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RESUMEN

Las enfermedades no transmisibles (ENT) representan las principales causas de muerte por
enfermedades en Panama. Evidencias indican que existen disparidades raciales y ancestrales en
el riesgo de distintas ENT en la poblacion del pais, es decir, la prevalencia varia de acuerdo con
el trasfondo ancestral dominante africano, europeo o amerindios. Esto sugiere que el
componente genético de la poblacion es un factor de riesgo altamente determinante en la
distribucion, susceptibilidad y muertes por ENT en el pais. Sin embargo, no existen estudios
biomédicos sobre la poblacion panamefia que abordan cientificamente la genética de estas
enfermedades principalmente porque se desconocen las variantes y los polimorfismos genéticos
asociados con las mismas. Identificar estos polimorfismos es fundamental para comprender el
riesgo y susceptibilidad, asi como para mejorar el diagndstico y desarrollo de mejores
tratamientos. Para la identificacion de estas variantes génicas en otras poblaciones del mundo
se ha reportado el uso de estrategias gendmicas. Desafortunadamente, no se han realizado
estudios gendmicos en la poblacion panamefia.

Estudios previos han demostrado que el componente ancestral de la poblacién panamefia es
dominado por genes de origen Ngabe con un 51%. Hipotetizamos que una significativa parte de
los polimorfismos genéticos asociados a enfermedades de la poblacién panamefia puede tener
un origen en esta poblacion ancestral amerindia. En esta investigacion analizamos el genoma de
cuatro individuos Ngdbe con el objetivo de identificar variantes genéticas posiblemente
asociadas a ENT en la poblacion panamefia. Aungue secuenciamos el genoma completo, en los
analisis nos enfocamos en el exoma (parte codificante del genoma).

Realizamos secuenciacion de nueva generacion (NGS) y analisis bioinformaticos lo cual nos
permitio identificar algunos polimorfismos candidatos. Los resultados demostraron que la
mayor parte de las variantes posiblemente asociadas a ENT eran SNPs. Entre ellas se
encontraron 15 variantes candidatas de las cuales nos enfocamos en el polimorfismo rs1801133,
0 677C>T, del gen MTHFR. Este causa hiperhomocisteinemia y tiene asociacion a canceres y
a enfermedades vasculares segun distintos estudios. Ejecutamos el genotipado de esta variante
en la poblacién Ngabe mediante PCR y secuenciacion Sanger. Nuestros resultados demuestran
que, en la poblacion Ngabe, esta variante tiene una frecuencia alélica de 15% para el alelo de
tipo silvestre y de 85% para el alelo mutante, asi como una frecuencia genotipica de 0% para el
genotipo homocigoto silvestre, 31% para el genotipo heterocigotos y 69% para el genotipo
homocigoto mutante.



ABSTRACT

Non-communicable diseases (NCDs) represent the leading causes of death by disease in
Panama. Evidence indicates that there are racial and ancestral disparities in the risk of different
NCDs in the country's population, i.e., prevalence varies according to the dominant African,
European or Amerindian ancestral background. This suggests that the genetic component of the
population is a highly determinant risk factor in the distribution, susceptibility and deaths from
NCDs in the country. However, there are no biomedical studies on the Panamanian population
that scientifically address the genetics of these diseases mainly because the genetic variants and
polymorphisms associated with them are unknown. ldentifying these polymorphisms is
fundamental to understand risk and susceptibility, as well as to improve diagnosis and develop
better treatments. For the identification of these gene variants in other populations around the
world, the use of genomic strategies has been reported. Unfortunately, genomic studies have not
been performed in the Panamanian population.

Previous studies have shown that the ancestral component of the Panamanian population is
dominated by genes of Ngébe origin with 51%. We hypothesize that a significant part of the
genetic polymorphisms associated with diseases in the Panamanian population may have an
origin in this ancestral Amerindian population. In this research we analyzed the genome of four
Ngd6be individuals with the aim of identifying genetic variants possibly associated with NCDs
in the Panamanian population. Although we sequenced the entire genome, we focused our
analyses on the exome (coding part of the genome).

We performed next generation sequencing (NGS) and bioinformatics analysis which allowed us
to identify some candidate polymorphisms. The results showed that most of the variants possibly
associated with ENT were SNPs. Among them we found 15 candidate variants of which we
focused on the rs1801133, or 677C>T, polymorphism of the MTHFR gene. This causes
hyperhomocysteinemia and is associated with cancers and vascular diseases according to
different studies. We performed genotyping of this variant in the Ngébe population by PCR and
Sanger sequencing. Our results show that, in the Ngabe population, this variant has an allelic
frequency of 15% for the wild-type allele and 85% for the mutant allele, as well as a genotypic
frequency of 0% for the homozygous wild-type genotype, 31% for the heterozygous genotype
and 69% for the homozygous mutant genotype.



INTRODUCCION

El presente trabajo hace parte del Proyecto de Investigacion “Identificacion de Factores de
Riesgo Genético a Enfermedades en el Genoma de la Poblacién Panamefia Mediante Analisis
de Exoma” adjudicado al Dr. Edgardo Castro-Pérez y el Dr. Carlos Ramos y financiado por la

Vicerrectoria de Investigacion y Posgrado (VIP) de la Universidad de Panama.

Las enfermedades cronicas, llamadas también enfermedades no transmisibles (ENT), son
afecciones de larga duracion y de lenta progresion (Kelly etal., 2016; World Health
Organization, 2016). Las ENT poseen una etiologia multiple, desarrollo poco predecible,
multiples factores de riesgo y, con pocas excepciones, un origen no infeccioso (World Health
Organization, 2005).

La OMS ha estimado que las enfermedades cronicas causan la muerte de 41 millones de
personas cada afio, un equivalente al 74% de todas las muertes a nivel global. Cuando no
conducen al deceso del enfermo, muy frecuentemente causan deterioro de la calidad de vida,
resultando particularmente inhabilitantes (World Health Organization, 2016). Consistente con
estas tendencias mundiales, las cifras del Ministerio de Salud de Panama (MINSA) muestran
que la principal causa de muerte por enfermedades en el pais es el cancer, seguido por las
enfermedades cardio y cerebrovasculares entre otras (Ministerio de Salud, 2018; G. Reyes,
2022). A estas cifras siguen la diabetes y la obesidad o enfermedades asociadas al metabolismo
y, por ultimo, otros tipos de enfermedades cardiacas. Aunque la diabetes, la obesidad y las
enfermedades asociadas al metabolismo no estaban entre las primeras causas, es bien conocido
que la diabetes y obesidad estan vinculadas a una mayor amenaza de algunos tipos de canceres
y también constituye un factor de riesgo para otras enfermedades. El Estado ha hecho énfasis
sobre este bloque de enfermedades que afectan al panamefio para que se brinde mayor
prevencion y cuidado, debiendo asi orientar los recursos del pais para mejorar la prevencion, el

diagnostico y el tratamiento.

Desafortunadamente, la disponibilidad de datos sobre estadisticas vitales con respecto a las
enfermedades que afectan al panamefio por provincia es escasa (Castro-Pérez, 2022). Sin
embargo, los datos de algunas enfermedades son un poco mas accesibles, por ejemplo: las cifras

relativas a algunos canceres y enfermedades cardio y cerebrovasculares. En particular, los



nameros indican que Panama y Coldn son las provincias que tienen por muy lejos la mayor
incidencia de cancer de préstata. Multiples reportes indican que hay considerables disparidades
raciales en el riesgo de cancer de prdstata, cuya incidencia es mucho mayor entre los
afrodescendientes (Bock et al., 2009; Robbins et al., 2007; Zeigler-Johnson et al., 2008). En
consecuencia con esta nocion, los datos genéticos sefialan que las provincias de Panamay Colén
son las provincias que muestran la mayor proporcion de genes de origen africano (Arias et al.,
2002; Castro-Pérez et al., 2016; Ramos et al., 2018). Con relacion a los trastornos
cerebrovasculares, la mayor incidencia de muertes causadas por estas enfermedades se da en las
provincias de Herrera y Los Santos. Los reportes previos muestran que hay considerables
disparidades raciales en el riesgo de enfermedades cardio y cerebrovasculares, cuyas incidencias
son mucho mayores entre la poblacidbn de ascendencia europea, seguida por los
afrodescendientes (Cheng et al., 2010; Donnan et al., 2008; Hankey, 1999). Atendiendo estos
datos, estudios genéticos apuntan que Herrera y Los Santos son provincias que comparten la
mayor proporcion de genes europeos y una cantidad moderadamente alta de genes africanos
(Arias et al., 2002; Castro-Pérez et al., 2016; Ramos et al., 2018). En cuanto a los trastornos
relacionados al sindrome metabolico (obesidad, diabetes, entre otros), las provincias de Bocas
del Toro, Coldn, Chiriqui y Panama advierten una mayor prevalencia de obesidad (Sasson et al.,
2014), las cuales son provincias dominadas por genes de origen amerindio (Arias et al., 2002;
Castro-Pérez et al., 2016; Ramos et al., 2018). De forma interesante, varios reportes y
estadisticas vitales del Centro de Control y Prevencién de Enfermedades de Estados Unidos
(CDC) indican que la diabetes, la obesidad y el sindrome metabdlico presentan un mayor factor
de riesgo e incidencia en poblaciones de origen amerindio (Mariscal Davy, 2021). Ademas,
varios estudios indican que obesidad, diabetes y el sindrome metabdlico son condiciones gue se
asocian con mayor riesgo a algunos canceres, asi como la hipertensiéon y otras condiciones
cronicas (Mariscal Davy, 2021). Aunque estos reportes presentan de manera general los
problemas de epidemiologia genética de enfermedades no transmisibles del pais,
desafortunadamente las causas geneéticas y moleculares para la disparidad relativa a estas

enfermedades no han sido estudiadas en la poblacion panamefia.

Algunos estudios previos (Arias et al., 2002; Castro-Pérez et al., 2016; Ramos et al., 2018) han
tratado de abordar el problema de una manera indirecta usando marcadores generales como STR

(microsatélites: repeticiones cortas en tindem) e INDELSs (marcadores de insercion/delecion) e
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indican que, en general, la genética del panamefio es muy heterogénea y que ha recibido aportes
de tres poblaciones ancestrales: africanos, europeos y amerindios. Estos estudios también
indican que hay un polimorfismo alto entre los panamefios y que la distribucion y contribucion
genética de las poblaciones ancestrales es diferente entre las provincias, pongamos por caso:
Chiriqui, Coclé y Veraguas, que son dominadas por genes indigenas; Los Santos y Herrera, por
genes europeos; mientras que Panama y Coldn tienen el mayor porcentaje de genes de origen
africano y una proporcién relativamente alta de genes amerindios seguidos de genes europeos.
Los estudios con marcadores generales (STRs, INDELS) sugieren fuertemente que el
componente genético ancestral del panamefio tiene un papel significativo en la etiologia y
distribucion de las enfermedades, pero no se han realizado estudios genéticos ni genémicos que
aborden la epidemiologia genética que identifique las variantes y polimorfismos genéticos
especificos asociados a factores de riesgo en ENT en la poblacion panamefia. Identificar estas
variantes genéticas es esencial para entender la etiologia de enfermedades, los factores de riesgo
y desarrollar nuevos tratamientos y politicas de prevencion acordes a nuestra genética autéctona

y resolver los problemas biomédicos del pais.

Para abordar estos problemas, en esta investigacion nos hemos enfocado en identificar por
primera vez las variantes y los polimorfismos genéticos de importancia biomédica asociados a
las enfermedades en la poblacion panamefia utilizando técnicas gendmicas de nueva generacion
mediante secuenciacion del genoma completo y del andlisis del exoma en cuatro individuos
panamefios. Aunque hemos secuenciado el genoma completo, para los analisis e identificacion
de los polimorfismos asociados a enfermedades, nos hemos enfocado en el exoma, ya que las
evidencias indican que aproximadamente el 80-90% de las enfermedades conocidas son
asociadas a exones. El estudio del exoma consiste en analizar en detalle los exones, es decir, las
regiones del ADN que se transcriben para generar RNAs mensajero y proteinas, que conforman
el exoma, mientras excluye los intrones y las regiones intergénicas no codificantes. El exoma
humano comprende alrededor de 180,000 exones, que conforman casi el 1.5% del total del

genoma, es decir, unas 30 megabases de ADN (Sant Joan de Déu Barcelona Hospital, 2014).

Identificar factores y polimorfismos genéticos asociados al riesgo de enfermedades mediante
analisis del exoma nos permitiria mejorar el diagnéstico genético, que consiste en detectar el

gen y las mutaciones asociados a la enfermedad. Ademas, podriamos reconocer interacciones



entre polimorfismos de diferentes genes que causan de manera combinada un efecto sumatorio
en riesgo o severidad en enfermedades de la poblacion panamefia, concretamente, la interaccion
y la coexistencia de variantes heteroalélicas que podrian ser muy raras o inexistentes en las

poblaciones ancestrales y que generan un riesgo combinado a enfermedades en Panama.

Esta estrategia gendmica tiene muchas ventajas sobre estudios previos y otras estrategias
tradicionales. en particular, si bien los estudios previos demuestran que es posible identificar
genes y variantes genéticas de interés biomédico en la poblacion realizando estudios puntuales,
los cuales se enfocan en un marcador o region en particular; los estudios tienden a ser muy
laboriosos y toman muchos afios abordar unos pocos genes a la vez. Ademas, con cada estudio
realizado se utiliza mucho material genético y con los afios se requiere volver a recolectar
muestras de ADN de estos o de nuevos voluntarios. En contraste, las técnicas gendmicas de
nueva generacion permiten con una pequefia cantidad de ADN analizar en modo definitivo miles
de genes del genoma completo en un gran ndmero de individuos de la poblacion a la vez en un

tiempo muy corto.

El trabajo realizado representa un estudio piloto. Nos hemos enfocado en analizar el genoma de
amerindios Ngobe, el cual representa la poblacion ancestral con mayor contribucion a la
genética del panamefio. Estudios previos han demostrado que el trasfondo genético ancestral de
la poblacion panamefia tiene un origen Ngdbe. Este representa aproximadamente el 51% del
acervo genético de la poblacion del pais (Castro-Pérez et al., 2016; Ramos et. al., 2018). Dada
la alta contribucion ancestral de la poblacién amerindia, se espera que gran parte de los genes
asociados a enfermedades no transmisibles y problemas biomédicos pueden tener un origen en
esta poblacion ancestral (Arias, 1991), por lo tanto, esta investigacion ha hipotetizado que,
secuenciar el genoma de algunos individuos de esta poblacién ancestral Ngobe, nos conduciria
a identificar variantes y polimorfismos genéticos posiblemente asociados a ENT en el
panamefio. Los resultados presentados han permitido identificar por primera vez variantes
génicas candidatas asociadas a diferentes ENT. El trabajo se centra en la variante/polimorfismo
del gen MTHFR, que se asocia a mayor riesgo a algunos tipos de canceres. Los resultados

presentados aqui representan los primeros estudios gendmicos en la poblacién panamefa.



CAPITULO I: JUSTIFICACION



Las estadisticas del MINSA evidencian que las principales causas de muerte de la poblacion
panamefia estan asociadas con ENT como cénceres, enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares, entre otras. Estas enfermedades, a su vez, se relacionan con otros trastornos
que aumentan el riesgo de padecerlas como la hipertension, la diabetes, la obesidad, el sindrome
metabdlico y estilos de vida no saludables. Estudios previos (Arias et al., 2002; Sasson et al.,
2014; Castro-Pérez et al., 2016; Ramos et al., 2018; Mariscal Davy, 2021) sugieren que los
patrones de incidencia y muertes por estas enfermedades entre las provincias del pais no solo
son diferentes, sino también altamente consistentes con las enfermedades y mortalidad
conexionadas a las poblaciones ancestrales que predominan en la genética de cada provincia,
por ejemplo: las provincias cuya genética ancestral esta dominada por genes africanos muestran
una mayor incidencia y mortalidad por enfermedades altamente asociadas a poblaciones con
trasfondo genético africano como el cancer de prostata. De forma similar, las provincias con un
trasfondo genético predominante europeo y relativamente alto en genes africanos muestran una
mayor incidencia y mortalidad a enfermedades ligadas a estas poblaciones como
cardiovasculares y cerebrovasculares. Asimismo, los trastornos unidos con mayor incidencia en
poblaciones de origen amerindio como el sindrome metabolico (obesidad, diabetes, entre otros)
muestran mayor incidencia en provincias cuya genética ancestral es dominada por genes de
origen amerindio, en especifico: Bocas del Toro, Chiriqui y Panama Los datos acotan que el
componente genético ancestral de la poblacién es un factor de riesgo altamente determinante en
la distribucion, susceptibilidad y muertes de ENT en el pais. Desafortunadamente, no existen
estudios biomédicos en la poblacion panamefia que abordan cientificamente la genética de estas
enfermedades principalmente porque se desconocen las variantes y polimorfismos genéticos
asociadas con las mismas. Identificar y estudiar estas variantes es fundamental para la
comprension de las enfermedades y los factores de riesgo genético en la poblacion que permitan
mejorar el diagnostico, prognosis, asi como en el desarrollo de nuevos tratamientos mas
especificos de acuerdo con nuestra genética. Adicionalmente, la alta heterogeneidad ancestral
de la poblacion dificulta estudiar las enfermedades de genética compleja por métodos

tradicionales que involucran analizar unos pocos genes a la vez.

Para identificar estas mutaciones se han realizado numerosos estudios de secuenciacion
gendmica en poblaciones del mundo, principalmente en poblaciones de origen europeo y mas

recientemente africanos (mayormente afroamericanos) y asiaticos (Gurdasani et al., 2019;
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Sirugo et al., 2019). Sin embargo, este tipo de estudios, donde se secuencian los genomas, no se
ha desarrollado en la poblacién panamefia. Méas aln, a nivel de poblaciones latinoamericanas
los datos gendmicos son muy pocos o incluso inexistentes en el caso de poblaciones indigenas
(Gurdasani et al., 2019; Sirugo et al., 2019). La cantidad de estudios gendmicos realizados en el
mundo se ha dado prevalentemente sobre poblaciones de origen europeo; en particular, mas de
la mitad de los estudios de asociacion gendmica completa (del inglés Genome-Wide Association
Studies 0 GWAS) son de origen europeo con un 52%, mientras que, el 21%, son asiaticos,
principalmente de China. Ademas, algunas poblaciones de origen africano, principalmente
afroamericanos, representan el 9,56% de estos estudios (Popejoy & Fullerton, 2016). Las
poblaciones hispénicas o latinoamericanas estan entre las poblaciones con el menor nimero de
estudios llegando tan solo al 5.12%. Con relacion al nimero de individuos muestreados para
todos los estudios, el 80% son de origen europeo, el 10.22% de origen asiatico, el 2.03% de
origen africano y apenas el 1.13% de origen hispano o latinoamericano (Sirugo et al., 2019).
Considerando el bajo nimero de latinoamericanos muestreados, aquel de los amerindios es aln

mucho menor.

Estos datos indican que la mayoria de los genomas humanos secuenciados no son
representativos de nuestra poblacion, ya que el panamefio muestra alta heterogeneidad y

polimorfismos con diferentes proporciones de genes de las tres poblaciones ancestrales.

Dada la poca diversidad de genomas humanos secuenciados, esta subrepresentacion de
poblaciones étnicamente diversas es un obstaculo para el total entendimiento de la arquitectura
genética de las enfermedades humanas y exacerba las desigualdades en la salud de poblaciones
mas huérfanas en estudios genémicos que permitan comprender sus enfermedades, su biologia
y su evolucién. Ademas, la escasez de diversidad étnica en los estudios genémicos humanos no
nos permitiria llevar la investigacién genética a la practica clinica o a politicas de salud publica
de manera completa y acertada. La secuenciacion del genoma completo (WGS) se usa cada vez
mas para inferir las causas de enfermedades raras no diagnosticadas, los genomas de referencia

de poblaciones con mayor diversidad étnica son, por lo tanto, particularmente importantes.

Ante lo expresado anteriormente, para este estudio genémico desarrollado, nos hemos centrado
en la poblacion ancestral amerindia Ngobe por ser la de mayor contribucion al trasfondo

genético de la poblacion del pais con aproximadamente un 51%. Por lo tanto, hipotetizamos que



muchas variantes y polimorfismos génicos asociadas a ENT pueden tener un origen ancestral
en esta poblacion (Castro-Pérez et al., 2016; Ramos et al., 2018). Ademas, los estudios previos
que caracterizaron la genética de amerindios Ngbbe de Panamé han permitido crear un banco
de ADN de esta poblacidn accesible para las investigaciones (Castro et al., 2007; Jorge-Nebert
et al. 2002). Las muestras son de ADN genéticamente puro de poblaciones aisladas no mezclado
con poblaciones mestizas ni con otras poblaciones amerindias como Embera, como lo
demuestran reportes anteriores (Castro et al., 2007; Castro-Pérez et al., 2016; Jorge-Nebert et
al. 2002). En consecuencia, son muestras muy valiosas. Su analisis se hace necesario ejecutarlo
con urgencia puesto que, con el pasar del tiempo, podria degradarse y probablemente las
poblaciones amerindias como los Ng&bes podrian llegar a mezclarse por sus migraciones a las
ciudades. Esto disminuiria su identidad genética Unicay, por consiguiente, su utilidad biomédica
y la cantidad de individuos Ngdbe no entrecruzados genéticamente con otras poblaciones podria
ser inaccesible en las proximas décadas haciendo perder su informacion para siempre (Castro-
Pérez & Ramos, 2020). En un aspecto antropolégico, identificar el origen de los alelos de ciertas
enfermedades ayudaria a entender nuestra evolucién, origenes y cdmo estas se habrian
propagado en la poblacion y dilucidar si hay tendencias especificas tanto en grupos de la
poblacion, asi como en los individuos. Dependiendo de los alelos que se encuentren, se podra
determinar a qué enfermedades genéticas estan asociadas. Los resultados alcanzados aqui
representan los primeros datos gendmicos generados de la poblacion panamefia (en particular
de amerindios Ngdbe) y uno de los primeros a nivel latinoamericano. Estos datos son la base

para futuras investigaciones genéticas y gendmicas de enfermedades no transmisibles en el pais.
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OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo general:
1. ldentificar variantes genéticas posiblemente asociadas a enfermedades no transmisibles

en la poblacién panamefia mediante secuenciacion gendémica y analisis bioinformaticos.

Objetivos especificos:
1. Secuenciar el genoma completo de 4 individuos Ng6be mediante secuenciacion de nueva

generacion.

2. Analizar mediante estrategias bioinformaticas los datos genémicos enfocados en el
exoma para identificar candidatos a posibles variantes génicas asociadas a enfermedades
cronicas en el pais.

3. Determinar la frecuencia de una variante genética asociada a alguna enfermedad no

transmisible en una muestra de 50 individuos de la poblacién ancestral amerindia Ngobe.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Secuenciar y analizar el genoma de individuos Ngobe nos permitira identificar variantes y

polimorfismos génicos asociadas a enfermedades en la poblacion panamefia.
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CAPITULO IlI: ANTECEDENTES
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1. Origen demogréfico de las poblaciones ancestrales del continente americano

1.1 Origen Ancestral de las Poblaciones Indigenas del Continente Americano
El origen de las poblaciones indigenas de América es una de las preguntas que més ha intrigado

desde la llegada de los europeos. El desarrollo de las técnicas moleculares en genética moderna
ha permitido comprender en mayor profundidad y certeza estas preguntas. En particular, el ADN
antiguo es una herramienta para entender las dindmicas evolutivas de poblaciones actuales y su
relacion con las ancestrales extintas mediante el uso de remanentes de huesos. Por ejemplo,
Posth etal. (2018) us6 el ADN antiguo para dilucidar preguntas importantes sobre las
poblaciones de América Central y del Sur, proporcionando una herramienta importante para
entender la historia de nuestros ancestros y el origen de nuestra diversidad genética; y develando
especialmente la historia compleja de los nativo-americanos y sus descendientes (O’Connor,
2018). Una vez mas, en referencia de los estudios Posth et al. (2018) se han secuenciado 49
nuevos genomas de nativos americanos antiguos algunos de los cuales representan los genomas
mas antiguos secuenciados, de los cuales uno es de Belice, América Central y tiene 9,300 afios
y el otro es de Chile, América del Sur y data 10,900 afios. Estos datos fueron analizados en
conjunto con las secuencias mas antiguas muestreadas de América del Norte; un nifio de 12,800
afios de la cultura Clovis (Posth etal.,, 2018; Rasmussen etal., 2014). Los resultados
demostraron que las poblaciones de América del Sur derivan de uno de los mayores linajes

antiguos en América del Norte (Scheib et al., 2018).

Existen fuertes argumentos que ocurrié una continuidad sustancial de la poblacion luego de los
poblamientos iniciales de las diferentes zonas de las Américas. Los componentes nativos
americanos de las poblaciones de las tres regiones geogréaficas principales, Caribe, América
Central y América del Sur se dividieron hace aproximadamente 12,000 afios (Gravel et al., 2013;
Harris etal., 2018) y las poblaciones cercanas tuvieron divergencias evolutivas profundas
(Moreno-Estrada et al., 2014). Las evidencias sugieren que hubo dos olas de migracion entre el
Norte y Suramérica, con la primera llegada desde la cultura Clovis o un grupo relacionado, que
fue sustituido hace aproximadamente 9,000 afios. Segun los datos arqueoldgicos, no hay pruebas
de la cultura Clovis en América del Sur a pesar del vinculo genético durante el mismo lapso. La
primera razon posible es que, incluso con la migracion de los Clovis hacia Suramérica, no se

traslado su tecnologia, por lo que no quedo traza arqueoldgica. La otra explicacion es que, los

14



ancestros comunes de los Clovis y los antiguos suramericanos no poseian la tecnologia Clovis,

sino que la desarrollaron después de que su grupo hermano partié por América del Sur.

La investigacion también ha arrojado luz sobre la hipotesis de la estructura de poblaciones
antiguas y la semejanza de nativo-americanos con poblaciones austroasiaticas. Esta relacion fue
propuesta con base en las similitudes en la morfologia craneal (Neves & Hubbe, 2005). Sin
embargo, los estudios genéticos que incluyen el estudio de O’Connor (2018) no encuentran una
correspondencia entre la sospechada morfologia craneal autralo melanesiana y la estructura
poblacional dentro de los nativos americanos. Una hipotesis alternativa postulé que una origen
de poblacién Y de antigua estructura, relacionada con los autralo-melanesios, se puede encontrar
en algunas poblaciones amazonicas y representan una estructura original que ingresé por el
estrecho de Bering (Skoglund et al., 2015). No obstante, en Posth et al., (2018) no encuentran
ninguna evidencia genética adicional de poblacion y usando un muestreo extensivo de nativos

americanos ancestrales.

1.2 Estudios Genomicos en Amerindios Latinoamericanos
Aunque los reportes anteriores han contribuido a un mejor entendimiento ancestral y evolutivo

del origen y relaciones entre poblaciones indigenas de América, algunos autores (Belbin et al.,
2018). enfatizan la necesidad de mas estudios gendmicos en poblaciones indigenas y latinas con
enfoque biomédico. Las iniciativas de la secuenciacion gendémica en estas poblaciones
ayudarian a comprender no s6lo su historia y origenes, sino también las bases de las
enfermedades genéticas y fomentaria iniciativas de medicina moderna y personalizada La
mayoria de los estudios genémicos con enfoque biomédico se ha desarrollado en las poblaciones
del viejo mundo con ascendencia europea (Figura 1), mientras que hay escasez en la
informacién de la estructura gendémica de poblaciones latinoamericanas mestizas que
representan la mayoria de la poblacion y mas aun datos genémicos de los nativos americanos,
que, aunque representan una minoria demografica, sus genes representan mas del 50% en varias

poblaciones latinoamericanas (Castro-Pérez et al., 2016).
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catalogo GWAS

= Europeo (incluyendo mdltiples

con europeos)

Distribucion de categoria por ascendencia de individuos en el
catalogo GWAS
)15

ropeo (incluyendo méltiples con

Figura 1. Resumen de los estudios GWAS por Ascendencia para estudios en el catalogo de
GWAS a través de enero 2019. Se muestra la distribucion de las categorias de ascendencias en
porcentajes incluidos en el GWAS (https://www.ebi.ac.uk/gwas/home) basada en el nimero de
estudios (arriba) y basada en el nimero total de individuos (abajo). Adaptado de (Sirugo et al.,
2019).

Uno de los pocos estudios genémicos con enfoque biomédico en indigenas titulado Whole

Genome Sequence, Variant Discovery and Annotation in Mapuche-Huilliche Native South
Americans (Vidal etal., 2019) presenta la anotacion y el descubrimiento de variantes de
secuencias del genoma completo de alta calidad de un grupo de 11 indigenas Mapuche-Huilliche
(HUI) del Sur de Chile. El estudio reporta aproximadamente 3.1 x 10° variantes de un solo
nucledtido (SNVs) por individuo y se identificaron unos 403,383 (6.9%) eventos SNV
novedosos. Los analisis de eventos gendmicos a gran escala detectaron 680 variaciones en el
namero de copias (CNVs) y 4,514 variantes estructurales (SVs), incluyendo 398 y 1910 eventos

novedosos, respectivamente.

A las variantes encontradas se les aplicaron distintos filtros para identificar variantes funcionales
con potencial impacto deletéreo en los genomas HUI. Las variantes que pasaron estos filtros
tomaron el nombre de Variantes con Potencial Impacto Funcional (VPFIs). Se encontraron
multiples VPFIs en genes funcionalmente enlazados que podrian modular la susceptibilidad no

solo de los Mapuche-Huilliche, sino también de la poblacion chilena con mezcla ancestral de
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estos amerindios a determinadas enfermedades no transmisibles (ENT) comunes, por ejemplo:
el SNV rs1801133 en el gen MTHFR ha sido correlacionado con homocisteina plasmatica alta
(Jin etal., 2018). Curiosamente, el aumento en homocisteina (Hiperhomocisteinemia) esta
asociado a enfermedades cardiovasculares, hipertension y neoplasmas (Kim et al., 2018), siendo
estas las enfermedades no transmisibles comunes en Chile. La medicion de homocisteina en las
poblaciones Mapuche-Huilliche y el efecto étnico-especifico para la variante rs1801133 en
chilenos mixtos con ascendencia Mapuche-Huilliche pueden ser factores de riesgo por evaluar.
A parte de esta variante, se reportaron otras que estan asociadas a las 5 0 6 principales ENT que
afectan a la poblacion en Chile, lo cual tiene un impacto en el riesgo de enfermedades
prevalentes en poblaciones chilenas y amerindias. Estos datos representan una fuente util que
contribuye a estudios basados en poblaciones y para el disefio de diagndsticos tempranos o

herramientas de prevencion para poblaciones nativo-americanas y latinas mixtas.

En otro estudio Ribeiro-dos-Santos et al. (2020), investigaron la variacion del exoma completo
de 58 individuos nativos americanos de 8 poblaciones localizadas en la parte oriental de la
Cuenca del Amazonas y obtuvieron conocimientos sobre el poblamiento de América del Sur.
La estructura genética de las poblaciones nativo americanas fue explorada y comparada con
otras poblaciones del mundo con énfasis en las poblaciones nativo americanas, abarcando
individuos contemporaneos y antiguos. El andlisis PCA de todas las muestras de nativos
americanos contemporaneos mostré que ellos se agrupaban segln sus regiones geograficas.
Cuando se realizd un andlisis de mezcla gendmica ancestral (admixture) sin supervision, se
encontraron unos claros componentes genéticos nativos americanos y nativos americanos
antiguos con cinco componentes ancestrales (K=5), mientras que los otros tres eran africanos,
europeos y asiaticos orientales. EI componente nativo americano se divide ulteriormente en

andino occidental y amazonico en el modelo con siete componentes ancestrales (K=7).

Datos de los analisis reportados en el estudio también sugieren que poblaciones del sudeste del
Brasil y del norte de Argentina son mas similares en su estructura genética a las poblaciones
amazonicas que a las poblaciones andinas. Esto sugiere que la ocupacion de la parte central de
America del Sur involucré una ruta migratoria del norte de Brasil en vez de una ocupacion del
oeste. Los datos sefialan que, con respecto a la ocupacién y la expansién de los nativos

americanos en Sudamérica, el proceso ocurrié en dos olas de migracidén separadas, 1o mas
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probable a través de rutas del Pacifico y Atlantico con la parte sureste del continente siendo
ocupada por migraciones desde la region Amazénica (Barbieri et al., 2019; Gnecchi-Ruscone
etal., 2019; Reich et al., 2012; Tarazona-Santos et al., 2001; S. Wang et al., 2007).

1.3 Origen demografico de nuestras poblaciones ancestrales en Panama
La posicion geogréafica de Panama ha determinado los patrones de migracién de sus poblaciones

ancestrales que dieron origen a su poblacion actual. Estos patrones estaban asociados a la
posicion geografica del istmo y a la funcion de este como pais de transito en la época
precolombina. Por un lado, desde que llegaron los espafioles, Panama se convirtio en un lugar
caracterizado por un alto nivel de intercambio cultural de diferentes etnias debido al comercio
(Jaén Suéarez, 1998, 1978). La mayoria de los europeos que participaron en la conquista de
América fueron hombres, por lo que su cromosoma Y estuvo bien representado en el lugar, lo
cual contribuyd al cuello de botella poblacional de este linaje. Por otro lado, hay reportes indican
que alrededor de 35,000 africanos fueron traidos a Panama desde Africa Occidental en la época
colonial, con el fin de reemplazar a los amerindios varones que habian sido esclavizados. Esta
ola de genes africanos que llegaron al istmo ayudo a la supervivencia y recuperacion de los
varones amerindios y contribuy6 mas a los genes del cromosoma Y (Jaén Suarez, 1978). Hubo
una segunda ola de genes africanos que se presentd del area afrocaribefia para la construccion
del ferrocarril transistmico y una tercera migracion de genes africanos llegé también desde las

islas del Caribe para la construccion del Canal de Panama.

En cuanto a los amerindios, en Panamé habia muchos grupos pequefios de indigenas, que tenian
una alta diversidad en cuanto a lenguas, segun relatan las cronicas de los archivos de indias y
datos etnohistdricos. Basados en estos reportes se estima que alrededor de 500,000 amerindios
habitaban el territorio actual de Panama en la época de la llegada de los espafioles. Los dos
grupos principales eran los Chibchas, estaban al Oeste de Panamé desde parte de la region de

Coclé hasta Chiriqui y Bocas del Toro, y los Cueva, al Este, desde parte de Coclé hasta el Darién.

1.4 Estudios Genéticos en la Poblacion Panamefia
Actualmente, se estima que alrededor del 70% de la poblacion panamerfia es mestiza (Arias et

al., 2002; Castro-Pérez et al., 2016; Ramos et al., 2018). Aungue datos etnohistéricos indican
que los amerindios, los europeos y los africanos fueron las principales poblaciones ancestrales

que mas contribuyeron al origen de la poblacion panamefia. Sin embargo, hasta hace algunos
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afios se desconocia la exacta proporcion de genes que permanecieron de estas poblaciones
ancestrales hasta nuestros dias.

El primer estudio sobre la mezcla de genes de la poblacion panamefia se publicé en 2002 con el
titulo “La mezcla racial de la poblacion panamefia” (Arias et al., 2002). En esta investigacion se
estudiaron 4,200 sujetos a lo largo de todo el pais, de los cuales se analizaron marcadores
genéticos clasicos de los grupos sanguineos en los diferentes hospitales del pais. Los sistemas
genéticos utilizados para calcular la mezcla genética en el pais y por provincia fueron con
marcadores clasicos ABO y Rh, siguiendo un modelo trihibrido, es decir, basado en las tres
poblaciones ancestrales principales mencionadas anteriormente (Arias et al., 2002). En este
estudio la estimacion de la mezcla de cada provincia y del total del pais se hizo empleando las
frecuencias genéticas de los dos sistemas genéticos de las poblaciones ancestrales. Dado que no
es posible determinar las frecuencias alélicas de las poblaciones ancestrales originales, se
buscaron las frecuencias de sus representantes contemporaneos: para el componente blanco, se
empled la frecuencia de los espafioles actuales (Planas etal., 1966); para el componente
indigena se tomo la de los actuales indigenas que residen en Panama y Costa Rica (Barrantes et
al., 1990); y para el africano, se utilizo la de poblaciones del Africa occidental (Roychoudhury
& Nei, 1988). Los analisis de mezcla ancestral se basan en que las poblaciones ancestrales tienen
diferencia en sus frecuencias alélicas de estos marcadores genéticos. Los indigenas son todos
de tipo O, mientras que hay mas variacion en los grupos africanos y en los europeos. El grupo
B es mas alto en los africanos (15%) y mas bajo en los europeos (5,6%). La situacion se invierte
respecto al grupo A: es mas elevado en la poblacién blanca (28,6%) y mas bajo en la negra

(18,1%). En cambio, el grupo O es mas balanceado (Tabla 1).

Tabla 1. Frecuencias ancestrales utilizadas en el estudio de Arias et al., (2002).

SISTEMA | ALELO| NEGRO INDIGENA BLANCO
0 0.665 1.000 0.650
ABO A 0.181 0.000 0.286
B 0.154 0.000 0.056
: n 0.7717 1.000 0.597
Rh n 0.2283 0.002 0.401

(Barrantes et al., 1990; Planas et al., 1966; Roychoudhury & Nei, 1988) *Las frecuencias del
“alelo Rh+” son las sumatorias de las frecuencias de los genotipos que contienen el alelo de:
CDE, CDe, cDE y cDe, mientras que las del “alelo Rh-" son las sumatorias de las frecuencias de
los genotipos que no contienen este alelo: cde, Cde y cdE.
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Estas diferencias alélicas nos ayudan a estimar las diferentes proporciones en contribucion
genéticas de las poblaciones ancestrales a la poblacion actual. En la Tabla 2, se detallan las
frecuencias génicas de los alelos correspondientes a cada sistema. Estos resultados se muestran
por provincias de nacimiento de los sujetos, en la categoria de no clasificados y en el total de
sujetos objeto de la muestra en toda la republica. Por ejemplo, la frecuencia total de A es de
14.18%, la del grupo B, 6.62% Yy asi sucesivamente. Esta diferencia se estima en cada provincia.
Es importante sefialar que estamos usando las frecuencias alélicas y no las fenotipicas, ya que
estas indican simplemente el tipo sanguineo de cada persona; ejemplo, una persona A puede ser
homocigoto (AA) o heterocigoto (AO).

Tabla 2. Frecuencias génicas de alelos de los sistemas ABO y Rh por provincia de nacimiento.

NO

[ COCLE | COLON | CHIRIQUI | HERRERA | LOS SANTOS | PANAMA |[VERAGUAS | cpAsIFICADOS | TOTAL

]ln =233 }{(n = 146)| (n=1312) | (n =313} {n=211) (n=59T7) | (n=246) (n=1123)" {m=4202)
A | 00922 | 00478 | 01395 0.1417 0. 1996 00,1365 0,1 148 01514 01418

B | 00416 | 0.0047 | 00317 0.0943 0.1017 0.0968 01,0500 0.0803 0.0662

0 0.B662 0. 7475 0.8287 0. 7640 06987 0. 7667 K31 0. T6RT 0.7920 |
Rh+| 02173 | 0.R149 | 0.8028 0.7918 0.7878 0.7544 0.7450 0,7911 0,7862 |
Rh-"| 07827 | 0.1851 0.1972 0.2082 02122 0.2456 0,2550 01,2089 02138 |

Las frecuencias del “alelo Rh+” son las sumatorias de las frecuencias de los genotipos que
contienen el alelo D: CDE, CDe, cDE y cDe, mientras que las del “alelo Rh” son las sumatorias
de las frecuencias de los genotipos que no contienen este alelo: cde, Cde y cdE. Adaptado de
Arias et al., (2002).
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Figura 2. Diagrama de barras horizontales apiladas del porcentaje de mezcla racial por
provincias y para el total del pais. Se incluye ademas es total ponderado para el pais. Genes

“negros” se refiere a genes de origen africano y genes “blancos” se refiere a genes de origen
europeo. Adaptado de Arias et al., (2002).

Este estudio demostrd por primera vez patrones diferenciales y polimdrficos entre las provincias
del pais con una poblacion relativamente pequefia. Ha habido aislamiento en cada provincia, lo
cual se refleja en el componente genético bastante diferente entre ellas. Hay varias explicaciones
de este fendbmeno en Panamd, a pesar de que este es un pais pequefio con una poblacién
relativamente pequefia, que a finales de afios 90’s se acercaba a los 3 millones de habitantes.
Una de las razones de este aislamiento en estas poblaciones es que, en parte, no fue hasta 1962
que se construyd el Puente de las Américas y no fue hasta entonces en 1967 que se construyd la
Carretera Panamericana. Esto quiere decir que, la precedente falta de vias de comunicacion
desmotivaba la dinamica de la migracién de manera que cada poblacién se mantuvo
relativamente aislada (Castro-Pérez, 2022). La construccion de la Carretera Interamericana y
del Puente de las Américas caus6 también un movimiento migratorio y explosion demografica
del interior del pais a la capital en especial en areas como San Miguelito y las afueras del este y
del oeste de la ciudad de Panama. El estudio demostro, ademas, que la proporcion de genes de
origen africano, indigena y europeo en Panama se distingue de los demas paises

latinoamericanos (Tabla 3), ya que no se ha observado en ellos una proporcion como esta.
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Tabla 3. Comparacion de la proporcion de genes en los paises latinoamericanos

Pais Negro | Indigena | Blanco
Arpenting N, C. 1 8.4 Al.62
Chile M.C. 310 69.0
{Santiago)

Rep.

Dominicana e 70 .| 400
Puerlo Rico A7.0 18.0 45.0
Cuba 200 180 62,0
Mixied” 6.1 56.2 37.7

Costa Rica 8.05 2991 61.04

Jamaica 932 M. C. [
Panam3 iR.7 359 254

Adaptado de Arias et al., (2002).

En otra investigacion Castro et al., (2007), se realizaron un estudio genético con nueve loci
microsatélites del tipo de repeticiones cortas en tandem (STR, Short Tandem Repeats), Estos
nueve marcadores (CSF1PO, TPOX, THO1, F13A01, FESFPS, VWA, D16S539, D7S820, y
D13S317). Se analizaron en los amerindios Ngdébe y Embera. El articulo se titula “Genetic
Polymorphism and Forensic Parameters of Nine Short Tandem Repeat Loci in Ngobé and
Embera Amerindians of Panama”. Se determind la diversidad genética de estas dos poblaciones.
Mediante las frecuencias alélicas obtenidas, se compararon estadisticamente las diferencias
entre ellas. También se calcularon pardmetros poblacionales para evaluar su deficiencia alélica
y de heterocigosidad. En esa misma linea, estuvieron incluidos pardmetros forenses que

permitieron calculos certeros para hacer identificaciones genéticas en estas poblaciones.

En la Tabla 4, se muestran las frecuencias alélicas en cada locus STR, asi como el porcentaje
de homocigotos y heterocigotos. Ambas poblaciones comparten sus alelos con las frecuencias
maés elevadas en los siete loci, pero hay un locus que muestra diferencias marcadas: el locus
TPOX, que demostrd su mayor frecuencia en el alelo 11 para los Ngobe y en el alelo 6 para los
Embera. De hecho, el alelo del locus TPOX presente en los Ngdbe esta ausente en los Embera
y viceversa, lo cual sugiere que los alelos pueden ser distintivos para cada poblacion. Estos

resultados demostraron que, aunque ambas poblaciones conservan similitudes en la distribucion
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de sus frecuencias alélicas, tienen diferencias significativas que permiten la discriminacion
genética de las mismas, como también se confirmo en otro estudio (Castro-Pérez et al., 2016).
También se determinaron pardmetros forenses y de paternidad, los cuales demostraron que la
mayor parte de los marcadores STR son informativos para objetivos forenses.

Tabla 4. Frecuencias alélicas de los nueve loci de STR en los amerindios Ngobe (NG) y
Embera (EM) de Panama.

CSFIPOD TPOX THOI FiiA FESFPY VA DIG5339 D75E20 Di35317
Allele NG EM NG EM NG EM NG EM NG EM NG EM NG EM NG EM NG EM
32 048 038
33 001
4 031 011
5 00 D00 001 000 000 013 024 oo 000
L] 00 D0 000 054 086 000 007 002 oo 000 000 000
7 00 D00 D00 039 013 001 001 023 000 000 oon 000 000 000 000 D00
8 00 005 040 002 000 055 000 001 000 000 001 000 000 005 000 001
49 006 D04 D01 00D 000 001 000 000 000 000 015 018 001 001 056 033
93 005 001 0.00
10 003 0327 000 000 000 001 000 000 001 000 037 037 018 0325 04 D13
11 033 014 048 000 000 020 000 000 077 065 000 000 025 019 043 045 0053 010
12 046 043 Q11 0.00 023 000 000 021 014 000 00 022 022 037 021 00 022
13 013 007 001 0.00 001 000 000 001 001 000 000 DoD 003 001 o004 017 04
14 0o 000 0o 000 000 000 006 006 D00 001 000 000 009 D07
15 000 0.00 Q.00 0.00 00 009 oD Q.00 000 0.00
16 000 000 060 056
17 023 019
18 ool ol
19 001 000
20 0o0a 000
21 000 000

Homozygosity (%) 233 284 323 505 758 382 351 326 646 413 54 422 439 2701 316 363 439 156
Heterozygosity (%) 767 716 60,7 495 242 618 49 674 354 587 46 578 561 729 64 633 561 844
Total chromosomes 1200 176 122 186 124 178 93 92 96 92 100 a0 114 192 114 192 114 192

Adaptado de Castro-Pérez et al., (2016).
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Tabla 5. Parametros forenses y de paternidad de los nueve loci de STR in las poblaciones
amerindias de Ngbbe y Embera

Ngdibd Emberd

Laciis Mps PO PE" TR MP PD FPE TPI
CEFIP0 nz 0.8 0539 214 0131 0869 0453 1.76
TPOX 0.255 .745 0294 1.27 0279 0n.721 0.183 0.54
THOI 0602 .398 0042 .66 023 0.77 0313 1.31
DI6ES539 0124 (0.876 0247 1.14 0115 0885 0.475 1.85
DTFSE20 0,202 0.798 D0 1.5% 0154 0.846 0336 1.37
DIis37 0173 0.8327 0247 1.14 0085 0915 (.683 3.2

Fiiaoi 0,154 0816 0179 0.9% 0133 0.867 (389 1.53
FESFFPS 0465 (.535 0088 0.77 0254 0.746 0276 1.21
VKA 0.245 .755 0155 0.93 0172 0.828 0.265 1.1%
Combined - 09999 09338 258 - 09999 0989 4044

a. Matching probability.

h. Power of discrimination.
c. Power of exclusion.

d. Typical paternity index.

Adaptado de Castro-Pérez et al., (2016).

Otro estudio, publicado con el titulo “Genetic Ancestry of the Panamanian Population:
Polymorphic Structure, Chibchan Amerindian Genes; and Biological Perspectives on Diseases”
(Castro-Pérez etal., 2016), se analizaron los mestizos, que representan la mayoria de la
poblacion general del pais. Se muestrearon 650 individuos, a los cuales se les analizaron 15
marcadores polimorficos STR. Se determind la diversidad y estructura genética de la poblacion
a nivel general y por provincias. Adicionalmente, se abord6 la pregunta del origen de la
ascendencia de las tribus amerindias en la poblacién. Se analizé también si las diferencias en la
mezcla ancestral entre las provincias podrian ser asociadas a las diferencias en incidencia de
ENT.

Para abordar estas preguntas se examinaron microsatélites polimdrficos STR en las poblaciones
ancestrales putativas Ngébe (Chibchas) y Embera (Chocoes) reportados previamente (Castro et
al. 2007) junto con datos de estos mismos marcadores en poblaciones actuales de Espafia
(Camacho et al., 2007) y Africa occidental desde Angola (Beleza et al., 2004) y Guiné-Bissau
(Goncalves et al., 2002). Los datos de estas poblaciones fueron analizados en combinacion con
los datos STR de los 650 mestizos panamefios. Esta estrategia de analisis revelaria la
contribucion genética de las poblaciones amerindias ancestrales putativas, asi como las

contribuciones europeas y africanas (Figura 4).
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Esta investigacion se enfocé con particular interés en identificar el origen de los genes
amerindios de la poblacién panamefia, ya que, aunque datos etnohistoricos y genéticos
reportaban de manera bastante aproximada que los espafioles trajeron el componente europeo
mientras que los africanos fueron traidos desde Africa del Oeste hacia Panama en la época
colonial (y mas recientemente para la construccion del ferrocarril y del Canal de Panamd), el
componente genético amerindio habia sido menos claro en términos de si tenia origen tribal
especifico o si era una mezcla de diferentes amerindios, por ejemplo: reportes anteriores
sugerian que el proceso de mestizaje involucrd distintos grupos indigenas, pero no se entendia
con claridad cudl fue su contribucion especifica en el trasfondo genético debido a la presencia
de distintas tribus y lenguas que ocupaban Panama. En este sentido, los reportes indican que, en
el siglo XV1I, en la parte del Oeste del pais (desde Coclé a Chiriqui y Bocas del Toro), habitaban
pueblos con lenguas diferentes afines a los Chibchas, quienes eran los ancestros de los actuales
Ngébe (Figura 3). En la parte oriental (desde Coclé hasta el Darién), habitaban los Cueva,
quienes se extinguieron totalmente entre 30 6 50 afios después de la conquista. Los Chibchas
estaban bien caracterizados linguistica y genéticamente, porque hoy en dia, sobreviven los
Ngdbe y otras tribus afines a Costa Rica y Panama. Sin embargo, no era claro si los Cueva
pertenecian al grupo Chibchan o al grupo Chocoe; a los cuales pertenecen los Embera actuales,
algunos autores consideraban que los Cueva pertenecian al grupo Chibchan; mientras que otros,
consideraban que pertenecian a los Chocoes (Constenla, 1991; Loewen, 1963). Tampoco se
sabia si los Cueva contribuyeron a la genética panamefia actual o si se extinguieron antes de
aportar significativamente al mestizaje. En este sentido, el estudio reportd que la poblacion
panamefia muestra niveles altos de polimorfismo y mezcla ancestral significativamente
diferente entre las provincias del pais (Figura 4) con contribuciones relativamente elevados por
parte de las tres poblaciones ancestrales: 24% africano, 25 % europeo y 51% amerindio, lo cual
es consistente con estudios previos (Arias et al., 2002). Ademas, se demostré que el componente
genético amerindio es de origen Chibchan, mostrando gran distribucion dentro de las regiones
del Oeste y del Este. Esto sugiere que los Cueva probablemente eran Chibchas o que si eran

Chocoes se extinguieron antes de contribuir significativamente al proceso de mestizaje.

25



(Chdbchan™) I Kowman € it
Enibera F—
i =mm}

Figura 3. Arriba: Distribucion pre-colombina de amerindios Chibchas y Chocdes y su relacion
con ciudades fundadas por los espafioles durante la época colonial. Adaptado de Castro-Pérez
et al. (2016). La mayor parte de estas ciudades fueron fundadas en lugares ocupados
originalmente por asentamientos indigenas. Algunas de estas ciudades existen todavia y se
convirtieron en las capitales de provincias panamefias actuales y en la ciudad capital del pais.
Abajo: Distribucion actual de las tribus indigenas y provincias panamefias. Estas regiones
urbanas/ciudades de provincia son las areas principales donde se colectaron muestras de ADN.
Este mapa fue adaptado de T. D. Arias et al. (1992); Barrantes et al. (1990); Jopling (1994) y

Romoli (1987); y Castro-Pérez et al., (2016).
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Figura 4. Estructura Genética Ancestral de la Poblacion Panamefia. Andlisis genético de 15
Marcadores Polimorficos STR utilizando el Programa STRUCTURE (N = 650 individuos). Los
Caodigo de Colores corresponden a grupos de genes de las diferentes poblaciones ancestrales.
Rosa = Genes Europeos; Verde = Genes Africanos; Rojo = Genes Indigenas. Arriba: Cada linea
vertical representa un sujeto analizado con su mezcla genética ancestral individual. Abajo:
Promedio de contribucidn de cada poblacién ancestral por provincia. Adaptado de Castro-Pérez
etal., (2016).

El estudio demostrd que, en general, los mestizos panamefios son altamente polimdrficos y
mezclados diferencialmente entre las provincias del pais como se evidencia por los parametros
de diversidad y distancia genética calculadas y el anélisis en STRUCTURE (Figura 4). Dadas
las diferencias significativas en contribucion ancestral entre las provincias, en el estudio se
hipotetizé que estas diferencias podrian también estar asociadas a diferencias en la incidencia
de ENT. Por lo tanto, se calcularon los pardmetros de relevancia biomédica incluyendo datos
forenses y epidemioldgicos de las mayores enfermedades que afectan a la poblacién y se

focalizd en el cancer de prostata y trastornos cerebrales y cardiovasculares.

Por un lado, los datos determinaron que el cancer de prdstata mostrd una incidencia mayor en
las provincias dominadas por genes africanos (Panama y Coldn). Con relacion a este ultimo,
muchos de los datos que estan reflejados en la barra de Panama (Figura 5A) corresponden con
mayor probabilidad a pacientes de Coldn, considerando que muchos de ellos se atienden en
Panama4, por lo que estos datos pueden ser una mezcla de ambas provincias. El hecho de que el
cancer de prdstata tiene una mayor incidencia en personas con origen africano, refleja la idea
gue estas provincias con alto porcentaje de genes de ese origen, tedricamente, podrian ser mas
susceptibles o tener mayor riesgo a unas enfermedades que afectan con mayor incidencia a las

poblaciones africanas ancestrales. De forma Ilamativa, multiples reportes indican que hay
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considerables disparidades en el riesgo de cancer de prdstata, que es desproporcionadamente
mayor entre los afrodescendientes (Bock et al., 2009; Robbins et al., 2007; Zeigler-Johnson
et al., 2008).

Por otro lado, los datos determinaron que los trastornos cerebro cardiovasculares mostraron una
incidencia mayor en las provincias con mayor mezcla europeay genes africanos moderadamente
altos (Herrera y Los Santos) (Figura 5B). Consistente con estos datos, algunos reportes previos
indican que hay considerables disparidades en el riesgo de enfermedades cardio y
cerebrovasculares, que es desproporcionadamente mayor entre personas de ascendencia europea
y afrodescendientes (Cheng et al., 2010; Donnan et al., 2008; Hankey, 1999).
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Figura 5. Incidencia de ENT por provincia con diferente trasfondo genético ancestral.A.
Incidencia de cancer de prostata en provincias por 100,000 habitantes varones. One-Way
ANOVA vy estadisticos de Barlett Post-correction determinaron que las provincias con la mayor
proporcion de genes africanos en su trasfondo genético (Colon y Panama) muestran la mayor
incidencia de cancer de proéstata; P < 0.001 para Panaméa y P < 0.01 para Colén. B. Muertes
causadas por enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares por provincia por 100,000
habitantes. One Way-ANOVA y estadisticos de Barlett Post-correction demostraron que Los
Santos y Herrera, las provincias con mayor proporcion de genes ancestrales europeos y
moderadamente alta proporcién de genes africanos, exhiben la mayor tasa de muertes por
enfermedades cardio y cerebrovasculares; P < 0.001 para ambas provincias. Adaptado de
Castro-Pérez et al., (2016).

Luego de este estudio, se realiz otro similar, pero con marcadores INDELS titulado “Analysis
of 30 INDEL Polymorphic Markers in the Panamanian Population: Gene Admixture Estimates,
Population Structure and Forensic Parameters” por parte de (Ramos et al., 2018). Para este
estudio se seleccionaron 350 sujetos de origen mestizo, mitad varones mitad mujeres con padres

y abuelos nacidos en Panamd, asi como 30 marcadores InDel. El objetivo del estudio era
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determinar los clusteres del pais y su estructura genética, asi como estimar los parametros de
aplicacion forense y paternidad de estos marcadores. Los resultados fueron muy significativos
con los anteriores y confirmaron los niveles de diversidad, polimorfismo y contribucion
ancestral trihibrida (K=3) entre las provincias y la poblacién general del pais con 46% de genes

indigena, 30% de contribucion europea y 24% de origen africano (Figura 6).

Populationl Population2

0.85 0.15

K=2

Populationl Population2 Population3
0.46 0.30 0.24

Populationl | Population2 | Population3 | Populationd
0.52 0.25 0.18 0.05

Figura 6. Modelos de mezcla y proporciones ancestrales de cada cluster (color) poblacional
predefinido del pais total estimados usando STRUCTURE. Structure harvester calculd los
valores de los plots L(K) de las probabilidades Ln mas altas. Adaptado de Ramos et al., (2018).

2. Marcadores genémicos
En los estudios precedentes, se usaron marcadores moleculares como STR e InDel, los cuales
arrojaron informacion sobre la estructura genética de Panama, pero la cantidad de genes que
analizaron era minima y de manera no especifica. Para este estudio, en cambio, estan
involucrados marcadores genémicos que estudian una cantidad enorme de genes
contemporaneamente y de manera especifica, para poder asi identificar multiples
variantes/polimorfismos de genes candidatos posiblemente asociados a enfermedades no
transmisibles. Estos marcadores gendmicos son las variantes en nimero de copias de genes

CNVs (del inglés copy number variations). También usamos inserciones/deleciones, conocidas
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también como INDELSs; asi como variantes estructurales del genoma conocidas como SV (del
inglés structural variations) y finalmente usamos polimorfismos de nucleétidos simples,
conocidas como SNPs (del inglés single nucleotide polymorphisms). A continuacion,

explicaremos brevemente cada uno de los marcadores mencionados.

2.1 Variaciones Estructurales (SV)
Tomando como guia, segun Novogene (2022): “las variantes estructurales (SVs) son variantes

genéticas de tamafio relativamente grande (>50 pb), incluyendo inversiones, duplicaciones,
translocaciones, deleciones e inserciones. Las SVs podrian formar la base genética subyacente
a las diferencias individuales, y tienen efecto potencial en la susceptibilidad a enfermedades y

canceres”.

2.2 Inserciones/Deleciones (InDels)
Se afiaden mas descripciones respecto a las inserciones, como establece Novogene (2022): “Las

inserciones/deleciones (InDels) son otro tipo de marcadores menores de 50 pb de longitud y
constituyen otra clase de variantes genéticas en el genoma humano con posible asociacion a
polimorfismos de enfermedades. Los InDels que ocurren en las regiones codificantes o sitios de
corte y empalme de exones pueden causar cambios en los transcritos y en las proteinas. Si el
namero de nucledtidos insertados o eliminados no corresponde a un codon o no es un maltiplo

de tres, el marco de lectura completo se alteraria”.

2.3 Polimorfismos de Nucle6tidos Simples (SNPs)
Novogene (2022) expresa que: “los polimorfismos de nucledtidos simples (SNPs), también

conocidos como variantes de nucle6tidos simples (SNVs), constituyen la clase méas amplia de
variantes genéticas en el genoma. Un tipico genoma humano tiene alrededor de 3.6 millones de
SNPs”.

2.4 Variacién en Numero de Copias (CNV)
Novogene (2022) atribuye las propiedades de la variacion en numero de copias como “el ultimo

grupo de marcadores analizados son las Variaciones en Numero de Copias (CNVSs), del inglés
Copy Number Variation. Las CNVs son variantes genéticas que conducen a variaciones en el

numero de copias de fragmentos relativamente largos (més largos que 50 pb) entre individuos.
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Hay dos tipos de CNVs: ganancia y pérdida de copias. Los CNVs podrian formar la base

genética subyacentes de las diferencias individuales y de los canceres”.

Las variantes estructurales tienen una distribucién en el genoma que no es al azar. Por lo general
tienden a estar en regiones ricas de repeticiones comunes y duplicaciones de segmentos, pero el
sesgo mayor ha sido observado en los Gltimos 5 Mpb de los brazos de los cromosomas (Audano
etal., 2019). Por cuanto respecta el numero de variaciones de copias, esta variante afecta del 4.8
al 9.7% del genoma humano (Zarrei et al., 2015). En cuanto a los polimorfismos de nucle6tidos
simples, hay uno cada 300 pb dentro del genoma humano. La mayor parte se da en la region
intergénica, seguida por la intronica (Human Whole Genome Sequencing Project Demo Report
(Disease), 2016). Las inserciones/deleciones se distribuyen a lo largo del genoma humano
dentro de todos los cromosomas (Mullaney et al., 2010). También se encontré que la mayor
parte de ellas se dan en la region intergénica, seguida por la intrénica (Human Whole Genome
Sequencing Project Demo Report (Disease), 2016).

3. Identificacidn del polimorfismo rs1801133 del gen MTHFR
La secuenciacion del genoma y analisis de exoma en amerindios Ngobe de Panamé nos condujo

a la identificacion de mdultiples variantes génicas candidatas asociadas a enfermedades. Sin
embargo, en esta investigacion nos enfocamos en el polimorfismo rs1801133 del gen que
codifica la enzima metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) como un candidato vinculado a
las enfermedades en la poblacion panamefa (explicado en detalle mas adelante). Hasta la fecha,
se han descrito mas de 100 diferentes mutaciones clinicamente relevantes en el MTHFR, la
mayor parte de las cuales son mutaciones con cambio de sentido (del inglés missense mutation)
(n=70, >60%). Deficiencias enzimaticas menos severas, debidas al polimorfismo de nucleétido
unico del gen MTHFR, han sido relacionadas a varios trastornos comunes, entre los cuales, el
mas estudiado es el p.Ala222Val [c.665C>T en MN_005957 segun el sistema de nomenclatura
de Human Genome Variation Society (HGVS), comunmente anotada como ¢.677C>T segun la
nomenclatura cléasica (den Dunnen etal., 2016; Human Genome Variation Sequence, s. f.)
identificado como un factor de riesgo para un agobiante nimero de trastornos multifactoriales,
que incluyen enfermedades vasculares, neuroldgicas, varios tipos de canceres, diabetes y

pérdida del embarazo (Froese et al., 2018).
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El metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR) es una enzima reguladora clave en el
metabolismo del folato y de la homocisteina. La clonacion de la secuencia codificante del
MTHFR condujo a la identificacion de las primeras mutaciones deletéreas en el MTHFR en
pacientes con homocistinuria. EI polimorfismo rs1801133 es una mutacion puntual en la
posicion 665 de citosina a timina en la region codificante en el exdn 5, que genera un nuevo
codon, por lo que se sustituye la alanina por valina (A222V) en la enzima MTHFR (ClinVar,
2023). Sin embargo, este polimorfismo es comunmente conocido como C677T debido a que la
secuencia de referencia humana de ADNc determinada por (Goyette et al., 1994) estaba
incompleta, por lo que la enumeracion de los nucle6tidos empezo6 desde el enlazador al inicio
de la secuencia. En consecuencia, la posicion de la sustitucién de C a T resulté en el nucleétido
677 de la secuencia dentro del exon 4 (Rosenberg et al., 2002). Este principio de enumeracion
se usé para describir la variante termolabil por Frosst et al. (1995) y practicamente en todas las
publicaciones sucesivas (Leclerc et al., 2013), incluso en la actualidad. Por esta razon, en este
trabajo este polimorfismo esta referido preferiblemente como C677T.

Este polimorfismo de nucle6tido Unico reduce la termoestabilidad de la enzima MTHFR debido
a la actividad disminuida de la enzima a 37° o0 més. La actividad enziméatica de MTHFR en
sujetos homocigotos es menor en un 50-60% a 37° y 65% menor a 46° comparado con los

controles no mutados normales (Kang et al., 1988; Rozen, 1997).

Esta variante se ha reconocido como la causa mas comun de la hiperhomocisteinemia y ha sido
extensamente investigada como un factor de riesgo para diferentes trastornos multifactoriales
asociados a alteraciones en el metabolismo de la homocisteina. La progresion experimental,
desde el delineamiento del trastorno severo raro del metabolismo hasta las consecuencias menos
deletéreas de la mutacion leve del 677C—T, fue facilitada por la elucidacion de informacion
molecular sobre el MTHFR (Leclerc et al., 2013).

3.1 Generalidades del gen MTHFR
El gen MTHFR es un gen del cromosoma 1 que codifica para la enzima metilentetrahidrofolato

reductasa, localizado especificamente en 1p36.22. Posee una longitud de 2.2 kb y esta
compuesto por 13 exones (anteriormente contabilizados hasta 11) (Goyette et al., 1998; NCBI,

2023). La region promotora del gen MTHFR no tiene una caja TATA, pero contiene islas CpG,
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maltiples sitios de union potenciales para SP1 y sitios de union para otros factores de
transcripcion (Gaughan et al., 2000).

El mayor producto del gen humano MTHFR es una proteina de 77 kDa, una segunda isoforma
humana de aproximadamente 70 kDa. También se ha observado a través de Western blot. Un
corte y empalme alternativo complejos en el extremo 5° del MTHER fue reportado por Chan et
al, (1999) y otros (Homberger et al, 2000). Posteriormente, se identifico el sitio de inicio de
transcripcion corriente arriba predicho del MTHFR, generando un mRNA producto del corte y
empalme alternativo cuyo ADNCc se logré clonar y expresar. La expresion de este ADNc produjo
la isoforma mas grande de 77 kDa (Tran et al., 2002).

Los datos demostraron que los transcritos de distinto tamafio de MTHFR son el resultado de
sitios de inicio de transcripcion alternativos y multiples sefiales de poliadenilacion. (Tran et al.,
2002). Algunos transcritos que se originan en la regidn corriente arriba resultan del corte y
empalme alternativo y no contienen el ATG presente en la isoforma larga. Se predice que estos
transcritos traducen la proteina de 70 kDa, con una UTR 5’ de aproximadamente 50 nucleotidos

(Tran et al., 2002; van der Velden y Thomas, 1999).

3.2 Estructura de la enzima metilentetrahidrofolato reductasa
La MTHFR humana es una proteina multidominio de 656 aminoacidos. EI dominio catalitico es

conservado a través de la evolucion (Figura 7). El dominio catalitico forma un barril TIM (Bsas)
y tiene residuos criticos para el ligamiento del cofactor FAD, el donante de electrones NADPH
y el producto CHs-THF. En las bacterias la enzima posee solo el dominio catalitico. En los
eucariotas ademas existe un dominio regulador terminal C, conectado al dominio catalitico por
una secuencia linker. Este dominio terminal C es capaz de ligar S-adenosilmetionina SAM, lo
cual resulta en una inhibicion alostérica de la actividad enzimatica, un efecto que es muy lento
y puede ser revertido por la union de S-adenosilhomocisteina (SAH), la forma demetilada de
SAM. La MTHFR humana contiene ademas una regién de 35 aminoacidos rica en serina en la
region N terminal. A partir de expresiones heterélogas en células de insectos y levaduras se ha
observado diferentes patrones de fosforilacion de esta region. Resultados similares se
observaron mediante inmunoprecipitacion en lineas de células cancerosas humanas. La
fosforilacion se ha asociado a la disminucién moderada de la actividad catalitica y al aumento
de la inhibicion total mediado por el SAM (Froese et al., 2018; Yamada et al., 2001).
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Dado que no hay interfaz directa entre el sitio activo del dominio catalitico y el dominio
regulador, el ligamiento del SAM provoca la inhibicion enzimética a través de un cambio
conformacional propagado desde el dominio regulador hasta el catalitico. El efecto mas
probable de este cambio conformacional es la extension de la region linker dado que crea
multiples contactos a ambos dominios, el regulador y el catalitico y forma parte del sitio de
union de SAM/SAH.

Experimentos de la expresion in vitro (Shan et al., 1999). sugieren que la presencia de la
terminal C tiene un efecto inhibidor en la actividad MTHFR. Este hallazgo es consistente con
la localizacion del dominio inhibido del SAM en la region terminal C. Datos in vivo en la

levadura sugieren que el dominio del terminal C es critico para el crecimiento celular
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Figura 7. Organizacién de los dominios de los ortdlogos de MTHFR a través de la evolucion.
Fuente: Froese et al. (2018).

3.3 Funcion y mecanismo de regulacion de metilentetrahidrofolato reductasa
La metilentetrahidrofolato reductasa cumple un rol fundamental en el metabolismo del folato y

de la homocisteina (Figura 8). El primero es el de portador celular mayor de unidades de un
carbono. Es necesario para la sintesis de purinas y timidin monofosfato. EI segundo rol es un

producto azufrado intermediario que resulta del metabolismo de la metionina.

En el ciclo del folato, la proteina metilentetrahidrofolato reductasa cataliza la reduccion
irreversible de 5,10-metilentetrahidrofolato (CH>-THF) a 5-metiltetrahidrofolato (CHs-THF),
que es un cosustrato para la remetilacion de homocisteina a metionina. Esta reaccion requiere
de FAD como cofactor y NADPH como donador de electrones. El producto CHs-THF es

utilizado exclusivamente por la metionina sintasa, y solo la forma demetilada, o sea
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tetrahidrofolato (THF), puede ser reciclada en el ciclo del folato. Debido a esto, MTHFR envia

las unidades de un carbono ligadas al THF al ciclo de la metionina (Froese et al., 2018).

Dentro del ciclo de la metionina, la homocisteina es convertida en metionina por la 5-
metiltetrahidrofolato homocisteina metiltransferasa mediante una reaccion de transmetilacion
en presencia de la vitamina B12 y el &cido fdlico. De esta forma, la proporcion de la vitamina
B12 y el acido fdlico respecto al nivel de homocisteina estan inversamente relacionados y la

suplementacion de la vitamina B12 y el acido folico reduce el nivel de homocisteina plasmatica.

La metilacion de la homocisteina a metionina por la metionina sintasa produce un aminoacido
esencial que puede ser usado para la sintesis de proteinas o convertido a S-adenosilmetionina
(SAM), un donador importante para la metilacion del ADN, ARN vy proteinas, asi como la
metilacion de una gran cantidad de compuestos. Estos dos ciclos intersecan a la enzima 5,10-

metilentetrahidrofolato reductasa.

La homocisteina en cierta proporcion también es convertida es cisteina mediante la ruta de trans-

sulfuracion con la ayuda de la vitamina B6.
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Figura 8. Ciclos de la metionina y del folato. Adaptado y modificado [cuadros
complementarios] de: Patifio Vasquez (2014)

3.4 Enfermedades asociadas al gen MTHFR

3.4.1 Hiperhomocisteinemia
La hiperhomocisteinemia es una condicion médica caracterizada por un nivel anormalmente

elevado de homocisteina en la sangre, mayores de 15 pumol/L. En este sentido, el reporte inicial

de Frosst et al (1995) demostré la asociacion del genotipo mutante homocigoto (677TT) de
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MTHFR con una leve hiperhomocisteinemia. Aun asi, segin Jacques et al. (1997) se observo
que esta asociacion estaba presente solo en individuos con niveles bajos de folato. En el estudio
de 365 individuos del Family Heart Study del Instituto Nacional del Corazon, los Pulmones y
la Sangre (NHLBI) de EE. UU., se encontrd que el genotipo mutante homocigoto fue unido con
niveles mas altos de homocisteina plasmaticas. De acuerdo con esto, cuando el grupo fue
subdividido con base en el folato plasmatico, hubo incrementos méas dramaticos en homocisteina
plasmatica en individuos que fueron mutantes homocigotos y tuvieron valores de folato
plasmatico debajo de la mediana. No hubo efecto del genotipo en niveles de homocisteina en
individuos con valores de folato plasmatico mayores de la mediana. Estos hallazgos sugirieron
que la suplementacion de folato deberia ser efectiva en el tratamiento de la

hiperhomocisteinemia en individuos con la mutacion.

Los reportes (Rozen, 1997) indican que la incapacidad de la enzima MTHFR de catalizar la
conversion de 5,10-metilentetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato genera un incremento en
los niveles de homocisteina plasmatica en los sujetos homocigotos mutantes. Segun estos
reportes estudios, los homocigotos mutantes tienen mayores niveles de homocisteina mientras
que los sujetos heterocigotos tienen niveles de homocisteina un poco elevados comparados con
los controles normales. Estudios bioquimicos de enzimas codificadas por genes no mutados y
mutados han aportado un fundamento légico para el efecto protectivo del folato en la

hiperhomocisteinemia en individuos mutantes.

3.4.2 Homocistinuria debido a deficiencia de la actividad del N(5,10)-
metilentetrahidrofolato reductasa
La homocistinuria debido a la deficiencia de la actividad del N(5,10)-metilentetrahidrofolato

reductasa es un error congénito del metabolismo debido a un gen autosémico recesivo del
metabolismo del folato. La severidad clinica es variable: oscila entre caracteristicas
neuroldgicas severos y ausencia de sintomas. Las caracteristicas clinicas incluyen
homocistinuria, homocisteinemia, retraso en el desarrollo, discapacidad intelectual severa,

muerte perinatal, disturbios psiquiatricos y aparicion tardia de trastornos neurodegenerativos.

Datos in vitro e in vivo sugieren que el polimorfismo 677C—T puede modular actividad
enzimatica hasta en pacientes con grave deficiencia de MTHFR. Esto ha sido demostrado en
estudios in vitro donde la presencia del alelo valina del polimorfismo 677C—T (A—V)

disminuyo la actividad enzimatica de aproximadamente el 50%. Un fendmeno similar ha sido
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observado en vivo donde el polimorfismo 677 aparenta contribuir a la termolabilidad del
MTHFR en pacientes con graves deficiencias de MTHFR, aunque los reportes iniciales
presumieron que la termolabilidad fuera a causa de una mutacion deletérea. Aunque la presencia
de mutaciones deletéreas conocidas puede ser un buen predictor de actividad enzimatica, el
efecto de ligeros polimorfismos contribuye a la complejidad del analisis genotipo-fenotipo
(Liew & Gupta, 2015).

3.4.3 Anomalias congénitas

3.4.3.1 Defectos del tubo neural sensitivos al folato
Algunos estudios demuestran que la homocigosidad 677C-T conferia un mayor riesgo para los

defectos del tubo neural (Ou et al., 1996; Christensen et al., 1999). Esta variante influye en la
progresion de la condicion mediante la elevacion de la homocisteina plasmatica, pues la
homocisteina o uno de sus metabolitos tienen efectos toxicos en la vasculatura o en el desarrollo
del embrién. Los defectos del tubo neural mas comunes son espina bifida abierta
(mielomeningocele) y anencefalia. Las mujeres con homocisteina plasmatica elevada, bajo
folato o baja vitamina B12 presentan mayor riesgo de tener un hijo con defectos del tubo neural
(O’Leay et al. 2005). Motulsky (1996) cit6 la evidencia desde Centers for Disease and Control
(anénimo, 1992) que el &cido folico dado antes y durante las primeras 4 semanas de embarazo

puede prevenir 50% o mas de defectos del tubo neural.

3.4.3.2 Espina bifida
La espina bifida es una condicion en que el tubo neural, que es un precursor del cerebro y la

médula espinal, falla en cerrarse completamente durante las primeras semanas de desarrollo
embrionario. Por lo tanto, cuando se forma la columna, los huesos de la columna dorsal no se
cierran del todo alrededor de los nervios en desarrollo de la médula espinal. Parte de ella puede
sobresalir a través de una abertura en la columna. Las personas que nacieron con este defecto
pueden tener un meningocele, que es un saco lleno de fluido en la espalda cubierto de piel. Si
dicho saco contiene parte de la médula espinal y su cubierta protectora, se conoce como

mielomeningocele.

Los sintomas incluyen la pérdida del sentido debajo del nivel de la abertura, debilidad o paralisis
de los pies o piernas, y problemas con el control de la vejiga y el intestino. Los individuos

afectados padecen también de una acumulacién de liquido alrededor del cerebro (hidrocefalia)

37



y problemas de aprendizaje. Muchas personas pueden vivir hasta la edad adulta mediante
cirugias y otros tratamientos (Spina bifida: MedlinePlus Genetics, s. f.).

3.4.3.3 Anencefalia
La anencefalia es una condicion que previene el desarrollo normal del cerebro y de los huesos

del créneo. Esta condicion aparece cuando el tubo neural no logra cerrarse durante las primeras
semanas del desarrollo embrionario. Como estas anormalidades del sistema nervioso son tan
graves, casi todos los bebés con anencefalia mueren antes del nacimiento o pocas horas o dias
después del nacimiento. Como el tubo neural falla en cerrarse adecuadamente, el cerebro y la
médula espinal en desarrollo estan expuestas al liquido amnidtico que envuelve al feto en el
Utero. Esta exposicion hace que se degenere el tejido del sistema nervioso. En consecuencia, a
las personas con anencefalia les faltan el telencéfalo y el cerebelo. Estas regiones del cerebro
son necesarias para pensar, oir, ver, sentir emociones y tener movimientos coordinados.
Ademas, los huesos del craneo faltan o estan incompletos (Anencephaly: MedlinePlus Genetics,
s. f).

3.4.4 Enfermedades vasculares

3.4.4.1 Accidente cerebrovascular isquémico
Considerando el abordaje de un accidente cerebrovascular, UniProt, s.f. expresa lo siguiente:

Un accidente cerebrovascular es un evento neuroldgico agudo que lleva a la muerte del
tejido neural del cerebro y resulta en la pérdida de funciones motoras, sensoriales y/o
cognitivas. Los accidentes cerebrovasculares isquémicos, que resultan de oclusién
vascular, se consideran unas enfermedades altamente complejas que consisten en unos

grupos de trastornos heterogéneos con factores genéticos y ambientales maltiples.

3.4.5 Céanceres
Diversos estudios han demostrado que deficiencias de folato pueden causar cancer. La

disminucion de la actividad MTHFR resulta en un decremento en metiltetrahidrofolato y un
incremento en otras formas del folato, lo cual ha sido demostrado en linfocitos en individuos
homocigotos mutantes (TT). La redistribucion de folatos afecta la sintesis de timidina o purina,
pues se dar la completa transformacion de desoxiuridilato monofosfato a desoxitimidilato
monofosfato y causar incorporacion errénea de uracilos en el ADN, con consecuentes efectos
nocivos en la sintesis o reparacion de ADN. La desestabilizacion del ADN lleva a aberraciones
cromosomicas y potencialmente a transformaciones malignas (McKinnon y Caldecott, 2007).
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El polimorfismo 677C-T también puede contribuir a la formacion de un cancer mediante la
disrupcion en la sintesis de la metionina o S-adenosilmetionina con consecuentes efectos en la
metilacion. Una disrupcion en la metilacion también ocurre a causa de la conversion de la
homocisteina a la S-adenosilhomocisteina, un inhibidor de varias metiltransferasas. Los
individuos con el genotipo TT tienen una metilacion en linfocitos decrementada; este disturbio
depende del folato, ya que la metilacion del ADN alterado es asociada a los cambios de la
expresion genética, una ligera deficiencia de MTHFR resulta en la expresion de protooncogenes

o0 potencial transformacion maligna a través de este mecanismo.

3.4.5.1 Céncer de prostata
El cancer de prostata es una enfermedad que radica en la formacion de células cancerosas en los

tejidos de la prostata (Tratamiento del cancer de prostata (PDQ®)—Version para pacientes - NCl,
s. f.). Puede no provocar sintomas en su primer estadio, pero si en fases mas avanzadas,
incluyendo problemas para orinar, disminucion en la fuerza del flujo de la orina, sangre en la
orina, sangre en el semen, dolor de huesos, pérdida de peso involuntaria y disfuncion eréctil.
Por un lado, se ha encontrado una relacion entre C677T y el cancer de préstata en la poblacion
asiatica (Kucglkhuseyin et al., 2011; Wu et al., 2010; Zhang et al., 2012), asi como en la
ecuatoriana (Lépez-Cortés et al., 2013) y otros (Safarinejad et al., 2010). Por otro lado, no se ha
encontrado tal asociacion en los varones de Irdn (Fard-Esfahani et al., 2012), ni Algeria
(Mouhoub-Terrab et al., 2022). Otro meta analisis afirma que este polimorfismo esta ligado a
una baja susceptibilidad para el cancer de prostata, incluso puede tener efectos protectores contra
el riesgo de cancer de prostata (Bai et al., 2009). Un meta andlisis sobre la poblacion de India
del Norte de Yadav et al. (2021) revela que hay asociacion entre este polimorfismo y el cancer
de prostata en dicha poblacion, pero no se encuentra en los otros estudios de poblaciones
asiaticas y caucésicas utilizados en el meta analisis, a excepcion de dos: Abedinzadeh et al.

(2015) para la poblacién asiatica, y Chen et al. (2015) para la poblacién del Este Asiatico.

3.4.5.2 Cancer de mama
El cancer de mama es un tipo de cancer que se forma en las células de las mamas. Los sintomas

incluyen: un engrosamiento en la mama que no se siente igual al tejido que la rodea; una
alteracion en el tamario, aspecto o forma de una mamay cambios en la piel sobre la mama. Por
ejemplo, la formacion de hoyuelos; la inversion reciente del pezon; desprendimiento de la piel,

descamacion, formacion de costras y pelado de la areola o la piel de la mama; enrojecimiento o
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foros chiquitos en la piel sobre la mama comparables a la piel de una naranja. EIl cancer de mama
tiende a comenzar en los conductos para producir leche, Ilaméndose asi carcinoma ductal
invasivo, pero puede originarse también en los lobulillos, tomando el nombre de carcinoma
lobulillar invasivo, o en otras células o tejido mamarios (Cancer de mama - Sintomas y causas

- Mayo Clinic, s. f.).

Por un lado, en un meta andlisis de Petrone et al. (2021) se describi6 una asociacion entre C677T
y 677TT y el cancer de mama en poblaciones de China (Lu Q et al., 2015), Jordania (Awwad et
al., 2015), Iran (Hesari et al., 2019), Italia (Castiglia et al., 2019) y Marruecos (Diakite et al.,
2012).

Por otro lado, un meta analisis de He et al. (2017) sostiene que tiende a haber un mayor riesgo
a padecer de cancer de mama en mujeres asiaticas y caucasicas heterocigotas (CT) y
homocigotas (TT). Otro grupo evaluo la asociacion del polimorfismo C677T con el cancer de
mama en las latinoamericanas y encontrd un elevado riesgo para modelos genéticos alélicos

mutantes recesivos (Meneses-Sanchez et al., 2019).
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CAPITULO I1I: MATERIALES Y METODOS
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1.  Obtencion de muestras
Para los experimentos del proyecto utilizamos DNA gendémico amerindio (Ngobe) del banco

de DNA del Departamento de Genética y Biologia Molecular de la Universidad de Panama.
Estos DNAs fueron colectados hace mas de 20 afios en estudios liderados por el Dr. Tomas
Arias y la Dra. Lucia Jorge, a partir de los cuales obtuvieron varias publicaciones (Arias et al.,
1993; Jorge-Nebert et al., 2002; Petersen et al., 1991). Desafortunadamente, la informacion
referente a estas muestras se perdio con los afios, incluyendo el sexo de estas. Por lo tanto, con
el objetivo de mantener un balance en la cantidad de genomas de hombre y mujer analizados
fue necesario determinar el sexo de las muestras mediante PCR, ademas de verificar la
concentracion y calidad las mismas para escoger las de mejor calidad y descartar las que
evidenciaban degradacion. Basados en los andlisis de control de calidad del DNA vy el sexado
de las muestras (que explicaremos a continuacién) seleccionamos para la secuenciacion
gendémica dos (2) muestras de DNA de hombres y dos (2) mujeres. Los analisis de
secuenciacion gendmica nos permitieron identificar algunos polimorfismos SNPs candidatos
posiblemente asociados a riesgo de ENT. Asi, decidimos enfocarnos en un SNP del gen
MTHFR para andlisis de genotipaje poblacional mediante PCR y secuenciacion Sanger. Para
los analisis de genotipaje de alelos de SNPs utilizamos 50 muestras de DNA de la mejor

calidad: mitad de mujeres y mitad de hombres de la poblacion amerindia Ngobe.

2. Andlisis preliminar de ADN

2.1 Cuantificacion y Calidad de ADN genémico
La concentracion del ADN se determiné mediante cuantificacion en NanoDrop (ThermoFisher),

mientras que la calidad de este fue determinada mediante electroforesis de agarosa. Con el
NanoDrop, se realizd la medicion espectrofotométrica de la concentracion del DNA y del nivel
de contaminacion por proteinas (260/280) y por otros contaminantes (260/230) de 31 muestras
vertiendo 1 pL de blanco (amortiguador TE) y 1 pL de cada muestra. Para determinar que una
muestra era de buena concentracion para secuenciacion gendémica seleccionamos aquellas con
valores iguales 0 mayores de 100ng/uL y una razon de absorbancia 260/280 entre 1.8 y 2.0. Las
concentraciones obtenidas se muestran en la Tabla 7. Luego, se verificd la calidad del DNA
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% en amortiguador TAE. La calidad de las
muestras fue establecida con base en el peso molecular (banda de alrededor de 20Kb), en las
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que no se observO degradacion total o parcial, (también conocido como “smear’) fueron
seleccionadas como muestras de buena calidad. Se utiliz6 como marcador de peso molecular un
estandar de peso molecular (100 bp Ladder). Las muestras analizadas en gel de agarosa se
muestran en la Figura 14. Los pardmetros de concentracion y calidad del DNA fueron los que

requiere la compafiia que realizé el servicio de secuenciacion genémica.

2.2 Sexado de las muestras de ADN mediante PCR del Cromosoma Y
Las muestras de mejor calidad fueron escogidas para el sexado que se hizo mediante la

amplificacion por PCR de una region localizada en el cromosoma Y. Para identificar el linaje
masculino de las muestras se utilizaron dos cebadores de oligonucledtidos: Y1 y Y2 que
flanquean un fragmento de 170 pb de las repeticiones alfoides del cromosoma Y humano (Y1:
ATG ATA GAA CGG AAA TAT G; Y2: AGT AGA ATG CAA AGG GCT CC, (Witt &
Erickson, 1989; Wolfe et al., 1985). Los oligonucle6tidos (cebadores) fueron sintetizados por la
compafiia IDTDNA Technologies y purificados mediante precipitacion estandar (standard
desalting). La mezcla de reaccion en la amplificacion del cromosoma Y consistio en 15 pL de
Mastermix (2X Blastaq PCR Taq), 3ul de cada primer (5 uM cada uno), 1 uL de ADN y 8 pL
de agua libre de nucleasas en un volumen final de 30 pL. La PCR se realiz6 en un termociclador
Applied Biosystems 2720 y las condiciones utilizadas para amplificar el cromosoma Y fueron
94°C durante 8 min, 30 ciclos a 94°C por 1 min, 55°C por 1 min, una extension final de 72°C
por 2 min, y cuando termind estuvo a 12° por un tiempo indefinido. Los productos de
amplificacion de 170 pb fueron resueltos en electroforesis de agarosa al 1% en tampdn
(buffer/amortiguador) TAE 1X y tefiidos con GelRed. Como control utilizamos un estandar de
peso molecular (100bp ladder).

Utilizamos como control de amplificacion el gen nuclear (PPARYy2). Los cebadores utilizados
fueron forward 5'- AAG GAA TCG CTT TCC G-3'y un cebador reverse 5'- GCC AAT TCA
AGC CCA GTC -3' reportados previamente (Priya et al., 2016). La mezcla de reaccion en la
amplificacion del gen control consistié en 15 pL de Mastermix (2X Blastaq PCR Taq), 2 uL de
ambos primers, 1 uL de ADN y 10 pL de agua libre de nucleasas en un volumen final de 30 pL.
Las condiciones empleadas en el termociclador (Applied Biosystems 2720) para la
amplificacion del gen control fueron 94° durante 8 min, 35 ciclos a 94°C por 50s, 50°C por 50s,
72°C por 1 min, una extension final a 72°C por 5min y al final 12°C por un tiempo indefinido.

El producto de 270 pb fue resuelto por electroforesis en agarosa al 1% tefiida con GelRed en
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amortiguador TAE 1X. Se utiliz6 como marcador de peso molecular la 100 bp ladder. La
electroforesis en gel se realizo inicialmente a 60V los primeros 10-15min y luego se subid a 90-
100V por 40-50 min. Los resultados de la amplificacion fueron documentados con un Gel Doc™
EZ System (BioRad).

3.Secuenciacion NGS en Illlumina
Una vez se determiné el sexo de las muestras, se escogieron dos (2) muestras sexadas como

hombres y dos (2) sexadas como mujer. Las muestras fueron preparadas para envio a Estados
Unidos para los servicios de secuenciacion del genoma completo y analisis bioinformatico
preliminar. EI proceso de secuenciacion de nueva generacion (NGS) fue llevado a cabo por la
compafiia NOVOGENE, utilizando los kits de la empresa Illumina, fabricante de secuenciadores
NGS.

3.1 Flujo de trabajo de la secuenciacion de Illumina
Las etapas en el proceso de secuenciacion Illumina en NOVOGENE constan de cuatro pasos:

preparacion de la muestra, preparacion de la biblioteca (incluyendo generacién de racimos

(clusters), secuenciacion y analisis de los datos (Figura 9).

Control de calidad Control de calidad Control de calidad
de la muestra de la biblioteca de los datos

Analisis

Preparacion de Preparacion de
la muestra la biblioteca bioinformatico

Secuenciacion

Figura 9. Flujo de trabajo de la secuenciacion de Illumina por Novogene.

3.2 Rotulacién de la muestra
Cada muestra fue rotulada con un codigo ciego de la misma sin ninguna informacion que

identifique al donante, excepto que es humano y su sexo. Tampoco se revela que la muestra de

ADN es de origen amerindio (Ngobe).

3.2.1 Control de calidad de las muestras
La calidad de la muestra de ADN se evalla mediante dos métodos. Uno de los métodos es la

cuantificacion de ADN a partir de la intensidad de fluorescencia de un tinte fluorescente que

se une al ADN de cadena doble utilizando un fluorémetro Qubit. El otro método utiliza un
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sistema automatizado de electroforesis “TapeStation” que integra en equipo un programa de
procesamiento de la data, reactivos y dispositivos de cinta de pantalla especificos para DNA 'y

RNA. Este equipo determina el tamafio, la cantidad y calidad de la muestra.

3.3 Preparacion de la biblioteca
Brevemente, el ADN es fragmentado por endonucleasas a fin de generar extremos pegajosos

compatibles con oligonucledtidos que son unidos con ADN ligasa a los extremos pegajosos
generados en la muestra de ADN. Los fragmentos generados unidos a los oligonucle6tidos son
purificados utilizando columnas. Los fragmentos purificados constituyen la biblioteca
gendmica, la cual es usada en los chips de secuenciacion de Illumina. En corto tiempo, las
librerias generadas con un rango de hasta 6 muestras fueron desnaturalizadas a cadena sencilla
de ADN e hibridadas con sondas de 95 bases de longitud marcadas con biotina. Luego, las
muestras son enriquecidas con beads magnéticos de estreptavidina y precipitados mediante un
magneto. Estos fragmentos enriquecidos son luego eluidos de los beads e hibridados en una
segunda reaccion de enriquecimiento. Los fragmentos son entonces amplificados in situ con
chips de secuenciacion produciendo asi secuencias listas para exportacién y analisis. Los
fragmentos secuenciados tienen una longitud de entre 200 y 400 pares de bases (Figura 10)
(Figura 11).
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ADN genémico

Fragmentacién del ADN en
180-280 pb

Reparacion de los extremos y
adicion de la cola poli-A

Ligacién del adaptador

Amplificacion por PCR, seleccion
por tamafio y purificacion

Captura de biblioteca

Amplificacién por PCR

Figura 10. Flujo de trabajo para la construccion de la libreria. EI ADN gendmico fue cortado
al azar en fragmentos. A los fragmentos obtenidos se le emparejaron los extremos, afiadié la
cola poli-A y se ligaron posteriormente con un adaptador de Illumina. Estos fragmentos con
adaptadores fueron amplificados por PCR, seleccionados por tamafio y purificados. Adaptado
de Novogene (2022).

46



Blictecas do musstras colectnas
‘ — L e—
Fragmentscidn del ADN gendmco o 1 £ Ol
v IE—
——— — h
b 1 — Powisfami
. P~ 40 de la bbboteca de ADN Elucdn desde los beads
Reparacdn de los extremos y fosfonlaodn l
v i
¥ b “ Sondas de botna

o cBot
v
. Hbndaodn de sondas botnzadas con las regones blanco
NG
S, o 1
of &  Bedséestetanina
N 3
v Cr 4 4 .
\\q\n_m- noor g
intce ——— e i =
,,/m'rr,_m. M'\\\ =
07 [N
e c— . 4
Ligacdn de adaptadores ndexados .-"'

E ando los beads de streptavd |I|
PS  RI1SP Inserto de ADN Indce

|, N«svogene —

Fragmentacién del ADN Enriquecimiento por PCR

N

Ligacion del adaptador NEBNext

C=—=0 ——
—0

C

————pr=
Escision de U (Uracilo) Biblioteca lista para la secuenciacion
5. N P5  Lectural SP Inserto de ADN Lectura2 SPindicep?
- s -y
. ) \ / ¥ ¢
wia ), .. . :

Figura 11. Flujo de trabajo de construccion de la biblioteca detallado. En relacion con los
resultados de: New England BioLabs Inc., (s. f.); Novogene, (2022).
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3.4 Generacién de racimos (clusters)
Los racimos (clusters) son un grupo de hebras de ADN agrupadas juntas que son sintetizadas y

secuenciadas in situ. Cada cluster representa miles de copias de la misma hebra de ADN en un
punto de 1-2 micrémetros de la celda de flujo (Figura 12). El proceso de generacion de clUsteres
toma las cadenas sencillas de la biblioteca de ADN y produce una amplificacién de alta fidelidad
para producir por amplificacion clonal, donde hay miles de copias que permiten amplificar
sefiales para el subsiguiente proceso de secuenciacion por sintesis (Westenberger, 2020).

B g N
a) Fragmento de )

ADN con primer ‘

- - 1
d P 1N |
HER 2.

"

| ) ‘ il

Figura 12. Generacion de racimos. a) El fragmento de ADN se ancla a la celda de flujo por
medio de la union de sus adaptadores a los oligonucledtidos complementarios. b) La polimerasa
genera una hebra reversa complementaria y la hebra original es retirada. ¢) La hebra reversa se
pliega y queda en forma de puente, donde la polimerasa genera una hebra idéntica a la original.
d) El proceso se repite masivamente (Adaptado y modificado [cambios de perspectivas para el
complementar la generacién de racimos] de Rubio et al., 2020).

La generacion de racimos ocurre en las celdas de flujo, que son platinas de vidrio espeso con
carriles, dentro los cuales hay canales fluidos y la superficie de la platina de vidrio esta cubierta
con una matriz en donde estan incrustados los oligonucledtidos complementarios a los
adaptadores de bibliotecas. Estas moléculas moldeadas de la biblioteca de ADN monocatenario
se ligan al azar a unos oligonucleotidos de captura adaptadores sobre la superficie de la platina
de vidrio. Luego, una polimerasa de alta fidelidad realiza una extension 3’ para hacer una copia

exacta de la hebra molde inicial, que después se une de forma covalente sobre la superficie de
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la platina de vidrio. Una vez terminada la sintesis de la cadena complementaria, se realiza una
denaturacion y se remueve la cadena molde original, dejando solo una copia monocatenaria de
la molécula de la biblioteca original. La molécula de hebra sencilla se pliega y forma un puente
hibridizando con un cebador complementario adyacente. Después, el cebador hibridado se
extiende mediante la polimerasa, formando asi un puente bicatenario, y luego este ultimo es
denaturado, lo cual resulta en dos copias de moldes monocatenarios unidos por enlace covalente.
Todo este proceso se repite mediante varias hibridaciones, extensiones y denaturaciones hasta
la formacion de miles de clusters idénticos a las moléculas de la libreria de ADN de cadena

sencilla (Westenberger, 2020).

3.5 Secuenciacion
Una vez que se obtienen clusters amplificados clonalmente, para proceder con los siguientes

pasos de secuenciacion por sintesis, se realiza un proceso de linearizacion. Este consiste en
cortar las hebras inversas (reverse), eliminarlas mediante lavado y dejar solamente clusteres con
hebras forward (Westenberger, 2020). Luego, unos nucledtidos con etiquetas fluorescentes
especificas para todos los tipos de nucledtido son puestos en la placa. Esos nucle6tidos presentan
una modificacion quimica llamada terminadores reversibles, la cual evita la unién de maltiples
nucleétidos marcados en cada sitio de reaccion de modo que se localiza el que corresponde a
cada punto en la secuencia, disminuyendo el riesgo de errores en la secuenciacion. La
identificacion de las bases se da por la fluorescencia especifica que emite cada vez al
incorporarse. Se remueve la etiqueta antes de la colocacion del siguiente nucle6tido con el fin
de evitar la emision de la sefal por dos bases a la vez. Cuando se termina la primera lectura, el
fragmento resultante es retirado. Este paso se repite contemporaneamente con cada hebra del

mismo cluster de forma paralela hasta la finalizacion de la secuenciacién (Rubio et al., 2020).

4. Anédlisis bioinformético
El genoma humano comprende alrededor de 3.2 billones de bases, de las cuales casi el 1.2%

corresponde al exoma y representa aproximadamente 180,000 exones y 30 millones de bases
(Maroti et al., 2018). Los analisis preliminares fueron realizados por la misma empresa que
secuencid los genomas, la empresa NOVOGENE con programas de analisis y plataformas de
super computadoras. Aungue secuenciamos el genoma completo de las muestras para los
analisis, nos enfocamos solamente en el exoma porque se estima que aproximadamente. El 80-

90% de las enfermedades conocidas son causadas a nivel de exones. La secuenciacion y
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andlisis del exoma identifica variantes a través de un amplio rango de aplicaciones alcanza
coberturas comprensivas de regiones codificantes y produce un set de datos mas pequefios y
manejables para un andlisis de datos mas veloz y facil respecto a enfoques de genoma completo

(Whole Exome Sequencing | Detect exonic variants, s. f.).

4.1 Secuencia ordenada de los anélisis bioinformaticos
El anélisis bioinformatico incluye los siguientes puntos:

1) Control de calidad de los datos: filtracion de las lecturas que contienen secuencias de
los adaptadores o de baja calidad

2) Alineamiento con el genoma humano de referencia, estadisticas de la profundidad y
cobertura de secuenciacion

3) Llamada de SNP/InDel/SV/CNV, anotacion y estadisticas

4) Llamada de SNP/InDdel/SV/CNV somaético anotacion y estadisticas (muestras

emparejadas, p.ej.: tumor-normal)

El siguiente diagrama representa el flujograma de datos de control de calidad y anélisis
bioinformatico que Novogene us6 (Figura 13). Los analisis sométicos se realizaban solo

cuando se proporcionaban las muestras emparejadas tumor normal.
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Figura 13. Flujograma donde se resumen los pasos de los analisis bioinformaticos. Los analisis
de estos datos requieren varios pasos. En primer lugar, se exportaron los datos en formato
FASTA para comprobar la calidad de las secuencias y descartar fragmentos de secuencias muy
cortas con un umbral de corte minimo de 150 bases usando FASTQ.

4.1.1 Datos crudos
Los datos originales de iméagenes crudas, obtenidos a partir de plataformas de secuenciacion de

alto rendimiento (por ejemplo, la plataforma Illumina), se transforman en lecturas secuenciadas
Ilamadas bases. Las lecturas secuenciadas se consideran datos en crudo o lecturas sin procesar,
que se registran en un archivo FASTQ (fg) que contiene informacion sobre la secuencia

(lecturas) y la correspondiente informacion sobre la calidad de la secuenciacion.

Cada lectura en formato FASTQ se almacena en cuatro lineas, como sigue en este ejemplo:
@EAS139:136:FC706VJ:2:2104:15343:197393 1:Y:18: ATCACG
GCTCTTTGCCCTTCTCGTCGAAAATTGTCTCCTCATTCGAAACTTCTCTGT

+ (esta linea empieza con el caracter +y sigue opcionalmente con el identificador de secuencia)
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@@CFFFDEHHHHFIJJJ@FHGHIEHIIIBHHHIJIEGIJIIGHCCF

La linea 1, que comienza con un caracter "@", va seguida de un identificador (ID) de la
secuencia y de una descripcién opcional (como una linea de titulo FASTA). La linea 2 contiene
las lecturas de la secuencia en bruto. La linea 3 comienza con un carécter "+" y va seguida
opcionalmente por el mismo identificador de secuencia (y cualquier descripcion) nuevamente.
La linea 4 codifica los valores de calidad para la secuencia de la linea 2, y contiene el mismo

ndmero de caracteres como bases en la secuencia.

El valor ASCII de cada carécter en la cuarta linea menos 33 es el valor de calidad de la base de
secuenciacion correspondiente en la segunda linea. Si la tasa de error de secuenciacion se
registra mediante "e" y la calidad de la base para la plataforma Illumina se expresa como Qphred,
se obtendria la ecuacion n.° 1 a continuacion:

Ecuacion 1: Qphred = -10log10(e)

4.1.2 Control de calidad de la secuenciacion genémica

Los cuatro genomas secuenciados fueron examinados preliminarmente para verificar la calidad
de secuenciacion. Para ello, se realizo el control de calidad descartando las lecturas de extremos
emparejados; si una de ellas contenia contaminacion del adaptador, si mas de 10 bases eran
inciertas en cualquier lectura o si la proporcion de baja calidad era mayor de 50 en cualquier
lectura. Asi, se determiné cuantas lecturas se secuenciaron y cuantas de ellas eran limpias; si
salieron secuencias no especificas (“N” o con alguna otra ambigiiedad); cuales lecturas tenian
baja calidad; y cudles secuencias eran enlazadas a los adaptadores, que son secuencias no

especificas que causan ruido.

Se usaron parametros estadisticos como el porcentaje de tasa de error y el porcentaje de
contenido en GC. Factores como la plataforma de secuenciacion, reactantes quimicos y calidad
de las muestras afectan a la tasa de errores de secuenciacion y la calidad de las bases. Por cuanto
respecta el porcentaje de contenido en GC, este tipo de evaluacion sirve para controlar el
potencial de la separacién de AT/GC, sesgo de secuenciacidn y errores en la preparacion de

librerias.

Para garantizar el analisis posterior, se requiere que la calidad de la mayoria de las bases sea

superior a Q20, que indica una tasa de error de secuenciacion de 1/100; es decir, la probabilidad
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de que la base llamada sea errada es de 1 cada 100 pb dentro de la lectura secuenciada, asi como
una tasa de secuenciacion correcta del 99%; o sea, la probabilidad de que la base Ilamada sea la
correcta es del 99%. La disminucion de la calidad de las bases a lo largo de las lecturas es

habitual, lo que constituye una circunstancia inherente a la secuenciacion de nueva generacion.

De acuerdo con la caracteristica de secuenciacion de la plataforma Illumina, para los datos de
extremos emparejados, requerimos que el porcentaje medio de Q30 sea superior al 80%, y que

la tasa de error sea inferior al 0,1%.

4.2 Alineamiento de Secuencias con el Genoma Humano de Referencia
Se mapearon las lecturas limpias de extremos emparejados y se alinearon con el genoma humano

de referencia con Burrows-Wheeler Aligner (BWA). Los resultados del mapeo original se
obtuvieron con el formato BAM. Los archivos BAM se ordenaron con SAMtools y las lecturas
duplicadas se marcaron con Picard. Luego, se obtuvieron los archivos BAM finales y después
se calcularon la cobertura y la profundidad de cobertura con base en BAM. Cuando se habla de
cobertura, se refiere al porcentaje de bases del genoma de referencia que se secuencia al menos
una vez en determinada cantidad de veces. En cambio, la profundidad es el nimero promedio
de veces que cada base en el genoma es secuenciada en los fragmentos de ADN (Rubio et al.,
2020).

Para cada uno de los cuatro genomas, fueron calculadas las estadisticas de las regiones
mapeadas, de la profundidad y de la cobertura. La cobertura fue calculada para cuatro veces,

diez veces y veinte veces. En esa misma linea, se calcul6 la profundidad para cada cromosoma.

4.3 Deteccion Preliminar de Mutaciones y Polimorfismos en la Linea Germinal
En esta etapa, se abordd la principal pregunta de esta investigacion: ¢cudles son las variantes y

polimorfismos genéticos posiblemente asociadas a ENT en el panamefio?, especificamente en
los genomas de la poblacion ancestral amerindia Ngobe. Los analisis gendmicos identificaron
maultiples variantes/polimorfismos de genes candidatos posiblemente asociados a ENT. El
reconocimiento de estos genes se realizo mediante el uso de varias estrategias (explicadas mas
adelante) para identificar marcadores moleculares que incluyen SVs, CNVs, INDELSs.
Finalmente, nos enfocamos de manera primordial en los SNPs. A continuacion, explicaremos
una descripcién breve de la deteccidn de cada uno de los marcadores mencionados (Novogene,
2022).
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4.3.1 Variaciones Estructurales (SV)
Los anélisis calcularon el nimero de los distintos tipos de SV, incluyendo duplicaciones,

inversiones, translocaciones, deleciones e inserciones, asi como el tamafio de ganancias y
pérdidas (Novogene, 2022).

4.3.2 Inserciones/Deleciones (InDels)

Los andlisis establecieron multiples InDels candidatos, y si los mismos causaban algin cambio
en el marco de lectura, asi como si hubo ganancia o pérdida de codones de parada, 0
simplemente en qué regiones se dieron los cambios en las caracteristicas generales de los InDels,
en particular: su heterocigosidad o su homocigocidad (ver en el capitulo de resultados)
(Novogene, 2022).

4.3.3 Polimorfismos de Nucledtidos Simples (SNPs)
Los andlisis clasificaron y calcularon el nimero total y de cada tipo de SNPs, entre sindnimas,

con cambio de sentido, con ganancia de codén de parada, con pérdida de coddn de parada y
desconocidas, y determiné en qué regiones estan (ver en el capitulo de resultados) (Novogene,
2022).

4.3.4 Variacion en Numero de Copias (CNV)
Los andlisis calcularon la cantidad total de CNVs, la cantidad que corresponde a ganancia o

pérdida en términos de regiones analizadas o términos de tamafio o en nimero de regiones
analizadas. También determinaron las regiones gendmicas afectadas por los CNVs en cada

muestra (ver en el capitulo de resultados) (Novogene, 2022).

4.4 ldentificacion y Anotacidn de las Variantes Candidatas
Los analisis preliminares resultaron en la identificacion y anotacion de enormes listas en MS

Excel con miles de variantes génicas candidatas posiblemente asociadas a ENT. Para cada
marcador molecular (CNV, INDEL, SV, SNP), se obtuvieron tablas de Excel con miles de
variantes génicas candidatas preliminares que resultan del analisis simultaneo con miles de datos
clinicos donde se han reportado estas variantes asociadas a ENT. Inicialmente no se sabia cual
de los cuatro marcadores resultarian en la identificacion de variantes fusionadas a enfermedades,
por lo que decidimos estudiarlas todas basados en varios criterios (explicados mas adelante) que
nos permitieron identificar unos pocos marcadores candidatos con mayor probabilidad y

enfocarnos en SNPs.
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Luego de la deteccion y anotacion de las variantes genéticas candidatas, se realizaron las
anotaciones de variantes con la herramienta ANNOVA (Wang et al., 2010) en muchos aspectos,
incluyendo cambios en la codificacion de proteinas, regiones genomicas afectadas por las
variantes, frecuencia alélica, prediccion de nocividad, etc. Las variantes genéticas de interés
biomédico fueron identificadas usando GATK HaplotypeCaller para single nucleotide
polymorphysms (SNPs)-polimorfismos de base sencilla e insertions/deletions (INDELS)-
inserciones/deleciones. Las regiones de interés se enfatizaron creando intervalos utilizando
Bedtools y la profundidad de cobertura de secuenciacion de los intervalos fue determinada
utilizando GATK DepthOfCoverage (profundidad de cobertura). Con las enormes tablas
generadas para cada marcador molecular, realizamos los analisis mas exhaustivos de miles de
genes candidatos utilizando estrategias de big data con filtros especiales que refinaron la
identificacion precisa de los genes candidatos implicados en ENT. Esto fue mediante una
blusqueda jerarquica de varias selecciones de genes utilizando diferentes criterios recomendados
por la literatura para el tipo de analisis en varias etapas. En particular, implementamos los
parametros recomendados por las Guias y Estandares de la Asociacion Médica Americana de
Genética y Gendmica Médica para el analisis e interpretacion de variantes moleculares (Li et al.,
2017; Richards et al., 2015) y usando criterios de bases de datos clinicas que recomiendan estas
guias. Primero que todo, filtramos intrones y solo tomamos en cuenta exones, ya que este campo
indica los cambios de amino&cidos como resultado de la variante exdnica. Solo las variantes
exodnicas tienen informacion en este campo, es decir, cuando ‘Func’ (funcion) es ‘exdnica’; este

campo indica regiones transcritas a RNA (Tabla 6).
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Tabla 6. Tabla de Excel con los criterios principales para elegir variantes candidatas
GeneNz' * | Gene n ExomcFunt' ~ | CLNDN ' T

MTHFR  exonic  NM_001330358,NM_00: missense SNV MTHFR:NM_001330358:exon5:c.C788T:p.A263V,I Neoplasm_of_stomach|Gastrointestin drug_response
5DC3 exonic  NM_014654 missense SNV SDC3:NM_014654:exond:c.C86T:p.T3291 Obesity,_association_with association
FAAH exonic  NM_001441 missense SNV FAAH:NM_001441:exon3:c.C385A:p.P129T Polysubstance_abuse,_susceptibility_t risk_factor
IL6R exonic  NM_000565 missense SNV IL6R:NM_000565:exon9:c. A1073C:p.D358A Interleukin_6,_serum_level_of,_quant association
FCGR2A  exonic  NM_001136219,NM_021missense SNV FCGR2A:NM_001136219:exond:c.AS00G:p.H167R Lupus_nephritis,_susceptibility_to|Pse drug_response
EPHX1  exonic  NM_000120,NM_00113¢ missense SNV EPHX1:NM_000120:exon3:¢.T337C:p.Y113H,EPHX EPOXIDE_HYDROLASE_1_POLYMORP! drug_response
GCKR exonic  NM_001486 missense SNV GCKR:NM_001486:exon15:c.T1337C:p.L446P Fasting_plasma_glucose_level_guantii association
SLCI11A1 exonic  NM_000578 missense SNV SLC11A1:NM_000578:exon15:c.G1627A:p.0543N Buruli_ulcer,_susceptibility_to risk_factor
GHRL exonic  NM_001134541,NM_001 missense SNV GHRL:NIM_001134946:exon2:c.A116T:p.Q35L,GHI Obesity risk_factor
XpC exonic  NM_004628 missense SNV XPC:NM_004628:exon16:c.C2815A:p.0539K Xeroderma_pigmentosum |not_specifi drug_response
ADD1 exonic  NM_001119,NM_00128¢ missense SNV ADD1:NM_001119:exon10:c.G1378T:p. GA60W, Al Hypertension, _salt-sensitive_essential drug_response
TLR1 exonic  NM_003263 missense SNV TLRL:NM_003263:exond:c. A743G:p.N2485 Leprosy_5 risk_factor
UGT2B15 exonic  NM_001076 missense SNV UGT2B15:NM_001076:exonl:c.T253G:p.Y850  oxazepam_response_- Other|lorazep drug_response
ADRB2  exonic  NM_000024 missense SNV ADRB2:NM_000024:exonl:c.G46A:p.G16R salbutamol_response_-_Efficacy|salme drug_response
PPARGCIEexonic  NM_001172698,NM_001 missense SNV PPARGC1B:NM_001172698:exond:c.GA30C:p.A16 Qbesity,_variation_in association
OR2)3  exonic  NM_001005216 missense SNV OR2J3:NM_001005216:exon1:c.A337G:p.T113A  C3HEX, _ahility_to_smell Affects

OR2)3  exonic  NM_001005216 missense SNV OR2J3:NM_001005216:exon1:c.G6T7A:p.R2260, C3HEX, _ability_to_smell Affects
PLA2G7  exonic  NM_001168357,NM_00 missense SNV PLA2GT:NM_001168357:exon11:c.T1136C:p.V379 Asthma_and_atopy,_susceptibility_to| risk_factor

En la columna Func (funcibn), se seleccion6 exonic, pues es en los exones donde se encuentran
los cambios de aminoacidos, que estan evidenciados en la columna AAChange. Sucesivamente,
se hizo un filtro en la columna CLNSIG para que resultaran solo las variantes con affects,
Affects_association, association, association_risk factor, drug response, pathogenic,
pathogenic protective y risk factor.

Esta informacion generada en las tablas fue contrastada con otros criterios de las bases de datos

clinicas. Las principales bases de datos usadas fueron las siguientes:

1.

Las bases de datos RefSeq y Gencode (paginas webs en los anexos) se usaron para
encontrar las regiones genomicas afectadas por las variantes y cambios posibles en la
proteina.

Se anotaron las caracteristicas de las regiones gendmicas afectadas por las variantes, como
la banda, ARN pequefio, sitos diana regulatorios de microRNA mamifero conservados,
regiones conservadas de vertebrados, sitios de union de factor de transcripcion,
repeticiones, etc.

La prediccion de la nocividad de mutaciones se realiz6 con los puntajes de SIFT, PolyPhen,
MutationAssessor, LRT y CADD. Se usaron los puntajes de GERP++ para acceder a las
conservaciones de mutaciones.

A fin de encontrar las frecuencias alélicas alternativas en poblaciones que se reportaron,
se usaron bases de datos establecidas, como 1000 Human Genome, Exome Aggregation
Consortoium (EXAC), Genome Aggregation Database (gnomAD) y exome sequencing
Project (ESP).
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5. Se usaron las bases de datos dbSNP, COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In
Cancer), OMIM (Online Mendelian Inheritance In Man), GWAS (Genome Wide
Association Studies) Catalog y HGMD (Human Gene Mutation Database) para encontrar
informacion reportada sobre la variante, como los mayores SNPs en GWAS y asociaciones
a cancer o enfermedad.

6. Se proporciond informacion adicional sobre anotacion funcional o de las vias aplicando
las bases de datos incluyendo Gene Ontology, KEGG, Reactome, Biocarta y PID.

Una descripcién mas detallada sobre la anotacion de las variantes esta en los anexos.

4.5 Seleccion de Variantes Génicas Candidatas Asociadas a ENT
Los criterios descritos arriba fueron analizados en el conjunto de los datos de las diferentes

variantes/polimorfismos, identificados preliminarmente en las tablas de MS Excel para cada uno
de los cuatro marcadores moleculares y mencionados con el objetivo de generar una lista mas
reducida con los genes/variantes de mayor significancia clinica y probabilidad de tener un rol
en ENTSs. Un criterio adicional que utilizamos es que la variante candidata estuviese presente en
al menos 3 de los 4 genomas secuenciados. Esto nos indicaria una posible mayor probabilidad
de que la misma estuviese en alta frecuencia en la poblacion ancestral Ngébe y, por lo tanto, la
misma mostraria una frecuencia relativamente alta en el resto de la poblacion mestiza,
contribuyendo asi de manera mas significativaa ENT.

En primer lugar, para cada tipo de marcador molecular, buscamos sus exones en la columna
Func. En segundo lugar, buscamos los cambios en aminoacidos que causaban en la columna
AAChange, pues consideramos que eso indica que la cantidad o la funcién de la proteina podria
verse afectada. Estos criterios de analisis iniciales nos permitieron determinar que los
marcadores CNV y SV no eran muy informativos en términos de significancia clinica ni en
variantes génicas posiblemente relacionadas a ENT, por lo tanto, decidimos descartarlos de los
siguientes analisis y enfocarnos sélo en INDELs y SNPs.

Para los analisis de INDELs y SNPs filtramos los datos de la columna CLNSIG, que indicaba
la significancia clinica de cada variante. Centramos nuestra atencidn en todas las variantes que
tenian los valores de Affects, Affects_association, association, association_risk factor, drug

response, pathogenic, pathogenic protective y risk factor, que son términos y criterios que se
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usan en las guias para describir variantes identificadas en genes que causan trastornos
mendelianos (Richards et al., 2015).

Revisamos todos los genes que estaban asociados a canceres, diabetes y enfermedades
cardiovasculares en la columna CLNDN. Para cada gen/variante polimdrfica de esas categorias,
nos enfocamos en los datos de las columnas como SIFT, Polyphen2_HDIV, Polyphen2_HVAR,
LRT, MutationTaster, MutationAssessor y FATHMM para identificar cuales y cuantas variantes
funcionales o deletéreas resultaban conectadas a ENT. También investigamos esas variantes
polimorficas en distintas bases de datos y paginas web, que comprendian dbSNP, ClinVar,
OMIM, UniProt y Varsome para verificar si la informacion sobre su patogenicidad estaba
actualizada.

Realizamos una seleccion de 28 genes candidatos entre SNPs e INDELSs (Tabla 16).

Se descartaron los genes/variantes polimorficas que se repetian en al menos de tres de los
genomas secuenciados. Luego, se investigaron los otros genes en distintos articulos cientificos
para ver cuéles estaban mas asociados a enfermedades cronicas y al final se escogieron los genes
mostrados en la Tabla 17.

Los andlisis bioinformaticos realizados, las comparaciones con multiples bases de datos, asi
como pardmetros explicados arriba, resultaron en un listado de variantes/polimorfismos génicos
candidatos que segun estos criterios mostraron mayor probabilidad de ser asociados a diferentes
ENT. Entre estas variantes nos enfocamos en el polimorfismo rs1801133 del gen MTHFR,

enlazados a diferentes tipos de canceres.

4.6 Identificacion del SNP rs1801133 en el gen MTHFR como polimorfismo posiblemente
asociado a canceres en la poblacion panamefia
Los analisis bioinformaticos del exoma en el genoma de cuatro individuos Ngobe descritos

arriba nos condujo a la identificacion de multiples variantes génicas posiblemente asociadas a
ENT. Sin embargo, nos enfocamos en genes asociados a canceres; particularmente en el
polimorfismo rs1801133del gen MTHFR como un candidato relacionado a enfermedades
(canceres) en la poblacion panamefia. Los cuatro genomas analizados mostraron la presencia de
esta variante de manera consistente. Los analisis y revision de diferentes bases de datos
contrastadas indican que este polimorfismo es una categoria de variante previamente reportada
en la literatura con posible rol en riesgo de varios canceres. Por lo tanto, dirigimos nuestros

esfuerzos en determinar la frecuencia de esta variante en la poblacion amerindia panamefia. La
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estrategia bioinformatica para identificar este SNP del gen MTHFR fue GATK (Genome
Analysis Toolkit) para llamar polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) de archivos BAM
(Binary Alignment Map) y usamos ANNOVAR para variantes en conjunto con bases de datos
clinicas descritas arriba. Luego de culminar esta etapa, nuestro siguiente objetivo fue clasificar
la frecuencia alélica de esta variante en una muestra de cincuenta individuos no relacionados de
la ancestral Ngébe. Estudios previos han reportado que una muestra de entre 40 y 50 individuos
de esta poblacion son suficientes para tener un buen estimado de diversidad y frecuencias
geénicas, ya que es una poblacion con baja diversidad genética (Castro et al., 2007). Por esta
razén, el siguiente paso fue optimizar un método de genotipaje del SNP rs1801133 en esta
muestra de la poblacién Ngébe.

5. Genotipaje del Polimorfismo rs1801133 del gen MTHFR en amerindios Ngobe
mediante PCR-secuenciacion Sanger y analisis de restriccion in silico.
Las variantes de algunos pocos genes candidatos fueron verificadas en la literatura para

establecer los métodos de genotipacion mediante PCR o0 secuenciacion de ADN,
particularmente para el polimorfismo rs1801133 de MTHFR. Se ordenaron los primeros y se
realizaron PCR y electroforesis en agarosa en los laboratorios del Departamento de Genética y
Biologia Molecular de la VIP!. Estos productos de PCR fueron enviados para secuenciacion

Sanger y analizados en més detalle posteriormente (ver a continuacion).

5.1 Amplificacion de la Region del Gen MTHFR con el SNP rs1801133
Realizamos amplificacién por PCR y secuenciacion preliminar de varios SNPs de algunos genes

candidatos y obtuvimos resultados significativos en el polimorfismo tipo SNP rs1801133 del
gen MTHFR (metilentetrahidrofolato reductasa). El genotipado del polimorfismo rs1801133 se
realiz6 combinando métodos de analisis moleculares de amplificacion por PCR y secuenciacion
Sanger del producto de PCR junto con métodos de analisis de restriccion in silico mediante
polimorfismos de la longitud de los fragmentos de restriccion (PCR-Secuenciacion-RFLP). Esta
estrategia fue adaptada por nosotros basada en metodos descritos previamente (Khalil et al.,
2021). Para esto, simplificamos una region del exon 5 del gen MTHFR que contiene el sitio del
SNP. La mezcla de reaccion fue realizada en 30 pl que consistieron en 15 pl de master mix
(BlasTag™ 2X PCR MasterMix), 3 ul de cada primer (5uM cada primer), templado de ADN
genomico de 2 pl y 7 pl de agua. Como control negativo, utilizamos una mezcla de reaccion

! Vicerrectorfa de Investigacion y Posgrado de la Universidad de Panaméa
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con todos los componentes, excepto que el DNA templado fue reemplazado con agua. Para
amplificar el fragmento de 198 pb de la region que contiene el SNP, se usaron los primers FW
(5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3’) y RV (5’-AGG ACG GTG CGG TGA
GAG TG-3’). Las condiciones de termociclador fueron las siguientes: 95°C por 10 min
(desnaturalizacidn inicial y activacion de la Hot Start DNA Polimerasa), seguido de 35 ciclos a
94°C por 30 s, 62°C por 30 s yC 72° 30 s y una extension final de 72°C por 10 min. Se usaron
3 UL de los productos de PCR para resolverlos y visualizarlos mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% en tampon TAE 1X y tefiidos con GelRed visualizando la banda del tamafio
esperado de 198 pares de bases, la cual fue verificada que contaba con un estandar de peso
molecular (100 bp PCR ladder).

La electroforesis en gel se realizé a 70 V por 10-15min y luego se subié a 100 V durante 40-
45min. Los resultados fueron fotodocumentados digitalmente en un Gel Doc™ EZ System
(BioRad). Estos productos de PCR fueron procesados y preparados para envio a la empresa
Psomagen en los Estados Unidos para secuenciacion Sanger. Se enviaron un total de 58 muestras

de Ngobe a la compafiia Psomagen para secuenciacion en New York, EE.UU.

6. Procesamiento y andlisis de secuencias para el genotipaje
Una vez que recibimos las secuencias, se les realizé varios analisis para determinar el genotipaje

y otros controles mediante los siguientes pasos:

e Alineamiento de ambas hebras de los primers FW y RV en SEQUENCHER
e Limpieza de secuencias en SEQUENCHER

e Obtencion de secuencias consenso en SEQUENCHER

e Verificacion del tamafio del fragmento en SEQUENCHER

e Verificar la identidad de la secuencia en BLAST

e Analisis de restriccion in silico con en SEQUENCHER o NEBCutter

e Alineamiento de los nucledtidos en MEGA

e Traduccion a proteinas con un predictor de traduccion de ExPasy

e Alineamiento de las proteinas en MEGA

e Verificacion de la posicion de los nucledtidos del SNP

e Verificacion de la posicion de los aminoacidos del SNP
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6.1 Alineamiento de las dos hebras, limpieza, obtencion secuencias consenso y
verificacion tamafio
Los cuatro primeros pasos se realizaron en el programa SEQUENCHER 4.1.4. (Gene Codes

Corporation, Ann Arbor, MI USA). Los primers FW (5'-
TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3') y el RW (5'-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3')
se importaron en el programa y se ensamblaron usando los parametros del programa. Una vez
ensambladas, se observa el tamafio del fragmento. La limpieza consisti6 en revisar los
cromatogramas y segun esto, corregir las bases ambiguas de la secuencia consensus, incluso
eliminando bases que se encontraran al extremo de la secuencia de ser necesario. Al mismo
tiempo, se buscaba la posicion del SNP. Al final, se export6 la secuencia consensus para cada
muestra en formato FASTA. Para los homocigotos se generd una sola secuencia consensus,
mientras que, para los heterocigotos, se generaron y exportaban dos secuencias consensus: una
por cada alelo, lo cual se verificaba mediante la presencia de picos dobles en los cromatogramas

en la posicién del SNP.

6.1.1 Busqueda de secuencias de referencia nucleotidicas y proteinicas
La identidad molecular de todas las secuencias fue verificada con los datos de secuencias

depositadas en Genbank (NCBI-NIH) utilizando un Blastn (Basic Local Alignment Search
Tools), escogiendo una base de datos gendémicos y transcritos humanos para identificar
homologias con secuencias de referencia. Una vez encontradas estas secuencias nucleotidicas,
las mismas fueron examinadas en ExPasy para obtener la prediccion de su secuencia de
aminoéacidos en la proteina. Las secuencias nucleotidicas y de proteinas exportadas se alinearon

con secuencias de referencia dentro de la base de datos del NCBI-GenBank.

6.2 Analisis de restriccion in silico
Realizamos el andlisis de restriccion para verificar la posicion del SNP, ya que en esta posicion

ocurre un sitio de restriccion de manera especifica. El andlisis de restriccion se ejecutd en la
plataforma NEBCutter en silico o en programa SEQUENCHER. La enzima de restriccion para
este analisis se escogio con base en el articulo de (Khalil et al., 2021), que describe el uso de la
enzima Hinfl para hacer digestion del fragmento amplificado de 198 pb para el genotipaje del
polimorfismo C677T de MTHFR. Esta enzima corta los productos de PCR de los homocigotos
mutantes en fragmentos de 175 pb y 23 pb. Los homocigotos de tipo silvestre no tienen el sitio
de restriccion para la enzima y, por lo tanto, presentan una sola banda de 198 pb. En los
heterocigotos se produjo un patrén de tres bandas; 198 pb, 175 pb y 23 pb. Estas predicciones
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por analisis de restriccion in silico junto con la posicion del SNP en los cromatogramas
permitieron identificar el genotipo de cada muestra. En la plataforma se sometian las secuencias
exportadas, asi como la secuencia de referencia nucleotidica para observar el sitio de restriccion

y el tamafio de los fragmentos que cortaba la enzima.

6.3 Alineamiento en de nucle6tidos en MEGA, traduccion a proteinas y alineamiento en
MEGA
Las secuencias nucleotidicas exportadas se alinearon con las secuencias de referencia

nucleotidicas en dos archivos distintos de MEGA. Sucesivamente, se tradujo cada secuencia con
ExPasy y se introdujeron las traducciones en Blastp para verificar su identidad molecular a nivel
de proteina que coincidiera 0 no con la secuencia de referencia proteinica para esa region del
gen MTHFR. Luego de confirmar que eran iguales a las secuencias de referencia, se alinearon

las secuencias traducidas a proteinas con las secuencias proteinicas.

6.4 Verificacion de la posicion del nucleétido (SNP) y del aminoéacido
La verificacion de la posicion del nucleétido y del aminoécido se hizo buscando la posicion de

rs1801133 dentro de los gréaficos de las secuencias de referencias nucleotidicas y proteinicas en
NCBI. En esa misma linea, se investigé en Ensembl si la posicién era la variante dentro del
transcrito o dentro de la region CDS. Una vez encontradas las posiciones, se buscaban dentro
de los alineamientos de MEGA para ver si los SNPs y los aminoacidos mutados se alineaban en

las posiciones que resultaban en las secuencias de referencia del GenBank y Ensembl.

7. Andlisis de la estructura poblacional
Ya verificado el genotipo de cada muestra, se realizé un andlisis de la estructura poblacional a

las 55 muestras mediante el programa PopGene. Se prepararon los datos para someterlos en el
programa sustituyendo el alelo silvestre por Ay el alelo mutante por B, de modo que el genotipo
heterocigoto resultaba como AB y el genotipo mutante como BB. Luego, se importé el archivo
y se seleccionaron las barras Codominant Data y Diploid Data para hacer el analisis, en el cual

se calcularon las frecuencias alélicas de ambos alelos.
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CAPITULO IV: RESULTADOS
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1. Cuantificacion y Verificacion de Calidad de ADN genomico
Se cuantificaron 31 muestras mediante Nanodrop, de las cuales presentamos algunas muestras

representativas en la Tabla 7. Todas las muestras de ADN mostraron una concentracion mayor
de 100 ng/uL, el cual era considerado el minimo. La mayoria tuvo un valor entre 1.8 y 2.0 para
la razén de 260/280 y un valor minimo de 1.8 para la razén 260/230 (Tabla 7), lo cual estaba

de acuerdo con los estandares de calidad requeridos por la compafiia de secuenciacion genomica.

Tabla 7. Concentracion de muestras de DNA determinadas mediante NanoDrop

Codigo ng/uL 260/280 260/230
1 | P12 4205 1.81 1.91
2 | 7322 199.7 1.82 1.27
3 P23 1008.7 1.80 2.06
4 | P2 342.1 1.83 0.92
5 | P6 2428 1.83 0.74
6 | 736D 160.6 1.80 2.01
7 | 852 143.3 1.81 1.78
8 | P13/2 990.6 1.82 1.96
9 | P10/2 519.4 1.82 1.58
10 | P6/2 899.4 1.79 1.91
11 | P72 356.7 1.82 1.97
12 | P8 421.9 1.84 1.01
13 | P3 189.6 1.80 1.02
14 | P52 511.8 1.82 1.24
15 | P42 457.9 1.82 2.13
16 | P12/3 649.0 1.84 1.43
17 | POR2 524.7 1.81 1.96
18 | P9/3 995.2 1.84 2.18
19 | P8/3 133.3 1.77 0.93
20 | P7/3 721.9 1.68 1.55
21 | P5/3 384.1 1.75 1.17
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22 | P3/3 167.3 1.77 1.35
23 | PS5 511.3 1.83 1.22
24 | 729/2 322.2 1.82 1.15
25 | P2/2 402.0 1.81 1.40
26 | P12/2 266.5 1.83 1.47
27 | P3/2 360.4 1.81 1.28
28 | P7 370.7 1.84 1.69
29 | P8/2 688.4 1.84 1.94
30 P1 52.4 1.62 3.48
31 | 714/2 259.6 1.81 1.34

Las muestras de mejor concentracion, determinada por NanoDrop, se escogieron para analizar
la calidad de las mismas mediante electroforesis en agarosa. Esta técnica nos permitid verificar
si habia o no algo de degradacion con DNA de bajo peso molecular o manchas de smear. Los
andlisis demostraron que la mayoria de las muestras tenian DNA de alto peso molecular con

muy poca o ninguna sefial de degradacién (Figura 14).

1 2 3 4 5 6 I/} 8 9 10 11 12
P11/2 732/2 P2/3 P2 P6 736D 852 P13/2 P10/2 P6/2 P7/2

b!‘HwQ ? R et e A

Welbyuaet yiyp

Figura 14. Electroforesis de DNA genomico en gel de agarosa. De izquierda a derecha: P11/2,
73212, P2/3, P2, P6, 736D, 852, P13/2 (carriles 8 y 9), P10/2, P6/2 y P7/2.
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2. Sexado de las muestras mediante PCR
El sexado de las muestras se realizd mediante identificacion molecular del cromosoma Y por

PCR amplificando un fragmento de 170 pb de las repeticiones alfoides de dicho cromosoma
(Witt & Erickson, 1989; Wolfe et al., 1985). Un gen nuclear (PPARY2), del cual se tenian
cebadores en el laboratorio, fue utilizado como control. Los resultados se muestran en la Figura
15 y en la Tabla 8, donde se evidencia de forma representativa la amplificacion exitosa de
ambos genes y la determinacion del sexo de cada muestra respectivamente.

IS 6" 7 8" 9 10 11 -12

Escalera P11/2 732/2 P2/3 P2 P6 736D 852 P13/2 P10/2 P6/2 C-

=

1S 20835 8d v 5, 6 7 -8 39010 Sl

Escalera P11/2 732/2 P2/3 P2 P6 736D 852 P13/2 P10/2 P6/2 C-
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Figura 15. Electroforesis en gel de agarosa de PCR con gen nuclear control (arriba) y el
fragmento del cromosoma Y (abajo). Arriba: gen control PPARY2. De izquierda a derecha:
P11/2,732/2,P2/3, P2, P6, 736D, 852, P13/2, P10/2, P6/2 y Master Mix control negativo. Como
se esperaba, todas las muestras son positivas excepto el Master Mix control-. Abajo: cromosoma
Y. De izquierda a derecha: P11/2, 732/2, P2/3, P2, P6, 736D, 852, P13/2, P10/2, P6/2 y Master
Mix control -. Las muestras P11/2, P2/3, P/2, 852, P13/2 y P10/2 resultaron ser todas positivas
para muestras de varones; mientras que las muestras 732/2, P6, 736D y P6/2 resultaron ser
femeninas.

Como se ejemplifica en la Tabla 8, el gen control se amplifica en todas las muestras y que se
detectd el cromosoma Y en seis muestras, que representan los varones, mientras que las otras
cuatro son mujeres.

Tabla 8. Electroforesis de agarosa 1% del PCR1 control y de cromosoma Y.

Arriba: amplificacion del gen control PPARy2

Muestra/Carril Cadigo Amplificacion

1 Ladder N.A.

2 P11/2 +

3 732/2 +

4 P2/3 +

5 P2 +

6 P6 +

7 736D +

8 852 +

9 P13/2 +

10 P10/2 +

11 P6/2 +

12 Master Mix control - -
Abajo: amplificacion del cromosoma Y y sexado

Muestra/Carril Cadigo Sexado
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1 Ladder PCR Sexo

2 P11/2 + Varon
3 732/2 - Fémina
4 P2/3 + Varén
5 P2 + Varén
6 P6 - Fémina
7 736D - Fémina
8 852 + Varén
9 P13/2 + Varén
10 P10/2 + Varén
11 P6/2 - Fémina
12 Master Mix control - -

3. Analisis bioinformatico de secuencias genémicas

3.1 Control de calidad
En primer lugar, se analiz6 la calidad de las secuencias gendémicas. Se clasificaron las lecturas

reads sin procesar, “crudas” (Figura 16), descartando las lecturas de extremos emparejados si
una de ellas contenia contaminaciéon del adaptador o si mas de 10 bases eran inciertas en
cualquier lectura o si la proporcion de baja calidad era mayor de 50 en cualquier lectura
(Novogene, 2022). Asi, se determind que en todas las muestras un porcentaje mayor de 99.80%
de lecturas que se secuenciaron eran limpias, ninguna era no especifica (N) ni baja calidad; y

menos del 0.20% estaba asociada a los adaptadores.
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Clasificacion de las lecturas crudas
(P11_2_CKDN220000518-1A_H7VGKDSX3_L1)

. Lecturas limpias (274981195, 99.82%)
Contienen N (9512, 0.00%)

~ Bajacalidad (983, 0.00%)

[ Relativas al adaptador (497721, 0.18%)

Clasificacion de las lecturas crudas
(P11_2_CKDN220000518-1A_HGC2VDSX3_L2)

" Lecturas limpias (32631343, 99.81%)
Contienen N (567. 0.00%)

~ Bajacalidad (0.0.00%)
[ Relativas al adaptador (62362, 0.19%)
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Clasificacion de las lecturas crudas
(P14_2_CKDN220000523-1A_H7VNKDSX3_L4)

. Lecturas limpias (434267627, 99.85%)
Contienen N (7792, 0.00%)

_ Bajacaidad (0. 0.00%)

. Relativas al adaptador (664030, 0.15%)

Clasificacion de las lecturas crudas
(P713_CKDN220000526-1A_HGC2VDSX3_L2)

. Lecturas limpias (29780048, 99.81%)
Contienen N (517, 0.00%)

. Baacalidad (0.000%)

I Relativas al adaptador (56151.0.19%)
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Clasificacion de las lecturas crudas
(P713_CKDN220000526-1A_H7VGKDSX3_L2)

I Lecturaslimpias (274309617, 99.82%)
Contienen N (8301, 0.00%)

" Bajacalidad (163, 0.00%)
| Relativas al adaptador (489618, 0.18%)

Clasificacion de las lecturas crudas
(P715_CKDN220000527-1A_H7VGKDSX3_L1)

[ Lecturas limpias (281082251, 99.829%)
Contienen N (9592. 0.00%)

. Bajacalidad (992.0.00%)

[ Retativas al adaptador (506014, 0.18%)
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Clasificacion de las lecturas crudas
(P715_CKDN220000527-1A_HGC2VDSX3_L2)

. Lecturas limpias (16539378, 99.81%)
Contienen N (307, 0.00%)

~ Bajacalidad (0. 0.00%)

I Relativas al adaptador (31463, 0.19%)

Clasificacion de las lecturas crudas
(P715_CKDN220000527-1A_HHM3TDSX3_L3)

| Lecturas limpias (2423874, 99.83%)
Contienen N (107, 0.00%)

~ Bajacalidad (1, 0.00%)

| Relativas al adaptador (3956, 0.16%)

Figura 16. Clasificacion sobre Calidad de datos crudos. El cddigo de colores indica para violeta
es el porcentaje de secuencias limpias (clean reads); amarillo indica el porcentaje de secuencias
no especificas “N”; El anaranjado indica porcentaje de secuencias de baja calidad y el verde
indica secuencias relacionadas con los adaptadores de las librerias.
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Las gréficas ilustran que los datos de los cuatro genomas secuencias (P11 2, P14 2, P713y
P715) son de alta calidad, ya que, el porcentaje de error es cerca de 0.03%. En particular, la
mitad de los genomas (P11_2 HGC2VDSX3_L2,P713 HGC2VDSX3_L2, HHM3TDSX3_L3
y P715 HGC2VDSX3_L2) poseen menos del 0.03% en el error general y la otra mitad tiene un
error poco mas alto de 0.03%. En todos los genomas el porcentaje de secuencias no especificas

0 de baja calidad es menor de 0.00%.

Error rate distribution along reads
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Error rate distribution along reads
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Error rate distribution along reads
(P713_CKDM220000526-1A_ H7VGKDSX3_L2)
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Error rate distribution along reads
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Error rate distribution along reads
(P715_CKDN220000527-1A_HHM3TDSX3_L3)
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Figura 17. Distribucién de la tasa de error de secuenciacion. Distribucion de la tasa de error de
secuenciacion se aplico para detectar si hay bases anormales con alta tasa de error en las lecturas
de los genomas secuenciados P11 2, P14 2, P713 y P715. El eje de X representa la posicion en
lecturas, de acuerdo con el tamafio en longitud de la lectura de los fragmentos (reads) y el eje
de y. Latasa de error media de todas las bases de todas las lecturas en una posicion. Se observa
que el porcentaje de error aumenta en las secuencias a medida que se acercan al extremo mas
largo de hasta 300 bases. Aungue el porcentaje de error es aceptable, ya que es muy bajo (menos
de 0.03% ¢ 0.04%), este efecto en el porcentaje de error es compensado alin mas con la alta
profundidad y cobertura de cada posicion secuenciada.
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Bases content along reads
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Bases content along reads
(P713_CKDN220000526-1A_H7VGKDSX3_L2)
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Figura 18. Distribucion del porcentaje o contenido de guanina citosina (GC).El contenido en GC se
ha determinado para los genomas secuenciados P11 2, P14 2, P713y P715. El eje X representa
la posicion en lecturas; el eje vy, el porcentaje de cada tipo de bases (A, T, G y C), que son
indicadas a través de distintos colores. En las graficas se observa el porcentaje de GC, que esta
alrededor del 40%, asi como el porcentaje de AT, que esta alrededor del 60% en todos los
genomas secuenciados.

La Figura 19 se muestra la distribucién de la calidad de la secuenciacion en los cuatro genomas.
El puntaje de calidad se mantiene en un rango entre 30 y 40 y como se espera es mas elevado al

inicio de la secuencia, para luego declinar hasta el final.
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Quality score distribution along reads
(P715_CKDN220000527-1A_HHM3TDSX3_L3)
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Figura 19. Distribucion de calidad de secuenciacion. La distribucion de calidad de
secuenciacion se ha determinado para los genomas P11 2, P14 2, P713 y P715. El eje X
representa la posicion en lecturas. El eje y representa la puntuacion media de la calidad de las
bases de todas las lecturas en una posicion.

3.1.1 Estadisticas de calidad de secuenciacion
La Tabla 9 prueba el resumen de la calidad de produccion de datos. Los cuatro genomas

mostraron un porcentaje efectivo de méas del 99% y un porcentaje de error del 0.03%, valores
de 93% para arriba para Q20, valores mas elevados de 91% para Q30 y un porcentaje de

alrededor de 40-41% para el contenido GC.
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Tabla 9. Resefia de la calidad de produccion de datos

Nombre de la

muestra NovolD Celda de flujo/carril Lecturas crudas Datos crudos (G) Efectivo (%) Error(%) Q20(%) Q30(%) GC(%)
P14 2 CKDNZ220000523-1A H7VNKDSX3_L4 434939449 1305 99,85 003 9739 929 40,36
P11 2 CKDN220000518-1A H7VGKDSX3_ L1 275489411 92,5 99,82 003 96,63 91,3 405
P11 2 CKDN220000518-1A HGC2VDSX3_L2 32694272 99,81 003 9785 9382 4051

P715 CKDN220000527-1A H7VGKDSX3_L1 281598849 90,2 99,82 0,03 96,67 915 41,85
P715 CKDN220000527-1A HGC2VDSX3_L2 16571148 99,81 0,03 979 9941 4234

P715 CKDN220000527-1A HHM3TDSX3_L3 2427938 99,83 003 97,73 938 4222

P713 CKDN220000526-1A H7VGKDSX3_L2 274807699 91,4 99,82 003 9701 9221 415
P713 CKDNZ220000526-1A HGC2VDSX3_L2 29836716 99,81 003 9784 9389 417
Leyenda:

1) Nombre de la Muestra: cddigo identificativo de la muestra
2) NovolD: codigo identificativo novo para la muestra.
3) Celda de flujo/carril: el codigo identificativo de la celda de flujo y el nimero del carril.

4) Lecturas crudas: EI nimero de pares de lecturas de secuenciacion; cuatro lineas serian
consideradas como una unidad de acuerdo con el formato de FASTQ.

5) Datos crudos: Los datos originales de secuenciacion en Giga bases (G).
6) Efectivo: El porcentaje de lecturas limpias en todas las lecturas crudas.

7) Error: La tasa de error promedio de todas las bases en la lectura 1 y la lectura 2; la tasa de
error de una base se obtiene de la ecuacion 1.

8) Q20: El porcentaje de bases con niveles de calidad de la escala Phred mayores de 20.
9) Q30: El porcentaje de bases con niveles de calidad de la escala Phred mayores de 30.
10) Contenido GC: El porcentaje de G y C en todas las bases.

3.2 Alineamiento de secuencias
En la tabla 10, se observan las estadisticas de las regiones mapeadas, de la cobertura y de la

profundidad de los cuatro genomas secuenciados. La tabla muestra que las regiones mapeadas
se han secuenciado exitosamente en mas del 99% del mapeo. ElI parametro de regiones
mapeadas apropiadamente muestra tendencialmente un porcentaje ligeramente mayor al 98%.
Los extremos emparejados mapeados resultaron todos alrededor del 88.80% y los extremos
unicos mapeados resultaron entre 0.13 y 0.16% incluyendo estos ultimos. La profundidad de
cada region fue bastante alta con un promedio de 34 veces. La cobertura también fue alta,
practicamente mas del 98% en todos los genomas secuenciados. La cobertura de, al menos 4

veces, fue alrededor del 98%; la de al menos 10 veces, méas del 97%; y la de al menos 20 veces,
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del 86% para arriba, demostrando una calidad muy buena de los datos obtenidos.

Tabla 10. Estadistica de mapeo, cobertura y profundidad en cada muestra

Muestra P14 2 P11 2 P713 P715

Total 868535254 (100%) 615225076 (100%) 608179330 (100%) 600091006 (100%)
Duplicado 202830273 (23.38%) 132671192 (21.59%) 99492618 (16.38%) 147596227 (24.63%)
Mapeadas 867379707 (99.87%) 614387945 (99.86%) 607406561 (99.87%) 599239005 (99.86%)
Mapeadas apropiadamente 852675676 (98.17%) 606687640 (98.61%) 598622640 (98.43%) 590931178 (98.47%)
Extremos emparejadosa mapeados 866826184 (99.80%) 613946614 (99.79%) 606996900 (99.81%) 598761800 (99.78%)
Extremos (nicos mapeados 1107046 (0.13%) 882662 (0.14%) 819322 (0.13%) 954410 (0.16%)

Con pareja mapeada a un diferente cromosoma 9975908 (1.15%) 4748488 (0.77%) 5768464 (0.95%) 5129310 (0.85%)

Con pareja mapaeada a un diferente cromosoma

5667202 (0.65%) 2298553 (0.37%) 3077426 (051%) 2530333 (0.42%)

(map Q>=5)
Profundidad de secuenciacion promedio 433 30,88 30,51 30,04
Cobertura 98,96% 99,64% 98,93% 98,90%
Cobertura de al menos 4X 98,68% 99,25% 98,58% 98,54%
Cobertura de al menos 10X 98,26% 97,82% 97,94% 97,77%
Cobertura de al menos 20X 96,97% 87,23% 90,27% 86,72%
Leyenda:
1) Nombre de la muestra: Codigo identificativo de la muestra.
2) Total: EI nimero total de lecturas limpias. Los indices abajo estan calculados con base
en las lecturas limpias.
3) Duplicado: EI nimero de lecturas duplicadas (porcentaje: lecturas duplicadas/lecturas
limpias).
4) Mapeadas: el nimero de lecturas que fueron contrastadas con el genoma de referencia
(porcentaje).
5) Mapeadas apropiadamente: el nimero de lecturas que contrastan con el genoma de
referencia y dentro del tamario del inserto esperado (porcentaje).
6) Extremos emparejados mapeados: EI nimero de lecturas con extremos emparejados que
fueron contrastadas con el genoma de referencia (porcentaje).
7) Extremos unicos mapeados: EI numero de lecturas con extremos Unicos que fueron
contrastadas con el genoma de referencia (porcentaje).
8) Con pareja mapeada a un cromosoma diferente: el nimero de lecturas con lecturas
emparejadas mapeadas a cromosomas diferentes (porcentaje).
9) Con pareja mapeada a un cromosoma diferente (map Q>=5): El nimero de lecturas con

lecturas emparejadas mapeadas a cromosomas diferentes y al MAQ >5. Cobertura de
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secuenciacion promedio: la cobertura de secuenciacion promedio en el genoma completo.

10) Profundidad de secuenciacion promedio: la profundidad de secuenciacion promedio en

el genoma completo.
11) Cobertura: cobertura en todo el genoma.

12) Cobertura de al menos 4X: la cobertura en todo el genoma donde se consideran solo bases
con profundidad >4X.

13) Cobertura de al menos 10X: la cobertura en todo el genoma donde se consideran solo

bases con profundidad >10X.

14) Cobertura de al menos 20X: la cobertura en todo el genoma donde se consideran solo
bases con profundidad >20X.

La Tabla 11 muestra el porcentaje de cobertura de cada cromosoma en cada genoma, con un
promedio de 0,990 para arriba en todos, a excepcion del cromosoma Y, que mientras tiene una
cobertura de 0,998 en el genoma P11_2, tiene una cobertura menor que 0,1 en los genomas
restantes. Se mostrd anteriormente en los resultados del sexado que P11_2 era un varon, por lo
que el valor de su cobertura se da porque se logro cubrir el cromosoma Y. Esto significa también
que el valor de los otros genomas indica que ellos pertenecen a mujeres.
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Tabla 11. Cobertura de cada cromosoma por cada genoma secuenciado
chr P11 2P14 2 P713 P715
chrl 0997 0998 0,997 0,997
chr2 0997 0998 0,997 0,997
chr3 0998 0,999 0,999 0,998
chr4 0997 0,998 0,998 0,997
chr5 0998 0,999 0,998 0,998
chré 0999 0,999 0,998 0,999
chr7 0998 0,997 0,996 0,996
chr8 0997 0999 0,999 0,998
chr9 0996 0,997 0,996 0,996

chrl0 0,992 0,99 0,992 0,992
chrll 0,995 0,997 0,996 0,996

chrl2 0,998 0,997 0,998 0,997
chrl3 0,998 0,998 0,998 0,998
chrl4 0,998 0,999 0,998 0,998
chrl5 0,994 0,998 0,995 0,993
chrlé 0,998 0,999 0,998 0,998
chrlv 0,993 0,986 0,987 0,988
chrl8 0,986 0,996 0,995 0,996
chrl® 0,999 0,999 0,999 0,999
chr20 0,995 0,995 0,994 0,995
chr2z2l 0,996 0,997 0,996 0,996
chr22 0,997 0,996 0,995 0,995
chrXx 0996 0,998 0,997 0,998
chry 0998 0,091 0,088 0,081

Las lineas indican los cromosomas, mientras que las columnas sefialan los genomas.

3.3 Deteccion de variantes polimdrficas en la linea germinal

3.3.1 Deteccion de SV (Structural variants)

En la Tabla 12 se muestran las estadisticas del marcador de variantes estructurales (SV). La
variante estructural mas numerosa identificada fue la delecion (DEL), mientras que la menos
numerosa fue la insercion.

Tabla 12. Resultados de los SV identificados en cada genoma.
Nombre de la muestra DUP INV BND DEL INS

P11 2 944 554 854 3356 69
P14 2 1429 807 1506 4335 96
P713 1168 615 1057 3651 80
P715 1044 576 936 3444 65
Leyenda:
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1) Nombre de la muestra: c6digo identificativo de la muestra.

2) DUP: (Duplicacién en tandem) El ntimero de duplicaciones en tandem.
3) INV: (Inversion) El ntimero de inversiones.

4) INS: (Inserci6n) El nimero de inserciones.

5) DEL: (Delecién) El nimero de deleciones.

6) BND: (Translocacién) El nimero de translocaciones.

Se estimd el nimero total de cada tipo de SV, resultando ser los que predominaron las
deleciones, seguidas por las duplicaciones y luego las translocaciones. Las inversiones y las
duplicaciones fueron las menos numerosas (Figura 20).
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Figura 20. Namero de diferentes tipos de SV en cada muestra. El eje X representa las muestras
y el eje Y representa el nimero de cada tipo SV dentro de P14 2, P713, P715y P11 2.

3.3.2 Deteccion de InDels (Insertions/Deletions)
En la Tabla 13, se muestra el nimero de InDels en distintas regiones gendmicas, asi como el

cambio que ocasionaron. Se detectaron InDels que causaron una alteracion en el marco de
lectura. Otros causaron ganancia o pérdida de codones de parada. Aln mas, otros, que se dieron
en algunas regiones desconocidas o regiones que pertenecian a los UTR del RNA mensajero,
que son regiones que no se traducen (3’UTR y 5’UTR) y otras regiones no codificantes de

proteinas que son exonicas (ncCRNA-exonic).
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Tabla 13. InDels identificados en los genomas secuenciados.

Nombre de la muestra P11 2 P14 2 P713 P715
CDS 614 677 663 656
Deleccion que desplaza el marco de lectura 142 153 147 157
Insercion que desplaza el marco de lectura 91 111 111 109
Deleccién que no desplaza el marco de lectura 203 219 199 201
Insercion que no desplaza el marco de lectura 155 169 175 169
Ganancia del codon de parada 10 11 14 11
Pérdida del coddn de parada 1 2 0 2
Desconocido 22 20 25 17
intrénico 275900 317511 282697 273918
UTR3 6352 7275 6541 6389
UTR5 905 1056 986 971
Corte y empalme 47 49 46 49
ARNnNC exdnico 1794 1995 1847 1829
ARNNC intronico 45821 51990 46249 44965
ARNNC de corte y empalme 13 14 12 14
Aguas arriba 5127 5893 5478 5399
Aguas abajo 5778 6672 5862 5843
Intergénico 409664 465361 417243 406560
Total 752229 858740 767863 746836
Leyenda:

1) Nombre de la muestra: cédigo identificativo de la muestra.
2) CDS: El numero de InDels de la region codificante.
Delecion que desplaza el marco de lectura: una deleccion de uno o mas nucleétidos que causan

cambios en el marco de lectura en las secuencias codificantes de proteinas.

Insercion que desplaza el marco de lectura: una inserciéon de uno o més nucledtidos que causan
cambios en el marco de lectura en las secuencias codificantes de proteinas.

Delecion que no desplaza el marco de lectura: una delecién que no causa cambios por
desplazamiento del marco de lectura.

Insercion que no desplaza el marco de lectura: una insercién que no causa cambios por
desplazamiento del marco de lectura.

Ganancia del codon de parada: una insercion o una delecion que conduce a la creacion de un
codon de parada en el sitio de la variante.

Pérdida del codon de parada: una inserciéon o una delecion que conduce a la eliminacién de un
codon de parada en el sitio de la variante.

Desconocido: funcién desconocida (debida a varios errores en la definicion de la estructura del
gen en el archivo de la base de datos).
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3) Intronico: El nimero de InDels en la region intronica.

4) UTR3: el numero de InDels en la region 3°UTR.

5) UTRS: el nimero de InDels en la region 5’UTR.

6) Corte y empalme: ElI nimero de InDels dentro de 2-pb de un sitio de unién de corte y
empalme.

7) ARNNc exonico: el nimero de InDels en la region exonica de los ARNSs no codificantes.

8) ARNNc intronico: ElI namero de InDels en la region intronica de ARNs no codificante

9) ARNNCc de corte y empalme: EI nimero de InDels dentro de 2-pb de la union de corte y
empalme de ARNs no codificantes.

10) Aguas arriba: El nimero de InDels dentro de 1 kb del sitio de inicio de la transcripcion.

11) Aguas abajo: ElI nimero de InDels dentro de 1 kb del sitio de terminacion de la
transcripcion.

12) Intergénico: El nimero de InDels en la region intergenica.

13) Total: El nimero total de InDels.

En términos generales, el analisis nos da la informacion sobre las caracteristicas de los InDels,

como su heterocigosidad o su homocigocidad (Tabla 14).

Tabla 14. Caracteristica de los InDels identificados en los genomas.

Nombre de la muestre P11_2 P14 2 P713 P715

Total 752229 858740 767863 746836
Het 379297 517137 387292 370914
Hom 372932 341603 380571 375922
Porcentaje de dbSNP 665964 (88.53%) 749723 (87.31%) 677351 (88.21%) 660107 (88.39%)
novel 86265 109017 90512 86729
Leyenda:

1) Nombre de la muestra: codigo identificativo de la muestra.
2) Total: el nimero total de InDels.

3) Het: el nimero de heterocigotos.

4) Hom: el nUmero de homocigotos.

5) Porcentaje de doSNP: EI nimero de InDels que han sido reportados en la base de datos
de dbSNP divididos entre el nimero total de InDels.
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6) Novedoso: ElI numero de InDels que no han sido reportados en la base de datos de
dbSNP.

En el Figura 21, se ve la misma informacion del Tabla 13 de los Indels, pero manifiesta en
manera mas general si hay cambio en el marco de lectura, ganancia o pérdida de codones de
parada o si su funcién es desconocida.
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Figura 21. Clasificacion de los InDels encontrados en los cuatro genomas. Numero de
diferentes tipos de InDels en regiones codificantes de P11_2, P14 2, P713y P715.
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Tabla 15. SNPs identificados en los genomas

Nombre de la muestra P11 2 P14 2 P713 P715
CDS 22524 24297 22192 22395
SNP sin6nimo 11442 12253 11195 11271
SNP con cambio de sentido 10716 11620 10627 10771
Ganancia del codon de parada 96 112 106 95
Pérdida del codon de parada 10 12 11 12
Desconocido 271 315 265 257
Intrénico 1191674 1300685 1198239 1183876
UTR3 24936 27177 25148 24895
UTR5 5690 6179 5735 5832
Corte y empalme 84 90 91 82
ARNNC exdnico 13142 14183 13158 13047
ARNNC intrénico 208872 225666 207288 205610
ARNnNC de corte y empalme 72 77 71 67
aguas arriba 21913 23724 21929 21932
aguas abajo 23101 25002 23081 23028
Intergénico 1997479 2158378 2006088 1991547
Total 3510451 3806520 3524031 3493351
Leyenda:

1) Nombre de la muestra: codigo identificativo de la muestra.
2) CDS: el numero de los SNP en la regién codificante.

SNP sinénimo: un cambio en un solo nucle6tido que no causa un cambio en los aminoacidos

SNP con cambio de sentido: un cambio en un solo nucleétido que causa un cambio en
los aminoacidos

Ganancia del codon de parada: un SNP no sindbnimo que conduce a la creacion del
coddn de parada en el sitio de la variante

Pérdida del coddn de parada: un SNP no sinénimo que conduce a la eliminacién del
cododn de parada en el sitio de la variante

Desconocido: funcion desconocida (debida a varios errores en la definicion de la
estructura del gen en el archivo de la base de datos).

3) Intronico: EI nimero de SNPs en la region intronica.
4) UTRS3: el nimero de los SNPs en la region de 3’UTR.
5) UTR 5: el nimero de los SNPs en la region de 5’UTR.
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6) Corte y empalme: ElI nimero de SNPs dentro de 2 pb de un sitio de unién de corte y
empalme.

7) ARNNnNc exoénico: el nimero de los SNPs en la region exonica de los ARNs no
codificantes.

8) ARNNc intronico: ElI namero de SNPs en la region intrénica de ARNSs no codificantes.

9) ARNNCc de corte y empalme: El nimero de SNPs dentro de 2-pb de la unién de corte y
empalme de ARNs no codificantes.

10) Aguas arriba: EI nimero de SNPs distante 1 kb del sitio de inicio de la transcripcion.

11) Aguas abajo: El numero de SNPs distante 1 kb del sitio de terminacion de la
transcripcion.

12) Intergénico: El nimero de SNPs en la region intergénica.
13) Total: EI nimero total de SNPs.

En la Tabla 16 el total de SNP encontrado en cada genoma, cuantos son heterocigoticos,
homocigdticos, si hay transiciones, transversiones y una ratio (razon/proporcion) de

transiciones/transversiones.

Tabla 16. Caracteristicas de los SNPs.

Nombre de la muestra P11 2 P14 2 P713 P715

Total 3510451 3806520 3524031 3493351
Het 1693698 2210294 1695538 1664789
Hom 1816753 1596226 1828493 1828562
Transicion 2345485 2542387 2353632 2333850
Transversion 1164966 1264133 1170399 1159501
ts/tv 2,01 2,01 2,01 2,01
Porcentaje de dbSNP 3411527 (97.18%) 3707424 (97.40%) 3426531 (97.23%) 3398112 (97.27%)
novel 98924 99096 97500 95239
novel ts 53790 53511 52809 51546
novel tv 45134 45585 44691 43693
novel ts/tv 1,19 1,17 1,18 1,18
Leyenda:

1) Nombre de la muestra: codigo identificativo de la muestra.
2) Total: el nimero total de los SNPs.
3) Het: el nimero de los heterocigotos.

4) Hom: el nimero de los homocigotos.

96



5) Transicion (ts): el nimero de transiciones.
6) Transversion (tv): el nimero de transversiones.
7) Ts/tv: el numero de transiciones dividido por el nimero de transversiones.

8) Porcentaje de doSNP: EI numero de SNPs que han sido reportados en la base de datos
del dbSNP dividido entre el nimero total de SNPs.

9) Novedoso: EI nimero de SNPs no reportado en la base de datos del dbSNP.

10) ts novedosas: EI nimero de transiciones de SNPs que no han sido reportados en la base
de datos del dbSNP.

11) tv novedosas: El nimero de transversiones de SNPs que no han sido reportados en la
base de datos del dbSNP.

12) ts /tv novedosas: ts novedosas dividido entre tv novedosas.

La Figura 22 muestra los conteos de SNPs para cada genoma, en todas sus variantes. Como se
observa, los SNPs que evidencian un cambio de sentido constituyen poco mas de la mitad, los
sindnimos, practicamente la otra mitad, los desconocidos, las ganancias y pérdidas de codones

de terminacién son minorias.
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Figura 22. Clasificacion de los SNPs encontrados en los cuatro genomas. Numero de diferentes
tipos de SNPs en los genomas P11-2, P14 2, P713y P715.
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3.3.4 Deteccion de CNV (Copy Number Varation)
La Tabla 17 muestra la cantidad total de los marcadores “CNV” que representa variaciones en

namero de copias que se identificaron en cada genoma. Los CNVs corresponden a ganancia de
copias en términos de las regiones analizadas, ganancia en tamafios, 0 ganancia o perdida en
término de tamafios 0 en nimero de regiones analizadas. El conteo de ganancias resulta ser en
general mayor que el de las pérdidas y que el tamafio de ganancia también es mayor que el de
la pérdida.

Tabla 17. Resultado de la deteccién de CNV

Nombre de la muestra Conteo de ganancias Tamafio de ganancias Conteo de pérdidas Tamafio de pérdidas Conteo total Tamafio total

P11 2 149 6039000 97 1579000 246 7618000
P14 2 244 6664000 146 1606000 390 8270000
P713 206 2670000 154 2210000 360 4880000
P715 192 3886000 134 1399000 326 5285000
Leyenda:

1) Nombre de la muestra: codigo identificativo de la muestra.
2) Conteo de ganancias: el numero de ganancias.

3) Tamafio de ganancia: el tamafio total de las ganancias.

4) Conteo de pérdidas: el namero de pérdidas.

5) Tamafio de pérdidas: el tamafio total de las pérdidas.

6) Conteo total: el nimero total de los CNV.

7) Tamafio total: el tamafio total de los CNV.

La Figura 23 muestra el tamafio de regiones gendmicas afectadas por los CNV en cada genoma,
tanto en término de ganancias como en término de pérdidas de ADN. Resulta que, en general,

las primeras son mayores que las segundas, lo cual nos indica diferencias en los genomas.
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Figura 23. El tamafio de regiones gendmicas afectadas por los CNV en cada genoma. El eje X
representa el nombre de las muestras y el eje Y representa el tamarfio total de las regiones
gendmicas afectadas por ganancias y pérdidas (Mb).

Los resultados de deteccion de CNV se visualiza también en las graficas de “Circos” (Figura
24). Hay una gréfica de Circos para cada genoma, donde se observa en la leyenda del anillo méas
externo los 23 cromosomas numerados en orden alrededor de los anillos del Circos desde el
cromosoma 1 hasta los cromosomas sexuales. En el segundo anillo, se ve en azul la cobertura
que se logroé en todos los cromosomas de cada genoma especifico. Como el cromosoma 1 es
metacentrico, la regién donde no hubo cobertura corresponde con gran probabilidad al
centromero, caracterizado por una elevada cantidad de ADN repetitivo, el cual es mas dificil de
secuenciar. Es una region mayormente no codificante y, por lo tanto, menos relevante en
términos de presencia de genes. Lo mismo se repite en los cromosomas 5, 9, 16 y 19, en los que
la region en blanco representa una region de menor cobertura que corresponde al centromero,
solo que como los cromosomas 5 y 9 son submetacéntricos. Esta region no se encuentra en el
centro. También las regiones con huecos pequefios de los cromosomas 21 y 22 son muy
probablemente centromeros o algunas regiones del telémero, el cual también es una region
mayormente de DNA repetitivo. En el genoma P11 2, se dio una cobertura bastante alta del
cromosoma Y, mientras que en los otros tres la cobertura fue mas baja porque es conocido que

este cromosoma presenta gran cantidad de DNA repetitivo, dificil de secuenciar. Sin embargo,
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la muy baja cobertura en dos de las muestras secuenciadas confirma que las mismas

corresponden a mujeres.
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Figura 24. CNVs representados en grafica de “Circos”. La figura consta de siete anillos
contados desde el exterior hacia el interior. A continuacion, se define el significado de cada
anillo:

1) El primer anillo, es decir, el circulo concéntrico més externo, es la informacion sobre el
cromosoma.

2) EIl segundo anillo representa a manera de histograma la cobertura de lectura. Un
histograma es la cobertura promedio de una region de 0.5 Mpb.

3) El tercer anillo representa a manera de grafico de dispersion la densidad de InDel. Un
punto negro es calculado como un nimero de InDel en un rango de 1 Mpb.

4) El cuarto anillo representa a manera de grafico de dispersién la densidad de SNP. Un

punto verde es calculado como un nimero de SNP en un rango de 1 Mpb.
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5)

6)

7)

El quinto anillo representa a manera de histograma la proporcién de SNP homocigético
(anaranjado) y del SNP heterocigotico (gris). Un histograma es calculado de una regién
de 1 Mpb.

El sexto anillo representa la inferencia de CNV. Rojo significa ganancia y verde significa
pérdida.

El séptimo anillo, o sea, el méas central, representa la inferencia de SV en regiones
exonicas y en las de corte y empalme. Si SV se llama usando breakdancer o crest,
entonces CTX (anaranjado), INS (verde), DEL (gris), ITX (rosado) e INV (azul). Si SV
se llama usando delly, entonces TRA (anaranjado), INS (verde), DEL (gris), DUP
(rosado) e INV (azul).

105



4. Seleccion de variantes génicas candidatas

Se realizaron varios analisis para la busqueda e identificacion de variantes/polimorfismos génicos candidatos. Inicialmente, se
seleccionaron 28 incluyendo SNPs e INDELs. Una variante del gen EOMES (Eomesodermina)fue encontrada entre los datos de los
INDELs; NUDT15 fue encontrada entre los datos de ambos; y el resto de los genes fueron entre los datos de los SNPs.

Tabla 18. Variantes/polimosfirmos génicos candidatos seleccionados preliminarmente (SNPs e InDels).

SNP
Cromosoma [SNP-ID SNP-Referencia SNP-Mutado Gen Significancia Clinica (ENT)
chrl A G DPYD Deficiencia de dihidropirimidina dehidrogenasa
chrl rs1801133 |C T MTHFR Neoplasma estomacal, tumor del estroma gastrointestinal, deficiencia de MTHFR
chrl G A SDC3 Obesidad
chrl T C EPHX1 Polimorfismo epéxido hidrolasa
chrl C T LRP8 Infarto del miocardio 1
chr2 C A TTN no especificado
chr2 A C TTN Distrofia muscular Limb-girdle tipo 2, cardiomiopatia dilatada 1G
chr2 T C TTN no especificado
chr3 G T GHRL Sindrome metabdlico, Edad del inicio de la obesidad
chr3 T A GHRL Obesidad
chr4 G T ADD1 Hipertension
chr5 G A FGFR4 Progresion del cancer y motilidad de las células tumorales
chr5 A G MTRR Sindrome de Down, defectos del tubo neural, tumor del estroma gastrointestinal
chré A G SOD2 Complicaciones microvasculares de diabetes
chré C A LTA Infarto del miocardio
chr7 C A PPP1R3A |Resistencia a la insulina
chr7 A G PRSS1 Pancreatitis hereditaria
chr8 G A EPHX2 Hipercolesterolemia familiar
chr8 C T SLC30A8 |Diabetes mellitus tipo 2
chr9 C A AQP7 Defectivo en la secrecion de glicerol durante el ejercicio
chrio T C STOX1 Preclampsia/eclampsia 4
chril A G GSTP1 Neoplasma colorrectal
chrl2 G A OAS1 Diabetes mellitus tipo 1
chrl3 C T NUDT15 [Metabolismo pobre de las tiopurinas
chrl3 C T IRS2 Diabetes tipo 11
chrl6 A G ILAR Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, Atopia
chrl6 G A NQO1 Cancer de pulmén, Leucemia post quimioterapia
chrl7 C G TP53 Sindrome Li-Fraumeni, canceres hereditarios
chrl7 T C AKAP10 |Defecto de conduccién cardiaca
chrX C T DMD Distrofia muscular de Duchenne, Cardiomiopatia dilatada
INDEL
Cromosoma |INDEL-ID |[INDEL Referencia [INDEL Mutado |Gen Significancia Clinica (ENT)
chr3 G GCGGCGC EOMES No especificado
chrl3 A AGGAGTC NUDT15 [Pobre metabolismo de tiopurinas

Esta tabla resume la informacién sobre las variantes génicas candidatas identificadas incluyendo SNPs e INDELs en cuanto al
cromosoma en
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donde estan localizadas, el ID del SNP, el alelo silvestre, el alelo mutante, el gen y las enfermedades a las cuales estan asociadas para
los primeros; el cromosoma donde estan localizadas, el ID del INDEL, el alelo silvestre, el alelo mutante, el gen y las enfermedades a
las cuales estan asociadas para los segundos.

Tabla 19. Variantes génicas candidatas finales con su informacion (sélo SNPs)

Cromosoma |[SNP-ID  |SNP-Referenci{SNP-Mutado|Gen Significancia Clinica (ENT)
chrl rs1801133|C T MTHFR |Neoplasma estomacal, tumor del estroma gastrointestinal, deficiencia de MTHFR
chrl G A SDC3 Obesidad

chrl T C EPHX1 |Polimorfismo epdxido hidrolasa

chr3 G T GHRL Sindrome metabolico, Edad del inicio de la obesidad
chr3 T A GHRL Obesidad

chrb G A FGFR4  |Progresion del cancer y motilidad de las células tumorales
chr6 A G SOD2 Complicaciones microvasculares de diabetes

chr7 C A PPP1R3A |Resistencia a la insulina

chr8 C T SLC30AS8 |Diabetes mellitus tipo 2

chrl2 G A OAS1 Diabetes mellitus tipo 1

chrl3 C T IRS2 Diabetes tipo I

chrl6 A G IL4R Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, Atopia

chrl6 G A NQO1  |Cancer de pulmon, Leucemia post quimioterapia

chrl?7 C G TP53 Sindrome Li-Fraumeni, canceres hereditarios

Esta tabla resume la informacion sobre las variantes génicas candidatas en cuanto al cromosoma en donde estan localizadas, el ID del
SNP, el alelo silvestre, el alelo mutante, el gen y las enfermedades (ENT) a las cuales estan vinculadas. En la primera fila se muestra el
SNP del gen MTHFR, el cual fue seleccionado para estudios mas amplios de genotipado en la poblacion Ngobe.
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5. Amplificaciones del gen MTHFR
5.1 Primera amplificacion del gen MTHFR (optimizacion 1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Escalera 729 732/2 P11/2 849 P14/2 715 722/2728/2 E63 E64 E62

S

Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa de la primera PCR de optimizacion del gen MTHFR
en la region con la variante SNP rs1801133. De izquierda a derecha: 729, 732/2, P11/2, 849,
P14/2, 715, 722/2, 728/2, E63, E64 y E62. Como se esperaba, la banda observada corresponde
a unas 198pb.

5.2 Segunda amplificacion del gen MTHFR (optimizacion 2)
1 4320 R s g6 T RO e T
Escalera 713 P6/2 723/2 718/2 731 846 P13/2 719/2 845 7312

1 2 3 4 5) 6 7l 8 9
Escalera 840 847 706/3 714 7112 851 844 7092 727/2
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Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa de un segundo grupo de muestras analizadas por
PCR del gen MTHFR variante rs1801133. Arriba de izquierda a derecha: 713, P6/2, 723/2,
718/2,731, 846, P13/2, 719/2, 845, 731/2 y 730. Debajo de izquierda a derecha: 840, 847, 706/3,
714,711/2, 851, 844, 709/2 y 727/2.

5.3 Tercera amplificacion del gen MTHFR (optimizacion final)
SR AR S SRR ey e SRR D U S 1 0 i B S L

Escalera P10/2 720/2 P14/3 733/2 702/2 721/2 842 720/3 P2/3 P2 736D P6 725/2 713/2

Figura 27.Electroforesis en gel de agarosa de un tercer grupo de muestras analizadas por PCR
del gen MTHFR variante rs1801133. De izquierda a derecha: P10/2, 720/2, P14/3, 733/2, 702/2,
721/2, 842, 720/3, P2/3, P2, 736D, P6, 725/2 y 713/2.

1 % 3 - 3 6 il 8 )

7342 TW2 7152 T17/2 705/2 730/2 726/2 724/2 Escalera

Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa de un tercer grupo de muestras analizadas por PCR
del gen MTHFR variante rs1801133. De izquierda a derecha: 734/2, 712/2, 715/2, 717/2, 705/2,
730/2, 726/2 y 724/2. Este grupo de muestras se corrié en otra gel, por eso se muestran aparte
del grupo de la Figura 27.

6. Analisis de secuencias para el genotipaje

6.1 Alineamiento de hebras, limpieza, obtencién de secuencias consenso y verificacion
tamaiio
La confirmacion del genotipo del polimorfismo en la posicion del SNP rs1801133 se pudo

verificar mediante visualizacion y andlisis de las secuencias en el programa Sequencher. En los
heterocigotos, aparecié como un doble pico que representaba la base silvestre y la base mutada,

la Cy la T, mientras que en los homocigotos silvestres 0 mutantes se presenté como un Unico
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pico  correspondiente a la  base respectiva C o T (Figura 29).
‘B
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Figura 29. Imagenes representativas con la posicion del SNP en Sequencher. Iméagenes
representativas confirmando el genotipo de la posicion del SNP en el programa Sequencher
evidenciado en dos de las 55 muestras. Arriba, heterocigoto C/T, se observa picos dobles en la
posicion del SNP (flecha). Abajo, homocigoto T/T, se observa un solo pico en la posicion del
SNP (flecha). No se han observado homocigotos C/C, por lo que no se presentan imagenes de

€S0s.

El alineamiento de las hebras generadas con cada cebador (forward-FW y reverse-RV) permitio

verificar la certeza molecular de cada posicion de cada base y proseguir con la limpieza de las

secuencias. De esta manera, se eliminaron los segmentos cortos de los extremos con errores 0

secuencias no especificas y se corrigieron bases con ambigtiedades. Luego de la limpieza, se

obtuvieron las secuencias consenso de cada muestra. Para los homocigotos, se obtuvo s6lo una

secuencia consenso porgue tenian un solo pico correspondiente al alelo que era igual en ambas

hebras FW y RV. Para los heterocigotos, se obtuvieron dos (2) secuencias consenso, una para

cada alelo, correspondiente a cada pico doble en la posicidén del SNP, es decir, una secuencia
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consenso para el alelo de tipo silvestre y la otra, para el alelo mutante. Estos anélisis también
permitieron descartar las secuencias de las muestras B2_3 (B2_3MT), B836 (B836MT) y B850
(B850MT) porque fueron de mala calidad con cromatogramas que mostraban demasiados picos
ambiguos y superpuestos a lo largo de la secuencia, por lo que el analisis se continud con las

otras 55 muestras de excelente calidad.

6.2 Confirmacion de la identidad molecular de las secuencias de ADN y proteinas en
BLAST
La identidad molecular de las secuencias consenso obtenidas fue confirmada mediante analisis

de BLAST con la base de datos NCBI-GenBank. Para efectos de comparacién de los
alineamientos de las secuencias obtenidas, también incluimos en los analisis secuencias de
referencia de ADN y proteinas del Genbank correspondiente a la region de interés con el SNP.
En esta base de datos, se confirmd que todas las secuencias obtenidas corresponden al gen
MTHFR y las secuencias nucleotidicas con mayor porcentaje de similitud de al menos 99.30%
(Percentage of identity) y un E-value de le-64 fueron NM_001330358.2 (Homo sapiens
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant 1, mRNA) y NM_005957.5,
(Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant 2, mRNA).
No se tomd en cuenta las secuencias identificadas como PREDICTED, porque no eran
secuencias de referencia del genoma humano. Luego, se busco la secuencia de proteina
utilizando el protein ID que aparecia en la descripcidon. La variante del transcripto 1 de MTHFR
codifica para la proteina NP_001317287.1 (methylenetetrahydrofolate reductase (NADPH)
isoform 1 ([Homo sapiens]), que es la isoforma mas larga; mientras que la variante del
transcripto 2 de MTHFR codifica para la proteina NP_005948.3 (methylenetetrahydrofolate
reductase (NADPH) isoform 2 ([Homo sapiens]), que es la isoforma mas corta (Figura 30). En
ambas variantes, se presenta un cambio de C>T en el exén 5, asi como un cambio
correspondiente de alanina a valina, pero este resulta en diferentes posiciones: para la variante
del transcripto 1, es un cambio de C>T en la posicion 788 del CDS y de A por V en la posicién
263; para la variante del transcripto 2, se da un cambio de C>T en la posicion 665 del CDS y de
A a V en la posicion 222 (ClinVar, 2023). Los pasos siguientes del andlisis del genotipaje

ayudaron a verificar con cudl de las dos variantes de los transcritos se identifican las secuencias.
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Max | Total Query E Per

Description Scientific Name
vp = Score Score Cover value ldent
- -

A‘:Cv'-e” Accession

4

4

4
I

Transcripts

PREDICTED: Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant X10, m... Homo sapiens 252 282 T1% le-64 99.30% 6798 XM_005263463.5
PREDICTED: Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant X9, mR... Homo sapiens 252 252 1% 1e-64 99.30% 6865 XM_047421181.1
PREDICTED: Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant X8,_mR...Homo sapiens 252 252 T1% 1e64 9930% 6865 XM_047421180.1
PREDICTED: Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant X7, mR... Homo sapiens 252 262 1% 1e-64 99.30% 6836 XM_047421179.1
PREDICTED: Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant X6, mR... Homo sapiens 252 252 T1% 1e-64 9930% 6924 XM_017001328 3
PREDICTED: Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant X5, mR... Homo sapiens 252 252 T1% 1e-64  99.30% 7556 XM_047421178.1
PREDICTED: Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant X4, mR... Homo sapiens 252 282 T1% le64 99.30% 7015 XM_005263462.5
PREDICTED: Hoemo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR], transcript variant X3, mR... Homo sapiens 252 252 1% le-64 9930% 6889 XM_047421174.1
PREDICTED: Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant X2, mR...Homo sapiens 252 252 T1% 1e64 99.30% 6892 XM_011541496.4
PREDICTED: Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant X1, mR... Homo sapiens 252 262 1% 1e-64 99.30% 7071 XM_011541495 4
Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant 1, mRNA Homo sapiens 252 252 % 1e-64 99.30% 7074 NM_001330358 2
Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant 2, mRNA Homo sapiens 262 252 T1% 1e-64 99.30% 7018 NM_005957.5

Genomic sequences

Homo sapiens chromosome 1, GRCh38.p14 Primary Assembly Homo sapiens 357 357 100% 3e-96 0950% 248956422 NC_000001.11

Figura 30. Identificaciobn molecular de secuencias mediante analisis de BLAST en NCBI-
GenBank. Las secuencias de referencia nucleotidicas en GenBank. Tanto la NM_001330358.2
como la NM_005957.5 tienen el mismo porcentaje de identidad, pero la primera es méas larga y
la segunda, mas corta y codifican, respectivamente para la isoforma mas larga y la mas corta.

6.3 Andlisis de restriccion in silico
Para los analisis de restriccion las secuencias, se sometieron al sitio de NEBCutter usando la

enzima de restriccion Hinfl, que no digirid las secuencias de tipo silvestre, pero realiz6 un corte

en la posicién 23 en las secuencias mutantes (Figura 31).

HinfI's cuts
B6T

Save as text file

Cut position ) . . '
(blunt - 5' ext. - 3' ext) =~  Site with flanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT,C GATTTCATCA

HinfI's cuts
B112

Save as text file

Cut position . - '
# (blunt - 5' ext. - 3 ext)| > Site with flanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT,C GATTTCATCA

Figura 31. Sitio de corte de restriccion de HinFl. Sitio de corte de restriccion de HinFl en dos
muestras representativas de los 55 productos de PCR secuenciados para genotipaje.
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6.4 Prediccion a proteinas y alineamiento de secuencias nucleotidicas y de aminoéacidos
Las secuencias nucleotidicas se alinearon en MEGA con la secuencia de referencia de la variante
de transcripcion 2 en un file de MEGA (Figura 32).

M11: Alignment Explorer
Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

(=B EMEwe|r Ll «OXBxa/l+& an a‘e a

DNA Sequences  Translated Protein Sequences

SpeciesiAbbry oo o] a]ae]a[e] o] a[s]a|s]a|e]a]e]a|s]a[e]s]s|¥e|e o] 2] 2ol 2 o[ a0 ] 2ol 2] o] a]o] ]+ [e]a] ]| s|a]s|«[e]]e]e 1
1. NM_005957.5 Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) tf C { . C

2.8852C
3.B852T
48851
5.8849
6.8847.
7.B846
8.BB45C
9.BB4ST

10. Ba44

11. B843b
12.B342

13. B340
14.B736D C
15.B736D T
16.8734.2C
17.8734 2T
18.8733.2
19.B732_2
20.8731.2
21.8731
2 87302
23,8730

2587282
26.B727.2C
27.8727.2T

<
Sites @vith  Owlogaps

Figura 32. Alineamiento de las secuencias de ADN. Alineamiento de las secuencias de ADN
de las muestras con la secuencia de referencia nucleotidica metilentetrahidrofolato reductasa
variante 2 del Genbank (arriba, primera secuencia). Se evidencia la posicion del SNP sefialado
con la flecha.

La posicion del SNP dentro del alineamiento coincidié con aquella de la base de datos para la
variante 2 (Figura 33).
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Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR), transcript variant 2, mRNA

NCBI Reference Sequence: NM_005957.5
GenBank FASTA

—

] oo @ pk 1,500 2K |2,500 3K 2,500 g K 14,500 EK 5,500 BK 500 7.0

Link To This View | Feedback

@j:ﬁ MM_005957.5 ~ | Find: i <:“:> a, @, 4T 25 = A Tools » #Tracksv ¥ Download ~ 2P .
[ rs1801133 | |7ea

=0 rs1801133
Position: 735

@ Rename...
I %% Modify Position/Range/Color
AT Zoom To Sequence At Marker

@ Marker Details
Reveal in Graphic View
2,}&', Reveal in Sequence View
& LockfUnlock Marker i
T eatures i & ®
W o track data found in this range © Remove Marker ©
Cite iations, dbSNP b155 v2 i -
GRAG/E rs1@57519362 I BE6/GE rs TCATCATCA/TCATCA
rs4E435651 E GA rs20R1RE2EE M A/G/C
rs1201133 C/T/E
|74 |75 |78 |77e
NM_005957.5: 736..773 (38 nt) " ¥ Tracks shown: 5/22

Figura 33. Posicion del SNP dentro la variante 2 en GenBank. En Ensembl, se indica que 755
es la posicion del SNP dentro del transcrito ENST00000376590.9, que segun RefSegMatch
corresponde al transcrito NM_005957.5, y coincide con la posicién 655, que es la del CDS
(region codificante), que a su vez corresponde a la posicion 222 del aminoacido (Ensembl, s. f.-
b, s. f.-a).

Las secuencias obtenidas de las 55 muestras se procesaron para el analisis, con el objetivo de
obtener la prediccion de la secuencia de proteinas y asi identificar la posicion del cambio de
aminoacidos utilizando la herramienta de ExPasy. La herramienta ExPasy muestra seis (6)
posibles marcos de lectura, de los cuales se escogieron los que mostraban una secuencia de
aminoéacidos coherente sin cortes ni codones sin sentido, por ejemplo: codones de parada. La
Figura 34 muestra uno de los seis marcos de lectura que resultd ser la secuencia correcta, lo
cual fue confirmado mediante BLAST protein (Blastp) donde se observo que las secuencias
coincidian con la secuencia de referencia proteinica humana para methylenetetrahydrofolate
reductase isoform 2 (NP_005948.3), cuyo SNP representa un cambio en la posicion 222 de
alanina a la valina, y se encontro tal coincidencia (Figura 35). Luego, se confirmd la posicion
del aminoacido correspondiente al SNP, donde se observa alanina para las secuencias con el
alelo silvestre y una valina para aquellas con el alelo mutante en la misma posicién. Todos los
aminoéacidos estan dentro del ORF, pero el programa solamente resalta donde aparece la primera

metionina, ya que por defecto asume que ese es el codon de inicio.
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~3'%" Frame 1
ttgaaggagaaggtgtctgcgggagccgatttcatcatcacgcagcttttctttgagget
L E E E V 8 A4 G (:) p I I T Q0 L F F E A
gacacattcttccgctttgtgaaggcatgcaccgacatgggecatcacttgecocccategte
oD T ¥ F R F VvV E A ¢ T bDiMm 6 I T & P I ¥
cccgggatctttecccatccaggtgaggggcccaggagagecccataagctcccteoccaccec
p ¢ I F P I 0 ¥V R &6 P G E P I 8 8§58 L H P
actctcaccgcaccgtecc
T L T A P 8

L

~3'6" Frame 1
ttgaaggagaaggtgtctgecgggagtecgatttcatcatcacgecagecttttectttgagget
L K E K V 8 A G p ¢ I I T & L F F E &
gacacattcttccgctttgtgaaggcatgcaccgacatgggeocatcacttgecccatogte

I T ¢ P I VWV

s L R ¢ L Vv E L S5 K

Figura 34. Prediccion del marco de lectura de las secuencias traducidas a proteina. (Arriba) se
observa el amino&cido silvestre alanina (A), resaltado con un circulo rojo. (Abajo),se observa el
aminoacido mutante valina (V), resaltado con un circulo rojo.

Sequences producing significant alignments Download Select columns ¥ Show 2]
select all 1 sequences selected GenPept Graphics Distance tree of results MSA Viewer
Max  Total Query E Per.  Acc.

Description Scientific Name )
'P - Score Score Cover value ldent Len  Accession

- - - - - v

methylenetetrahydrofolate reductase (NADPH) isoform 2 [Homo sapiens] Homao sapiens 103 103 71%  4e-28 100.00% 656 NP_0059483

Figura 35. Analisis en Blastp de las secuencias de proteinas obtenidas confirmé la identidad
molecular de las mismas.

Las 55 secuencias de proteinas obtenidas fueron alineadas junto con una secuencia de referencia
del genoma humano en GenBank (NP_005948.3) methylenetetrahydrofolate reductase isoform

2 [Homo sapiens] correspondiente a la region secuenciada del gen MTHFR (Figura 36).
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m M11: Alignment Explorer (methylenetetrahydrofolate reductase isoform 2 [Homo sapiens].fasta)

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help
=R EwEwre rl «0DXExQ+FHar @232
Protein Sequences

F N a2 . o e e e I I e B I e B e I e B e

1. NP 005948.3 methylenetetrahydrofolate reductase isoform 2 Homo : L KIE K ABIAIDF | | LFFEA FFRFVKAC M
2.B10C LK ABlADIF 1 LFFEA FFRFVKAC "
3.B10T LKEK VS ABVBIF I 1 LFFEADTFFRFVKACTEDM
4.B11_2 LKEK VS ABVBIF 1 1 LFFEADTFFRFVKACTDM
5.B13_2 LKEK ABIVIDF 1 1 LFFEA FFRFVKAC M
6.B14_2C LK ABlAIBIF 11 LFFEA FFRFVKAC ]
7.B14_2T LK ABIVIBIF 11 LFFEA FFRFVKAC M
8.B14_3C LK ABIAID F |1 LFFEA FFRFVKAC M
9.B14_3T LK ABIVIBIF 11 LFFEA FFRFVKAC M
10.B2 LK ABIVIDF 11 LFFEA FFRFVKAC M
11.B6C LKEKVSABADIF 1 1 LFFEA FFRFVKAC M
12.86 T LKEK ABIVBF 11 LFFEA FFRFVKAC M
13.B6.2C LKE ABlAIBIF 11 LFFEA FFRFVKAC "
14.86_2T LKEK ABIVIBF 11 LFFEA FFRFVKAC "
15. B702_2 LKEK ABIVIDF 11 LFFEA FFR FvﬁAc ]
16.B703_2C LKEKVSAGaBlF 11 LFFEA FFRFVKAC M
17.8703_2T LK ABVIBIF 11 LFFEA FFRFVKAC M
18. B705_2 LKE! ABIVIBIF 1 1 LFFEA FFRFVKAC M
19. B705_3 LK ABIVIBIF 11 LFFEA FFRFVKAC M
20.B706_3C LKEK ABIABIF 1 1 LFFEA FFRFVKAC M
21.B706_3T LK ABIVIDF 11 LFFEBA FFRFVKAC ]
22.B709_2C LK ABlABIF 11 LFFEA FFRFVKAC M
23.B709_2T LKEK ABIVIDIF 11 LFFEA FFRFVKAC M
24 B711_2 LKE! ABIVBF 11 LFFEA FFRFVKAC M
25.B712_2 LK ABIVIDIF 11 LFFEA FFRFVKAC "
26.B713 LKEK AGIVIDF 11 LFFEA FFRFVKAC "
27.B714 LKEKVSABVIDF I 1 LFFEA FFRFVKAC M
28.B715 LKEKVSABVDIF 1 1 LFFEA FFRFVKAC M
29.B715_2 LK ABIVIDIF 1 1 LFFEA FFRFVKAC M
30. B716 C LK ABIAIDIF 1 1 LFFEA FFRFVKAC M
31.B716T LK AGIVIDIF 11 LFFEA FFRFVKAC M
<

Site # IZZZ = I @with O w/o gaps

Figura 36. Alineamiento de las secuencias proteinicas. Alineamiento de las secuencias
traducidas a proteinas con la secuencia de referencia proteinica metilentetrahidrofolato
reductasa isoforma 2 (arriba, primera secuencia). Se observa (Flecha) el polimorfismo en la
posicion del aminoacido mutante (V, valina) y silvestre (A, alanina).

6.5 Verificacion de la posicion del nucleétido (SNP) y del aminoéacido
La posicion del SNP fue confirmada en la posicion 755 del transcrito ENST00000376590.9

segun Ensembl y el Graphics de la variante de transcripcion 2 (NM_005957.5), que a su vez
coincide con la 665 en el dbSNP, 0 667 como citado en la literatura. Ademas, la posicion del
aminoacido coincide con aquellas encontradas en el Graphics de la isoforma 2, en el dbSNP y

en la literatura (Figura 37).
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methylenetetrahydrofolate reductase isoform 2 [Homo sapiens]
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NP_005948.3: 203..240 (38 aa)

Figura 37. Posicion del SNP dentro la isoforma 2 en GenBank

6.6 Genotipo de cada secuencia.

La secuenciacion y andlisis de las 55 muestras permitié determinar

individuo, los cuales se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Genotipo de todas las secuencias

Genotipaje de las secuencias

Muestra/Cdédigo Genotipo
B6_2MT CT
B719 _2MT CT
B845MT CT
B706_3MT CT
B709_2MT CT
B727_2MT CT
B10_2MT CT
B14 3MT CT
B736DMT CT
B6MT CT
B734_2MT CT
B717 2MT CT
B717/MT CT
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B703_2MT cT
B852MT cT
B716MT CT
B14_2MT CT
B715MT TT
B722_2MT TT
B728_2MT TT
B713MT TT
B723_2MT TT
B718_2MT TT
B731MT TT
B846MT TT
B13_2MT TT
B731_2MT TT
B730MT TT
B84OMT TT
B847MT TT
B714MT TT
B711_2MT TT
B851IMT TT
B844MT TT
B720_2MT TT
B733_2MT TT
B702_2MT TT
B721_2MT TT
B842MT TT
B720_3MT TT
B2MT TT
B725_2MT TT
B713_2MT TT
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B712_2MT TT
B715_2MT TT
B705_2MT TT
B730_2MT TT
B726_2MT TT
B724 2MT TT
B705_3MT TT
B843bMT TT
B729MT TT
B732_2MT TT
B11 2MT TT
B84OMT TT

7. Parametros de genética poblacional de los genotipos
El andlisis de genética poblacional con el programa PopGene permitio cuantificar la frecuencia

alélica y genotipica de las muestras. EI formato para los andlisis con este programa requiere que
cada alelo reciba un codigo con letras, para lo cual escogimos A para el silvestre y B para el
mutante. Los resultados demostraron una frecuencia alélica de 0.15 (15%) para el alelo de tipo
silvestre [Citosina (C)/Alanina (A)] y de 0.85 (85%) para el alelo mutante [Timina (T)/Valina
(V)] (Tabla 21 y Figura 38). ElI nimero de genotipos observados fue de 0 individuos
homocigotos silvestres, 17 individuos heterocigotos y 38 individuos homocigotos mutantes
(Tabla 22), para los cuales las frecuencias genotipicas fueron respectivamente de 0%, 31% y
69% (Figura 39).
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Tabla 21. Frecuencias alélicas de C (A) y T (B)

Allele Frequency of population 1

Allele \ Locus MTHFER

allele & 0.1245
Allele B 0.8455
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Frecuencias alélicas

aC mT

Figura 38. Frecuencias alélicas. Frecuencias alélicas de los alelos C (silvestre, azul) y T
(mutante, anaranjado) para el polimorfismo SNP rs1801133.

Tabla 22. Numero de genotipos CC (A, A), CT (B,A)y TT (B, B)
T T e T T e T T e T T T e e T

Genoctypes Cbs. (0)

(A, &) 0
(B, R} 17
(8, B) 38
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Frecuencias genotipicas
0%

anCC m(CT mTT

Figura 39. Frecuencias genotipicas. Frecuencias genotipicas para los genotipos identificados
CT (heterocigotos, marron) y TT (homocigotos mutantes, anaranjado) en las muestras para el
polimorfismo rs1801133. No se observaron homocigotos CC (silvestre).

Las frecuencias alélicas y genotipicas fueron contrastadas con estos mismos parametros

poblacionales en otras etnias y otros paises a fin de realizar una comparacion general.

En primer lugar, en un estudio sobre los grupos afroamericanos, caucésicos e hispanicos
(Graydon et al., 2019), se encontr6 que el porcentaje de 677T (mutante) es mas elevado en los
hispanicos (42%), méas bajo en los afroamericanos (16%) e intermedio en los caucasicos (32%),
(Tabla 23).

Tabla 23. Frecuencias de alelos de afroamericanos, caucasicos e hispanicos en EE. UU.

Distribucion de los alelos de MTHFR para el locus 677 por etnia (%)
C T
Afroamericanos 84 16
Caucaésicos 68 32
Hispanicos 58 42

Adaptado de Graydon et al. (2019).

Adicionalmente, se determind que la distribucion de la frecuencia genotipica para el homocigoto

mutante entre los tres grupos es mayor para los hispanicos. Los reportes indican que esa
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distribucion es mayor que la de la frecuencia genotipica del homocigoto silvestre y del
heterocigoto dentro de los hispanicos (Tabla 24).

Tabla 24. Frecuencias de genotipos de afroamericanos, caucasicos e hispanicos en EE. UU.

Distribucion de la frecuencia de los genotipos por etnia (%)

677CC 677CT 677TT
Afroamericanos | 46.4 23.0 8.1
Caucasicos 29.8 394 29.1
Hispanicos 23.8 37.6 62.8

Adaptado de Graydon et al. (2019)

En segundo lugar, se encontraron frecuencias alélicas y nimeros genotipicos similares a los del
presente estudio en un estudio de metaanalisis de la poblacion de China (Wang et al., 2016) y
en otro estudio de metaanalisis de México y otros paises de América Central (Reyes et al., 2021).
Las Tablas 25 y 26 muestran ambas una frecuencia alélica mayor para el alelo mutante y
tendencialmente un ndmero genotipico del homocigoto mutante mayor que el homocigoto
silvestre. La diferencia entre una y otra es que en las poblaciones de China el genotipo
heterocigoto es en su totalidad mayor a los otros genotipos, mientras que en las poblaciones
nativas de América Central hay veces en que el genotipo homocigoto mutante supera tanto al
genotipo homocigoto silvestre y aquello heterocigoto, lo cual ocurre también en las muestras
del presente estudio.

Tabla 25. Frecuencias alélicas de los grupos étnicos en distintas localizaciones en China donde
el genotipo CC era el menos numeroso.

Autor y | Localizacién/Region | Grupo | Genotipos Frecuencias
ano étnico alélicas
publicacion CC |CT TT C T
Zhang CS, | Shandong Han 11 42 33 0.37 0.63
2005

Li AF, 2007 | Henan Han 163 | 173 | 164 |0.4999 |0.501
Chen YX, | Shanxi Han 6 24 20 0.36 0.64
2010
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He YX, | Henan Han 198 | 493 | 402 0.41 0.59
2012
Cong YY, | Shandong Han 130 | 457 454 0.34 0.66
2012
Zhang YL, | Shandong Han 138 | 398 |289 |041 0.59
2012
Chen HB, | Shanxi Han 10 31 22 0.40 0.60
2012
Xiu X, 2013 | Shandong Han 442 | 1354 | 1138 |0.38 0.62
Chen YX, | Shanxi Han 32 97 63 0.42 0.58
2013
Yan Q, | Shanxi Han 497 | 1313 | 860 |0.43 0.57
2014
Xing JF, | Henan Han 57 207 158 0.38 0.62
2014
Li JH, 2015 | Hebei Han 220 | 617 |430 |0.42 0.58
Chen HL, | Guangxi Han 82 271 211 0.39 0.61
2014
Ma LM Heilongjiang Han 78 240 137 | 0.44 0.56
Tang HY, | Shandong Han 107 | 373 |307 |0.37 0.63
2014
Lu GR, | Shandong Han 201 | 625 |526 |0.38 0.62
2014
Jiao  FY, | Shandong Han 93 261 | 175 |0.42 0.58
2014
Gao X, | Hebei Han 158 | 429 |273 [0.43 0.57
2014
Cui HL, | Henan Han 201 | 542 |510 |0.38 0.62
2015

Adaptada de (Wang et al., 2016)
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Tabla 26. Frecuencias alélicas de los grupos étnicos en distintas localizaciones en México y

aises de Centroamérica donde el genotipo CC era el menos humeroso.

Poblacién | Pais Genotipos Frecuencias alélicas
CcC CT TT C T
Bribri CostaRica | 10 54 46 0.34 0.66
Cabecar CostaRica | 5 58 84 0.2297 0.7703
Chinanteco | México 4 22 55 0.19 0.81
Oaxaca México 10 16 18 0.49 0.59
Chontal
Chorotega | CostaRica | 18 74 41 0.41 0.59
Chuj México 1 4 12 0.29 0.71
Guatusos | CostaRica | 1 14 14 0.28 0.72
Guaymi CostaRica | 9 38 110 0.18 0.82
Huastescos | México 9 32 38 0.32 0.68
Huetar CostaRica | 21 79 53 0.4 0.6
Huicholes | México 8 28 14 0.44 0.56
Jakaltecos | Guatemala | 3 10 27 0.2 0.8
Kanjobal Guatemala | 2 9 18 0.22 0.78
Kaqchibel | Guatemala | 0 11 25 0.15 0.85
Mam México 4 17 24 0.28 0.72
Yucatan México 7 28 19 0.39 0.61
Maya
Mazatecos | México 4 21 34 0.25 0.75
Mixe México 11 43 35 0.38 0.62
Mixtecas México 12 50 62 0.3 0.7
Nahuas México 7 58 70 0.27 0.73
Nahuatl1 México 7 25 20 0.37 0.63
Nahuatl2 México 6 26 12 0.43 0.57
Nahuatl3 México 3 25 24 0.3 0.7
Nahuatl4 México 4 23 17 0.35 0.65
Otomi México 28 84 108 0.32 0.68
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Popoluca | México 18 13 0.39 0.61
Purepecha | México 10 7 0.43 0.57
1

Purepecha | México 13 14 0.29 0.71
2

Tojolabal México 28 12 0.53 0.57
Trikis México 14 75 0.08 0.92
Zapotecas | México 9 26 0.27 0.73

Adaptada de Reyes et al (2021)
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CAPITULO V: DISCUSION

128



1. La calidad de los datos de secuenciacién genémica NGS fue excelente
Todas las muestras cuantificadas y validadas tenian en su totalidad una concentraciéon mayor de

100 ng/uL y un valor entre 1.8 y 2.0 tanto para 260/280 y 260/230, por lo que todas las muestras
eran de buena calidad.

La Secuenciacion de Nueva Generacion arrojo lecturas limpias que resultaron mas del 99.80%
para todos los genomas, mientras que la contaminacion relativa al adaptador fue menos del 20%
y no hubo ninguna lectura con N o de baja calidad. En esa misma linea, los cuatro genomas
mostraron un porcentaje efectivo de mas del 99% y un porcentaje de error del 0.03% y para Q30
se obtuvieron valores superiores al 91%. También se logré una secuenciacion exitosa de mas
del 98% para las lecturas mapeadas apropiadamente con una cobertura tendencialmente mayor
del 98% y una profundidad promedio de 34 veces, por consiguiente, los datos obtenidos
demostraron buena calidad.

Respecto a las mutaciones en la linea germinal, las mas numerosas fueron los SNPs, seguidas
por los InDels, los SV y por altimo los CNV. Entre los primeros, prevalecian los SNP sindnimos
seguidos por los SNP con cambio de sentido. En este tltimo grupo se identificaron por primera
vez en genomas humanos panamefios las variantes posiblemente asociadas a enfermedades no

transmisibles en la poblacion.

2. Las variantes polimorficas identificadas estan asociadas con enfermedades no
transmisibles en la poblacién panamefia
Los datos elaborados por la Contraloria General de la Republica, mediante el Instituto Nacional

de Estadistica y Censo (INEC) sobre las defunciones ocurridas en el afio 2021, indican como
principales causas de muerte: las enfermedades del sistema circulatorio, de las cuales las
principales son las isquémicas del corazén y las cerebrovasculares; los tumores malignos, de los
cuales los principales son mama, prostata, el colorrectal, el de estdmago; y las enfermedades
endocrinas y metabdlicas, de las cuales la principal es la diabetes mellitus (Ibarra H. & Carrion,
2021).

Los datos arrojados por la Secuenciacion de Proxima Generacion muestran que casi todas las
variantes encontradas dentro del exoma que causan cambios significativos en los aminoacidos

son SNPs, en especial aquellos con cambio de sentido, es decir, se cambia un aminoécido por

129



otro. Los SNPs identificados vinculados a las enfermedades cronicas mas numerosos tienden a
estar relacionados con el cancer, enfermedades vasculares, diabetes y obesidad, lo cual es
consistente con los patrones de enfermedades en nuestra poblacion. Los polimorfismos mas
numerosos encontrados estaban relacionados con enfermedades vasculares, la primera causa de
muerte en general de 2021. Entre los genes candidatos de la tabla, aparecen como polimorfismos
asociados a enfermedades vasculares las variantes de MTHFR, EPHX1 (epdxido hidrolasa 1) y
SOD?2 (superdxido dismutasa 2), que eran las variantes que se repetian en todos los genomas

secuenciados.

La segunda variante mas numerosa encontrada era la asociada al cancer, que ha sido la segunda
causa principal de muerte en el afio 2021. Los genes y sus variantes polimorficas identificadas
como enlazadas a los canceres incluyen los genes candidatos NQO1 (NAD(P)H deshidrogenasa
[quinona] 1), FGFR4 (receptor 4 del factor de crecimiento de fibroblastos), MTHFR, TP53
(proteina tumoral p53) y EPHX1, de los cuales el primero se observd en mayor nimero de
genomas respecto a los otros. Aunque se hayan encontrado menos variantes genéticas asociadas
a los canceres en cuanto a las vinculadas a enfermedades vasculares, las primeras han aparecido

en mas genomas respecto a las segundas.

La tercera variante mas numerosa era la asociada a la diabetes, que ha sido la principal causa de
muerte entre las enfermedades nutricionales, endocrinas y metabolicas. Fueron la tercera causa
de muerte en el afio 2021. Los genes candidatos cuyas variantes estan asociadas a la diabetes
son SLC30A8 (Portador de soluto Familia 30 Miembro 8), IRS2 (sustrato 2 del receptor de
insulina), OAS1 (2'-5'-oligoadenilato sintetasa 1) y PPP1R3A (subunidad reguladora 3A de la
proteina fosfatasa 1), entre las cuales la variante de IRS2 ha aparecido en mas genomas respecto

a las otras.

La cuarta variante mas numerosas era la relacionada a la obesidad. Los genes candidatos cuyas
variantes estan asociadas a la obesidad son GHRL (Prepropéptido de grelina y obestatina) y

SDC3 (Syndecan-3), siendo el primero el que aparecioé en mas genomas que el segundo.

Entre los genes candidatos, el ILR4 (receptor de interleucina 4) es el Gnico cuya variante no esta
asociada al tipo de enfermedades que causaron mas muertes en el 2021, pues esta conectada a
la lenta progresion de la adquisicion del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida.
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Las variantes que mas se han encontrado en los distintos genomas estan asociadas a
enfermedades no transmisibles que tienen una gran coincidencia con las que causaron el mayor
numero de muertes en el afio 2021, por lo que es posible que estas variantes contribuyan a la
aparicion de ellas. Sin embargo, mas estudios genéticos y gendmicos seran necesarios para
confirmar estas asociaciones, por ejemplo: incluir en futuros analisis muestras de pacientes de
diferentes enfermedades y comparar los genotipos con grupos control. Hasta la fecha no se han

realizado estudios de este tipo en Panama.

3. Asociacion entre rs1801133 C677T y cancer y enfermedades vasculares
Parte de la informacion sobre las enfermedades a las cuales estaban asociadas las variantes de

los genes candidatos estaba presente entre los datos que resultaron de la NGS. Estas cifras son
provenientes de bases de datos tales como dbSNP, COSMIC, OMIM, GWAS Catalog y HGMD.
Los datos incluyen informacidn reportada sobre la variante polimorfica, como los mayores SNPs
en GWAS vy asociaciones de cancer y otras enfermedades. Como esta informacién es variable,
segun se vayan reportando nuevos polimorfismos y nuevas publicaciones sobre los mismos,
confirmando o no, dichas asociaciones de enfermedades, o incluso asociaciones conflictivas
entre diferentes poblaciones. Por lo tanto, siempre es necesario contrastar los datos obtenidos
con las actualizaciones mas recientes, pero la informacidn no es siempre igual al 100% en todas
las bases de datos.

La variante rs1801133 de MTHFR, segun dbSNP, esta clasificada de la siguiente forma dentro
de la significancia clinica: interpretaciones conflictivas de patogenicidad para el polimorfismo
de la MTHFR termolébil y homocistinuria debido a la deficiencia de la metilentetrahidrofolato
reductasa; significancia incierta para el tumor estromal gastrointestinal, la trombofilia por el
defecto de trombina y el accidente cerebrovascular. EI mismo se atribuye posiblemente como
benigno para los defectos del tubo neural sensitivo al folato; respuesta a drogas para la respuesta
al metotrexato; sin significancia para el neoplasma estomacal (rs1801133 RefSNP Report -
dbSNP - NCBI, 2022). Estas clasificaciones estan también en ClinVar y GWASCatalog, pero
ClinVar especifica que el polimorfismo de la MTHFR termolabil y la homocistinuria debido a
la deficiencia de la metilentetrahidrofolato reductasa han sido reportadas tanto como benignas
cuanto como patogénicas (ClinVar, 2023; Variant: rs1801133, s.f.). Segun COSMIC, la
variante esta asociada al cancer de mama, al cancer gastrico, a la leucemia mieloide aguda, al
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cancer de pulmon, al adenocarcinoma de préstata y al carcinoma urotelial de la vejiga (Mutation
Overview Page MTHFR_ENST00000376590 - p.A222V (Substitution - Missense), n.d.). Segun
OMIM, rs1801133 esta asociada a la homocistinuria debido a la deficiencia de MTHFR, a la
susceptibilidad a los defectos del tubo neural, a la susceptibilidad del tromboembolismo y a la
susceptibilidad a enfermedades vasculares (OMIM, s. f.). Segin HGMD, tiene asociacién con
enfermedades cardiovasculares (HGMD® home page, s. f.).

En relacién con la prediccion de la nocividad de la variante, resultd ser deletérea para SIFT
(0.002), probablemente dafina para Polyphen2_HDIV (0.998), probablemente dafina para
Polyphen2_HVAR (0.941), deletérea para LRT (0.000) y deletéreo para FATHMM (-4.03). En
cambio, para Mutation Taster resulta polimorfismo automatico, pero no deletéreo y para
MutationAssessor, resulta en la categoria media, que significa que la variante es funcional;

adicionalmente, para CADD resulta probablemente benigno.

4. Comparacion de las frecuencias alélicas en diferentes poblaciones del mundo
El polimorfismo 677C—T podria constituir solamente un factor de riesgo moderado para

algunos trastornos. Sin embargo, desde un punto de vista de la poblacion mundial, representa

una carga considerable ya que la variante es bastante comun (Leclerc et al., 2013).

Segun los andlisis de genotipado poblacional realizado en esta tesis, no hay genotipos silvestres
homocigotos, pero si hay 17 genotipos heterocigotos y 38 genotipos homocigotos mutantes;
mientras que la frecuencia del alelo silvestre (C) es de 0.1545 y la del alelo mutante (T), 0.8455.
Esto contrasta con lo que dicen las bases de datos en dbSNP, puesto que alli resulta que, a nivel
mundial, el alelo C tiende a ser mayor que el alelo T (ALFA: C=0.659842, T=0.340158;
1000Genomes: C=0.7546, T=0.2454; Allele Frequency Aggregator: C=0.659842; T=0.340158;
ExAC C=0.696333, T=0.303667, gnomAD Exomes: C=0.685141, T=0.314859; TopMed:
C=0.708757, T=0.291243) (rs1801133 RefSNP Report - dbSNP - NCBI, 2022).

Los datos demuestran que en general las poblaciones africanas poseen la menor frecuencia del
alelo T: 0.090 (1000 Genome Projects Phase 3), 0.108 (gnomAD), 0.12 (ALFA). Los asiaticos
exhiben una frecuencia mayor que los africanos: 0.339 (ALFA). Los europeos muestran la
segunda frecuencia mas elevada: 0.296 (1000 Genomes), 0.315 (gnomAD), 0.349 (ALFA). Los
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latinoamericanos muestran la frecuencia mas elevada: 0.474 (1000 Genomes) y 0.503
(gnomAD) (rs1801133 (SNP) - Population genetics - Homo_sapiens - Ensembl genome browser
109, s. ).

En algunos casos, se demostro que las frecuencias del alelo mutante de algunas poblaciones
latinas son incluso mayores que las del alelo silvestre, lo cual se acerca a los resultados
encontrado por nosotros en la poblacion Ngobe. Segin 1000 Genomes Project Phase 3, la
poblacién de Medellin, Colombia, posee un 0.543 % del alelo mutante. Se dan resultados
similares para el alelo mutante en distintos estudios, como el de Graydon et al. (2019), donde se
comparan las frecuencias genotipicas entre las poblaciones afro americanas, caucésicas e
hispanicas, incluyendo estas Ultimas a todos los individuos quienes se identificaban como
hispanicos o latinos independientemente de su linaje familiar o pais de origen familiar. En este
estudio se encontrd que la distribucion del alelo mutante es mayor en los hispanicos y menor en
los afroamericanos; mientras que el alelo silvestre es mayor para los afroamericanos y menor
para los hispanicos. En esos estudios se demostré que el genotipo homocigoto mutante en los
hispanicos es el de mayor frecuencia. En cambio, el genotipo homocigoto mutante 677TT tiene
distribucion intermedia en la poblacion caucésica y menor en la afroamericana. El genotipo
predominante en la poblacion caucésica es el heterocigoto 677CT, mientras que en las
poblaciones afroamericanas sobresale el genotipo homocigoto silvestre 677CC. A pesar de
determinar frecuencias etno geograficas en EE.UU.,estos estudios tienen algunas limitaciones,
por ejemplo, el término “hispanico” se referia a individuos que se identificaban a si mismos
como hispanicos o latinos sin tener en cuenta su linaje genético ancestral o el pais de origen
familiar. Considerando la generalidad de los términos “hispanico” y “latino”, podrian no resultar
claras las diferencias genéticas subyacentes entre los varios grupos étnicos, porgue estos exhiben
diferencias en ancestralidad, ya que se mostraron discrepancias en las frecuencias de 677C>T
en varios grupos hispanicos/latinos (Graydon et al., 2019).

En algunos estudios de México y China, se demostré cémo en ciertas poblaciones de dichos
paises el alelo mutante incluso superaba al alelo silvestre en frecuencia. En Wang et al. (2016),
se comparo la distribucion del polimorfismo C677T de MTHFR entre los distintos grupos

étnicos de distintas localidades de China. Para el grupo étnico Han, se encontraron frecuencias
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de 677T mayores que 677C, asi como genotipos 677CC en nimero menor respecto a los otros
dos genotipos, mientras que el genotipo 677CT era el prevalente.

En Reyes at al. (2021), se estudio el polimorfismo C667T en los indigenas de México y paises
de América Central, como Guatemala y Costa Rica. Para varios grupos étnicos en México, Costa
Rica y Guatemala, se encontraron frecuencias alélicas de 677T mayores que 677C, asi como
genotipos CC en menor cantidad respecto a los otros dos. En 18 poblaciones, el genotipo TT era
el mayor de todos, mientras que en las otras lo era el CT. En el caso particular de los grupos
indigenas Kagchibel en Guatemala y Trikis en México, no se encontro para nada el genotipo
homocigoto silvestre, mientras que el genotipo homocigoto mutante era el predominante, lo cual
ocurre también con las muestras del presente estudio. Adicionalmente, la frecuencia del alelo
mutante del presente estudio, 0.8455, se parece a la de Kaqchibel, que es de 0.85, y es poco
inferior a la de Trikis, la cual es de 0.92. Estos reportes son consistentes con nuestros resultados
en cuanto a la alta frecuencia del alelo mutante en la poblacion Ngdbe.

Nuestros datos y los otros publicados previamente demuestran no sélo que es posible reportar
poblaciones indigenas, sino también en poblaciones mestizas como las latinoamericanas, lo cual
sugiere que el origen de estos alelos mutantes en las poblaciones mestizas podria ser derivado
de las indigenas. La altisima frecuencia del alelo mutante en la poblacion Ngdbe también podria
estar relacionada con los fendmenos de deriva génica, como los de cuello de botella reportados
previamente en indigenas durante los periodos de conquista y colonial (Castro-Pérez et al.,
2016). El resultado de este cuello de botella se refleja en la baja diversidad genética, por
ejemplo: frecuencias alélicas muy altas. En el caso particular de los amerindios Ngdbe, estudios
previos utilizando marcadores STR también reportaron frecuencias alélicas muy altas de entre
60% y méas de 80% para algunos loci (Castro et al., 2007). En ese estudio se reporto, en
particular, que la poblacion Ngobe exhibe frecuencia de 86% para el alelo TH01*6, 77% para
el alelo FESFPS*11 y 60% para el alelo VWA*16. Estas frecuencias altas reportadas en
marcadores STR en la poblacion Ngobe se acerca a las frecuencias alélicas reportadas por

nosotros en el polimorfismo rs1801133 del gen MTHFR.
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CONCLUSIONES

La estrategia de secuenciacién gendémica de nueva generacion (NGS) nos permitio
analizar exitosamente las variantes polimorficas de miles de genes en los cuatro genomas
secuenciados de amerindios Ngdbe.

La calidad de las secuencias gendmicas obtenidas fue excelente, las cuales tuvieron casi
la totalidad de lecturas limpias, un valor grande para Q30, una cobertura superior al 99%
y una profundidad promedio muy elevada, demostrando una calidad excelente de los
datos obtenidos.

Los andlisis gendmicos nos condujeron a la identificacion por primera vez de variantes
genéticas de importancia biomédica que afectan a la poblacion Ngoébe y
presumiblemente a la poblacion mestiza general derivada de esta poblacion indigena
ancestral.

El tipo de variante polimérfica mas abundante y asociada a posibles enfermedades no
transmisibles son los SNPs, de los cuales predominan los sindbnimos y los que muestran
cambio de sentido, siendo estos Ultimos lo que mas causan cambios asociados a
enfermedades.

Se identificaron maltiples candidatos de polimorfismos genéticos asociadas
principalmente a enfermedades del sistema circulatorio, canceres y enfermedades
metabdlicas, siendo los asociados a cancer los que se han encontrado en mas
comUnmente.

Para analisis méas detallados nos enfocamos en determinar la frecuencia alélica de la
variante polimdrfica rs1801133, que corresponde a un cambio de base en la posicion
677C>T del gen MTHFR en una muestra de 55 individuos la poblacién ancestral
amerindia Ngobe. La frecuencia alélica de la variante silvestre resulta ser de 0.1545y la
del alelo mutante, de 0.8455. Esta frecuencia es consistente con algunos reportes en otras
poblaciones.

Los analisis sugieren que esta variante génica podria estar presente en la poblacion
mestiza del pais y tener un origen ancestral Ngobe.

Estos datos sugieren que la variante mutante podria representar un factor de riesgo a
algunas enfermedades no sélo en la poblacién Ngdbe, sino también en la poblacién del

pais.
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RECOMENDACIONES Y DIRECCIONES FUTURAS
El estudio piloto presentado en esta tesis sobre los estudios gendmicos en la poblacion panamefia

ha conducido por primera vez a la identificacion de variantes genéticas asociadas a
enfermedades no transmisibles en el pais. Los datos sugieren que los polimorfismos genéticos
identificados podrian estar vinculados a varias enfermedades no transmisibles. Para confirmar

estos resultados sugerimos varias estrategias:

e Aumentar el nimero de genomas secuenciados, no sélo de amerindios Ngobes, sino
también de otros grupos de la poblacién con trasfondo africano, europeo y mestizo.

e Secuenciar y analizar el genoma de pacientes panamefios que padezcan enfermedades
especificas e incluir grupos control que permitan identificar los posibles factores de
riesgo de manera més especifica.

e En el caso particular del polimorfismo rs1801133 del gen MTHFR recomendamos
expandir estos estudios con un grupo de pacientes que padezcan alguna de las
enfermedades asociadas al mismo, en particular: canceres o enfermedades vasculares, e
incluir un grupo control de individuos sanos. Este modelo de estudio podria aplicarse

también a estudios genémicos y a estudios involucrando polimorfismos especificos.
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e ANEXO 1: Ejemplo de tabla de resultados de anotacion de Illumina
Tabla 27. Informacion de la anotacion.

CHROM POS ID REF ALT QUAL FILTER GeneName Func Gene GeneDetail  ExonicFur AAChan(Gencod cytoBand wgRne genomicSuperDups Repeat

chrl 16288 rs113141985 C G 109,77 PASS  WASH7P ncRNA_introni NR_024540 . . . . 1p36.33 . Score=0.993729;Name=chr9:10842 .

chrl 16298 rs2747966 C T 337,77 PASS  WASH7P  ncRNA_introni NR_024540 . . . . 1p36.33 . Score=0.993729;Name=chr9:10843 .

chrl 17614 rs201057270 G A 111,77 PASS  WASH7P ncRNA_exonic NR_024540 . . . 1p36.33 . Score=0.993729;Name=chr9:10842 .

chrl 54844 15372902470 G A 73,28 PASS . intergenic NR_026818,NM dist=18763;dis . . 1p36.33 . Score=0.994828; Name=chr19:600C Score=680;Name="70:FLAM

avsnp150  cosmic CLNAL CLNDI CLND CLNREVST, CLNSIG gwasCatalc 1000g2015aug_1000g2015aug_ 100092015auc 1000g2015aug 1000g2015aug 1000g2015aug esp6500siv2_
rs113141985 .

rs2747966

rs201057270 .

rs372902470 .

EXAC_, EXAC_s EXAC_ EXAC_ EXAC_ EXAC_ EXAC_EXAC_.gnomad_gnomad_ gnomad_gnomad_(gnomad_ gnomad_tgnomad_ gnomad_ex gnomad_ gnomad_ gnomad_ gnomad_i gnomad_¢ gnomad_¢gnomad_genon gnomad_gignomad_grgnomad_g gnomad_g gnomad_gt
01944 02789 01072 . 0,2934 0,378 0,2169 0,2343 0,1714 0,2133
05438 05377 05131 . 0,5794 0,5041 0,5504 0,6067 0,5125 0,5267
00403 00749 00124 . 0,0617 0,2262 0,044 0,0242 0,0253 0,0405
03799 03887  0,2652 . 0,3536 0,0883 0,4871 0,4291 0,475 0,4582

SIFT Polyphen2 HDI Polyphen2 HV/LRT MutationTaster MutationAsses FATHMM phyloP100way _ phyloP20way_n SiPhy 29way_lcgerp++gt2 CADD

INFO FORMAT P75 Ori_REF Ori ALT OMIM GWAS_Pubme¢HGMD_ID_Disi HGMD_mutatio GO_BP GO_CC GO_MF KEGG_PATHW PID_PATHWA BIOCARTA_FREACTOME PAT}
AC=1;AF=05;£ GT:AD:DP:GQ:f 0/1:33,10:43:99:138,0,1449 C G
AC=1;AF=05;/ GT:AD:DP:GQ 0/1:27,11:38:99:366,0976  C T
AC=1:AF=05;£ GT:AD:DP:GQ 0/1:32,8:40:99:1400,1114 G A
AC=2,AF=L;AM GT:AD:DP:GQf 1/1:0,3:39:101,90 G A

La informacion de anotacion incluye cinco partes Reglones del cromosomay estructuras genlcas reIamonadas con esta variacion (1-18),
Anotacion de la base de datos (19-61), Prediccion funcional (62-73), Informacion basica sobre la variacion (74-78), y Anotacion de la
funcién y la via génica (79-89).
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El primer punto es regiones cromosomicas y estructuras de genes relacionados con esta
variacion--El gen donde se localizan los sitios de la variacion puede estar asociado con ciertas
enfermedades. Novogene anota regiones cromosomicas y estructuras de genes relacionados con
esta variacion, para ayudar a los profesores a entender la estructura de genes y areas de
informacion.

Leyenda:

(1) CHROM: Cddigo de identificacion del cromosoma.

(2) POS: La posicion de la variante en los cromosomas. El valor se refiere a la posicion de
la primera base en la REF Sting.

(3) ID: El nimero rs de la variante en doSNP.

(4) REF: Base(s) de referencia.

(5) ALT: Base(s) alternativa(s). Lista separada por comas de alelos alternativos no de
referencia detectados en al menos una de las muestras.

(6) QUAL.: Valor de calidad de la variante. Puntuacion de calidad en escala de Phred para
la afirmacion realizada en ALT. Por ejemplo, -10log10 prob (la lamada en ALT es incorrecta).

(7) FILTER: Estado del filtro, PASS si la posicion ha pasado todos los filtros.

(8) GeneName: Nombres de los genes en los que se encuentra esta variante segun las
anotaciones refGene.

(9) Func: Este campo indica si la variante afecta a exones o afecta a regiones intergénicas,
o afecta a intrones, o afecta a genes de ARN no codificante. El valor de este campo tiene la
siguiente precedencia: exonico = corte y empalme > ARNnc > UTR5/UTR3 > intronico > aguas
arriba/aguas abajo > intergénico. Notas: 1. Cuando una variante afecta a diferentes genes o
transcripciones, la variante puede encajar en multiples categorias funcionales, y entonces se
utiliza la precedencia mencionada anteriormente para decidir qué funcidén se imprime; 2.
"exonico" aqui se refiere solo a la porcion exdnica codificante, pero no a la porcion UTR, ya
que hay dos palabras clave (UTR5, UTR3) que estan especificamente reservadas para las
anotaciones UTR; 3. Si una variante se localiza tanto en la region 5’'UTR como en la 3'UTR
(posiblemente para dos genes diferentes), entonces se imprimira "UTR5,UTR3" como salida; 4.
El término "corte y empalme™ en ANNOVAR se define como la variante que se encuentra por
defecto a 2 pb del limite exén/intrén; 5. El término "splicing” en ANNOVAR so6lo se refiere a
los 2 pb del intron que estan cerca de un exon; 6. Los terminos " aguas arriba " y " aguas abajo
" se definen a 1 kb del sitio de inicio de la transcripcion o del sitio final de la transcripcion,
respectivamente, teniendo en cuenta la cadena del ARNm. Si una variante se localiza tanto en
la regidn aguas abajo como aguas arriba (posiblemente para 2 genes diferentes), entonces se
imprimird como salida ‘aguas arriba, aguas abajo’'.
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(10) Gen: Nombre(s) de la transcripcion. Si una variante tiene 'intergenic' en el campo
'Func', este campo dard dos transcripciones vecinas. Si una variante afecta a varias
transcripciones con diferentes categorias funcionales, sélo se mostraran los nombres de las
transcripciones de acuerdo con el valor del campo "Func”. Por ejemplo, rs333970 afecta al
exonico, corte y empalme, intrénico, exdnico de los cuatro transcritos del gen CSF1, el valor
'Func' sera 'exdnico; corte y empalme' y el valor 'Gene' serda 'NM_000757, NM_172210,
NM_172212' (NM_172211 seré ignorado).

(11) GeneDetail: Descripcion del cambio de secuencia en UTR, corte y empalme,
ARNNc_corte y empalme o region intergénica. Si "Func” es "exonic; splicing” o "splicing", este
campo indica el cambio de secuencia en la(s) region(es) de splicing; por ejemplo,
NM_172210:exon6:c.1090+5C>A, NM 172210 es el identificador del transcrito;
exon6:¢.1090+5C>A es el cambio de secuencia y significa que esta sustitucion C>A se
encuentra en la quinta base aguas abajo del sexto exdn (1090 es la posicion final del sexto exén
del ADNC). Si 'Func' es 'intergénico’, este campo da la distancia a los transcritos vecinos, como
'dist=1366; dist=22344'". Si 'Func' es 'UTR*', este campo da el cambio de secuencia en UTR; por
ejemplo, NM_198576:¢.*19C>T significa que esta sustitucion C>T esta en la 192 base aguas
abajo del codon de parada en NM_198576.

(12) ExonicFunc: Este campo indica las consecuencias funcionales de la variante (valores
posibles: SNV sin sentido, SNV sin6nimo, insercién con desplazamiento de marco, delecion
con desplazamiento de marco, insercion sin desplazamiento de marco, delecidén sin
desplazamiento de marco, sustitucién con desplazamiento de marco, sustitucién sin
desplazamiento de marco, ganancia de codon de parada, pérdida de codon de parada,
desconocido).

(13) AAChange: Este campo indica los cambios de aminoacidos como resultado de la
variante exdnica. Sélo las variantes exdnicas tienen informacion en este campo, es decir, cuando
"Func" es "exonica" o "exonica; corte y empalme", este campo da el cambio de aminoacido en
cada transcripcion relacionada. Por ejemplo,
AIM1L:NM_001039775:exon2:¢c.C2768T:p.P923L, AIMI1L es el nombre del gen;
NM_001039775 es el identificador del transcrito; exon2 significa que esta variante se encuentra
en el segundo exén de NM_001039775; c¢. C2768T es el cambio de secuencia y significa que
esta sustitucion C>T esta en la posicion 2.768 del ADNc; p.P923L es el cambio de aminoacido
y significa que el aminodcido 923 de la proteina cambia de Pro a Leu debido a esta variante.
Otro ejemplo, NADK:NM_001198995:ex0on10:¢.1240 1241insAGG:p.G414delinsEG,
€.1240 1241insAGG es el cambio de secuencia y significa que hay una insercion de 3 pb entre
la posicion 1.240 y 1.241 en el ADNc; p.G414delinsEG es el cambio de aminoéacido y significa
que Gly en el aminoacido 414 de la proteina se cambia a Glu-Gly.

(14) Gencode: El(los) nombre(s) de la(s) transcripcion(es) en la(s) que se localiza esta
variante segun las definiciones de genes Gencode.

(15) cytoband: Este campo indica las bandas cromosomicas tefiidas con Giemsa. Cuando
una variante abarca varias bandas, éstas se conectaran mediante un guion (por ejemplo, 1g21.1-
g23.3).
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(16) wgRna: Nombres de genes de ARN pequefios nucleolares y microARNSs basados en
la Liberacion miRBase y snoRNABase.

(17) genomicSuperDups: Este campo indica si la variante coincide con duplicaciones
segmentarias en el genoma de referencia. Las variantes que coinciden con duplicaciones
segmentarias son probablemente errores de alineamiento de secuencias y deben tratarse con
extrema precaucion. EI campo "Puntuacion” en la salida es la identidad de secuencia que va de
0 a 1 entre dos segmentos genomicos. EI campo 'Nombre' representa los otros segmentos
"coincidentes” en el genoma. Por ejemplo, 'Score=0.994828; Name=chr19:60000' significa que
el fragmento en la posicion de chr19:60000 es homologo al fragmento que contiene esta
variante, y la identidad de secuencia es 0.994828. Tenga en cuenta que, para que una region se
incluya en las duplicaciones segmentarias, al menos 1 Kb de la secuencia total (que contenga al
menos 500 pb de secuencia no RepeatMasked) debe alinearse y se requiere una identidad de
secuencia de al menos el 90%.

(18) Repeticion: Este campo indica si la variante encuentra repeticiones intercaladas y
secuencias de ADN de baja complejidad producidas por el programa RepeatMasker, como
SINE, LINE vy repeticiones simples. Por ejemplo, 'Score=180;Name=1385:(CACCC)
n(Simple_repeat)’, 180 es la puntuacién de la repeticion, (CACCC) n es el nombre de la
repeticion, 'Simple_repeat' es el tipo de repeticion. Tenga en cuenta que las variantes asignadas
a repeticiones son probablemente falsas y deben tratarse con extrema precaucion.

El segundo punto es la anotacion de la base de datos: existe un gran nimero de polimorfismos
comunes en la poblacion humana, mientras que muchas variantes deletéreas son raras o de baja
frecuencia. Esta parte proporciona la frecuencia alélica y la informacion clinica de cada variante.

Leyenda:
(19) avsnp150: El nimero RS de la variante en la base de datos dbSNP (build 150).

(20) cosmic70: El Codigo de identificacion Cosmic de la variante en la base de datos
Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC).

(21) CLNALLELEID: El Cdadigo de identificacion del alelo en ClinVar.

(22) CLNDN: ElI nombre de enfermedad preferido de ClinVar para el concepto
especificado por los identificadores de enfermedad en CLNDISDB.

(23) CLNDISDB: Pares etiqueta-valor del nombre e identificador de la base de datos de
enfermedades, por ejemplo, OMIM: NNNNNN.

(24) CLNREVSTAT: Significancia clinica ClinVar para el Codigo de identificacion de la
variacion.

(25) CLNSIG: Significancia clinica para esta variante Gnica.
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(26) gwasCatalog: Este campo indica si esta variante se ha asociado previamente a
enfermedades o rasgos en estudios de asociacion de genoma completo. Enumera los nombres
de las enfermedades relacionadas con esta variacion. "." significa que esta variacion no ha sido
reportada por un estudio GWAS publicado.

(27) 1000g2015aug_eas: Este campo proporciona la frecuencia alélica para el alelo en
ALT en el 1000 Genomes Project (publicado en agosto de 2015) en la poblacion de Asia
Oriental.

(28) 1000g2015aug_sas: Este campo proporciona la frecuencia alélica para el alelo en
ALT en el 1000 Genomes Project (publicado en agosto de 2015) en la poblacion de Asia
Meridional.

(29) 1000g2015aug_eur: Este campo proporciona la frecuencia alélica para el alelo de
ALT en el 1000 Genomes Project (publicado en agosto de 2015) en la poblacion europea.

(30) 1000g2015aug_afr: Este campo proporciona la frecuencia alélica parael aleloen ALT
en el 1000 Genomes Project (publicado en agosto de 2015) en la poblacion africana.

(31) 1000g2015aug_amr: Este campo da la frecuencia alélica para el alelo en ALT en 1000
Genomes Project (publicado en agosto de 2015) en poblacién de Americanos Mestizos.

(32) 1000g2015aug_all: Este campo da la frecuencia alélica para el alelo en ALT en 1000
Genomes Project (publicado en agosto de 2015) en toda la poblacion (ALL).

(33) esp6500siv2_all: EI ESP es un proyecto de secuenciacion del exoma financiado por
el NHLBI que tiene como objetivo identificar variantes genéticas en regiones exonicas de méas
de 6000 individuos, incluyendo sanos, asi como sujetos con diferentes enfermedades. Este
campo da la frecuencia alélica alternativa para la variante en ESP.

(34) EXAC_ALL: EXAC es la abreviatura de Exome Aggregation Consortium. El conjunto
de datos abarca 60.706 individuos no emparentados y deberia servir como conjunto de
referencia util de frecuencias alélicas para estudios de enfermedades graves. Los grupos de
poblacion admitidos actualmente son ALL, AFR (africanos), AMR (americanos mixtos), EAS
(asiaticos orientales), FIN (finlandeses), NFE (europeos no finlandeses), OTH (otros) y SAS
(sudasiaticos). EXAC_ALL proporciona la frecuencia alélica alternativa para la variacion en
TODAS las muestras EXAC.

(35) EXAC_AFR: La frecuencia alélica alternativa para la variacion en EXAC para
poblacién africana.

(36) EXAC_AMR: La frecuencia alélica alternativa para la variacion en EXAC para la
poblacion de Americanos Mestizos.

(37) EXAC_EAS: La frecuencia alélica alternativa para la variacion en EXAC para la
poblacién de Asia Oriental.
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(38) EXAC_FIN: La frecuencia alélica alternativa para la variacion en EXAC para la
poblacién finlandesa.

(39) EXAC_NFE: La frecuencia alélica alternativa para la variacion en EXAC para la
poblacion europea no finlandesa.

(40) EXAC_OTH: La frecuencia alélica alternativa para la variacion en EXAC para otra
poblacion.

(41) EXAC_SAS: La frecuencia alélica alternativa para la variacion en EXAC para la
poblacién del Sur de Asia.

(42) gnomAD_exome_AF: La Base de Datos de Agregacion Gendmica (gnomAD), es una
coalicion de investigadores que buscan agregar y armonizar los datos de secuenciacion
gendmica y exdmica de una variedad de proyectos de secuenciacion a gran escala, y hacer que
los datos resumidos estén disponibles para la comunidad cientifica en general. Esta version
incluye dos conjuntos de llamadas: datos de secuenciacion del exoma de 123.136 individuos y
secuenciacion del genoma completo de 15.496 individuos. Se utiliz6 GenomAD 2.1.1 para el
analisis de anotacion de los sitios de mutacion. gnomAD_exome_AF proporciona la frecuencia
alélica para la variacion en todas las muestras de exoma.

(43) gnomAD_exome AF raw: La frecuencia alélica para la variaciéon en
gnomAD_exome sin filtrar.

(45) gnomAD_exome AF sas: La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_exome para la poblacion del sur de Asia.

(46) gnomAD_exome AF amr: La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_exome para la poblacion Latina/Americana Mestiza.

(47) gnomAD_exome_ AF eas: La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_exome para la poblacion de Asia Oriental.

(48) gnomAD_exome AF nfe: La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_exome para la poblacion europea no finlandesa.

(49) gnomAD_exome_AF_fin: La frecuencia alélica para la variacion en gnomAD_exome
para la poblacién finlandesa.

(50) gnomAD_exome_AF _asj: La frecuencia alélica para la variacion en gnomAD_exome
para la poblacién judia Ashkenazi.

(51) gnomAD_exome_AF oth: La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_exome para Otra (poblacion no asignada) poblacion.

(52) gnomAD_genome_AF: gnomAD_genome_AF da la frecuencia alélica para la
variacion en todas las muestras del genoma de gnomAD.

(53) gnomAD_genome_ AF raw: La frecuencia alélica para la wvariacion en
gnomAD_genoma sin filtrar.
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(54) gnomAD_genoma_AF _afr. La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_genome para la poblacion africana.

(55) gnomAD_genome AF sas: La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_genoma para la poblacién del sur de Asia.

(56) gnomAD_genome AF amr: La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_genome para poblacion Latina/Americana Mestiza.

(57) gnomAD_genome_AF eas: La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_genome para la poblacién de Asia Oriental.

(58) gnomAD_genome_AF_nfe: La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_genoma para la poblacion europea no finlandesa.

(59) gnomAD_genome_AF fin: La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_genoma para la poblacién finlandesa.

(60) gnomAD_genome_AF asj: La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_genome para la poblacion judia Ashkenazi.

(61) gnomAD_genoma AF_oth: La frecuencia alélica para la variacion en
gnomAD_genome para poblacion Otra (poblacién no asignada).

El tercer punto es la prediccion funcional: estas anotaciones pueden ayudar a evaluar la
nocividad de una variacion. Nota 1: SIFT, Polyphen2, MutationTaster, LRT, MutationAssessor
y FATHMM son similares y todos predicen si una sustitucion de aminoacidos afecta a la funcién
de la proteina; sélo las variantes codificantes tienen estas anotaciones. Nota 2: phyloP, SiPhy,
gerp++ y CADD son similares y predicen el nivel de conservacion del sitio; estos tipos de
"puntuaciones de conservacion™ sélo consideran el nivel de conservacién en la base actual, y no
se preocupan por la verdadera identidad del nucleétido, por lo que las variantes sinébnimas y no
sindénimas en el mismo sitio recibiran la misma puntuacion; estas puntuaciones se utilizan para
encontrar sitios funcionalmente importantes, por lo que las variantes que confieren una mayor
susceptibilidad pueden recibir una buena puntuacion.

Leyenda:

(62) SIFT: anotacion SIFT (dbNSFP version 3.3a). La anotacion consta de puntuacion y
prediccidn categorica; las puntuaciones y las predicciones estan separadas por comas. Hay dos
predicciones posibles: D (Deletéreo, puntuacion<=0,05)); T (Tolerado, puntuacion>0,05).

(63) Polyphen2_HDIV: anotacion PolyPhen 2 (dbNSFP version 3.3a) basada en la base
de datos HumanDiv. Esta anotacion debe utilizarse al evaluar alelos raros en loci potencialmente
implicados en fenotipos complejos, cartografia densa de regiones identificadas por estudios de
asociacion de todo el genoma y analisis de seleccion natural a partir de datos de secuencias. La
anotacion consiste en una puntuacion y una prediccion categérica. Hay tres predicciones
posibles: D (probablemente perjudicial, puntuacion>=0,957), P (posiblemente perjudicial,
0,453<=puntuacion<=0,956), B (benigno, puntuacion<=0,452).
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(64) Polyphen2_HVAR: anotacion PolyPhen 2 (dbNSFP version 3.3a) basada en la base
de datos HumanVar. Esta anotacion debe utilizarse para el diagnodstico de enfermedades
mendelianas. La anotacion consiste en una puntuacién y una prediccién categérica. Hay tres
predicciones posibles: D (probablemente dafiino, puntuacion>=0,909), P (posiblemente dafiino,
0,447<=puntuacion<=0,909), B (benigno, puntuacion<=0,446).

(65) LRT: anotacion LRT (dbNSFP version 3.3a). La anotacidn consta de puntuacion y
prediccion categorica. Hay tres predicciones posibles: D (Deletéreo), N (Neutro), U
(Desconocido).

(66) MutationTaster: Anotacion MutationTaster (dbNSFP version 3.3a). La anotacién
consiste en una puntuacion y una prediccion categérica. Hay cuatro predicciones posibles: A’
(Enfermedad_causante_automatica), 'D (Enfermedad causante), 'N' (Polimorfismo), 'P'
(Polimorfismo_automatico'). D y N se categorizan so6lo por la puntuacion, mientras que Ay P
se categorizan por la puntuacién y otra informacién (si el SNV no sinébnimo conduce a una
ganancia de coddn de parada, la variacion se predecird como 'A’; si los tres genotipos del SNV
no sindbnimo tienen informacion de frecuencia en HapMap, la variacion se predecira como 'P").
Por lo tanto, tanto A como D deben considerarse deletéreas.

(67) MutationAssessor: Anotacién MutationAssessor (dbNSFP version 3.3a). La
anotacion consiste en una puntuacion y una prediccion categorica. Hay cuatro predicciones
posibles: H (alta), M (media), L (baja), N (neutra). H/M significa funcional y L/N significa no
funcional.

(68) FATHMM: anotacion FATHMM (dbNSFP version 3.3a). La anotacion consiste en
una puntuacién y una prediccion categoérica. Hay dos predicciones posibles: D (Deletéreo,
puntuacién<=-1,5)); T (Tolerado, puntuacién>-1,5).

(69) phyloP100way_vertebrate: Puntuacion PhyloP (dbNSFP version 3.3a) basada en el
alineamiento del genoma completo de 100 vertebrados. En general, cuanto mayor es la
puntuacion, mas conservado esta el sitio.

(70) phyloP20way_mammalian: Puntuacion PhyloP (dbNSFP versién 3.3a) basada en la
alineacion del genoma completo de 20 mamiferos.

(71) SiPhy 29way logOdds: Puntuacién SiPhy (dbNSFP version 3.3a) basada en la
alineacion del genoma completo de 29 genomas de mamiferos. Cuanto mayor es la puntuacion,
mas conservado esta el sitio.

(72) gerp++gt2: Puntuaciones GERP++ para todas las mutaciones con GERP++>2 en el
genoma humano, ya que este umbral suele considerarse evolutivamente conservado y
potencialmente funcional. Las variantes con "' en este campo deben considerarse no
conservadas. Cuanto mayor es la puntuacion, mas conservado esta el sitio.

(73) CADD: Puntuacion CADD (Combined Annotation Dependent Depletion). En la
salida, los valores delimitados por comas son puntuaciones brutas y puntuaciones escaladas por
phred. Para las puntuaciones en escala de grises, 10 significa el percentil 10% de las
puntuaciones mas altas, 20 significa el percentil 1% de las puntuaciones mas altas y 30%
significa el percentil 0,1% de las puntuaciones mas altas. El sitio web oficial del CADD sugiere
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15 como limite; en los estudios publicados, se utiliza 10 o 15 como limite. Nota: Todas las
puntuaciones CADD son de la version 3.3a de dbNSFP y Novogene so6lo da puntuaciones no
inferiores a 10; por lo tanto, los SNV anotados con "." pueden ser SNV no sinénimos o SNV de
sitio de corte y empalme con una puntuacion CADD inferior a 10 o ser SNV sindénimos sin
puntuacion CADD en dbNSFP.

El cuarto punto es la informacion basica sobre la variacion: esta parte muestra la informacion
detallada de los sitios de variacion, incluidas las profundidades alélicas, los tipos de base de
ADN antes y después de la mutacion, y la informacidn sobre el genotipo, etc. Esta informacion
desempefia un papel fundamental en el andlisis del pedigri.

Leyenda:

(74) INFO: Informacion sobre esta variacion procedente del software de llamada de
variantes. Los campos INFO se codifican como una serie separada por punto y coma de claves
cortas con valores opcionales en el formato: <clave>=<datos>[datos].

(75) FORMAT: El campo FORMAT especifica los tipos de datos y el orden (cadena
alfanumérica separada por dos puntos). Le sigue un campo por muestra, con los datos separados
por dos puntos correspondientes a los tipos especificados en el FORMAT.

GT: genotipo, codificado como valores alélicos separados por / o |. Los valores alélicos
son O para el alelo de referencia (lo que hay en el campo Ori_REF), 1 para el primer alelo listado
en Ori_ALT, 2 para el segundo alelo listado en Ori_ALT y asi sucesivamente. 0/0 y 1/1
representan homocigotos. 0/1 representa heterocigoto. "." significa que no se puede realizar una
Ilamada para una muestra en un locus determinado.

AD: Profundidades alélicas para los alelos ref y alt en el orden listado (Allelic depths).

DP: Profundidad de lectura aproximada (se filtran las lecturas con MQ=255 o con
malas parejas).

GQ: Calidad del genotipo.

PL: Probabilidades normalizadas, escaladas por Phred para genotipos como se define
en la especificacion VCF.

(76) SamplelD: Los datos separados por dos puntos de esta muestra corresponden a los
tipos especificados en el FORMATO.

(77) Ori_REF: El alelo de referencia (lo que aparece en el campo REF) en el archivo VCF.
De acuerdo con el flujo de trabajo de anotacion en Novogene (mencionado anteriormente), para
InDel, el alelo en el campo "REF" en este archivo puede ser diferente (normalmente mas corto)
que el "REF" en el archivo VCF.

(78) Ori_ALT: El(los) alelo(s) alternativo(s) (lo que esta en el campo ALT) en el archivo
VCF. En este archivo, el alelo en el campo "ALT" corresponde a un alelo en el campo
"Ori_ALT"; de acuerdo con el flujo de trabajo de anotacion en Novogene (mencionado
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anteriormente), para InDel, el alelo en el campo "ALT" puede ser diferente de (normalmente
mas corto que) el alelo correspondiente en el campo "Ori_ ALT".

El quinto elemento es la funcién del gen y la anotacion de la ruta: Estas anotaciones son para
genes que contienen esta variacion.

Leyenda:
(79) OMIM: Anotacién de Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM).

(80) GWAS_Pubmed_pValue: Anotacion del catalogo GWAS del NHGRI-EBI. El valor
es como 'pubmedID(p-value);pubmedID(p-value)'. pubmedID' es el Codigo de identificacion de
PubMed de la publicacién del estudio que informo de la asociacién entre la variacion y la
enfermedad. p-value" es el valor p correspondiente en la publicacion.

(81) HGMD_ID_Diseasename: anotacion de la base de datos de mutaciones genéticas
humanas (HGMD®). ElI valor es como ID_HGMD(Nombre enfermedad);
ID_HGMD(Nombre_enfermedad)’. ID_HGMD es el identificador interno de HGMD.
Nombre_enfermedad es el nombre de la enfermedad o afeccion asociada a la mutacion.

(82) HGMD_mutation: Anotacion de la base de datos de mutaciones genéticas humanas
(HGMD®). El valor es informacidn sobre esta variante.

(83-85) GO _BP, GO_CC, GO_MF:Anotacion de Gene Ontology. BP es Proceso
Bioldgico; CC es componente celular; MF es funcion molecular.

(86) KEGG_PATHWAY:: Anotacion de la base de datos KEGG PATHWAY.
(87) PID_PATHWAY: Anotacion de PID (Pathway Interaction Database).
(88) BIOCARTA PATHWAY': Anotacién de BioCarta.

(89) REACTOME_PATHWAY': Anotacion de Reactome Pathway Database.
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ANEXO 2: Programas usados en los analisis realizados por Novogene

Tabla 28. Principales programas usados en el analisis de secuenciacion del genoma

completo.
Contenido analitico Programas Comentarios Version
Mapea las lecturas de secuenciacion al genoma de
referencia, y envia los archivos de los alineamientos en
Alineamiento BWA el formato bam v0.7.17
Samtools Ordena los archivos bam v18
Une todos los archivos bam desde las
mismas muestras y marca las lecturas
Picard duplicadas v2.18.9
Deteccion de SNP/InDel GATK Detecta y fittra SNPs/InDels V4.0
Deteccion de SV DELLY Detecta SVs v0.8.7
Deteccion de CNV control-FREEC Detecta CNVs vil4
Anotacion ANNOVAR Anota variantes 2015Dec14
[}

ANEXO 3: SNP encontrado en el cromatograma de Sequencher de las muestras
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Figura 40. Posicion del SNP en Sequencher en el resto de las muestras.
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e ANEXO 4: Corte de la enzima de restriccion Hinfl en NEBcutter dentro las
muestras

HinfI's cuts
B2

| Save as text file

Cut position ; ;
#lolunt- 5 ext -3 exty| S Sitewith flanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT_C GATTTCATCA

HinfI's cuts
B62T
Save as text file

Cut position S ;
# |blunt - 5' ext. - 3' ext) S..  Sitewithflanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GAGT C GATTTCATCA

HinfI's cuts
B102MTT

Cut position . L 1
Bl blunt - 5 ot - 3 expy| 5 Sitewith flanks 3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G AGT,C GATTTCATCA
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HinfI's cuts

B13 2

| Save as text file

Cut position

# | plunt o st -8 exey| 3 Sitewithflanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT _C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B142T
 Save as text file |

Cut position ' '
Pl it o est -3ext)|S  Sitewithflanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT.C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B143T
' Save as text file |
Cut position ; '
#llunt o oxt - 3 exty| S Sitewithflanks .3
1 %23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT,C GATTTCATCA
HinflI's cuts
B702 2
| Save as text file |
Cut position ' '
# [blunt - 5' ext, - 3' ext)| > Site with flanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT,C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B7032T
| Save as text file |
Cut position : ;
# | blunt - 5' ext, - 3' ext)| > Site with flanks .3
1 %23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT,C GATTTCATCA
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HinfI's cuts

B705 2
| Save as text file |
Cut position . o !
(blunt-5' ext. - 3' ext) 5..  Sitewithflanks ..3
*23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B705 3
' Save as text file |
Cut position - )
(blunt-5' ext. - 3' ext) 5.  Sitewithflanks .3
*23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B7063 T
:§_¢!ve as text 'ﬁrle'"
Cut position ] ‘
puotposition 15 sitewithflanks .3
*23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT ,C GATTTCATCA
HinfTI's cuts
B7092T
' Save as text file |
Cut position : "
lunt-5' ext. - 3 ext)| > Site with flanks .3
*23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT C GATTTCATCA

HinfI's cuts

B7112
| Save as text ile |
Cutposition | gjtewithflanks .3
(blunt - 5" ext.-3"ext)|~ ™
*23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT _C GATTTCATCA
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HinfI's cuts
B7122

!__mga;é as text ﬁ]?{

Cut position : : z '
(lunt -5 ext. -3 ext)| >~  Sitewithflanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G AGT _C GATTTCATCA

HinfI's cuts
B713

[ v W e e )
' Save as text file _

Cut position 3 S :
# |(blunt - 5' ext, - 3' ext) 5..  Sitewithflanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT _C GATTTCATCA

HinfI's cuts
B7132

' Save as text file |

Cut position : S >
#lblunt -5 ext,- 3 exty[ 5 Site with flanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT C GATTTCATCA

Hinfl's cuts
B714
| Save as text flle—]

Cut position : Fnr :
#|blunt - 5' ext. - 3' ext.)ps"‘ Site with flanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT,C GATTTCATCA

HinflI's cuts
B715

L Save as text file }

Cut position : SO '
' (blunt - 5' ext. - 3' ext.)| §..  Sitewithflanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT C GATTTCATCA
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HinfI's cuts

B7152

: Save as text file \

Cut position

(blunt - 5" ext. - 3' ext.)|

Bl Site with flanks 3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT.C GATTTCATCA
HinfT's cuts
B716 T
| Save as text file
g| Cutposition  |o = oo ek flanks .3

{(blunt - 5" ext. - 3' ext.)

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B717 T
| Save as text file |
Cut position X o :
3 (blunt - 5' ext. - 3 ext) 5..  Sitewithflanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B7172T
[_ Save as text file |
Cut position z A z
# |(blunt - 5" ext. - 3' ext) 5..  Sitewithflanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B718 2
' Save as text file
Cut position ; N .
# h(b]llnt ~ Sa ext- i 3. eXt.) 5 wee SIte Wlth ﬂanks on3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT C GATTTCATCA
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HinfI's cuts
B7192T

| Save as textfile |

Cut position

*|@lunt-5' exti-3'ext)|2:x.  Sitewithflanks: .8
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT,C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B7202
Save as textfile

Cut position ) . '
#lblunt-5'ext.-3ext)| > Site with flanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GAGT C GATTTCATCA

HinfI's cuts
B720 3

Cut position ; N .
#|blunt-5' ext.- 3’ exty| >~ Site with flanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT C GATTTCATCA

HinfI's cuts
B7212
Saveastextfile

Cut position . T '
#lblunt- 5 ext. - 3 ex) S~ Sitewithflanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT C GATTTCATCA

HinfT's cuts
B722 2
Save s lext e

Cut position : S '
(blunt - 5' ext. - 3' ext.) 5..  Sitewithflanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GAGT C GATTTCATCA
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HinfI's cuts
B723 2

' Save as text file |

Cut position 5'..  Sitewith flanks  ..3'

# (blunt - 5' ext. - 3' ext.)
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B724 2

| Save as text file |

Cut position

# | blunt - 5' ext.- 3 exty > Site with flanks .3’
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B725 2

| Save as text file |

Cut position ; S '
#lblunt-5 ext,- 3 exty| >~ Sitewithflanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GAGT,C GATTTCATCA

HinfT's cuts
B726 2

Cut position : . '
& (blunt - 5' ext. - 3' ext.) S..  Sitewithflanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT C GATTTCATCA

HinfI's cuts
B7272T

Save as textfile

Cut position , A '
# | olunt - 5' ext, - 3' ext.) 5.  Sitewithflanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT,C GATTTCATCA
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HinfI's cuts
B728 2

| Saveas textfile

Cut position

# (blunt-5' ext. - 3' ext)| 5'..  Site with flanks ..3'
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT_C GATTTCATCA
HinfT's cuts
B729
| Save as text ile |

Cut position . e ;
# (blunt - 5' ext. - 3' ext.) §..  Sitewithflanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT,C GATTTCATCA

HinfI's cuts
B730

Save as text file |

Cut position : S '
(blunt = 5' ext. = 3- ext.) 5 wee SIte Wlth ﬂanks ..,3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GAGT C GATTTCATCA
Hinfl's cuts
B730 2
| Saveas text il
Cut position , o 3
: (blunt - 5' ext. - 3' ext.) Shpoeithflanks S
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GAGT C GATTTCATCA
Hinfl's cuts
B731

Save as text file |

Cut position . I '
(blunt-5' ext. - 3' ext) §..  Sitewithflanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT,C GATTTCATCA
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HinfT's cuts
B7312

Save as text file |

Cut position : s :
# (blunt-5' ext. - 3' ext) §.. Sitewithflanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GAGT,C GATTTCATCA

Hinfl's cuts
B732 2

 Save as text file ’

Cut position 5.  Sitewithflanks ..3'

: (blunt - 5' ext. - 3' ext.)
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT C GATTTCATCA
HinfT's cuts
B733 2

Cut position : SO '
#lplunt-5 ext.-3 ex) S Sitewithflanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G AGT,C GATTTCATCA

HinfI's cuts
B7342T

Save as text file |

Cut position 5.  Sitewithflanks .3

# (blunt - 5' ext. - 3' ext.)
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT,C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B736D T
Saveas textfile |
g| Cutposition |5 = oo ithflanks .3

(blunt - 5' ext. - 3' ext.)

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT,C GATTTCATCA
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HinfT's cuts
B840

Save as text file |
Cut position

(blunt - 5' ext. - 3' ext)) 5..  Sitewithflanks ..3'

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT,C GATTTCATCA

HinfT's cuts
B842

Save as text file |

Cut position ; et ;
: (blunt- 5' ext. - 3' ext.) P SETUINMITLS o

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT,C GATTTCATCA

HinfT's cuts

Cut position . e .
& (blunt - 5' ext. - 3' ext.) 5.  Sitewithflanks .3

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT,C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B84
RG]
oS |5 Sitewithflanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT.C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B845 T
' Save as text file |
g|  CUtposiion |5 = gioithflanks .3

(blunt - 5' ext. - 3' ext.)

1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT,C GATTTCATCA
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HinfI's cuts
B846

Save as text file

Cut position : S :
# (blunt-5' ext - 3 ext) 5.  Sitewithflanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG G'AGT‘C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B847
"Save as text ﬁle |
Cut position S x 5 .
# (blunt - 5' ext. - 3' ext) 5o Site with flanks =3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GAGT C GATTTCATCA
HinfI's cuts
B849
 Save as text ﬁle'
Cut position 5 = : i
# (blunt-5' ext.- 3" ext.)ls"' Site with flanks .3
1 *23/26 13 GTGTCTGCGG GTAGT,C GATTTCATCA
Hinf's cuts
B851
;§averas text file
Cut position \ 3 : I
# (blunt - 5' ext. - 3' ext) 5..  Sitewith flanks .3
1 *23 13 GTGTCTGCGG GTAGTC GATTTCATCA
Hinf's cuts
B852T
Soeasteniie
#| . Cutposition o = oo vithflanks .3

(blunt - 5' ext. - 3' ext.)
1 *23 13 GTGTCTGCGG GIAGTC GATTTCATCA

Figura 41. Sitio de corte de restriccion de HinFl en el resto de las muestras.
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e ANEXO 5: sitios webs y softwares usados en el presente trabajo
Sitios web utilizados en el presente trabajo

CADD: http://cadd.gs.washington.edu

ClinVar: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
COSMIC: https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic
dbSNP: Https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
Ensembl: https://www.ensembl.org/index.html
ExPasy: https://web.expasy.org/

Fathmm: http://fathmm.biocompute.org.uk
Gencode: https://www.gencodegenes.org/
GWAS Catalog: https://www.ebi.ac.uk/gwas/
HGMD: https://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php
IHlumina: https://www.illumina.com/
Mutationtaster: http://www.mutationtaster.org
NCBI: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
NEBCutter: https://nc2.neb.com/NEBcutter2/?noredir
Novogene: https://www.novogene.com

OMIM: http://www.omim.org

RefSeq: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/
Uniprot: https://www.uniprot.org/

Varsome: Https://varsome.com/

Softwares utilizados en el presente trabajo
MEGA

PopGene

Sequencher
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