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Determinacion de variaciones genéticas relacionadas a
enfermedades neurodegenerativas mediante secuenciacion
masiva por exoma clinico de personas mayores de Panama.
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Abstract

Neurodegenerative diseases (ND) represent a growing worldwide problem due to the increase in population
aging that is advancing rapidly and where age is the most recognized risk factor for the development of
multiple ND. Population aging is occurring more rapidly in low- and middle-income countries, such as Panama,
making it a priority for the country to identify genetic factors associated with these conditions at an early
stage, which is necessary information for the development of effective preventive and therapeutic strategies.
The objective of this study was to identify genetic variants related to ND in older adults in Panama. A total of
44 DNA samples from participants = 50 years recruited in the community by the Panama Aging Research
Initiative-Health Disparities (PARI-HD) were analyzed by massive sequencing using clinical exome. The data
obtained were analyzed using a customized virtual panel for the identification of variants in 138 genes related
to ND. A total of 294 genetic variants were identified, 73.9% being benign, 20.7% variants of uncertain
significance (VUS), 3.4% probably pathogenic and 2.0% pathogenic. Presenting variants such as CR1 and
TREM2 related to Alzheimer's disease, PRKN, NEFH and GIGYF2 related to Parkinson's disease, HLA-DRB1
with multiple sclerosis, amyotrophic lateral sclerosis and GRN variant related to frontotemporal dementia.
This study establishes the basis for a better understanding of genetic risk factors in our population, and is
conducive to the integration of massive sequencing as a tool for the personalization of the clinical
management of these pathologies.

Resumen

Las enfermedades neurodegenerativas (EN) son un problema creciente sobre la poblacién mundial debido al
incremento del envejecimiento poblacional que avanza rapidamente y en donde la edad es el factor de riesgo mas
reconocido para el desarrollo de multiples EN. El envejecimiento poblacional esta ocurriendo mas rapidamente en
paises de bajo y mediano ingreso, como lo es Panama, por lo que resulta prioritario para el pais, la identificacién
temprana de factores genéticos asociados a estas condiciones, informaciéon necesaria para el desarrollo de
estrategias preventivas y terapéuticas efectivas. Este estudio tuvo como objetivo identificar variantes genéticas
relacionadas a EN en adultos mayores de Panama. Un total de 44 muestras de ADN de participantes = 50 afios
reclutados en la comunidad por la Iniciativa de Investigacion sobre el envejecimiento en Panama-Disparidades de
Salud (PARI-HD) fueron analizadas por secuenciaciéon masiva utilizando exoma clinico. Los datos obtenidos fueron
analizados utilizando un panel virtual personalizado para la identificacion de variantes en 138 genes relacionados
con EN. Se identificaron un total de 294 variantes genéticas, resultando el 73,9% benignas, el 20,7% variantes de
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variantes de significado incierto (VUS, por sus siglas en inglés), el 3,4% probablemente patogénicas y el 2,0%
patogénicas. Presentando variantes como CR1 y TREM2 relacionadas con la enfermedad de Alzheimer, PRKN,
NEFH y GIGYF2 relacionadas con la enfermedad de Parkinson, HLA-DRB1 con la esclerosis muiltiple, esclerosis
lateral amiotrofica y la variante GRN relacionada con la demencia frontotemporal. Este estudio establece las bases
para una mejor comprension de los factores de riesgo genéticos en nuestra poblacion, y que propicia a la
integracion de la secuenciacién masiva como herramienta para la personalizacion del manejo clinico de estas

patologias.

Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas (EN)
como la Enfermedad de Alzheimer (EA),
Enfermedad de Parkinson (EP), Esclerosis
Lateral  Amiotréfica  (ELA), Demencia
Frontrotemporal, Demencia por cuerpos de
Lewy, Distonia y Demencia de inicio
temprano, entre otras, son un problema
creciente a nivel mundial debido a su
estrecha relacion con el envejecimiento
poblacional. Dos de cada tres personas en
edad avanzada viven en las regiones de
Latinoamérica, el Caribe y Asia, este niumero
se incrementara en el 2050 a 4 de 57
(Alvarez-Mora et al., 2023) representando
para Panama un aumento del 24% de la
poblacién. De acuerdo con las estadisticas
sanitarias mundiales, durante el 2019 la
Organizacion Mundial de Salud reporta que
hubo un incremento a 7 de 10 (44%) la
frecuencia de muertes en el mundo causadas
por enfermedades no transmisibles,
posicionando la Enfermedad de Alzheimer en
tercer lugar tanto en América como en Europa
representando el 60% a 80% en los casos de
demencia, destacando a las mujeres como el
grupo mas afectado (Alzheimer's
Association., 2023) (Organizacién Mundial de
la Salud, 2020).

Por tanto, la identificacion temprana de
factores genéticos asociados a estas
condiciones es crucial para el desarrollo de
estrategias  preventivas y terapéuticas
efectivas.

Enfermedades Neurodegenerativas.

Se han logrado grandes avances en nuestra
capacidad para determinar la etiologia
genética de muchas enfermedades
neuroldgicas mediante la utilizacién de
plataformas de secuenciacién de nueva
generacion (NGS por su sigla en inglés). Esta
tecnologia ha proporcionado nuevos avances
en la busqueda de los mecanismos
causantes de las enfermedades neuroldgicas
(Bras et al., 2012). La utilizacién de NGS
ofrece la posibilidad de tamizar regiones
regulatorias de proteinas codificantes y no
codificantes de los genes candidatos a
biomarcadores, asi, generar conocimiento
sobre como se pueden determinar diferentes
perfiles de genes como factores de riesgo
para la aparicion de las EN en la poblacién
panamefia donde podria ayudar a dirigir una
atencion personalizada al individuo
beneficiando el prondstico de la enfermedad.
Este estudio tuvo como propdsito la
determinacion de variaciones genéticas
vinculadas a enfermedades
neurodegenerativas en una muestra de
personas mayores de Panama mediante
técnica NGS por exoma clinico.

MATERIALES Y METODOS
Caracteristicas y tamano de la muestra

Se realizdé un estudio analitico descriptivo y
observacional de una submuestra de 44
participantes reclutados por La Iniciativa
Panamena de Investigacion sobre el
Envejecimiento- Disparidades en Salud (PARI-
HD).

39

ISSN 2309-2955 - ISSN 2412-2920 (En Linea)



Revista Panamena de Laboratorio Clinico e Investigacion

PARI-HD es un estudio longitudinal sobre la
salud cognitiva y funcional de los adultos
mayores en Panama, donde se reclutan
personas de 50 o mas anos de edad,
alfabetizados y sin demencia reclutados en la
comunidad mediante muestreo por
conveniencia a través de medios de
comunicacion disponibles, de boca a boca y
la divulgacion en la comunidad.

Extraccion de ADN

El ADN de los participantes fue extraido a partir
de muestras sanguineas, utilizando el kit BIO-
TEK D3392-02 E.Z.N.A.® Blood DNA, basado en
el sistema de columnas con membrana de gel
de silice. Se determiné la concentracion de las
muestras de ADN por espectrofotometria con un
multilector de absorbancia EPOCH™ (BioTek).

Evaluacion de la integridad de la muestra

Se seleccionaron las muestras mas adecuadas
para la secuenciacion NGS considerando como
criterio una cuantificacion del ADN =30 ng/pl,
una ratio de pureza 260/280 =1.6 y una grafica
dentro de una absorbancia 10 mm hasta de 0.9
en una longitud de onda de 260 nm obtenido con
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific™). Ademas,
se realizé electroforesis en gel de agarosa al
0.7% en buffer TBE 1X, visualizando el ADN con
GelRed® y aplicando 100V durante 40-60
minutos.

Construccion de librerias, secuenciacion

Para la construccioén de librerias, se utilizo kit
de preparacién de ADN enriquecido (lllumina).
Se utilizaron =50 ng de ADN por muestra para
obtener librerias enriquecidas e indexadas.
Estas fueron desnaturalizadas e introducidas
en el secuenciador NextSeq 550 (NB552767),
ubicado en las instalaciones del Laboratorio
de Gendmica del INDICASAT.AIP (Instituto de
Investigaciones Cientificas y Servicios de Alta
Tecnologia), Ciudad de Panama. Y los datos
generados se almacenaron en la plataforma
BaseSpace® Sequence Hub de Illlumina.
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Analisis de los datos de secuenciacion

El andlisis primario de los datos se realizd
con el software Sequencing Analysis Viewer,
evaluando los parametros de calidad de la
corrida. El analisis secundario se llevo a cabo
con DRAGEN, una herramienta en la nube de
BaseSpace, que permiti6 ensamblar las
lecturas, filtrarlas por calidad y alinearlas con
un genoma de referencia a partir de archivos
FastQ. Finalmente, en el analisis terciario, se
utilizaron los archivos VCF obtenidos para
identificar y clasificar variantes mediante la
plataforma Franklin (Genoox). En la tabla 1, se
presenta el listado de genes incluido en el
panel virtual para el andlisis de los datos se
secuenciacion.

Tabla 1. Listado de genes incluidos en panel virtual
para determinar variantes genéticas relacionadas a
Enfermedades neurodegenerativas en muestra de
estudio.

Enfermedad

Benrodegenerativa Genes incluidos Referencias

APF, PSEN1, PSENZ, APOE, CLU, PICALM, CR1,
BINI, CD33, MS4A4A, MSIAGE, CDIAPR, EPHAI,
ABCAT, CASS4, CELF1, FERMTZ, INPPSD, MEF2C,
NMES, PTK2B, SLC24A4, RIN3, SORLI, ZCWPW1,
Enfermedad de TREMZ, ADAMI10, PVRL2, ABI3, PLCG2, CSFIR,
Alzheimer TPSIINPL, GRN, TOMM40, PNRP, MAPT, AP4EL,
AP4MI, EIF2B2, PFN1, CYBS61, TOMMAD,
WWOXMAF, SCIMP/RABEP], MAPT, HLA-DRE1,
PSMBE, IQCK, ADAMTS4, HESX1, CLNK, OARDI,
CNTNAP2, SPI1, KATE, SCIMP, CYBS61.

{Gaiteri et al., 2016; Karran et al.,

2011; Lambert ¢tal, 2013)

VP§35, SNCA, LRRKZ, PRKRA, GBA, RABI9B,
TMEM230, GCHI, VPS13C, PARKZ, PINK1, PARKT,
~ B (Healy et al, 2008; Klen &
ATPI3A2, PLA2G6, FBXOT, SYNJ1, DNAJCG,
Enfermedad de Westenberger, 2012, Lesage &
. SCARR2, CHCHDZ2, POLG, TAFI, EIF4G1, GIGYF2, i .
Parkinson Brice, 2009; Paisi N-Ruiz et al,
HTRAZ, SLC1BAZ, OPAL, TMEMITS, SCN3A, VAPE, 2004
TH, C90rfT2, SNCAIF, TMEMI175, LRRN3, PRKN,

DNAICI3, UCHLI, PODXL, PTRHDI.

SODI, TARDBP, FUS, PFN1, SQSTMI, ANG, DCTN1,  (Chié o al, 201%; Don W,
FIG4, VAPB, MAPT, TARDBF, C9or{72, KIFSA, PONI,  Cleveland, 2001; Renton ¢t al,
SPGLLL 2014; Van Deerlin et al., 2008)

Esclerosis Lateral
Amiotrofica (ELA)

TORIA, THAPI, APTX, ATM, PRRTZ, ANO3, TH, {Albanese et al., 2019; Fuchs etal.,
ATPIA3, TAF1, SLC39A14, SLCI0A10, SPR, SLC6A3.  2013; Jinnah & Factor, 2015}

Distonia
SCN1A, PRRTZ, SCNEA, (Hurow & Jobe, 2007; Steinlein,

Epilepsia
2001)

Consideraciones éticas

Las muestras que se analizaron pertenecen a
participantes reclutados en la cohorte comunitaria de
PARIFHD, protocolo denominado “Estudio de
cohortes prospectivo para evaluar el valor
diagndstico y pronostico de biomarcadores en
sangre para el deterioro cognitivo leve y la progresion
ala enfermedad de Alzheimer”.
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La cual cuenta con la aprobacién del comité
Institucional de Etica e investigacién de la
Caja de Seguro Social, Pol. Manuel Ferrer
Valdés (CIEI-CSS-P-083-16). Este protocolo
también esta registrado en RESEGIS (cddigo
35).

Se ejecutd un analisis descriptivo calculando
las frecuencias y porcentajes para las
variables categodricas y medias y desviacion
estandar para las variables continuas. Se
realizé un analisis descriptivo de variantes
genéticas encontradas en la muestra
analizada, incluyendo el reporte de |la
frecuencia de presentacion de variantes
repetidas en la muestra, con su intervalo de
confianza al 95%.

RESULTADOS

Caracteristicas demograficas y clinicas de la
muestra de estudio.

Las caracteristicas demograficas y clinicas
de la muestra se resumen en la Tabla 2. Los
participantes eran en su mayoria mujeres
(70.5%) con una edad media de 70.3 afios (DE
= 7.4). Los participantes completaron 15.3
afios de educacién formal (DE = 4.2), y la
mayoria de la muestra obtuvo un titulo
universitario (52.3%). Las mediciones del
indice de masa corporal (IMC) (M = 27,5
kg/m2, DE = 3.6) indicaron que la mayoria de
participantes tenia sobrepeso (79.5%). Los
participantes declararon padecer al menos
una enfermedad cronica en 84% de los casos,
de las cuales las mas comunes eran la
hipertension (52.3%), la osteoporosis (29.5%)
y diabetes (22.7%). Ademas, los participantes
declararon tener dificultades para dormir
(45.5%), deficiencias visuales (29.5%),
tabaquismo pasado o actual (34.1%) vy
polifarmacia (22.7%). Una proporcién menor
de participantes cumplia los criterios de
depresion geriatrica (15.9%) segun el GDS-15
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(Escala de Depresion Geridtrica de 15 item), y
la prueba MMSE (Mini Prueba del Estado
Mental), una evaluacién neuropsicolédgica que
emplea un puntaje de corte de 25 para
determinar la presencia de deterioro cognitivo
global, esta reveld6 que ninguno de los
participantes presentaba deterioro, ya que
todos obtuvieron puntajes superiores a 25.
Sin embargo, muchos de los participantes
(43.2%) reportaron quejas subjetivas de
memoria.

Tabla 2. Caracteristicas demograficas y clinicas de
la muestra de estudio.

Toul
(N =4}

n %)/ M{DS)
Edad {afod) TO3 (74)
Ranga H0.191.8
Sewa, mujer 3 {705
Stalus marilal
Sin parja 19{43.2)
Con pareja 25 (56.8)
Adios de educaciin 15304.2)
Rango 625
Minimo nivel de educacion akcanrado
Primaria Ti15%
Secundasia I4i318)
Usiversidad P TEER ]
Iegreso mensual (didares)
= 500 (4
S01-1200 1534.1)
=120 24(54.5)
[msdice de masa corporal (IMC) ITA(E6)
Ranga 19.9-36.4
Caegorias do IMC
Bajo (<18.5) o)
MNormal {15.9.24.9) E{18.2)
Sobrepeso (~25) 31705
Enfermodades ¢rimicas
L TU5%)
14 35 (70.4)
=4 25
Condiciones erdnicas (Si)
Diiabetes [T+
Higericasidm B {523
Asma Gl36)
Clincer 5114y
Enfermedad cardiovascular 6 i13.6)
Enfermedad cercbeovascular 3(6.8)
Enfermedad pulmeonar (4
Enfermedad renal a5
Astritis LTI ]
Osteaparosis 1320.9)
Dreterioro visual (i) 13429.5)
Dreterions suditiva {51) 44913
Drificubtad para dormir (30} 20 (45.5)
Consume de lahaco {50 15 (34.1)
Presidm sistélica (mmbigh 1443249
Polifarmacia (51) 19227
Sistomas deproiavos sogia crilene DGE-15 (deprosidn, Si) T{59
Caidas en ¢l dltimo afo (5i) 12(27.3)
Caldas recusrentes en el dhtimo who
1 G136
a{l36)
Dreterions cognitivo subjetivo (S0) 19 (43.2)
Dreterions cognitive objetivo (pestaje MMSE) Ime(14
Rango 2830
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Resultados de la secuenciacion y analisis
primario

Se generaron 149.4 Gbp de informacion
cumpliendo con todas las métricas de
calidad, incluyendo controles de calidad de
las lecturas por linea y la celda de flujo. Las
métricas de lectura registradas se presentan
en la tabla 3.

Tabla 3. Métrica de lectura de secuenciacion
masiva ejecutada.

Volumen 9 - Nimero 1 Panama, febrero, 2026

Lecturas Ciclos  Rendimiento  Rendimiento Aline  Tasa de Ciclo de %=
{Gbp) del proyecto ado crror (%) intensidad 1 Q30
(b} (%)

Lectura | 149 T0.4 To4 0.9 0.5 BEled BR.O

Lectura 2 10 4.3 4.3 0 0 T612.4 958

Lectura 3 1 4.3 4.3 o 0 63556 M9

Lectura 4 149 T0.4 To4 09 0.5 B394.8 B7.3

Total de 298 140.9 140.9 (] 0.5 B605.6 877
lecturas no
indexadas

Total 318 149.4 1499 09 03 TE44.8 BE.1

El analisis primario demostré que el 93.0% de
las lecturas fueron identificadas por indices y
el 6.9% representd el porcentaje de
conglomerados que pasaron el filtro y no
pudieron ser asignados a un indice. El
coeficiente de variacion para el niumero de
recuentos en todos los indices del carril 1 fue
de 0.6 y los valores minimos y maximos de
representacion para cualquier indice fue de
0.6 y 5.0, respectivamente. Las métricas de
calidad de la indexacion para los carriles 2, 3
y 4, son similares a los presentados con el
carril 1 y donde se confirma que todas las
muestras indexadas estén correctamente
representadas. Las puntuaciones de calidad
de la secuenciacién miden la probabilidad de
que se llame incorrectamente a una base. La

grafica Q-Score (Figura 1) evalia la
distribucion del numero de bases por
puntuacion de calidad de Ila corrida
acumulativa que fue de 1329 G,

representando el 87.8%. Solo se incluyen las
bases de las lecturas que pasan el filtro de
calidad.

Enfermedades Neurodegenerativas.

Figura 1. urarica ae pl]ﬁléje ae caliaaa. ci
mapa de calor Q-Score proporciona una
vision general de las puntuaciones de calidad
en todos los ciclos donde para los primeros
100 ciclos en ambas superficies se alcanza
no menos del 80% del puntaje de calidad. Los
datos por carril permiten ver métricas de
calidad por carril, la densidad de los clusteres
ejecutadas fue similar, con un promedio total
de los 4 carriles en 205.5 + 6.3 K/mm?2. Los
resultados sobre la densidad de clusteres
obtenida se mantienen en el rango
recomendado por la casa comercial que es
de 170-220 K/mm?2 utilizando el equipo
NetSeq. Se determind la densidad éptima de
clusteres para examinar la diferencia en las
métricas de calidad entre carriles. En la figura
2 se muestra que para todos los carriles la
densidad de los clusteres ejecutadas fue
similar, con un promedio total de los 4
carriles en 205.5 + 6.3 K/mm?. Los resultados
sobre la densidad de clusteres obtenida se
mantienen en el rango recomendado por el
fabricante que es de 170-220 K/mm?
utilizando el equipo NetSeq.

=== P ] —]
L ]

Il
(LN
1]}

Figura 2. Grafica de datos por carril. Se presentan
los resultados de calidad por carril sobre la densidad
de clisteres alcanzada en la corrida de
secuenciacion.
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Resultados de la secuenciacion y analisis
secundario

El andlisis secundario consistié en ensamblar
las  lecturas  obtenidas durante la
secuenciacion con el genoma humano de
referencia Homo sapiens (1000 Genomes
hg38-altmaskedv3-graph-enabled) utilizando
el software DRAGEN. Mediante este analisis
las lecturas se evaluaron y filtraron segun su
calidad. Hay cuatro grupos diferentes de
métricas que se generan en diferentes etapas
del andlisis: Meétricas de enriquecimiento,
Mapeo vy alineacion, VCF, Métricas de
duracion 'y Métricas e informes de
enriquecimiento. En promedio, el 99.3% de las
lecturas obtenidas pasaron el filtro de
alineacién con el genoma de referencia, por
tanto, el 73.4% de las lecturas resultaron
enriquecidas con el alineamiento.

Asimismo, a nivel de bases, el 99.3% de los
nucledtidos  identificados  durante la
secuenciacion se alinearon con el genoma de
referencia. La longitud mediana del promedio
fragmento secuenciados fue de 206.7 +84.4,
con un rango de 33.1-628.0.

Sin embargo, solo se alcanzé un porcentaje
de cobertura con una profundidad de 20X del
30.1%. con respecto a las variantes, se
identificaron en promedio 13,827 variantes de
un solo nucledtido y 1,166
inserciones/deleciones (indels).

Resultados de la secuenciacion y analisis
terciario

Para el analisis terciario, utilizando Ia
plataforma en linea Franklin, se utilizaron los
archivos VCF. Se filtraron los resultados
mediante la aplicacion de un panel virtual
personalizado que incluyé 138 genes. En un
total de 44 muestras incluidas en el analisis,

Enfermedades Neurodegenerativas.
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se identificaron 294 variaciones genéticas
que han sido vinculadas a enfermedades
neurodegenerativas. De estas variables
genéticas, 217(73.9%) son  benignas,
61(20.7%) variantes de significado incierto
(VUS), 10(3.4%) variantes como
probablemente patogénicas y 6(2.0%) como
patogénica (Figura 3).

20.7

0
10 3.4 2.04
o | —

Benigna Significado
Incierio (VUS) patoginia

Probatemcntc Patogénica

Figura 3. Porcentaje de variantes asociadas a
enfermedades neurodegenerativas.

En la tabla 4 se describen las variantes asociadas a
cada enfermedad. Para la enfermedad de Alzheimer,
se encontraron un total de 4 variantes distribuidas en
los genes CR1 y TREM2. De estas, 1 variante fue
clasificada como benigna (25%) y correspondié a
CR1 (c.6151A>G), con una frecuencia del 9.1%. Las
otras 3 variantes (75%) fueron clasificadas como
VUS (variantes de significado incierto): CR1
(c1333A>G), CR1 (c.1253-9_1253-8insG) y TREM2
(c.469C>T), cada una con una frecuencia del 9.1%.
Esto refleja que la mayoria de las variantes
asociadas a Alzheimer en esta muestra son inciertas
respecto a su patogenicidad.

En las variantes relacionadas con ELA, se identificd
una Unica variante en el gen NEFH (c.1973_1978del),
clasificada como VUS (100%), con una frecuencia
del 9.1%. Esto indica que no se detectaron variantes
benignas o patogénicas claras en esta muestra para
ELA. En las variantes asociadas a Esclerosis Muiltiple
(EM), se identificé una Unica variante en el gen HLA-
DRB1 (c.41C>T), clasificada como VUS (100%), con
una frecuencia del 13.6%.
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Este hallazgo sugiere que no se encontraron
variantes benignas ni patogénicas conocidas
relacionadas con EM en esta muestra. En las
variantes asociadas a Demencia
Frontotemporal, se identific6 una variante en
el gen GRN (c.1973_1978del). Esta variante
fue clasificada como VUS (variante de
significado incierto), con una frecuencia del
9.1% (4 de 44 muestras). Esto indica que no
se detectaron variantes benignas o
patogénicas claras asociadas con Demencia
Frontotemporal en esta muestra. En las
variantes asociadas a Enfermedad de
Parkinson (EP) identificadas en las 44
muestras, se encontraron un total de tres
variantes distribuidas en los genes PRKN,
NEFH y GIGYF2. De estas, dos variantes
fueron clasificadas como benignas (66.7%) y
se localizaron en los genes PRKN (c.500G>A)
y GIGYF2 (c.3626_3646del), cada una con una
frecuencia de aparicién del 9.1%. La variante
restante, NEFH (c.1973_1978del), fue
categorizada como una variante de
significado incierto (VUS), representando el
33.3% de las variantes asociadas a EP, con
una frecuencia del 9.1%. Estos hallazgos
reflejan que la mayoria de las variantes
relacionadas con Parkinson en esta muestra
fueron benignas.

Tabla 4. Variantes genéticas que comparten
los participantes de la muestra de estudio

Gen Variante Polimorfism  Categorizacién  Enfermeda Frecuencia  Intervalo
o de la variante o asocinda de de
aparicién  conflanza
enla al 95%,
muestra
HLA-D vUs Esclerosis
. CAICT rs9270302 miltiple  136(6644) 52271
CRI . 1333A5G i Enfermedad ) g isiqay  45.244
de
rs3R18565 ]
Alzheimer
(EA)
TREMZ  cd69C>T AL i EA o144 30217
CRI cl1253.9 1253 Rel7047661 vus EA o0 (444) 30217
GIGYF <3626 36d6de rs327464858 Benigna Enfermedad 9,1(4/44) 29.203
2 I de Parkinson
(EP)
CRI cEISIASG TR0 Beigos BA o1(4/44) 29203
NEFH  cl973_1978de T 1A93T1560 i P o1(4/44) 29203
1
PREN £ S00G>A Ll L Benigna ER 0.1(444) 29203
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Discusion

El presente estudio utilizd6 secuenciacion
masiva (NGS) por exoma clinico para
identificar variantes genéticas asociadas con
enfermedades neurodegenerativas en
muestras de ADN de personas =60 afos de
Panama.

Sobre el rendimiento de la corrida de
secuenciacion y analisis primario podemos
resaltar que se generaron 149.4 Gbp de datos
en un total de 318 ciclos. El porcentaje de
bases con Q30 fue del 87.8%, un valor que
supera el umbral minimo de calidad para
proyectos de secuenciacion poblacional y
asegura una baja tasa de errores en las
lecturas. Estudios previos han demostrado
que porcentajes de Q30 por encima del 80%
son fundamentales para garantizar
resultados  reproducibles en  analisis
gendémicos de alto rendimiento. Por ejemplo,
se ha reportado valores de Q30 superiores al
85% en analisis realizados con
secuenciadores lllumina (Goodwin et al.,
2016), destacando su importancia para
estudios de poblaciones humanas vy
animales. Asimismo, se ha documentado que
tecnologias como lllumina HiSeq 2000 y
MiSeq presentan Q30 consistentes alrededor
del 90% en corridas de hasta 300 ciclos,
mientras que otros métodos, como lon
Torrent, tienden a mostrar una caida en
calidad en lecturas largas (Quail et al., 2012).

El mapa de calor mostro ligeras disminuciones en la
calidad de las bases (>80% Q30) en ciclos
posteriores, lo cual es consistente con lo reportado
en la literatura debido a errores acumulados en
lecturas largas. Segun algunos autores (Quail et al.,
2008) en plataformas lllumina como HiSeq 2000 y
MiSeq, la calidad de las bases tiende a decrecer en
los ultimos ciclos, con porcentajes de Q30 que caen
de un promedio de 85%90%
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al inicio de la corrida a valores de 75%-80%
hacia el final, particularmente en lecturas
mayores a 250 pb. Ademds (Fleige & Pfaff,
2006) sefalaron que estas disminuciones en
calidad pueden impactar la precisiéon en la
identificacion de variantes gendmicas
complejas, como las inserciones y deleciones
en regiones de baja complejidad. Sin
embargo (Glenn, 2011) argumenta que, a
pesar de estas limitaciones, los valores de
Q30 >80% son aceptables para la mayoria de
los analisis genémicos, siempre y cuando se
utilicen herramientas de correccion
bioinformatica para mitigar errores
acumulativos.

La densidad promedio de clusteres alcanzada
(205.5 K/mm?) estuvo dentro del rango
optimo (170-220 K/mm?) recomendado por
el fabricante del equipo NextSeq 550,
garantizando lecturas eficientes y una
distribucion uniforme de las muestras en la
celda de flujo (Bentley et al., 2008). Johnson y
colaboradores (Johnson et al, 2019)
analizaron densidades de clusteres en
proyectos de microbioma humano (n = 300
muestras) utilizando secuenciadores
NovaSeq y encontraron que densidades
mayores a 230 K/mm?2 aumentaron los
indices de error en regiones repetitivas,
especialmente en amplicones largos (>500

pb).

En contraste, valores dentro del rango 6ptimo
(170-220 K/mm?) aseguraron una cobertura
uniforme de las regiones génicas y una tasa
de éxito superior al 95% en la identificacion
de variantes. Sobre el andlisis secundario
podemos destacar que el porcentaje de
lecturas alineadas super6 el 99% en todas las
muestras, reflejando tanto la calidad de las
lecturas como la precision del genoma de
referencia empleado, el cual fue GRCh38, en
donde la ultima version del genoma de
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referencia empleado, el cual fue GRCh38, en
donde la dultima versién del genoma de
referencia humano fue publicada por el
Genome Reference Consortium en 2013, un
esfuerzo conjunto entre el National Center for
Biotechnology  Information  (NCBI), el
European Bioinformatics Institute (EBI) y el
Wellcome Trust Sanger Institute (Genome
Reference Consortium, 2013) . Este valor esta
en el rango superior de calidad esperada para
estudios de secuenciaciéon de alto
rendimiento, donde tipicamente se reportan
valores >95% (Sims et al, 2014). El
enriquecimiento de lecturas dirigidas oscild
entre 70% y 84%, lo que indica una alta
especificidad del disefio experimental para
capturar las regiones objetivo (Gnirke et al.,
2009).

Sobre los hallazgos genéticos y las variantes de
relevancia identificadas podemos mencionar el gen
HLADRB1: Variantes como c41C>T con
polimorfismo rs9270302 y ¢.640_641insTG con
polimorfismo rs35837054, asociadas a esclerosis
muttiple (EM), fueron recurrentes en el andlisis. Este
hallazgo es consistente con estudios previos que
identifican a HLA-DRB1 como uno de los principales
loci genéticos asociados con predisposicion a EM
(Sawcer et al, 2014). Para el gen NOTCH3
(c.3058G>T) con polimorfismo rs35769976, el cual
ha sido relacionado con enfermedades
cerebrovasculares; su presencia en este andlisis
refuerza su relevancia clinica y concuerda con
hallazgos reportados anteriormente (Joutel et al,,
1996). En el gen CR1 (c.1333A>G) con polimorfismo
rs3818565: Clasificada como VUS, esta relacionada
con la enfermedad de Alzheimer en la literatura. Sin
embargo, estudios previos sefialan que su impacto
puede variar dependiendo del contexto genético y
ambiental, subrayando la necesidad de analisis
adicionales (Lambert et al, 2013). A pesar de la
concordancia general con la literatura, se
identificaron ciertos puntos que merecen atencién.
Por un lado, algunas variantes consideradas
benignas en este andlisis, como ABCA7,
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han sido reportadas como factores de riesgo
en Alzheimer. Esto podria deberse a
diferencias en la poblacién analizada o a
limitaciones en las bases de datos utilizadas.
Estudios han explorado cémo la pérdida de
funcion de ABCA7 afecta la inflamacion
microglial y las propiedades mitocondriales,
exacerbando el dafio neuronal (Wang et al.,
2025). Esto refuerza la importancia del
transporte de lipidos y la funcion microglial en
la patogénesis de esta enfermedad
(Bellenguez et al., 2022). Adicionalmente, un
meta-analisis  reciente  demostr6  que
variantes especificas de ABCA7 estan
significativamente asociadas con el riesgo de
Alzheimer en diferentes poblaciones, aunque
algunos polimorfismos muestran variabilidad
en funcion de la etnicidad y otros factores
genéticos y ambientales (Dib et al., 2021).

Las variantes que son consideradas benignas
podrian tener diferentes efectos en las
poblaciones de América Latina en
comparacién con  otras  poblaciones
estudiadas en la literatura. Es posible que no
sean de riesgo en esta poblacién en particular
debido a diferencias genéticas o ambientales.
Por tanto, las herramientas utilizadas para
clasificar las variantes podrian no incluir
suficiente informacion sobre las variantes
especificas en poblaciones latinoamericanas.
Esto podria llevar a que algunas variantes de
riesgo pasen inadvertidas o se clasifiquen
como benignas (De Oliveira et al., 2023). Por
otro lado, la cobertura en ciertas regiones
(<75%) sugiere ineficiencias en la captura de
objetivos especificos, un desafio técnico
recurrente en experimentos de secuenciacion
exomica. Esto significa que estas regiones no
fueron suficientemente representadas en el
andlisis, lo que podria dificultar la
identificacion precisa de variantes en estas
areas. Una causa probable son las regiones
dificiles de secuenciar ya que algunas
regiones del genoma,
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como aquellas con un alto contenido de bases
guanina (G), citosina (C) o regiones repetitivas, son
conocidas por ser mas dificles de capturar y
amplificar durante la preparacion de librerias. Esto es
un desafio técnico comun en estudios de exoma
(Clark etal, 2011)

Este estudio presenta varias limitaciones. Primero,
un tamafo de muestra limitado para establecer
asociaciones  estadisticamente  significativas.
Segundo, muestra de estudio fue obtenida de
participantes reclutados por PARFHD en Panam3, lo
que podria afectar la representatividad de la
poblacion y restringir la generalizaciéon de los
hallazgos. Tercero, el enfoque metodologico
aplicado por exoma, excluye la identificacion de
variantes regulatorias e intronicas que pueden ser
relevantes en ciertas patologias. Por Ultimo, la base
de datos utilizada para la interpretacion de los datos
de la secuenciacion podria estar subrepresentadas
para variantes especificas de poblaciones
latinoamericanas.

Conclusion

Este estudio demuestra la aplicabilidad de Ila
secuenciacion masiva utilizando exoma clinico para
la identificacion de variantes genéticas asociadas
con enfermedades neurodegenerativas, destacando
hallazgos relevantes y congruentes con la literatura.
Sin  embargo, las limitaciones técnicas y
poblacionales  resaltan la  necesidad de
investigaciones futuras que optimicen la sensibilidad
de la metodologia y amplien la interpretacion de las
variantes en contextos poblacionales diversos.
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Las variantes encontradas
incluyeron genes =
relacionados con
Alzheimer, =\
Parkinson, ELA ((527)
y otras condiciones | ik

La secuenciacién masiva permite entender los
riesgos genéticos de nuestra poblacion

Fuente: Determinacién de variaciones genéticas relacionadas a
enfermedades neurodegenerativas mediante secuenciacién masiva por
exoma clinico de personas mayores de Panama.
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