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1. RESUMEN

El genoma humano consta de 3 mil millones de pares de bases, sin embargo,
no todos los genomas son iguales, si no que existen diferencias llamadas
polimorfismos o variantes, que van de un solo nucleétido (SNV) o unas cuantas
pares de bases a fragmentos de cromosomas. Estas variaciones pudieron empezar
a ser estudiadas para conocer sus impactos o si guardaban relaciones clinicas
gracias a la Gendmica Poblacional, con proyectos que secuenciaron cientos o miles
de individuos a nivel mundial. Sin embargo, algunas regiones del mundo no fueron
tan estudiadas, como es el caso de México, ademas por ser un pais con eventos de
mestizaje, se iniciaron algunos proyectos con el objetivo de conocer la variacion de

los nativos amerindios mexicanos.

Los primeros proyectos a nivel nacional implicaban el uso de microarreglos o
exomas, pero también se llevaron a cabo iniciativas que buscaban secuenciar
genomas completos. Ya se han reportado algunas variantes con informacion de
fenotipos relacionados por estos proyectos, sin embargo, la busqueda de
informacién sobre cientos de miles de variantes es una labor que toma mucho

tiempo y recursos.

En el presente trabajo se realiz6 el desarrollo de una herramienta bioinformatica que
permite el estudio de la variacion genémica en proyectos poblacionales, validandola
con los datos de genoma completo del proyecto 100G-MX, el cual es un proyecto
de caracterizacion de genomas nativos mexicanos que explora el componente
nativo mediante secuenciacion de genoma completo y busca inferir la historia
demografica de los antepasados nativos americanos, con el objetivo de obtener
variantes biomédicamente relevantes. Se describié el conjunto de datos de las
variantes, obteniendo el nimero total de variantes por individuo y el total, a partir de
lo cual se seleccionaron aquellas que se encontraban con algun fenotipo biomédico
reportado en las bases de datos ClinvVar y GWAS Catalog, que ademas mostraran
frecuencias diferenciales en comparacion con otras poblaciones a nivel mundial. Se

hizo una revisibn bibliografica de estas variantes catalogadas como
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biomédicamente relevantes, acompafiada de la descripcion del impacto, gen al que
pertenecia (en el caso de variantes en regiones codificantes) y un resumen breve
sobre con qué rasgo se reportaba esta variante. Interesantemente, se encontraron
variantes relacionadas con fenotipos previamente reportados dentro de la poblacién
mexicana, como el aumento del indice de masa corporal, diferencias en los niveles
de colesterol, y otros que no han sido estudiados profundamente como héabitos de
consumo de alcohol, depresion y funciones cognitivas. Es importante mencionar
qgue no se encontraron variantes reportadas como no benignas o patogénicas por
ClinvVar para este conjunto de datos, y en el caso de las variantes reportadas por
estudios de asociacion, la mayoria era de individuos europeos, y sélo uno incluia
individuos con ancestria americana, lo cual resalta la importancia y necesidad de
tener mas proyectos de secuenciacion de poblaciones nativas y mestizas en México
que contribuyan al desarrollo de la Medicina Gendmica en México, y se espera que
el desarrollo de esta herramienta facilite la identificacion de variantes de interés

biomédico en los futuros proyectos poblacionales.
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2. INTRODUCCION

2.1 Larevolucion genémica

En el afio de 1900, DeVries, Correns y Tschermak de forma independiente
redescubrian el trabajo de Gregor Mendel!*2], las llamadas leyes de la herencia, que
sentarian la base para el desarrollo de la Genética. En 1953, los cientificos Watson
& Crick identificaron a la molécula de Acido Desoxirribonucleico (ADN) como la base
quimica de la herencia y dedujeron su estructura gracias a la famosa “fotografia 51”
tomada por Rosalind Franklin a través de difraccion de rayos X[El. Conociendo la
estructura de esta molécula, los quimicos y bidlogos buscaron conocer el orden y
secuencia de los nucledtidos de la molécula de ADN, es asi como en 1977 Sanger
y Gilbert desarrollaron métodos para secuenciar el ADN basados en el marcaje
radiactivo de nucleétidos y reacciones quimicas que fragmentan o polimerizan al
ADNI45] de forma paralela, los genetistas usaron marcadores de ADN para poder
ubicar genes en regiones cromosomales, desarrollando mapas de ligacién basados
en patrones de herencia de alelosl®l. Posteriormente, en la década de 1990s, se
logré secuenciar el codigo genético completo de distintos organismos, siendo los
primeros genomas secuenciados algunos virus y bacterias debido a su facilidad de
estudiol™; tras el éxito de secuenciar genomas pequefios, surgio la iniciativa de
conocer la secuencia completa del genoma humano, dando inicio el Proyecto del
Genoma Humano en 1990(1%,

En el afio 2001 se publicé el primer borrador del genoma humano, siendo esta la
culminacién de un gran esfuerzo colaborativo tecnolégico y cientificol’%12l, Una de
las primeras sorpresas del genoma humano fue que la cantidad genes que codifican
para proteinas era mucho menor a lo que se esperaba, dando lugar a nuevas
preguntas como: ¢ qué detalles gendmicos nos hacen diferentes de otras especies?,

¢qué tan diferente es el genoma de dos personas?

Gracias al avance de tecnologias masivas de secuenciacion, recientemente se han

completado los primeros proyectos de secuenciacion completa y profunda de
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genomas de la poblacién general. A diferencia del proyecto original del genoma
humano (donde se reporté un solo genoma, integrado a partir de muestras
voluntarias), los proyectos de secuenciacion poblacional permiten analizar las
diferencias gendémicas entre personas a través de la identificacion de mutaciones
presentes en cada individuo (propiamente denominadas “variantes”, para evitar la
asociacion negativa con el término “mutacion”). El estudio de las variantes
particulares de los individuos y la variacion compartida por grupos poblacionales
forma la base de las iniciativas en medicina gendmica, particularmente en el area
de la farmacogendmica (relativa a cdmo las variantes afectan la forma en que un
individuo metaboliza los farmacos) y la medicina personalizada (el uso de la
informacion genomica particular de cada individuo para mejorar la prevencion,

diagnéstico y tratamiento de enfermedades).

Aungue previamente existieron proyectos de analisis de la variacion poblacional a
nivel mundial basados en tecnologias de genotipificacién por microarregloss! (que
son placas de vidrio que contienen moléculas de ADN de posiciones especificas del
genoma, que sirvan para detectar variantes en una muestra de ADN), dichas
tecnologias permitian la comparacion de una fraccion pequefia del genoma
humano. El proyecto pionero de secuenciacion profunda poblacional, basado en
tecnologias de secuenciacion masiva, fue el Proyecto de los Mil Genomas, el cual
consistié en la primera descripcion detallada de la variacién entre los genomas de
distintas poblaciones del mundo4. Otros proyectos mas extensos le siguieron,
como el proyecto gnomADM5 una descripcion general de la variacion en decenas de
miles de genomas completos, y cientos de miles de exomas (conjunto de exones;
son los fragmentos de ADN transcritos para dar lugar a las proteinas); o el UK10K,
una busqueda por marcadores genémicos en patologias de interés para el Reino
Unido que permitan distinguir entre pacientes enfermos y sanos!*®l, lo cual sentara

las bases para una mejora directa de sus servicios de salud.

Por otro lado, gracias a las iniciativas de medicina personalizada puestas en marcha
en distintos paises('’-23l, se pronostica que en el futuro no muy lejano la mayoria de

las personas tendra acceso a su genoma completo. La generacion y acumulacion
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de datos genéticos humanos, junto con metadatos fenotipicos (edad, estatura,
indice de masa corporal, padecimientos clinicos, respuestas a tratamientos, etc.)
han dado paso a una etapa denominada la Revolucion Gendmica, etapa en la que
el conocimiento detallado de los genomas y su relacion con fenotipos de interés
clinico haréan posible la prevencion oportuna y el tratamiento personalizado de las

enfermedades.

En estos inicios la Revolucion Gendmica se enfrenta principalmente a dos tipos de
problemas: limitaciones en tecnologias de la informacion, y falta de conocimiento
biolégico profundo sobre las causas genéticas (de haberlas) en multiples
padecimientos. Por lo anterior, la bioinforméatica ocupa un rol central en la

Revolucion Gendmica.

La secuenciacion de genomas completos provee millones de datos crudos, es decir,
datos sobre la variacion de los individuos que no incluyen informacién clinica de
interés. En México, actualmente contamos con la informacién de 12 genomas
completos amerindios representativos de algunos pueblos originarios, junto con
datos de exoma y microarreglos?4-26l, Asimismo, actualmente se esta llevando a
cabo un proyecto por el Instituto Nacional de Medicina Gendémica (INMEGEN), el
cual cuenta con 76 genomas completos de poblaciones nativas mexicanas
(NatMex). Las variantes reportadas por estos datos genémicos son importantes ya
gue representan hasta el 50% de las variantes que se encontraran en la poblacién

general, dado que la poblacién mexicana es mayoritariamente mestizal??-28],

En el presente proyecto analizaremos el conjunto de datos poblacionales de los 76
genomas nativos mexicanos utilizando bases de datos fenotipicos actualizadas,
para identificar y caracterizar in silico variantes de interés clinico que sirvan como
puntos de partida para futuras lineas de investigacion en medicina gendémica de
relevancia nacional. Paralelamente, nuestro proyecto esta basado en el disefio,
desarrollo y validacion de una herramienta bioinformética para el andlisis
reproducible de proyectos gendmicos poblacionales; el propdsito principal de la
herramienta es agilizar el paso desde la deteccion de polimorfismos hasta el analisis

de variantes de una manera amigable con los usuarios, lo cual facilitara el uso de
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datos gendémicos masivos y publicamente disponibles en proyectos del &mbito de la

Medicina Gendmica y la Gendémica de Poblaciones.

3. ANTECEDENTES

3.1 Proceso de deteccidn de variantes

El genoma humano consta de aproximadamente 3 mil millones de pares de
bases y cerca de 20,000 genes que codifican proteinas?®. Todos los humanos son
diferentes uno del otro, y la mayoria de estas diferencias tiene una base genética,
es decir, diferencias en el fenotipo son reflejo de diferencias en el genotipol3Y;
algunas de estas diferencias son causadas por la tasa de mutacion en humanos
que vade 1.0 — 1.5 x108 pb, lo cual permite transmitir ~30 nuevas variantes en cada
gametol®l. Si se comparan las diferencias entre dos genomas de humanos
seleccionados al azar, cerca del 1.2% son diferencias que surgen por mutaciones,
propiamente llamadas polimorfismos[®233 las cuales son responsables de la

variacion entre poblaciones!®¥, por lo que también se les llama “variantes”.
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Variantes Genéticas

¢Qué son?
a
g g “Var!ante" es gl término se usa para referir a una
region especifica del genoma que difiere al

g g comparar conira un genoma de referencia.

Tipos de Variantes

Ocurre 1 cada 1000 pares de bases
* Inserciones
* Deleciones

* Variaciones de un solo nucleétido (SNV) {

1

SNV Insercion Delecion
CATC TCAT CATCA CAT CATC CAT
CATC TCAT CATCA TCAT CATCCAT

Pueden implicar variaciones:

Sinonimas No Sinénimas
No provocan cambios Alteran los aminoacidos que
a nivel de la conforman una proteina.
secuencia de -Missense: Cambia 1
aminoacidos. aminodcido.

-Nonsense: Inserta un codon de

paro.

Fuentes:
Brookes AJ. The essence of SNPs. Gene. 1999
Kimura M. The neutral theory of molecular evolution. Cambridge University Press; 1983

Figura 1. ¢ Qué son las variantes genéticas? Clasificacién e impacto.

Hoy en dia las técnicas de secuenciacién desarrolladas para el Proyecto del
Genoma Humano han quedado en segundo plano, siendo las tecnologias de
secuenciacion de siguiente generacion (Next Generation Sequencing, NGS) las que
las han superado en cantidad de lecturas generadas, rapidez y abaratamiento de
costos, incluso reemplazado en algunos aspectos a los microarreglos como la

plataforma lider para la investigacion del genomalt2.35-37],

15



cGenoma, exoma o
microarreglos?

Secuenciacion de Genoma Completo (Whole Genome
Sequencing, WGS)

Permite secuenciar regiones nuevas (no conocidas), tener el
panorama genomico completo de un organismo.

Secuenciacion de Exoma Completo (Whole Exome
Sequencing, WES)

Determina la secuencia de nucledtidos del exoma, que
engloba regiones codificantes de proteinas, y representan
solo el 1% del genoma en humanos.

Microarreglos o paneles dirigidos

Son paneles que contienen posiciones previamente
definidas del genoma, que permiten identificar variaciones,
en el genoma muestra, de esas posiciones.

En WGS hay menos cobertura, pero mejor distribuida. En
WES, mas cobertura (hasta 100X) pero abarcando menos
regiones. Los microarmreglos permiten conocer cerca de
500,000 posiciones del genoma, sin embargo, solo de
variantes ya conocidas. El uso de cualquiera, depende del
objetivo de cada proyecto.

Figura 2. Abordajes de secuenciacién y microarreglos de ADN.

La principal plataforma para la obtencion de datos NGS es la secuenciacién por
sintesis, de lllumina; dicha tecnologia permite digitalizar muestras biolégicas, dando
como resultado una enorme cantidad de datos (en el rango de Gigabytes para
genomas completos; Terabytes en proyectos poblacionales compuestos por cientos
de muestras individuales). Un factor importante a considerar en un proyecto de

secuenciacion ya sea de exoma o de genoma completo, es la “cobertura”, que se

refiere al promedio de veces en que un nucledtido fue secuenciado.
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Pero, los datos crudos de una secuenciacién aun contienen errores y estan en
desorden, de tal manera que no es posible hacer analisis directamente sobre este
tipo de datos; se requieren herramientas bioinformaticas que permitan integrar y
analizar los datos para poder generar hipotesis bioldgicas de interés. Un ejemplo de
estas es “Genome Analysis Tool Kit” (GATK) que es un kit de herramientas usado
desde la linea de comando para analisis de datos de secuenciacion gendomica
principalmente para el descubrimiento de variantes!®l. Los pipelines (conjunto de
transformaciones para procesar los datos crudos a algo interpretable, o flujos de
trabajo) de GATK comprenden dos etapas; la del preprocesamiento de los datos
crudos para producir archivos BAM (Fig. 3) alineados a un genoma de referencia y
corregidos del sesgo técnico listos para el andlisis; y la siguiente etapa que identifica
la variacion gendmica con métodos de filtracion, generando un archivo de salida en
formato VCF®. El formato VCF (Fig. 3) contiene datos para cada posicion en el

genoma donde se encontrd un polimorfismot9,
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Formatos en Genomica Humana

FASTQ

@readl
AGCTTATCCTCTGCTCACCCCCGGGTTAGCGCACTTGATGTATTCACAGC
+

BA1@CC7CBCCCIOCS; B2@>C?B@B@B3=97@B1 : AB7B?B8B?B6B. 7.

Archivo de texto que contiene informacion sobre los fragmentos
de DNA y calidad de su secuenciacion en formato hexadecimal.

secscssccee R R *seccesssenes sescccee *eecccscscccnnee R T RNy sesee

BAM/SAM
SRRO13667.1 99 19 8882171 60 76M = 8882214 119
NCCAGCAGCCATAACTGGAATGGGAAATAAACACTATGTTCAAAGCAGA
#>A@BABAAAAADDEGCEFDHDEDBCFDBCDBCBDCEACB>AC@CDB@>

El archivo SAM contiene las coordenadas donde alineé cada
fragmento del FastQ. El BAM es su formato binario para reducir el
tamano de los archivos generados.

#CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER INFO FORMAT  GEN
chril 82154  rs4477212 a . . . . GT 0/0

Reporta cada posicion variante en el genoma humano, en
comparacion con el genoma de referencia. Se infiere a partir de
las alineaciones BAM.

Fuentes:

Danecek P, Auton A, Abecasis G, Albers CA, Banks E, DePristo MA, et al. The variant call format and VCFtools. Bioinformatics.
2011.

http://samtools.github.io/hts-specs/SAMv1.pdf

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/

Figura 3. Descripcion y ejemplos de algunos formatos usados en
Bioinformatica.

3.2 Proyectos poblacionales a nivel mundial

Después de la publicacion del Proyecto del Genoma Humano, se iniciaron
lineas de investigacion para el estudio de la variacibn gendmica en distintas
poblaciones del mundo, principalmente aquellas poco o0 nada representadas, para
conocer su estructura gendémica y dinamica poblacional. A continuacion, se

sintetizan los principales proyectos de genotipificacion poblacional.
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3.2.1 HapMap

El proyecto HapMap[*®, lanzado en 2002 y concluido en 2010, tenia como
objetivo determinar patrones de variacion comun o haplotipos (definidos como un
conjunto especifico de alelos observados en un solo cromosoma, o parte de un
cromosoma) en distintas poblaciones. EI HapMap provee el primer recurso publico
para entender la variacidon gendémica en 4 poblaciones geogréficamente diversas
(Africa, Europa, Sur de Asia y Este de Asia)l*142l, Este proyecto se llevd a cabo
conjuntando el uso de microarreglos para la deteccion de variantes, y fue util para
iniciar la busqueda de genes que contribuyen a la enfermedad o a la respuesta de
farmacos en poblaciones diversasi*ll., Al estar basado en tecnologia de
microarreglos, este proyecto pudo cuestionar apenas un par de millones de
posiciones del genoma humano; sin embargo, HapMap fue la base para la mejora
de estudios de asociacibn de genoma completo a gran escala, al proveer un
contraste para la deteccion de variantes*344, |a identificacion y correlacion de la

estratificacion de poblaciones y su parentescol4546],
3.2.2 El Proyecto de los 1000 Genomas

El Proyecto de los 1000 Genomas dio inicio en 2009 y se concluyé en 2015,
logrando caracterizar el 95% de las variantes que se encontraban en regiones
gendmicas secuenciables de 2504 individuos, provenientes de 5 regiones
continentales (Africa, Europa, Asia del sur, Asia del este y América (Tabla 1).
Ademas de detectar variantes comunes (con frecuencias alélicas iguales o mayores
al 1% en la poblacibn mundial), también se reportaron variantes raras con

frecuencias alélicas menores al 0.1% en regiones codificantes del genoma.

Es importante mencionar que las variantes de baja frecuencia en su mayoria fueron
variaciones potencialmente funcionales, como aquellas que modifican una proteina
bajo sefial de seleccion*’#°l, Ademas, debido a su baja frecuencia tienden a ser
recientes en su origen ya que exhiben un alto nivel de diferenciacion entre
poblaciones, por lo que son sitios de variacion de interés para su estudio*-51, En

total, el proyecto de los 1000 Genomas reporté aproximadamente 80 millones de
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variantes, el catalogo de variacién gendémica humana mas grande y detallado hasta

ese momento.

En el proyecto de los 1000 genomas se muestrearon individuos de 26 poblaciones

gue se agruparon por su ancestria predominante:

Tabla 1. Poblaciones del Proyecto 1000 Genomas

Superpoblacion Subpoblacién Superpoblacién Subpoblacion
Yorubas de Ibidan Chinos Han en
Luhyas en Beijing
Webuye, Kenya .
Japoneses en Japon

Personas con
ancestria africana Tokio
en el sureste de . . ,
Estados Unidos Chinos de la dinastia

Afri Individuos de las Asia del Est Han del sur de China

rica g sia del Este
d|V|§|ones Kinh en la ciudad de
occidentales de
Gambia Ho Chi Minh,
Mende en Sierra )
Vietnam

Leona
Cariberfios Dai chino en
africanos en Xishuangbanna
Barbados 9 ’
Esan en Nigeria China
Residentes de Personas con
Utah con ancestria ancestria mexicana
del Norte y Este de viviendo en Los
Europa Angeles, California
Toscani en Italia . Colombianos en

Europa . Ameérica ) _
Britanicos de Medellin, Colombia
Inglaterra y Puerto Riquefios en
Escocia Puerto Rico
Finlandeses en Peruanos de Lima,
Finlandia Peru
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Poblaciones

ibéricas en Espafa

Bengalies de
Bangladesh

Tamil de Sri Lanka
del Reino Unido

Indios Telugu del

Asia del Sur
Reino Unido
Punjabi de Lahore,
Pakistan
Indios Guijarati de
Houston, Texas
3.2.3 EXAC

El Exome Aggregation Consortium (EXAC; http://exac.broadinstitute.org),

publicado en 2016, fue un proyecto que incrementd la cantidad de variantes de alta
calidad (muchos exomas secuenciados con una buena cobertura) conocidas en
diferentes poblaciones a nivel mundial. El conjunto de datos final abarca 60,706
exomas humanos que pertenecen a poblaciones distintas: Africa, Europa, Asia del
sur, Asia del este, y América (referida como poblacion latina), ademas de separar a
la poblacion europea debido a un gran cuello de botella en Finlandeses y No-
Finlandeses; la anotacion de variantes, proceso por el cual se identifica el posible
impacto funcional de los polimorfismos, se hizo con la herramienta “Variant Effect
Predictor” (VEP) versidn 852, El proyecto EXAC identificé 7,404,909 variantes de
alta calidad, incluyendo 317,381 inserciones o deleciones (indeles). A pesar de que
el exoma compone apenas el 1% del genoma humano, el 72% de las variantes
encontradas por EXAC estaban ausentes de los datos encontrados por proyectos
de secuenciacion de genoma completo como el proyecto de los mil genomasi y
Exome Sequencing Project (ESP)[>3%4 este dato refleja la importancia de actualizar

periodicamente los procesos de deteccién de variantes en el acervo publico de
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datos gendmicos, asi como el incluir mads muestras, con mayor diversidad

poblacional®,
3.2.4 gnomAD

Tabla 2. Exomas y Genomas secuenciados por poblacién, y subpoblaciones

gue las conforman del proyecto gnomAD.
Tomado de: https://macarthurlab.org/2018/10/17/gnomad-v2-1/

Poblacién Descripcion Genomas | Exomas | Total
Afr Africanos/africanos-americanos 4,359 8,128 12,487
Amr Latinos 424 17,296 | 17,720
Asj Ashkenazi judios 145 5,040 5,185
Eas Asiéticos del Este (780) (9,197) | (9,977)
Kor Coreanos 0 1,909 1,909
Jpn Japoneses 0 76 76
Oea Otros asiaticos del este 780 7,212 7,992
Fin Finlandeses 1,738 10,824 | 12,562
Nfe Europeos no-finlandeses (7,718) | (56,885) | (64,603)
Bor Bulgaros 0 1,335 1,335
Est Estonios 2,297 121 2,418
Nwe Europeos del noreste 4,299 21,111 | 25,410
Seu Europeos del sur 53 5,752 5,805
Swe Europeos del sureste 0 13,067 | 13,067
Onf Otros europeos no-finlandeses 1,069 15,499 | 16,568
Sas Sur asiéticos 0 15,308 | 15,308
Oth Otros (poblacion no asignada) 544 3,070 3,614
Total 15,708 125,748 | 141,456

Conceptualmente una extension de EXAC, el “Genome Aggregation

Database” (gnomAD), actualizado por ultima vez a principios de 2019, agrego las

secuencias de 15,708 genomas y 125,748 exomas, siendo la base de datos
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publicamente disponible con mayor nimero de secuencias de alta cobertura hasta
la fecha. La anotacion de variantes se llevdé a cabo usando la herramienta VEP
version 85052, Los datos son publicamente accesibles en

https://gnomad.broadinstitute.org. Actualmente el mayor catalogo de variantes

poblaciones, gnomAD reporta aproximadamente 17 millones de variantes en exoma

y 261 millones en genomal®,
3.3 Proyectos poblacionales en México

Gracias a los proyectos anteriormente mencionados se conoce la variacion
gendmica general a nivel mundial. Pero variantes raras, con frecuencias menores
suelen ser especificas de poblaciones no incluidas en proyectos internacionales,
por ejemplo, la poblacion amerindia mexicana. Dado que el genoma promedio de la
poblacién mexicana esta compuesto hasta en un 50% por la aportacion amerindia,
la variacién presente en las poblaciones indigenas de México puede ser relevante
médica y funcionalmente o representativa de nuestra genémica nacional®®. La
poblacion mexicana es el resultado de un complejo proceso de mestizajel?%5¢l- Sin
embargo, so6lo se han reportado pocas secuencias que permitan la exploracion de
variantes funcionales y médicamente relevantes que albergan las poblaciones
indigenaslt®5557-59 E| estudio de variantes funcionales particulares han arrojado
interesantes resultados como en el caso del haplotipo SLCA11l, el cual se ha
identificado como un haplotipo de riesgo, que explica cerca del ~20% del incremento
de la Diabetes Tipo 2 en mexicanos, en comparacion con poblaciones de ancestria
europeal®. A continuacién, se exponen los enfoques metodoldgicas de los

proyectos en poblacion mexicana recientes.
3.3.1 Estudio de ancestria nativa de México a través de microarreglos

Moreno Estrada et al. 2, examinaron patrones locales de variacion utilizando
microarreglos (Affymetrix 6.0 y Affymetrix 500K) con 785, 663 SNPs informativos,
en 511 individuos conformados por muestras de poblaciones indigenas y de
individuos mestizos provenientes de 28 poblaciones mexicanas. Ademas de definir

un patrén general de distribucion de grupos ancestrales, los autores lograron
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detectar variantes debidas a la ancestria nativa posiblemente relacionadas con

fenotipos de funcion pulmonar en la poblacion mestiza mexicana.
3.3.2 Secuenciacién de genomas completos de Nativos Americanos

En 2017, Romero-Hidalgo et al.[?! reportaron la secuenciacion completa de
12 individuos amerindios mexicanos provenientes de 6 grupos étnicos (Tarahumara
y Tepehuano del Norte; Nahua, Totonaca y Zapoteca del Sur; y Maya del Sur-Este)
y un trio mexicano mestizo (madre, padre e hijo) los cuales fueron analizados en
conjunto con datos del Panel de Diversidad Nativa Americana (NMPD) (compuesta
por 362 muestras de 15 poblaciones indigenas genotipadas por la Universidad de
California, San Francisco, usando Affymetrix) y 466 muestras adicionales del
Instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) genotipadas utilizando una
combinacion de microarreglos de Affymetrix e lllumina (las muestras incluyen a 370
mexicanos cosmopolitas de 10 estados diferentes y 96 muestras de tres
poblaciones indigenas, colectadas como parte del Proyecto de Diversidad
Genomica Mexicana (GDP))?8l, Las lecturas de los genomas completos se alinearon
al genoma de referencia (GRCh37)y las variantes fueron llamadas usando la
version 2.4 del Software Complete Genomics!®l. Las consecuencias funcionales de
las variantes no sin6nimas fueron predichas utilizando el indicador Polyphen-2
(Polymorphism Phenotyping v2), para identificar variantes con efectos deletéreos!®2.
Tres muestras adicionales de tres Tarahumaras fueron secuenciadas por lllumina
NextSeq 500 en la Unidad de Secuenciacion de INMEGEN. Anotadas con el
software snpEff para la prediccion de impacto funcionall®3l. En cuanto a variantes de
interés biomédico, solo se reportaron variantes no sinénimas con registro en la base
de datos Clinvar para identificar patogenicidad potenciall®®; cabe sefialar que
actualmente es posible expandir la busqueda de variantes de interés clinico

utilizando mas bases de datos, tales como GWAS Catalog y ClinVar.
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dbSNP

dbSNP es una base de datos de dominio puablico que contiene una coleccién de
polimorfismos genéticos (SNPs). Incluye informacion del contexto de la secuencia, la
frecuencia en una poblacién, y métodos experimentales (si los hay). Acepta variantes
de cualquier especie de cualquier parte del genoma.

Flujo de Datos en dbSNP

‘ a) Carga de datos | b) Construccion base de datos ‘ c) Recuperacion de datos ‘ d) Aplicaciones ‘
Laboratorios de
Investigacién i_.
..Tei?:;fg‘]"c-m._ Genotipos Farmacogenomica
Frecuencias Alélicas
Ubicacién (X)
. Heterocigosidad
Contros da Scuencicin NCBI 87 | Ht . Genémica Funcional
— SS24G8  m— Pubmed LT
~TGA[G/C]CTA- oMM it
Vista de Gen GWAS
i Vista en Mapa
Bases de Datos Validacién
—p SS1768 . . n
--TGA[GIC]CTA-- Estudios de Evolucion

Como se esquematiza, una vez que se sube un nuevo SNP, se le asigna un identificador
tnico (ss##), se alinea a la referencia y si hay varias variantes de esa posicion, se le
llama "grupo SNP de referencia" y se le asigna un solo ID (rs##). Se hacen las
anotaciones de otra informacion usando recursos contenidos en NCBI, para que los

usuarios puedan tener el contexto de informacion relacionada a la variante. El formato
final descargable de dbSNP es un VCF.

Fuentes:

Sherry ST, Ward M-H, Kholodov M, Baker J, Phan L, Smigielski EM, et al. dbSNP: the NCBI database of genetic variation. Nucleic Acids
Res. 2001.

llustracion modificada de: https://en.wikipedia.org/wiki/DbSNP#/media/File:DbSNP_diagram_no_caption.jpg

Figura 4. ¢ De dénde viene el rsID?

Figura 5. Definicién de Frecuencia Alélica.

Concepto clave en este trabajo.
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El proyecto de los 12 genomas identifico algunos alelos relevantes biomédicamente,
entre los que destacan (rs199472885, R312C), mutacion que portaba un individuo
en el gen KCNH2, y que es una mutacién previamente encontrada en pacientes con
sindrome congénito de QT largol®¥; rs80358606 es otra variante que ClinVar registra
como clinicamente incierta; también se identificO una variante que provocaba la
pérdida de funcion de la proteina al cambiar una Treonina por Serina en la posicion
187 de la proteina codificada por el gen SCN5A, esta variante la portaba un
individuo con sindrome de Brugadal®®. Se compararon las frecuencias alélicas de
variantes encontradas en los 12 Genomas amerindios con otras poblaciones del
proyecto de los mil genomas (europeos Yy asiaticos), mostrando que algunas de las
variantes que difieren mas habian sido reportadas previamente involucradas en
sefiales de seleccion natural, como rs1834640 que es una variante de pigmentacion
de la piel cercana al gen SLC24A5, la cual difiere en frecuencia de los europeos,
pero tiene valores similares con los asiaticos. Ademas, se reporté que la variante
rs765132, asociada con la respuesta a terapia por factor de necrosis tumoral alfa en
la enfermedad inflamatoria intestinall®®l, se encontraba en una frecuencia alélica el
86% de los 12 Genomas, pero tan s6lo en el 5% de europeos y ausente en
asiaticos[?®l. Este tipo de variantes particularmente presentes en las poblaciones

amerindias son cada vez mas importantes para el area biomédica.

Actualmente también esta en marcha el proyecto 100G-MX por el INMEGEN, el cual
buscaba en un inicio conocer la variacion de 100 genomas completos de nativos
amerindios mexicanos, sin embargo, por cuestiones técnicas y metodoldgicas, el
proyecto continda con 76 genomas completos. Considerado una expansion del
proyecto de los 12 Genomas, 100G-MX sera el proyecto mas extenso en su tipo a
nivel nacional. Las herramienta bioinformatica que proponemos desarrollar en el
presente trabajo, servira para la descripcion y deteccion de variantes de interés

biomédico en el proyecto 100G-MX.
3.3.3 Secuenciacidon de exomas de mexicanos con ancestria nativa americana

Recientemente en proceso de publicacion, Avila-Arcos et all?%l, reportan la

secuenciacion de exomas proveniente de 78 individuos de cinco diferentes grupos
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indigenas del Norte (Rardmuri o Tarahumara y Huichol), Centro (Nahua), Sur
(Triqui) y Sureste (Maya). Se reportan 58,968 variantes de nucleétido Unico, con
4,181 SNPs previamente no reportados (aunque la base de datos utilizada fue
dbSNP142 una version no actualizada). El 67.5% fueron variantes no sinénimas y
de baja frecuencia. Algunas de las variantes encontradas eran candidatos a
evolucion adaptativa, pertenecientes a genes involucrados en metabolismo,
pigmentacion de la piel o sistema inmune. La prediccidon de impacto funcional se
hizo con la herramienta ANNOVAR (versién 2015Jun17)7, con lo cual se

identificaron variantes de interés biomédicol2¢l,

Este estudio permitié identificar algunas sefiales candidatas a evolucidén adaptativa
en ancestria nativa americana, incluyendo genes que ya habian sido identificados
como blancos de seleccion en otras poblaciones como SLC24A5 de pigmentacion
de la piel y FADS3 involucrado en el metabolismo de lipidos(®8l. Interesantemente
también se encontraron variantes en genes relacionados con la respuesta del
sistema inmune como SYT5 y TBC1D10C involucrados en la respuesta innata y
adaptativa respectivamente. También se encontraron genes involucrados en

espermatogénesis (GMCL) y angiogénesis (NCKIPSD)[?81,

4. MARCO CONCEPTUAL

Los proyectos poblacionales a nivel nacional e internacional descritos en las
secciones 2 y 3 sirvieron como la base para el estudio a gran escala del genoma
humano, mejorando el analisis de llamado de variantes, la identificacion y
correlaciones entre las poblaciones, de tal forma que mejoraran los datos de
produccion primaria, reduciendo los errores y mejorando el analisis en todas sus
etapas, identificacion filtracion y mapeo. Ademas, ampliaron la representacion de la
diversidad y variacion genomica humana, haciendo publicos los datos generados,

desde los datos secuenciados hasta sus metadatos, sirviendo como punto de
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partida para los subsecuentes estudios poblacionales o de asociaciones a fenotipos

clinicos.

De manera paralela a la aparicién de estos proyectos, surgieron bases de datos y
herramientas que permitiran el analisis de este proyecto. A continuacion, se

describen para abordar correctamente el disefio metodologico.
4.1 dbSNP

dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/) es la base de datos publica que

recopila todas las variantes conocidas en el genoma humano. Integrada por el
“National Center for Biotechnology Information” (NCBI), siendo su versidén mas
actualizada la 152 (Abril 2019), es el principal recurso para el estudio general de la

gendmica de poblaciones, farmacogendmica y asociaciones fenotipicas!®?,
4.2 Variant Effector Predictor (VEP)

VEP (https://www.ensembl.org/Tools/VEP) es una herramienta

bioinformatica que permite la anotacion de informacion biolégica para cada variante,
indicando si una variante afecta un gen o una regién no codificante, y brindando
informacion poblacional como la frecuencia de esa variante en distintas poblaciones
(reportada por 1000G y gnomAD); capaz de usar los genomas humanos de
referencia mas recientes (GRCh38 y GRCh37), es la herramienta de anotacion
usada para la ultima fase del proyecto 1000g, EXAC y gnomAD. La anotacién incluye
posibles efectos en los cambios del transcrito o a nivel de aminoéacidos
contemplando las propiedades biofisicas de las proteinas, de tal forma que puede
hacerse una interpretacion de la variante aun cuando no esta asociada a un
fenotipo. VEP cuenta con un formato API flexible que nos permitira incluir
anotaciones de disefio propio (custom annotations) para integrar las bases de datos

actuales GWAScatalog y Clinvarb2,
4.3 Bases de datos con asociaciones clinicas de variantes

Las bases de datos de genotipos-fenotipos tienen un objetivo principal:
proveer acceso a suficientes datos y conocimiento para permitir establecer y
documentar el significado funcional y patogénico de variantes genéticas!’®. Las
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relaciones entre el genotipo de un individuo y la enfermedad (fenotipo) pueden
ahora ser exploradas usando microarreglosl’l, secuenciacion de exoma completo
(whole-exome sequencing, WES)!"? y secuenciacion de genoma completo (whole-
genome sequencing, WGS)['3l. Muchas bases de datos genotipo-fenotipo son
esfuerzos de escala pequefia que respaldan proyectos de investigacion unicos,
areas especificas de enfermedad, registros especificos de pacientes o conjuntos
especificos de genes. Estas bases de datos buscan servir a comunidades
internacionales de diagndstico quienes se especializan en el gen o genes en
cuestion al facilitar la interpretacion de variantes!’l. Por otro lado, bases de datos
mas amplias de genotipos-fenotipos han sido creadas, ofreciendo ligas de las
variantes a enfermedades y metadatos (se refiere a informacion que acompafia a
otra, explicando su contexto) y que cubren estudio de asociaciébn de genoma
completo (GWASSs). También, existen bases de conocimiento general que invierten
un esfuerzo manual en colectar, armonizar e inter-relacionar grandes cantidades de
informacion primaria para crear compilaciones grandes y poderosas de
conocimiento acerca de genes relacionados a enfermedades y a topicos clinicos o

de investigacionl®l,

Las siguientes bases de datos son recursos que relacionan variantes con fenotipos
clinicos como la predisposicion a ciertas enfermedades o fenotipos. Estos recursos

forman la base técnica para la herramienta bioinformética que proponemos
4.3.1 GWAS Catalog

El catdlogo de Asociaciones de Genoma Completo (GWASC por sus siglas
en inglés), fue fundado en 2008 por el “National Human Genome Research Institute”
(NHGRI), en respuesta al incremento de estudios GWAS publicados, lo cual permitio
el acceso sistematico a las asociaciones genotipo-fenotipo reportadas a nivel
mundial. GWASC es albergado por EMBL-EBI

(https://www.ebi.ac.uk/qgwas/home)l’®l. La principal ventaja de las asociaciones

reportada en GWAScatalog es su respaldo estadistico. Un ejemplo de asociacion
reportada es rs77924615 detectada por el proyecto de 1000 genomas, la cual
pertenece al gen PDILT que codifica para una proteina disulfuro isomerasa, y ha
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sido asociada a un incremento en la tasa de filtracion glomerular, e incremento en

la medicion de creatinina sérica en individuos con ancestria europea.
4.3.2 ClinVar

ClinvVar es un conjunto de reportes de asociacion clinica entre variantes y
fenotipos, lanzado por primera vez en 2012. ClinVar facilita el proceso de deteccion
de variantes con interpretacion clinica. Los alelos descritos son mapeados a la
version del genoma de referencia y presenta la informacion de forma interactiva

para los usuarios en su portal (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) asi como

también puede ser parte de flujos de trabajo al poder descargarse la base de
datosl””l. Es importante sefialar que ClinVar no contiene asociaciones GWAS, pero
contiene informacion de los estudios y condiciones clinicas con las que se relaciona
la variante, principalmente apoyados por la comunidad cientifica y médicos
genetistas. Ademas, ClinVar contiene informacién de la base de datos OMIM
(Online Mendelian Inheritance in Man, https://www.omim.org/), el cual alberga un

catalogo de genes relacionados a desérdenes humanos.

5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los proyectos de Gendmica Humana han tenido un gran auge en los ultimos
afos, aportando una gran cantidad de datos de diferentes grupos poblacionales y
diferentes enfoques para estudiar la variacion. En México se ha comenzado con la
generacion de datos de alta calidad, particularmente enfocados en la poblacién
indigena, puesto que a partir de ella se puede explicar un 50% de la variacion
encontrada en la poblacion mestiza. Sin embargo, ninguno de los proyectos
poblacionales reportados ha incluido estrategias estandarizadas para el analisis de
la variacion gendomica masiva, mucho menos herramientas que faciliten la
identificacion de variantes de interés biomédico. Esto ha creado un area de
oportunidad para proveer un analisis mas extenso y actualizado de las variantes de

interés clinico, utilizando bases de datos de relaciones genotipo-fenotipo como
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Clinvar y GWAScatalog en sus versiones mas actuales. Paralelamente es necesario
proponer una herramienta bioinformatica estandarizada para el estudio de datos
genomicos poblacionales. Por lo anterior, este trabajo pretende profundizar en el
estudio de variantes de interés clinico presentes en poblacion amerindia mexicana
utilizando los datos de genoma completo del proyecto en marcha de “100 Genomas
mexicanos” del INMEGEN, a través de una herramienta bioinformatica propiamente
documentada, escalable y reproducible. Las relaciones entre variantes y fenotipos
particulares que reportemos, ademas de la herramienta que proveeremos para su

estudio, contribuira al desarrollo de la Medicina Genémica nacional.

6. HIPOTESIS

Existen variantes de interés biomédico en la poblacién nativa mexicana

implicadas en asociaciones a rasgos fenotipicos y predisposicién de enfermedades.

7. OBJETIVOS

7.1 General

Identificar variantes asociadas a fenotipos de interés biomédico-clinico en poblacion

nativa mexicana.

7.2 Especificos

e Describir el nimero de variantes total, por individuo, y el tipo de variacion
(sin6bnimas y no sinénimas) del proyecto 100G-MX de genomas completos de
poblacion nativa americana.

e Catalogar variantes de interés biomédico asociadas a GWAS Catalog y ClinVar.
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e Identificar variantes particulares de la poblacibn amerindia mexicana en

comparacion con otras superpoblaciones (Europea y Asiatica del Este).

e Describir el contexto biomédico de las variantes particulares de en poblacion

nativa mexicana.

8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Metodologia

De manera general, el Esquema 1 ilustra el diagrama de trabajo. El archivo
de las variantes filtradas y llamadas fue el conjunto de datos entregados por parte
del INMEGEN y con ayuda de la Bioinformatica se llevo a cabo la manipulacion de

los datos como se describe a continuacion.
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v

Esquema 1. Diagrama de Trabajo

8.2 Muestras

INMEGEN compartié el conjunto de variantes poblacionales que incluye 76
individuos no emparentados, de 27 grupos indigenas. Los individuos incluidos son
parte de la cohorte de “Analisis Metabdlico en Muestras Indigenas”, utilizadas en el
proyecto 100G-MX del INMEGEN. El estudio se hizo en conformidad con la
declaracion de Helsinki, y fue aprobada por el comité de ética e investigacion
humana del INMEGEN. Cada participante firmé una forma de consentimientol”8l,

Los individuos presentan un promedio de 97.22% de genoma nativo americano.

El conjunto de datos 100G-MX estéa reportado en la version GRCh38 del genoma
humano. Después del llamado de variantes, de mantener soélo las variantes
marcadas como “PASS” por GATK, separar los sitios multialélicos y realizar la
anotacion funcional de las variantes con VEP, estos fueron los datos que el

INMEGEN proporciono para este trabajo de Tesis.
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8.3 Descripcion basica de los datos

Para continuar con los objetivos propuestos, se llevo a cabo la descripcion de los
datos gendmicos para conocer el nimero de variantes total, el nUmero de variantes
por individuo y el tipo de variacién (sinénimas y no sinénimas); asi como la

estadistica descriptiva del nUmero de variantes por categoria.

Para calcular el niumero de variantes por individuo, se uso el pipeline nf-100GMX-

variant-summarizer (https://github.com/laquilaror/nf-100GMX-variant-summarizer).

El proceso que lleva a cabo el pipeline es:

Nuevas

b
Contar variantes por i g
Contar SNVs . p Singletones Concatenar Tabla descriptiva
VCF anotado . muestra, tipo de variante
e indeles 2 tablas de los datos
y categoria.

1 ClinVar
2

Tabla del numero GWAS Catalog

de SNVs e indeles

i1

Esquema 2. Funcionamiento del pipeline para la descripcion bésica de los

datos
1. Contar el nUmero de variantes de tipo SNV e indeles.
2. Contar el numero de variantes de todas las muestras.

3. Crear una tabla por categoria, separada por tabuladores (TSV) con el nimero de
variantes de tipo SNV o indel por muestra. Las categorias son:

a) Variantes nuevas.

b) Singletones (variantes con un solo alelo contado, AC=1) a nivel mundial.
c) Variantes en ClinVar.

d) Variantes en GWAS Catalog

4. Concatenar las tablas del conteo de cada categoria.
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5. Agrupar muestras por grupo (Maya, Mixe, Nahua, Otomi, Popoluca, Seri y

Zapoteco para este conjunto de datos) y generar un archivo por grupo.

El tipo de formato de archivo de entrada que usa este pipeline automatizado es un

archivo comprimido VCF descrito previamente en la Figura 3.

La informacion técnica del funcionamiento del cdodigo del pipeline por médulo se
encuentra detalladamente descrita en la documentacion de este, el cual esta

albergado en el enlace indicado en la Tabla 3.

El resultado de la descripcidon de los datos se ilustra en la Figura 6 de la seccion de

resultados.

Tomando el archivo de las variantes anotadas y el nimero de SNPs e Indeles se
hizo un grafico de barras que representa la consecuencia anotada por VEP de cada

tipo de variante (Figura 7en seccion de resultados).
8.4 Identificacion de variantes de interés biomédico

Con el archivo de las variantes anotadas, se seleccionaron aquellas que
tuvieran algun registro en las bases de datos GWAS Catalog y Clinvar. Sin embargo,
para que fuera una cantidad de variantes humanamente manejables, se limité a
filtrar también por frecuencias alélicas de gnomAD que fueran diferenciales entre la
poblacion de nativos mexicanos y la asiética y europea.

En esta etapa, se utilizé el pipeline nf-vcf-cataloguer

(https://github.com/laguilaror/nf-vci-cataloguer), el cual cumple con las tareas a

continuacion enlistadas:
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e anatacs 98% de las y indeles. frecuencias tengan fenotipos
muestras. \ Separar /
variantes en
frecuencias
diferenciales
con europeos
y asiaticos
Separar las Separar las
variantes variantes
reportadas en reportadas en
ClinVar GWAS Catalog
Separar
variantes en y .
Graficar la Contar Convertir regiones no Oiferenciar Separar
consecuencia ; archivos VCF codificantes iant \ variantes con
variantes de Valianios por rsID de las que
de cada : aTSV ion del q
cada tipo y ; region.ae no lo tienen
subgrupo de i (compatible . genoma
variantes grip con Excel) ) (nuevas)
Separar
variantes en
region
codificante
PNG de cadI TSV de cada
grafica categoria
—

Esqguema 3. Funcionamiento de pipeline para la identificacion de variantes

de interés biomédico

1. Incluir sélo las variantes en donde hubo informacién por lo menos 75 de los 76

individuos.
2. Conservar solo ciertos tipos de variantes. Las de tipo SNP e indeles.

3. Separar las variantes en grupos de acuerdo con sus frecuencias alélicas. Los
grupos son frecuencias raras (0-0.01), bajas (0.010001-0.05) y comunes (0.050001-
1).

4. Separar las variantes con frecuencias diferenciales entre la poblacion de nativos

mexicanos Yy otras poblaciones del proyecto gnomAD.

Mas del 5% de frecuencia alélica en la poblacion local y menos del 5% en
EAS (asiaticos del este) y NFE (europeos no finlandeses).

Mas del 5% de frecuencia alélica en EAS y NFE y menos del 5% en la
poblacién local.
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5. Separar las variantes anotadas que se encuentren en la base de datos ClinVar.

ClinVar contiene datos de OMIM también.
6. Separar las variantes que tengan un estudio de asociacibn en GWAS Catalog.

7. Separar las variantes conocidas de las no conocidas. Las conocidas son aquellas

que ya tienen un rsID asignado en la version mas reciente de dbSNP.

8. Separar variantes que se encuentran en regiones codificantes, es decir, aquellas

gue se encuentran en exones de las que pertenecen a intrones o intergénicas.
9. Separar las variantes que se encuentran en regiones UTR 5" 0 3'.

10. Convertir los archivos separados de formato VCF a uno en que las anotaciones
estan separadas por tabulaciones, el cual por sus siglas en inglés Tab Separated
Values File, se abrevia TSV, el cual es un formato compatible con Excel haciendo
gue los resultados del analisis sean accesibles al publico sin conocimiento

bioinformético avanzado o el requerimiento de un sistema operativo especifico.

11. Usando un script de R que es una herramienta para contar las variantes de
diferentes tipos y subgrupos (las variantes previamente separadas), generando una

tabla con estos valores.

12. Hacer graficos de la consecuencia anotada por VEP de cada categoria de

variantes.

En resumen, para la identificacién se variantes biomédicamente relevantes, este

trabajo consideraron dos puntos:

a) Frecuencias diferenciales con otras poblaciones, principalmente Asia del Este y
Europa. Estrategia previamente en trabajos con individuos nativos americanos para

encontrar variantes relevantes!?526l,
b) Variantes con informacion reportada sobre asociaciones fenotipicas y clinicas.

La informacién técnica del funcionamiento del cédigo del pipeline por modulo se
encuentra detalladamente descrita en la documentacion de este, el cual esta

albergado en el enlace indicado en la Tabla 3.
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8.5 Curacioén de variantes de interés biomédico

Para iniciar el proceso de descripcion de variantes, se graficaron las
frecuencias alélicas (Figura 8 de la seccion de resultados) de las variantes alojadas
en Clinvar y GWAS Catalog y aquellas con frecuencias diferenciales se
representaron en un Diagrama de Venn (Figura 9) para conocer en qué base y

region del genoma se encontraban.

La curacion de las variantes incluye una descripcidon minuciosa sobre el rsID de la
variante, la posicién y el cambio del nucleétido, el cambio de aminoacido y la
posicion en que ocurre dentro de la proteina, la frecuencia alélica en que se
encuentra dentro de los 76 genomas, la poblacién africana, americana, asiatica (del
sury del este), europea (no finlandesa) de gnomAD junto con la consecuencia de la
variante. Ademas, si esta afectaba region codificante se report6 si afectaba algun
dominio proteico y su funcion. De manera general se describié la funcion del gen al
que pertenece la variante, y los tejidos en que el gen tiene principal expresion. En
cuanto a la informacioén de las bases de datos, si esta se encontraba en ClinVar, se
report6 el fenotipo clinico al que se relacionaba y si se consideraba benigna o no;
recordando que ClinVar contiene informacion de OMIM, por lo que, si es el caso,
también se reporté el fenotipo de OMIM. En el caso de la base de datos de GWAS
Catalog, se reportdé informacion concreta con base a los articulos en que las
variantes se asociaron, con el objetivo de que el andlisis sirva para que puedan

plantearse futuros estudios en poblacién mexicana con fenotipos particulares.
8.6 Pipelines automatizados

GitHub (https://github.com/) es una plataforma de desarrollo de codigo de que
permite almacenarlo de forma publica (o privada) y manejar proyectos utilizando el
sistema de control de versiones de Git, lo cual posibilita el desarrollo de software
colaborativo, la reproducibilidad y replicabilidad del cddigo en las tareas

bioinformaticas.

La replicabilidad en herramientas bioinformaticas ha sido limitada en el campo

cientifico, por lo que se han sugerido herramientas y buenas practicas de
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programacion, como: resolver tareas por modulos, re-usar codigo, tener unidades

de prueba (test) y el disefio de la documentacion!,

Es por esto que, en GitHub se encuentran los repositorios del codigo desarrollado

para esta herramienta, haciéndola replicable y accesible. Los pipelines utilizados en

este trabajo, que conforman el desarrollo de la herramienta bioinforméatica para el

estudio de la variacién gendmica, se enlistan en la Tabla 3, indicando el link al

repositorio en que se encuentra cada uno. Dentro de cada repositorio se encuentra

un archivo llamado README.MD que da la descripcion general del pipeline; por

modulo existe un archivo readme.md que indica el funcionamiento general del

modulo y un archivo (mkfile) que contiene el cédigo para llevar a cabo las tareas, el

cual tiene comentarios que explican el porqué de comandos, argumentos, O

software utilizado.

Tabla 3. Repositorio de pipelines utilizados

Pipeline

Descripcion

Repositorio

nf-variants-per-sample

Este pipeline automatizado,
cuenta  variantes por
individuo (muestra), total y

por tipo.

https://github.com/laguilaror
/nf-100GM X-variant-

summarizer

nf-vcf-cataloguer

Este pipeline automatizado,
separa y genera una tabla
general que describe cada
categoria y subgrupo de las
variantes anotadas por
VEP. Ademas, grafica cada
subconjunto de las
consecuencias de las

variantes.

https://github.com/laguilaror

[nf-vcf-cataloguer
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9. RESULTADOS

El principal resultado de este trabajo es el desarrollo y la obtencion de la
herramienta bioinformatica que permitié llevar a cabo la identificacion de variantes
para su posterior catalogacion y descripcion. Debido a la automatizaciéon del cédigo
bioinforméatico, puede llevarse este analisis de obtencion de variantes de interés
biomédico en otras poblaciones o proyectos. A continuacion, se enlistan los
resultados obtenidos para el conjunto de datos del proyecto 100G-MX.

9.1 Descripcion Béasica de los Datos

Numero de variantes por muestra

P mﬂ"onrm"fwﬁ M"""n"«ﬁ.ﬂnﬂ""’“

Individuos 100G-MX

Chocholteco

Mazahua
Mazateco

Mixe

Nahua

Chontal_Oax Otomi
3000000 -

8 Huasteco *  Pame
-
% Kanjobal Popoluca_Sierra
§ 2000000 Kaqchiquel Seri
[0} Mame Tacuate
o
o Matlalzinca Tarahumara
2 1000000 Maya Tojolabal
% Mayo Totonaco

Tzotzil
Zapoteco

Zoque

Figura 6. Numero de variantes por individuo de cada grupo étnico

La Figura 6 muestra el numero de variantes de cada individuo del grupo de
datos de 100G-MX. En promedio, de forma individual se obtuvieron 3.26 millones
de variantes y de los 76 genomas completos se obtuvieron 8,638,130 SNVs y
1,099,022 indeles.

En la Figura 7 se muestran las consecuencias anotadas por VEP de las variantes.
Como puede observarse, la mayor parte de las variantes caen en regiones
intergénicas o intronicas, y también en regiones reguladoras, tanto para las

variantes de tipo SNV como los indeles.
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Figura 7. Consecuencia anotada por VEP de acuerdo al tipo de variante. FT

refiere a Factor de Transcripcion.

9.2 Catalogacion de los Datos

En la Tabla 4, se resume el nimero de variantes por grupo de acuerdo a sus

frecuencias y tipo de variante (SNV o indeles), de acuerdo a la descripcién del

pipeline catalogador del Esquema 3.
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Tabla 4. Grupos de variantes separados por frecuencias, tipo y categoria.

FA= Frecuencia Alélica

SNV INDEL
) FA ) FA
FA Rara | FA Baja i Fa Rara | FA Baja i
Comun Comun
Region
N 25,784 9,118 28,945 843 342 592
Codificante
Reportadas
1,918,765 | 1,128,329 | 4,930,622 | 225,923 211,317 592,412
en dbSNP
Nuevas 0 34,791 314 0 7,148 1,865
Clinvar 3,566 2,182 12,932 262 269 962
GWAS
1,623 2,789 20,037 28 58 371
Catalog

9.3 Variantes de Interés Biomédico

Como puede observarse en la Figura 8, hacer la descripcién del total de las

variantes con asociaciones clinicas y fenotipicas para conocer el impacto de la

variante al gen que pertenece, las funciones relacionadas o el fenotipo al que se

asocia, seria una tarea laboriosa e interminable, por lo que, como se propuso

anteriormente, se hizo la descripcién de las variantes que podrian ser relevantes

para la poblacion nativa mexicana, al comparar las frecuencias alélicas con las otras
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poblaciones y encontrarse en cantidades con wuna gran diferencia.

FrecuenC|aS de variantes
biomédicamente relevantes
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Figura 8. Frecuencia de variantes biomédicamente relevantes de 100GMX,

europeos y asiaticos del este, reportadas en ClinVar o GWAS Catalog

Las variantes que se seleccionaron de acuerdo a sus frecuencias alélicas y la region
del genoma a la que pertenecen se representa en el diagrama de Venn de la Figura
9.
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ClinVar
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Region Cedificante
8

Figura 9. Diagrama de Venn de las variantes de interés biomédico con
frecuencias alélicas diferenciales entre la poblacién de nativos mexicanos y

otras poblaciones a nivel mundial.

Un resumen de la informacion relevante de las variantes seleccionadas se describe
en la Tabla 5. En color naranja se encuentran las variantes observadas en ClinVar

y en rosa las de GWAS Catalog.
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Tabla 5. rsID de variantes de interés biomédico con las frecuencias
diferenciales en el proyecto de 100G-MX referidos como NatMex, y otras

poblaciones

rsiD NatMex FA inhzgﬁf g;::?f Consecuencia Fenotipo

rs231402 85.90% 57.09% 43.70% Sinénima Displasia fibrosa maxilar
rs2239796 79.50% 43.63% 27.80% Intrénica Eritrodermia ictiosiforme congénita
rs12199580 78.20% 51.42% | 18.66% Cz;”nbtiiz(?e Eritrodermia ictiosiforme congénita
rs62405438 67.90% 36.97% 16.15% 3'UTR Sindrome de Char

rs1194182 36.50% 43.13% 67.63% Intrénica Deficiencia de glucoproteina IV plaquetaria
rs2296872 9.60% 20.05% 67.78% Intrénica Sin especificar
rs11037882 87.20% 53.90% 43.26% Intrénica Sin especificar
rs75985315 46.80% 17.22% 7.71% Sinénima Microcefalia primaria autosémica recesiva
rs4790235 51.30% 19.81% 0.00% Czr:nbtli?j:e Sindrome miasténico congénito
rs6961069 36.50% 41.61% 66.95% Intrénica Conteo plaquetario

rs9895848 51.30% 32.62% 6.83% Intrénica Conteo de linfocitos

rs6002333 94.20% 56.26% 7.21% Intrénica Porcentaje de eosindfilos
rs2483058 50.60% NA NA Intrénica Niveles de colesterol
rs12485003 69.20% 2.03% 9.76% Intrénica Presion sanguinea
rs11940694 23.70% 40.66% 42.64% Intrénica Consumo de alcohol
rs2413631 92.90% 54.95% 4.12% Intrénica Sintomas de depresion psicoldgica
rs72887147 69.90% 35.50% 16.05% Intergénica Incremento de masa corporal
rs202629 17.30% 49.28% 94.26% Intergénica Dependencia a cannabis

Existe un gran numero de variantes (SNVs e indeles) en un individuo, lo cual
representa un reto complejo para determinar con precision las variantes causales
de enfermedades!®Y. Desde el desarrollo del Proyecto del Genoma Humano, se han
mejorado los datos de referencia y el software usados en las tecnologias de
secuenciacion. Pero, los parametros y guias para priorizar variantes relevantes en
la investigacion de enfermedades aln siguen en su etapa inicial’®?. Hoy en dia, las
tecnologias NGS ofrecen un gran potencial en el diagnostico clinico. Usando el
conocimiento de las variaciones genéticas especificas, podria ofrecerse un enfoque
“personalizado” al tratamiento de pacientes con ciertos desordenes clinicos!®3l, Sin
embargo, la interpretacion del significado de variantes es un proceso complejo que
no termina con la determinacién de patogenicidad®*. El conocimiento existente

sobre mecanismos moleculares involucrados en una enfermedad o fenotipo
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determinado puede ser Util para priorizar posibles variantes relevantes

biomédicamentel®Z,

A continuacioén, se describe la informacién recolectada sobre estas variantes de

interés biomédico.
Clinvar

Se encontraron loci con frecuencias diferenciales en varios genes que
ademas tenian algun fenotipo relacionado en ClinvVar, como en el gen SH3BP2
(dominio SH3 de unién a proteina 2) que funciona como una proteina adaptadora
que regula positivamente la transcripcion en células T, NK y basdéfilos, al unir el
dominio SH3 con varias proteinas, principalmente tirosinas cinasasl®l, cuya
expresion principal es en vejiga y piel®8l, Variaciones en este gen, se han asociado
con querubismo, la cual es una enfermedad genética fibro6sea que se caracteriza
por distintos grados de crecimiento andmalo progresivo de la mandibula, el maxilar
o ambos/®. Especificamente, la variante rs231402 que afecta este gen, da como
consecuencia una variacién sinénima, sin embargo, en los 76 genomas de este

estudio se encuentra en una frecuencia alélica de 85.9%.

También se encontraron variantes en el gen PNPLA1, el cual regula la
diferenciacion de adipocitos!®8l. rs12199580 y rs2239796 con 78.2% y 79.5% de
frecuencia alélica respectivamente en los 76 genomas, ambas denominadas como

benignas por ClinVar.

Otro gen resultado del analisis contrastando frecuencias diferenciales fue TFAP2B,
principalmente expresado en piel, glandulas suprarrenales y rifion!®, el cual codifica
para un miembro de la familia de los factores de transcripcion AP-2. Se piensa que
estimula la proliferacién celular y suprime la diferenciacion terminal en el desarrollo
embrional, funcionando tanto como activador como represor!®3. Mutaciones en este
gen se han relacionado con el Sindrome de Char, condicion que afecta el desarrollo
de cara, corazon y extremidades!®. rs62405438, una variante que se encuentra en
el extremo 3’ UTR de este gen con frecuencia en los 76 genomas de 67.9% ha sido

denominada como benigna de acuerdo con ClinVar.
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SETX es una proteina que en Saccharomyces cerevisiae esta involucrada en el
splicing y terminacion del tRNA, sRNA y snRNA, funcionando como RNA
helicasal®, |a cual es expresada principalmente en tejidos como tiroides, testiculos,
nodulos linfaticos, vejiga y apéndice en humanos/®l. Se encontr6 una variante
intrénica (rs2296872) en frecuencia alélica de 9.6%, catalogada como benigna por
Clinvar.

Igualmente, otro gen con variantes en frecuencias diferenciales es EXT2, el cual
codifica para una glicosiltransferasa implicada en la sintesis de heparina sulfato
proteoglicanos, involucrados en varias funciones celulares®l, expresado
principalmente en placenta y endometriol®. La variante rs11037882, establecida
como benigna por ClinVar, se encuentra en una frecuencia alélica de 87.2% en los

76 genomas.

Se encontrg variacion con frecuencias contrastantes en CENPJ, el cual es un gen
que codifica para una proteina centrosomal con un posible rol en la regulacion del
ensamble de microtibulos!®? expresada principalmente en testiculos(®l. La variante
rs75985315 con una frecuencia alélica de 46.8% en los 76 genomas, mas del doble
de la frecuencia reportada para la poblacion americana del proyecto gnomAD y que
en el resto de las poblaciones se encuentra en menos del 8%, es una variante

sinbnima y catalogada como posiblemente benigna por ClinVar.

Interesantemente, CHRNE es un gen que codifica para una subunidad de los
receptores de acetilcolinal®®. Variaciones en este gen se han relacionado con un
grupo de desérdenes presinapticos, sinapticos y post sinapticos!®l. rs4790235 es
una variante etiquetada como posiblemente benigna por ClinVar que afecta a este
gen al provocar un cambio de glicina por valina, y se encuentra en una frecuencia
alélica del 51.3% en los 76 genomas, y menos del 5% en otras poblaciones del

proyecto gnomAD, exceptuando a la poblacion americana con el 23.05%.
GWAS Catalog
Se encontraron algunas variantes con frecuencias diferenciales en

comparacién con otras poblaciones relacionadas con fenotipos particulares
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reportados en GWAS Catalog como rs6961069, rs9895848, rs6002333, rs2483058,
rs11940694, rs72887147, rs2413631, rs202629 y rs12485003.

Tres de estas variantes se reportaron por un estudio que estudiaba la variacion en
células sanguineas, relacionadas con desordenes complejos, principalmente
asociaciones a variantes en baja y rara frecuencia; para este estudio se tomaron
tres cohortes de ancestria europea, The UK Biobank Study, The UK BILEVE Study
y The INTERVAL Study, fenotipos que fueron seleccionados a través de mediciones
fisicas y cuestionarios online del estilo de vida y salud®.

rs6961069 es una variante intronica que afecta al gen CD36, la proteina que codifica
es la 42 glicoproteina mas grande plaquetaria y funciona como un receptor de
trombospondina en varias lineas celulares. Ademas, de que une a colageno, a
fosfolipidos aniénicos y LDL oxidado, y, al unirse a acidos grasos de cadena larga
participa en su regulacion y transportel®], y es principalmente expresado en tejido
adiposol®®l. Variaciones en este gen estan relacionadas con deficiencia de
glicoproteinas IV en plaquetas[®!; sin embargo, esta variante con frecuencia alélica
en los 76 genomas de 36.5% se asocio en este estudio a un incremento en el conteo

de plaguetas!®¥, y ClinVar la denomina como posiblemente benigna.

rs9895848 también es una variante intronica que mapea al gen MINK1, el cual
pertenece a la familia “germinal center kinase” (GCK), los cuales regulan varios
procesos celulares al acoplar receptores de la superficie celular a vias de cinasas
activadas por mitdgenos (MAPK), como la via JNK®¢l; este gen es principalmente
expresado en piel y cerebrol®8l, Esta variante, con una frecuencia alélica de 51.3%

en los 76 genomas, se asocié a un incremento en el conteo de linfocitos!®4.

Del mismo modo, rs6002333, variante intronica con una frecuencia alélica de 94.2%
en los 76 genomas, pertenece al gen ZC3H7B que es una proteina de unién a RNA
gue puede estar involucrada en la regulacion de la traduccion, y al interactuar con
la proteina no estructural de rotavirus NSP3 puede tener un papel en su
replicacionl®’l, Esta variante se asocié con el incremento del porcentaje de

leucocitos!®4,
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Otro estudio de genoma completo reportado en GWAS Catalog en gemelos
monocigoticos relacionada con la variabilidad de sueros lipidicos y niveles de
apoliproteinas en 1,720 pares de mujeres gemelas monocigéticas de ancestria
europea del Proyecto GenomEUtwin, midiendo las fracciones lipidicas en ambos
gemelos[®®l. rs2483058 fue la variante en seleccion relacionada con este estudio,
que pertenece al gen SRGAP2 el cual codifica para una proteina altamente
conservada que regula la migracion y diferenciacion neuronall®1%l e| cual es
mayormente expresado en piel, vejiga y cerebro!®®l. La variante con una frecuencia
alélica de 50.6% fue asociada a un incremento en la medida del colesterol de alta

densidad®8],

Por otra parte, dos estudios relacionados con el meta-analisis de los desordenes
causados por el uso del alcohol reportaron la asociaciébn con una variante en
frecuencia diferencial. Ambos estudios se llevaron a cabo usando cohortes del UK
Biobank, 23andMe, y otras mas de ancestria europea, definiendo a los fenotipos a
través de los metadatos del test “Alcohol Use Disorders Identification Test” (AUDIT)
y cuestionarios para conocer el nimero de bebidas alcohélicas por semanal101.102],
rs11940694 en frecuencia alélica de 23.7% es una variante intronica que pertenece
al gen KLB el cual tiene como funcién la union del receptor del factor de crecimiento
de fibroblastos y se expresa principalmente en tejido adiposol®®l. Esta variante se
asoci6 en ambos estudios al incremento en la medicibn del consumo del

alcoholl101,102]

Igualmente, un meta-andlisis GWAS con individuos de ancestria africana para
indice de masa corporal (BMI) y la relacion de estudio-cadera reportdé una variante
intergénica (rs72887147) con frecuencia alélica de 69.9% en los 76 genomas que
se asocia con un incremento del indice de masa corporalll%3l; esta variante afecta al

pseudogene FTH1P5, sin embargo, no hay informacion respecto a éste.

Una variante en particular, rs2413631, ha sido relacionada por varios estudios
GWAS sobre desordenes psiquiatricos en individuos de cohortes como UK Biobank,
23andMe, Genetics of Personality Consortium, y otras de ancestria europea, en

donde los fenotipos se establecieron con cuestionarios dicotomicos, midiendo los
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afos de educacion, el mayor nivel de estudios completados, de rendimiento
cognitivo y otros1%4-1971_ Esta variante intrénica con una frecuencia alélica de 92.9%,
se asocio a desordenes como incremento de ansiedad, decremento de medicion de
funcién cognitiva, incremento de medicién de sintoma de depresion, incremento de
neuroticismo e incremento en la medicion de preocupacion; afectando al gen RBX1,
el cual tiene un papel en el proceso de ubiquitinacion necesario para la progresion

del ciclo celulart®!,

Otra asociada a un fenotipo particular es rs202629, una variante intergénica con
una frecuencia alélica de 17.3% en los 76 genomas que mapea a dos genes
cercanos, PHF5A, que es una subunidad del complejo del spliceosoma que cataliza
el splicing del pre-RNAI%! y TOB2 que pertenece a la familia de proteinas
antiproliferativas involucradas en la progresién del ciclo celular', la cual se analizé
como parte de un estudio de asociacién de dependencia a cannabis en individuos
descendientes de europeos de 5 cohortes, resultando en un incremento en la

medicion de dependencial1?l,

Finalmente, un estudio transétnico asociado a presién sanguinea realizé un
metaandlisis para participantes del Million Veteran Program (MVP) y UKBK,
teniendo participantes con ancestria europea, africana, latina/hispana, asiaticos y
nativos americanos; a quienes se les pidié una muestra de sangre, se aplicaron
cuestionarios de estilo de vida y se uséO el reporte estadistico de los datos.
Asociandose esta variante intronica al incremento de 0.4076 mmHg en la medicion
de la presion de pulsol*!l, encontrandose en 69.2% de frecuencia alélica en los 76
genomas Yy perteneciendo al gen TNRC6B, que esta involucrado en el
silenciamiento del gen por RNA, la regulacion positiva del acortamiento de colas de

poli A del mRNA en el ntcleol®,

10. DISCUSION

Hacer un escrutinio para identificar variantes de interés biomédico dentro de

las 3 billones de bases que constituyen al genoma humano consume mucho tiempo,
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por lo que esta herramienta busca hacer eficiente a través de métodos
computacionales y paralelizables este proceso. La manera en la que este trabajo
destaca y facilita esta tarea es brindando un subconjunto de variantes involucradas
en una ruta metabdlica o fenotipos clinicos, lo cual es el mayor reto actual en la
investigacion. Cabe resaltar que en comparacion con otras herramientas actuales
que buscan abordar esta problematica, este trabajo tiene la ventaja de incluir

variantes en regiones no codificantes con asociaciones clinicas o fenotipicas!'1?,

La herramienta desarrollada en este trabajo permitié ofrecer, a partir de un catélogo
de variacion con anotaciones funcionales, identificar las variantes de mayor interés
biomédico que posiblemente se encuentran implicadas en rasgos fenotipicos de la
poblacion estudiada (nativos americanos). El dataset completo de variacion nativa
mexicana fue de 8,638,130 SNVs y 1,099,022 indeles cortos. Como puede
observarse en la Figura 6, el nUmero de variantes por muestra permanece
constante, reflejando el buen llamado de variantes realizado previamente por el
INMEGEN; sin embargo, resaltan tres individuos del grupo étnico Seri, los cuales
son un grupo pequefio de Sonora y que su aislamiento reflejado en la disminucién
de variacién concuerda con la informaciéon antropolégica (Fig. 6). Por otro lado,
manejar millones de variantes, para enfocarse en algunas de interés, es dificil sin el
uso de recursos bioinformaticos, por lo que es clave facilitar la identificacién de
variantes biomédicamente relevantes. Lo anterior favorece el proceso de
generacion de hipotesis basadas en observaciones gendémicas, al aportar
informacion asociada a fenotipos, genes, o frecuencias poblacionales. Por lo que
esta herramienta resalta diferentes conjuntos de datos de acuerdo al interés del
usuario (Tabla 4), comparacion de frecuencias alélicas, asociaciones fenotipicas o
clinicas, tipo de consecuencia o variante o variantes nuevas, siendo las que proveen
mayor posibilidad de hipo6tesis y validaciones experimentales, aquellas con
frecuencias alélicas contrastantes y meta-datos asociados.Como ejemplo de este
proceso generador de hipoétesis, utilizamos variantes con frecuencias alélicas
diferenciales entre la poblacion nativa, la poblacion Europea, y la poblacion de Asia
del Este. Consideramos variantes con frecuencias diferenciales a aquellas con alta

frecuencia dentro de los nativos mexicanos, y baja en otras poblaciones, y
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visceversa. Las variantes con frecuencias diferenciales son sugerentes de procesos
de seleccion, y en ocasiones evidencian la importancia funcional de algunas
posiciones del genomal*—#9l. Algunas variantes de baja frecuencia tienden a ser
recientes en su origen, y exhiben un alto nivel de diferenciacion entre poblaciones,

por lo que son sitios de variacion de interés para su estudio%-54,

Las variantes de interés en el catalogo nativo mexicano descritas en este trabajo
estan relacionadas con genes que participan en procesos de respuesta inmune, y
metabolismo. Esto coincide con trabajos previos de gendmica poblacional donde se
destacan variantes en frecuencias diferenciales?*-2¢l. El 72.5% de la poblacion
actual en México tiene sobrepeso u obesidad™!3l, por lo que llaman la atencién en
particular variantes asociadas en estudios de otras poblaciones con fenotipos como
obesidad, aumento de niveles de colesterol o indice de masa corporal. El estudio
de la estructura gendmica de las poblaciones nativas mexicanas permitira
comprender mejor elementos genomicos y particularidades regionales que se

comparten con la actual poblacién cosmopolita mexicana.

En este trabajo se analizaron algunas de las variantes del set de datos poblacional
de 76 genomas amerindios mexicanos para identificar y caracterizar in silico
variantes de interés clinico, no obstante, esto sirve como punto de partida ya que
se necesita la comprobacién de forma experimental de si estas variantes a) se
encuentran en poblacién cosmopolita de México en frecuencias similares, b) si
verdaderamente participa afectando el rasgo fenotipico con el que se ha relacionado
en otras poblaciones. Este tipo de variantes interesantes por la informacion
disponible que se tiene de ellas es la que conforma la base de la Medicina
Gendmica, y por los resultados obtenidos este trabajo contribuye significativamente
al avance de la Medicina Gendmica del pais al aumentar el nUmero de variantes

relevantes a nivel poblacional y médico.

Considerando los estudios que desde 2014 se han llevado a cabo para conocer la
variacion del paisl®#-2¢l, se ha cubierto una parte de la variacién existente, sin
embargo, México cuenta con 67 grupos indigenas*4, esto refleja la importancia de

incluir mas muestras, con mayor diversidad poblacional®®, ya que todavia quedan
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poblaciones sin ser estudiadas a nivel genémico que contribuyen a la composicion
genomica de la poblacién mestiza mexicana, por lo que en este trabajo se llevo a
cabo el disefio, desarrollo y validacion con datos reales de una herramienta
bioinformética para el andlisis de la variacion gendmica, lo cual busca agilizar la
deteccion de variantes no benignas o relacionadas a fenotipos relevantes para

futuros proyectos poblacionales.

Con el avance de las tecnologias de secuenciacion, el abaratamiento de costos por
reaccion y considerando que las regiones codificantes del genoma sdlo aportan un
porcentaje muy bajo de la variacion humana, la secuenciacibn de genomas
completos para llevar a cabo proyectos poblacionales en distintas regiones del
mundo tomé importancial’’-23, lo cual refleja la relevancia de los datos del proyecto
100G-MX empleados en este trabajo, que permitieron el estudio de la variacion en
regiones codificantes, reguladoras e intergénicas como puede observarse en la
Figura 7, sin embargo, uno de los grandes retos que aun existen es determinar el
impacto o funcidon de una variante en regiones intergénicas (no reguladoras), y
también conocer qué tanto afecta una sola variante a los elementos reguladores
(enhacers, promotores y miRNAS); debido a esto es importante el uso de bases de
datos con informacién relacionada a este tipo de elementos gendmicos y la
continuacion del estudio de los multiples elementos del genoma que enriquezcan

estas bases de datos.

11. CONCLUSIONES

Lo expuesto a lo largo de este trabajo permite llegar a las siguientes conclusiones:

1. El uso de una herramienta que estandarice el analisis de la variacion genomica
masiva de forma escalable y reproducible, permite la identificacion de variantes de
interés biomédico al facilitar el andlisis a través del uso de las versiones mas

actuales de las bases de datos de relaciones genotipo-fenotipo.
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2. Existen variantes asociadas a fenotipos de interés biomédico en poblacién
amerindia mexicana que explican caracteristicas del fenotipo de la poblacién
mestiza mexicana, por lo que es importante que se continte el estudio de estas

variantes a profundidad.

3. Existen variantes de baja frecuencia en la poblacion nativa amerindia mexicana,
importantes debido a que pueden ser sitios de diferenciacion reciente, que tienen

asociaciones con fenotipos de interés clinico.

4. En conjunto con el Proyecto de los 12 genomas y el Proyecto no publicado de
secuenciacion de exoma de M. Avila, este trabajo estudio la variacion del proyecto
de 100G-MX, proyecto complementa el estudio de la variacion regional abarcando
la diversidad gendmica de 31 de los 68 grupos de NatMex, estudiados por

tecnologias de secuenciacién masiva.
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