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RESUMEN

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo y
altamente heterogéneo que afecta de manera selectiva a las neuronas motoras. Esta
afeccion compromete diversas estructuras del sistema nervioso central, provocando
debilidad muscular, paralisis respiratoria y, conduciendo a la muerte en un promedio de 3
a 5 afios. Aproximadamente el 90-95 % corresponden a formas esporadicas, mientras que
el 5-10 % restante corresponde a formas familiares. Se han identificado mas de 50 genes
asociados con su patogénesis, y se ha observado una correlacion entre la frecuencia de

estas variantes genéticas y la ascendencia de los pacientes.

Este estudio presenta el primer analisis genomico de ELA en poblacion mexicana
mediante un andlisis de asociacion de genoma completo (GWAS), utilizando una cohorte
de 125 casos y 582 controles. Se identificaron variantes genéticas asociadas con la
enfermedad, incluyendo un gen previamente vinculado a ELA, asi como asociaciones con
genes relacionados con Alzheimer y procesos neurodegenerativos tipicos.
Complementariamente, el analisis de ontologia génica sefial6 una fuerte asociacion con la
desgranulacion de neutrofilos, proceso vinculado con estados de inflamacion cronica y

progresion de la ELA

Asimismo, se construyd un modelo de puntaje de riesgo poligénico (PRS) que logro
clasificar correctamente el 89.2 % de los casos. A pesar de las limitaciones que el estudio
presenta, los resultados muestran coherencia bioldgica y aportan evidencia genética
novedosa en una poblacion subrepresentada. Estos hallazgos constituyen una base solida
para futuras investigaciones en neurogenética y en el desarrollo de estrategias terapéuticas

para la ELA en Meéxico.
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ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive and highly heterogeneous
neurodegenerative disorder that specifically affects motor neurons. This condition
damages various parts of the central nervous system, leading to muscle weakness,
respiratory paralysis, and death typically within 3 to 5 years. About 90-95% of cases are
sporadic, while the remaining 5-10% are familial. Over 50 genes linked to its
development have been identified, and a link has been observed between the frequency of

these genetic variants and the patient's ancestry.

This study provides the first genomic analysis of ALS in the Mexican population using a
genome-wide association study (GWAS), involving a cohort of 125 cases and 582
controls. It identified genetic variants associated with the disease, including a gene
previously linked to ALS, as well as connections with genes related to Alzheimer's disease
and common neurodegenerative processes. Additionally, gene ontology analysis
highlighted a strong link to neutrophil degranulation, a process associated with chronic

inflammation and ALS progression.

A polygenic risk score (PRS) model was also developed, which accurately classified
89.2% of cases. Despite the study's limitations, the results demonstrate biological
consistency and offer novel genetic evidence in an underrepresented population. These
findings provide a strong foundation for future research in neurogenetics and the

development of therapeutic strategies for ALS in Mexico.
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1. INTRODUCCION

1.1. Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA).

La Esclerosis Lateral Amiotroéfica (ELA) es un desorden neurodegenerativo
multisistémico de inicio tardio con amplia heterogeneidad clinica, patologica y genética
(Hardiman O. et al. 2017). Es la condicion mas comun de las enfermedades de la neurona
motora (ENM), que se caracteriza por la muerte selectiva y progresiva de estas neuronas
motoras (NM) superiores (NMS) e inferiores (NMI) (Masrori P. & Damme Van P. 2020)
(Figura 1A). La ELA se clasifica como un desorden neuromuscular debido a que los
individuos presentan sintomas como debilidad y atrofia muscular, mostrando un curso
rapidamente progresivo. En las primeras etapas se observa la pérdida de deambulacion y
en etapas mas avanzadas se puede presentar falla respiratoria, siendo esta la principal
causa de muerte. Los pacientes con ELA tienen una esperanza de vida promedio de 2-5

afios (Wolfson C. et al. 2023; Amado DA & Davidson BL 2021).

Los casos de ELA pueden ser agrupados de dos formas: las formas familiares (ELAf),
donde los individuos afectados presentan una historia familiar positiva, es decir, tienen
antecedentes de un familiar (ya sea de primer o segundo grado) también afectado y
representan del 5-10% de los casos. Por otro lado, el 90-95% de los casos son clasificados
como casos esporadicos (ELAe), los cuales no tienen una historia familiar positiva de la

enfermedad (Zhang et al., 2016; Boylan K. 2015).

La caracterizacion clinica de la ELA fue descrita desde 1869 por Jean Martin Charcot y
refinada por ¢l en 1874 (Charcot J-M. 1874; Charcot J-M & Joffroy A. 1869) como un
sindrome de neurona motora pura (Masrori P. & Damme Van P. 2020). Charcot describe
que la “amiotrofia” se refiere a la atrofia de fibras musculares, las cuales se denervan
debido a la degeneracion de las células de las astas anteriores de la médula espinal, las
cuales son un tipo de NMI. Estas cumplen la funcion de generar una contraccién muscular
cuando existe un estimulo temporal y espacial adecuado (Singh, B. et al. 2023); pero al
estar ausente dicho estimulo, causa debilidad muscular y fasciculaciones; por otro lado,

“esclerosis lateral” se refiere al endurecimiento de los tractos corticoespinales laterales y
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anteriores conforme las NM se degeneran y son reemplazadas por gliosis (Rowland LP et
al. 2001). Sin embargo, hay que resaltar las aportaciones de Bell (1824), Aran (1850),
Duchenne (1851) y Cruveilher (1853), las cuales ayudaron en el entendimiento de este
desorden (Tyler HR, Shefner J. 1991; Aran FA., 1850; Duchenne de Boulogne GB. 1851;
Cruveilhier J. 1853; Goetz CG. 2000; Rowland LP 2001). Debido a la gran variabilidad
clinica que existe entre los pacientes, es posible clasificarlos de acuerdo con su forma de

inicio, tomando en consideracion sus principales caracteristicas clinicas en espinal, bulbar

y respiratorio (Figura 1B).

A) B)

seimaria s Bulbar  Respiratorio | Espinal
2

Deterioro cognitivo y
\\ conductual
E %f \ Disfagia
J

- Neurona matara supetior Dispenia

——  Neourona matora imariar

Insuficiencia

| Médula respiratoria

Seccion transversal de
I espinal \‘ / la médula espinal
[ \
\
\\
\
\ Asta

\ anterior Calambres

musculares

Espasticidad

\ Musculo Debilidad muscular
\
A

} Atrofia muscular

Figura 1. Caracteristicas clinicas de la ELA. A) Descripcion anatdémica de las regiones que se ven

comprometidas en la enfermedad. B) Afecciones clinicas caracteristicas de las formas de inicio de la
enfermedad Modificado de Hardiman O. et al. 2017.

e Inicio espinal. Es la forma mas comtn de inicio de la enfermedad, observandose
en aproximadamente el 70 % de los casos. Se caracteriza por debilidad muscular
localizada, principalmente en la musculatura distal de las extremidades superiores
e inferiores, con progresion hacia la musculatura proximal. Asimismo, se
presentan sintomas como paraparesia espastica, fasciculaciones, calambres, entre
otros. Cabe destacar que esta forma de inicio es asimétrica; sin embargo, las demas

extremidades también desarrollan debilidad y atrofia. En la mayoria de los casos,

14



los pacientes también llegan a presentar manifestaciones bulbares y respiratorias.
La sobrevida estimada es de 2 a 5 afios (Tard, C. et al., 2017; Wijesekera LC. et
al., 2009).

Inicio bulbar. Representa entre el 25 % y el 30 % de los casos, y se caracteriza por
sintomas bulbares como disartria, disfagia, disfonia y, en raras ocasiones,
debilidad del musculo masetero. Ademas, la mayoria de los pacientes desarrollan
sialorrea y debilidad facial bilateral leve. Este tipo de inicio es mds comun en
mujeres de edad avanzada. No obstante, los pacientes suelen mostrar una
sobrevida mas corta (2-2.5 afios), debido a una presentacion mas severa. También
es frecuente la aparicion de sintomas pseudobulbares como labilidad emocional y
bostezos excesivos (Tard, C. et al., 2017; Hardiman O. et al., 2017; Wijesekera
LC. et al., 2009).

Inicio respiratorio. Cerca del 5 % de los pacientes inicia con fallas respiratorias,
sin sintomas espinales o bulbares significativos. Esta forma se asocia a afectacion
toracica-espinal, lo que origina insuficiencia respiratoria tipo 2 o hipoventilacion
nocturna. Los sintomas incluyen disnea, ortopnea, alteraciones del suefio, cefaleas
matutinas, somnolencia diurna excesiva, anorexia, disminuciéon de la
concentracion, irritabilidad y cambios de humor. La sobrevida promedio en estos
casos es de aproximadamente 1.4 afios (Kiernan M.R. et al., 2011; Swinnen B. &

Robberecht W., 2014; Wijesekera LC. et al., 2009).

Mas del 50 % de los casos pueden desarrollar manifestaciones extramotoras (Masrori P.

& Van Damme P., 2020), y entre el 10 % y el 15 % de ellos pueden recibir un diagndstico

adicional de demencia frontotemporal (DFT) (Phukan J. et al., 2007), que se caracteriza

por degeneracion de los lobulos frontales y temporales anteriores, manifestandose

clinicamente mediante alteraciones conductuales, deterioro del lenguaje y disfuncion

ejecutiva (Antonioni A. et al., 2020). Asimismo, entre el 35 % y el 40 % de los pacientes

presentan cambios cognitivos y conductuales.

Por esta razon, actualmente se considera que la ELA y la DFT conforman un espectro

clinico compartido, con mecanismos fisiopatolégicos que se superponen entre ambas

enfermedades neurodegenerativas. Este espectro se extiende entre ambos extremos
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clinicos, involucrando genes comunes relevantes en cada una de las patologias (Burrell

JR. etal., 2011).

1.2. Epidemiologia

La ELA presenta una incidencia estimada de entre 1.75 y 3 casos por cada 100,000
personas al afio, y una prevalencia que oscila entre 10 y 12 por cada 100,000 personas en
Europa (Logroscino G. et al., 2010; Marin B. et al., 2017). Sin embargo, esta enfermedad
muestra una notable variabilidad geografica, lo cual ha sido evidenciado por estudios que
describen diferencias en las tasas de incidencia y prevalencia en distintas regiones del

mundo.

En Africa, los reportes epidemioldgicos son limitados, ya que solo se ha realizado un
estudio que estima una incidencia media de 1.09 por cada 100,000 personas al afio, sin
datos disponibles sobre la prevalencia (Henning F. et al., 2021). En contraste, Asia cuenta
con al menos 16 reportes relacionados a la epidemiologia de la ELA, mostrando una
amplia variabilidad regional. Por ejemplo, en Iran se ha reportado una incidencia de 0.42
y una prevalencia de 1.57 por cada 100,000 personas (Sajjadi M. et al., 2010), mientras
que en Japdn se observa una incidencia de 2.20 y una prevalencia de 9.90 por cada 100,000
personas (Doi Y. et al., 2014). Esta variabilidad también puede apreciarse de manera local,
donde resulta especialmente llamativo el caso de la region de Oshima, en Japon, donde la

incidencia alcanza los 23.46 por cada 100,000 personas al afio (Kihira T. et al., 2012).

Por otra parte, en América del Norte, los estudios muestran una incidencia que varia entre
0.50 y 3.29 por cada 100,000 personas al afio (Rose L. et al., 2019; Golby R. et al., 2016).
En los Estados Unidos, la prevalencia se ubica entre 2.0 y 11.80 por cada 100,000
personas, mientras que en Canadad se ha reportado una prevalencia de 2.30 por cada
100,000 personas (Gordon PH. et al., 2013; Bhattacharya R. et al., 2019). En América
Latina, los estudios epidemioldgicos son escasos y se limitan a ciertos paises. Ecuador
reporta una incidencia anual promedio de 0.26 por cada 100,000 personas (Bucheli M. et

al., 2016), Colombia presenta una incidencia de 1.40 y una prevalencia de 4.90 por cada
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100,000 personas (Zapata-Zapata CH. et al., 2020), Brasil informa una prevalencia de 5.0
(Linden-Junior E. et al., 2013), y Argentina muestra una incidencia de 3.17 y una

prevalencia de 8.86 por cada 100,000 personas (Bettini M. et al., 2013).

Por ultimo, en Oceania se ha realizado un estudio epidemioldgico que incluye a individuos
de Nueva Zelanda, en donde se reporta una incidencia de 2.90 por cada 100,000 personas
al afio (Caulfield A. & Cariga P., 2018). Estos datos confirman que, si bien la ELA es una
enfermedad global, su distribucion no es uniforme, lo que sugiere que factores genéticos,
ambientales y de infraestructura sanitaria pueden influir significativamente en su

deteccion y reporte.

1.2.1. ELA en México

Los estudios sobre la ELA en poblaciones latinoamericanas siguen siendo limitados, como
se observo anteriormente y México no representa una excepcion. Segin Martinez HR et
al. (2014), en México s6lo se habian publicado, entre enero de 1998 y agosto de 2014, un
total de 15 articulos relacionados con investigacion clinica y basica sobre ELA. Esta cifra

se eleva a 19 cuando se consideran publicaciones en revistas no indexadas hasta esa fecha.

Por otra parte, de acuerdo con Martinez HR et al. (2011), se estima que la edad promedio
de inicio de la enfermedad en pacientes mexicanos con ELA es de 47.5 afios, cifra inferior
a la reportada en otras poblaciones internacionales. El mismo estudio muestra una razoén
de 1.8:1 de hombres con respecto a mujeres, y una supervivencia media de 57.8 meses
desde el diagndstico, asi como un retraso entre el inicio de las manifestaciones y el
diagnostico clinico de la enfermedad de 12 meses. Asimismo, se sefiala que la forma de
inicio mas comun en estos pacientes es la espinal, presente en el 66% de los casos, con
una predominancia en la afectacion de las NMS (53%). Finalmente, el estudio concluye
que las formas familiares corresponden Unicamente al 3.3% de los casos observados en

México.
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geografica (Asia, Europa, América del Norte y América del Sur), resaltando una amplia variabilidad geografica
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1.3. Factores de riesgo

La ELA presenta alteraciones de tejido especificas, siendo las NM las més afectadas. Sin
embargo, aun no se ha esclarecido con precision por qué estas neuronas son
particularmente vulnerables. Segun Riancho, J. et al. (2019), algunos factores que podrian

afectar la susceptibilidad de estas neuronas son:

e Su gran tamafo y citoesqueleto desarrollado, lo que implica alta actividad
metabolica.

e Elevados requerimientos mitocondriales, debido a sus altos requerimientos
energéticos para funciones como la transmision sindptica y el mantenimiento del
potencial de accion. Las NM son especialmente sensibles a disfunciones
mitocondriales, lo que puede provocar estrés oxidativo, pérdida del potencial de
membrana y fragmentaciéon mitocondrial (Lu D, et al., 2023; Miller M. et al.,
2016).

e Alta sensibilidad a agentes excitotoxicos y alteraciones en la regulacion del calcio
intracelular.

e Disminucidn en la capacidad de respuesta de las proteinas de choque térmico y de
procesos dependientes de chaperonas, asi como la disfuncion del sistema

ubiquitina-proteasoma.

La etiopatogenia de la ELA es diversa y compleja, y su desarrollo se ha vinculado tanto a
factores ambientales (Tabla 1) como genéticos (Tabla 2). Se han asociado més de 50 genes
con la aparicion y susceptibilidad a esta enfermedad (Bagyinszky ef al., 2023), los cuales
se clasifican en genes de alta o baja frecuencia, de acuerdo con las frecuencias observadas
en los casos de ELA. Entre los genes mas estudiados se encuentran C9orf72, SODI, FUS,
TBK1, TDP-43, CHMP2B, SEXT, SOSTM1 y NEK1, los cuales, también se ha relacionado
con el desarrollo de DFT (Abramzon Y.A. et al., 2020).

Las variantes génicas en estos genes pueden interferir con multiples mecanismos
celulares, como el transporte vesicular, la autofagia, disfuncién mitocondrial y del

citoesqueleto, la citotoxicidad mediada por glutamato, el procesamiento de ARN vy el
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trafico de proteinas. Estas alteraciones contribuyen a la degeneracion progresiva de las

NM, favoreciendo la evolucion clinica de la ELA (Figura 4)

Tabla 1. Factores de riesgo ambientales asociados a la ELA.

Factor de riesgo Descripcion

Se basa en la exposicidn a sustancias que pueden danar a las células

NM, contribuyendo al desarrollo, progresion o susceptibilidad de

la enfermedad. Un ejemplo muy estudiado es el caso del

aminoacido B-N-metilamino-L-alanina (BMAA), presente en las

algas verdeazuladas y cicadas. Este es considerado como una

o neurotoxina capaz de causar enfermedades de la NM en modelos
Exposicion a ) . .

. animales. Asi mismo, el BMAA se acumula en murciélagos

sustancias . .
‘ frugivoros, los cuales son empleados en dietas exéticas, como lo es
neurotoxicas ] o

el caso de la isla Guam, donde se ha reportado que existieron brotes

de este padecimiento (Galasko D, et al., 2002, Yin HZ et al., 2014).

Del mismo modo, también se ha relacionado que la exposicion

prolongada a quimicos agricolas como pesticidas, especialmente

organofosforados, han demostrado tener un efecto neurotoxico,

impactando la sinapsis de las NMI (Singh G. & Khurana D, 2009)

Se sugiere que el tabaquismo puede aumentar el riesgo para la
ELA, sin embargo, todavia se desconoce si la relacion entre ELA
Tabaquismo y el tabaquismo es causada por la nicotina, el estrés oxidativo o
alguna de las multiples sustancias en el humo del cigarro (de Jong

SW.etal., 2012).

Se ha observado una mayor incidencia en militares en servicio
activo debido a esfuerzo fisico extenuante, privacion del suefo,
Ocupacion estrés y exposicion al plomo. Asimismo, se ha identificado un
riesgo incrementado en atletas de alto rendimiento (Beard JD. Et

al., 2015; Qureshi MM et al., 2006, Horner RD. Et al., 2003).

La exposicion al plomo ha demostrado causar neuropatias motoras.
Metales pesados _ ' .
Curiosamente, en pacientes con ELA, niveles elevados de
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exposicion podrian retrasar la progresion de la enfermedad

(Callaghan B, et al., 2011; Wang M.D., et al., 2014).

Tabla 2. Genes asociados con el desarrollo de la ELA.

Impacto en
, Vias/Impacto en el
GEN FUNCION enfermedades
fenotipo de ELA
adicionales
Disfuncion del .
Tetraplejia
Proteccion contra el estrés ~ proteoma, dimerizacion '
espastica,
SODI oxidativo, recambio de la y agregacion de SOD1 )
hipotonia
proteasoma. anormal,
) axonal
neuroinflamacion
‘ _ Splicing anormal, ‘
Regulacion de la expresion ‘ o DFT y posible
. . haploinsuficiencia, o
C9orf72  génica, funcion del endosoma _ asociacion con
. reduccion de la
y autofagia _ . EA y EP
expresion génica
‘ o Formacion de
Regulacion del splicing,
agregados y
TARDBP  transporte y procesamiento DFT
deslocalizacion de
del RNA
TDP43
Regulacion del splicing, _
) Sobreexpresion y
FUS transporte y procesamiento DFT
agregacion de FUS
del RNA
. ' Fosforilacion anormal
Clasificacion de endosomas y )
CHMP2B ) ) de TDP43 por baja DFT, PHE
formacion de endo-lisosomas
ubiquitinacion de CK3
Deslocalizacion de DFT, IBM,
Autofagia, trafico vesicular,
VCP ) TDP43, autofagia enfermedad de
funciones de chaperona
anormal Paget’s
UBQLN2 Sistema ubiquitin proteasoma  Reduce la degradacion DFT
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mediada por la
proteasoma,
neuroinflamacion,

deterioro de la autofagia

Deterioro del recambio
o del proteosoma,
CCNF Proteina E3 ubiquitin ligasa ‘ ‘ DFT
disrupcion de la

actividad E3 ligasa

Auto y mitofagia

Activador de la via NF-kB, anormal, reduccion de
TBK1 mitofagia, autofagia, la autofosforilacion. DFT
autoinmunidad Autoinmunidad e
inflamacion

Reduccion de la

Diferentes formas de expresion génica,
OPIN autofagia, proteccion ante inflamacion e Glaucoma
inflamacion inmunorreaccion contra
OPTN

Regulacion del procesamiento  Promueve la toxicidad
ATNX2 SCA2, DFT
del RNA con TARDBP de TDP43




“EA" enfermedad de Alzheimer, "EP" enfermedad de Parkinson, "DFT" demencia frontotemporal, “PEH” paraplejia
espastica Hereditaria, “IBM” miositis por cuerpos de inclusion, “SCA2” ataxia espinocerebelosa tipo 2. Modificado
de Bagyinszky e. et al., (2023).
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Figura 4. Procesos bioldgicos relacionados con el desarrollo de la ELA. Los diferentes mecanismos incluyen el
procesamiento del RNA, el metabolismo proteico, el estrés oxidativo, el dafo en el transporte y la afectacion de
las células gliales. Modificada de Riancho J. et al (2017)

1.4. Diagnostico

El diagnodstico de la ELA es un proceso que puede tomar tiempo, ya que suelen
sobrelaparse algunos sintomas y confundirse con otras patologias, siendo necesario el
diagnostico diferencial. La variabilidad del cuadro clinico progresa con el tiempo y se

complica hasta que se produce la muerte. Por ello, la Federacion Mundial de Neurologia

ha establecido criterios, la Escala de Valoracion Funcional para ELA Revisada (ALSFRS-
R) y los criterios de “El Escorial” (Tabla 3), para proporcionar un diagnostico apropiado
de ELA (Martinez HR et al., 2014). Asimismo, se recomienda realizar evaluaciones
electrofisiologicas o neuropatologicas que demuestren la degeneracion de las NM y
estudios de neuroimagen para descartar otras patologias con un cuadro clinico similar

(Bucheli M., et al., 2012).
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Tabla 3. Criterios clinicos para un adecuado diagndstico de acuerdo con El Escorial (Modificado de Bucheli M.,

etal., (2012).
e Evidencia de disfuncién de la NMS y NMI en al menos 3 regiones
del cuerpo.
e Signos NMS y NMI en una region bulbar y al menos dos regiones
espinales: cervical y lumbosacra.
ELA e Signos de NMS en dos regiones espinales: cervical y lumbosacra
y NMI en tres regiones espinales: cervical y lumbosacra.
definitiva Las regiones definidas por el Escorial son:
1) craneo-bulbar
2) cervical
3) lumbo-sacral
4) toracica.
ELA probable e Disfuncion de NMS y NMI en al menos dos regiones.
e Signos de NMS necesariamente rostrales frente a signos de NMI.
e Signos clinicos de alteraciones en NMS y NMI en solo una region.
e Signos de disfuncion de NMS en una region, ademas de evidencia
ELA de alteraciones en la NMI en al menos 2 regiones, por medio de

probable con

evidencia de

electromiografia.

e Sies bulbar o toracica: Un solo musculo o miotoma debe demostrar

laboratorio signo de disfuncion de NMI; si es region cervical o lumbosacra, 2
musculos o miotomas deben demostrar signos de disfuncién de
NMIL.
e Alteraciones de la NMS y NMI en una region.
e Alteraciones de NMS en 2 o mads regiones.
Signos de disfuncion de NMI rostrales en comparacion con los signos de
ELA posible

NMS, ademas de presentar dificultades en la validacién de examenes
electrodiagnoésticos, neurofisioldgicos, de neuroimagen o de laboratorio

clinico.
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Neurona Motora (NM), Neurona Motora Superior (NMS), Neurona Motora Inferior (NMI).

1.5. Poblaciones mezcladas y estructura poblacional en México

Las poblaciones mezcladas o mestizas son aquellas poblaciones que se originaron a partir
de eventos de migracion entre poblaciones inicialmente aisladas. Aunque en un sentido
estricto todas las poblaciones pueden considerarse poblaciones mezcladas, este término se
emplea para referirse a poblaciones con una mezcla reciente, aproximadamente dentro de
las 30 generaciones en una escala continental (Tan, T., & Atkinson, E. G. 2023), lo que
da como resultado que los individuos presenten una estructura de mosaico en sus genomas

(Korunes KL, Goldberg A. 2021).

Se considera que los individuos mezclados son el resultado de la combinacion genética
entre poblaciones ancestrales diferenciadas. En la primera generacion, heredan una copia
de cada cromosoma proveniente de cada grupo ancestral; no obstante, a partir de la
segunda generacion ocurren los eventos de recombinacion, en los que los cromosomas
homologos se fragmentan y dan origen a segmentos con ancestrias distintas. Estos
segmentos se transmiten de forma variable a las generaciones siguientes (Tan T. &

Atkinson E.G., 2023) (Figura 5).

La mezcla puede ocurrir de muchas maneras, dos de los modelos de mestizaje mas
comunes son el modelo de aislamiento hibrido (HI, por sus siglas en inglés hybrid-islation
model) y el modelo de flujo continuo (CGF, por sus siglas en inglés continuos gene-flow
model). En donde el modelo HI asume que solo hay un evento de mezcla y este ocurre en
la primera generacion, por otra parte, el modelo CGF permite la entrada de nuevos

ancestros parentales de manera continua (Pfaff CL, et al., 2001).

En México, el proceso de mezcla se desencadena a partir de la colonizacion europea del
“nuevo mundo”, este proceso ocurre entre los nativos americanos, espafioles y esclavos
africanos. Donde los mestizos son el resultado de esta mezcla y constituyen al 93% de la

poblacion total de México (Martinez-Cortés G. et al. 2012).
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Los patrones de mezcla de la poblacion mexicana han sido moldeados por la densidad de
las poblaciones ancestrales y por las dinamicas de crecimiento demografico, influyendo
directamente en la composicion genética actual de diversos grupos poblacionales. Un
ejemplo que ilustra este fendmeno es el desarrollo industrial del pais entre los siglos XVI
y XVIII, impulsado por el descubrimiento de minas de plata. Este proceso dio como
resultado el asentamiento de individuos extranjeros en territorio mexicano y propicié un
aumento en las poblaciones mestizas como resultado del mestizaje entre grupos

ancestrales (INEGI, 2005) (Figura 6).

De forma similar, la migracion de individuos desde zonas rurales hacia centros urbanos
ha intensificado las diferencias regionales en los patrones de mezcla, favoreciendo un
aumento de la ancestria nativa americana en las zonas urbanas (Garcia-Martinez B. et al.,
2009; Moreno-Toscano A., 2003). De manera similar, la heterogeneidad genética de los

individuos mestizos ha sido documentada recientemente.

Uno de ellos es el estudio realizado por Moreno-Estrada A. et al. (2014), quien analiz6 20
grupos indigenas mexicanos (n=511), pertenecientes a diferentes areas del pais. Mediante
un analisis de PCA, se identific6 que el tercer componente (PC3) diferencia claramente a
las poblaciones indigenas dentro de México siguiendo un gradiente geografico noroeste-
sureste, explicando un 0.89 % de la variacion genética, lo cual es casi tres veces mas que
el eje de diferenciacion norte-sur en Europa (0.30 %). Esto se observo también de manera
intrapoblacional, resaltando los altos niveles de diferenciacion genética, en donde, los
Huicholes y los Tojolabales mostraron un valor del indice de fijacion (Fst) de 0.068,

comparable al observado entre indios gujarati y chinos (Fst=0.076).

Estos resultados demuestran que la divergencia genética entre subpoblaciones indigenas
mexicanas es profunda y comparable con diferencias entre continentes, lo que refleja la
complejidad estructural que subyace a la composicion genética de las poblaciones

mestizas actuales.
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Generacion Poblacion1 Poblacion 2

002 copiasdecada
El marcadordela
poblacién 1

1 1 copiade cada marcador
de la poblacion 1

o 0,102 copiasde cada
marcador de la poblacion 1

3 0,102 copiasde cada
marcador de la poblacion 1

Figura 5. Representacion grafica del proceso de recombinacién gendmica en individuos mezclados. La primera
generacion hereda cromosomas completos de cada poblacién ancestral, mientras que en generaciones
posteriores la recombinacidon genera segmentos con ancestrias mixtas que se transmiten de forma variable.
Modificada de Shriner, D. et al. (2011).
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Figura 6. Composicion genética regional de la poblacidon mestiza en México. El mapa muestra las proporciones
de ancestria amerindia, europea, euroasiatica, asidtica y africana en distintos estados, evidenciando la
heterogeneidad genética resultado del mestizaje histérico entre poblaciones nativas, europeas y africanas, asi
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como de migraciones internas y dinédmicas socioeconomicas regionales (adaptado de Martinez-Cortés et al.,
2012).

1.6. Estudios de asociacion de genoma completo (GWAS)

Los estudios de asociacion a nivel del genoma (GWAS, por sus siglas en inglés Genome-
Wide Association Studies) constituyen un disefo de investigacion ampliamente utilizado
para identificar variantes genéticas, principalmente SNPs, asociadas a un fenotipo de
interés. Estos estudios son especialmente tutiles para el andlisis de rasgos complejos y
proporcionan informacion valiosa sobre los mecanismos bioldgicos subyacentes o los

procesos implicados en dichos rasgos (Marees et al., 2018).

Por ejemplo, esta metodologia ha sido empleada con éxito en la identificacion de variantes
genéticas que contribuyen al riesgo de desarrollar condiciones psiquidtricas como la
esquizofrenia, los trastornos del espectro autista, el trastorno por déficit de atencion e
hiperactividad, la depresion mayor y el trastorno bipolar (Gelernter et al., 2014; Ripke et
al., 2014; Smoller, 2013; Sullivan, Daly, & O'Donovan, 2012). En términos generales, los
hallazgos derivados de estos estudios sugieren que los rasgos psiquiatricos estan
influenciados tanto por variantes genéticas comunes como por variantes raras, las cuales,

de forma individual, presentan tamafos de efecto pequenos (Gibson, 2012).

Un aspecto importante para considerar es el nivel de significancia que se utiliza para
establecer que hay una asociacion entre una variante genética y el rasgo en estudio, con el
objetivo de minimizar el nimero de falsos positivos (Fadista, J., et al., 2016). Sin embargo,
el nivel de asociacion entre las variantes y el fenotipo estudiado pueden verse
influenciados por: el tamafio de la muestra, la magnitud del efecto, la frecuencia alélica
en los loci evaluados, el desequilibrio de ligamiento, la deriva genética, la seleccién
natural y, especialmente, la heterogeneidad del rasgo, la cual hace referencia tanto a las
diferencias bioldgicas inherentes, como a la capacidad para realizar un diagndstico preciso
de los individuos participantes (Visscher, P. M., et al., 2017) Para controlar el riesgo de
errores tipo I en este contexto, se utiliza cominmente un umbral de significancia de

5x1078, considerado como el valor de significancia convencional para este tipo de analisis
9
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(The International HapMap Consortium, 2005; Pe’er 1. et al., 2008; Visscher P.M. et al.,
2012, 2017).

1.6.1. GWAS y transferibilidad de resultados entre poblaciones.

El genoma humano es casi idéntico entre todos los individuos, con un 99.9 % de similitud.
Sin embargo, el 0.1 % restante representa la base de la diversidad genética entre las
personas. Estas diferencias corresponden a variantes genéticas (p. ¢j. SNPs y CNVs, etc.)
que se presentan en distintas frecuencias entre las poblaciones (Casillas et al., 2018). La
variacion en la frecuencia de estas variantes puede deberse a multiples factores, como la
historia demografica y cultural, asi como la exposicion a distintos factores
medioambientales. A su vez, las diferencias en la frecuencia de las variantes genéticas
entre poblaciones pueden influir en su asociacion con ciertos rasgos o enfermedades; por
ello, los resultados de estudios de GWAS en una poblacion especifica podrian no ser

directamente iguales a los resultados en otra poblacion (Abdellaoui et al., 2023).

Es importante destacar que cerca del 78 % de los participantes en estudios de GWAS son
de ascendencia europea (Popejoy & Fullerton, 2016; Sirugo et al., 2019). De ellos, el
71.8 % han sido reclutados en Estados Unidos, Reino Unido e Islandia (Mills & Rahal,
2019), lo que evidencia una sobrerrepresentacion de individuos de esta ascendencia en
dichos estudios (Mills et al., 2020). Esta falta de diversidad supone un desafio significativo
al intentar aplicar los resultados de los GWAS en individuos pertenecientes a otras

poblaciones (Popejoy et al., 2016; Martin, 2017; Martin et al., 2019).

Estas problematicas, han llevado al desarrollo de biobancos de poblaciones no-europeas,
como el biobanco de Japon (Nagai A., et al., 2017), el biobanco China Kadoori (Walters
R.G. et al., 2022), el biobanco de Taiwan (Wei C.-Y., et al., 2021; Feng Y.-C.A., et al.,
2021) y el biobanco mexicano (Sohail, M., et al., 2023), y asi mismo, al desarrollo y
adaptacion de modelos estadisticos para el mejoramiento de la transferibilidad (Ruan Y.,

et al. 2022).
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Algunos ejemplos de como las diferencias genéticas entre poblaciones pueden afectar el
riesgo de desarrollar enfermedades, asi como las asociaciones observadas en estudios
GWAS, pueden encontrarse en el trabajo de Ge et al. (2009). En dicho estudio, los autores
realizaron un GWAS en individuos con hepatitis C (HCV) tratados con peginterferon alfa
y ribavirina, y encontraron una fuerte asociacion con el SNP rs12979860, ubicado cerca
del gen IL28B, que codifica la proteina Interferon-A-3 (IFN-A-3). Observaron que el
genotipo C/C del SNP rs12979860, se asocia con una mejor respuesta al tratamiento,
asimismo identificaron que este SNPs presenta una frecuencia alélica considerablemente
mayor en pacientes de ascendencia europea (68.4 %) en comparacion con pacientes de
ascendencia africana (36.2 %). Concluyeron que este SNP explica aproximadamente la

mitad de las diferencias en las tasas de respuesta al tratamiento entre ambas poblaciones.

Otro ejemplo es el cancer de prostata, que presenta una mayor prevalencia en individuos
afroamericanos, quienes presentan una tasa de mortalidad ~2.4 veces mayor en
comparacion con los individuos euroamericanos (Jemal et al., 2008). Diversos estudios
han identificado y replicado varios SNPs en el locus 8q24 (como rs10090154, rs16901979,
1$6983267, rs1442295 y rs7008482) en poblaciones de distintos origenes, incluidos
europeos, africanos y latinos (Cheng et al., 2008; Freedman et al., 2006; Robbins et al.,
2007; Witte, 2007; Haiman et al., 2007). Estos estudios revelan que el impacto de dichos
SNPs sobre el riesgo de desarrollar cancer de prostata varia segiin la ancestralidad, en
donde el riesgo es del 32 % en euroamericanos, 46 % en latinos y 68 % en afroamericanos

(Haiman et al., 2007).

Estos ejemplos ilustran como las diferencias genéticas entre poblaciones pueden influir
significativamente en los resultados de estudios genomicos y en la eficacia de los
tratamientos médicos. Por ello, incluir una mayor diversidad de poblaciones en estos
estudios permitiria ampliar el conocimiento sobre la variaciéon gendmica humana y
fortalecer nuestra comprension de la etiologia de diversas enfermedades. Esto, a su vez,
facilita la identificacién de loci asociados a enfermedades, mejora las estimaciones de
riesgo poligénico (que se explicara mas adelante) y contribuye a reducir desigualdades en
salud. En conjunto, estos avances incrementan el potencial de la medicina gendmica para
beneficiar a poblaciones que actualmente se encuentran subrepresentadas (Duncan et al.,

2018; Hindorff et al., 2018a; Lam et al., 2018; Martin et al., 2019; Walters et al., 2018).
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1.6.2. Estratificacion poblacional.

La estratificacién poblacional es una fuente importante de sesgo en los estudios de
asociacion genética, incluidos los GWAS. Este sesgo puede presentarse en poblaciones
con mezcla reciente, donde las frecuencias alélicas varian entre las que se consideran las
poblaciones ancestrales, lo que puede generar asociaciones espurias O enmascarar
asociaciones verdaderas (Maares et al., 2018). Sin embargo, también se ha demostrado
que este fenomeno puede ocurrir incluso entre individuos de una misma poblacion étnica
(Abdellaoui et al., 2013; Genome of the Netherlands Consortium, 2014). Por ello,
controlar la estratificacion poblacional es un paso crucial en los GWAS. La estrategia mas
comun consiste en incorporar estimaciones de ancestria global o local como covariables

en el analisis (Tan & Atkinson, 2023).

La ancestria global se define como la proporcion del genoma de un individuo que puede
atribuirse a diferentes poblaciones ancestrales. Su estimacion tiene como objetivo inferir
las contribuciones ancestrales de cada poblacion en los individuos estudiados, a partir del
andlisis de la variacion genética a lo largo de todo el genoma (Tang et al., 2005; Goli et

al., 2024).

Por otro lado, la ancestria local se refiere a la ascendencia genética de un individuo en
regiones cromosomicas especificas. En este contexto, un individuo puede portar 0, 1 o 2
copias de un alelo proveniente de una determinada poblacion ancestral en un locus dado

(Thornton & Bermejo, 2014).

1.6.3. Inferencia de ancestria global.

La estimacion de la ancestria global es de suma importancia, ya que permite controlar la
estratificacion poblacional y asignar proporciones del genoma individual a diferentes
poblaciones ancestrales. Esto mejora tanto la interpretacion de los andlisis genéticos
poblacionales como la precision de los resultados en estudios de asociacion genética. Para

ello, pueden emplearse enfoques tanto paramétricos como no paramétricos.
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1.6.4. Enfoque no-paramétrico.

Este enfoque permite analizar la estructura poblacional a partir de datos genéticos
(Alhusain, L. y Hafez, A. M., 2018). Su objetivo es agrupar a los individuos con perfiles
genéticos similares (Limpiti T., et al., 2011). En 2006, Liu y Zhao desarrollaron una
estrategia no-paramétrica de dos etapas, la primera consiste en reducir la dimensionalidad
del conjunto de datos genotipicos mediante métodos multivariados, como el analisis de
componentes principales (PCA). La segunda etapa consiste en aplicar algoritmos de

agrupacion para identificar la subestructura de la poblacién a partir de los datos reducidos.

El analisis de PCA, es una técnica que permite reducir la dimensionalidad de un conjunto
de datos al proyectarlos en un espacio de componentes principales que captura la variacion
entre las muestras. De este modo, los individuos genéticamente mds similares se agrupan
mas cercanamente dentro del espacio de PC, formando grupos que corresponden con
poblaciones ancestrales. Se ha observado que los principales componentes se asocian con
la proporcion de mezcla y la ubicacion geografica (Price AL. et al., 2010, Patterson N.,
2006; McVean G., 2009; Zheng X., et al., 2016; Novembre J. et al., 2008). Esta propiedad,
de capturar y reflejar patrones de variacion genética relacionados con la ancestralidad,
hace posible emplear PCAs como método para detectar la presencia de mezcla dentro de
una cohorte y asignar de forma heuristica la poblacion parental principal a cada muestra.

Este enfoque tiene la ventaja de ser rapido y facil de implementar (Price AL. et al., 2010).

Un enfoque similar es el basado en el escalamiento multidimensional (MDS, por sus siglas
en inglés multidimensional scaling), este enfoque busca de igual forma, reducir la
dimensionalidad de los datos para obtener estimaciones cuantitativas de la similitud entre
un conjunto de datos. Al igual que en el PCA, los individuos similares se encuentran

cercanos entre si, mientras que los que sean diferentes estan mas alejados.

Las representaciones visuales de los PCA y MDS son valiosas porque condensan grandes
conjuntos de datos a las principales dimensiones de variacion y muestran las relaciones
presentes entre los elementos analizados a partir de su organizacién en el espacio (Hout

MC et al., 2013).
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1.6.5. Enfoques paramétricos.

Los enfoques paramétricos emplean modelos de mezcla (admixture models) para estimar
la proporcion de ancestria de cada individuo en un namero dado de poblaciones
ancestrales (denotadas como K poblaciones). Emplean parametros como la frecuencia
alélica y las proporciones de ancestria de cada individuo en cada una de las K poblaciones.
Uno de los softwares que hacen uso de un enfoque paramétrico es ADMIXTURE
(Alexander DH. et al., 2009), este modela las poblaciones mezcladas a partir de un
enfoque frecuentista. Este enfoque requiere consideraciones adicionales para el pardmetro
K por lo que este software implementa una estrategia de validacion cruzada para la
seleccion de la K que produzca el error mas bajo, lo cual corresponderia a la estimacion

mas robusta (4Alexander DH. et al., 2011, Lawson et al., 2018).

1.7. Riesgo poligénico

La puntuacién de riesgo poligénico (PRS, por sus siglas en inglés: Polygenic Risk Score)
es una estimacion cuantitativa del riesgo genético que tiene una persona de desarrollar una
enfermedad o presentar un fenotipo especifico. Esta puntuacioén se calcula mediante la
suma ponderada del nimero de variantes genéticas de riesgo que porta el individuo, cada
una multiplicada por su efecto estimado, segun estudios de GWAS previos (Peterson R.E.
et al., 2019). El PRS puede brindar informacion prondstica independiente de los factores
de riesgo clasicos como los antecedentes familiares, y orientar la prevencion primaria
(Assimes y Roberts, 2016; Morieri et al., 2018; Roberts, 2018). Aunque de forma
individual estas variantes suelen tener una contribucion modesta, en conjunto pueden
conformar una red compleja que influye significativamente en la susceptibilidad genética

de una persona a un fenotipo determinado (Torkamani et al., 2018; Lambert et al., 2019).

Se pueden emplear diferentes métodos para calcular el PRS, entre ellos estad el método
“clampling/pruning and thresholding” el cual se basa en la identificacién de un grupo
reducido de SNPs a partir de depuraciones de LD y pruebas de asociacion al rasgo

estudiado, posteriormente se calcula el PRS sumando todos los SNPs que sobrepasen el

34



umbral de p (Lewis C. M. & Vassos E. 2020). Este método esta implementado en
programas como PLINK (Chang CC et al., 2015) y PRSice (Choi SW and O’Reilly PF.
2019). Por otro lado, el enfoque Bayesiano de LDpred (Vilhjalmsson BJ et al., 2015)
evalta la mejor prediccion de todo el genoma a partir de modelados de la estructura de
correlacion entre variantes, sin identificar un conjunto de SNPs minimo para la prediccion.
Asi mismo, se estan desarrollando otros métodos de puntuacion de riesgo que pueden ser
mas potentes que los métodos actuales, un ejemplo de estos es SBayesR, el cual, considera
simultdneamente todos los SNPs, y no de manera independiente como hacen los enfoques
antes mencionados, asi mismo, SBayesR modela la estructura de LD entre SNPs a partir

de una matriz de referencia (Lloyd-Jones LR et al., 2019).

1.7.1. Utilidad clinica del PRS.

Las puntuaciones de PRS, al calcularse a nivel individual, les confiere un notable potencial
para la medicina de precision. En particular, se ha sugerido que puede predecir la
probabilidad de desarrollar enfermedades complejas en etapas tempranas (Choi et al.,
2020; Slunecka et al., 2021). Sin embargo, los factores ambientales y del estilo de vida en
la etiologia de muchas enfermedades comunes (los cuales el PRS no pueden capturar) ha
moderado las expectativas en torno a su impacto real dentro del &ambito clinico (Herzig et
al., 2022). Pese a ello, se ha reconocido su valor potencial en contextos especificos como
la identificacion de individuos de alto riesgo, medicina personalizada y nuevas terapias

(Figura 7) (del Real A. & Riancho J.A., 2023).

La identificacion de individuos con un alto riesgo genético de desarrollar una enfermedad,
en comparacion con una poblacién control, permite una estratificacion del riesgo mas
precisa. Esta mayor resolucion en la evaluacion del riesgo ofrece la oportunidad de
implementar intervenciones tempranas, tales como modificaciones en el estilo de vida,
pruebas de cribado (screening) para la deteccion precoz de enfermedades o condiciones
en individuos aparentemente sanos, e incluso intervenciones farmacoldgicas. Ademas, el
PRS también desempefia un papel relevante en el ambito de la medicina personalizada, al
facilitar la toma de decisiones clinicas basadas en la informacion genética individual. Por
ejemplo, puede ser utilizado para seleccionar la terapia més adecuada y predecir la

respuesta a determinados tratamientos (del Real A. & Riancho J.A. 2023).
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Adicionalmente puede ayudar en la seleccion de los individuos participantes en ensayos
clinicos, asi como en la comprension de las bases moleculares de las enfermedades
complejas, aportando informacion sobre las vias biologicas que pueden verse afectadas,
aportando en la comprension de la etiopatogenia y en el desarrollo de un tratamiento eficaz

o métodos de prevencion (Cross B, et al. 2022; Zhou H. et al., 2016; Gibson G 2019).

Puntuacion de riesgo poligénico

Identificacion de individuos

de alto riesgo Medicina personalizada Nuevas terapias
ﬁﬁ:ﬁ :ﬁﬁ No drugs { - Controles |
6 Q ﬁf c' ﬁ Drug #11 » | Casos
QQ Qﬁ Qﬁ eﬁ Qﬁ Qﬁ’ pruase ) Tratamiento
999@99{"” Drug #3 | -
$e00000 DI T
Bajoriesgo Altoriesgo

Figura 7. Aplicaciones de la puntuacion de riesgo poligénico. El PRS permite es una estrategia util para
identificar a individuos con alto riesgo genético de desarrollar una enfermedad, lo que permite una
estratificacion del riesgo mas precisa y la implementacién de intervenciones preventivas tempranas.
Modificado de del Real A. & Riancho J.A. 2023)

2. ANTECEDENTES

Desde hace casi dos décadas el uso de los GWAS en un contexto de ELA ha permitido
identificar variantes genéticas asociadas con el desarrollo de la enfermedad, asi como una
mejor comprension de su arquitectura genética. A partir de los datos del GWAS catalog se
han desarrollado 27 estudios de GWAS para la ELA (Tabla 4), de los cuales la mayoria
han sido realizados en individuos de ancestria europea, sin embargo, en afios recientes se

han desarrollado estudios en poblaciones de ancestria asiatica.

Desde el primer estudio publicado por Schymick JC. et al (2007), quienes analizaron una
cohorte de 276 casos de ascendencia europea. En donde se reportd la presencia
predominante de variantes intergénicas, asi como variantes en genes como DAB1. Donde

dicho gen ha sido recientemente relacionado con el espectro clinico ELA/DFT/ATAXIA
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en familias alemanas (Rosenbohm, A.et al., 2022). Desde entonces, se han identificado
multiples genes de susceptibilidad que aumentan el riesgo de desarrollar ELA. Entre los
mas frecuentemente reportados en poblaciones de ancestria europea se encuentran:
C9orf72, UNC134, MOBKL2B, ITPR2 y DPP6 (Van Es et al., 2009; Cronin et al., 2009).
Estos genes participan en diversos procesos bioldgicos alterados en la ELA, incluyendo
axonopatias, procesamiento aberrante del ARN, respuesta al daio en el ADN, entre otros.
Por otro lado, los estudios de GWAS realizados en individuos de ascendencia asiatica han
mostrado una mayor heterogeneidad en las variantes asociadas, en comparacion con las
poblaciones europeas, en las que se observa mayor consistencia y replicabilidad de los

loci implicados entre diferentes cohortes.

Debido a que se sugiere que la estructura genética puede afectar las asociaciones obtenidas
mediante GWAS, es crucial ampliar estos estudios a poblaciones subrepresentadas como
las latinoamericanas con la finalidad de incrementar la exactitud de los modelos de

prediccion de riesgo e identificar factores genéticos particulares en estas poblaciones
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Tabla 4. Resumen de los GWAS publicados en GWAS CATALOG hasta 2023.

Autor Ao Enfermedad Casos Controles Poblacion SNV Genes/ loci asociados
Schymick, rs852801, rs852802, rs1202824, .
e 2007 ALS 276 271 Europa 1s852801, 15852802, 151202824 Intergenic, DABI
van Es MA 2007 ALS 461 911 Europa 1s2306677 ITPR2
van Es MA 2008 ALS 737 721 Europa 1510260404 DPP6
Cronin § 2009 ALS 958 932 Europa rs10260404 DPP6
rs12608932, rs2814707, UNCI13A, MOBKL2B,
van Es MA 2009 ALS 2,323 9,013 Europa 15384994 C9orf72
Landers JE 2009 ALS 1,821 2,258 Europa rs7019351 MOB3B
rs4363506, 13733242, Intergenic
Sha QO 2009 ALS 276 271 Europa 16984239 SHROOM3
SOD1, MOBKL2b
Laaksovirt rs13048019, rs2225389, ’ ’
0 H 2010 ALS 405 497 Europa 1$774359, 152814707, LOC100288294, IFNK,
C9orf72
Shatunov A 2010 ALS-DFT 4,857 8,987 Europa rs3849942, rs2814707 9p21.2

152819332, 15304303, 13011225, (v o0 o oo
152906457, 15803675, rs2364403,
KIAA0513, PIGL, CENPV,
rs12651329, 156956741,
10503672, 152904524 FLJ40504, LAMA3,
s > I8 ’ UNCI3A, PTPRF, ST3GALS3,
12303565, 151344642, ARHGERY. ARADY. IFRDI
Ahmeti KB 2013 ALS 4243 5,112 Europa 12814707, 153849942, ) ’ ;
2453556, 151971791 SLCI8A1, CNOT2,
80?67 s 2’1r59262 477, LINC02712, KIRREL3-AS3,
s I8 ISTEIL DNAJCSP3, MIR4472-1, U3,

v st P N
S > I8 ’ HSP9OAA4P

154917300, rs3849942,
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rs4529888

CAMKIG, MIR205HG,

Deng M 2013 ALS 506 1,859 Asia rs6703183, rs8141797 SUSD?
ALS,
GorisA 2013 Esclerosis 798/ 12030 Europa i i
. 3,762
multiple
kgp15327256, rs1605070,
1r$9825420, rs9329300, INPP5B, IQCF5/IQCF1,
kgp8087771, rs2685056, ITGA9, PFKP, MYO18,
Xie, T 2014 ALS 250 250 Asia rs7117082, rs11061269, BALCAM, OPCML,
kgp11325216, kgp8327591, GPR133, CNTN4, ATXNI,
kgp6016770, kgp3041552, C9orf72, ITPR2, SODI1
kgp10760302
rs10438933, rs16856202,
rs873917, rs10192369, B4GALT6, DISC1, NT5CI1A,
rs10503354, rs7577894, RBMSI1, MCPHI1,EFEMPI,
rs13015447, rs7702057, SCN7A, SEMAGA,
Diekstra 2014 ALS i Europa/EE 1s8066857, rs3734803, rs697739, SLC39A11, C6orf97,
FP, .UU. 1s2619566, rs1486860, ATXNI1, CNTN4, ALPK1,
rs2451852, rs2055593, FLJ20152,,
rs1541160, rs855913, CNGA3,KIFAP3,ZNF746,CS

rs11241713, rs648576,
rs3177980

NK1G3,KIFAP3, SELL
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1s5762919, rs1425419,
1512327672, 152867161,
rs17145184, rs7777387,
156816453, 157912496,
rs1796991, rs7689003,
rs11071021, rs17783459,
rs4868146, rs4470701,

PARK2, TMEMI150C, TSG1,
ANKRD20A9P, NUFIPI,
UNCI13C, PCSK2, GCNT4,
PCSK2, CCDC93, INSIG2,
ENI1,RGS6, SETBP1, CDHS,

kwee, L. C. 2012 ALS 442 348 EE.UU. rs1950202, rs10050211, SETBP1, CACNA2D3,
rs11071022, rs4972990, LOC647946, INSIG2,
rs11204102, rs1563755, GCNT4, CTSC, NUFIPI,
rs8031323, 152034413, PCSK2,
rs2034412, rs16862162, MACROD2,CCDC93,
1s9959302rs7740421, rs6840169, LOC285419
1s7757630, rs7764218,
rs6904956
rs3849943, rs3849941,
152477523,
rs2453555,rs34517613,rs129379
MeLaughli 20, rs99090551 rs16964203,
n RL 2014 ALS 6,100 7,125 Europa 1s2292633, 1535714695, 9p21,17q11.2.,18ql11.2
rs739439, 1s9900311, rs1788776,
rs1629335, 162093304,
rs12957850, rs1652373,
rs12606211,rs1711468
rs3849943, rs12608932, 9p21.2, UNCI3A,8q24.13,
4377/ 1513268726, 157477, 1s7638688, CENPV. TXNDC6
Foghl 2014 ALS-DFT ’435 14,431 Europa rs16975170, rs9327807, ’ ’

rs10233425, rs11248416,
1512950017

KIAAO0513, FAM13B,
7p21.1, BUB3, 17p13.2
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van

rs75087725 rs616147,
rs10139154, rs74654358,

MOBP, SCFD1, C21orf2,

Rhaonon 2016 ALS 14,791 26,898  Europa 63840043, 1812608932, mc1$§k?Aé{&%4€gorﬂz,
1s35714695 ’
KALRN,CCSER1, BANKI,
12785946, rs11224052, SYNPO2,
. rs11224051 , 1s4879628, RALYL, LAPTM4B,
Chen, C.J 2016 ALS 94 376 Asia 1s3772760, rs2185341, DFNB31, DCDCI, SELIL.
159953769 SHC4,CDH13, ZFP64,
DSCAM vy 6 IncRNAs
rs139550538, rs2412208,
rs4584415, rs35447019, IDE
Foghl 2016 ALS 4,256 ) Europa 154409676, 152412214, CAMTALI
1s2412210
Be”‘{;‘m"’”‘ 2017 ALS 1,234 2,850 Asia rs10463311 GPX3,TNIPI
rs117027576, rs118082508,
Nicolas A 2018 ALS 20,806 59,804  Europa rs113247976, rs116900480, KIF5A

rs142321490
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ALS-DFT, S.
Chron, colitis
ulcerativa,
artritis

1s9268852, rs199533,

Brocel 2018 rehumatoide, 12,577  23.475 ] rs17572851, rs10784359, HLA MAPT LRRK2
ato TBKBP1
psoriasis, rs2192493
Diabetes
mellitus tipo
1, Celiaquia
Dokhor A ZNF287, NEK1, CAPN14,
V2019 ALS 4244 3,106 Europa 1s200161705, rs181906086,  IRFS, F10, PTPRB, SYNM,
SGK3
WeiL 2019 ALS 666 3,088 Asia 1s8141797, rs6703183 CRYZ/TYW3, EGD4
Nakamura . 158854276, 1s11195948, ACSLS5, long non-coding
R 2020 ALS L173 8.925 Asia 1s3736947, 15140736091 RNA TSBP1-ASI
1s2453555, 1512608932, C9orf72, UNCI13A, SODI,
1s80265967, rs229195, 1229194, SCFD1, MOBP, RPSA, HLA,
van rs631312, 19275477, KIF5A, CFAP410, GPX3,
Rheenen w2021 ALS 27,205 110,881 Europa rs113247976, 1s75087725, TNIP1, SLC9AS,
rs10463311, rs17785991, SPATA2,TBK1, ERGICI,
rs4075094, rs517339, NEK1, COG3, PTPRN2
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Pregunta de investigacion

(Cuales son las variantes genéticas mas asociadas y la puntuacion de riesgo poligénico de
estas en el desarrollo de la esclerosis lateral amiotréfica en poblacion mexicana? y si jla

ancestria afectard en la susceptibilidad de la enfermedad en nuestra poblacion?

Justificacion

La ELA es un trastorno neurodegenerativo multisistémico caracterizado por la muerte
selectiva y progresiva de las NMS y NMI, asi como por tener un curso progresivo y un
desenlace fatal, con una sobrevida promedio de 3-5 afios siendo la falla respiratoria la causa

mas comun de muerte.

En los ultimos afios, se han asociado poco mas de 100 genes con el desarrollo de la
enfermedad y es a través de metodologias como los GWAS que se han identificado nuevas

variantes con el desarrollo y susceptibilidad a la ELA.

Esta enfermedad es més frecuente en poblaciones europeas y la mayor parte de los estudios
GWAS (>75%) se han realizado en estas poblaciones. Sin embargo, en México no se han
realizado estudios gendmicos que nos permitan determinar si los genes reportados
previamente para otras poblaciones estan también asociados con la etiopatogenia de la ELA
de nuestra poblacion; asi como reconocer qué mecanismos moleculares se ven afectados en

estos pacientes.

Dada la composicion genética de la poblacion mexicana es importante estudiar el origen
ancestral de las variantes genéticas asociadas a ELA para entender como el proceso de
mestizaje (mezcla genética) pudiera estar contribuyendo con el desarrollo y susceptibilidad

en pacientes mexicanos.
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Hipotesis

Existiran variantes genéticas asociadas a ELA en poblacion mexicana que provienen de

diferentes componentes ancestrales y contribuyen a incrementar el riesgo poligénico.

Objetivos.

General

Identificar variantes genéticas asociadas al desarrollo y susceptibilidad de la ELA en
poblacién mexicana, asi como determinar la composicidon ancestral y un modelo de riesgo

poligénico.

Especificos

e Identificar variantes genéticas asociadas en poblacion mexicana con ELA en

comparacion a poblacion mexicana sin ELA mediante GWAS.

e Estimar y comparar la ancestria global de los pacientes mexicanos con ELA con
respecto a un grupo control
e Evaluar el riesgo poligénico de la poblacion mexicana con ELA utilizando

marcadores genéticos previamente reportados en otras poblaciones.

44



Materiales y Método

3.1. Poblacion de estudio.

Casos

Los casos incluidos cumplieron con el diagnéstico de ELA posible (Tabla 3), los cuales
fueron identificados por Neurogenetistas del Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia Manuel Velasco Suarez (INNNMVYS), los cuales aceptaron su participacion

mediante consentimiento informado con firma.

Controles
Los controles incluidos provinieron de una cohorte de individuos mexicanos
aparentemente sanos provenientes de otros proyectos en curso, los cuales fueron pareados

por edad respecto a los casos.

3.2. Criterios de inclusion, exclusion y eliminacion.

Criterios de inclusion: Se incluyeron a todos aquellos individuos de cualquier edad, de
cualquier sexo con una con diagndstico de ELA probable, que contaran con muestras de

ADN integro y concentracion adecuada.

Criterios de exclusion: Todos los pacientes que no cumplieron con criterios clinicos de

la ELA, asi como casos con muestras de ADN insuficientes o degradadas.
Criterios de eliminacion: Se eliminaron todos aquellos casos que mostrardn una

frecuencia de informacion faltante mayor al 5%, que presentardn un valor de parentesco

superior a 0.2 y que presentaran una discrepancia entre el sexo inferido y el reportado.
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3.3. Procesamiento de datos genomicos.

3.3.1. Genotipificacion

Las muestras de ADN de casos de ELA fueron analizadas mediante el microarreglo
[llumina’s MEGA BeadChip, el cual contiene 1.78 millones de marcadores de tipo SNP. Los
microarreglos fueron procesados en la Unidad de Microarreglos del INMEGEN y el conjunto

de datos obtenido se etiqueté como ELA.

3.3.2. Preparacion de los datos

3.3.2.1. Controles de calidad

Los datos gendomicos fueron procesados mediante el software PLINK (Purcell et al., 2007),
y se realizaron controles de calidad que se detallan en la Tabla 5. Se analiz6 el grado de
parentesco entre los individuos (--genome) utilizando los valores de pi_hat, que permiten
estimar el porcentaje de identidad por descendencia (Identity by Descent, IBD). También se
evalud la concordancia entre el sexo inferido a partir de los datos gendmicos y el registrado
en la informacion clinica (--check-sex), mediante la estimacion del parametro F, que calcula
la tasa de homocigosidad en los cromosomas sexuales. En este andlisis, valores de F > 0.8 se
asocian con sexo masculino, mientras que valores de F < 0.2 se asocian con sexo femenino
(Wani & Alonso, 2020). Adicionalmente, se excluyeron los individuos con un porcentaje de
datos faltantes igual o superior al 5 % (--mind). Asimismo, se eliminaron los SNPs con més
del 5% de datos faltantes (--geno), lo que resulté en la eliminacion de 649 variantes.
Finalmente, se filtraron los SNPs con una frecuencia alélica menor al 5 % (--maf), ya que
estas variantes suelen ser poco informativas y presentan baja heterocigosidad (Zhao et al.,

2018).

Para el grupo control, se contaron con cuatro conjuntos de datos diferentes (Controles U,
Controles P1, Controles P2, Controles L), lo cuales tenian diferentes densidades de

individuos y SNPs como se observa en el Tabla 6. Se realizaron los controles de calidad
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descritos anteriormente y de manera adicional se calcul6 el equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE por las siglas en inglés, Hardy-Weinberg equilibrium) con un umbral de 1 x 107,
debido a que desviaciones en HWE pueden indicar errores de genotipado. Este control de
calidad solo se realiza en el grupo control debido a que en estudios de casos y controles,
como los GWAS, las asociaciones verdaderas en los casos pueden estar sujetas a
desviaciones del HWE (Wani, S. Alonso, N. & Huble, 1. 2020). Posteriormente se decidi
trabajar con los conjuntos de datos Controles U y Controles L, los cuales presentaron una

mayor densidad de individuos y SNPs.

Posteriormente, se identificaron los SNPs comunes en los casos y los controles, y se generd
una base de datos en conjunto denominada ELA UL, la cual contaba con 399,494 SNPs.
Finalmente, se llevo a cabo otro proceso de control de calidad a la ELA_UL generando una
base de datos final que incluia 398,455 SNPs, 125 casos y 582 controles, la cual se etiquetd
como ELA UL QC.

Tabla 5. Resumen de los controles de calidad empleados en los datos de los microarreglos.

Control de Descripcion Parametr
calidad o
genome Calcula el grado de parentesco NA

entre los individuos

sex-check  Infiere el sexo de los individuos a NA
partir de los cromosomas

sexuales

mind Elimina a los individuos que 5%
presenten informacién faltante
igual o mayor al parametro

establecido

maf Filtra marcadores genéticos que 5%
presentan frecuencias alélicas

muy bajas.

geno Filtra marcadores genéticos que 5%
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presentan  una  tasa  de
informacion faltante igual o

mayor al parametro especificado.

hwe Calcula el equilibrio de Hardy- 1x10°°
Weinberg.

No aplica (NA)

Tabla 6. Descripcion de los grupos control.

Grupo DSI DII DSC
control
Controles L. 1,689,331 293 455,095
Controles P1 1,411,084 282 326,718
Controles P2 1,779,819 192 336,439
Controles U 1,323,107 295 408,675
Densidad de SNPs inicial (DSI). Densidad de individuos inicial (DII). Densidad de SNPs comunes (DSC)

entre el grupo control y la matriz de ELA.

3.3.2.2.  Poblaciones de referencia.

Estos datos se procesaron empleando el software VCFTOOLS (Danecek, P. et al 2011) y
PLINK. Se aplicaron los controles de calidad descritos anteriormente y se obtuvo la base de
datos genoma ref. Finalmente se llevd a cabo la integracion de los datos en donde se
mantuvieron los SNPs comunes entre genoma ref y ELA UL QC. La base de datos final
contenia 398,455 SNPs a la que se denomin6é ELA UL GR. En la Figura 8 se muestra como

se realizo la integracion de los datos.
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Figura 8. Resumen de la integracion de los datos de los casos de ELA, los grupos control y las poblaciones de
referencia.

Tabla 7. Poblaciones de referencia empleadas en la realizacion de este trabajo.

Poblacion ID n
EUR IKG
Europeos de Utah CEU 99
AFR IKG
Yorubas YRI 108
AMR 1KG
Puertorriquefios PUR 104
Colombianos CLM 94
Peruanos PEL 85
México-Americanos MXL 64
NAT
FN FN 30
Totonacos TOT 6

(Moreno-Estrada, et al. 2014)
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3.3.3. Analisis de los datos.

3.3.3.1.  Inferencia de ancestria global.

En este estudio llevamos a cabo la estimacion de la ancestria global (AG) siguiendo dos
enfoques, un enfoque no paramétrico (MDS, del inglés multidimensional scaling) y otro

paramétrico (ADMIXTURE).
e MDS

Este analisis se llevo a cabo utilizando PLINK, en donde se partir de la matriz ELA_ UL GR,
se realiz6 un agrupamiento de los datos (--cluster) y se estimo la distancia entre los mismos
en un espacio de dos dimensiones (--mds-plot 2), este andlisis generd como salida un archivo
“*mds” el cual contenia la informacién de los componentes de variabilidad (C/ y C2) de
cada individuo, el cual se grafico utilizando la paqueteria de Tidyverse (Wickham H, et al.,

2019) en RStudio (RStudio team 2020).

e ADMIXTURE

Se empled el software ADMIXTURE para inferir la estructura genética de los individuos
contenidos en la base de datos ELA UL GR, empleando una K = 3, las cuales corresponden
a las 3 poblaciones ancestrales principales: americano, africano, europeo. Este analisis
proporciona un resultado que contiene las proporciones de ancestria de cada uno de los tres

componentes para cada individuo. Se utilizé6 RStudio para resumir y graficar los resultados.

3.3.3.2.  Andlisis de asociacion de genoma completo (GWAS).

Este analisis se llevo a cabo mediante PLINK empleando un modelo de regresion logistica (-
-logistic), donde para dicho analisis de generd un archivo de covariables (--covar), el cual
contenia los componentes de variabilidad (C/ y C2, provenientes del andlisis de MDS) de
cada individuo. Esto con la finalidad de controlar el efecto de la ancestria en el andlisis de

asociacion. Este resultado se grafico6 mediante RStudio, empleando las paqueterias de
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Tidyverse y qqman (Turner, S. D. s/f). Asi mismo, se obtuvieron los SNPs més significativos
(hits), los cuales se emplearon para realizar un andlisis de frecuencias alélicas y ontologia de
genes (GO) mediante plataformas como ensembl (Dyer, S. C. et al., 2025), dbSNP (Sherry,
S. T. et al., 2001), Metascape (Zhou, Y. et al., 2019), Panther (Thomas, P. D. et al., 2003) y
Enrichr (Kuleshov, M. V. et al., 2016). Finalmente, se realizd una revision de la bibliografica

para identificar si estos SNPs tenian reportes cientificos previos.

3.3.3.3.  Estimacion de riesgo poligénico.

Se realizo la estimacion del riesgo poligénico (PRS) utilizando un modelo aditivo, para esto
se generd un conjunto de datos con los Aits obtenidos del analisis GWAS. Se calcul6 el valor
[ de cada uno de los hits, estos valores sirven como medida de efecto estimado utilizada para
ponderar las variantes en el analisis de PRS. Se utiliz6 la funcién de PLINK --score, y el
resultado obtenido se analizd mediante RStudio, empleando las paqueterias Tidyverce

(Wickham et al., 2019), pROC (Robin X. et al. 2011) y broom (Wickham H, et al., 2019).

De manera adicional, se realizdé un andlisis de riesgo acumulado. Para llevar a cabo este
analisis, los genotipos incluidos en Aits fueron codificados de la siguiente manera: 0 = cero
alelos de riesgo, 1 = un alelo de riesgo y 2 = dos alelos de riesgo. Esto sirvi6 para cuantificar
el nimero de alelos de riesgo que presentaba cada individuo por SNP y de esta manera ver

la distribucion de los alelos de riesgo en los casos y los controles.

4. Resultados

4.1 Descripcion de la muestra.

Se analizaron muestras de 125 pacientes mexicanos con ELA posible (en adelante CASOS
ELA), 68 hombres y 57 mujeres, con una edad promedio de inicio de las manifestaciones
clinicas de 48.17 afios. Del total de casos, el 68.8% corresponden a formas esporadicas y
31.2% a formas familiares. Los individuos evaluados presentaron una predominancia del

fenotipo espinal (62.4%) en comparacion al fenotipo bulbar (40%), cabe mencionar que de 7
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individuos (5.6%) no se contaba con la informacion sobre su forma de inicio en la historia
clinica. Por otro lado, 86 individuos presentaron datos de subfenotipo clinico, de los cuales
el 41.86% presentaron un subfenotipo crural y el resto mostraron un subfenotipo braquial.
De la misma manera, 13 individuos presentaron un fenotipo de Vulpian, 6 individuos
mostraron un fenotipo de DFT, 2 mostraron fenotipo de demencia no identificada, 1
individuo que presentaba el complejo ELA/Parkinson y 1 individuo con un fenotipo de Mills.
De la misma forma, es preciso mencionar que se incluyeron a 6 individuos de inicio juvenil.
El 75.6% de los individuos evaluados manifestaron ser originarios de la zona megalopolitana
(Ciudad de México, Estado de México, Puebla, Hidalgo, Querétaro, Morelos). Los controles,

consistieron en 581 individuos (271 hombres y 310 mujeres) aparentemente sanos.

4.2 Inferencia de ancestria global.

Para estudiar la composicion genética de las poblaciones de estudio, se llevo a cabo un
andlisis de ancestria global. En la Figura 9 se muestra la distribucion de las distancias
genéticas de los individuos analizados. Observamos que los CASOS ELA y los
CONTROLES presentan una alta cercania genética entre ellos, asi como con las poblaciones
AMR 1KG, EUR 1KG y NAT, observandose una distribucion espacial esperada. Es
importante sefialar que los componentes principales C1 y C2 representados en el grafico

explican en conjunto aproximadamente el 12.25% de la variabilidad genética total.
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Figura 9. Anélisis de escalamiento multidimensional. El grafico incluye CASOS ELA (marrén), CONTROLES
(celestes), individuos americanos mezclados de 1KG (beige), individuos africanos de 1KG (rojo), europeos de
1KG (azul) y muestras de referencia de nativos mexicanos (verde). Juntos, los componentes C1y C2 explican
aproximadamente el 12,25% de la variacién genética total.

Posteriormente, se estimo6 la proporcion de ancestria de cada poblacion mediante el software
ADMIXTURE, donde se asumieron 3 componentes ancestrales (K=3). En la Figura 10 se
presenta la proporcion promedio de ancestria europea, africana y americana para los CASOS
ELA y CONTROLES, asi como para las poblaciones de referencia (EUR 1KG, NAT, AFR

1KG) y los colores las proporciones de ancestria.

A partir de este andlisis se observa que el grupo de los CASOS ELA y el grupo de
CONTROLES presentan una distribucion de proporciones de ancestria similares, por lo que
se generd un subconjunto independiente de ambos grupos. En la figura 11A, se observa un
grafico de cajas, en donde se compara las proporciones de ancestria entre los CASOS ELA
y CONTROLES, observando que los componentes de ancestria global mas representativos
son el componente americano y el europeo. El grupo de CASOS ELA present6 el 0.59 = 0.18
de ancestria americana y 0.36 = 0.17 de ancestria europea, mientras que el componente
africano solo representd el 0.040 + 0.03. De manera similar, para el grupo de los
CONTROLES, las ancestrias mayoritarias fueron de igual manera, la americana y la europea,
representando un 0.54 + 0.20 y 0.41 £ 0.19, respectivamente; mientras que el componente

africano fue el minoritario con el 0.04 = 0.02. De manera adicional analizamos si existia
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diferencia significativa entre las proporciones de ancestria entre los CASOS ELA y
CONTROLES mediante una prueba de Mann—Whitney U, identificando que existian

diferencias entre las ancestrias americana (0.021) y europea (0.010) (Figura 11B).

De acuerdo con los trabajos de Moreno-Estrada A., et al., (2014) y Sohail M. et al., (2023),
se sabe que los patrones de ancestria pueden variar segun la zona geografica de México, por
lo que, al hacer un andlisis de ancestria global K=3 de los estados con el mayor nlimero de
casos en nuestra muestra (Ciudad de México, Estado de México, Hidalgo, Puebla,
Michoacan) y compararlos contra los datos del biobanco mexicano (Sohail M. et al., 2023).
Donde se observd que, en los estados de Puebla, Michoacan y Estado de México, el
componente ancestral mayoritario era el europeo, mientras que en la Ciudad de México e
Hidalgo fue el americano, identificando diferencias significativas entre los casos de ELA y
los datos del biobanco mexicano entre los componentes americano (p= 0.0288) y europeo
(p=0.0229) (Tabla 8). Sin embargo, estas diferencias estadisticas pueden deberse a que cerca
de la mitad de los individuos de la muestra provienen de la Ciudad de México, en donde se
reconoce que existe mayor proporcion de la ancestria amerindia con respecto a la poblacion
general, aunque contemplamos que si se aumentara la poblacion de estudio de otros estados
las proporciones de las ancestrias estudiadas se equilibrara con respecto a las de la poblacion
general.

CASOS_ELA CONTROLES EUR AFR NAT
1.00

o
~
[5,]

Ancestria

B Arricana
[0 Americana
Il curoPea

Proporcion de ancestria

o
]
w
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Figura 10 .Anélisis de ancestria K=3. El grafico barras muestra las proporciones promedio de ancestria europea,
africana y americana por individuo ordenado de manera decreciente con respecto a la proporcidon de ancestria
nativa americana. El color azul indica ancestria europea, el color rojo representa ancestria africana y el color verde
corresponde a la ancestria nativa americana.
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Figura 11. Comparativa entre las proporciones de ancestria promedio de CASOS ELA y CONTROLES. A) Diagrama
de cajas mostrando los componentes de ancestria americana, europea y africana. Los componentes mas
representativos fueron el americano y el europeo en ambos grupos, mientras que el componente africano fue
minoritario. (B) Resumen de las proporciones promedio de ancestria entre CASOS ELAy CONTROLES y el analisis
del anélisis estadistico mediante prueba de Mann-Whitney U, donde se identificaron diferencias significativas en
las proporciones de ancestria americana (p = 0.021) y europea (p = 0.010) entre casos y controles.
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Tabla 8. Comparativa de las proporciones de ancestria global del grupo de CASOS ELA y los datos del Biobanco

Mexicano.

Estado Casos ELA Biobanco
Mexicano!

Ciudad de EUR=0.39 EUR=0.28
México AMR= 0.57 AMR= 0.67
AFR=0.04 AFR=0.02

Estado de EUR=0.55 EUR=0.27
México AMR=0.38 AMR= 0.69
AFR=0.07 AFR=0.02

Puebla EUR=0.64 EUR=0.14
AMR=0.32 AMR=0.82

AFR=0.03 AFR=0.01

Hidalgo EUR=0.26 EUR=0.20
AMR=0.71 AMR=0.77

AFR=0.03 AFR=0.01

Michoacan EUR=0.54 EUR=0.34
AMR=0.40 AMR=0.59

AFR=0.06 AFR=0.04

(Sohail M. et al., 2023)

4.3 Andlisis de asociacion de genoma completo (GWAS).

Para identificar SNPs asociados con la ELA, se llevo a cabo un GWAS empleando una
regresion logistica ajustado por ancestria global, empleando los componentes C1 y C2
obtenidos a partir del andlisis de MDS. Para este andlisis se emple6 un total de 398,455 SNPs,
de los cuales se identificaron 17 SNPs, denominados “hits”, 16 con valor de significancia

menor a 5 x 107, el cual es un valor que considera sugestivo en los estudios GWAS, y uno
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con valor de significancia menor a 5 x 1078, el cual es valor de significancia convencional

para estos estudios.

En la Figura 12 se presenta el grafico de Manhattan correspondiente al analisis GWAS,
mientras que en la Tabla 9 se detallan los loci significativos identificados. Como resultado
de este analisis, se identificaron 2 sefiales en el gen /[OGAP2, el cual ha sido previamente
reportado en estudios GWAS relacionados con ELA. Asimismo, se identificaron sefales en
cuatro genes (NEGRI, LINC02494, CDKI13 y NDUFAF6) que han sido previamente
asociados mediante GWAS con la enfermedad de Alzheimer, patologia fuertemente
vinculada a la ELA, a partir de mecanismos neurodegenerativos compartidos (Noh et al.,
2020; Singh K. et al., 2019; Habicher J. et al., 2024; Sherva R. et al., 2023; Pang X. et al.,
2017; Singh S.K. et al., 2021; Cheng Y. et al., 2022; Moreno-Grau S. et al., 2019; Khaire
A.S. et al., 2019). Por otro lado, también se identificd una sefial el gen AEBP2, el cual ha
sido vinculado con caracteristicas etiopatogénicas de la ELA, especificamente con la

formacion de ovillos neurofibrilares (Mangleburg C.G. et al., 2020).

Al analizar en profundidad los SNPs intronicos identificados en nuestro estudio, se evaluaron
sus posibles efectos sobre el procesamiento del ARN mediante la plataforma Human Splicing
Finder. A partir de este analisis identificamos que 2 SNPs, el rs4704351, ubicado en el gen
IQGAP2 y el 12821248, ubicado en el gen NEGRI podrian impactar significativamente el
splicing alternativo, generando la activacion de un nuevo sitio aceptor de splicing, ademas
de inducir alteraciones en los motivos reguladores ESE (por sus siglas en inglés, exonic
splicing enhancer) y ESS (por sus siglas en inglés, exonic splicing silencer) (Figura 13A 'y
13B). Estas modificaciones podrian conducir a una delimitacion inadecuada de los segmentos
intrénicos y exonicos, asi mismo, estos cambios podrian favorecer la produccion de

transcritos alternativos o comprometer la funcién normal de la proteina codificada.

Posteriormente, empleando los genes donde se encontraban las sefiales (en el caso de las
variantes intronicas) o en su defecto, los genes que las flanqueaban (para variantes
intergénicas), se llevd a cabo un analisis de ontologia de genes (Figura 14), en donde
identificamos que en la categoria de funcion molecular, el proceso mas enriquecido fue la

desgranulacion de neutroéfilos, la cual se relaciona con estados de inflamacion cronica (Wang
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J,etal., 2017, Borregaard N et al., 2007), proceso que ha sido altamente relacionado con la

progresion de la ELA (Murdock et al., 2017), como se describe mas adelante.

Asimismo, en la Tabla 10 se presenta una comparativa de las frecuencias alélicas de los Aits
identificados mediante el GWAS, entre los CASOS ELA, los CONTROLES, y las cinco
poblaciones continentales del proyecto 1000 Genomas (AMR, EUR, AFR, SAS y EAS). A
partir de este analisis se identificaron patrones de similitud entre los perfiles genéticos de la
muestra y las poblaciones de referencia. En particular, ocho SNPs (rs188837995, rs2821248,
rs4704351, 1rs4704352, rs73220423, rs4647, rs729824) mostraron frecuencias alélicas
similares a las observadas en la poblacion AMR, lo cual es consistente con la composicion
genética mestiza de la poblacion mexicana. Por otro lado, un SNP (rs17230459) present6 una
distribucion alélica comparable a la de la poblacion EUR, lo que podria reflejar un

componente de ancestria europea en la region gendémica correspondiente.

De manera muy interesante, se identificaron siete SNPs (rs10007576, rs773411, rs35021315,
rs1434870, rs4978055, rs10841337 y rs34820801) cuyas frecuencias fueron mas proximas a
las observadas en poblaciones asiaticas (SAS y EAS), lo que sugiere la posibilidad de que
estas variantes estan influenciadas por segmentos gendmicos de ancestria americana, dado el
origen asiatico de las poblaciones amerindias. Finalmente, el SNP rs7150804 mostré una
frecuencia alélica mas elevada en comparacion a las poblaciones de referencia, sin embargo,
muestra tendencias similares a las poblaciones EUR, pero, es importante tomar esta

comparativa con cautela.

Finalmente, con la finalidad de explorar posibles efectos epistaticos entre las variantes
identificadas en el GWAS, se realizo un analisis de interaccion SNP x SNP en PLINK. Se
identificd una interaccion estadisticamente significativa entre rs4978055 y rs1434870
(¢>=18.74; p~1.5x107°). No obstante, estos SNPs se encuentran separados por
aproximadamente 25 kb, donde a partir de un analisis de desequilibrio de ligamiento
observamos una R?>=0.70 y una D'=0.86, lo que sugiere que podrian heredarse conjuntamente
dentro de un mismo bloque haplotipico. De esta manera, esta interaccion podria ser reflejo
de un efecto redundante por la herencia de los SNPs dentro un mismo bloque haplotipico,

pero no una interaccion epistatica funcional independiente.
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Figura 12. Gréfica de Manhattan del analisis de GWAS. En esta grafica se observan 17 sefales, de las cuales solo 1
sobrepasa el umbral de significancia GWAS (5e-8, linea roja) y 16 presentan significancia sugestiva de GWAS (5e-5,

linea punteada azul
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Tabla 9. Resumen estadistico y anotacion genémica de los hits obtenidos del analisis de GWAS.
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CHR rsID OR P GEN Tipo de variante FUNCION eQTL Fenotipo asociado

Regulador positivo de la apoptosis y limita el potencial

TNFRSFS8 proliferativo de las células T efectoras CDS§ Linfoma
1 rs188837995 1.936 2.76X10° ————_ Intergénica autorreactivas NO
Esta proteina y el receptor TNF-1 forman un
TNFRSFIB heterocomplejo que media el reclutamiento de c-IAP1 y Esclerosis Multiple
c-IAP2, que poseen actividad de ligasa de ubiquitina E3.
Negrl es una inmunoglobulina LON (IgLON) Alzheimer
1 rs2821248 2.672 3.97X10° NEGRI Intronica involucrada en el crecimiento neuronal, la arborizacion — Si Depresion mayor
dendritica y la formacion de sinapsis. Esquizofrenia
4 rs17230459  2.461 2.04X10°7 Intrénica - Alzheimer

MTHFD2L

Participa en la produccion de equivalente redox
(NADPH). En el nucleo, esta enzima puede desempefiar |,

4 rs10007576 1.875 3.48X10°  LINC0249 Intrénica o ) SI -
un papel en la replicacion del ADN, el procesamiento del

ARN vy la traduccion.

Esta proteina interactia con componentes del
5 rs4704351 1.943 9.61X10¢ 10GAP2 Intronica ) )
citoesqueleto, con moléculas de adhesion celular y con NO ELA
varias moléculas de sefializacion para regular la Alzheimer

5 rs4704352 1.92  1.33X107 10GAP2 Intrénica .
morfologia y la motilidad celular.

Los miembros de esta familia son bien conocidos por su
7 rs10279425  0.4908 2.90X107 CDK13 Intronica papel esencial como interruptores maestros en el control NO Alzheimer

del ciclo celular.

7 rs773411 2.019 4.97X10°  KLHDCI0 Intronica Regula el estrés oxidativo inducido por la activacion de  Si -
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ASK1 y supresion de pp5

La proteina codificada desempefia un papel importante

en el ensamblaje del complejo I (NADH-ubiquinona

i Alzheimer
8 rs35021315  0.4428 1.6X10°3 NDUFAF6 Intronica oxidorreductasa) de la cadena respiratoria mitocondriala ~ SI
) ) ] ) Medicion de APOA1
través de la regulacion de la biogénesis de la subunidad
NDI.
Participa en la regulacion negativa de la actividad de la
CAAPI endopeptidasa de tipo cisteina involucrada en la via de NO -
sefializacion apoptotica.
151434870 0.3924 1.57X1073 Intergénica
TUSCI - -
9
Participa en la regulacion negativa de la actividad de la
CAAPI endopeptidasa de tipo cisteina involucrada en la via de NO -
sefializacion apoptotica.
rs4978055 0.3927 2.43X10° Intergénica
TUSCI - -
Involucrado en la regulacion positiva de la via SREBF Medicioén
C120rf49 ) NO ) )
en Golgi Apolipoproteina Al
12 173220423 1.998 5.38X10°° Intergénica
Se prevé que activa la actividad de la proteina ligasa de
RNFT2 ubiquitina. Se prevé que participe en la regulacion -

positiva de la via ERAD y la ubiquitinacion de proteinas.
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AEBP2 puede regular la migracion y el desarrollo de las

Medicion de ovillos

12 1s10841337  0.50483.65X10° AEBP2 Intronica células de la cresta neural a través del mecanismo NO neurofibrilares
epigenético mediado por PRC2 Medicion de PHF-tau
Subunidad catalitica de una bomba ATPasa H"K" y/o
ATPasa Na'/K" que transporta iones K" a cambio de |, Presion arterial
ATPI24 ) ) st ) )
iones Na" y/o H" a través de la membrana apical de las sistolica y diastolica.
células epiteliales
13 rs34820801  2.438 2.69X10° Intergénica
Accidente
RNFI7 Parece estar involucrado en la regulacion de la actividad cerebrovascular
transcripcional de MYC. isquémico en la
hipertension
Modula el ensamblaje y la organizacion del citoesqueleto
de microtibulos y probablemente desempefia un papel en
la regulacion de la orientacion del huso mitdtico y la )
) ) o ) Heterotopia de tipo
14 157150804 2.483 2.22X10° EMLI Intrénica  orientacion del plano de division celular. Es necesaria NO ]
cinta
para la proliferacion normal de células progenitoras
neuronales en el cerebro en desarrollo y para el desarrollo
normal del cerebro.
Este gen codifica un miembro de la superfamilia de
enzimas del citocromo P450. Las proteinas del citocromo
20  rs4647 1.941 9.28X10%¢ PTGIS Intronica P450 son monooxigenasas que catalizan muchas NO Esquizofrenia

reacciones implicadas en el metabolismo de farmacos y

la sintesis de colesterol, esteroides y otros lipidos.
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Tabla 10 Comparativa de las frecuencias alélicas en las 5 poblaciones continentales.

CASOS FREQ | FREQ | FREQ | FREQ | FREQ

SNP GEN ELA |[CONTROLES| AMR | EUR | AFR | EAS SAS
TNFRSF8 | G=0.62 | G=0.7711 |G=0.862|G=0.9930|G~1.0000 | G=1.0000 | G=0.994

rs188837995 | INFRSFIB| T=0.38 | T=0.2289 | T=0.138 | T=0.0070 | T=0.0000 | T=0.0000 | T=0.006
| A=0.872| A=0.93804 |A=0.902| A=0.814 | A=0.8215| A=0.9871 | A=0.970

rs2821248 | NEGRI |G=0.128| G=0.06196 |G=0.098|G=0.1859|G=0.1785 | G=0.0129 | G=0.030
C=0572 | C=0.6738 |C=0.876|C=0.7952|C=0.9932 | C=0.9980 | C=0.926

rs17230459 | MTHFD2L | T=0.428 | T=0.3262 |T=0.124 | T=0.2048 | T=0.0068 | T=0.0020 | T=0.074
| T=0428 | T=0.3262 |T-0.388|T=0.6561|T=0.2920 | T-0.3284 | T=0.440

rs10007576 | LINC02494 | C=0.572 | C=0.6738 | C=0.612|C=0.3439|C=0.7080 | C=0.6716 | C=0.560
| A=0.628 | A=0.4449 |A=0.431|A=0.2187|A=0.2012| A=0.6716 | A=0.306

rsd704351 | IQGAP? | G=0.372 | G=0.5551 |G=0.569|G=0.7813|G=0.7988 | G=0.3284 | G=0.694
G=0.62 | G=0.4398 |G=0.429|G=0.2187|G=0.1710| G=0.1710 | G=0.309

rs4704352 | IQGAP2 | A=038 | A=0.5602 |A=0.571|A=0.7813|A=0.8290 | A=0.8290 | A=0.691
T=0.788 | T=0.6334 |T=0.644|T=0.5616| T=0.8714 | T=0.5823 | T=0.703

rs10279425 | CDKI3 | C=0212 | C=03666 |C=0.356|C=0.4384|C=0.1286 | C=0.4177 | C=0.297
| C=028 | C=03025 |[C=0.166|C=0.0905|C=0.6467 | C=0.3145 | C=0.323

rs773411 | KLHDCIO | T=0.72 | T=0.6975 |T=0.834 |T=0.9095|T=0.3533 | T=0.6855 | T=0.677
G=0.1516] G=0.3025 |G=0.431|G=0.5646|G=0.5530 | G=0.3165 | G=0.378

rs35021315 | NDUFAF6 | A=0.8484| A=0.6975 | A=0.569 |A=0.4354| A=0.4470 | A=0.6835 | A=0.622
CAAPI | C=05 | C=03081 |C=0.742{C=0.9085]|C=0.9387|C=0.4792| C=0.720

rs1434870 | TUSCI | G=05 | G=0.6919 |G=0.258|G=0.0915|G=0.0613 | G=0.5208 | G=0.280
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CAAPI | G=0.5 | G=0.3055 |G=0.716|G=0.9185|G=0.8790| G=0.3532 | G=0.726
rs4978055 | TUSCI | C=0.5 | C=0.6945 |C=0.284|C=0.0815|C=0.1210|C=0.6468 | C=0.274
SPRINGI | C=0.52 | C=0.6893 |[C=0.735|C=0.9463|C=0.9970 | C=1.0000 | C=0.981
rs73220423 | RNFT2 | T=048 | T=0.107 |T=0.265 | T=0.0537 | T=0.0030 | T=0.0000 | T=0.019
| A=0.768 | A=0.6308 |A=0.692|A=0.6958|A=0.7050| A=0.7014 | A=0.610
rs10841337 | AEBP2 | G=0.232 | G=03692 |G=0.308 |G=0.3042|G=0.2950 | G=0.2986 | G=0.390
| ATPI2A | A=0.844 | A=0.93373 |A=0.883|A=0.8956|A=0.7572| A=0.9990 | A=0.956
rs34820801 | RNFI7 | T=0.156 | T=0.06627 |T=0.117 |T=0.1044|T=0.2428 | T=0.0010 | T=0.044
| C=0.736 | C=0.5069 |C=0.318|C=0.2913|C=0.3162|C=0.0863 | C=0.112
rs7150804 | EMLI | G=0.264 | G=0.4931 |G=0.682|G=0.7087|G=0.6838 | G=0.9137 | G=0.888
G=0.556 | G=0.7035 |G=0.733 |G=0.7306|G=0.8752 | G=0.8016 | G=0.755
rsd647 PTGIS | A=0.444 | A=02965 |A=0.267 |A=0.2694|A=0.1248 | A=0.1984 | A=0.245
T=0.548 | T-0.6936 |T=0.710 |T=0.7386 | T=0.6422 | T=0.7966 | T-0.757
rs729824 | PTGIS |C=0452| C=03064 |C=0.290|C=0.2614|C=0.3578|C=0.2034 | C=0.243

Frecuencia (FREQ), Americanas (AMR), Europeas (EUR), Africanas (AFR), Este asiatico (EAS), Sur asiatico (SAS)
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Figura 13. Anélisis de Splicing de las variantes identificadas en el GWAS. A) Anélisis de splicing alternativo de la
variante rs4704351 delgen IQGAP2y B) de la variante rs2821248 del gen NEGR1. Mediante estos analisis se observd
que las variantes estudiadas se encuentran en un sitio aceptor (remarcado en linea celeste) asimismo, se observa

que esta variante puede conducir a alteraciones en segmentos ESE y ESS (barras sombreadas en verde y roja).
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Funcién molecular

J R-HSA-6798695 Desgranulacién de neutrofilos

| GO:0080135 Regulacion de la respuesta celular al estrés

| GO:0043065 Pegulacidn positiva de procesos apoptdticos

| G0:0030162 Regulacién de la protedlisis

0.0 0.5 1.0 L5 2.0 25
Jog10(P)

Proceso biolégico

J GO:0050896: Respuesta a estimulos

| GO:0048518: Regulacion positiva de procesos biologicos

] GO:0008152: Procesos metabdlicos

0.0 05 1.0 15 2.0 2.3
10g10(P)

Asociacion gen-enfermedad

] Anemia deficiente de hierro

| MNeuropatias

Enfermedades del sistema nervioso periférico

Estado 5 de la enfermedad crénica del rindn

dogl0(P)

Figura 14. Ontologia de genes de los hits obtenidos mediante el anélisis de GWAS. De los 18 genes asociados a las
17 sefales genéticas encontradas, 9 se agruparon en términos de funciéon molecular y procesos biolégicos como
desgranulacion de neutrdfilos (TNFRSF1B, CDK13, IQGAP2), regulacion de la respuesta al estrés (KLHDC10,
SPRING1, RNFT2), regulacion de procesos apoptdticos (TNFRSF8, PTGIS, TNFRSF1B). Ademas, se identificaron
asociaciones significativas con enfermedades como anemia por deficiencia de hierro, neuropatias y enfermedades
del sistema nervioso periférico.

4.4 Estimacion de riesgo poligénico (PRS).

El andlisis de PRS se realiz6 utilizando el software PLINK, partiendo de los hits bajo un
modelo aditivo. Para ello, se emplearon los coeficientes B de cada variante como valores de
ponderacion, los cuales se detallan en la Figura 15A. Posteriormente, se evalué mediante un
modelo GLM en R la asociacion entre el puntaje de PRS y el fenotipo “casos ELA”,
incorporando como covariables la ancestria global (representada por los componentes

principales C1 y C2) y el sexo.

67



A partir de este modelo, identificamos que el PRS resulté ser un predictor altamente
significativo del fenotipo (f =25.01, p <2 x 107'¢). De igual forma, la ancestria global mostr6
una asociacion significativa (p < 0.05), mientras que el sexo no fue estadisticamente
significativo (p = 0.35). Entre los SNPs incluidos en el calculo del PRS, las variantes
rs2821248 y rs17230459 destacaron por presentar los efectos estimados mas elevados en el

GWAS original (> 0.9; p=3.97 x 10° y 2.04 x 107°, respectivamente).

Adicionalmente, comparamos la distribucion de los PRS entre los CASOS ELA y los
CONTROLES (Figura 15B), mediante prueba de Mann—Whitney U se identificd que existe
una diferencia estadisticamente significativa en la distribucion del PRS entre los CASOS
ELA y los CONTROLES (p<2.2x107'¢), reforzando la utilidad del PRS como herramienta
discriminatoria entre ambos grupos. Especificamente, los CASOS ELA presentaron una
mediana de 0.133 y un rango intercuartil (IQR, por sus siglas en inglés) de 0.089 a 0.173,
mientras que los CONTROLES mostraron una mediana de 0.013 y un IQR de —0.037 a 0.062.
En la Figura 15C observamos que la curva ROC indicé una capacidad de clasificacion del
89.7%, asimismo se obtuvo con un punto de corte Optimo de 0.108, mediante el criterio de

Youden, con una sensibilidad del 92.8% y una especificidad del 70.1%.

Adicionalmente, se llevo a cabo un analisis de riesgo acumulado, para determinar el nimero
de alelos de riesgo en CASOS ELA y CONTROLES para este analisis se generaron conjuntos
de datos PED y MAP para cada kit y se construyd una matriz en una hoja de calculo, en
donde se codificaron los genotipos de acuerdo con el alelo de riesgo (Tabla 12). Como se
muestra en la Figura 16, los CASOS ELA presentaron un promedio 14.19 + 2.7 alelos de
riesgo en comparacion con los CONTROLES, los cuales presentaron en promedio 11.87 +
3.07 alelos de riesgo, observando una diferencia estadisticamente significativa (p=3.97x10"
14). Estos resultados refuerzan la asociacién acumulativa de los alelos de riesgo con el

fenotipo de ELA en la cohorte analizada
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Tabla 11. Binarizacion de los genotipos de acuerdo con el numero de alelos de riesgo de cada hit evaluado.

e rs7 " rsl s rsl
71 rs18 28 72 rs47 rs47 rs350 rs49 rsl4 rs34
rs46 322 000 rs77 027 rs1084 rs729
1ID 50 8837 21 30 0435 0435 2131 7805 3487
47 042 757 3411 942 1337 824
80 995 24 45 1 5 5 0
3 6 5
4 8 9
ELA1 2 2 0 0 1 1 1 2 2 1 2 2 NA NA 1 0 2
ELA10 1 0 0 0 0 1 0 2 2 1 2 2 NA NA 1 0 1
ELA101 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 2 1 NA 1 0 0
ELA103 1 0 0 0 0 0 1 2 2 0 1 2 1 1 2 1 1
ELA104 1 0 0 2 0 0 0 1 1 1 2 2 NA NA 2 0 1
ELA105 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 2 1 1 2 0 1
ELA106 1 0 1 1 1 1 1 2 2 0 2 2 1 1 1 0 1
ELA107 2 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 2 NA NA 2 0 2
ELA108 1 1 1 0 0 0 0 2 2 1 2 2 1 1 1 1 1
ELA109 1 2 0 1 0 1 2 2 2 2 1 1 NA NA 1 0 1
ELA11 1 0 0 0 0 1 0 1 1 2 2 2 1 1 2 0 1
ELA110 1 0 1 1 0 1 0 2 2 1 1 2 1 1 2 0 1

NA indica informacion faltante.
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Figura 15. Comparativa de la estimacion del puntaje de PRS entre CASOS ELAy CONTROLES. A) Tabla con los SNPs
incluidos en el modelo aditivo, junto con sus coeficientes derivados del modelo de regresion logistica. B)
Comparacion de la distribucion del PRS entre CASOS ELAy CONTROLES. Se observd una diferencia significativa en
las medianas (0.133 vs 0.0132, respectivamente), evaluada mediante una prueba de Mann-Whitney U (p < 2.2x10
’6), C) Curva ROC correspondiente al modelo logistico para prediccién de CASOS ELA a partir del PRS. Se obtuvo un
drea bajo la curva (AUC) de 0.897. El umbral éptimo de clasificacion (Youden) fue 0.108, con una sensibilidad de
92.8% y una especificidad de 70.1%. Rango intercuartil (IQR).
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Figura 16. Distribucion del numero de alelos de riesgo en los CASOS ELA y los CONTROLES. La gréfica muestra la

densidad del numero acumulado de alelos de riesgo para 17 SNPs obtenidos mediante el GWAS, comparando los
grupos de CASOS ELAy CONTROLES.
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5. Discusion.

La ELA es un trastorno neurodegenerativo de inicio tardio con amplia heterogeneidad clinica,
patologica y genética, con afectaciones multisistémicas. Este trastorno es mas frecuente en
poblaciones de ancestria europea y por consecuencia, la mayoria de los reportes publicados
a la fecha han sido en individuos de tales poblaciones. Sin embargo, en los tltimos afios se
ha observado que existen problemas relacionados con la transferibilidad de los resultados de
los estudios gendmicos entre poblaciones, como las asiaticas y las latinoamericanas. Es por
ello que en este trabajo nos centramos en estudiar la composicion ancestral de un grupo de
pacientes mexicanos con ELA e identificar variantes genéticas asociadas al desarrollo y

susceptibilidad de la enfermedad.

Para caracterizar la composicion genética de los individuos incluidos en el estudio,
realizamos un andlisis de MDS (Figura 9), mediante el cual observamos que los CASOS ELA
y CONTROLES, mostraron una alta proximidad genética ademds de presentar mayor
cercania genética respecto a las poblaciones AMR 1KG, NAT y EUR 1KG. Aunque los
componentes 1 y 2 explican solo el 12.25% de la variabilidad genética, esta representacion
fue suficiente para evidenciar que los CASOS ELA y los CONTROLES no presentan
agrupamientos genéticos diferentes a lo esperado. De manera interesante, pese a esta
proximidad genética se identificé que los casos CASOS ELA y los CONTROLES presentan
diferencias significativas en los componentes americano (p=0.021) y europeo (p=0.010), lo
que sugiere que la ancestria podria tener un impacto en la susceptibilidad de la enfermedad.
De la misma forma, al comparar las proporciones de ancestria de los estados mas
representativos de nuestra muestra con los datos del biobanco mexicano, identificamos que,
de igual forma, existian diferencias significativas en las ancestrias americana (p=0.0288) y
europea (p=0.0229). Sin embargo, estas diferencias pueden deberse a la diferencia entre el

tamafo de las muestras comparadas, por los que este ultimo dato debe ser tomado con cautela.

Posteriormente condujimos un analisis de GWAS a partir de una regresion logistica, para el
cual evaluamos un total de 398,455 SNPs, identificando 17 SNPs, denominados “hits”, 16
con valor de significancia menor a 5x10, y uno con valor de significancia menor a 5x107®,

Para estimar la robustez de las asociaciones identificadas, se llevé a cabo un andlisis de poder
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estadistico para cada uno de los "Aits" en el GWAS, asumiendo un MAF de 0.05 y empleando
los OR observados (Tabla 9). El poder estadistico calculado fue, en su mayoria, inferior al
30%, lo cual refleja una baja probabilidad de detectar asociaciones verdaderas con el tamafio
muestral empleado (125 casos y 582 controles) bajo un umbral de significancia obtenido
(p<5x107%). Sin embargo, pese a esto, se decidid investigar si las asociaciones obtenidas

podian estar estar relacionadas con la ELA.

Dentro de los SNPs asociados mediante el estudio de GWAS identificamos dos variantes
(rs4704352 y rs4704351) en el gen IQGAP2, el cual previamente habia sido identificado en
un estudio de GWAS conducido por Dunckley, T., et al. (2007), quien trabajé con una
cohorte multiétnica de 1152 individuos con la ELA esporadica, identificando a la variante
154704336 en este gen, con una significancia estadistica de p= 4x10 para individuos “no
blancos” (en esta categoria los autores incluian a individuos latinos, afroamericanos y
asiaticos), mientras que para los “individuos blancos” (individuos euroamericanos) el valor

de significancia fue de p=0.006.

Con el fin de establecer una posible relacion entre las variantes identificadas en nuestro
estudio y la previamente reportada, analizamos el desequilibrio de ligamiento entre
rs4704351/rs4704352 y rs4704336, observando que no se encuentran en desequilibrio
(R2=0.093, D'=0.421). Adicionalmente, hicimos una comparativa entre las frecuencias
alélicas de estas variantes y las poblaciones continentales del proyecto de 1000 genomas,
encontrando que la variante rs4704336 es prevalente en individuos europeos (A: 51%, G:
49%) y en poblaciones americanas (A: 34%, G: 66%); mientras que la variante rs4704351 es
mas frecuente en poblaciones del este de Asia (A: 67%, G: 33%), donde presentan
frecuencias alélicas muy similares a las encontradas en los CASOS ELA (A: 62.8%, G:
37.2%), asi como en los individuos peruanos (A: 64.7%, G: 35.3%), lo que sugiere que esta

variante puede estar influenciada por la ancestria amerindia.

Estos patrones poblacionales y las diferencias en las frecuencias alélicas entre las variantes
rs4704336 y rs4704351 no solo sugieren la presencia de ancestria diferenciada, sino que
también refuerzan el interés en explorar el posible rol funcional del gen en el que se
encuentran. En este sentido, el gen IQGAP2 (ubicado en el locus 5q13.3) codifica para la

proteina tipo 2 activada por GTPasa que contiene motivos IQ (IQGAP2). Esta es una proteina
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de andamiaje citoplasmatica (Fusco DN. et al 2013) de 1575 aa, la cual se expresa
principalmente en higado, pero también en pancreas y eritrocitos (White CD, et al., 2009;
Wu C. et al., 2009). IQGAP2 es considerado un gen supresor de tumores, debido a su baja
expresion en casos de carcinoma hepatocelular humano (Liao YL, et al. 2008; White CD et
al., 2010). Esta proteina ha sido asociada con multiples funciones como: la polarizacion de

la actina, la motilidad y la adhesion celular (Logue JS et al., 2011).

Adicionalmente, Katdare K. A. et al., (2025), describen que IQGAP2 puede modular las
dinamicas del sistema inmune en la barrera hematoencefalica (BHE), en donde a partir de
estudios en modelos animales demostraron que la pérdida de IQGAP2 aumenta la infiltracion
de leucocitos periféricos en el SNC en condiciones de homeostasis e inflamacion. Asimismo,
observaron que las células endoteliales cerebrales (CEC) deficientes de este gen muestran
una marcada firma inflamatoria, que incluye una amplia regulacion positiva de los receptores
de adhesion y de la maquinaria de procesamiento de antigenos. Ademas, llamativamente a
través de analisis realizados a partir de tejidos humanos también se observd que una
reduccion de IQGAP2 en el hipocampo puede estar asociada con la enfermedad de

Alzheimer.

Por otra parte, el SNP con mayor nivel de significancia asociado con la ELA en nuestro
estudio fue el 757150804 (p=2.2x10"), el cual es una variante intrénica del gen EMLI. Este
gen codifica para la proteina 1 asociada a microtiibulos del equinodermo humano (EML1).
Se ha visto que esta proteina modula el ensamblaje y la organizacion del citoesqueleto de
microtubulos y se cree que participa en la regulacion de la orientacion del huso mitotico y la
orientacion del plano de division celular, ademads, se considera como una proteina necesaria
para la proliferacion normal de células progenitoras neuronales en el cerebro en desarrollo y

para el desarrollo normal del cerebro (EMLI, s.f.).

Sin embargo, al analizar las frecuencias alélicas observamos que los individuos en nuestra
cohorte, tanto COSOS ELA como CONTROLES presentaban frecuencias alélicas elevadas
en comparacion con las poblaciones continentales, siendo las frecuencias de las poblaciones
EUR (C:0.2913 G:0.7087) y AFR (C:0.3162 G:0.6838) las mas comparables a la de nuestra

cohorte. Estas diferencias podrian indicar que la variante se encuentra enriquecida en la
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poblacidon mexicana, posiblemente como resultado de la estructura genética particular de esta

poblacion o del efecto de la deriva génica sobre segmentos ancestrales especificos.

Adicionalmente analizamos si los Aits, podrian interaccionar entre si, identificando que los
SNPs 1rs4978055 y rs1434870 mostraron una interaccion estadisticamente significativa
(x>=18.74; p=1.5x10"). Sin embargo, consideramos que esta interaccién se debe a que

podrian estar dentro de un mismo bloque haplotipico.

Posteriormente, empleando los genes donde se encontraban las sefiales (en el caso de las
variantes intronicas) o en su defecto, los genes que las flanqueaban (para variantes
intergénicas), se llevd a cabo un andlisis de ontologia de genes (Figura 5) mediante la
plataforma de Metascape, en donde identificamos que en la categoria de funcion molecular,
el proceso mas enriquecido fue la desgranulacion de neutrofilos, la cual se relaciona con
estados de inflamacidon cronica (Wang J, et al., 2017; Borregaard N et al., 2007),

relacionandolo altamente con la progresion de la ELA (Murdock et al., 2017).

La desgranulacion de neutrofilos es un proceso mediante el cual los granulocitos liberan
moléculas citotoxicas a partir de los granulos secretores (Szoér, A., et al. 2010), donde los
componentes principales de estas particulas son enzimas, como MPO, NE, lactoferrina y
metaloproteinasas (MMP) (Amulic B et al. 2012). Los neutrofilos cuentan con tres
principales tipos de granulos citoplasmaticos: los granulos primarios o azuroéfilos, los cuales
son los mas grandes y se forman tempranamente, estos granulos contienen proteinas
proteoliticas y bactericidas, entre ellas MPO, NE y arginasa-1; y los granulos secundarios o
especificos y los terciarios o gelatinosos que contienen enzimas relacionadas con la
degradacion y regulacion de la matriz extracelular (MEC), como la lactoferrina, la proteina
de transporte de lipidos asociada a la gelatinasa de neutrofilos (NGAL) y las MMP
(Sheshachalam A, et al., 2014) (Fgura 21).

Por ejemplo, se ha visto que las proteinas MPO las cuales se encargan de convertir H>O; y
CI" en H>0 y acido hipocloroso (HOCI) (Al 1. et al., 2019), esta proteina se ha observado
que puede mediar la neurodegeneracion mediante diferentes mecanismos como: 1) Estrés
oxidativo, debido a que el HOCI es altamente oxidante puede inducir un dafio grave a las NM
(Cao, W., & Fan, D. 2023); 2) Alteracion de la BHE, un proceso que ocurre en etapas

tempranas de la ELA, aunque también se reconoce que la hiperpermeabilidad de la BHE, la
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cual se asocia con la degeneracion de las NM es un proceso que ocurre en etapas tardias de
la enfermedad (Maiuolo J. et al., 2018) en donde se ha observado que los agentes oxidantes
derivados de MPO, como el 4cido hipotiocianoso (HOSCN), pueden alterar la homeostasis
de la BHE de las CEC de manera in vitro (van Leeuwen E. et al ., 2022); 3) Induccion de la
liberacion de citocinas inflamatorias, donde se ha observado que el HOCI puede difundirse a
través de la membrana celular e induce a la modificacion de las proteinas (Hawkins CL.
2020) asi como en la regulacion de la apoptosis celular (Vile GF. et al., 1998); 4) Alteracién
del metabolismo energético, la MPO/HOCI disminuye los niveles intracelulares de NAD, lo
que reduce la respiracion mitocondrial, lo que conlleva a una disminucién de la producciéon
de ATP, NAD y glutation (Vissers MC & Winterbourn CC. 1995). De la misma forma se ha
visto que el HOCI en altas concentraciones también puede inducir alteraciones en el
metabolismo energético (Priitz WA. 1996); y 5) Degeneracion axonal, en donde se ha
observado que el HOSCN puede actuar como mediador en la necroptosis (Bozonet SM. et

al., 2023), que también contribuye a la degeneracion axonal en la ELA (Ito Y. et al., 2016).
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Figura 17. Desgranulacion de neutrofilos y su implicacion en los procesos de neurodegeneracion. Tomado de Cao
W and Fan D (2023).

De manera adicional, en los ultimos afios se ha estudiado el posible vinculo entre las

poblaciones de neutréfilos y la ELA, en donde Murdock et al., (2017) identifica que el
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aumento temprano en el conteo de las poblaciones de neutréfilos estaba asociado con una
progresion mas rapida de las ELA, lo cual veian reflejado en cambios en las puntuaciones de
la ALSFRS-R. Esto contrasta con lo reportado por Cui C. et al. (2022) quienes mencionan
que las poblaciones de neutrofilos aumentaban de manera gradual después del diagnostico
de ELA, ademas de correlacionar de manera negativa estos datos con las puntuaciones del
ALSFRS-R, concluyendo en que no existia una asociacién entre los cambios de las

poblaciones de neutrdfilos y la progresion de la ELA.

Por otro lado, McGill RB et al., (2020) observaron un aumento significativo en la expresion
de CD16, un marcador de estrés oxidativo y actividad fagocitica de los neutréfilos (Chinda
D, et al., 2003) en la superficie de estos, donde los investigadores asocian este aumento de
expresion de CD16 con la progresion de la enfermedad, debido a que lo vinculan con un

estado altamente activado de los neutrofilos en casos de ELA de progresion rapida.

Y de la misma forma, Murdock et al. (2021) realizaron un estudio en el que analizaron la
asociacion entre los recuentos de neutréfilos iniciales y la supervivencia de los individuos
con ELA, donde observaron que el aumento en las poblaciones de neutrofilos se asocian con
una supervivencia reducida en los individuos con ELA, asi mismo, observaron que esto
podria depender del sexo, con un riesgo mas alto en las mujeres, lo que sugiere un papel
potencial de las hormonas sexuales en la actividad de los neutré6filos. Sin embargo, un anélisis
de aleatorizacion mendeliana conducido por Li C. et al (2020) con el fin de identificar las
relaciones causales entre los neutrofilos y la incidencia de la ELA mostr6 que el aumento de

neutréfilos estaba relacionado con un riesgo reducido de ELA.

A continuacion, llevamos a cabo el andlisis de PRS mediante el cual identificamos que este
parametro es un buen predictor del fenotipo de CASOS ELA (f=25.01, p<2x10-16), ademas,
mediante una comparativa entre la distribuciéon de los valores de PRS observamos que
existian diferencias estadisticamente significativas entre los CASOS ELA y los
CONTROLES (p < 2.2x107'¢), lo que respalda su utilidad discriminativa. Adicionalmente,
evaluamos la capacidad de prediccion de nuestro modelo mediante una curva ROC,
obteniendo un AUC de 0.869 con un punto de corte optimo de 0.108, determinado mediante
el criterio de Youden. A este umbral, el modelo alcanz6 una sensibilidad del 92.8%, lo que

indica que fue capaz de identificar correctamente a la mayoria de los individuos con ELA, y
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una especificidad del 70.1%, lo que representa una tasa razonable de clasificacion correcta
de individuos sin la enfermedad. Cabe destacar que se ha establecido que valores de AUC en
el rango de 0.8 < AUC < 0.9 pueden tener una utilidad clinica considerable. En contraste,
valores de AUC por debajo de 0.80, aun cuando sean estadisticamente significativos, se
interpretan como indicativos de una utilidad clinica muy limitada del modelo (Corbacioglu,
S. K., & Aksel, G. 2023; White, N. et al. 2023). Complementariamente, el analisis de riesgo
acumulado mostrd que los CASOS ELA presentaron una mayor carga de alelos de riesgo en
comparacion con los CONTROLES (14.19 +£2.70 vs. 11.87 + 3.07), diferencia que también
fue estadisticamente significativa (p=3.97x107'%). En conjunto, estos resultados sugieren que
los SNPs incluidos en el modelo podrian representar buenos candidatos para estudios

posteriores de validacion funcional o replicacion en otras cohortes.

Estos hallazgos respaldan la utilidad del PRS no solo como una herramienta predictiva, sino
también como una via para priorizar variantes genéticas con implicaciones funcionales
relevantes. Al integrar los resultados del GWAS, que identificaron sefales en genes
previamente relacionados con la ELA y enfermedades neurodegenerativas afines, con los
patrones de riesgo acumulado observados, es posible establecer un puente entre la carga
genética y los mecanismos moleculares potenciales involucrados en la fisiopatologia de la
enfermedad. En este sentido, la exploracion funcional de variantes especificas cobra mayor
relevancia, especialmente aquellas con efectos potenciales sobre la expresion o
procesamiento del ARN, como el caso de rs4704351 en IQGAP2, cuya implicacion podria

extenderse hacia rutas inmunologicas y neuroinflamatorias clave en la progresion de la ELA.

Por otra parte, aunque la variante rs2821248 no ha sido reportada previamente en estudios de
asociacion con ELA, su gen relacionado, NEGR1, ha sido vinculado en diversos GWAS con
la enfermedad de Alzheimer de inicio tardio, especialmente en poblaciones de origen chinos
Han (Ni et al., 2018). Ademas, estudios en modelos murinos han demostrado que la
subexpresion de NEGRI1 genera alteraciones en el desarrollo cerebral, incluyendo
desorganizacion cortical y anomalias en las espinas dendriticas (Szczurkowska et al., 2018).
Este gen también ha sido asociado con la integridad de la sustancia blanca en individuos
sanos, lo cual sugiere que variantes funcionales en NEGR1 podrian afectar la arquitectura

cerebral. Dichas alteraciones se han observado en pacientes con enfermedad de Alzheimer
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(Salluzzo et al., 2023) y también se han documentado en otras enfermedades
neurodegenerativas como la ELA (Li et al., 2023; Chen et al., 2021), lo que plantea la

posibilidad de que estos dos trastornos comparten mecanismos patolégicos convergentes.

Finalmente, es importante destacar que este estudio representa el primero de su tipo realizado
en México para caracterizar variantes genéticas asociadas a la ELA. No obstante, presenta
algunas limitaciones, entre ellas el tamafio reducido de la muestra, lo cual disminuy6 el poder
estadistico para detectar asociaciones mas robustas. Ademas, la ausencia de una cohorte
independiente impide validar de forma externa los resultados obtenidos. A pesar de ello, la
coherencia biologica observada y la identificacion de variantes en genes previamente
relacionados con la enfermedad sugieren que los hallazgos podrian representar asociaciones
genuinas. En conjunto, este trabajo ofrece una base inicial para explorar los posibles
mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo de ELA en poblaciéon mexicana y
plantea la necesidad de realizar futuros estudios con mayor resolucion que permitan

esclarecer como estas variantes influyen en el fenotipo clinico.
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6. Conclusion

En este trabajo se analiz6 la composicion ancestral de un grupo de pacientes mexicanos con
ELA a partir del cual se identifico que los principales componentes genéticos de los
individuos estudiados son la ancestria americana y la europea, las cuales se encontraban
estadisticamente diferenciadas entre los CASOS ELA y los CONTROLES, lo que podria

sugerir un posible papel de la ancestria en la susceptibilidad a la enfermedad.

A través del analisis de GWAS, se identificaron 17 SNPs asociados con la ELA, de los cuales,
uno alcanz6 significancia estadistica. No obstante, se detectaron sefiales en un gen
previamente asociado con ELA en poblaciones no blancas, asi como en cuatro genes
vinculados anteriormente con enfermedad de Alzheimer y en uno relacionado con
caracteristicas etiopatogénicas de la ELA. Estos hallazgos respaldan la hipdtesis de
mecanismos neurodegenerativos compartidos entre ambas enfermedades. Adicionalmente, el
analisis de ontologia genética revel6 procesos bioldgicos relevantes como la desgranulacion
de neutrofilos y alteraciones en el sistema nervioso periférico, consistentes con

manifestaciones tipicas de la ELA.

Por otro lado, el analisis de riesgo acumulado reveld que los CASOS ELA presentan, en
promedio, una mayor cantidad de alelos de riesgo en comparacion con los CONTROLES, lo
que sugiere una mayor carga genética asociada a la enfermedad. Asi mismo se identifico que
el PRS permite discriminar de forma significativa entre CASOS ELA y CONTROLES,
mostrando una capacidad predictiva robusta. Estos resultados sugieren que los SNPs
identificados, aunque la mayoria no alcanz6 umbrales estrictos de significancia, podrian
representar variantes relevantes para el riesgo de ELA en nuestra poblacion, y constituyen

candidatos prometedores para estudios de validacion y caracterizacion funcional.

Finalmente, los hallazgos obtenidos a partir de este estudio resaltan la importancia de
conducir estudios poblacionales para caracterizar la arquitectura genética de la poblacion y
explorar posibles biomarcadores de la enfermedad. De igual manera, estos resultados podrian
ayudar a presentar una mayor comprension de las bases genéticas de la ELA en nuestra
poblacidn, asi como, servir de referencia para futuras investigaciones, dirigidas a validar

variantes genéticas en cohortes mas amplias, junto con la integracion de estudios clinicos y
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funcionales, lo cual sera clave para evaluar la posible aplicacion de estos marcadores en

estrategias de prevencion y tratamientos personalizados.
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