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RESUMEN

La discapacidad cognitiva se caracteriza por una limitacion significativa en el
funcionamiento cognitivo y adaptativo, asi como una edad de aparicién anterior a
los 18 anos de edad. Esta es una condicion que afecta a una gran cantidad de
personas no solo en Colombia sino también en el mundo, por lo que el estudio de
sus causas a nivel gendmico utilizando las nuevas herramientas tecnologicas que
se han desarrollado es mas que apropiado. En este trabajo se utilizé precisamente
uno de estos métodos, la secuenciacion de nueva generacién, especificamente la
secuenciacion de exomas completos de pacientes con discapacidad cognitiva con
el fin de descubrir qué variantes exdmicas presentaban y poder crear una base de
datos con informacion de la estructura gendmica de personas del sur-occidente
colombiano. Para esto se tomaron muestras de sangre de 15 pacientes de la
Fundacion para la Discapacidad que presentaban discapacidad cognitiva en cierto
grado con el correspondiente consentimiento informado y se mandaron a
secuenciar los exomas de cada muestra. Posteriormente se organizaron los
resultados en una tabla de Excel, y se realizdé un analisis bioinformatico utilizando
el programa Cytoscape 3.2 para construir una red de interacciones, y las bases de
datos BioGRID para obtener dichas interacciones y QUICK GO para obtener las
categorias GO especificamente procesos bioldégicos mas destacados de la red.
Como resultado de la secuenciacion exdmica se hallaron en total 184 variantes
presentes en a 108 genes, 50% de dichas variantes fueron de tipo missense y
mas del 70% fueron transiciones. Dos de las variantes que se encontraron en uno
de los pacientes, en los genes ABCD1 y DLAT, no han sido previamente
reportadas en la literatura. A pesar de que segun las predicciones de Polyphen y
Sift dichas variantes no causan dafo en la proteina resultante, existe evidencia de
que mutaciones en estos dos genes causan enfermedades que conllevan

discapacidad cognitiva en algun grado, por lo que se sugiere en estudios



posteriores estudiar mas a fondo las consecuencias de las dos variantes nuevas
aqui reportadas. De acuerdo al analisis bioinformatico se encontré6 que de los
genes que resultaron afectados con alguna variante, los que mas presenta
interacciones fisicas proteina-proteina es BRCA1 y TMEM216. Ademas entre los
procesos biolégicos mas destacados de la red se encontraron la sinapsis, la
regulacion de la muerte neuronal y la migracion celular. Este trabajo ademas de
aportar informacion nueva de variantes exdémicas en pacientes con discapacidad
cognitiva del sur-occidente colombiano, abre puertas a la creacion de una base de
datos nacional que recopile las variantes de diferentes regiones del pais haciendo

uso de la secuenciacion de nueva generacion.

Palabras clave: Discapacidad cognitiva, Secuenciacion de nueva generacion,

Secuenciacion de exomas completos, Variantes exoémicas
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ABSTRACT

Cognitive impairment is characterized by a significant limitation in cognitive and
adaptive functioning, as well as an age of onset prior to 18 years of age. This is a
condition that affects a large number of people not only in Colombia but worldwide,
so the study of its causes at the genomic level using the new technological tools
that have been developed is more than appropriate. In this work we used precisely
one of these methods, the Next Generation Sequencing, specifically the
sequencing of complete exomes of patients with cognitive disabilities in order to
discover what exomic variants they present and to be able to create a database
with information of the genomic structure of people from the south-west of
Colombia. For this purpose, blood samples were taken from 16 patients from the
Foundation for Disability who had cognitive impairment to some degree with the
corresponding informed consent, the samples were then sent to be sequenced.
Subsequently, the results were organized in an Excel table, and a bioinformatic
analysis was performed using the Cytoscape 3.2 program to build a network of
interactions, and the BioGRID databases to obtain such interactions and QUICK
GO to obtain GO categories specifically the biological processes more prominent
from the network. As a result of the exomic sequencing, a total of 184 variants
were present in 108 genes, 50% of these variants were missense and more than
70% were transitions. Two of the variants found in one of the patients, in the
ABCD1 and DLAT genes, have not been previously reported in the literature.
Although according to the predictions of Polyphen and Sift such variants do not
cause damage in the resulting protein, there is evidence that mutations in these
two genes cause diseases that lead to cognitive impairment to some degree, so it
is suggested in later studies to study more in depth the consequences of the two
new variants reported here. According to the bioinformatic analysis it was found

that of the genes that were affected with some variant, those that presented more
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physical interactions of the protein-protein type were BRCA1 and TMEM216. In
addition, the synapses, regulation of neuronal death and cell migration were found
among the most important biological processes in the network. This work, in
addition to providing new information on exomic variants in patients with cognitive
disabilities in the south-west of Colombia, opens the door to the creation of a
national database that compiles the variants of different regions of the country

making use of the Next Generation Sequencing.

Keywords: Cognitive disability, Next generation sequencing, Whole exome

sequencing, Exomic variants
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1. INTRODUCCION

1.1. DISCAPACIDAD COGNITIVA

La discapacidad cognitiva o discapacidad intelectual, por mucho tiempo fue mal
llamada Retraso mental (1), y se referia a una persona cuyo funcionamiento tanto
a nivel cognitivo como adaptativo esta por debajo de cierto umbral. Sin embargo
con el paso del tiempo se evidencié la necesidad de cambiar la terminologia de
Retraso mental, ya que conllevaba un caracter peyorativo que reducia la
comprension de las personas con limitaciones intelectuales a una categoria
diagnéstica nacida desde perspectivas psicopatolégicas. Hoy en dia el término
correcto es discapacidad cognitiva o discapacidad intelectual y debe concebirse
desde un enfoque que le dé el primer lugar a la persona como a cualquier
individuo de la sociedad. Segun la cartilla del ICBF (Instituto Colombiano de
Bienestar Familiar) un nifio con discapacidad cognitiva presenta diferencias en su
ritmo de aprendizaje y desarrollo. Ademas se considera que existen tres
elementos clave en la definicidn de discapacidad cognitiva: capacidades, entorno y

funcionamiento.

Entre las causas de la discapacidad cognitiva se encuentran tanto genéticas como
ambientales o multifactoriales (2). En cuanto a las genéticas se cree que son las
que se presentan en la mayoria de casos de pacientes con discapacidad cognitiva,
e incluyen alteraciones en el numero de cromosomas o también cuando existen
mutaciones puntuales en uno o0 mas genes. En total para el afo 2014 existian mas
de 500 genes propuestos como candidatos a causar discapacidad cognitiva con
una alta penetrancia cuando mutan, otorgando una heterogeneidad fenotipica
tanto en severidad como en sintomas asociados. Las causas ambientales hacen

por su parte, referencia a factores del entorno o contexto que afectan el desarrollo
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del nifio, llevando a cambios epigenéticos que también se han visto involucrados
en el desarrollo de discapacidad cognitiva.

La discapacidad intelectual segun Redin y colaboradores (3) es un desorden del
neurodesarrollo reportado en aproximadamente del 1.5 al 2% de nifios vy
adolescentes, definiéndose como una limitacion significativa tanto en el
funcionamiento intelectual como el comportamiento adaptativo con sintomas
visibles antes de los 18 afnos. Usualmente las personas con discapacidad
cognitiva se clasifican en discapacidad severa (<35), moderada (35-49) o leve (50-
70) dependiendo de los valores de coeficiente intelectual. Ademas de esto, es
importante mencionar que puede o0 no estar asociada a un sindrome y se
clasifican por lo tanto en discapacidad cognitiva sindromica (sID por sus siglas en
inglés: Syndromic Intellectual Disability) y no sindromica (nsID por sus siglas en
inglés: Non-syndromic Intellectual Disability), las cuales comparten algunas
caracteristicas neurolégicas como Transtornos del Espectro Autista, epilepsia,
Trastorno por Déficit de Atencion e Hiperactividad (TDAH) y  anomalias

comportamentales (4).

1.2. EL GENOMA HUMANO

El genoma humano es la coleccién completa de acido desoxirribonucléico (ADN).
Las moléculas de ADN estan a su vez conformadas por 3000 millones unidades de
las cuatro bases nucleotidicas llamadas Adenina (A), Timina (T), Guanina (G) y
Citosina (C). EI ADN ademas presenta diferentes niveles de compactacion, siendo
los cromosomas, el mayor nivel; precisamente el genoma humano esta distribuido
en 23 pares de cromosomas dentro del nucleo de las células del cuerpo, 22 de
ellos autosomas y el par sexual X y Y. (5). Dicho genoma presenta
aproximadamente unos 30 mil genes con informacion para formar proteinas. A
partir de la secuenciacion del genoma humano en el afio 2003, se logrd evidenciar
su estructura compleja, encontrando que el ADN no solo presentaba zonas con

informacion para codificar proteinas, sino también presentaba microsatélites,
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zonas de secuencias repetidas y reguladoras entre otras. Es de gran importancia
comprender la estructura de un gen y como es el flujo de la informacién genética,
como se muestra en la figura 1. Los genes estan formados por unidades llamadas
exones e intrones, sin embargo solo los exones contienen la informacion
necesaria para sintetizar proteinas, llegando a ser aproximadamente el 1.5% del
total del genoma humano. En un proceso conocido como transcripcién, una ARN-
polimerasa forma una cadena de Acido ribonucleico (ARN) a partir de un molde de
ADN, dicha cadena en una primera instancia tiene tanto la informacion de intrones
como los exones, sin embargo tras el proceso de maduracidon de ARN,
especificamente del splicing, se eliminan los intrones y se empalman los exones.
Este ARN conocido como ARN mensajero, es el que finalmente sirve como guia

para la sintesis de proteinas.

ADN

a D Exén ’ Intrén

Exoén ‘ Intrén“ Intrén ‘Exén

Transcripcion

Pre-ARNm

b Exon Exon Exon Exon Exon
L

Intrén Intrén Intrén Intrén
L nr eyl [t Ll
- S b A : '

c ..'"'ﬁl\\\ll‘ﬁl\l\ll.l
ARNmM A 4

Figura 1. Representacion del flujo de la informaciéon genética. En primer
lugar el ADN es transcrito, con sus intrones y exones, a pre-ARN;
posteriormente en un proceso de maduracion de dicho pre-ARN, se eliminan
los intrones y se empalman los exones dando lugar al ARN mensajero.

Fuente: (6) Martinez-Frias, 2010
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De manera interesante cabe destacar que los exones pueden ser clasificados en:
exones UTR (Por sus siglas en inglés: Untranslated regions) 5’, exones
codificantes y exones UTR 3’. Se habla de exoma cuando se refiere a todos los
exones de un organismo.

En cuanto a la traduccion del ARNm a proteina, es un proceso que se da en el
citoplasma de las células e involucra ribosomas, ARNs de transferencia y
diferentes factores protéicos que regulan el proceso. En el ARNm esta formado
por ribonucledétidos, y se habla de coddén a una tripleta de dichos ribonucleétidos;
cada uno de estos codones puede codificar para cierto aminoacido, de hecho
varios codones pueden codificar para un mismo aminoacido. Las diferentes
combinaciones de nucledtidos que forman tripletas estan ya organizadas en lo que
se conoce como codigo genético. Cualquier cambio que se produzca en la
combinacion de los nucledtidos puede modificar el codigo genético del ADN vy
alterar la expresion de una proteina. Por ejemplo, si un triplete TCA que codifica el
aminoacido serina, se produce un cambio de la T por una C, el aminoacido que
ahora codifica el triplete CCA es una prolina, que es muy diferente de la serina, por
lo que se altera la proteina. Sin embargo, no todas las mutaciones son
patolégicas, ni tienen el mismo efecto en la proteina (6). Entre los efectos que
puede tener una mutacidén se puede encontrar el cambio de sentido o missense,
mutacion sin sentido y mutaciones silenciosas entre otras. Las mutaciones
missense son los cambios puntuales de un nucledtido, que resultan en el cambio
de un aminoacido por otro distinto en la proteina resultante; las mutaciones sin
sentido producen una sefal de parada de la traduccién, obteniendo como
resultado una proteina truncada y no funcional. Las mutaciones silenciosas por su
parte no producen cambios en la proteina resultante, ya que a pesar de que el
cambio de nucledtido genera un codon diferente al original, este codifica para el
mismo aminoacido, por lo que no se ve alterada la funcién ni la estructura de la

proteina (7)
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Dichas mutaciones en el genoma humano pueden producirse ya sea en las células
somaticas o en las células germinales. Precisamente si una mutacion ocurre en la
linea germinal es mucho mas trascendental debido a que esta informacion va a
pasar con ese mismo error a las siguientes generaciones. Se puede hablar de
mutaciones naturales e inducidas, las primeras son espontaneas y ocurren en
grandes cantidades, siendo la mayoria correctamente reparadas por la maquinaria
de la misma célula, mientras que las mutaciones inducidas son dafos en el ADN
provocados artificialmente con radiacion UV, sustancias quimicas u otros agentes

mutagénicos (8).

Se pueden distinguir tres grupos grandes de mutaciones de acuerdo a la extension
de material genético afectado: Genéticas o puntuales, cromosdmicas estructurales
y cromosomicas numéricas o gendmicas (8). En cuanto a las mutaciones
puntuales son aquellas que producen alteraciones en la secuencia de nucledtidos
de un gen y existen varios tipos como las sustituciones, inserciones o deleciones
entre otros. Las sustituciones pueden ser transiciones si el cambio de nucledtido
es de una purina por otra purina o una pirimidina por otra pirimidina, o pueden ser
transversiones si el cambio de nucleétido es de una purina por una pirimidina o
viceversa. Las mutaciones cromosomicas estructurales por su parte pueden
agruparse en dos grupos, las que suponen pérdida o duplicacién de segmentos
completos de un cromosoma, y las que suponen variaciones en la distribucion de
segmentos de los cromosomas. Por ultimo, las mutaciones cromosdémicas
numeéricas son las que alteran el numero de los cromosomas propios de la especia

y pueden dividirse en euploidias y aneuploidias.

1.3. VARIANTES EXOMICAS
Durante el proceso de replicacion del ADN y por otras multiples causas, el ADN
puede presentar variantes, pequefos errores de un solo nucleétido, que

rapidamente tratan de ser reparados por la maquinaria interna de cada célula. Sin
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embargo, algunas de estas variantes no son corregidas y pueden aumentar la
diversidad genética. Cada ser humano es unico, aun con un 99.9% de similitud, el
0.1% restante es responsable de muchas de las diferencias que definen a cada
individuo, ademas esta variacion gendmica puede o no tener impacto en la salud.

En el genoma humano pueden encontrarse variantes en toda su extensién, no
solo en las regiones exdmicas, sino también en regiones del ADN que no codifican
proteinas. El exoma del genoma humano esta formado por unos 180.000 exones
que constituyen aproximadamente el 1,5% del genoma total, pero a pesar de que
sea un porcentaje tan pequefo, las mutaciones que tienen lugar en esta zona,
tienen una probabilidad mucho mayor de expresarse que las de cualquier otra
zona. Se calcula que el exoma contiene el 85% de las mutaciones que son
capaces de generar una enfermedad o un trastorno. De hecho la secuenciacion
de exomas ha sido una estrategia eficaz para determinar la base genética de
decenas de enfermedades hereditarias y para identificar mutaciones de novo
implicadas en trastornos del desarrollo como la esquizofrenia, la discapacidad

intelectual, la epilepsia o el autismo (9 - 10).

La secuenciacién del exoma permite identificar mutaciones poco comunes que
causan enfermedades a escala de todo el genoma. Esto contrasta de forma
importante con los estudios tradicionales de asociacion del genoma completo, que
son mas eficientes para identificar alteraciones comunes que son importantes en
una enfermedad. Cuando mutaciones genéticas raras pueden causar la misma
enfermedad individualmente, como es el caso en muchas condiciones complejas,
los cambios en las secuencias relevantes pueden ser mas dificiles de encontrar

mediante estudios de asociacion del genoma completo.

1.4. VARIANTES ASOCIADAS A DISCAPACIDAD COGNITIVA

Para el diagndstico de la discapacidad cognitiva se utilizan evaluaciones

estandarizadas de inteligencia y comportamiento adaptativo (habilidad para
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realizar actividades de la vida diaria) que terminan en la clasificacion del paciente
en una de las categorias que se tienen. Sin embargo actualmente con el desarrollo
de la tecnologia y el conocimiento, se pueden utilizar técnicas diferentes y mucho
mas precisas para diagnosticar la discapacidad cognitiva como lo es la
secuenciacion completa del exoma. Esta técnica ha probado ser una de las
herramientas mas poderosas para identificar la etiologia de enfermedades
aparentemente monogénicas, en particular desordenes del neurodesarrollo vy
desvelar nuevas enfermedades o genes candidatos a biomarcadores.
Recientemente se ha reportado una alta tasa de diagndsticos (68%) en
investigaciones de 41 pacientes con discapacidad cognitiva y un fenotipo

metabdlico ampliamente definido segun Evers y colaboradores (11)

En los ultimos afios y conforme a la tecnologia de secuenciacion de nueva
generacion (NGS) entré en auge, se han realizado una gran cantidad de estudios
que involucran la NGS como medio para hallar variables asociadas a diversas
enfermedades (12) (13). En el caso puntual de la discapacidad cognitiva no ha
sido diferente, y de hecho se ha logrado reunir informacién clave para detectar
genes biomarcadores. En el estudio de Rump y colaboradores (14) se investigo la
utilidad de la NGS como aproximacion diagndstica para establecer un diagndstico
molecular en un grupo altamente heterogéneo de pacientes con discapacidad
intelectual variada y microcefalia, demostrando que es una poderosa herramienta
para el fin propuesto. Otro estudio realizado por Nesbitt y colaboradores (15)
reporto la identificacion de novo de una variante con pérdida de funcién en el gen
SOX5 identificada mediante secuenciacion de exoma completo; este gen ha sido
previamente asociado con discapacidad intelectual, de lenguaje y motora. Por otro
lado el estudio de Luco y colaboradores (16) identific6 mutaciones en el gen Dual
specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1 (DYRK1A) encontradas en
individuos con discapacidad intelectual sindrémica mediante el uso de NGS,
sefalando este gen como biomarcador y de importancia para diagnosticar

pacientes. Con la secuenciacién de exomas completos y el panorama que ha
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mostrado es claro que se seguira teniendo un profundo efecto sobre la genética y
el diagnéstico de la discapacidad intelectual (17). Ademas de esto, con la
incorporacion de la secuenciacion de exomas en el laboratorio de diagnaéstico, el
ritmo y el rendimiento tanto del diagndstico como del descubrimiento de genes
deberian seguir aumentando (17). Asi mismo, las investigaciones en torno a
tratamientos eficientes y personalizados para los pacientes deberian aumentar por

igual.

1.5. SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION (NGS): SECUENCIACION DE
EXOMA COMPLETO

El exoma de un individuo es toda la region del ADN que codifica para proteinas y
representa aproximadamente el 1.5% del genoma humano total, sin embargo
contiene casi el 85% de las variantes asociadas con enfermedades. Es por esto
que resulta mucho mas efectivo en relacidon a su costo, realizar una secuenciacion
de exoma completo, en vez de una secuenciacion de genoma completo,
produciendo una cantidad de datos mucho mas pequefa, manejable y mas facil de
analizar. La secuenciacion de exomas detecta variantes encontradas en exones,
con la capacidad de expandir su “target” hacia regiones no traducidas (UTR) y

microARNSs para una visibn mas integral de la regulacion de genes.

Los rapidos avances en métodos de secuenciacion de alto rendimiento facilitan la
busqueda de variantes genéticas codificantes, que causan enfermedades
imposibles de detectar en estudios de asociacion a nivel genético (18). Esta
metodologia consiste basicamente de tres pasos: fragmentacion del ADN de
interés, amplificacion y secuenciaciéon de fragmentos; y el ensamblaje de los

fragmentos (19).

Estudios recientes utilizando NGS han identificado con éxito los genes mutados

relacionados a trastornos mendelianos a partir de la secuenciacién del exoma
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completo, esta técnica permite conocer las secuencias de todos los exones que se
expresan en un genoma (20). Una de las grandes ventajas, comparado con la
secuenciacion del genoma completo, es su bajo costo (21). Antes de iniciar el
proceso se debe hacer la seleccion del ADN que codifica para proteinas o
conocerlo, en el humano hay alrededor de 180.000 exones, aproximadamente el

1% del genoma total o 30 millones de pares de bases (22).

En la primera fase del proceso (Fig. 2), los datos crudos provenientes de algun
método de NGS, como Sanger, Roche 454, lllumina y Life SOLID, se transforman
a una sola representacion genérica, mapeada a su correcto origen genémico y
consistentemente alineadas. Los algoritmos de mapeo situan lecturas con un
alineamiento inicial sobre el genoma de referencia, luego los duplicados
moleculares son removidos, los alineamientos iniciales se refinan por
realineamiento local y luego se determina empiricamente un adecuado modelo de
error por base. La segunda fase se caracteriza por identificar todos los sitios con
evidencia estadistica de un alelo alterno presente entre las muestras incluyendo
polimorfismos de nucleético unico (SNP), indeles pequefios y variaciones del
numero de copias (VNC). La fase final reune datos de variables técnicas, sitios
conocidos de variacion, genotipos por individuos, desequilibrio de ligamiento (DL),
estructura de la familia y de la poblacion con las variantes crudas de la fase dos

para separar sitios polimérficos verdaderos de errores del sistema (23).

Figura 2. Flujograma para el descubrimiento y genotipo de las variaciones a
partir de los resultados de la secuenciaciéon de nueva generacion
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Fase 1: Procesamiento de Fase 2: Genotipicacion y descubrimiento de Fase 3: Analisis integrativo
datos SNG variables
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: \ r . \ /
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Salida Lecturas o Variantes . Variantes
Analizadas Crudas Analizadas

Fuente: Modificado de DePeristo et al 2010 (23).

Dado que el numero de variantes por exoma oscila entre 20.000 y 50.000 (24),
para reducir el numero de falsos positivos, las variantes son filtradas basadas en
el criterio de calidad, como el numero total de lecturas independientes y el
porcentaje de lecturas que presentan la variacidén, posteriormente las variaciones
externas a la region codificante pueden ser filtradas, al igual que las variantes
sindbnimas, esto reduce el numero de variantes potenciales que causan
enfermedades a 5000. La reduccién mas sustancial se da por la exclusion de
variantes conocidas (publicadas previamente y almacenada en bases de datos).
Este paso reduce del 90 a 95% el numero de variantes potenciales, quedando
entre 150 a 500 variantes privadas no sindbnimas como potenciales patogénicas
(25). Otras estrategias deben ser usadas para encontrar la variante. Una de ellas
es la de ligamiento (Fig. 3.a), implemetada en una familia con un desorden

monogénico heredado, donde multiples miembros afectados se secuencian para
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identificar la variacion compartida, también se secuencia un familiar no afectado
para eliminar variacién benéfica (20, 26). La estrategia de homocigosis (Fig. 3.b)
en un desorden heredado recesivamente y presunta consanguinidad, con los
supuestos que la enfermedad es causada por variantes homocigoticas heredadas
de ambos padres y que esta variante se ubica en una gran extension de una
region homocigética no se necesita de miembros familiares adicionales, pues
estos pueden ser mapeados por microarreglos SNPs (27). La estrategia de golpe
doble (Fig. 3.c) se usa cuando un solo paciente esta disponible sin miembros
familiares adicionales y se sospecha que el desorden fue heredado recesivamente
(pero sin ninguna indicacion de consanguinidad), se secuencia al exoma del
paciente seleccionando los genes homocigoticos, asi como las variantes
heterocigéticas (28, 29). Por otro lado, la estrategia de solapamiento (Fig. 3.d) se
usa cuando hay ausencia de heterogeneidad genética y se buscan mutaciones en
un solo gen en multiples pacientes no relacionados (25, 30); mientras que la
estrategia de novo (Fig. 3.e) se utiliza en enfermedades altamente heterogénicas
producto de mutaciones durante la meiosis, por lo que se requiere la
secuenciacion de los padres del paciente para eliminar todas las variaciones
heredadas (31). En ultimo lugar esta la estrategia del candidato (Fig. 3.f) en la que
a un solo individuo afectado dominantemente, sin disponibilidad de familiares, se
le predice el impacto de la variacion sobre la funcion y estructura de una proteina
importante en mutaciones de parada, con desplazamiento del marco de lectura y
de sitios de empalme (23). Mientras que en variantes con sustitucion de
nucledtidos ademas del impacto en la proteina también la conservacion evolutiva
del nucledtido variante pues las mutaciones patogénicas tienden a conservarse

mas que las benéficas (31).
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Estrategia de Estrategia de Estrategia de
ligamiento homocigosidad golpe doble

Estrategia de Estrategia de Estrategia de
solapamiento novo candidato

N

Figura 3. Estrategias (a-f) para identificar genes de enfermedades a partir de
secuenciacion de exomas. Los pedigries indican el modelo de herencia
relacionado a la estrategia; Los simbolos llenos representan a los individuos
afectados, los simbolos vacios representan individuos presumiblemente
sanos y los portadores estan representados con un punto. El rectangulo
rebordea a individuos que estan secuenciados. Los circulos debajo de cada
pedigri simbolizan conjuntos de variantes genéticas identificadas en los
exomas. Los circulos soélidos representan variantes de los individuos
afectados, mientras que los circulos discontinuos representan variantes no
afectadas,

Fuente: Modificado de Gllissen et al 2012 (24).

Con la secuenciacién de exoma completo para hallar posibles variantes en las
zonas codificantes del ADN, es necesario tener en cuenta que se debe asumir que
precisamente dichas variantes relacionadas con una condicién, estan en los

exones y no hacen parte de la zona reguladora o intrénica del ADN.
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Teniendo en cuenta que en Colombia se siguen usando como referencia de
variantes, las publicadas en bases de datos de otros paises, la idea de comenzar
a construir una base de datos propia, con recoleccion de muestras de pacientes
colombianos permitiria tener la informacion de la estructura gendmica de la
poblacion, y se facilitaria una comparacién mucho mas efectiva y acertada en los
estudios que se realicen. Precisamente cuando se compara una muestra
gendmica colombiana con una base de datos extranjera se puede perder
informacion clave, ya que las variantes reportadas en esas bases de datos son
propias de otras poblaciones o si tienen muestras de América Latina pero no
especificamente de Colombia o del sur-occidente colombiano. El desarrollo del
presente trabajo es de gran importancia para crear una base de datos autdctona
del sur-occidente colombiano, abriendo puertas hacia su ampliacién al resto del

pais.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Identificar variantes genéticas asociadas con discapacidad cognitiva en pacientes

de Cali, Valle del Cauca mediante secuenciacion de exoma completo

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar las variantes genéticas asociadas a la discapacidad cognitiva

e Construccidén de una base de datos con la informacién de variantes genéticas,

autdctona de Colombia

e Relacionar las variantes encontradas en cada paciente, con la discapacidad

cognitiva
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. TOMA DE MUESTRAS

Cada uno de los 15 pacientes pertenecientes a la poblacion de Cali, Valle de
Cauca, que hicieron parte de este trabajo, fueron contactados desde la Fundacion
para la Discapacidad FUNDIS. Todos los pacientes presentaban un grado de
discapacidad cognitiva asociado a diferentes causas. Debido precisamente a la
dificultad de lograr un gran numero de pacientes dispuestos a dar su
consentimiento para toma de sangre, se reportan aqui los casos que dieron
efectivamente su aprobacion (Anexo 1). Para la obtencion del DNA, cada paciente
fue sometido a puncion digital y se recogieron gotas de sangre en papel de filtro
hasta su desecacion. Los discos de papel filtro fueron resuspendidos en buffer
fosfato y se utilizé el estuche DNeasy de la compainia QIAGEN. Cada extraccion
fue cuantificada y verificada en calidad para someterse al proceso de

secuenciacion.

3.2. SECUENCIACION DE NUEVA GENERACION (NGS)

Alicuotas de DNA para cada una de las 15 muestras fueron sometidas a
alistamiento con el estuche TruSeq Exome Library preptm y posteriormente las
librerias obtenidas se normalizaron para la secuenciacion utilizando el estuche
TruSeq Rapid ExomeTM. Los estuches anteriormente mencionados son
suministrados por la compania lllumina de San Diego, California, USA. Los
fragmentos normalizados con los adaptadores para secuenciacion fueron
cargados en un equipo HiSeq2500. La correspondiente secuenciacién de exoma
completo de las muestras se realizé durante los afios 2015, 2016 y 2017. En la

tabla 1 se muestran especificaciones del proceso de secuenciacion.
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Tabla 1. Informacién acerca de la cobertura y lectura total de bibliotecas
reportada por llumina para cada muestra secuenciada

Plataforma Paciente Afo Cobertura Lectura total de bibliotecas
Nextera ™ llumina

llumina 1 2016 35X 34259140
llumina 2 2015 35.7X 32926882
llumina 3 2015 33.4X 30550106
llumina 4 2016 32.9X 32899412
llumina 5 2016 17.8X 19169284
llumina 6 2016 N/A N/A

llumina 7 2016 54.3X 60810220
llumina 8 2016 52.8X 59325332
llumina 9 2016 51.7X 53616392
llumina 10 2016 32.9X 27729348
llumina 11 2016 38X 35573552
llumina 12 2016 35.2X 38293920
llumina 13 2016 32.1X 36870506
llumina 14 2017 41X 36502044
llumina 15 2017 54X 51279266

3.3. ANALISIS GENOMICO Y BIOINFORMATICO

Cada uno de los 108 genes que presentd variantes segun la secuenciacion de
exoma completo fue descrito de acuerdo a su nombre completo, locus, nimero de
exones y proceso bioldgico en el que se ha visto involucrado. Estos datos fueron
extraidos del GenBank (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/genbank/) y organizados en
una tabla de Excel®. Ademas de esto, con dichos genes se realizé un analisis a
través del software Cytoscape 3.2 donde se construyé una red con dichos genes y
se extrajeron los procesos biolégicos asociados destacados. Para la construccion
de la red se buscaron en primer lugar las interacciones proteina-proteina de cada
gen en la base de datos BioGRID (https://thebiogrid.org/); con esta informacion
también se realizd6 un diagrama de barras utilizando Excel®. A partir de la red
construida se extrajeron las categorias GO (Gene Ontology), utilizando el plugin
BiINGO de Cytoscape 3.2 y la base de datos Quick GO del Instituto Europeo de

Bioinformatica EBI (https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/). Esta informacion se organizé
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en una tabla en orden decreciente, comenzando por el proceso biolégico mas
destacado de la red. Por su parte, los parametros topolégicos de la red fueron

extraidos con la herramienta Network Analyzer de Cytoscape 3.2.
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4. RESULTADOS

4.1. VARIANTES EXOMICAS ASOCIADAS A DISCAPACIDAD COGNITIVA

En la secuenciaciéon de exoma completo realizada en este trabajo a 15 pacientes
que presentaban discapacidad cognitiva se encontré un total de 184 variantes
distribuidas en 108 genes. La descripcion de cada uno de estos genes, incluyendo
el locus, cromosoma donde se ubica y proceso bioldgico en el que interviene se

encuentra en la tabla 2.

Tabla 2. Descripcion de genes cuyas mutaciones fueron detectadas en la
secuenciacion de exoma completo

Gen Nombre completo Locus | Ex. Proceso Biolégico
Glycosaminoglycan
HPSE2 Heparanase 2 (inactive) 10q24.2 | 18 catabolic process
ATP7B ATPase copper transporting beta 13914.3 | 30 Copper ion export
Actin cytoskeleton
POF1B Premature ovarian failure, 1B Xg21.1 17 organization
Smoothened signaling
EVC EvC ciliary complex subunit 1 4p16.2 31 pathway
DSPP Dentin sialophosphoprotein 49221 5 Ossification
Cytochrome P450 family 21 subfamily Steroid biosynthetic
CYP21A2 A member 2 6p21.33 | 10 process
Sodium channel epithelial 1 alpha
SCNN1A subunit 12p13.31 | 14 | Sodium ion homeostasis
ATP binding cassette subfamily C
ABCC6 member 6 16p13.11 | 33 Response to drug
RPGRIP1L RPGRIP1 like 16q12.2 | 36 | Cerebellum development
CST3 Cystatin C 20p11.21 | 4 Brain development
Homocysteine metabolic
CBS Cystathionine-beta-synthase 21922.3 | 26 process
G6PD Glucose-6-phosphate dehydrogenase | Xq28 14 | Lipid metabolic process
Methionine metabolic
MTHFR Methylenetetrahydrofolate reductase | 1p36.22 | 13 process
Purine nucleobase
DPYD Dihydropyrimidine dehydrogenase 1p21.3 26 catabolic process
Dihydrolipoamide branched chain Branched-chain amino
DBT transacylase E2 1p21.2 14 acid catabolic process
F5 Coagulation factor V 1924.2 | 25 ER to Golgi vesicle-
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mediated transport

Oxidation-reduction

FMO3 Flavin containing monooxygenase 3 1924.3 10 process
Regulation of
CFH Complement factor H 1931.3 25 | complement activation
Glyceronephosphate O-
GNPAT acyltransferase 1g42.2 17 Synapse assembly
Mitochondrial respiratory
Acyl-CoA dehydrogenase family chain complex |
ACAD9 member 9 3921.3 19 assembly
Positive regulation of
KLKB1 Kallikrein B1 4q35.2 17 fibrinolysis
IL7R Interleukin 7 receptor 5p13.2 8 Immune response
HEXB Hexosaminidase subunit beta 5913.3 15 | Astrocyte cell migration
PRSS1 Protease, serine 1 Cobalamin metabolic
7934 7 process
Positive regulation of
synaptic transmission,
CA2 Carbonic anhydrase 2 8921.2 7 GABAergic
ADAM metallopeptidase with Glycoprotein metabolic
ADAMTs13 thrombospondin type 1 motif 13 9934.2 32 process
Ankyrin repeat and kinase domain
ANKK1 containing 1 11923.2 | 10 | Protein phosphorylation
Acyl-CoA dehydrogenase, C-2 to C-3
ACADS short chain 12924.31 | 11 | Fatty acid beta-oxidation
HNF1A HNF1 homeobox A 12024.31| 9 Glucose homeostasis
Hippocampus
BBS2 Bardet-Bied| syndrome 2 16913 18 development
AMPA glutamate
APOE Apolipoprotein E 19913.32 | 6 receptor clustering
DiGeorge syndrome critical region | 22q11.21; Animal organ
DGCR6 gene 6 22911 6 morphogenesis
Positive regulation of cell
PRODH Proline dehydrogenase 1 22911.21 | 15 death
glycosphingolipid
ARSA Arylsulfatase A 22913.33 | 9 metabolic process
CPT2 Carnitine palmitoyltransferase 2 1p32.3 5 | fatty acid beta-oxidation
Kell blood group, metallo- regulation of axon
KEL endopeptidase 7934 20 diameter
HR, lysine demethylase and nuclear histone H3-K9
HR receptor corepressor 8p21.3 19 demethylation
blood vessel
COL5A1 Collagen type V alpha 1 chain 9934.3 67 development
UCP3 Uncoupling protein 3 11913.4 7 aging
sodium ion
Sodium channel epithelial 1 gamma transmembrane
SCNN1G subuni 16p12.2 | 13 transport
GDP-mannose
GMPPB GDP-mannose pyrophosphorylase B | 3p21.31 9 biosynthetic process
FOXCA1 Forkhead box C1 6p25.3 1 | Cerebellum development
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PRF1 Perforin 1 109221 3 apoptotic process
neuromuscular synaptic
MYLK2 Myosin light chain kinase 2 20q11.21 | 13 transmission
JPH2 Junctophilin 2 20g13.12 | 8 | calcium ion homeostasis
embryonic eye
FBN1 Fibrillin 1 15g21.1 | 66 morphogenesis
camera-type eye
PRSS56 Protease, serine 56 2q37.1 13 development
L-alanine catabolic
AGXT alanine-glyoxylate aminotransferase 2937.3 11 process
TPMT Thiopurine S-methyltransferase 6p22.3 10 methylation
Sensory perception of
LOXHD1 Lipoxygenase homology domains 1 18921.1 | 52 sound
ATP binding cassette subfamily B
ABCB4 member 4 7921.12 | 31 brain development
T-helper 1 type immune
TLR4 Toll like receptor 4 9g33.1 4 response
MEF2A Myocyte enhancer factor 2A 15926.3 | 21 | dendrite morphogenesis
embryonic digestive tract
ADA Adenosine deaminase 20g13.12 | 12 development
glycogen biosynthetic
GBEA1 1,4-alpha-glucan branching enzyme 1 | 3p12.2 16 process
ATPase H+ transporting VO subunit sensory perception of
ATP6V0A4 a4 7934 24 sound
PTH Parathyroid hormone 11p15.3 4 bone resorption
skeletal muscle tissue
MYF6 Myogenic factor 6 1292131 | 3 development
G2 DNA damage
BRCA1 BRCA1, DNA repair associated 17921.31 | 24 checkpoint
cellular response to
GLDC Glycine decarboxylase 9p24.1 25 | leukemia inhibitory factor
positive regulation of
ECM1 Extracellular matrix protein 1 1921.2 10 angiogenesis
SPTA1 Spectrin alpha, erythrocytic 1 1923.1 53 axon guidance
Atypical chemokine receptor 1 (Duffy
ACKR1 blood group) 1923.2 2 defense response
synaptic vesicle
TOR1A Torsin family 1 member A 9934.11 5 transport
neurotransmitter
PAH Phenylalanine hydroxylase 12923.2 | 14 biosynthetic process
adherens junction
CDH15 Cadherin 15 16924.3 | 14 organization
EPOR Erythropoietin receptor 19p13.2 8 brain development
tRNA 5-methylaminomethyl-2- mitochondrial tRNA thio-
TRMU thiouridylate methyltransferase 22913.31 | 12 modification
cysteine metabolic
CTH Cystathionine gamma-lyase 1p31.1 13 process
CPN1 Carboxypeptidase N subunit 1 10924.2 9 insulin processing
central nervous system
LIG4 DNA ligase 4 13933.3 5 development
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Retinitis pigmentosa GTPase

neural precursor cell

RPGRIP1 regulator interacting protein 1 14q911.2 | 25 proliferation
chromosome
ITPA Inosine triphosphatase 20p13 12 organization
heme biosynthetic
PPOX Protoporphyrinogen oxidase 1923.3 19 process
8p21.2-
EPHX2 Epoxide hydrolase 2 p21.1 22 | inflammatory response
mitochondrial tRNA
ELAC2 ElaC ribonuclease Z 2 17p12 24 processing
SEMA4A Semaphorin 4A 1922 18 angiogenesis
actin cytoskeleton
NPHS2 NPHS2, podocin 1925.2 8 reorganization
Ankyrin repeat and SOCS box intracellular signal
ASB10 containing 10 7936.1 7 transduction
Zinc finger protein, FOG family Negative regulation of
ZFPM2 member 2 8g23.1 9 cell death
cerebellar Purkinje cell
AARS Alanyl-tRNA synthetase 16g22.1 | 21 layer development
Alanyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial alanyl-
AARS2 mitochondrial 6p21.1 23 tRNA aminoacylation
ATP binding cassette subfamily A
ABCA7 member 7 19p13.3 | 47 cholesterol efflux
ATP binding cassette subfamily D
ABCD1 member 1 Xqg28 11 | fatty acid beta-oxidation
ABHD12 Abhydrolase domain containing 12 | 20p11.21 | 17 | adult walking behavior
ACO2 Aconitase 2 22913.2 | 18 | citrate metabolic process
Cytochrome P450 family 2 subfamily aflatoxin B1 metabolic
CYP2W1 W member 1 7p22.3 10 process
Cytochrome P450 family 7 subfamily
CYP7B1 B member 1 8912.3 8 B cell chemotaxis
D2HGDH | D-2-hydroxyglutarate dehydrogenase | 2qg37.3 20 response to cobalt ion
D-serine metabolic
DAO D-amino acid oxidase 1292411 | 12 process
aspartyl-tRNA
DARS Aspartyl-tRNA synthetase 2921.3 17 aminoacylation
Aspartyl-tRNA synthetase 2,
DARS2 mitochondrial 1925.1 18 tRNA aminoacylation
DCAF17 | DDB1 and CUL4 associated factor 17 | 2q31.1 19 protein ubiquitination
Pyruvate metabolic
DLAT Dihydrolipoamide S-acetyltransferase | 11923.1 14 process
nuclear envelope
DMPK DM1 protein kinase 19913.32 | 16 organization
DMXL2 Dmx like 2 15921.2 | 47 vacuolar acidification
DnaJ heat shock protein family
DNAJC13 (Hsp40) member C13 39221 57 | endosome organization
NOT calcium ion-
regulated exocytosis of
SYT14 Synaptotagmin 14 1932.2 13 neurotransmitter
TAF15 TATA-box binding protein associated 17912 17 positive regulation of

factor 15

transcription, DNA-

36




templated
enzyme-directed rRNA
TARBP1 TAR (HIV-1) RNA binding protein 1 1942.2 34 2'-O-methylation
peripheral nervous
system neuron
TBCE Tubulin folding cofactor E 1g42.3 18 axonogenesis
actin cytoskeleton
TBCK TBC1 domain containing kinase 4924 33 organization
regulation of neuron
TBK1 TANK binding kinase 1 12q14.2 | 24 death
Tectonin beta-propeller repeat
TECPR2 containing 2 14q32.31 | 20 autophagy
central nervous system
TENM4 teneurin transmembrane protein 4 119141 | 36 myelin formation
ER to Golgi vesicle-
TFG TRK-fused gene 3912.2 12 mediated transport
TGM6 Transglutaminase 6 20p13 13 peptide cross-linking
TMEM216 Transmembrane protein 216 11912.2 6 cilium assembly

En la figura 4 se describen los diferentes efectos causados por las variantes
encontradas, organizadas por la cantidad total. El efecto de cambio de sentido o

missense fue el mas comun con mas del 50% (93 variantes), seguido de las

variantes sindnimas el cual estuvo representado con un 13% (24 variantes).
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Figura 4. Cantidad de mutaciones clasificadas por efectos causados
encontradas en la secuenciacion de exoma completo

Se presentd una alta tasa de transiciones (76.3%) con respecto a las
transversiones (23.7%) como era de esperarse, ya que es mucho mas comun

encontrar variantes de este tipo en el genoma en general (Tabla 3).

Tabla 3. Numero de transiciones y transversiones totales encontradas en la
secuenciacion de exoma completo

Tipo de mutacién Cantidad %Total
Transicion 132 76.3
Transversion 41 23.7
Total 173 100.0

En la tabla 4 se muestran los resultados de la secuenciacion de exoma completo
realizada a 16 pacientes del sur-occidente colombiano, especificando cada
variante encontrada por gen, el cromosoma en el que se encuentra, la posicion,
efecto, cambio de aminoacido y numero RS de ClinVar. Estos resultados son de
gran importancia para la creacion de una base de datos con las variantes propias
de la poblacién del sur-occidente colombiano, abriendo la posibilidad a realizar un
estudio ampliado con muestras de todo el pais y asi crear una base de datos

nacional.

Uno de los resultados mas destacables de la secuenciacion exdémica fue el
hallazgo de 2 variantes no registradas previamente en la literatura para los genes
ATP binding cassette subfamily D member 1 ABCD1 vy Dihydrolipoamide S-
acetyltransferase DLAT, sefialadas en color rojo en la tabla 4. Al ser sometidas a
analisis con los paquetes SIFT y PolyPhen, dichas variantes registran un efecto en
expresion proteica normal. Ademas de esto, cabe destacar que los genes EVC,

G6PD, PRSS56, y AGXT presentaron variantes en mas de un paciente.
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Tabla 4. Variantes exdmicas encontradas por gen, en la secuenciacién de
exoma completo

Pacien. Gen Variante Crom. Posicion Efecto AA ClinVar RS
HPSE2 G>G/A 10 100242490 stop R/* rs267606866
1 ATP7B A>A/C 13 52535985 missense M/R | rs121907998
POF1B C>C/IT X 84563194 missense R/Q rs75398746
EVC G>A 4 5755524 missense R/Q rs35953626
DSPP A>T 4 88533540 missense R/W | rs36094464
CYP21A
2 T>A 6 32007593 missense V/IE rs6476
SCNN1A A>G 12 6458350 missense W/R rs5742912
5 ABCC6 C>T 16 16251599 missense R/Q rs2238472
RPGRIP
1L C>T 16 53720436 missense AT rs61747071
CST3 C>T 20 23618427 missense AT rs1064039
CBS A>G 21 44483184 missense /T rs5742905
G6PD T>C X 153763492 missense N/D rs1050829
C>T X 153764217 missense VIM rs1050828
3 MTHFR G>A 1 11856378 missense AV rs1801133
DPYD G>A 1 98348885 missense C/IR rs1801265
DBT T>C 1 100672060 missense G/S rs12021720
F5 T>C 1 169519049 missense R/Q rs6025
FMO3 G>A 1 171076966 missense E/K rs2266782
Synonymous
CFH C>T 1 196659237 variant Y/H rs1061170
GNPAT A>G 1 231408091 missense D/G rs11558492
ACAD9 G>A 3 128622922 missense AT | rs115532916
KLKB1 G>A 4 187158034 missense N/S rs3733402
ILR7 T>C 5 35861068 missense T/ rs1494558
G>A 5 35871190 missense Y rs1494555
HEXB T>C 5 73981270 missense S/L rs820878
C>T 7 142458412 missense AV | rs202003805
PRSS1 A>T 7 142458451 missense N/I rs111033566
A>G 7 142458526 missense N/S | rs144422014
CA2 A>G 8 86392989 missense N/D rs2228063
ADAMTs
13 C>G 9 136301982 missense Q/E rs2301612
ANKK1 G>A 11 113270828 missense E/K rs1800497
ACADS G>A 12 121176083 missense G/S rs1799958
HNF1A A>G 12 121437382 missense G/S rs1169305
HDP T>C 12 122295335 missense AT rs1154510
BBS2 C>T 16 56548501 missense N/S rs4784677
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APOE T>C 19 45411941 missense C/R rs429358
DGCR6 C>T 22 18901004 missense Q/R rs450046
PRODH C>T 22 rs2904552 missense R/H rs2904552

ARSA G>C 22 51064039 missense T/S rs743616

G6PD T>C X 153763492 missense N/D rs1050829

missense,
splice region
CPT2 C>C/T 1 53668099 variant S/L rs74315294
EVC G>G/A 4 5755524 missense R/Q rs35953626
downstream
4 KEL A>AIG 7 142640113 | gene variant rs8176038
HR T>T/C 8 21976710 missense T/A rs7014851
COL5A1 G>G/A 9 137642654 missense G/S rs61735045
UCP3 G>G/A 11 73716889 stop R/* rs10489431
SCNN1G G>G/A 16 23200921 missense G/S rs5736
upstream
GMPPB C>C/IT 3 4975926 gene variant rs397509422
FOXCA1 C>C/T 6 1611569 missense P/S rs79691946
5 PRF1 C>C/T 10 72360648 missense R/H rs35418374
MYLK2 C>C/A 20 30408160 missense A/E rs121908108
JPH2 C>C/T 20 42744802 missense G/S | rs140740776
6 FBN1 G>C/C 15 48720526 | Intron variant | N/A N/A
C>T/T 15 48807637 missense ClY N/A

FMO3 G>G/A 1 171080080 missense VIM rs1736557
PRSS56 C>C/G 2 233390199 missense P/A rs61744404

AGXT C>C/T 2 241808314 missense P/L rs34116584

7 TPMT T>T/C 6 18130918 missense Y/C rs1142345
C>C/T 6 18139228 missense AT rs1800460
Synonymous
LOXHD1 G>G/T 18 44104697 variant R rs75949023
ABCB4 C>C/T 7 87060844 missense R/Q rs45575636
TLR4 C>C/T 9 120475602 missense T/l rs4986791
8 MEF2A C>C/T 15 100230605 missense P/L rs121918529
downstream
ADA C>C/T 20 43280227 | gene variant rs73598374
GBE1 G>G/A 3 81627151 missense R/C rs80338672
ATP6VO0
A4 A>A/IG 7 138417791 missense M/T rs3807153
9 Synonymous
PTH G>G/T 11 13514053 variant R rs6256
MYF6 G>G/T 12 81101832 missense A/S rs28928909
Synonymous
BRCA1 G>G/A 17 41197752 variant Y rs80356977
Synonymous
10 GLDC C>C/T 9 6589230 variant R rs121964976
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downstream

ECM1 C>C/T 1 150482172 | gene variant rs121909115
SPTA1 G>G/T 1 158624528 missense A/D rs35948326
upstream
DARC C>C/T 1 159175494 | gene variant rs34599082
PRSS56 C>G/G 2 233390199 missense P/A rs61744404
AGXT C>C/T 2 241808314 missense P/L rs34116584
11 upstream
GMPPB C>C/A 3 49761081 gene variant rs142336618
TOR1A C>C/G 9 132580901 missense D/H rs1801968
PAH G>G/T 12 103288604 missense S/R rs62516151
CDH15 C>C/T 16 89246680 missense R/W | rs121434540
downstream
EPOR T>T/C 19 11488727 | gene variant rs62638745
TRMU G>G/T 22 46731689 missense A/S rs11090865
CTH G>G/T 1 70904800 missense S/l rs1021737
AGXT C>C/T 2 241808314 missense P/L rs34116584
CPN1 C>C/T 10 101829514 missense G/D rs61751507
12 LIG4 G>G/A 13 108863591 missense T/l rs1805388
RPGRIP
1 G>G/T 14 21790040 missense A/S rs10151259
ITPA C>C/A 20 3193842 missense P/T rs1127354
CBS A>A/G 21 44483184 missense T rs5742905
downstream
PPOX C>C/G 1 161138933 | gene variant rs12735723
EPHX2 G>G/A 8 27373865 missense R/Q rs751141
CA2 A>A/IG 8 86392989 missense N/D rs2228063
13 GGGTGGC
TCTGCA>G
GGTGGCT inframe PAEP
AIPL1 CTGCA/G 17 6328870 deletion P/P rs281865195
ELAC2 G>G/A 17 12915009 missense S/L rs4792311
SEMA4A G>G/A 1 156146640 missense R/Q rs41265017
14 NPHS2 G>G/A 1 179544941 missense P/L rs74315344
ASB10 C>C/T 7 150884003 missense R/H | rs104886488
ZFPM2 A>A/G 8 106814279 missense S/G rs28374544
15 upstream
AARS A>A/G 16 70287177 | gene variant | None N/A
upstream
T>C/C 6 44268371 gene variant | None N/A
upstream
AARS?2 T>C/C 6 44269023 | gene variant | None N/A
T>C/C 6 44274797 | intron variant | None N/A
T>C/C 6 44275011 missense 1AV N/A
ABCA7 A>A/IG 19 1047161 Synonymous G N/A
variant
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Synonymous

A>A/IG 19 1051214 variant \ N/A
Synonymous
C>C/T 19 1052005 variant A N/A
Synonymous
T>T/A 19 1052017 variant G N/A
Synonymous
A>A/IG 19 1054060 variant L N/A
G>G/A 19 1055191 missense R/Q N/A
G>C/C 19 1056492 missense G/A N/A
A>A/G 19 1059004 intron variant | None N/A
G>T/T 19 1065018 missense A/S N/A
Synonymous
C>C/T 19 1065044 variant G N/A
ABCD1 G>G/A X 153006137 missense VI N/A
T>T/A X 153006141 missense V/E N/A
Synonymous
G>A/A 20 25288632 variant R N/A
intron variant,
GGCcCccCcC feature
>G/G 20 25371112 truncation None N/A
ABHD12 - -
C>G/G 20 25371125 | intron variant | None N/A
G>GGCCT 5 prime UTR
CCGCC/GG variant,
CCTCCGC feature
C 20 25371378 elongation None N/A
Synonymous
ACO2 C>C/T 22 41911525 variant L N/A
CYP2W
1 G>G/A 7 1024091 missense R/H N/A
splice region
variant, intron
variant,
CYPB7B feature
1 GA>GA/G 8 65528842 truncation None N/A
T>G/G 2 242674959 | intron variant | None N/A
A>A/G 2 242680430 | intron variant | None N/A
D2HGD T>T/C 2 242684115 | intron variant | None N/A
H C>C/T 2 242688292 | intron variant | None N/A
C>C/T 2 242688366 | intron variant | None N/A
C>C/T 2 242690745 missense ANV N/A
A>A/IG 2 242707101 | intron variant | None N/A
C>C/A 12 109277492 | intron variant | None N/A
T>T/G 12 109278747 | intron variant | None N/A
DAO intron variant,
feature
G>G/GA 12 109293109 elongation None N/A
DARS T>T/C 2 136740900 | intron variant | None N/A
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DARS?2 T>T/C 1 173797451 | intron variant | None N/A
Synonymous
C>TIT 2 172291616 variant V N/A
G>T/T 2 172329458 | intron variant | None N/A
Synonymous
A>G/G 2 172330393 variant Q N/A
splice region
variant, intron
C>TIT 2 172336541 variant None N/A
3 prime UTR
G>A/A 2 172338194 variant None N/A
3 prime UTR
DCAF17 T>G/G 2 172338300 variant None N/A
3 prime UTR
C>TIT 2 172339964 variant None N/A
3 prime UTR
T>A/A 2 172340049 variant None N/A
3 prime UTR
T>C/C 2 172340419 variant None N/A
3 prime UTR
C>G/G 2 172340736 variant None N/A
3 prime UTR
A>G/G 2 172341327 variant None N/A
C>C/T 11 111896324 missense AN N/A
splice region
variant, intron
variant,
feature
GT>GT/G 11 111897028 truncation None N/A
A>AIT 11 111897050 | intron variant | None N/A
DLAT [ 15110 11 | 111908162 | missense | VIA N/A
intron variant,
feature
AG>A/A 11 111916001 truncation None N/A
G>G/A 11 111916647 missense D/N N/A
C>C/T 11 111930576 | intron variant | None N/A
A>A/IG 11 111933088 | intron variant | None N/A
downstream
DMPK A>A/IC 19 46282503 | gene variant | None N/A
splice region
variant,
synonymous
DMXL2 A>A/IG 15 51748564 variant L N/A
DNAJCA1
3 G>T/T 3 132218623 missense A/S N/A
SYT14 3 prime UTR
A>G/G 1 210337043 variant None N/A
3 prime UTR
G>A/A 1 210335066 variant None N/A
T>C/C 1 210335028 | 3 prime UTR | None N/A
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variant

GTTAATT> 3 prime UTR
G/G 1 210334665 variant None N/A
Synonymous
C>C/T 17 34171827 variant Y N/A
TAF15 intron variant,
feature
G>G/GT 17 34165601 elongation None N/A
Synonymous
G>G/T 1 234603386 variant L N/A
Synonymous
T>T/C 1 234569192 variant A N/A
TARBP1 splice region
variant, intron
T>T/C 1 234563060 variant None N/A
Synonymous
A>A/IG 1 234541801 variant C N/A
splice region
variant, intron
TBCE G>G/A 1 235590559 _variant_ None N/A
splice region
variant, intron
C>C/T 1 235543470 variant None N/A
Synonymous
A>A/IG 4 107151587 variant C N/A
TBCK Synonymous
A>A/IG 4 107133919 variant G N/A
A>A/IG 4 107115960 | Intron variant | None N/A
Synonymous
T>T/A 12 64875787 variant I N/A
TBKA1 Intron variant,
feature
A>A/AT 12 64858100 elongation None N/A
3 prime UTR
A>AIT 14 102965437 variant None N/A
TECPR2 3 prime UTR
A>A/IG 14 102965435 variant None N/A
G>G/A 14 102894593 missense V/I N/A
Synonymous
TENM4 G>A/A 11 78443586 variant I N/A
Synonymous
G>A/A 11 78372536 variant L N/A
downstream
TEG T>T/C 3 100467018 | gene variant | None N/A
A>A/G 3 100438784 | intron variant | None N/A
C>TIT 20 2413126 intron variant | None N/A
TGM6 G>A/A 20 2380396 | intron variant | None N/A
A>G/G 20 2375262 missense M/V N/A
TMEM21 G>G/C 1" 61165741 downstream | None N/A
6 gene variant
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downstream
C>C/CA 11 61165731 gene variant | None N/A

4.2. ANALISIS GENOMICO Y BIOINFORMATICO

Con el diagrama de barras obtenido a partir de la busqueda de interacciones
proteina-proteina de cada gen evaluado en este trabajo, se encontré un total de
3748 interacciones (Figura 5). La proteina con mayor numero de interacciones fue
Breast cancer 1 BRCA1 (702 interacciones), seguido de Transmembrane protein
216 TMEM216 (244 interacciones), TANK binding kinase 1 TBK1 (158
interacciones) y RPGRIP1 like RPGRIP1L (157 interacciones).
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Grafico 1. Numero de interacciones proteina-proteina para cada uno de los
genes evaluados, extraidas de la base de datos BioGRID. Se presentan solo
los genes con mayor numero de interacciones.

En cuanto a la red de interacciones proteina-proteina realizada con base en las
proteinas codificadas por los genes que presentaron variantes exémicas (Figura

6A), tuvo un total de 2758 interacciones. Se puede destacar la presencia de los
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dos nodos mas grandes, es decir, con mas interacciones proteicas, BRCA1 y
TMEM216 (Figura 6B).

Figura 5. Redes de interaccién proteina-proteina construidas con base en las
proteinas asociadas a discapacidad cognitiva segun la secuenciacion de
exoma completo con el programa Cytoscape 3.2. A) Red completa B) Sub-red
mostrando los dos nodos con mayor cantidad de interacciones.

Los parametros topoldgicos de la red mostraron un coeficiente de agrupamiento
de 0.009, 10 componentes conectamos, una centralizacion de la red de 0.207 y
heterogeneidad de 5.547 (Tabla 5)

Tabla 5. Parametros topologicos de la red de genes asociados a
discapacidad cognitiva, extraidos del programa Cytoscape 3.2 usando la
herramienta Network Analyzer

Parametro topolégico Valor
Coeficiente de agrupamiento 0.009
Componentes conectados 10

Diametro de la red 10
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Radio de la red 1

Centralizacién de la red 0.207
Numero promedio de vecinos 2.498
Numero de nodos 2758
Densidad de la red 0.001
Heterogeneidad de la red 5.547

De las categorias GO especificamente de procesos bioldgicos mas destacados de
la red se pueden destacar la sinapsis (P-valor 8,79E-28), la regulacién positiva de
la muerte celular (P-valor 1,26E-23), Regulacion negativa de la muerte neuronal
(P-valor 8,62E-23) y de la migracion celular (P-valor 8,73E-23) y la regulacién
positiva de la transmision sinaptica (P-valor 1,01E-22) (Tabla 6). Cada uno de
estos procesos biolégicos que se dan normalmente en cualquier individuo sano es
de gran importancia para el mantenimiento de las habilidades cognitivas normales,
por lo que se asume que una falla producida en proteinas asociadas con estos

procesos ocasionaria una afectacion grave en la cognicion.

Tabla 6. Categorias GO-Procesos biolégicos destacados de la red de genes
asociados a discapacidad cognitiva, extraidas del programa Cytoscape 3.1y
Quick GO.

GO_ID Descripcion del proceso (B:r;\flzl!l?;ni)
9987 Fosforilacion oxidativa 1,56E-46
44237 Cadena respiratoria de transporte de electrones 2,35E-43
8152 Proceso de oxidacion-reduccion 2,81E-36
44260 Proceso catabc,')lico de p_rqteirjgs dependiente _de u_biquitina través de la
via de clasificacion cuerpos multivesiculares 6,56E-36
44238 Transporte de electrones mitocondrial, NADH a ubiquinona 2,57E-33
43170 Cascada MAPK 1,31E-32
16043 Sinapsis 8,79E-28
48518 Regulacion positiva de la muerte celular 1,26E-23
48523 Regulacion negativa de la muerte neuronal 8,62E-23
48519 Regulaciéon negativa de la migracién celular 8,73E-23
48522 Regulacion positiva de la transmisioén sinaptica 1,01E-22
44267 Desacetilacion de histonas 2,63E-22
34641 Sintesis de ATP acoplado al transporte de electrones 2,96E-22
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44419 Patogénesis 5,45E-22
6139 Transporte de electrones mitocondrial, Ubiquinol a citocromo ¢ 8,87E-22

5. DISCUSION

El uso de NGS, especificamente de secuenciacion de exoma completo de
pacientes con discapacidad cognitiva en este trabajo, logro la identificacion de 108
genes afectados, presentando un total de 184 variantes exdmicas. Ademas como
se menciond anteriormente se hallaron 2 nuevas variantes, en los genes ABCD1 y
DLAT que no han sido previamente reportadas en la literatura, lo cual es un gran
aporte a la informacion que se tiene de la estructura gendmica de la poblacién
Colombiana, especificamente del sur-occidente colombiano. Todas las variantes
aqui reportadas serviran para la creacion de una base de datos autdctona, que
abrira el camino a nuevos estudios ampliados que cubran mas regiones del pais

hasta reunir informacién de pacientes con discapacidad cognitiva de todo el pais.

Especificamente la variante nueva encontrada en el gen ABCD1 fue una transicion
G>G/A con cambio de aminoacido (missense) Valina por Isoleucina, ubicada en la
posiciéon 153006137 del cromosoma X. El gen ABCD1 codifica un transportador
peroxisomal que permite el paso de acidos grasos desde el citosol hasta el interior
del peroxisoma para su consiguiente degradacion por B-oxidacion. Este gen esta
asociado al desorden ligado al cromosoma X Adrenoleucodistrofia (ALD), el cual
es se caracteriza por la acumulacién de cadenas muy largas de aminoacidos en el
plasma y tejidos afectados (32). Las manifestaciones de esta enfermedad ocurren
primeramente en el cortex adrenal, la mielina del sistema nevioso central y las

células Leydig de los testiculos. Moser y colaboradores (33) explicaron 7 fenotipos
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posibles de ADL incluyendo la forma cerebral en la nifiez, adrenomieloneuropatia
(AMN), cerebral adulta, adolescente, insuficiencia adrenal sin enfermedad
neuroldgica, asintomatica y heterocigotos. Los adultos presentan una forma
mucho mas cronica de la enfermedad (AMN) la cual involucra la médula espinal y
los nervios periféricos aunque los hemisferios cerebrales pueden afectarse
también. Estas caracteristicas segun el estudio de Edwin y colaboradores (34)
fueron causales de la discapacidad cognitiva del 60% de pacientes evaluados con
AMN.

La segunda variante nueva encontrada en el presente trabajo fue la presente en el
gen DLAT, especificamente una transicion C>C/T con cambio de aminoacido
(missense) Alanina por Valina, ubicada en la posicion 111896324 del cromosoma
11. EI gen DLAT codifica el componente E2 del complejo multienzimatico de la
piruvato deshidrogenasa (PDC), el cual reside en la membrana interna
mitocondrial y cataliza la conversion del piruvato en acetil coenzima A (35). La
deficiencia en piruvato deshidrogenasa es una causa principal de acidosis lactica
primaria y disfuncién neurologica en infancia y nifiez; a pesar de que esta
deficiencia casi siempre es causada por mutaciones encontradas en el gen que
codifica para la sub-unidad E1-alfa del complejo PDC, a partir del afio 2005 con la
publicacion de Head y colaboradores (36) donde se reportaron dos casos de
personas con la deficiencia en piruvato deshidrogenasa cuya causa residia en
mutaciones en el gen DLAT que ocasionaban una proteina E2 malfuncional. Las
caracteristicas clinicas encontradas en estos uno de los pacientes de dicho
estudio fueron ataxia con retraso motor grueso y fino, aprazia oculomotora y
movimientos disténicos en cara, manos, pies e hiperreflexia. Por otro lado el
segundo paciente desarrollé signos mucho mas prominentes como retraso en el
crecimiento, discapacidad cognitiva no tan severa y distonia generalizada. Otro
estudio mas reciente de McWilliam y colaboradores (37) presenté evidencias
adicionales del fenotipo mostrado en el estudio de Head y colaboradores (36) y su

relacion con mutaciones en el gen DLAT. Dicho estudio describié el caso de dos
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hermanas con sintomas iniciales de distonia y deficiencia de la piruvato

deshidrogenasa causada por defectos en la subunidad E2.

Por otro lado, segun el analisis bioinformatico, los genes que codifican para las
proteinas BRCA1 y TMEM216 son los que mas numero de interacciones proteina-
proteina presentan, lo cual implica que cualquier mutacién que cause un dafo en
la proteina y su funcion, afectara diversas rutas metabdlicas y procesos en los que
se ve implicada. EI gen BRCA1 se encuentra ubicado en el cromosoma 17 y
codifica una fosfoproteina nuclear con el rol de mantener la estabilidad gendémica,
ademas de actuar como un supresor de tumor. Acerca de este gen se conoce
ampliamente su implicacion en cancer de seno y ovario, sin embargo,
recientemente se ha aclarado mucho mas cual es la funciéon de éste en el
desarrollo del cerebro y de hecho, su contribucion en el déficit cognitivo asociado a
Alzheimer (AD). En el trabajo de Pao y colaboradores (38) se explica que BRCA1,
a pesar de tener grandes implicaciones como supresor de tumores, presenta su
maxima expresion en el neuroepitelio embridnico cuando los progenitores neurales
proliferan mas. Dichos autores inactivaron el gen BRCA1 en un cerebro en
desarrollo y encontraron que el fenotipo resultante se caracterizaba por agenesia
severa de multiples estructuras cerebrales laminadas, afectando notablemente al
neocortex, hipocampo, cerebelo y bulbo olfatorio. Cabe resaltar la importancia de
estructuras como el hipocampo para todo el proceso de aprendizaje y memoria
que se ve afectado en personas con discapacidad cognitiva. Otro de los estudios
que demuestra la implicacion del gen BRCA1 y la discapacidad cognitiva es el
realizado por Suberbielle y colaboradores (39) en el que se encontraron niveles
reducidos de dicho gen en cerebros de pacientes con AD, concluyendo que
BRCA1 es regulado por la actividad neuronal al mismo tiempo que protege el

genoma neuronal en cuanto a su integridad y funciones cognitivas.

En cuanto al gen TMEM216, codifica una proteina transmembrana que se requiere

para la ciliogénesis especifica de ciertos tejidos. Mitaciones en este gen se han
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visto asociadas al sindrome Meckel-Gruber tipo 2 y al sindrome de Joubert 2, el
cual también se conoce como sindrome de cerebelo-oculorenal 2. Pacientes con
el sindrome de Joubert 2 sufren de enfermedades neuroldgicas que se manifiestan
en retardo psicomotor, hipotonia y ataxia entre otros; precisamente en el estudio
realizado por Edvardson y colaboradores (40) se identificd la mutacion R12L en el
gen TMEM216 en 13 pacientes con el sindrome de Joubert 2. Entre otros
sintomas, todos los pacientes presentaron un funcionamiento cognitivo que fue

gradualmente empeorando, de un rango ligero a severo.

Por otro lado, las categorias GO especificamente los procesos biologicos
destacados de la red construida en Cytoscape 3.2, evidenciaron entre otros, 5
procesos principales altamente implicados en el buen mantenimiento de un
proceso cognitivo normal, la sinapsis, la regulacién positiva de la transmision
sinaptica, la regulaciéon de la muerte neuronal y la migracién celular (41). La
sinapsis por su parte es la comunicacion entre neuronas, de hecho en cuanto las
neuronas terminan su migracion en el cerebro en desarrollo, extienden sus axones
y dendritas para establecer contacto con otras neuronas. A medida que el cerebro
va completando su desarrollo, se forman millones de conexiones sinapticas y se
forma todo el circuito neuronal (42). De hecho, aunque el cerebro alcanza
aproximadamente el 90% de tamafo entre los 2 y 5 afios de edad (43), las
conexiones sinapticas continuan formandose por mucho mas tiempo, interviniendo

en los procesos cognitivos de la persona.

En cuanto al proceso biolégico de la muerte neuronal, se encuentra asociado a
asociado a enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis multiple, el
Alzheimer, Parkinson en las cuales se ven afectadas seriamente las funciones
cognitivas (44). En los ultimos afios se ha identificado gran cantidad de
mutaciones y polimorfismos en pacientes afectados de enfermedades
neurodegenerativas. El descubrimiento de estas alteraciones genéticas ha

ayudado a comprender mejor la patogenia de estas enfermedades (45).
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Otro de los resultados obtenidos en este trabajo se relaciona con la alta cantidad
de variantes de tipo transicionales en comparacién con las transversiones. De
hecho esto concuerda con lo reportado en la literatura, Rosenberg y colaboradores
(46) explican que un aspecto fundamental de la mutacién puntual del ADN es la
observacion de que los cambios de nucledtidos transicionales ocurren con mayor
frecuencia que los cambios de transversién. Al parecer este sesgo se debe
principalmente a la estructura bioquimica de las bases de nucleotidos y las
propiedades quimicas de la asociacion de bases complementarias (47). Sin
embargo otro aspecto interesante es que segun un estudio realizado por
Prendergast y colaboradores (48) la tasa de transiciones sinénimas se encontré
fuertemente correlacionada positivamente con la estructura de la cromatina,
mientras que la tasa de transversiones no mostré tendencia evidente de

asociacion con dicha estructura.

En la secuenciacion se encontraron también una gran cantidad de variantes de
tipo missense en comparacion con otros tipos, esto también concuerda con lo
reportado en estudios anteriores. Segun Kryukov y colaboradores (49) varios
estudios recientes han reportado un exceso significativo de variantes raras
missense en genes candidatos o vias metabdlicas en individuos con valores

extremos de fenotipos cuantitativos.

Finalmente vale la pena resaltar que la secuenciacion tanto de exoma complete
como de exomas ha facilitado en gran manera la deteccion de novo de SNVs
(Single nucleotide variant) en enfermedades genéticas raras en todo el mundo, por
lo que su aplicacion como herramienta diagnéstica en la poblacion colombiana es
de gran utilidad (50). La amplia disponibilidad de tecnologia de NGS ha impulsado
el estudio de mutaciones de novo en salud y enfermedad. De hecho, estudios
piloto realizadas con enfermedades de desarrollo neurolégico de inicio temprano

han indicado que las mutaciones de novo pueden desempenar una parte mucho
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mas importante de lo que se suponia anteriormente, o que explica en parte por
qué estas enfermedades con tan poco fitness permanecen frecuentes en la

poblacién humana (51).

6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Con la secuenciacion del exoma completo se logran identificar mutaciones poco
comunes vinculadas a enfermedades de una manera eficiente, y teniendo en
cuenta que el exoma es la region codificante del genoma y precisamente es donde
se encuentran la mayoria de mutaciones, esta técnica ha sido de gran ayuda para

los estudios gendmicos que abordan la etiologia de ciertas enfermedades.

Es de gran importancia resaltar que este trabajo aporta dos variantes nuevas
asociadas con discapacidad cognitiva en pacientes del sur-occidente colombiano,
ademas de otras 182 variantes haciendo uso de la secuenciacion de nueva
generacion y aportando informacién para la creacion de una base de datos de la
estructura genomica propia de la region, con posibilidades de ampliar la
investigaciéon hacia mas regiones del pais y tomar una cantidad mayor de
muestras que permitan una representacion mas fiel del pais y completar una base
de datos nacional. Por otro lado se podria realizar posteriormente un estudio que
asocie los efectos de las variantes con la expresion del gen que posea dichas
variantes, de esta forma se podria obtener informaciéon mas integral de como se ve

afectada la sintesis de proteinas y su impacto en el metabolismo del paciente.
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