017), la
cual permiti6 identificar simultaneamente variantes germinales de nucle6tido
anico (SNVs) y pequeiias inserciones o deleciones (Indels), mediante un
ensamblaje local basado en haplotipos. El resultado de esta etapa fue un archivo
GVCF que proporciono informacion detallada sobre las coordenadas genomicas
secuenciadas.

Dado que se trabajé con multiples genomas, se recomendo utilizar la herramienta
CombineGVCFs, con el objetivo de fusionar varios archivos GVCF individuales en
uno solo. Esta estrategia simplificd significativamente el analisis conjunto de los
datos de variantes.

5.6.5 Filtrado y preparacion para el llamado de variantes

Se realiz6 un filtrado de variantes debido a que el archivo VCF inicial no
representaba completamente variantes reales, por lo que fue necesario identificar
y eliminar posibles falsos positivos. Para ello, se emple6 la Recalibracion del
Puntaje de Calidad de Variantes (VQSR), un procedimiento que permitio generar
un archivo VCF filtrado, conteniendo Unicamente variantes de alta calidad.

Una vez obtenido el archivo filtrado, se llevé a cabo un proceso de anotacién con
identificadores RS utilizando la herramienta del bcftools annotate (H. Li, 2011) y la
base de datos dbSNP (version dbsnpl38). Este paso generd un archivo VCF
comprimido e indexado, listo para ser utilizado en el proceso de asociacién
genética.



5.6.6 GWAS

Posteriormente, se realizo un analisis de asociacion genética utilizando PLINK
(Purcell et al.,, 2007). Para ello, el archivo VCF anotado fue convertido a un
formato compatible con PLINK (generacion de los archivos .bed, .bim y .fam),
incluyendo la opcion --allow-extra-chr para evitar errores relacionados con
cromosomas no estandar. A continuacion, se genero el archivo de fenotipos .fam,
clasificando las muestras en casos y controles segun el formato requerido por
PLINK.

Como paso previo al andlisis GWAS, se aplicaron filtros estrictos para mejorar la
calidad de los datos: se eliminaron variantes con mas del 5% de datos faltantes
(--geno 0.05) y se evaluaron los individuos con mas del 10% de genotipos no
determinados (--mind 0.1), aunque en este caso ninguna muestra fue excluida.

El andlisis de asociacion genética se ejecuto con el siguiente comando:

plink --bfile filtered_data_maf_45 --assoc -out
analysis_results_assoc_45 --allow-extra-chr --allow-no-sex

Este comando aplica una prueba estadistica caso-control basada en el test de
Chi-cuadrado para cada variante genética. Como todos los individuos fueron
registrados con sexo ambiguo, PLINK generé un archivo adicional
(analysis_results_assoc_45.nosex) para documentar esta informacion. El proceso
finaliz6 correctamente, y los resultados se almacenaron en el archivo
analysis_results_assoc_45.assoc, que contiene los valores estadisticos
detallados por variante.

Posteriormente, se llevd a cabo un analisis preliminar y visualizaciéon de los
resultados en RStudio. El script empleado filtr6 inicialmente los datos, eliminando
filas con valores de p faltantes (NA) y conservando solo aquellos entre 0 y 1. Se
excluyeron los cromosomas sexuales (X, Y y MT), asi como cualquier
identificador cromosémico no numérico, centrandose Unicamente en los
cromosomas autosémicos (1 al 22).

El analisis permitidé identificar SNPs altamente significativos (p < 5x10-8), con
fuerte evidencia de asociacién, asi como SNPs con valores sugestivos de
asociacion (1x105 > p > 5x1078), potencialmente relevantes para estudios
futuros. Ademas, se extrajeron los identificadores rs vinculados con el DCL para
facilitar analisis posteriores.

Finalmente, se generaron visualizaciones exploratorias en R usando los paquetes
ggplot2 y ggman, enfocadas en la distribucion genomica de los valores de p. Se
incluyé principalmente un Manhattan plot (M. H. Wang et al., 2019), disefiado
para identificar regiones con sefales de asociacion relevantes y facilitar la
priorizacion de variantes candidatas.



5.6.7 Anotacion funcional con VEP

Se utilizé el listado de SNPs significativos P < 5x10-8 y sugerentes (1x105 > P >
5x10-8), para llevar a cabo un andlisis de anotacion funcional con Variant Effect
Predictor (VEP) (McLaren et al., 2016). Este andlisis permiti6 recuperar
informacion estructural y funcional de cada variante. Para ello, se utilizo la version
dbSNP138 como base de referencia y se ejecuté VEP sobre los identificadores
RS previamente extraidos. Posteriormente, se descargaron los resultados en
formato csv con las anotaciones correspondientes para las siguientes etapas de
analisis.

5.6.8 Analisis de enriquecimiento génico

Con base en los resultados del andlisis de anotacién funcional, se extrajo una
lista de genes asociados a los SNPs anotados. Esta lista se introdujo en la
plataforma STRING (Szklarczyk et al., 2023), con el objetivo de obtener
informacion funcional y estructural de las proteinas codificadas por los genes
implicados. Adicionalmente, se empleé la plataforma g:Profiler (Raudvere et al.,
2019) para realizar un analisis complementario de enriquecimiento funcional,
enfocado en categorias como funciones moleculares, procesos bioldgicos vy
motivos reguladores.

5.6.9 Comparacion de frecuencias alélicas con metaanalisis de referencia

Con el objetivo de identificar coincidencias o discrepancias en las variantes de
riesgo para Alzheimer, se compararon las frecuencias alélicas obtenidas con los
resultados del metaanalisis GWAS de (Bellenguez et al., 2022) Bellenguez et al.
(2022). Para este andlisis, se tomo el archivo VCF sin filtrado adicional y se
ejecutd nuevamente un analisis de asociacion. Posteriormente, se utilizé un
archivo de texto (rsids_list.txt) que contenia los identificadores RS
reportados por Bellenguez et al. para filtrar los SNPs presentes en los resultados
del andlisis local. Este filtrado se realiz6 con un comando awk, generando un
archivo con las variantes compartidas.

Finalmente, se procesaron los datos en RStudio para evaluar la distribucién de
las diferencias de frecuencia alélica entre ambas poblaciones.

5.6.10 Analisis de ancestria

Se utilizé el proyecto del Proyecto 1000 Genomas, eliminando SNPs e individuos
con alta proporcion de datos faltantes y filtrando por frecuencia alélica. Luego,
identifica SNPs comunes entre los datos propios (cohorte DCL) y los de
referencia, y se sincronizaron las posiciones genomicas y corrigiendo posibles



discrepancias en la orientacion de los alelos (strand flips) (Belsare et al., 2019;
Marees et al.,, 2018). Posteriormente, se eliminaron SNPs conflictivos y se
fusionan ambas bases de datos. Finalmente, se realiza un pruning para remover
SNPs en desequilibrio de ligamiento y se lleva a cabo un analisis de escalamiento
multidimensional (MDS) (L. Liu et al.,, 2013), que permite visualizar la relacion
genética entre individuos y detectar agrupamientos por ancestria.



6.Resultados y Discusion

6.1 Ensamblaje de Genomas.

Se obtuvieron los respectivos archivos forward y reverse de la secuenciacion de
la empresa comercial, obteniendo 90 archivos FASTQ, dos para cada paciente
analizado.

6.1.1 Control de calidad

Para realizar el control de calidad, se disefié un script en Python denominado
fastqc.py, que permite procesar multiples archivos simultdneamente y generar
reportes de calidad individuales mediante la herramienta FastQC. En este caso
particular, se tom6 una muestra aleatoria de 40 archivos FASTQ sobre los cuales
se ejecutd dicho script. Posteriormente, se utilizd la herramienta MultiQC para
obtener una vista global e integrada de los resultados de calidad.

Los archivos FASTQ analizados tenian un promedio de 534.41 lecturas por
archivo, con una longitud de 100 pb, un contenido promedio de GC del 40.75% y
una tasa promedio de duplicacion del 15.96%. La media de calidad por posicion
de cada base mostré puntuaciones Phred buenas, ubicando las secuencias
crudas en la region verde, indicativa de buena calidad (ver Figura 1).



Figura 1: Calidad de secuencia por base
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Para la media de calidad por lectura, también se evidenci6é que las secuencias
presentaban una calidad con valores Phred Score superiores a 25 (ver Figura 2).

Figura 2: Puntuaciones de calidad por secuencia.
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En cuanto al contenido de N bases, se presentd una presencia menor al 1%. De
igual forma, los niveles de duplicacibn se mantuvieron en umbrales que el
programa de control de calidad calific6 como apropiados. Finalmente, las 40
muestras presentaban menos del 1% de secuencias sobre-representadas.

Teniendo en cuenta que las lecturas tenian una calidad optima, no se realiz6
ningun proceso de corte de secuencias (trimming) y se inicio el procesamiento de
los datos.

6.1.2 Ensamblaje de Genomas

Se llevo a cabo el alineamiento de secuencias al genoma de referencia mediante
el script alignment.py, desarrollado en Python, el cual automatiza la generacion
de archivos BAM. Este script utiliza la herramienta BWA (Burrows-Wheeler
Aligner) para realizar el alineamiento de secuencias FASTQ mediante el comando
bwa mem, utilizando 40 hilos de procesamiento en paralelo. Posteriormente, los
archivos resultantes en formato SAM se convierten al formato BAM con Samtools,
optimizando nuevamente el rendimiento al emplear 40 hilos adicionales. Este flujo
de trabajo mejoroé significativamente la eficiencia del alineamiento y la conversién
de datos, facilitando asi los andlisis bioinforméticos posteriores. Todos los scripts
mencionados pueden consultarse en el repositorio de GitHub correspondiente.

6.1.3 Preparacion de los archivos BAM

El proceso de alineamiento y preprocesamiento de secuencias se realizo
utilizando la plataforma MGI, cuyo formato de encabezado en los archivos FASTQ
presenta diferencias con otros estandares. La asignacion de Read Groups se
llevd6 a cabo mediante el script read_group.py, asegurando la correcta
identificacion de las lecturas en los archivos BAM. Posteriormente, los archivos
BAM fueron ordenados con el script sort.py, organizandolos segun sus
coordenadas gendmicas. Para minimizar el sesgo en el andlisis, se aplico el
marcado de duplicados con mark_duplicates.py, generando métricas sobre las
lecturas redundantes. Ademas, se consolidaron estos datos en un archivo CSV
mediante evaluated_duplicate.py para facilitar su analisis. Finalmente, se llevo a
cabo la recalibracion de calidad de bases en dos pasos: primero, con
BaseRecalibrator de GATK, utilizando recalibrate_partl.py, y luego aplicando
BQSR con recalibrate part2.py, obteniendo archivos BAM calibrados vy listos para
el llamado de variantes. Todos estos pasos fueron automatizados mediante
scripts en Python, optimizando el procesamiento y analisis de datos gendémicos.



6.1.4 Llamado de variantes

Se gener6 un archivo VCF de alta calidad mediante un flujo de trabajo
automatizado, disefiado para ser utilizado en estudios gendmicos, incluyendo
GWAS, analisis de ancestria y comparacion de SNPs entre casos y controles.
Para ello, se implementaron mdultiples procesos optimizados, entre ellos el
llamado de variantes con GATK HaplotypeCaller, herramienta que genera
archivos VCF comprimidos a partir de lecturas alineadas en formato BAM.
Posteriormente, estos archivos individuales fueron consolidados en un unico
archivo mediante GATK CombineGVCFs, facilitando asi el analisis conjunto de
variantes en cohortes.

El archivo combinado se someti6 a un proceso de genotipado con GATK
GenotypeGVCFs, seguido por una recalibracion de la calidad de las variantes
utilizando bases de datos de referencia (hapmap, 1000G, dbSNP), considerando
métricas clave como QD, MQRankSum, FS, SOR y DP. Luego, se aplicaron filtros
rigurosos mediante GATK VariantFiltration para eliminar variantes de baja calidad,
basandose en criterios como profundidad de lectura, calidad del mapeo y sesgos
en la posicién de las lecturas.

Dado que el archivo VCF inicialmente generado no contenia identificadores de
variantes (RS), se llevé a cabo un proceso de anotacion para incorporarlos. Para
ello, se utilizo la base de datos dbSNP (version dbsnp138) como referencia, y la
asignacion de los identificadores se realiz6 mediante la herramienta bcftools
annotate. Este paso permitié6 asociar los IDs correspondientes a cada variante
presente en el archivo updated_45_ snps.vcf.gz.

Finalmente, se obtuvo el archivo final comprimido e indexado. El conjunto de
datos generado contiene 45 muestras con un total de 14,830,256 registros, todos
ellos correspondientes a SNPs (sin MNPs ni indels). Dentro de estos registros, se
identificaron 190,154 sitios multialélicos, todos ellos SNPs. El indice general de
transiciones/transversiones (Ts/Tv) fue de 2.08, aumentando a 2.10 al considerar
Gnicamente el primer alelo alternativo. Adicionalmente, se identificaron 5,059,568
SNPs tipo singleton (con un Unico alelo alternativo en la poblacién), de los cuales
3,429,526 corresponden a transiciones y 1,630,042 a transversiones.

6.2 Caracterizacion de Rasgos Genémicos Relevantes

6.2.1 GWAS

Se aplico un filtro para excluir variantes con una frecuencia alélica menor al 5%
(MAF < 0.05), lo que redujo el niamero total de variantes de 14.830.256 a



6.377.687, asegurando asi un conjunto de datos mas robusto y confiable para los
analisis posteriores.

Se ejecuto el comando utilizando la herramienta PLINK, durante el
procesamiento, el sistema detect6 un total de 515.623 MB de RAM, de los cuales
se reservaron 257.811 MB para la ejecucion del andlisis. Se cargaron
exitosamente las 6.377.687 variantes desde el archivo .bim y los 45 individuos
desde el archivo .fam. Los fenotipos fueron correctamente asignados, con una
distribucion de 26 casos y 19 controles, confirmando que el estudio se enmarca
en un disefio de tipo caso-control.

En cuanto a la calidad general de los datos, la tasa de genotipado fue de
0.999661, lo que indica una cobertura practicamente completa. Tras aplicar todos
los filtros de calidad, se conservaron la totalidad de las variantes y de los
individuos, validando la integridad del conjunto de datos utilizado en el analisis
final.

Como una primera visualizacion, se gener6 un Manhattan plot en RStudio (ver
Figura 3). En esta grafica no se observan SNPs que superen el umbral de
significancia gendmica estricta (p < 5x10-8, es decir —logio(p) = 7.3); sin embargo,
se identifican varios SNPs que cruzan el umbral sugestivo de asociacion (1x10-5
> p > 5x1078), principalmente en los cromosomas 1, 6, 7, 9, 15 y 20, lo que
sugiere posibles regiones candidatas para estudios posteriores.



Figura 3: Distribuciéon de asociaciones genéticas obtenidas por GWAS en
pacientes con DCL del Atlantico.

Manhattan Plot

~logo(p)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 N 13 15 17 20

Chromosome

Nota. Manhattan plot generado a partir de un analisis de asociacion genética tipo GWAS.
En el eje x se representan los cromosomas del 1 al 22, organizados de forma alternada
en colores azul y gris para facilitar la visualizacion. En el eje y se muestra el valor de
asociacion de cada SNP expresado como -logio(p), lo que permite visualizar mas
facilmente los SNPs con mayor significancia estadistica. Cada punto representa un
polimorfismo de nucleétido Gnico (SNP), y su altura indica la fuerza de la asociacion con
el fenotipo estudiado. La linea horizontal azul marca el umbral de significancia sugestiva,
generalmente fijado en -log.o(p) = 5 (correspondiente a p = 1x10-5), lo que sefiala
posibles regiones de interés genético.

Se identificaron un total de cuarenta y nueve (49) variantes sugestivas asociadas
al deterioro cognitivo leve (DCL) (ver Tabla 3). Con el objetivo de explorar su
relevancia funcional, se realizdé una busqueda detallada en bases de datos como
NCBI dbSNP, GeneCard y UCSC Genome Browser para identificar genes
cercanos a estas variantes. Dentro de los SNPs con odds ratios (OR) elevados,
gue sugieren mayor riesgo, destacan rs215631 en el cromosoma 7 (OR = 9.118,
p = 4.4x1076), ubicado cerca del gen PDEI1C, y rs67090483 (OR = 19.44, p =
2.89x107%), asociado a un transcrito no codificante (ENSG00000287985)
relacionado con NONHSAG047778.2 y HSALNG0058455, segun GeneCaRNA.
Asimismo, rs13048344 y varios SNPs cercanos en el cromosoma 21 (OR = 9.263,
p = 6.55x107¢) se encuentran en la vecindad del gen RUNX1, ampliamente
conocido por su rol en regulacion transcripcional. Estos SNPs presentan



frecuencias alélicas significativamente mayores en los casos que en los controles,
lo que refuerza su potencial implicacién en la susceptibilidad al DCL.

En contraste, se identificaron SNPs con OR bajos que podrian ejercer un efecto
protector. Por ejemplo, rs10159041 en el cromosoma 1 (OR = 0.0551, p =
4.796x107) se localiza préximo al gen ATAD3A, implicado en funciones
mitocondriales, mientras que rs35559182 en el cromosoma 2 (OR = 0.03007) y
rs11203917 en el cromosoma 8 (OR = 0.08089) se asocian a regiones cercanas a
elementos no codificantes, como RP11-156K13.1 sinbnimo de MTUSI1-DT un
INcCRNA.

Ademas, se observan agrupaciones de SNPs en regiones especificas,
particularmente en el cromosoma 7 (como rs61740895, rs3735495, rs9791417,
rs10234808) y en el cromosoma 21 (junto a rs13048344), lo que sugiere la
existencia de regiones genomicas de interés para estudios funcionales y de
validacion adicionales.

Ahora bien, se identificaron varias variantes presentes en el GWAS Catalog con
implicaciones potenciales en el DCL. Destacan los SNPs ubicados en la region
7036.1: rs9640171, rs78225463 y rs60234513, todos mapeados a los genes
KCNH2 asociado a enfermedades del sistema nerviosos central (Zhou et al.,
2023) y AOC1 asociado a pacientes con migrafia, insomnio, déficit de atencion
con hiperactividad (TDAH) o fibromialgia (Fortes Marin et al., 2025). Aunque no
presentan valores de OR disponibles, sus valores p (rs9640171: p = 3.972x10-¢;
rs78225463 y rs60234513: p = 1.006x1076) los sitian entre las variantes mas
sugestivas. Estas variantes se encuentran en regiones intergénicas o
regulatorias, lo que sugiere un posible papel en la regulacién de la expresion
génica en loci con funciones celulares relevantes. Por otro lado, en la region
21922.12, los SNPs rs2409620 (OR = 9.263; p = 6.551x107¢) y rs8133814 (OR =
8.365; p = 9.934x107¢), cercanos al gen RUNXI1, presentan una elevada
frecuencia en los casos frente a los controles. RUNX1, conocido principalmente
por su rol en hematopoyesis, también se ha implicado en procesos de regulacion
génica que podrian estar involucrados en patologias neurodegenerativas (Fukui
et al., 2018).

En cuanto a las variantes que no presentaban un identificador rs asociado, se
realizO una busqueda en UCSC Genome Browser para la posicion
chrl5:58769435, encontrando que se localiza en las cercanias del transcrito
RP11-30K9.6. Posteriormente, al consultar dicha posicion en dbSNP, se
determind que corresponde a la variante rs1367939775, vinculada al gen
MINDYZ2, miembro de una familia de nuevas desubiquitinasas (DUBs) descritas
recientemente  (Abdul Rehman et al, 2021). Las enfermedades
neurodegenerativas se relacionan con la disfuncién de vias de degradacion como



el sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) y la autofagia-lisosoma (ALP), procesos
en los que la ubiquitinacion cumple un papel esencial (B. Liu et al.,, 2022).
Aunque MINDY2 se ha estudiado sobre todo en cancer pancreatico, se ha
asociado con progresion tumoral e invasién neuroldgica, lo que sugiere un posible
papel funcional relevante (P. Liu et al., 2023). Por lo anterior, se requiere mas
adelante investigar acerca de este tipo de familias desubiquitinasas relacionadas
con las EN.

Finalmente, para la variante ubicada en chr21:5052044, aunque no se obtuvo
informacion relevante en UCSC Genome Browser, se realizd una busqueda en
dbSNP, identificAndose como la variante rs1245335245. Sin embargo, este SNP
no se encuentra caracterizado y la informacién disponible sobre él es limitada.

Tabla 1: Variantes genéticas (SNPs) con asociacion sugerente en pacientes con
DCL.

CHR SNP BP Al FA F U A2 CHISQ P OR
1 rs13303330 933993 C 0.1154 0.5526 G 19.99 7,79E-03  0,1056
1 rs10159041 1518541 C 0.05769 0.5263 T 25.34 4,80E-04 0,0551
2 rs600015 31595231 G 0.25 0.7368 C 20.98 4,64E-03 0,119
2 rs35559182 41684300 A 0.01923 0.3947 T 21.18 4,18E-03 0,03007
2 rs12104475 194244627 C 0 0.3684 T 22.69 1,91E-03 0
2 rs1406217 196430887 G 0.01923 0.3947 A 21.18 4,18E-03 0,03007
4 rs112351502 3766269 Cc 01731 0.6316 A 19.88 8,26E-03  0,1221
4 rs115488222 63201518 T 0.2885 0.7895 C 22.04 2,66E-03 0,1081
4 rs368487632 89108585 * 0 0.3611 G 22.03 2,68E-03 0
7 rs215631 32325362 C 06731 0.1842 A 21.08 4.4e-06 9,118
7 rs61740895 45083124 A 0.1346 0.6316 G 24.01 9,56E-04 0,09074
7 rs3735495 45084866 T 01731 0.6579 A 21.95 2,79E-03  0,1088
7 rs9791417 45086176 A 01731 0.6579 G 21.95 2,79E-03  0,1088
7 rs10234808 45087994 T 0.1346 0.6316 C 24.01 9,56E-04 0,09074
7 rs67090483 64422033 G 0.5192 0.05263 A 21.89 2,89E-03 19,44
7 rs9640171 150903757 A 0.4231 0 G 21.28 3,97E-03 NA
7 rs78225463 150905601 G  0.4615 0 A 23.92 1,01E-03 NA
7 rs60234513 150907318 C 0.4615 0 T 23.92 1,01E-03 NA
8 rs4999541 17819952 G 0.1346 0.5789 A 19.85 8,39E-03 0,1131
8 rs11203917 17842156 G 0.1346 0.6579 C 26.24 3,02E-04 0,08089
8 rs28648923 49791805 G 0.6731 0.1944 * 19.53 9,88E-03 8,529
9 rs1187325 84670680 G 0.2885 0.7632 C 19.8 8,60E-03  0,1258
13 rs9561806 95195864 T 0.03846 0.4211 C 20.09 7,40E-03 0,055
13 rs12429872 95206031 T 0.03846 0.4211 C 20.09 7,40E-03 0,055
15 rs111540891 36856774 T 0.1538 0.6053 C 19.81 8,54E-03  0,1186
15 . 58769435 * 0.4423 0 A 21.56 3,43E-03 NA



15 rs4328423 100535743 T 0.1 0.5556 C 21.07 4,44E-03 0,08889
16 rs369580269 30403289 G 0.09615 0.5526 T 22.27 2,37E-03 0,08612
17 rs2934233 32639265 G 01731 0.6579 A 21.95 2,79E-03  0,1088
21 . 5052044 A 0.01923 0.4474 T 25.15 5,30E-04 0,02422
21 rs13048344 35318094 C 0.6346 0.1579 A 20.32 6,55E-03 9,263
21 rs7277833 35318686 C 0.6346 0.1579 T 20.32 6,55E-03 9,263
21 rs2409620 35318891 C 0.6346 0.1579 T 20.32 6,55E-03 9,263
21 rs732569 35319155 A 0.6346 0.1579 G 20.32 6,55E-03 9,263
21 rs35640344 35319895 T 0.6346 0.1579 G 20.32 6,55E-03 9,263
21 rs35553297 35319905 C 0.6346 0.1579 G 20.32 6,55E-03 9,263
21 rs2834905 35320056 T 0.6346 0.1579 G 20.32 6,55E-03 9,263
21 rs8133814 35320152 C 0.6538 0.1842 G 19.52 9,93E-03 8,365
21 rs13052959 35320745 G 0.6538 0.1842 A 19.52 9,93E-03 8,365
21 rs2242717 35321492 G 0.6538 0.1842 A 19.52 9,93E-03 8,365
21 rs28460413 35321790 T 0.6538 0.1842 C 19.52 9,93E-03 8,365
21 rs13050284 35321894 A 0.6538 0.1842 G 19.52 9,93E-03 8,365
21 rs13050093 35321897 T 0.6538 0.1842 C 19.52 9,93E-03 8,365
21 rs2834907 35321948 C 0.6538 0.1842 T 19.52 9,93E-03 8,365
21 rs2834908 35322309 A 0.6538 0.1842 G 19.52 9,93E-03 8,365
21 rs1040313 35339820 C 0.6346 0.1579 T 20.32 6,55E-03 9,263
21 rs13051961 35361254 C 0.6346 0.1579 T 20.32 6,55E-03 9,263
21 ri3051252 35362636 T 0.6346 0.1579 A 20.32 6,55E-03 9,263
21 rs62218300 35363416 C 0.6346 0.1579 T 20.32 6,55E-03 9,263

6.2.2 Andlisis de Anotacion de Genes Sugestivos

Se introdujo la lista de RS (Reference SNPs) en VEP (Variant Effect Predictor) con el
objetivo de anotar e identificar sus funciones asociadas. Posteriormente, se descargaron
los resultados del andlisis realizado con VEP para su interpretacion.

El andlisis de variantes muestra que la mayoria de las alteraciones identificadas se
encuentran en regiones no codificantes, con un 38% en intrones, lo que sugiere un
posible impacto en el splicing o en la regulacion de la expresion génica. Ademas, un 20%
de las variantes estan en la region 5' UTR, lo que puede influir en la estabilidad y
traduccion del ARNm, mientras que un 15% afectan transcritos no codificantes, pudiendo
desempefar funciones regulatorias. También se detectaron variantes en regiones
upstream (8%) y downstream (4%) de los genes, las cuales podrian modificar sus niveles
de expresion. Un 7% de las variantes afectan exones de transcritos no codificantes y un
4% estan asociadas a transcritos sujetos a degradacion por el mecanismo Nonsense-
Mediated Decay (NMD). Las variantes intergénicas (2%) son menos frecuentes y su
impacto funcional es incierto. Finalmente, solo un 1% de las variantes corresponden a
cambios de sentido (missense variants), lo que sugiere una baja proporcién de
alteraciones que podrian modificar la estructura y funcion de las proteinas. Ver figura 4.



Figura 4: Variantes genéticas (SNPs) con asociacion sugerente en pacientes con
DCL.
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En cuanto a las variantes codificantes, el analisis revela que el 75 % corresponde
a variantes de cambio de sentido (missense variants), las cuales modifican la
secuencia de aminoacidos de la proteina y, por ende, podrian afectar su
estructura y funcion. En contraste, el 25 % restante esta representado por
variantes sindénimas (synonymous variants), que no alteran el aminoacido
codificado, pero podrian influir en la eficiencia del splicing, la estabilidad del
ARNmM o la tasa de traduccién (ver Figura 5).

Sin embargo, la variante missense rs61740895 fue identificada en el gen NACAD
y presenta un impacto moderado sobre la estructura y funcion de la proteina
codificada. Por otro lado, la variante sindnima rs3735495, también localizada en
el gen NACAD, no altera la secuencia aminoacidica; sin embargo, podria afectar
la eficiencia del splicing, la estabilidad del ARNm o la tasa de traduccion.



Figura 5: Proporcion de variantes missense y sindnimas detectadas en el
andlisis funcional con VEP
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Ahora bien, se tomé la lista de genes obtenida a partir del analisis con VEP,
identificandose un total de 15 genes asociados a los SNPs analizados (ver Figura
6). Esta lista fue introducida en dos plataformas para el analisis de
enriquecimiento genico, una de ellas fue STRING, la cual permiti6 obtener una
descripcion detallada de cada uno de los genes implicados.

El andlisis revel6 un conjunto de genes con alteraciones potencialmente
relevantes. Entre ellos, RUNX1 fue el mas frecuentemente afectado, con 18
variantes identificadas. Este gen codifica un factor de transcripcién esencial para
la regulacion de la expresion génica y la diferenciacion celular. Se ha sugerido
que RUNX1 podria actuar como un precursor en la neurogénesis en ratones,
participando en etapas tempranas de la neurogénesis adulta (Fukui et al., 2018).

Otro gen destacado es NACAD, con cuatro variantes. Este gen esta involucrado
en la regulacion del direccionamiento de proteinas hacia el reticulo
endoplasmatico, y ha despertado interés debido a su posible implicaciéon en una
enfermedad llamada malformaciones cavernosas cerebrales (CCM) (Gallione et
al., 2022).

Asimismo, se identificaron dos variantes en el gen ABCC4, que codifica un
transportador de aniones organicos clave en la detoxificacion celular. En el
sistema nervioso central, los transportadores ABC (ATP-Binding Cassette)
protegen el cerebro y la médula espinal al eliminar compuestos téxicos, incluidos
algunos farmacos (Dean et al., 2022).

Un hallazgo especialmente relevante fue la identificacion de una variante en
NTRK2, gen que codifica un receptor clave para el desarrollo del sistema
nervioso. Variantes en este gen se han asociado con encefalopatia del desarrollo



y epiléptica (DEE), una condicion rara caracterizada por epilepsia temprana y
retraso neuroldgico (Yoganathan et al., 2021). Este receptor participa en multiples
procesos neuronales, incluyendo supervivencia, proliferacion, migracion,
diferenciacion y plasticidad sinaptica, a través de su interaccién con factores
neurotroficos como BDNF, NTF3y NTF4.

También se encontraron variantes en genes con funciones clave a nivel neuronal,
como ZNF771, un factor de transcripcion involucrado en la regulacion
epigenética. Este gen regula grupos de genes co-metilados en el cerebro,
participando en procesos de diferenciacion y plasticidad neuronal mediante su
interaccidn con regiones sensibles a modificaciones como 5mC y 5hmC (Maulik et
al., 2018). Asimismo, el gen ATAD3A, clave en la organizaciéon mitocondrial y el
metabolismo celular, ha presentado variantes asociadas a Huntington. Su
oligomerizacion excesiva podria causar fragmentacion mitocondrial, disrupcién
del ADN mitocondrial y neurodegeneracion. (Zhao et al., 2019).

Por su parte, el gen CERS3 se asocia a la sintesis de ceramidas de cadena ultra
larga, esenciales para la homeostasis lipidica. Las ceramidas no solo son
componentes estructurales de las membranas celulares y mitocondriales, sino
gue también participan como mediadores bioactivos en procesos clave como
proliferacion, diferenciacion, inflamacién e induccién de la apoptosis (Delcheva et
al., 2024). También el gen ADRA2C, que codifica un receptor adrenérgico a2,
cumple un rol importante en la modulacion del sistema nervioso simpético. Se ha
relacionado con diversos trastornos, incluyendo enfermedad de Parkinson,
trastornos de panico y Huntington (Riess et al.,, 1994). Recientemente, se ha
identificado como un gen clave (hub gene) dentro de redes asociadas a la
neurotransmision monoaminérgica, y se considera que podria tener un papel
funcional importante en el trastorno por déficit de atencidon e hiperactividad
(ADHD) (Yadav et al., 2021).

Finalmente, se identificaron variantes en SAMD11, gen que podria desempenfar
un papel crucial en el desarrollo de los fotorreceptores. Estudios recientes han
demostrado que SAMD11 y SAMD7 son componentes del complejo epigenético
PRC1 en fotorreceptores, donde SAMD7 actia como regulador principal y
SAMD11 como un factor accesorio que contribuye a establecer la identidad
especifica de las células bastén (Kubo et al., 2021).

En conjunto, la variabilidad genética observada en estos genes sugiere que
podrian estar implicados en procesos clave como la sefializacién celular, la
regulacion epigenética y transcripcional, el metabolismo energético y el
neurodesarrollo.



Figura 6: Numero de variantes asociadas al gen cercano con VEP.
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Con el fin de visualizar de manera mas clara las posibles interacciones
funcionales, se realizé un andlisis de enriquecimiento funcional utilizando la
plataforma g:Profiler, el cual arrojé Unicamente tres términos con enriguecimiento
no significativo (ver Figura 7).

Entre estos términos, destaca particularmente el factor de transcripcion Pax-2
(motivo: NCGTCACGCNYSRNYGCNYN, clase de coincidencia: 1), que, a pesar
del reducido numero de genes analizados, mostré interseccién con los genes:
RUNX1, ABCC4, ADRA2C, ATAD3A, CERS3, HECW2, MYO1D, NTRK2,
PDE1C, SAMD11 y ZNF771, alcanzando un valor de —logio(p-ajustado) = 1.41.

Especificamente, Pax2 regula el destino celular de los precursores GABAérgicos
durante el desarrollo del cerebelo y la médula espinal. Su mutacién o delecién
puede provocar alteraciones en la regulacion transcripcional, cambios en los
niveles de GABA en el sistema nervioso central, desequilibrio sindptico entre
excitacion e inhibicion (E-l) y anomalias en los circuitos neuronales, eventos que



en conjunto podrian contribuir al desarrollo de trastornos del neurodesarrollo (Lv
et al., 2021).

Figura 7: Enriquecimiento de términos en g:Profiler.
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6.3 Genética Comparada de Enfermedades
Neurodegenerativas

El estudio de Bellenguez et al. (2022) corresponde a un meta-analisis GWAS que
integr6 multiples cohortes para identificar variantes genéticas asociadas a la
enfermedad de Alzheimer y otras demencias relacionadas (ADD). La cohorte
principal fue la European Alzheimer & Dementia Biobank (EADB), con 20,464
casos clinicos y 22,244 controles de 15 paises europeos. El analisis permitié
identificar 75 loci de riesgo, de los cuales 42 eran nuevos y 9 correspondian a loci
previamente reportados en estudios relacionados con los datos utilizados.

Con el fin de identificar variaciones poblacionales en las frecuencias alélicas de
los SNPs asociados a la enfermedad de Alzheimer reportados por Bellenguez et
al. (2022), en comparacion con las observadas en la poblacion del Atlantico, se
llevé a cabo un procesamiento de datos en dos fases. En primer lugar, se utilizé
el archivo genotipico sin filtros adicionales y se realiz6 una asociacion por SNPs



mediante el comando ASSOC de PLINK, con el objetivo de obtener las
frecuencias alélicas observadas:

plink --bfile update_45 --assoc --out update_45_fa --allow-extra-chr --
allow-no-sex

Posteriormente, se empled una lista de identificadores rsiDs proveniente del
estudio de Bellenguez (rsids_list. txt), la cual fue utilizada para filtrar los
SNPs correspondientes en nuestros resultados:

awk "NR==FNR {snps[$1]; next} (%2 in snps)' rsids_list.txt
../../3_vcf_45/1 _vcf_files/update_45_fa.assoc >
filtered_assoc_45 corrected. txt

Finalmente, en RStudio se analizé la distribucion de las diferencias de frecuencia
alélica entre ambas poblaciones (referencia y muestra local). La Grafica 8
muestra dicha distribucién. Si la mayoria de las diferencias se sitlan cerca de 0,
esto indica una alta similitud entre poblaciones. Sin embargo, se observé una
distribucion leptocurtica con asimetria negativa (desviacion hacia la derecha), lo
cual sugiere la presencia de algunos SNPs con frecuencias significativamente
diferentes respecto a la cohorte de referencia, lo que podria reflejar diferencias
poblacionales relevantes.

Figura 8: Distribucion de diferencias de frecuencias Alélicas.
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Estas diferencias en las frecuencias alélicas también pueden observarse en el
Grafico de Dispersion de Frecuencias, correspondiente a la Figura 9. En este
grafico, si los puntos se alinean con la diagonal (y = x), indica que las frecuencias
son similares entre ambas poblaciones. No obstante, se observa la presencia de
varios puntos dispersos alejados de la diagonal, lo que evidencia la existencia de
SNPs con diferencias marcadas en frecuencia alélica. Esta dispersion sugiere la
posible presencia de sefiales de diferenciacién poblacional, que podrian reflejar
variabilidad genética entre la poblacion del estudio y la cohorte de referencia
utilizada por Bellenguez et al. (2022).

Figura 9: Comparacion de frecuencias alélicas.
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6.3.1 Analisis de ancestria

En el analisis de frecuencias alélicas se evidenciaron discrepancias importantes
con respecto a los valores de referencia, lo que motivo la realizacidon de un
analisis de componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés) como primer
paso para explorar la estructura genética de la muestra.

Para el PCA se utilizaron los archivos de PLINK, con el objetivo de evaluar
posibles agrupaciones o patrones de variabilidad genética entre los individuos.
Para ello, se emplearon los archivos genotipicos update_45.bed, update_45.bim y
update_45.fam, a partir de los cuales se calcularon los 10 primeros componentes
principales. Este analisis generd los archivos pca_update_45.eigenval (valores
propios) y pca_update_45.eigenvec (coordenadas de los individuos en el espacio
de los componentes principales).

Posteriormente, se cuantifico la varianza explicada por cada componente
mediante la normalizacién de los valores propios respecto a la varianza total, lo
gue permitié identificar el porcentaje de variabilidad genética capturada por cada
uno de los componentes principales.

plink --bfile update_45 --pca 10 --out pca_update_45

awk '{sum+=$1} END {for (i=1; i<=NR; i++) print "PC" i, $i/sum*100"%"}'
pca_update_45.eigenval

awk '{sum+=$1} END {print sum}' pca_update_45.eigenval
total=$(awk '{sum+=$1} END {print sum}' pca_update_45.eigenval)

awk -v total="$total" '{printf "PC%d %.2f%%\n", NR, ($1/total)*100}'
pca_update_45.eigenval

Luego, en RStudio, se ejecutd un script que realiza un andlisis de componentes
principales (PCA) complementado con un algoritmo de clustering K-means, con el
objetivo de identificar posibles agrupaciones dentro de la muestra genética
analizada.

En primer lugar, se cargo el archivo pca_update 45.eigenvec, que contiene los
valores correspondientes a los 10 primeros componentes principales obtenidos
previamente con PLINK, y se renombraron las columnas para facilitar su
manipulacion. Posteriormente, se implementé un modelo de clustering K-means
estableciendo tres grupos (K = 3), utilizando las dos primeras componentes
principales (PC1 y PC2), capturando la mayor proporcion de la variabilidad
genética de la muestra.

La asignacion de cada individuo a uno de los tres clusters se incorporé como una
nueva columna al dataframe y se gener6 una visualizacion de dispersion



empleando el paquete ggplot2 (Wickham, 2016) , en la cual los individuos son
representados en funcién de PC1 y PC2, y coloreados segun el grupo asignado
por el algoritmo de clustering.

Figura 10: PCA con Clustering K-means.
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En la Figura 10, se observa que la mayoria de los individuos (Cluster 1, en rojo)
estan agrupados cerca del origen, lo que sugiere una alta similitud genética
dentro de esta poblacion. Sin embargo, hay dos individuos claramente
diferenciados: uno en el Cluster 2 (verde) correspondiente al caso 21 y otro en el
Cluster 3 (azul) correspondiente al caso 82 , los cuales presentan una separacion
considerable en los ejes PCl1l y PC2, lo que podria indicar diferencias
significativas en la estructura genética o posibles outliers.



Figura 11: PCA diferenciando casos y controles.
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Con el fin de visualizar la distribucion de casos y controles después de aplicar el
agrupamiento no supervisado mediante el algoritmo K-means con K = 3 clusters,
se utilizaron como entrada las dos primeras componentes principales (PC1 y
PC2), que capturan la mayor parte de la variabilidad genética. Los grupos
resultantes se incorporaron al dataframe principal, permitiendo asignar a cada
individuo su respectivo cluster.

Posteriormente, se excluyeron dos individuos especificos identificados como
posibles outliers (IID 21 y 82), con el objetivo de mejorar la interpretacion grafica
de los patrones de agrupamiento. A partir de estos datos filtrados, se gener6 un
gréafico de dispersion utilizando el paquete ggplot2, en el cual los individuos fueron
representados segun sus coordenadas en PC1 y PC2, y coloreados de azul para
los controles y rojo para los casos.



En la Figura 11 se puede observar que, incluso tras la exclusion de los outliers, se
mantiene un patrén claro de agrupamiento entre las muestras, lo cual refuerza la
presencia de una estructura genética diferenciada entre casos y controles.

Dado que se evidenciaron agrupamientos y la presencia de posibles outliers en la
muestra, se procedio a realizar un analisis de ancestria utilizando como referencia
los datos del Proyecto de los 1000 Genomas. Este analisis comenz6 con un
proceso de control de calidad (QC) sobre los datos de referencia, en el cual se
eliminaron SNPs e individuos con alta proporcion de datos faltantes, y se
aplicaron filtros por frecuencia alélica para asegurar la robustez de las
comparaciones.

Posteriormente, se identificaron los SNPs comunes entre los datos propios
(cohorte DCL) y los del 1000 Genomas. A continuacion, se sincronizaron las
posiciones gendmicas y se corrigieron posibles discrepancias en la orientacion de
los alelos (strand flips), lo cual es esencial para evitar errores en la fase de fusion
de datos. Tras la eliminacion de SNPs conflictivos, se procedié a la fusion de
ambas bases de datos.

Como paso final antes del analisis de ancestria, se aplicO un pruning para
eliminar SNPs en desequilibrio de ligamiento, con el fin de reducir la redundancia
y el ruido en los datos. Finalmente, se realiz6 un analisis de escalamiento
multidimensional (MDS), que permitid visualizar la relacidbn genética entre los
individuos y detectar patrones de agrupamiento segun su ancestria. Este enfoque
es crucial para controlar la estratificacion poblacional en estudios de asociacion
geneética, garantizando asi la validez estadistica de los resultados obtenidos.



Figura 12: Gréfico de Ancestria en la poblacion de DCL.
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En la Figura 12, correspondiente al andlisis de ancestria realizado con los 45
individuos de la muestra, se observa que la poblacidén del Atlantico (representada
en color turquesa) muestra una mayor proximidad genética con los marcadores
de ancestria americana, asi como una relacion significativa con la ascendencia
europea. No obstante, se identifica un individuo cuya posicion en el espacio de
componentes sugiere una mayor cercania con la poblacion africana, lo que indica
una posible contribucion genética de dicha ancestria en ese caso particular.

6.4 Documentacién en repositorio Github

Finalmente, los scripts mencionados y la carpeta en Drive con las tablas
correspondientes pueden consultarse en el repositorio respectivo en GitHub.
Alli se documentan las diferentes etapas del proyecto, asi como la
disponibilidad de los scripts utilizados a lo largo del andlisis.



7.Conclusiones y recomendaciones

7.1 Conclusiones

En cuanto al primer objetivo, se obtuvo la secuencia de los genomas completos
de pacientes con DCL y controles de la poblacion del departamento del Atlantico.
La tecnologia de MGI demostré un excelente desempefio en la generacion de
librerias y archivos FASTQ, alcanzando Phred Scores superiores a 25 (ver Figura

2), lo que evidencia una alta calidad en las lecturas.

En cuanto a la calidad general del genotipado, se observé una tasa de éxito del
99.9661%, lo que indica una cobertura practicamente completa. Este resultado
concuerda con estudios previos que reportan que las plataformas de MGI
presentan una mayor tasa de concordancia en el genotipado de SNPs y en la
llamada de variantes, en comparacién con otras plataformas comerciales (Kim et
al., 2021).

En lo que concierne al segundo objetivo, hemos de destacar que este estudio es
uno de los primeros en realizar analisis de genoma completo en pacientes con
DCL en una poblacién subrepresentada como la colombiana, lo que permite
identificar variantes locales potencialmente novedosas. No obstante, enfrenta
limitaciones como la correccion por multiples pruebas (p < 5x10-8), que reduce la
detecciébn de variantes de pequefio efecto y limita la explicacion de la
heredabilidad. Ademas, muchas sefiales se localizan en regiones no codificantes,
dificultando su interpretacion funcional y requiriendo integracion con datos
omicos. Aunque los GWAS han sido clave en estos avances, el modelo
omnigénico sugiere que multiples genes pueden influir indirectamente en los

rasgos complejos (Tam et al., 2019).



El anadlisis permitié identificar 49 variantes genéticas sugestivas asociadas al
DCL, algunas con odds ratios elevados como rs215631 (PDE1C) y rs67090483,
lo que sugiere una posible implicacion en el riesgo de la enfermedad.
Particularmente, variantes cercanas a RUNX1 en el cromosoma 21, como
rs13048344 y rs2409620, refuerzan su rol potencial en la regulacion
transcripcional implicada en procesos neurodegenerativos (Fukui et al., 2018).
Por otro lado, SNPs como rs10159041 (ATAD3A) y rs35559182 (MTUS1-DT)
mostraron posibles efectos protectores. Ademas, se detectaron variantes en
regiones intergénicas reguladoras, como las ubicadas en 7g36.1 (KCNH2 y
AOC1), previamente reportadas en el GWAS Catalog (Fortes Marin et al., 2025;
Zhou et al., 2023). Un hallazgo novedoso fue la variante rs1367939775 vinculada
a MINDY2, gen poco explorado pero relacionado con vias de degradacion
proteica implicadas en enfermedades neurodegenerativas (Abdul Rehman et al.,
2021; B. Liu et al., 2022).

Ahora bien, los analisis de anotacion con la plataforma VEP se enfocaron en
ciertos genes de relevancia como la identificacion de 18 SNPs intrénicos en el
gen RUNX1 con valores de p entre 6.5x106 y 9.9x10-6, y odds ratios elevados
(8.3-9.3), lo que sugiere un impacto funcional relevante en el DCL.
Particularmente RUNX1 participa en hematopoyesis e inflamacion, y su
desregulacion, junto a RUNXOR, MAP2, NGF, BDNF e IL-10, ha sido asociada a
esclerosis mudltiple, indicando un posible rol en neurodegeneracion e

inmunorregulacién (Haridy et al., 2023).

Ademas, se identificaron dos variantes intrénicas en ABCC4 (rs9561806 y
rs12429872) con valores de p = 7.404x10¢ y OR = 0.055, lo que sugiere un
posible efecto protector en DCL. ABCC4 es el Unico transportador de su familia
con funcién protectora demostrada frente a compuestos téxicos cerebrales como
los anadlogos de camptotecina (Lin et al., 2013). Junto con ABCC1 y ABCC?2,
podria tener roles especificos en contextos patoldgicos (Baltira et al., 2024), y se



ha asociado al riesgo de Alzheimer tardio (LOAD), como en el caso de ABCA7-
rs3764650-C (Carrasquillo et al., 2015).

De igual forma, la variante rs1187325 en la region 5° UTR del gen NTRK2 (p =
8.601x10°¢; OR = 0.1258), con posible efecto protector. NTRK2 codifica el
receptor TRKB, activado por BDNF, proteina clave para la supervivencia
neuronal, la plasticidad sindptica, la LTP y la proteccion frente a la apoptosis
(Pradhan et al., 2019). Estudios de variantes en NTRK2 mostraron asociaciones
significativas en haplotipos de 2 (p = 0.012) y 3 loci (p = 0.009), involucrando
SNPs en regiones asociadas a splicing alternativo y regulacion transcripcional.
Estas combinaciones podrian afectar la sefializacion neurotrofica mediada por el
receptor TRKB (Chen et al., 2008). Ademas, se ha reportado mutaciones en el
gen que pueden interrumpir esta sefializacion neurotrofica esencial, lo cual se ha
asociado con la aparicion de trastornos neuroldgicos graves desde etapas

tempranas del desarrollo (Yoganathan et al., 2021).

La variante rs369580269 en la region upstream de ZNF771 (p = 2.369x107¢; OR =
0.0861) sugiere un posible efecto protector. ZNF771, como otros genes ZNF,
regula la expresion génica y funciones neuronales. Se ha vinculado esta familia
con enfermedades neurodegenerativas, incluyendo GLIS3, ZFX y ZC3H14,
asociados a la acumulacion y modificacion de proteina tau y procesamiento de
ARN (Bu et al., 2021; Calderari et al., 2018; S. Xu et al., 2016). Al participar en
modulos epigenéticos vinculados a la diferenciacion neuronal y sinapsis, podria
ser un gen clave en enfermedades como Alzheimer, Parkinson o esquizofrenia.
(Bu et al., 2021). Ademas, la interaccion significativa de la variante rs8112679 en
el exon 4 del gen ZNF222, enriquecida en poblaciones africanas (p = 0.01),
refuerza el papel potencial de los genes ZNF en la susceptibilidad a

enfermedades neurodegenerativas (Granot-Hershkovitz et al., 2023).

Ahora bien, se identifico la variante intronica rs10159041 en el gen ATAD3A, con
una asociacion sugestiva (p = 4.796x1077; OR = 0.0551), lo que sugiere un
posible efecto protector frente al DCL. Estudios han demostrado que la

oligomerizacién de ATAD3A en modelos de Alzheimer induce la acumulacién de



colesterol en las membranas asociadas al reticulo endoplasmico mitocondrial
(MAMSs) al inhibir la expresion de CYP46A1, una enzima clave en el metabolismo
del colesterol cerebral, contribuyendo asi a la pérdida singptica y al deterioro
cognitivo caracteristicos de la enfermedad (Zhao et al., 2022) . De igual forma se
identific6 una variante en el gen CERS3, rs4328423 (p = 4.437x10°¢, OR =
0.08889). especificamente CERS3 codifica una enzima clave en la sintesis de
esfingolipidos, cuya desregulacion se ha asociado con enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson y el Alzheimer. (Mcinnis et al., 2024). Por
altimo, la variante rs112351502, ubicada en la region upstream del gen ADRAZ2C,
mostrd una asociacion sugestiva (p = 8.264x10-6) con un odds ratio de 0.1221.
Estudios han reportado que la expresién del ARNm de ADRA2C en el hipocampo
esta significativamente reducida en sujetos con enfermedad de Alzheimer y
demencia con cuerpos de Lewy, lo que indica una alteracion especifica de este
receptor en dichas patologias (Szot et al., 2006).

El analisis de g:Profiler destac6 la anotacion de PAX2, cuya implicacion en la
neurogénesis embrionaria y adulta. Especificamente las mutaciones en PAX2
pueden alterar redes regulatorias esenciales para la diferenciacion vy
mantenimiento neuronal, contribuyendo al deterioro de circuitos cerebrales. Asi,
PAX2 emerge como un nodo clave cuya disfunciéon puede vincularse tanto con
enfermedades del desarrollo como con patologias neurodegenerativas (Lv et al.,
2021). Recientemente en modelos murinos la eliminacion especifica de Pax2 en
el sistema nervioso de ratones provoca conductas repetitivas restringidas y
déficits en la flexibilidad cognitiva, asociadas a alteraciones en los circuitos
neuronales del hipocampo y una reduccion de IGFBP2 (Insulin-like Growth Factor
Binding Protein 2) (Y. Wang et al., 2024).

En conclusion, los resultados resaltan regiones gendmicas clave para futuros
estudios funcionales y subrayan la importancia de investigar variantes poco
caracterizadas en poblaciones subrepresentadas como la colombiana. No
obstante, deben interpretarse con cautela, ya que los GWAS con muestras
pequefas, como en este caso, tienden a detectar solo variantes comunes o de

gran efecto, limitando la comprension integral de la arquitectura genética de la



enfermedad (Tam et al., 2019). También es importante considerar la complejidad
del modelo bioldgico. En plantas como Arabidopsis thaliana, algunos rasgos estan
controlados por pocos loci de gran efecto, lo que permite detectarlos con
muestras pequefias. En cambio, en humanos, los rasgos complejos suelen
depender de muchos loci de efecto pequefio, por lo que se requieren decenas de
miles de individuos para alcanzar significancia gendémica, como ocurre en
estudios de depresion mayor, donde se necesitan mas de 50,000 casos y
controles. (Korte & Farlow, 2013).

Finalmente, en relacion con el objetivo de analizar variantes asociadas a
enfermedades neurodegenerativas detectadas en Europa en la poblacion del
Atlantico, se compararon las frecuencias alélicas de los loci reportados en la
cohorte europea con nuestra muestra local. Este analisis permitio identificar
diferencias que podrian tener implicaciones clinicas y funcionales, ya que algunas
variantes comunes en una poblacion pueden ser raras en otra, reflejando posibles
diferencias en la estructura genética como se vio en nuestro analisis de ancestria

(ver Figura 12).

De manera similar, estudios en poblaciones latinoamericanas, como el realizado
en 35 individuos mexicanos con Alzheimer, han evidenciado variaciones alélicas
significativas frente a bases de datos de referencia como GnomAD, lo que
destaca la necesidad de caracterizar genéticamente a poblaciones
subrepresentadas (Genis-Mendoza et al., 2020). Estas diferencias alélicas
pueden sefalar variantes que merecen un analisis funcional mas profundo debido
a su posible especificidad poblacional. No obstante, es importante reiterar que el
tamafio de muestra representa una limitacion clave en los resultados de este

estudio.



7.2 Recomendaciones

Ampliar el tamafio muestral en estudios futuros y mejorar la capacidad de deteccién de
variantes de pequefio efecto asociadas al DCL, se recomienda expandir la cohorte
analizada. Estudios GWAS con mayor numero de individuos permiten identificar con
mayor robustez asociaciones significativas a nivel genémico (Tam et al., 2019; Korte &
Farlow, 2013).

Realizar estudios funcionales de las variantes sugestivas, como las cercanas a RUNX1,
NTRK2, ATAD3A, ZNF771 y ABCC4, mostraron efectos potenciales sobre la regulacion
génica, la neuroproteccibn o la neurodegeneracion. Se sugiere realizar estudios

funcionales (in vitro o in vivo) para validar su implicacion bioldgica.

Integrar enfoques multi-6micos dado que muchas variantes se encuentran en regiones no
codificantes o0 regulatorias, es esencial integrar transcriptomica, epigenémica y
proteémica para una interpretacion funcional méas completa y para validar el efecto de las

variantes sobre rutas moleculares especificas.

Algunas variantes identificadas mostraron odds ratios bajos, 1o que sugiere un potencial
efecto protector frente al DCL (por ejemplo, en ABCC4, CERS3, ZNF771, ADRA2C).
Estas podrian ser prioritarias para el desarrollo de biomarcadores o futuras estrategias

terapéuticas.
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