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PROLOGO

El universo de la genética es un ambito muy especializado y por tanto li-
mitado a un selecto y preparado grupo de investigadores, que nos ayudan
a dilucidar los origenes de nuestro grupos étnicos.

Es reconfortante encontrar que contamos con investigadores paname-
fios que han dedicado su tiempo y su esfuerzo, en navegar por las difici-
les aguas de los marcadores genéticos de nuestros grupos antropolégicos,
para definir caminos que nos permitan conocer nuestro pasado y dirigir
nuestro presente y nuestro futuro.

Mas importante adn, es que dichos esfuerzos, tienen una aplicacion prac-
tica inmediata. No se quedan en hipétesis potenciales, sino que muestran
sus primeros resultados aplicables, develando la relacién de la proporcion
de genes ancestrales y la incidencia de ciertas enfermedades en nuestra
poblacion.

Fueron necesarias mas de dos décadas de investigacion, aplicando las he-
rramientas mas novedosas en el campo de la genética, para lograr estos
documentos de gran valia para nuestro mundo académico e investigati-
vo. Con gran detalle, los investigadores utilizando marcadores molecula-
res, determinaron la composicion genética de la poblacidon panameiiay la
proporcion de genes ancestrales en las diferentes provincias.

Pero no solamente se estudio la genética de los grupos ancestrales, pues
basados en la hipdtesis de un aporte complementario de los genes euro-
peosy el posterior aporte de los grupos africanos, se logra hacer un mapa
detallado de los aportes de cada uno en esta mezcla de razas, que se han
ido uniendo a los grupos originarios panamerios, para crear la multiplici-
dad de grupos étnicos que conviven en nuestro pais.

Un logro muy importante, ademas de analizar los grupos originarios, es
que también se estudia y se llega a conclusiones validas, sobre el aporte
de grupos, en este interesante coctel de razas, que por siglos se han ido
integrando a la poblaciéon panamefia, tan diferente de los demas paises
del continente.

En su momento el famoso intelectual Demetrio Porras ya habia planteado
que la poblacién panameiia se ha ido enriqueciendo con los constantes
“traumas” historicos que ha enfrentado. Como lugar de transito, nuestro
pais ha recibido oleadas de inmigrantes por multiples razones, pero que
han sembrado genes en momentos cumbres que han definido su identidad
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actual: el descubrimiento de América por los esparioles; la llegada de un
grupo inmenso de nativos africanos para trabajar en las minas y las plan-
taciones; los aportes de los ciudadanos colombianos cuando Panama for-
mo parte de la Gran Colombia y la Nueva Granada; el descubrimiento del
oro en California que convirtié en realidad el construir el ferrocarril y que
conllevo la llegada de norteamericanos, chinos, caribefios y de muchos
paises; la construccion del canal francés que implicé sangre europea nue-
va ademas de los grupos anteriores del ferrocarril; y finalmente, el aporte
norteamericano y de muchos otros paises para la construccion del Canal
de Panama.

Pero no nos alejemos del tema principal del libro. La mayor preocupacion
de los investigadores fue hacer una comprobacion cientifica de la genéti-
ca ancestral, con los recurrentes sintomas de enfermedades que afectan a
grupos humanos especificos. Es asi, como la mayor parte de las investi-
gaciones reunidas en este libro, van dirigidas a identificar variantes ge-
néticas que pudieran estar asociadas en la poblacion panameria a ciertas
enfermedades.

En especial las diferencias en incidencia de enfermedades como el can-
cer, la diabetes, la artritis reumatoidea y muchas otras enfermedades no
transmisibles, podrian ser explicadas sobre la base de las diferencias en la
composicién genética.

Como vemos, hay mucho terreno que cubrir, y el esfuerzo de estos exce-
lentes investigadores, es una muestra de todo el camino que nos queda por
recorrer. Ojala que su lectura sea un incentivo para nuevas y provechosas
investigaciones que incrementen el conocimiento cientifico de nuestros
origenes. En cuanto a los autores, les pedimos que, este aporte, sea solo el
primer escal6n de nuevos proyectos en beneficio de nuestra gran Nacion.



> 11

COLABORADORES

Edgardo Castro-Pérez | Centro de Biologia Celular y Molecular de

las Enfermedades, INDICASAT-AIP, Clayton, Ciudad de Panama,
Panama. - Departamento de Genética y Biologia Molecular, Facultad
de Ciencias Naturales, Exactas y Tecnologia, Universidad de Panama,
Ciudad de Panama, Panama. - Sistema Nacional de Investigaciéon
(SNI), SENACYT, Clayton, Ciudad de Panama, Panama.

Magaly de Chial | Departamento de Genética y Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias Naturales Exactas y Tecnologia, Universidad de
Panama, Ciudad de Panam4d, Panama.

Olga Chen | Departamento de Genética y Biologia Molecular, Facultad
de Ciencias Naturales Exactas y Tecnologia, Universidad de Panama,
Ciudad de Panama, Panama.

Brenda de Mayorga | Departamento de Microbiologia y Parasitologia,
Facultad de Ciencias Naturales Exactas y Tecnologia, Universidad de
Panama, Ciudad de Panamad, Panama.

Carlos Ramos Delgado | Departamento de Genética y Biologia
Molecular, Facultad de Ciencias Naturales Exactas y Tecnologia,
Universidad de Panama, Ciudad de Panama, Panama.

Ana E. Tejada E | Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Panama, Ciudad de Panama, Panama.

Beatrice Di Biase | Departamento de Genética y Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias Naturales Exactas y Tecnologia, Universidad de
Panama, Ciudad de Panamad, Panama.

Caleb Herrera | Departamento de Genética y Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y Tecnologia, Universidad de
Panama, Ciudad de Panam4d, Panama.

Carlos M. Restrepo | Centro de Biologia Celular y Molecular de

las Enfermedades, INDICASAT-AIP, Clayton, Ciudad de Panama,
Panama.Sistema Nacional de Investigacion (SNI), SENACYT, Clayton,
Ciudad de Panama, Panama.

Carmen Mela-Sanchez | Centro de Biologia Celular y Molecular de las
Enfermedades, INDICASAT-AIP, Clayton, Ciudad de Panama, Panama



12«4

Concepcion Molina-Jirén C | Departamento de Bioquimica, Facultad
de Ciencias Naturales Exactas y Tecnologia, Universidad de Panama,
Ciudad de Panama, Panama.

Diana Mora | Bio Labs International S.A., Ciudad de Panamad, Panama.

Diomedes E. Trejos | Laboratorio de Analisis Biomolecular, Instituto
de Medicina Legal y Ciencias Forenses, Ministerio Pablico, Clayton,
Ciudad de Panamad, Panama.

Evelyn Visuetti | Departamento de Genética y Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias Naturales Exactas y Tecnologia, Universidad de
Panama, Ciudad de Panam4d, Panama.

Fernando Diaz | Secciéon de Hematologia, The Panama Clinic, Ciudad
de Panama, Panama.

German Espino | Departamento de Medicina, Facultad de Medicina,
Universidad de Panama, Ciudad de Panama, Panama. - Seccion de
Hematologia, Hospital Santo Tomas, Ministerio de Salud, Ciudad de
Panama, Panama. - Centro Hemato Oncoldgico Panama, Ciudad de
Panama, Panama.

Gonzalo Carrasco | Departamento de Estadistica, Facultad de Ciencias
Naturales Exactas y Tecnologia, Universidad de Panama, Ciudad de
Panama, Panama.

Gumercindo Lorenzo | Instituto Nacional de Estadistica y Censo,
Contraloria General de la Reptblica, Ciudad de Panama, Panama.
- Escuela de Estadistica, Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y
Tecnologia, Universidad de Panama, Ciudad de Panama, Panama.

Idalina Cubilla-Batista | Centro de Investigaciéon Médica, Hospital
Punta Pacifica (Pacifica Salud), Ciudad de Panama - Hospital Rafael
Estévez, Caja de Seguro Social, Aguadulce, Panama. - Sistema
Nacional de Investigacion (SNI), SENACYT, Clayton, Ciudad de
Panama, Panama.

Isabel Blanco | Centro de Investigacion Médica, Hospital Punta
Pacifica (Pacifica Salud), Ciudad de Panama.

Jorge Lasso De La Vega | Instituto Oncolégico Nacional, Ministerio de
Salud, Ciudad de Panama, Panama.



»>13

José Robinson-Duggon | Departamento de Bioquimica, Facultad de
Ciencias Naturales Exactas y Tecnologia, Universidad de Panama,
Ciudad de Panama, Panama.

Julio C. Castillo | Centro de Biodiversidad y Descubrimiento de
Drogas, INDICASAT-AIP, Clayton, Ciudad de Panama, Panama. -
Departamento de Genética y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Naturales Exactas y Tecnologia, Universidad de Panama, Ciudad

de Panama, Panama. - Sistema Nacional de Investigacion (SNI),
SENACYT, Panama.

Kathia Canto Diaz | Departamento de Genética y Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y Tecnologia, Universidad de
Panama, Ciudad de Panamad, Panama.

Lucia Jorge-Nebert | Department of Environmental Health, and
Center for Environmental Genetics (CEG), University of Cincinnati
Medical Center, Cincinnati, OH, USA.

Madian Poveda | Departamento de Genética y Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y Tecnologia, Universidad de
Panama, Ciudad de Panama, Panama.

Marina Pacheco | Departamento de Patologia, Complejo Hospitalario
Metropolitano, Caja de Seguro Social, Ciudad de Panamd, Panama. -
Sistema Nacional de Investigacion (SNI), SENACYT, Clayton, Ciudad
de Panama, Panama. - Nathan Herrera | Departamento de Genética

y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y
Tecnologia, Universidad de Panama, Ciudad de Panama, Panama.

Orlando Montenegro | Market Access Director for Acino Pharma
LATAM Region, Ciudad de Panama, Panama.

Ovidio Duran | Departamento de Genética y Biologia Molecular,
Facultad de Ciencias Naturales Exactas y Tecnologia, Universidad de
Panama, Ciudad de Panama, Panama.

Pablo Noel | Seccién de Dermatologia, Hospital Punta Pacifica
(Pacifica Salud), Ciudad de Panamad, Panama.

Reynaldo Arosemena | Secciéon de Dermatologia, Hospital Santo
Tomas, Ministerio de Salud, Ciudad de Panam4d, Panama.



144

Rolando Gittens | Centro de Biodiversidad y Descubrimiento de
Drogas, INDICASAT-AIP, Clayton, Ciudad de Panama, Panama. -
Sistema Nacional de Investigacion (SNI), SENACYT, Clayton, Ciudad
de Panama, Panama.

Tomas A. Diez | Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de Panama, Ciudad de Panama, Panama.

Tomas Hrbek | Laboratério de Evolucdo e Genética Animal,
Universidade Federal do Amazonas, Manaus, Brazil.

Vicente Berovides-Alvarez | Laboratorio de Genética Ecolégica,
Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, La Habana, Cuba.

Vijayasaradhi Setaluri | Department of Dermatology, University of
Wisconsin School of Medicine and Public Health, Madison, WI, USA;
William S. Middleton Memorial Veterans Hospital, Madison, WI, USA.



»15

INTRODUCCION

Este libro es el producto de mas de 20 afios de investigaciones sobre la es-
tructura genética de la poblaciéon panamefia y las posibles implicaciones
biomédicas de esta composicidon genética. La obra se centra en la utiliza-
cion de marcadores moleculares polimorficos de tipo STRs, INDELS, SNPs
para responder preguntas acerca de cuales fueron los genes ancestrales
que contribuyeron a la composicién genética de la poblaciéon paname-
fia actual y la proporcion de su contribucion. Se demuestra que a pesar
de que la poblacidon actual se ajusta a un modelo trihibrido en el cual los
genes de europeos principalmente esparioles, amerindios y africanos se
mezclaron, la proporcién en la contribucion de genes ancestrales es muy
particular y difiere de otras poblaciones que se ajustan a este modelo. In-
cluso la proporcién o contribucién de genes ancestrales no es igual a nivel
de provincias. En algunas provincias se evidencia el predominio de ge-
nes africanos mientras que en otras de espafioles e incluso de amerindios.
Esta mezcla de tres grupos étnicos y los diversos estadios de melexacion
en nuestro pais fue lo que el insigne historiador panamerio Roberto de la
Guardia (1928-2012) denominé “melexa panamensis”.

En la obra se integran datos etnohistéricos que apoyan los resultados ge-
néticos obtenidos con marcadores moleculares. Se aborda la interrogante
respecto al origen de los Cuevas, un grupo amerindio extinto y se sugiere
que estos son descendientes de los Chibchas. Con respecto a los Ngobé y
Embera se revela la existencia de alelos Unicos en el locus TPOX que po-
drian ser distintivos de cada grupo. El analisis de nueve loci STRs en estas
dos poblaciones de amerindios evidencia bajos niveles de polimorfismo
genético por lo que se recomienda la utilizacion de loci adicionales para
pruebas forenses y de paternidad. Un aporte interesante de la obra es que
pone en evidencia la relacién entre las diferencias en frecuencias de ge-
nes ancestrales por provincia en la poblacion mestiza y las diferencias en
la proporcion en que se observan en las provincias ciertas enfermedades
como el cancer de prostata y las enfermedades cerebrovasculares, lo cual
tiene importantes implicaciones biomédicas especificamente desde la
perspectiva de la medicina preventiva.

En este mismo contexto se evalian varios marcadores polimoérficos con
la finalidad de revelar posibles asociaciones entre estos polimorfismos
y la predisposicion o susceptibilidad a desarrollar ciertas enfermedades.
Un dato interesante que surge de analisis del polimorfismo en la regiéon
promotora del gen de paraoxonasa de humanos es la baja frecuencia del
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genotipo -108CC en los Ngibé, lo que podria estar asociado con una ma-
yor susceptibilidad al envenenamiento con pesticidas organofosforados
siendo este grupo uno de los mas expuestos a este tipo de pesticida por
ser la mano de obra por excelencia en la produccién agricola de tierras
altas de la provincia de Chiriqui. En varios capitulos de la obra se analiza
la posible asociacién de varios polimorfismos presentes en la poblaciéon
panamefia con enfermedades como artritis reumatoidea y diabetes melli-
tus tipo Iy II. Especificamente en el capitulo 7 se evaliia la asociacion del
polimorfismo Proi12Ala en el ex6n B de receptor activado por proliferado-
res de peroxisomas gamma-2 encontrandose una mayor predisposicion
en mujeres con genotipo proi2ala a desarrollar diabetes tipo II. En los ca-
pitulos finales del libro utilizando secuenciaciéon gendmica se identifican
en individuos Ngobé dieciséis polimorfismos de un solo nucleétido con
significancia clinica en los que se incluyen entre otros MTHFR y TP53 que
podrian tener implicaciones biomédicas en esta poblacion y presumible-
mente en la poblacién mestiza con un alto componente de estos genes an-
cestrales.

En general el libro es un aporte a la escasa o ninguna informacién sobre
la estructura genética de nuestra poblacion en particular la relacionada a
polimorfismos asociados a enfermedades no transmisibles que en nues-
tro pais son la principal causa de muerte.
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CAPITULO 1

Ascendencia genética de
la poblacién panameiia:
estructura polimorfica,
genes amerindios chibchas
y perspectivas bioldgicas
sobre las enfermedades

Edgardo Castro-Pérez, Diomedes E. Trejos, Tomas Hrbek,
Vijayasaradh Setaluri y Carlos Ramos Delgado.
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Resumen

La p031c10n geografica Uinica de Panama ha sometido a la poblacién del
pais a un complejo proceso de mezcla desde antes de tiempos precolom-
binos. Los registros etnohistéricos indican que las oleadas migratorias
procedentes de Espana y de grupos ancestrales de Africa occidental son
parte del acervo genético panamefio. Informes anteriores sugieren que
varios grupos amerindios participaron en el proceso de mestizaje, pero
su contribucién especifica al trasfondo genético no se comprende bien
porque multiples tribus e idiomas ocuparon Panama. Ademas, los re-
gistros histéricos no son claros y la mayoria de las tribus amerindias se
extinguieron. Se piensa que cuando llegaron los europeos, los Chibchas
y los Cuevas eran los grupos amerindios mas numerosos que habitaban
Panama. Los Chibchas ocuparon la regiéon occidental de Panama y sus
descendientes modernos son los Ngobe. Los Cuevas habitaron la region
oriental de Panama, sin embargo, se extinguieron, pero estan asociados
etnolingiiisticamente con los Chibchas o con los grupos amerindios que
hablan Chocd. Para identificar los genes Amerindios en la poblacién mes-
tiza, recopilamos datos genéticos de Ngébe y Amerindios Embera, per-
tenecientes a familias amerindias Chibchas y Chocoes, respectivamente.
Se analizaron quince marcadores STR autosémicos polimoérficos para ca-
racterizar en detalle la estructura genética y la mezcla de la poblacién del
pais. Nosotros encontramos que la poblacion de Panama muestra niveles
relativamente altos de contribucion de las tres poblaciones ancestrales:
24.% africanos, 25% europeos y 51% amerindios. El componente genético
Amerindio es de origen chibcha y predomina en las regiones occidental y
oriental del pais. Proponemos que los genes Chibchas fueron transmitidos
en su mayoria a los mestizos modernos desde ancestros Ngobé y grupos
de amerindios Cuevas extintos. En general, los mestizos panamenos son
altamente polimorficos con mezclas que varian dependiendo de la pro-
vincia, como lo demuestran los parametros de diversidad y las distancias
genéticas calculadas. Dados estos diversos patrones de mezcla entre pro-
vincias, supusimos que también podrian estar asociados con diferencias
en la incidencia de enfermedades en provincias. Por lo tanto, calculamos
parametros de relevancia biomédica, incluyendo datos forenses y epide-
mioldgicos, de las enfermedades mas importantes de la poblacion como
el cancer de prostata y los trastornos cerebro-cardiovasculares. El can-
cer de prdstata mostr6 una alta incidencia en las provincias con mayor
porcentaje de genes africanos y los trastornos cardiovasculares cerebrales
mostraron una presencia notable en provincias con un mayor aporte de
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genes europeos y genes africanos moderadamente alto. En general, estos
resultados sugieren que las proporciones de ascendencia genética deter-
minadas por eventos etnohistéricos podrian tener un impacto significati-
vo en la salud, los estilos de vida y las enfermedades de estas poblaciones.

Palabras claves: Chibchas, Chocoes, ascendencia genética, amerindios,
enfermedades no transmisibles.

Abstract

Panama’s unique geographic position has subjected the country’s po-
pulation to a complex admixture process since pre-Columbian times.
Ethno-historical records indicate that migratory waves from Spain and
Western African ancestral groups are part of the Panamanian gene pool.
Previous reports suggest that several Amerindian groups participated in
the miscegenation process, but their specific contribution to the gene-
tic background is poorly understood because multiple tribes and langua-
ges occupied Panama. Moreover, historical records are unclear, and most
Amerindian tribes suffered extinction. It is thought that by the arrival of
Europeans, Chibchan and Cueva were the largest Amerindian groups in-
habiting Panama. Chibchan occupied the Western region of Panama, and
their modern descendants are the Ngobe Amerindians. Cueva Amerindians
inhabited Eastern Panama. However, they are extinct but ethno-linguisti-
cally associated with Chibchan or Chocoan-speaking Amerindian groups.
To identify Amerindian genes in the mestizo population, we gathered ge-
netic data from Ngobe and Embera Amerindians, belonging to Chibchan
and Chocoan Amerindian families, respectively. Fifteen polymorphic STR
autosomal markers were analyzed to characterize the country’s popula-
tion’s genetic structure and admixture. We found that the population of
Panama shows relatively high levels of contribution from all three an-
cestral populations: 24% African, 25% European, and 51% Amerindian.
The Amerindian genetic component is from Chibchan origins and is hi-
ghly distributed within Western and Eastern regions. We propose that
Chibchan genes were mostly passed to modern mestizos from Ngobe an-
cestors and extinct Cueva Amerindian groups. Panamanian mestizos are
highly polymorphic and differentially admixed among the country’s pro-
vinces, as evidenced by diversity parameters and genetic distances cal-
culated. Given these highly diverse admixture patterns among provinces,
we surmised that they might also be associated with differences in disease
incidence. Therefore, we computed parameters of biomedical relevance,
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including forensic and epidemiological data of the major diseases in the
population, and focused on prostate cancer and cerebrum-cardiovascu-
lar disorders. Prostate cancer showed higher incidence in provinces with
the highest African admixture, and cerebrum-cardiovascular disorders
showed higher incidence in provinces with the highest European admix-
ture and moderately high African genes. These results suggest that gene-
tic ancestry proportions shaped by ethnohistorical events might signi-
ficantly impact these populations’ health/cultural lifestyles and disease
patterns.

Keywords: Chibchan, Chocoan, genetic ancestry, Amerindians, non-com-
municable diseases.

Introduccion

La posicién geografica tinica de Panama ha sometido a la poblacién del
pais a diferentes procesos evolutivos desde la época precolombina. La po-
blacion de Panama ha sido objeto de uno de los mas intricados procesos de
amalgamiento de razas y culturas en América en un territorio y poblacion
relativamente pequefia. Sin embargo, la composicion de la mezcla racial
de la poblacion actual no esta claramente establecida. El primer intento
de determinar la mezcla genética de la poblaciéon panameifia fue realizado
por Arias et al. (2002), quien analizé una muestra de 4200 sujetos de todo
el pais utilizando un sistema de dos marcadores genéticos clasicos (ABOy
Rh). Los resultados obtenidos pueden no ser representativos de la pobla-
cién panameiia actual debido a que a inicios de los aflos 2000 se estimaba
3.05 millones de habitantes, mientras que los estimados mas recientes in-
dican una poblacién de poco mas de 4 millones de habitantes.

Estudios genéticos mas recientes con ADN mitocondrial (Perego et al.
2012) y analisis del cromosoma Y (Grugni et. 2015) fueron realizados en
la poblacion panameiia moderna. Estos estudios demostraron que la ma-
yoria de los linajes de ADNmt (83%) son amerindios, 14% africanos y
s6lo 2% europeos (Perego et al. 2012). Ademas, estudios del cromosoma Y
mostraron una contribucion del 50% de amerindios y alrededor del 44,1%
de Eurasia occidental y otros grupos menores no identificados (Grugni et
al. 2015). Sin embargo, aunque estos hallazgos son interesantes la infor-
macion proporcionada con marcadores uniparentales podria no ser re-
presentativa del acervo genético autosémico de panamefios modernos.
Por ejemplo, Arias et al. (2002) demostré que la mezcla de Panama a prin-
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cipios de la década de 2000 fue 38% de genes africanos, 36% amerindios y
25% europeos, sugiriendo asi que los patrones de mezcla de los paname-
fios modernos podrian ser mas complejos.

Se sabe que durante la conquista europea y poco después del descubri-
miento del Océano Pacifico por Vasco Nuiiez de Balboa en1513, Panama
se convirtié en un mercado estratégico y puerto de intercambio de plata,
oro, esclavos y mercancias transportadas desde Ameérica del Sur (ciudad
de Panama, en el Pacifico costa) por el Camino de Cruces a través del istmo
hasta Portobelo en la costa caribefia y luego enviada a Europa y viceversa
(Poveda-Ramos, et otros, 2004). Esta intensa actividad comercial impul-
s6 otros eventos como patrones de olas migratorias masivas, junto con la
mezcla cultural y racial. Al principio, los mestizos eran una minoria, pero
finalmente dominaron a la mayoria de la poblacion hasta dias presentes.
Varias minorias participaron en la mezcla de Panama, pero los tres prin-
cipales grupos ancestrales de este mestizaje de la poblacion se agrupa et-
nohistéricamente como europeos, africanos y amerindios (Jaén-Suarez,

1978;1998).

La contribucién genética europea provino principalmente de muchos mi-
les de espaiioles (principalmente hombres, contribuyendo con los genes
del cromosomaY) que llegaron durante y después de la conquista. Los pri-
meros africanos llegaron a Panama desde Africa Occidental para reem-
plazar a los amerindios esclavos varones, lo que ayudo a la supervivencia
y recuperacion de los varones amerindios después del cuello de botella,
pero ademas aportaron con genes del cromosoma Y. Varias aproximacio-
nes estiman que entre los siglos 16 y 17 llegaron mas de 35.000 africanos
a Panama, sin embargo, dado que el contrabando era muy comun, se cree
que las cifras reales son mucho mayores (Jaén-Suarez, 1978).

La segunda ola de africanos (afro-caribefios) llegd a Panama durante la
fiebre del oro de California entre 1850 y 1855 para la construccion del Fe-
rrocarril de Panama. Mas de 80.000 trabajadores afrocaribefios llegaron
desde las islas del Caribe, pero la mayoria de ellos regresaron a sus paises.
La tercera ola de migracion africana (Africa-Caribe) estuvo asociada con
la construccion del Canal de Panama 1881-1914 (Maloney, 1993). Se em-
plearon mas 60.000 trabajadores, de los cuales el 44,1% eran de Barbados,
el 24% eran de todas las demas Antillas, el 25% de Europa, de los cuales
el 18% eran espailoles, y el 6,9% restante eran de Centro y Latinoamérica
(Maloney, 1993). Estas cifras eran muy significativas en aquellos tiempos,
ya que la poblacion total del pais se estimaba en 316.054 habitantes (Ma-

loney, 1993).
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Los ancestros de los mestizos modernos de Panama se remontan desde
antes de la conquista de Panama en 1510 por Rodrigo de Bastidas. Cuando
los espafioles llegaron al Istmo de Panama, habia varios grupos pequefios
de amerindios que poblaban la zona. Datos etnohistéricos y demografi-
cos indican que casi 500.000 amerindios poblaron tierras panameias a
principios del siglo XVI, pero los grupos de lengua chibcha y cueva fue-
ron las dos poblaciones amerindias mas grandes que habitaron el istmo
(Jaén-Suarez, 1998). Los informes arqueoldgicos y etnohistéricos indican
que, durante la época de la conquista esparfiola, muchos grupos chibchas
habitaban la parte suroeste del istmo desde la porciéon occidental de la
provincia de Coclé hasta la parte oriental del el Norte de Costa Rica. Con
base en datos etnohistdricos y lingiiisticos se sabe que los descendientes
de los Chibchan son los actuales Ngobe (también conocidos como Ngaw -
be-Guaymi), al igual que otras tribus mas pequefias (Jopling, 1994; Cooke,
1982, Barrantes et al., 1990; ver mapas en la Figura 1). La poblacion Ngébe
es un grupo amerindio bien caracterizado perteneciente a una rama lin-
giiistica de los chibcha que atin habita el Occidente de Panama (Aproxi-
madamente 260.000 habitantes, censo de Panama) y pequefias regiones
de Costa Rica (Barrantes et al., 1990, Jorge et otros, 2002). El lado oriental
del istmo estaba habitado por otro gran grupo amerindio, el grupo de len-
gua cueva (o simplemente Cueva), del Golfo de Urabay del Rio Atrato (Co-
lombia) hasta el “Rio Indio” en el lado caribefio de Panama y el rio Mata
Ahogado en el lado Pacifico de Panama (Romoli, 1987, Jopling, 1994),
(Figura 1). Se cree que el pueblo cueva se extingui6 en 1550, principal-
mente debido a enfermedades, esclavitud y guerras contra los espafioles
(Romoli, 1987). El grupo lingiiistico al que pertenecen no esta claro, pero
a menudo se hace referencia a los cueva como chocoanos/paezanos par-
lantes, pero otros creen que fueron Chibchas (Loewen, 1963, Constenla,
1991). No se cuenta con suficiente informacién respecto a estos dos gru-
pos, ya que no se ha abordado con precision en estudios de mezcla racial
la contribucion de estas poblaciones ancestrales al acervo genético actual.
Con la finalidad de determinar la ascendencia de los mestizos panamerios
modernos, analizamos 15 marcadores autosémicos polimorficos de repe-
ticiones cortas en tandem (STR) para caracterizar en detalle la estructura
genética de la poblacion y mezcla por provincia/regiones y la mezcla total
del pais. Ademas, abordamos la interrogante de la ascendencia del mes-
tizo panamefno moderno con respecto a las tribus amerindias (Chibcha o
Chocoan). Determinamos que la poblacién panameiia esta compuesta por
24% africanos, 25% genes europeos y 51% amerindios, y que el compo-
nente amerindio es de origen chibcha.
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Los panamefios son altamente polimorficos y diversos entre provincias.
Consideramos que estas diferencias en la mezcla entre provincias tam-
bién podrian estar asociadas con variaciones en la incidencia de cier-
tas enfermedades por provincia. Por lo tanto, calculamos parametros de
importancia biomédica, incluidos los forenses y datos epidemiolégicos
de las principales enfermedades que afectan a la poblacion. Nos centra-
mos en el cancer de prostata y desordenes cerebro-cardiovasculares, y
encontramos que el cancer de prostata mostré mayor incidencia en las
provincias con mayor mezcla africana; mientras que las enfermedades
cerebro-cardiovasculares mostraron mayor incidencia en las provincias
con mezcla europea mas alta y contribucién de genes africanos modera-
damente alta. En conjunto, estos hallazgos sugieren que la variabilidad
genética ancestral moldeada por eventos etnohistdricos, podria desem-
penar un papel importante en los patrones de enfermedades encontra-
das en estas poblaciones.

Materiales y métodos

Seleccion de Voluntarios Mestizos

En Panama, la mayor parte de la poblacion mestiza se concentra en las
grandes zonas urbanas. Por lo tanto, recolectamos muestras de sangre
de alrededor de 800 sujetos mestizos no emparentados de las principales
ciudades de siete provincias de la Republica de Panama: Panama, Colon,
Coclé, Herrera, Los Santos, Veraguas y Chiriqui. Los sujetos, la colecta y
el manejo de las muestras se realizaron de acuerdo con los estandares in-
ternacionales sugeridos por la Comision de ADN de la Sociedad Interna-
cional de Genética Forense (Comision de ADN 1994; Bar et al. 1997). Las
personas seleccionadas para el estudio fueron entrevistadas para anotar
confidencialmente la informacion biografica, incluyendo nombres, luga-
res de nacimiento y ascendencia genética de sus padres y abuelos. Per-
sonas que no nacieron en Panama o cuyos padres no eran panameiios no
fueron considerados para el estudio. Ademas, las personas pertenecien-
tes a cualquier tribu amerindia o con un origen recientemente evidente de
otras regiones como Asia no fueron incluidos para el analisis. Se obtuvo
el consentimiento informado apropiado de los individuos seleccionados.
Debido a la inaccesibilidad, dos provincias no pudieron ser incluidas en
este estudio: Bocas del Toro y Darién. Sin embargo, estas provincias son
relativamente pequefias en nimero de habitantes, representando sélo el
3,2% (Bocas del Toro) y el 1,2% (Darién) de la poblacion total de la Re-
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publica de Panama, segin INEC. Ademas, los datos del censo indican que
Bocas del Toro y Darién estan compuestas principalmente por amerindios
y afrodescendientes, que se encuentran relativamente aislados, mostran-
do asi bajos niveles de mezcla con la mayoria de la poblaciéon mestiza. Por
tanto, la falta de datos de las provincias de Bocas del Toro y Darién no
afectan significativamente los resultados generales del pais, debido la
eficiencia en el muestreo las provincias representaron mas del 95% de la
poblacién mestiza.

Extraccion de sangre, amplificacion por
PCRYvy genotipado

Se recolectaron muestras de sangre periférica en un tubo con anticoagu-
lante EDTA. Luego, utilizando pipetas de plastico, se colocaron unas gotas
de sangre en el centro de cada uno de los cuatro circulos de Tarjetas FTA
(Centro de pruebas de ADN Inc. Euless, Texas). El papel FTA se cort6 en ~2
mm de diametro y se procedi6 con un lavado segtn el procedimiento des-
crito por el fabricante. Las amplificaciones de PCR se realizaron utilizan-
do la porcion de la tarjeta FTA recortada y lavada. Las reacciones de PCR
se realizaron en un Termociclador Applied Biosystems modelo 9700 en
un volumen final de 25 pL. Los STRs analizados fueron D8S1179, D21S11,
D7S820, CSF1PO, D3S1358, THO1, D13S317, D16S539, VWA, TPOX, D18S51,
D5S818, FGA, D19S433 y D2S1338 mediante reacciones de PCR multiplex,
utilizando el kit comercial de amplificacion AmpFISTR (Applied Biosystem,
Foster City, CA, EE. UU.) segun los protocolos del fabricante. Los produc-
tos amplificados y escaleras de referencia proporcionadas por el kit fue-
ron visualizadas mediante electroforesis capilar usando el analizador ge-
nético ABI PrismTM 310.

Modelo de mezcla genética y datos de
poblacion ancestral

Varias poblaciones en el mundo han participado en los procesos de mez-
cla de la poblacién panamefia. Sin embargo, una amplia evidencia apoya
que los principales componentes ancestrales del mestizaje de la pobla-
cion son los europeos provenientes de Espaila, africanos occidentales y
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Amerindios. Estudios previos, utilizando ABO y Sistemas sanguineos Rh
(Arias et al., 2002), ADNmt (Perego et al. 2012) y el cromosoma Y (Grugni
et al. 2015), también apoyan este patrén ancestral trihibrido. Por ello he-
mos diseflado un modelo trihibrido de ascendencia en nuestros analisis.
Como se mencioné anteriormente, los datos etnohistdricos y genéticos
indican que los espafioles trajeron el componente genético europeo a Pa-
nama. Para probar el componente genético espaiiol, utilizamos datos de
STR de poblac1on de Esparia proporcionados por Camacho et al., (2007).
También esta claro que todos los genes africanos se originaron en Africa
Occidental. Por lo tanto, seleccionamos y agrupamos datos de los STRs
de dos estudios de la poblac1on de Africa occidental: Angola (Beleza et al.,
2004) y Guiné-Bissau (Goncalves et otros, 2002). Agrupamos datos de
dos poblaciones porque la informacion etnohistérica no es precisa sobre
el origen de la migracion de esclavos. Sin embargo, varios estudios ge-
néticos indican que la mayoria de las poblaciones africanas occidentales
(incluidas Angola y Guiné-Bissau) son muy similares entre ellas (Adeye-
mo et al., 2005). En nuestro analisis y en las frecuencias alélicas obtenidas
en estudios previos confirmamos esta similitud, ya que no se observaron
diferencias significativas entre las poblaciones de Angola y Guiné-Bissau
(datos no mostrados).

El componente genético amerindio es mas complejo y no esta claro debido
a lo incompleto de los registros etnohistoricos y a la temprana extincion
de la mayoria las tribus de amerindios. Los grupos Ngobe y Cueva eran las
principales tribus amerindias presentes en el istmo de Panama durante la
conquista europea, y estos dos grupos podrian también ser los principales
antepasados amerindios de los mestizos modernos. El aporte de cada uno
de los grupos amerindios a la composicion genética de Panama se desco-
noce. Aunque los Ngobe se caracterizan porque su lengua es la chibcha, el
origen de los Cuevas no esta claro, ya que estan extintos. Algunos autores
sugieren que los Cuevas eran Chocoes, otros los consideran como Chib-
chan (Loewen, 1963, Constenla, 1991). Para abordar esta interrogante, in-
cluimos en los analisis microsatélites de secuencias cortas repetitivas en
tandem de Ngobe (Chibchan) y Embera (Chocoan) previamente reportadas
por nosotros (Castro et al., 2007). Escogimos a los Embera como modelo
amerindio Chocé para identificar en principio los genes de Cueva porque
los Embera se caracterizan por ser chocoanos/paezanos parlantes y en la
actualidad habitan parte del territorio ancestral Cueva (aproximadamen-
te 31,284, segin censo), disperso en areas desde Colombia hasta Pana-
ma (Figura 1). Los Embera han sido genética y lingiiisticamente asociados
con el grupo amerindio Waunaan, que es otra tribu chocoana/paezana que
también habita Panama y Colombia, pero genéticay lingiiisticamente se-
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parados de los Chibchan-Kunas y, ain mas distantes lingiiisticamente, de
los Ngobe (Kolman y Bermingham, 1997; Constenla, 1991). La proximidad
geografica en la era precolombina de los Cueva y los Embera podria su-
gerir que entre ellos pudo ocurrir un intercambio cultural y genético. Los
Embera y Kunas experimentaron oleadas migratorias sucesivas al oeste
trasladandose hacia el Darién, por lo que su poblacion se concentra prin-
cipalmente en la Comarca Embera-Waunaan. Debido a su aislado estilo de
vida y reciente migracion, el contacto de los Embera con los mestizos pa-
nameiios es muy bajo. Los Ngobe en conjunto con los Embera, como cual-
quier otra tribu de amerindios, contribuyen con menos de 2% a la mezcla
en mestizos (Barrantes et al., 1990; Kolman et al., 1995) (Figura 2).

Analisis de los datos

Después de descartar las muestras/datos de sujetos que no cumplian con
los criterios de inclusion para la seleccién de mestizos, se lograron ana-
lizar 650 mestizos panameiios no emparentados. Se utiliz6 el programa
STRUCTURE (Pritchard et al., 2000; Falush et al., 2003) para estimar los
patrones de mezclay la estructura de la poblacion total, dividida por pro-
vincias/regiones. El programa PopGene, version 1.32 (disponible en http://
www.ualberta.ca/~fyeh/) fue utilizado para calcular otros parametros po-
blacionales. Las frecuencias genotipicas observadas y esperadas se deter-
minaron utilizando dos algoritmos (Nei, 1973y 1978) y la prueba de razén
de verosimilitud (G-cuadrado), las cuales fueron utilizadas para estimar
equilibrio de Hardy-Weinberg por locus, por provinciay en todo el pais.

Las frecuencias alélicas calculadas y computadas, fueron utilizadas para
estimar estadisticos como la diversidad de genes, el namero efectivo de
alelos (Ne) (Hartl y Clark, 1989), el nimero observado de alelos (Na), y
el indice de informacién de Shannon (I) (Shannon y Weaver, 1949) por
locus. Las estadisticas F (FIT, FST y FIS) fueron calculadas utilizando dos
enfoques (Hartl y Clark, 1989) y Vertedero (1990); para una jerarquia de
muestreo de tres nlveles individuales, subpoblac1ones (prov1nc1as) y en
general poblacion (el pais). El flujo genetlco se estim6 como numero de
migrantes (Nm) de FST (Slatkin y Barton,1989) para provincias. Se calcu-
16 la identidad genética no sesgada (Nei, 1972) y distancia genética (Nei,
1978) entre provincias, y se construyé un dendrograma basado en la dis-
tancia de Nei utilizando el método UPGMA con el programa Neighbor de
Phylip version 3.5c¢ de Joe Felsenstein. Se utilizo la plantilla de libro de MS
Excel PowerStatsVi2 (Promega Corp.) para calcular los parametros foren-
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ses: coincidencia probabilidad y poder de discriminacion. Los parametros
de paternidad también se estimaron, incluyendo el poder de exclusion e
indice tipico de paternidad.

Resultados
Mezcla de genes ancestrales y estructura
poblacional

Las estimaciones ancestrales de la mezcla genética se muestran en la ta-
bla. 1. Los panamefios modernos son un grupo trihibrido con contribu-
ciones de paises africanos (24%), europeos (25%) y Amerindios Ngoébe/
Chibchan (51%). Los genes chibchas estan presentes en todo el pais con
niveles relativamente altos de contribucién dentro de todas las provin-
cias, pero en su mayoria concentrados en Coclé (70%), Chiriqui (64%),
Veraguas (50%) y Panama (50%), pero en menor cantidad en Los Santos
(33%) y Colon (34%). La provincia de Colén mostroé la mayor proporcion
de genes africanos (47%), seguidos por la provincia de Panama (27%) y
Los Santos (25%). La cantidad mas baja de genes africanos se encontr6 en
Coclé (10,2%) y Chiriqui (14,8%). Una proporcidén significativa de genes
europeos fueron 42% en Los Santos, 40% Herrera y el mas bajo fue en
Colon (18,6%). En general, Panama como pais mostrd una alta heteroge-
neidad genética (86%). Las provincias mas heterogéneas fueron Panama
y Colén con el 85%, y Veraguas con 82%. Las provincias menos heterogé-
neas fueron Coclé (70%)y Chiriqui (72%). Las medidas de heterogeneidad
para Herrera y Los Santos fueron 79% y 76%, respectivamente. Ademas,
realizamos multiples analisis comparativos de varianza, que mostraron
patrones significativamente diversos de estructura genética y mezcla en-
tre todas las provincias, excepto entre Herrera y Los Santos (Figura 2). El
grupo Embera/Chocoan no contribuy¢ al perfil genético de la poblacion
panamefia actual (sélo el 2,6% en promedio). Las estimaciones de mezcla
se complementaron con los datos de distancias genéticas entre provincias
y se evidenciaron en un dendrograma basado en informacién de loci STR
(Figura 3). Se muestran dos conglomerados principales, uno que incluye
Veraguas, Panama, Chiriqui y Coclé, y el otro conglomerado formado por
Herrera, Los Santos y Coldn. Los patrones de mezcla entre provincias que
se muestran en la Figura 2 son similares a la distribucién de agrupamiento
mostrada en el dendrograma, sin embargo, existen algunas diferencias
sujetas a analisis de distancia entre provincias y fueron evidentes en un
dendrograma basado en informacién de loci STR (Figura 3). Se muestran
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dos grupos principales, uno que incluye Veraguas, Panama, Chiriquiy Co-
clé, y el otro conglomerado formado por Herrera, Los Santos y Colén. Los
patrones de mezcla entre provincias que se muestran en la Figura 2 son
similares a la distribucién de agrupamiento que se muestra en la dendro-
grama, sin embargo, existen algunas diferencias sujetas a consideracion.
Coclé, Chiriquiy Veraguas parecen ser muy similares en mezcla/estructu-
ra, pero Veraguas esta un poco separada, aunque en un mismo conglome-
rado. Herrera y Los Santos no mostraron diferencias significativas en el
patrén de estructura genética, pero Los Santos esta unido a Colén, mien-
tras que Herrera se agrupa un poco separada, aunque en el mismo grupo.

Variaciones de frecuencias alélicas

Las frecuencias alélicas totales de la poblaciéon panamefia de los quince
loci STR de mestizos se muestran en la Tabla 2. Es importante destacar
que faltan datos de algunos loci en algunas poblaciones ancestrales. Sin
embargo, debido al alto porcentaje de Genes Ngobe/Chibchan en provin-
cias como Coclé, Chiriqui y Veraguas, y la falta de informacion de algu-
nos loci ancestrales amerindios, es razonable suponer que muchos de los
alelos ancestrales con mayor frecuencia en mestizos panamefios provie-
nen de los antepasados Chibchas. La Tabla 3 muestra los alelos con ma-
yor frecuencia por provincia, en el pais y en las poblaciones ancestrales.
Por ejemplo, datos de africanos y europeos ancestrales en los loci D5S818
muestran sus frecuencias alélicas mas altas en el alelo D5S818*12. En
contraste, en la mayoria de las provincias el alelo mas frecuente es el alelo
D5S818*11, lo que probablemente implica que el D5S818*11 fue adquirido
por los chibchas ancestrales. Un razonamiento similar podria en princi-
pio utilizarse para inferir a partir de alelos alelos D2S1338*23 y D18S51*14
los datos ancestrales de los Ngobe que se perdieron. Adicionalmente, en
la Tabla 3 se muestra que los alelos con mayor frecuencia en Embera/
Chocoan para los loci THo1 y TPOX son *8 y *6, respectivamente, pero
en Ngobe son *6 y *11, respectivamente. Por otro lado, en las poblac1o—
nes ancestrales de Afrlca y Espafia, los alelos con frecuenaas mas altas
en los loci THO1 fueron *7 y *9.3, respectivamente. Sin embargo, todas
poblaciones mestizas de Panama que se curzaron con Ngdbe presentan el
alelo THO1*6 como el de mayor frecuencia. De manera similar, TPOX*11
fue el alelo con mayor frecuencia en todas las muestras de mestizos cru-
zados con Ngdbe y africanos como alelos ancestrales mas altos en mesti-
Z0s, pero el *6 presente en embera/chocoanos. Es poco probable que los
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Embera/Choco contribuyeran con alelos que desaparecieron dado que son
genéticamente diferentes a los Ngébe/Chibchan, como se muestra en la
Figura 2, lo cual también es apoyado por trabajos previos con ADN nuclear
y mtDNA de esas poblaciones amerindias (Kolman y Bermingham, 1997).
Esto lo abordamos posteriormente desde una perspectiva comparativa
entre genes autosémicos de mestizos amerindios (en este trabajo) con el
ADNmt de mestizos de un reporte previo (Perego et al. 2012).

HWE, diversidad genéticay estadistica F

Las estadisticas de heterocigosidad, variacion genética y diversidad de
loci se muestran en la Tabla 3. Los loci con el mayor nimero de alelos poli-
morficos (Na) fueron D18S51(20), D21S11(19) y FGA (18), mientras que los
loci con menos alelos polimoérficos fueron THo1, D13S317 y TPOX, con 8
alelos polimorficos. Los loci con los mayores nimeros efectivos de alelos
(Ne) fueron D2S1338 (8.687) y D18S51 (8.433), vy los menores fueron TPOX
(3.405) y D3S1358 (3.503). Los loci mas diversos segtn el indice de Shan-
non (I) fueron D18S51 y D2S1338 con valores de 2.303 y 2.275 respectiva-
mente. Encontramos la diversidad de Shannon mas baja en TPOX (1.442) y
D3S1358 (1.468). Los loci D18S51(87,40%) y D2S1338 (87,30%) mostraron
la mayor heterocigosidad, pero TPOX (69,20%) y D3S1358 (71,90%) pre-
sentaron la mas baja.

Los valores de HWE indican que la mayoria de los loci cumplen con las
expectativas de equilibrio. La diversidad genética también se abord6 me-
diante el uso de estadisticas F para evaluar la informacion sobre diversidad
de subpoblaciones (provincias). Los valores estadisticos FIS evidencian un
alto polimorfismo dentro de cada provincia, con la mayor heterocigosidad
informativa en D21S11 (-0.049). Todos los loci presentaron valores de FST
bajos entre las provincias, lo que indica un alto polimorfismo. Valores FST
igualmente bajos han sido reportado en otras poblaciones mestizas en
América Latina (Assis-Poiares et al., 2010; Rubi-Castellanos, et al., 2009).
Sin embargo, nuestro dendrograma y las distancias genéticas indican di-
ferencias importantes no detectables en el indice de diferenciacion

FST. Consistente con los valores de FIS, el valor FIT sugiere también una
alta heterocigosidad en la poblacion general, siendo también el mas infor -
mativo D21S11 con -0,037. Aunque los valores del flujo genético (Nm) es-
tan probablemente mas relacionados con el flujo de genes ancestrales que
con la migracion entre provincias, se estimé con base en FST para provin-
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cias, mostrando los niveles mas altos de flujo de genes en VWA (45.680),
D8S1179 (40.592) y D5S818 (38.000).

Parametros Genéticos Forenses e
Implicaciones Antropologicas

Las repeticiones cortas en tandem analizadas en este estudio son de im-
portancia para los estudios biomédicos en casos forenses, antropologia
forense y pruebas de paternidad. La alta heterogeneidad genética, los po-
limorfismos y las diferencias en la mezcla entre provincias generd la in-
terrogante de; son estos niveles de diversidad de utilidad en aplicaciones
antropologicas. El alto polimorfismo genético y la variacion en la diversi-
dad encontrada podria requerir el calculo por provincia de estos estadisti-
cos. Por lo tanto, calculamos estadisticos de utilidad en pruebas forenses
y de paternidad. Se calcularon estadisticos en cada locus, por provincia y
a nivel todo el pais (Tabla 3). Estos datos sugieren que los loci mas infor-
mativos en aplicaciones forenses en la poblaciéon panameifia son D18S51,
FGA y D21S11. Sin embargo, los otros loci también son muy informativos
cuando se utilizan en combinacion.

El analisis combinado de 15 loci STR arroja para la poblacion panamefia
una probabilidad de coincidencia de 1 en 5.3x107 y un poder de discrimina-
cion de 1.000, valores con aplicacién forense de gran utilidad. Parametros
con aplicacion en paternidad como el poder de exclusion (0,999998992)y
el indice de paternidad combinado (924654.0396) también demostraron
ser estadisticamente muy informativos para el pais. Se observaron resul-
tados similares en cada provincia, validando asi estos loci como excelen-
tes marcadores con aplicaciones biomédicas en genética forense (datos no
mostrados).

Parametros genéticos forenses
e implicaciones antropoldgicas

Numerosos estudios epidemioldgicos indican que la ascendencia genética
es importante cuando se analizan grupos en lugar de individuos (Rosen-
berg et al. 2005; Tang et al., 2005; Kittles y Weiss 2003). Sin embargo, es
importante sefialar que la ascendencia genética por si sola no es la causa
de las enfermedades, ya que en el desarrollo de estas es el resultado de
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varias interacciones entre genes, medio ambiente y estilos de vida (Ne-
bert et al., 2003; Ober y Vercelli 2011; Bravo et al., 2011; Scatliff et al., 2011).
Por lo tanto, la ascendencia genética es un marcador indirecto de utilidad
para evaluar posibles factores de riesgo y disparidades en algunos feno-
tipos relacionados con la salud. Por ejemplo, se ha descrito que en Pa-
nama durante los procesos de migracion y mezcla, varias enfermedades
afectaron la poblacion de manera selectiva a ciertas razas (Jaén Suarez,
1998). De hecho, se ha reportado que muchas enfermedades diezmaron
las poblaciones amerindias; mientras que los antillanos (africanos-cari-
befios) eran mas resistentes a la mayoria de las infecciones (Poveda-Ra-
mos, et al., 2004). Estudios farmacogenéticos indican que existen dife-
rencias metabdlicas de las tribus amerindias en relacion con los europeas
y africanos que explican diferencias en la biotransformacion de farmacos
debido a polimorfismos a nivel de enzimas (Jorge et al., 1999; Jorge-Ne-
bert et al., 2002; Jorge y Arias, 1995). Los estudios epidemiologicos indi-
can una alta incidencia de sindromes asociados a enfermedades metab6-
licas en amerindios como las del metabolismo de lipidos y diabetes como
resultado de un cambio al estilo de vida de la sociedad moderna (Hanis et
al., 1991; Chakraborty y Weiss 1986; Gower y otros, 2003; Torun y otros,
2002; Klimentidis et al., 2009). Estos fenotipos/enfermedades son alta-
mente heredables y factores de alto riesgo para otras enfermedades com-
plejas como las enfermedades cardiovasculares, accidentes cerebrovas-
culares y canceres (Basu et al., 2009). La heterogeneidad observada y las
diferencias en las proporciones de genes ancestrales en las provinciasy la
gran cantidad de datos genéticos epidemiolégicos reportados en la lite-
ratura nos motivaron a investigar la posible relacion entre las diferencias
regionales de nuestra mezcla de genes en la incidencia de muertes por en-
fermedades. Las estadisticas de los Gltimos 20 afios del Ministerio de Sa-
lud indican que las dos causas principales de las muertes por enfermedad
en la Republica de Panama son enfermedades cerebrales/cardiovasculares
y canceres. Con base en estas estadisticas nos concentramos en el cancer
de prostata y en enfermedades cerebro/cardiovasculares. Con respecto al
cancer de prostata, recopilamos datos desde 1985 hasta 1997 (después de
1998, la mayoria de los pacientes con cancer son trasladados y tratados en
la ciudad de Panama); en el caso de las enfermedades cerebro/cardiovas-
culares recopilamos datos desde 1998 a 2010. La incidencia de estas en-
fermedades fue evaluada estadisticamente mediante analisis ANOVA uni-
direccional y comparado entre provincias. Determinamos las diferencias
significativas en la incidencia de enfermedades entre provincias. Ain mas,
descubrimos que la incidencia de estas enfermedades parece correlacio-
narse con el componente genético ancestral de cada provincia. El cancer
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de prostata mostré una incidencia significativamente mayor en Colén y
Panama, provincias con la mayor proporcion de genes africanos (Figura
4A). Ademas, los ataques cerebrales y las enfermedades cardiovasculares
presentaron una incidencia significativamente mayor en provincias como
Herrera y Los Santos (Figura 4B), las cuales son las provincias con mayor
proporcion de mezcla europea, pero también con una proporcién mode-
radamente alta de genes africanos.

Discusion
Los mestizos panameiios estan
heterogéneamente mezclados y son
altamente polimorficos

El analisis de estructura genética de la poblacién panameiia, basados en
15 marcadores STR autosémicos, mostraron que nuestra poblacion es al-
tamente polimoérfica como lo indican las diferencias en mezcla entre in-
dividuos y provincias (Figura 2). La distribucién geografica de los genes
amerindios, africanos y europeos es consistente con los datos etnohis-
toricos (Jaén-Suarez, 1978; 1998). Patrones alélicos y parametros de di-
versidad mostrados en las Tablas 1y 3 también evidencian la diversidad
genética entre provincias. Las distancias genéticas y el dendrograma (Fi-
gura 3) también respaldan estos hallazgos. La estadistica, los parametros
forenses y de paternidad son consistentes con los parametros de diversi-
dad genética y heterogenidad calculados para cada loci y provincia. Para-
metros forenses y de paternidad de 15 loci STR loci demostraron que la in-
formacion proporcionada por estos marcadores es muy importante y Gtil
en casos forenses y aplicaciones antropoldgicas en la poblaciéon general y
provincias. La poblacién de Panama presenta niveles relativamente altos
de contribucion de las tres poblaciones ancestrales: 24% africanos, 25%
europeos y 51% amerindios. Estos resultados difieren de los reportados
con anterioridad por Arias et al. (2002), quienes estimaron una contribu-
cion de 38% de genes africanos, un 36% de genes amerindios y un 25% de
genes europeos. Nuestros resultados podrian ser explicados con base en el
crecimiento demografico y patrones migratorios en los tltimos afios, pero
también podrian estar relacionados con el hecho de utilizar dos sistemas
genéticos/clasicos versus 15 marcadores STR informativos. A diferencia de
Panama, la mayoria de los paises latinoamericanos y las ciudades estan
dominadas por uno o dos origenes genéticos (Tabla 1).
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Costa Rica, Medellin (Colombia) y Ciudad de México estan compuestos
principalmente por genes amerindios y europeos. Uruguay, Buenos Aires
(Argentina) y Santiago (Chile) estan compuestos en su mayoria por euro-
peos. Los genes africanos predominan en Barbados y Jamaica.

Los genes amerindios son de origen
chibcha

El componente amerindio de los mestizos panamefos es Ngobe/Chib-
chan, ya que no hay una contribucion significativa de ascendencia Embe-
ra/Chocoana. Nuestro estudio arrojé que en promedio la contribucion de
genes Ngobe/Chibchan es de 46% y sélo el 2,6% Embera/Chocoan. Con-
siderando la distribucién geografica actual y precolombina de las tribus
de habla Ngobe/Chibchan, no es sorprendente encontrar genes Chibchas
en Coclé, Chiriquiy Veraguas, pero también se encuentran genes chibchas
con predominio en el este de las provincias de Panama y Colén. Sin em-
bargo, dada la incertidumbre de los datos sobre los Cuevas, que a veces
son clasificados como Chocoanos que habitaban las provincias de Panama
y Colén, nuestros hallazgos podrian implicar que los Cueva eran Chibchas
o simplemente no fueron capaces contribuir significativamente al pro-
ceso de mezcla debido a su temprana extincién. Sin embargo, Arias et al.
(1992) informé que un grupo aislado de mestizos de ascendencia amerin-
dia (Cholos de Coclé) de las montafas centrales de Panama (Provincia de
Coclé) presentaron marcadores tanto Ngoébe-Chibchan como Kuna-Chib-
chas. En particular, encontraron una frecuencia relativamente alta (0,52)
de la variante alélica Pepa-Kun de la peptidasa A, que es indetectable en
Ngobe y Chibchans en el occidente de Panama (Barrantes et al., 1990). La
variante del alelo Pepa-Kun se encuentra con alta frecuencia (0,42) en
amerindios Kuna-Chibchan del oriente y grupos de habla chibcha de Co-
lombia (Arias et al., 1992; Barrantes et al., 1990). Es poco probable que los
Kunas hayan pasado el alelo Pepa-Kun en tan alta frecuencia alos mestizos
de Coclé, debido a que cuando los espaiioles llegaron a Panama, los Kunas
habitaban el caribe al noroeste de Colombia, cerca de Chocoan Emberas
(ver mapas). Esta opinién también esta respaldada por informes anterio-
res del analisis del ADNmt de mestizos panamefios, que muestran que el
51% del ADNmt amerindio correspondia a haplogrupo A2, un haplogrupo
muy abundante en Ngobe y Kuna, pero baja en Embera/Chocoans (Perego
et al. 2012). El mismo estudio también evidenci6é que los mestizos pana-
mefios mostraban baja frecuencia de haplotipos especificos de Embera/
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Chocoan. Actualmente, los Kunas se encuentran dispersos en el noreste de
la costa caribetfia de las provincias de Panama y Darién. Los Kunas son un
grupo altamente endogamico y relativamente aislado, y su contacto con
mestizos es reciente, de alli que no ha contribuido significativamente al
mestizaje. Por lo tanto, esto apoya la posibilidad de que los Cuevas fueran
Chibchas y, por ende, podrian haber transmitido una fraccién de sus ge-
nes chibchas a provincias como Panamay Colén. Ademas, algunos autores
han sugerido que los Cuevas tenian afinidad lingiiistica con los Chibchan
Kuna (Loukotka 1968; Greenberg, 1987), apoyando por tanto la hipotesis
de que los Cuevas son de origen Chibcha y su afinidad genética con los
Kunas. Los analisis del ADN mitocondrial y nuclear también confirman
la relacién genética de los Chibcha con los Kunas y los Ngobes (Kolman y
Bermingham, 1997).

Es dudoso que los genes chibchas en las provincias de Panama y Colén
hayan sido el resultado de migraciones recientes de provincias centrales
durante la construccion del ferrocarril y el Canal de Panama, porque solo
el 1% de los trabajadores eran de origen local (Maloney, 1993). La mayoria
de los pueblos y ciudades fueron fundadas por los esparfioles en pobla-
dos originalmente ocupados por amerindios (mapa, Figura 1), lo cual fue
la semilla del mestizaje desarrollado principalmente in situ. Estas pobla-
ciones se mantuvieron relativamente aisladas desde tiempos coloniales
con poca migracion a la ciudad, hasta 1962 y 1964 cuando se construyo
el Puente de las Américas y la Carretera Panamericana, respectivamente.
La construccion de estas infraestructuras foment6 la migracion desde el
interior a ciudades de Panama Oeste, Ciudad de Panama y San Miguelito
en la segunda mitad del siglo XX, por lo que es posible que algunos ge-
nes Ngobe/Chibchan hayan arribado a la provincia de Panama y Colén en
tiempos mas recientes. No obstante, la mayoria los datos demograficos
indican que la poblaciéon moderna de las provincias de Panama y Colén
han crecido in situ desde la época colonial (Jaén-Suarez 1998).

La Ciudad de Panama fue fundada en 1519, en el sitio de una aldea cue-
va, y posteriormente se incorporaron aldeas amerindias proximas, sitios
de descanso y ciudades/pueblos satélite mas pequeiios. En consecuencia,
en la Ciudad de Panama se incorporaron habitantes de Santa Maria del
Darién, Acla, Nombre de Dios, Chepo y otras ciudades/pueblos pequefios
en territorio Cueva (Figura 1). Por ejemplo, Santa Maria del Darién y Acla
fueron abandonadas en 1524 y 1527 respectivamente, y todas sus pobla-
ciones, incluidos los amerindios y mestizos, se mudaron a la Ciudad de
Panama. Ademas, numerosos documentos que datan de los siglos XVI 'y
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XVII, mencionan que las aldeas amerindias fueron rapidamente absorbi-
das debido al rapido mestizaje, dispersion y muertes (Jaén-Suarez, 1998).
Ciudad de Panama y Portobelo (en la provincia de Colén), las mas grandes
del istmo, absorbieron la mayoria de las ciudades mas pequefias y pueblos
amerindios. En la Provincia de Coldn, la ciudad de Coldn, tal como la co-
nocemos hoy, fue fundada en 1852, pero su poblacion es el resultado de la
fusion de Nombre de Dios, Portobelo, y otros pueblos y aldeas pequerias.
El pueblo cueva habit6 las provincias de Panamay Colén durante unos 30-
40 afios después de la llegada de europeos (Romoli 1987), probablemente
tiempo suficiente para transmitir algunos genes. Multiples fuentes apo-
yan que muchos los amerindios se integraron a la nueva sociedad europea
colonial, contribuyendo asi atin mas a la mezcla (Torres de Arauz 1972;
Castillero Calvo, 1995).

La distribucion de genes africanos y
europeos son consistentes con las olas
migratorias

Aungque la contribucién de genes africanos y europeos al mestizaje gene-
ral fue de 24% y 25% respectivamente, la distribucién de estos y el mo-
mento en que se incorporaron en cada provincia es diferente. Como se
menciond anteriormente, los datos etnohistdricos indican que los genes
africanos llegaron por primera vez a Panama en el siglo XVI directamen-
te de Africa occidental, cuyos descendientes son hoy llamados afro-his-
panos. En la segunda mltad del XVIII y principios del XIX, el segundo
flujo de genes africanos provino de las Antillas, cuyos descendientes son
llamados afro-caribefios. Nuestros datos genéticos también apoyan esta
teoria. Las provincias de Colon y Panama mostraron el componente mas
alto de los genes africanos. Estas dos provincias eran los principales lu-
gares de distribucion del trafico de esclavos africanos durante la colonia,
pero también el mas importante foco migratorio de las Antillas (Afrl—
ca-Caribe) durante la construccion del ferrocarril y el Canal de Panama.
En 1911, el censo de la ciudad de Coldn evidencid que el 56% de los ha-
bitantes eran descendientes directos de africanos (Jaén-Suarez, 1998).
Sin embargo, un importante porcentaje de genes africanos también se
encontraron en todas las demas provincias, probablemente adquiridos
durante la esclavitud en la época colonial. Un gran nimero de esclavos
africanos escaparon hacia selvas del istmo (Arias et al. 2002). Esto tam-
bién es consistente con que Los Santos y Herrera también mostraron ni-
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veles relativamente altos de contribucion africana, junto con los niveles
mas altos de genes europeos que sugieren patréon co-migratorio de los
espafioles con sus esclavos africanos en esas provincias. Esto se explica
por las practicas de poligamia de hombres espafioles con esclavas, in-
crementando el bagaje genético europeo junto con el africano. En cam-
bio, la provincia de Colén, al tener la mayor cantidad de genes africanos,
mostré la menor contribucion de europeos. El patréon de mezcla que se
muestra en la Tabla 1y en la Figura 2, también confirma poca contribu-
cion de genes europeos en las provincias, excepto Los Santos y Herrera,
en las cuales son muy similares. Estas dos provincias no son montafio-
sas y fueron rapidamente colonizadas, lo que implica que los amerindios
pronto murieron o huyeron a zonas remotas de las montafias de Chiri-
qui, Bocas del Toro y Veraguas (Arias et al., 1992). Los esclavos africanos
reemplazaron a los amerindios, lo que explica la baja contribucion de
amerindios en Herrera y Los Santos comparado con Chiriqui y Veraguas.
Chiriqui mostré la menor cantidad de genes africanos, probablemente
como resultado de su inaccesibilidad en términos de topografia monta-
flosa y largas distancias en la época colonial (Arias et al., 2002).

Laincidencia regional de enfermedades
es comparable con la ascendencia
genética

Los patrones altamente polimorficos y las diferencias ancestrales de la
distribucion entre provincias nos hicieron considerar que estas diferencias
ancestrales pudieran estar correlacionadas con la incidencia por provin-
cia de ciertas enfermedades. Nos centramos en algunas de las principales
causas de muertes por enfermedad en diferentes provincias y regiones,
por lo que seleccionamos el cancer de prostata y las enfermedades cere-
brales/cardiovasculares. Curiosamente, el cancer de prostata mostro la
mayor incidencia en las provincias con mayor ascendencia africana (Co-
16n y Panama) (Figura 4A). Una cantidad considerable de estudios repor-
tan diferencias significativas en el riego de padecer de cancer de préstata
con una tasa de incidencia de 60% mayor en hombres en comparacién con
los hombres europeo-americanos (Bock, et al., 2009; Zeigler-Johnson et
al., 2008; Robbins et al., 2007). Es importante destacar que, debido a su
proximidad, la mayoria de los pacientes con cancer de prostata de la pro-
vincia de Col6n suelen ser tratados en hospitales de la Ciudad de Panama,
lo que puede explicar una incidencia ligeramente mayor de esta condicion
en Panama que en Coldn.
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Las enfermedades de accidentes cerebrovasculares/cardiovasculares
mostraron la mayor incidencia en las provincias con mayor proporcion de
genes europeos y una proporciéon moderadamente alta de genes africanos
(Figura 4B). Los accidentes cerebrovasculares y los factores de riesgo de
enfermedades cardiacas incluyen hipertension, diabetes, obesidad, nive-
les altos de colesterol, y son condiciones de salud consistentemente aso-
ciadas con europeos-americanos y africanos-estadounidenses (Cheng et
al., 2010; Hankey, 1999; Donnan et al., 2008). Ademas, las enfermedades
cardiacas y los accidentes cerebrovasculares son las principales causas de
muertes en afroamericanos y descendientes de europeos en Estados Uni-
dos (Estadisticas Vitales Nacionales de EE.UU., 2007 y 2009, Estadisticas
de enfermedades cardiacas y accidentes cerebrovasculares 2011; Centros
para el Control y la Prevencion de Enfermedades, Casper y otros, 2003;
Roger et al., 2011). Por lo tanto, la mayor incidencia de enfermedades de
accidentes cerebrovasculares/cardiovasculares en Los Santos y Herrera,
con altas tasas europeas y ascendencia africana, podria implicar un factor
de riesgo combinado mas alto que sélo en Europa y Africa.

Los resultados generados en esta investigacion proporcionan evidencia de
cémo los acontecimientos etnohistéricos dieron forma a la distribuciéon
geografica de poblaciones, mientras que los analisis genéticos realizados
en este trabajo revelaron las diferencias en el mestizaje de nuestra pobla-
cion. Adicionalmente, el intercambio cultural model¢ estilos de vida que
conjuntamente con el acervo genético contribuyeron con las diferencias
en la distribucion de enfermedades que pueden ser explicadas por la as-
cendencia genética. En conjunto, estos resultados presentan un enfoque
antropolégico de los mestizos panamefios como grupo modelo para es-
tudiar fenotipos complejos relacionados con la salud. Ademas, se sugie-
re la existencia de interacciones entre genes y entre genes y el ambiente,
particularmente en variantes genéticas que podrian ser poco comunes en
las poblaciones ancestrales. Esta hipodtesis se refuerza al observar mayo-
res incidencias de enfermedades cerebrovasculares y cardiovasculares en
provincias como Los Santos y Herrera, donde hay una mayor contribucion
de genes europeos y africanos.” Es importante destacar la necesidad de
utilizar modelos celulares in vitro para el estudio de enfermedades con
miras al desarrollo de la medicina genémica y mejora de las politicas sa-
nitarias en poblaciones mestizas, siendo Panama uno de los mas impre-
sionantes ejemplos de procesos complejos de mestizaje.
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Tabla 1. Estimaciones de la mezcla de genes ancestrales por provincia y comparacién con
otras ciudades y paises de América Latina.

*La provincia de Panama incluye datos agrupados de las provincias de
Panama y Panama Oeste.

Africano Europeo  Amerindio

Veraguas 0.11 0.39 0.5
Panama (2provincias)* 0.27 0.23 0.5
Los Santos 0.25 0.42 0.33
Herrera 0.2 0.4 0.4
Colon 0.47 0.19 0.34
Coclé 0.1 0.2 0.7
Chiriqui 0.15 0.21 0.64
Panama (El pais) 0.24 0.25 0.51
Costa Rica? 0.09 0.61 0.3
Medellin (Colombia) ® 0.09 0.66 0.25
Ciudad de México ¢ 0.05 0.26 0.69
Barbados ¢ 0.89 0.1 0.02
Jamaica 4 0.84 0.12 0.03
Sao Paulo (Brazil) ¢ 0.14 0.79 0.07
Puerto Rico f 0.21 0.64 0.15
Uruguay & 0.05 0.84 0.1
Santiago (Chile) 0 0.57 0.43
Argentina‘ 0.025 0.78 0.194

aMorera et al., 2003, PWang et al., 2008, Juarez-Cedillo et al., 2008,
dBenn-Torres et al. 2008, ¢Ferreira et al., 2006, fVia et al., 2011,
¢Hidalgo et al 2005, "'Sans, 2000, ‘Seldin et al., 2007.
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Figura 1. A. Distribucion precolombina de amerindios chibchas (actuales Ngobes, Gunas
y otros) y chocoes (actuales Embera y Wounaan) y principales ciudades fundadas por los
espafioles durante la época colonial. La mayoria de estas ciudades fueron fundadas por los
espafioles en poblados originalmente ocupados por amerindios, lo cual fue la semilla del
mestizaje. La mayoria de estas ciudades atn existen y se convirtieron en la ciudad capital
de las actuales provincias panamefias. B. Distribucién actual de las tribus amerindias so-
brevivientes principalmente en comarcas; y division politica de las provincias panamefias
actuales. Los datos genéticos para las provincias de Panama y Panama Oeste se combi-
naron en un solo grupo. Las regiones urbanas y ciudades capitales de provincia son los
sitios donde se colectaron las muestras de ADN de los participantes. Estas son regiones
actualmente habitadas principalmente por mestizos. Este mapa fue adaptado con base en
Barrantes et al., (1990), Arias et al., 1990, Romoli, (1987) y Jopling (1994).
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Figura 2. Estructura genética de la poblacion panameiia actual. Los andlisis se realizaron
utilizando ESTRUCTURE con datos genéticos de 15 marcadores STR de 650 individuos no
relacionados de diferentes provincias de Panama y de datos de estos marcadores publica-
dos previamente de poblaciones ancestrales. Los bloques de cddigos de colores correspon-
den a grupos de genes de poblaciones ancestrales. Los genes de origen europeo se observan
en color rosado, los genes de origen africano en color verde, los genes de origen Chibcha
(Ngobe) se observan en color rojo y los genes de origen Chocoe (Embera) se observan en
color azul. En la barra superior cada linea vertical representa las proporciones de genes de
un solo sujeto (mezcla genética ancestral individual), mientras que la barra inferior re-
presenta la sumatoria promedio del aporte ancestral para cada provincia analizada o para
cada grupo ancestral. Aunque todas las poblaciones ancestrales muestran algiin nivel muy
bajo de mezcla, el mismo no es significativo y se pueden distinguir como grupos genética-
mente diferentes con patrones genéticos caracteristicos de cada una. La poblacion Ngobe
es muy poco diversa con menos de 2% de mezcla, similarmente ocurre en la poblacién
Embera. Se demuestra que la poblacion del pais es principalmente mestiza (trihibrida),
altamente polimérfica y que la misma esta confirmada por individuos con altas y variables
proporciones de mezclas de genes ancestrales de origen amerindio (Ngobe/Chlbcha), afri-
cano (Oeste de Africa) y europeo (Espana) Se muestran los datos por provincia. Los datos
genéticos para las provincias de Panama y Panama Oeste se combinaron en un solo grupo
(Panama). Para este estudio no se pudieron recolectar muestras en las provincias de Da-
rién y Bocas del Toro, cuyas poblaciones actuales son proporcionalmente muy bajas, por
lo que incluirlas en los analisis tendria un impacto muy reducido en los datos presentados
para el pais. Sin embargo, datos etnograficos, historicos y genéticos indican que Bocas del
Toro y Darién son provincias con alta ascendencia africana e indigena (Arias et al., 2002;
Ramos et al., 2018), por lo que podrian contribuir un poco mas en estos grupos de genes
ancestrales para los datos del pais que presentamos a continuacion. La poblacién total del
pais mostrd un 51% de genes de origen indigena, 25% europeo y 24% africano. Los datos
demuestran que los genes indigenas del panamefio son todos de origen Ngobe (Chibcha),
tanto en las provincias del oeste (Coclé, Los Santos, Herrera, Veraguas, Chiriqui), como en
las provincias del este (Panamd, Panama Oeste y Col6n) del pais. Estos datos sugieren que
independientemente de su lenguaje, los Cueva, que habitaron el este del pais, pudieron
ser genéticamente Chibcha. Alternativamente, se puede interpretar que independiente-
mente de si los Cueva eran genéticamente chibcha (como los Ngobe) o chocoes (como los
Embera), se extinguieron sin tener una contribucion significativa al mestizaje del pais. No
hay contribucion significativa de los genes chocoes (Embera, en color azul), los cuales se
observan como ruido de fondo en una proporcién menor del 2% en todas las provincias y
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en las poblaciones ancestrales Ngobe, espafioles y africanos.

Veraguas

Panama

Chiriqui

Coclé

—_— Herrera

Los Santos

Colon

Figura 3. Dendrograma basado en distancia genética de Nei (1978), construido mediante
el método del algoritmo UPGMA basado en la informacién de 15 loci STR de 650 individuos
de 7 provincias de Panama. Se observan dos ramificados principales que aluden al origen
ancestral de los genes que las dominan. Las provincias de Veraguas, Panama (incluye Pa-
nama y Panama Oeste), Chiriqui y Coclé con proporciones similares de genes ancestrales,
pero dominadas principalmente por genes de origen indigena; y las provincias de Los San-
tos y Colon, con menos genes indigenas, pero alta contribucion en genes de origen africa-
no y europeo. La provincia de Herrera se encuentra en medio de ambos grupos, aunque su
mestizaje es muy similar a Los Santos.
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Figura 4. Incidencia y muertes en proporcién per capita por cada 100,000 habitantes de
dos grupos de enfermedades que principalmente afectan al pais por provincia. Los datos
de la provincia de Panama incluyen Panama y Panama Oeste. A. Incidencia de cancer de
prostata por provincia en habitantes varones 1985-1997. Izquierda: ANOVA unidireccional
y la postcorreccion estadistica de Bartlett determiné que las provincias con mayor propor-
cion de genes africanos (47 % Colén y 27% Panama) mostraron las mayores incidencias
de cancer de prostata en comparacion con todas las demas provincias del pais con me-
nor contribucién de genes africanos (P < 0,001 para Panama y P < 0,01 para Colon). Dere-
cha: Muertes causadas por accidentes cerebrovasculares y cardiovasculares por provincia
1998-2010. ANOVA unidireccional y postcorreccion estadistica de Bartlett demostrd que
Los Santos y Herrera, ambas provincias con la mayor proporcion de genes europeos (42 y
40%, respectivamente) y genes africanos moderadamente altos (25% y 20%, respectiva-
mente) mostraron las tasas mas altas de muertes por accidentes cerebrovasculares y car-
diovasculares, en comparacion con todas las demas provincias que muestran una menor
proporcién de mezcla europea y africana (P < 0,001 para ambas provincias).



484 ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA

10.

11.

12.

13.

14,.

Literatura citada

Adeyemo AA, Chen G, Chen Y, et al. 2005. Genetic structure in four West African popu-
lation groups BMC Genetics 6:38.

Arias TD, Barrantes R, Jorge LF, et al. 1992. Los Cholos de Coclé: determinacion de su
mezcla racial y origenes geneticos. Rev Med Panama Sep;17(3):180-7.

Arias TD, Castro E, Ruiz E, et al. 2002. La mezcla racial de la poblacién panamefia. Rev.
Med. Panama 17:5-17.

Assis Poiares L, Osorio PS, Spanhol FA, et al. 2010. Allele frequencies of 15 STRs in
a representative sample of the Brazilian population. Forensic Science International:
Genetics 4: e61—e63.

Bar WB, Brinkmann B, Budowle, et al. 1997. DNA recommendations: Further report of
the DNA Commission of the ISFH regarding the use of short tandem repeat systems.
Int. J. Legal Med. 110(4):175—-176.

Barrantes R, Smouse PE, Mohrenweiser HW, et al. 1990.Microevolution in lower Cen-
tral America: Geneticcharacterization of the Chibcha-speaking groups of Costa Rica
and Panama, and a consensus taxonomy based on genetic and linguistic affinity. Am.
J. Hum. Genet.46(1):63—84.

Basu A, Tang H, Lewis CE, et al. 2009. Admixture mapping of quantitative trait loci for
blood lipids in African-Americans. Hum Mol Genet. Jun 1;18(11):2091-8.

Beleza S, Alves C, Reis F, et al. 2004. 17 STR data (AmpF/STR Identifiler and Powerplex
16 System) from Cabinda (Angola). Forensic Science International 141,193-196.

Benn-Torres J, Bonilla C, Robbins CM, et al. 2008. Admixture and Population Stratifi-
cation in African Caribbean Populations. Annals of Human Genetics 72,90—-98.

Bock CH, Schwartz AG, Ruterbusch JJ, et al. 2009.Results from a prostate cancer ad-
mixture mapping study in African- American men. Hum Genet. Nov;126(5):637-42.

Boletin Estadistico, Direccién Nacional de Planificacién: Departamento de Registros y
Estadisticas de Salud. Ministerio de Salud, Republica de Panama. 2010.

Bravo V, Rodriguez T, van Wendel de Joode B, et al. 2011. Monitoring pesticide use
and associated health hazards in Central America. Int J Occup Environ Health. Jul-
Sep;17(3):258-69.

Camacho MV, Benito C, Figueiras AM. 2007. Allelic frequencies of the 15 STR loci in-
cluded in the AmpFISTR1 IdentifilerTM PCR Amplification Kit in an autochthonous
sample from Spain. Forensic Science International 173, 241-245.

Casper ML, Barnett E, Williams GI, et al. 2003. Atlas of Stroke Mortality: Racial, Ethnic,
and Geographic Disparities in the United States. Atlanta, GA: Department of Health
and Human Services, Centers for Disease Control and Prevention.



ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA » /9

15.

16.

17.

18.

19.
20.

21.

22.

23.
24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Castillero Calvo A. 1995. Conquista, evangelizacion y resistencia. Panama: Editorial
Mariano Arosemena, Instituto Nacional de Cultura.

Castro EA, Trejos DE, Berovides-alvarez V, et al. 2007. Genetic Polymorphism and Fo-
rensic Parameters of Nine Short Tandem Repeat Loci in Ng6bé and Embera Amerin-
dians of Panama. Human Biology, Oct. 79, no. 5, pp. 563—577.

Chakraborty R, Weiss KM. 1986. Frequencies of complex diseases in hybrid popula-
tions. Am J Phys Anthropol. Aug;70(4):489-503.

Cheng CY, Reich D, Coresh J, et al. 2010. Admixture Mapping of Obesity-related Traits
in African Americans:The Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) Study.

Obesity (Silver Spring). Mar;18(3):563-72.

Constenla Umaiia A. 1991. Las lenguas del area intermedia: introduccién a su estado
areal. Universidad de Costa Rica, San José, Costa Rica. 216p.

Cooke RG. 1982. Los guaymies si tienen historia. El pueblo guaymi y su futuro. Pana-
ma: Comité Patrocinador del “Foro sobre el guaymi y su futuro” y Centro de Estudios
y Accion Social.

DNA Commission, International Society for Forensic Hemogenetics. 1994. Report
concerning further recommendations of the DNA Commission of the ISFH regarding
PCR-based polymorphisms in STR (short tandem repeat) system. Int. J. Legal Med.
107(3):156—160.

Donnan GA, Fisher M, Macleod M, et al. 2008. Stroke. Lancet 371 (9624): 1612—23.

Falush D, Stephens M, Pritchard JK. 2003. Inference of Population Structure Using
Multilocus Genotype Data: Linked Loci and Correlated Allele Frequencies. Genetics
164:1567—-1587.

Ferreira LB, Mendes-Junior CT, Wiezel CE, et al. 2006. Genomic ancestry of a sample
population from the state of Sdo Paulo, Brazil. Am J Hum Biol. Sep-Oct; 18(5):702-5.

Gongalves R, Jesus J, Fernandes AT, et al. 2002. Genetic profile of a multi-ethnic po-
pulation from Guiné-Bissau (west African coast) using the new PowerPlex1 16 System
kit. Forensic Science International 129, 78 —80.

Gower BA, Fernandez JR, Beasley TM, et al. 2003.Using Genetic Admixture to Explain
Racial Differences in Insulin-Related Phenotypes. Diabetes 52:1047—-1051.

Greenberg JH. 1987. Language in the Americas. Stanford, CA: Stanford University
Press.

Grugni V, Battaglia V, Perego UA, Raveane A, Lancioni H, Olivieri A, et al. (2015) Ex-
ploring the Y Chromosomal Ancestry of Modern Panamanians. PLoS ONE 10(12):
€0144223. doi:10.1371/journal.pone.0144223

Hanis CL, Hewett-Emmett D, Bertin TK, et al. 1991. Origins of U.S. Hispanics. Implica-
tions for diabetes. Diabetes Care 14, 618-627.

Hankey GJ. 1999. Smoking and risk of stroke. Journal of Cardiovascular Risk 6 (4):
207-11.



50« ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

£0.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

Hartl DL, Clark AG. 1989. Principles of population genetics. 2nd ed. Sinauer Associa-
tes,Sunderland, MA.

Hidalgo PC, Bengochea M, Abilleira D, et al. 2005. Genetic Admixture Estimate in the
Uruguayan Population Based on the Loci LDLR, GYPA, HBGG, GC and D7S8. Int ] Hum
Genet, 5(3): 217-222.

Jaén-Suarez 0.1978. La poblacion del istmo de Panama del siglo XVI al siglo XX. Pana-
ma: Impresora de La Nacion.

Jaén-Suarez 0. 1998. La Poblacion del Istmo de Panama. Estudio de Geohistoria, Ma-
drid, Ediciones de Cultura Hispanica, Agencia Espafiola de Cooperacién Internacional.

Jopling CF. 1994. Indios y Negros en Panama en los Siglos XVI y XVII. Centro de Inves-
tigaciones Regionales de Mesoamérica, Antigua, Guatemala, pp. 524-525.

Jorge LF, Arias TD. 1995. Human biodiversity and its effects on the pharmacological
variability: CYP2D6 and NAT2 enzymes in Amerind populations of Panama, Colombia
and Costa Rica. Rev Med Panama. Sep;20(3):98-107.

Jorge LF, Eichelbaum M, Griese EU, et al. 1999. Comparative evolutionary pharma-
cogenetics of CYP2D6 in Ngawbe and Embera Amerindians of Panama and Colombia:
role of selection versus drift in world populations. Pharmacogenetics Apr. 9(2):217-
28.

Jorge-Nebert LF, Eichelbaum M, Griese EU, et al. 2002. Analysis of six SNPs of NAT2 in
Ngawbe and Embera Amerindians of Panama and determination of the Embera ace-
tylation phenotype using caffeine. Pharmacogenetics Jan12(1):39-48.

Juarez-Cedillo T, Zuiiiga J, Acufia-Alonzo V, et al. 2008. Genetic admixture and di-
versity estimations in the Mexican Mestizo population from Mexico City using 15 STR
polymorphic markers. Forensic Science International: Genetics 2: e37—e39.

Kittles RA, Weiss KM. 2003. Race, ancestry, and genes: implications for defining di-
sease risk. Annual Review of Genomics and Human Genetics 4: 33—67.

Klimentidis YC, Miller GF, Shriver MD. 2009. The Relationship Between European Ge-
netic Admixture and Body Composition Among Hispanics and Native Americans. Am.
J. Hum. Biol. 21:377-382.

Kolman CJ, Bermingham E, Cook R, et al. 1995. Reduced mtDNAdiversity in the Ngobé
Amerinds of Panama. Genetics 140:275-283.

Kolman CJ, Bermingham E. 1997. Mitochondrial and nuclear DNA diversity in the Cho-
co and Chibcha Amerinds of Panama. Genetics. Nov;147(3):1289-302.

Loewren JA. 1963. Choc6 II: Phonological problems. International Journal of American
Linguistics, 29 (4), 357-371.

Loukotka G. 1968. Classification of South American Indian Languages. Latin American
Center, University of California, Los Angeles.

Maloney G. 1993. El Canal de Panama y los trabajadores antillanos Panama 1920: cro-
nologia de una lucha. Autoridad del Canal de Panama4, Republica de Panama. Obra se-



ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA »51

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.
56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

lecta. Panama: Instituto Nacional de Cultura.

Morea B, Barrantes R, Marin-Rojas R. 2003. Gene admixture in the Costa Rican popu-
lation. Ann Hum Genet. Jan;67(Pt 1):71-80.

“National Institute of Statistics and Census” Censos Nacionales de Panama. 2010.
Contraloria General de la Republica. Direccién de Estadistica y Censo, Panama, Repu-
blica de Panama.

“National Institute of Statistics and Census” Proceso de Transicion Demografica en
Panama. 2016. Contraloria General de la Republica. Direccion de Estadistica y Censo,
Panamad, Reptblica de Panama.

Contraloria General de la Republica. Direccién de Estadistica y Censo, Panama, Repui-
blica de Panama.

National Vital Statistics Reports. 2007;56(5). Hyattsville, MD: National Center for
Health Statistics.

National Vital Statistics Reports. 2009;57(14). Hyattsville, MD: National Center for
Health Statistics.

Nebert DW, Jorge-Nebert L, Vesell ES. 2003. Pharmacogenomics and “individualized
drug therapy”: high expectations and disappointing achievements. Am J Pharmaco-
genomics. 3(6):361-70.

Nei M. 1972. Genetic distance between populations. Am Nat 106:283-292.

Nei M. 1973. Analysis of gene diversity in subdivided populations. Proc Natl Acad Sci
USA 70:3321-3323.

Nei M. 1978. Estimation of average heterozygosity and genetic distance from a small
number of individuals. Genetics 89:583-590.

Ober C, Vercelli D. 2011. Gene—environment interactions in human disease: nuisance
or opportunity? Trends in Genetics, Vol. 27, No. 3107 — 115.

Perego UA, Lancioni H, Tribaldos M, Angerhofer N, Ekins JE, et al. (2012) Decryp-
ting the Mitochondrial Gene Pool of Modern Panamanians. PLoS ONE 7(6): e38337.
doi:10.1371/journal.pone.0038337

Poveda-Ramos G. 2004. La construccion del ferrocarril de Panama. Dyna, Revista de
la facultad de minas, Universidad nacional de Colombia, Medellin. Dyna, Vol 71(143):
1-12.

Pritchard JK, Stephens M, Donnelly P. 2000. Inference of Population Structure Using
Multilocus Genotype Data. Genetics 155: 945—959.

Registro Nacional del Cancer, Principales Causas de Tumores Malignos. Departamen-
to de Registros y Estadisticas de Salud. Direccion Nacional de Planificacién: Ministerio
de Salud, Republica de Panama. 2007.

Robbins C, Torres JB, Hooker S, et al. 2007. Confirmation study of prostate cancer risk
variants at 8q24 in African Americans identifies a novel risk locus. Genome Res. 17:
1717-1722.



52«4 ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73-

74.

75.

76.

77

78.

79-
8o0.

Roger VL, Go AS, Lloyd-Jones DM, et al. 2011. Heart Disease and Stroke Statistics-2011
Update: Heart Disease and Stroke Statistics. Circulation.;123:e18-e209.

Romoli K. 1987. Los de la lengua de Cueva: Los grupos indigenas del istmo oriental
en la época de la conquista espafiola. Bogota: Instituto Colombiano de Antropologia,
Instituto Colombiano de Cultura (Ediciones Tercer Mundo).

Rosenberg NA, Mahajan S, Ramachandran S, et al. 2005. Clines, clusters, and the effect
of study design on the inference of human population structure. PLoS Genetics 1(6):
e70.

Rubi-Castellanos R, Martinez-Cortés G, Mufloz-ValleJF, et al. 2009. Pre-Hispanic
Mesoamerican Demography Approximates the Present-Day Ancestry of Mestizos
Throughout the Territory of Mexico. Am J Phys Anthropol 139:284—-294.

Sans M. 2000. Admixture studies in Latin America: from the 20th to the 21st century.
Human Biology, 72:155-177.

Scatliff CE, Koski KG, Scott ME. 2011. Diarrhea and novel dietary factors emerge as
predictors of serum B12 in Panamanian children. Food Nutr Bull. Mar;32(1):54-9.

Seldin MF, Tian C, Shigeta R, et al. 2007. Argentine population genetic structure: large
variance in Amerindian contribution. Am J Phys Anthropol. Mar;132(3):455-62.

Shannon CE, Weaver W. 1949. The mathematical theory of communication. Univ. of
Illinois Press, Urbana.

Slatkin M, Barton NH. 1989. A comparison of three indirect methods for estimating
average levels of gene flow. Evolution 43:1349-1368.

Tang H, Quertermous T, Rodriguez B, et al. 2005. Genetic structure, self-identified
race/ethnicity, and confounding in case-control association studies. American Jour-
nal of Human Genetics 76 (2): 268—75.

Torres de Arauz R. 1972. Panorama actual de las culturas indigenas panamefias En:
Panama sus etnias y el canal. Biblioteca de la Nacionalidad. Autoridad del Canal de
Panama.

Torun B, Stein AD, Schroeder D, et al. 2002. Rural-to urban migration and cardiovas-
cular disease risk factors in young Guatemalan adults. Int ] Epidemiol. Feb;31(1):218-
26. USA 70:3321-3323.

Via M, Gignoux CR, Roth LA, et al. 2011. History Shaped the Geographic Distribution of
Genomic Admixture on the Island of Puerto Rico. PLoS ONE 6(1): e16513.

Wang J. 2003. Maximum-Likelihood Estimation of Admixture Proportions From Ge-
netic Data. Genetics, Vol. 164, 747-765.

Wang S, Ray N, Rojas W, et al. 2008. Geographic Patterns of Genome Admixture in
Latin American Mestizos. PLoS Genet 4(3): €1000037.

Weir BS. 1990. Genetic Data Analysis. Sinauer Associates, Sunderland, MA.

Zeigler-Johnson CM, Spangler E, Jalloh M, et al. 2008. Genetic susceptibility to pros-
tate cancer in men of African descent: implications for global disparities in incidence
and outcomes. Can J Urol. February; 15(1): 3872—3882.



>53

CAPITULO 2

Polimorfismo genéticoy
parametros forenses de
nueve loci de repeticiones
cortas en tandem en
amerindios Ngobe y
Embera de Panama

Edgardo Castro-Pérez, Diomedes E. Trejos, Vicente
Berovides-Alvarez, Tomds D. Arias y Carlos Ramos Delgado






ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA » 55

Resumen

Se analizaron nueve loci STR (CSF1PO, TPOX, THo1, F13A01, FESFPS, VWA,
D16S539, D7S820y D13S317) en individuos amerindios Ngobé y Embera no
relacionados de Panama. La prueba de chi-cuadrado demostro diferencias
estadisticamente significativas (P <0,001) en las frecuencias alélicas para
todos los marcadores excepto uno (D16S539; P <0,01). En ambas pobla-
ciones los alelos con las frecuencias mas altas fueron los mismos en siete
loci. Sin embargo, también hubo diferencias notables en el locus TPOX,
que mostro6 sus frecuencias mas altas en los alelos 11 (0,48) y 6 (0,54)
para los Ngobé y Embera, respectivamente. Curiosamente, estos alelos
estan presentes en una poblacion y ausentes en la otra lo que sugiere que
podrian ser distintivos de cada poblacion. Estos resultados demuestran
que, a pesar de que cada poblacion pertenece a un grupo lingiiistico dife-
rente (Chibchan [Ngobé] y Chocoan [Embera]), ambos mantienen algu-
nas similitudes en la distribucion de las frecuencias de alélicas. Tres loci
(TPOX, VWA, y F13A01) en Ngobé y dos loci (TH01 y TPOX) en Embera no
se encontraban en equilibrio de Hardy-Weinberg. El analisis de los mar-
cadores STR demuestra que, a pesar de sus bajos niveles de polimorfis-
mos genéticos, la mayoria podrian ser informativos para fines forenses,
mostrando un poder combinado de discriminacién de 0,9999 para ambas
poblaciones amerindias. Sin embargo, el poder de exclusién en Ngobé fue
bajo, particularmente en los loci THo1 (0,04) FESFPS (0,08). Los pode-
res de exclusiéon combinados fueron 0,9338 y 0,9890 en Ngobé y Embera,
respectivamente. Ademas, el indice de paternidad combinado en los Ngo-
bé fue considerablemente bajo (2,58), y en Embera fue de 40.44, también
bajo. Los bajos niveles de polimorfismo genético sugieren que el uso de
loci adicionales que complementen los nueve loci es recomendable para
pruebas forenses y de paternidad en ambas poblaciones, particularmente
en los Ngobé.

Palabras claves: 15 Loci STR, diversidad genética, parametros forenses,
parametros de paternidad, amerindios Ngobe y Embera.

Abstract

Nine STR loci (CSF1PO, TPOX, THo1, F13Ao1, FESFPS, VWA, D16S539, D75820,
and D13S317) were analyzed in unrelated Ngobe and Embera Amerindians
of Panama. The chi-square test demonstrated statistically significant di-
fferences (P < 0.001) in the allele frequencies for all markers except one
(D16S539; P < 0.01). Both populations shared their alleles with the highest
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frequencies in seven loci. However, there were also noticeable differences
at the TPOX locus, which showed its highest frequencies at alleles 11 (0.48)
and 6 (0.54) for the Ngobe and Embera, respectively. Interestingly, these
alleles are present in one population and absent in the other, suggesting
they could be distinctive for each population. These results demonstrate
that, even though each population belongs to a different linguistic stock
[Chibchan (Ngobe) and Chocoan (Embera)], both retain some similari-
ties in their allele-frequency distributions. Three loci (TPOX, VWA, and
F13A01) in the Ngobe and two (THo1 and TPOX) in the Embera departed
from Hardy-Weinberg equilibrium. The analysis of the STR markers de-
monstrates that, despite their low levels of genetic polymorphisms, most
of them could be informative for forensic purposes, showing a combi-
ned power of discrimination of 0.9999 for both Amerindian populations.
However, powers of exclusion in the Ngobe were meager, particularly at
the THo1 (0.04) and FESFPS (0.08) loci. The combined powers of exclusion
were 0.9338 and 0.9890 for the Ngobe and the Embera, respectively. Fur-
thermore, the combined typical paternity index in the Ngobe was consi-
derably low (2.58), and in the Embera, it was 40.44, which is also very low.
The low genetic polymorphism levels suggest that additional loci supple-
menting the battery of the nine loci is recommended for paternity and fo-
rensic tests in both populations, particularly for the Ngobe.

Keywords: 15 STR loci, genetic diversity, forensic parameters, paternity
parameters, Ngobe and Embera Amerindians.

Introduccion

Se ha demostrado que las repeticiones cortas en tandem (STRs) son exce-
lentes marcadores polimarficos para la caracterizacion genética tanto de
individuos como de poblaciones.

Debido a su gran diversidad interétnica en las poblaciones a nivel mun-
dial, los STR han contribuido a una comprension de las relaciones gené-
ticas, la evolucién y la migracion entre poblaciones (Rangel-Villalobos et
al. 2000). Ademas, el rapido desarrollo de la tecnologia del PCR ha hecho
posible el uso generalizado de STRs en pruebas de paternidad y medicina
forense (Mastana y Singh 2002). Recientemente, estos marcadores han
sido utilizados en estudios de mezcla étnica (trihibrida) en poblaciones
mestizas (Cerda-Flores et al. 2002a, 2002b). La aplicacion de estos mar-
cadores al estudio de poblaciones de amerindios es un area excitante de
la genética de poblaciones porque los amerindios representan la coloni-
zacion humana mas reciente de un continente previamente deshabitado
(30.000-12.000 afios B.R; Batista et al. 1995).
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La evidencia arqueoldgica, etnohistorica, lingiiistica y genética indica que
las tribus Ngobé (también conocidas como Ngawbe-Guaymi) y Embera se
desarrollaron in situ durante varios milenios, procedente de grupos mi-
gratorios de paleo-amerindios que llegaron a poblar las Américas desde el
noreste de Asia (Kolman et al. 1995). Estos paleo-amerindios cruzaron el
puente terrestre de Bering desde Mongolia/Manchuria/region sureste de
Siberia (Neel et al. 1994). Aunque los Ngobé y los Embera viven muy cerca
y representan dos familias lingiiisticas distintas: Chibchan y Choco/Pae-
zan, respectivamente (Kolman y Bermingham 1997). Recientemente las
autoridades de Costa Rica han informado que los Ngobé han estado emi-
grando de Panama. El movimiento constante de los Ngobé ha sido bien
documentado en las fronteras de ambos paises.

La poblacion Ngobé se origind, desarrollé y atin habita el oeste de Pana-
ma, especialmente en la comarca Ngobé-Buglé, que es un territorio que
abarca 6,673 km2 (Figura 1). La poblacién Ngobé esta compuesta por
aproximadamente 142,986 miembros (Direccion de Estadistica y Censo
2000) y constituye la tribu amerindia pura mas grande que existe hoy en
dia (Jorge et al. 1999). La tribu Embera es considerada una poblacién de
origen amazdnico que se asent6 en el este de Panama en los Gltimos 100
aflos a través de la constante migracion hacia el oeste desde la provincia
del Choc6 en Colombia (Jorge-Nebert et al. 2002). Habitan principalmen-
te en la Comarca Embera-Wounaan, un territorio de 4,398 km2 (Figura 1),
con una poblacion de aproximadamente 19,422 individuos (Direccion de
Estadistica y Censo 2000). Sin embargo, también se distribuyen en la Re-
publica de Colombia, con una poblacion de 40,000 individuos (Jorge-Ne-
bert et al. 2002).

Aunque estos dos grupos amerindios representan menos del 8% del to-
tal de la poblacidon de Panama (Direccion de Estadistica y Censo 2000), es
importante tener en cuenta que su contribucién genética en la poblacion
mestiza de Panama es aproximadamente del 36% (Arias et al. 2002). La
poblacién mestiza es una mezcla de caucasicos, negros y amerindios, y
constituye el 85% de la poblacién panameiia.

Este alto nivel de mezcla amerindia es significativo debido a las implica-
ciones biomédicas de susceptibilidad a algunas enfermedades y trastor-
nos metabolicos conocidos como el Sindrome del Nuevo Mundo (Salzano
y Callegari-Jacques 1988). Estudios genéticos previos en estas dos pobla-
ciones amerindias de Panama realizados con marcadores clasicos (Ba-
rrantes et al. 1990), secuencias de ADN mitocondrial y nuclear (Kolman 'y
Bermingham 1997) reportan una baja diversidad genética.
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Figura 1. Distribucion geografica de las comarcas de amerindios Ngobé (gris) y Embera
(negro) en el oeste y este, respectivamente, de la Republica de Panama, donde las mues-
tras fueron recolectadas.

Sin embargo, a pesar de que se utilizaron marcadores STR, no se obtuvie-
ron datos de frecuencia de alelos, lo que limit6 el conocimiento y la aplica-
cién de estos datos. Otros estudios genéticos, incluyendo investigaciones
farmacogenéticas sobre polimorfismos de las enzimas N-acetiltransfe-
rasa-2 (NAT2) y citocromo P450 CYP2D6 (debrisoquina 4-hidroxilasa),
mostraron diferencias a nivel de fenotipos y genotipos como metaboliza-
dores lentos y rapidos (Jorge et al. 1999; Jorge-Nebert et al. 2002). Por lo
tanto, son necesarios mas estudios sobre la naturaleza y el alcance de la
diversidad genética de loci STRs en estas poblaciones de amerindios.

Las tribus amerindias de Panama y las de otros paises latinoamericanos
estan siendo constantemente absorbidas por comunidades no nativas,
cambiando asi la estructura genética de la poblacion (Rangel-Villalobos
et al. 2000). Esta tendencia hacia la aculturacion y la mezcla étnica obser-
vadas entre los amerindios probablemente se acelere en un futuro proxi-
mo. La pregunta es si los grupos perderan su identidad biolégica (genéti-
ca) y cultural, o si resistiran este proceso de homogeneizacion (Salzano y
Callegari-Jacques 1988). En consecuencia, se requiere de manera urgente
informacion sobre los acervos genéticos de estas poblaciones nativas para
contribuir a resolver y prevenir los problemas biomédicos de poblaciones
de amerindios y mestizos. La informacién genética también podria ser util
para reconstruir en detalle los acontecimientos histdricos que condujeron
al asentamiento de América.
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Los nueve loci STR descritos en este estudio han sido de gran utilidad en
Panama en la resolucion de delitos y determinacion de paternidad. A pe-
sar de su uso, estos loci no han sido utilizados en estudios de genética de
poblaciones en nuestro pais. Aunque se han reportado una gran cantidad
de estudios sobre STR en diferentes poblaciones a nivel mundial (Mastana
y Singh 2002; Yunis et al. 2000), las bases de datos estan restringidas en
gran medida a poblaciones étnicamente definidas; poblaciones aisladas
con tamanos efectivos pequenos y relativamente escasas (Sun et al. 2003).
Debido a que los Ngobé y los Embera también habitan en Costa Ricay Co-
lombia, respectivamente, el impacto de estos resultados tiene también
relevancia en estos paises.

En este estudio se analizé la diversidad genética de las poblaciones ame-
rindias Ngobé y Embera, utilizando nueve marcadores STR. Las frecuen-
cias alélicas obtenidas en cada poblacion fueron comparadas. También se
calcularon algunos parametros poblacionales para evaluar la deficiencia
alélica y de heterocigotos. Ademas, se incluyeron algunos parametros
forenses para realizar calculos mas precisos con fines de identificacion
genética en estas poblaciones. Estos datos contribuiran a una mejor com-
prension de las estimaciones de mezclas de la poblacion mestiza de Pana-
ma, la cual representa la mayor parte del pais.

Materiales y métodos

Seleccion de amerindios y colecta de muestras.

Los individuos seleccionados para el estudio fueron entrevistados para
obtener la informacién biografica que incluia nombres, lugares de naci-
miento e idiomas hablados por sus padres y abuelos. El consentimiento
informado fue obtenido de las autoridades comunitarias competentes y
de los individuos seleccionados. Los individuos seleccionados para este
estudio exhibian las caracteristicas fenotipicas de amerindios, nacieron
en su comarca, hablaban la lengua nativa, y tenia padres y abuelos perte-
necientes al mismo grupo amerindio.

Las muestras de Ngobé se obtuvieron de individuos de cuatro asenta-
meintos ubicados en regiones muy separadas a lo largo de la comarca
Ngobe-Buglé, la cual es un vasto territorio en la provincia de Bocas del
Toro, en el oeste de Panama (ver Figura 1).

Las muestras Embera fueron obtenidas de individuos en cinco asenta-
mientos Embera distribuidos en toda la comarca Embera-Wounaan en la
provincia del Darién en el este Panama (ver Figura 1).
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Todas las muestras de sangre en ambas poblaciones se obtuvieron de
individuos no relacionados (hasta al menos el cuarto grado de consan-
guinidad), voluntarios sanos de ambos sexos. Se obtuvieron muestras de
sangre venosa (10 ml) mediante venopuncion y transferidas a tubos con
anticoagulantes EDTA o ACD. Los tubos fueron rotados suavemente para
garantizar que el EDTA y la sangre se mezclaran adecuadamente. Poste-
riormente, la sangre fue almacenada a 4°C, durante un maximo de 3-4
dias y luego a -20°C si no se procesaba inmediatamente.

En el caso de las muestras de sangre de los Embera, se extrajo de los tubos
125 uL de sangre utilizando pipetas plasticas, que fueron colocados en el
centro de cada uno de los cuatro circulos de las tarjetas FTA (DNA Testing
Center Inc., Euless, Texas). Se utilizé una perforadora de papel para cortar
un circulo de 1 mm de diametro. El circulo pequeiio de papel fue lavado de
acuerdo con el procedimiento descrito por el fabricante. La amplificacion
de los STRs se realiz6 directamente del ADN en el papel tratado.

E1 ADN de muestras de Ngobé se extrajo de leucocitos periféricos median-
te una modificacion del procedimiento descrito por Miller et al. (1988). La
calidad del ADN fue verificada mediante electroforesis en gel de agaro-
sa utilizando el marcador de ADN K562 como referencia (Promega Corp.,
Madison, Wisconsin).

Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de 1a Universidad de Pa-
nama y cumplié con las leyes de la Reptblica de Panama. Los individuos
que no hablaban una lengua amerindia, presentaban alguna evidencia ob-
via de mezcla reciente con otras poblaciones amerindias o no amerindias
(por ejemplo, pelo rizado) y no nacieron en regiones amerindias o perso-
nas cuyos padres no cumplian estos criterios fueron excluidos del estudio.

Amplificacion STR y Genotipado

Las amplificaciones se realizaron con un Termociclador Perkin Elmer
modelo 2400 (Perkin Elmer, Waltham, Massachusetts). Todas las reac-
ciones en cadena de la polimerasa se llevaron a cabo en un volumen total
de 25uL conteniendo aproximadamente 50 ng de ADN gendmico (Ngobé)
o un circulo de papel FTA de 1 mm didmetro (Embera). Los nueve loci STR
(CSF1PO, TPOX, THO1, F13A01, FESFPS, VWA, D16S539, D7S820 y D135317)
fueron tipificados utilizando el kit GenePrint STR Systems (Promega). El
PCR multiplex, la electroforesis en poliacrilamida, la deteccién median-
te tincion con nitrato de plata y la identificacion de alelos se realizé de
acuerdo con los protocolos recomendados por el fabricante. Ademas, se
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cumplieron con todas las recomendaciones de la Comision de ADN de la
Sociedad Internacional de genética forense (Comision de ADN 1994; Bar
etal. 1997).

Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el software Pop-
Gene, version 1.32 (disponible en http://www.ualberta.ca/~fyeh/), para
calcular frecuencias alélicas. Se determinaron las frecuencias genoti-
picas observadas y esperadas utilizando el algoritmo de Levene (1949)
mediante dos métodos: pruebas de chi-cuadrado y razon de verosimi-
litud (G2) para determinar equilibrio de Hardy-Weinberg por locus por
poblacién. Se determinaron también medidas de diversidad genética,
como el nimero efectivo de alelos (Ne) (Hartl y Clark 1989) por locus y
combinados, el nimero observado de alelos (Na) y el indice de informa-
cion de Shannon (I) (Shannon y Weaver 1949) por locus y combinado.
Se utilizo el software Statistica, version 6.6, para comparar frecuencias
alélicas por locus de ambas poblaciones por el método de Hedrick (1985).
Los niveles de heterocigosidad observada (H_ ) y el nimero de alelos por
locus (N,) se compararon mediante la prueba de Wilcoxon-Mann-Whit-
ney (Siegel y Castellan 1998).

La plantilla de Microsoft Excel PowerStatsVi2 (Promega Corp.) se utili-
z0 para calcular parametros forenses, que incluyeron la probabilidad de
coincidencia y poder de discriminacion. Ademas, se estimaron varios pa-
rametros de paternidad: poder de exclusion, indice tipico de paternidad y
porcentaje de homocigotos y heterocigotos.

Resultados

Las frecuencias alélicas en cada locus STR, asi como el porcentaje de ho-
mocigotos y heterocigotos, se presentan en la Tabla 1. Debido a que al-
gunas muestras de ADN no se pudieron amplificar de manera 6ptima en
ciertos loci, el nimero de cromosomas analizados difieren en cierta me-
dida de un locus a otro.
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Tabla 2. Patrones de distribucion de frecuencias alélicas por locus en las poblaciones
Ngobe yEmbera.

Grupo Locus Patron de Frecuencia Alélica

Los alelos mas frecuentes y otros alelos para cada

I TPOX, THO1 poblacidon son diferentes, excepto uno.

FESFPS,  Alelos predominantes similares en ambas poblaciones,
II D13S317,  pero difieren En sus frecuencias (>0.1); lo mismo para
F13A01 otros alelos.

D7S820, Menos diferencias en las frecuencias de los alelos
111 CSF1PO, predominantes para ambas poblaciones (<0.1); otros alelos
VWA difieren, pero con bajas frecuencias

Todos los alelos muestran pocas diferencias entre las

v D168539 poblaciones

Para todos los loci, la prueba de chi-cuadrado mostrd diferencias estadisticamente significativas
(P<0,001) entrelas frecuencias alélicas de ambas poblaciones, excepto parael locus D16S539 (P <0,01).

En siete loci STR los alelos con las frecuencias mas altas fueron los
mismos en ambas poblaciones de amerindios. Estos alelos fue-
ron CSF1Po*12, F13A01 *3.2, FESFPS*11, VWA*16, D16S539*10,
D7S820%*11 y D13S317*9. Sin embargo, se observaron diferencias
en locus TPOX, en el que las frecuencias mas altas se encontra-
ron en los alelos *11 (0,48) vy *6 (0,54) para los Ngobé y Embera,
respectivamente. Del mismo modo en el locus THO1 los alelos con
las frecuencias mas altas fueron *6 (0,86) y *8 (0,55) para Ngobé
y Embera respectivamente. Con la excepcion de D16S539, los otros
ocho loci mostraron diferencias estadisticamente significativas en
las frecuencias alélicas en ambas poblaciones. Estas diferencias ge-
neraron patrones especificos, dando lugar a cuatro grupos (Tabla
2). El primer grupo contiene el loci que mejor diferencia a ambas
poblaciones (TPOX y THO01). Los grupos II y III permiten también
diferenciar las poblaciones, pero en menor grado, ya que tienen los
mismos alelos predominantes.

En los Ngobe, la heterocigosidad observada mas alta fue de 76,7%
en el locus CSF1PO y la mas baja en el locus THO1 (24,2 %). En cam-
bio, en los Embera las heterocigosidades mas altas y mas bajas fue-
ron 84,4%y 49,5% en los loci D13S317 y TPOX, respectivamente. En
todos los loci Embera, los niveles de heterocigosidad observada y
esperada fueron mas altos que en los Ngobe (para H_ hubo diferen-
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cias significativas, con base a la prueba de Wilcoxon-Mann-Whit-
ney P = 0,025) (Tabla 3). Se observaron pocas diferencias en el valor
promedio entre ambas estimaciones por poblacion y por locus. Los
Embera también mostraron una proporcion menor de déficit de he-
terocigotos por locus, por los valores positivos del indice F,. Esta
tendencia hacia niveles mas elevados de heterocigosidad en la po-
blacién Embera fue también evidenciada por su diversidad alélica
estimada utilizando tres medidas (Tabla 4). Los Embera mostraron
valores medios de todos los indices mas elevados que los Ngdbe; las
diferencias de N, fueron estadisticamente significativas (prueba de
Wilcoxon-Mann-Whitney P = 0,031). Estas diferencias son causa-
das principalmente por los loci TPOX, F13A01 y D13S317, los cuales
presentan siete alelos cada uno. Por otro lado, los Ngdbe solo tienen
dos loci (VWA y D13S317) con seis alelos cada uno.

Tabla 3. Valores promedio y desviaciones tipicas de los niveles de heterocigosidad obser-
vados y esperados para las poblaciones Ngobe y Embera

boblacién o Difrencia  Diferencia ol CPCE
° e Promedio Por Locus % )g
Ngdba 0.522(0.158) 0.567 (0.160) 0.045 0.071 66.7
Emberd 0.656(0.102) 0.665(0.087) 0.007 0.043 55.5

*Heterocigosidad observada (desviacion tipica entre paréntesis).
PHeterocigosidad esperada (desviacion tipica entre paréntesis).

La distribucion de las frecuencias genotipicas para la mayoria de los loci
(seis en Ngobe y ocho en los Embera) no mostraron desviacion del equi-
librio de Hardy-Weinberg. En ambas pruebas, el locus F13A01 en Ngobe y
el TPOX en Embera mostraron desequilibrio genético (P < 0,05). Otros dos
loci en Ngobe también mostraron desequilibrio (VWA y D16S539), pero
con P <0,010. Estos loci mostraron deficiencias significativas de hetero-
cigotos, con diferencias de mas de 0,10 entre los valores observados y es-
perados como resultado de los bajos niveles de diversidad, probablemente
causado por un cuello de botella poblacional y un desequilibrio genético.

Los parametros forenses y de paternidad se muestran en la Tabla 5. La
probabilidad de coincidencia en Ngobe oscil6 entre 0,124 y 0,602 en los
loci D16S539 y THO1, respectivamente. De manera similar, en la poblaciéon
Embera la probabilidad de coincidencia varié de 0,085 a 0,279 en los loci
D13S317 y TPOX.
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Table 4. Parametros de diversidad alélica por locus en las poblaciones Ngébe (NG)

y Embera (EM).
Na® Neb I FIS?
Locus NG EM NG EM NG EM NG EM
CSF1PO 5 6 2.9777 3.2103 1.2619 1.3828 -0.1543 -0.0688
TPOX 5 7 2.6278 2.5351 1.1019 1.1042 0.0208 -0.0205
THo1 3 5 1.3135 2.2638 0.4303 0.9582 -0.0136 0.114
F13A01 5 7 2.8858 3.7518 1.218 1.4698 0.2505 0.0812
FESFPS 4 4 1.5679 2.1428 0.6225 1.0239 0.0222 -0.1006
VWA 6 5 2.354 2.7931 11221 1.2612 0.2003 0.0654
D165539 5 6 3.6805 3.9343 1.3721 1.4801 0.2188 0.0223
D7S820 5 6 2.8203 3.2022 1.1255 1.3417 -0.0601 0.0912
D13S317 6 7 2.7476 47665 1.3343 1.7003 0.1173 -0.0678
AV/TypDeve 4.89 5.89 2.55 3.1778 1.0654 1.3076 - -
(0.92) (1.05) (0.73) (0.86)

aNumero observado de alelos por locus.
®Niimero efectivo de alelos por locus.

¢Indice de diversidad de Shannon.
dndice de Fijacién.
ePromedio y desviacion tipica (entre paréntesis) para cada parametro por poblacién

Tabla 5. Parametros forenses y de paternidad para nueve loci STR en las poblaciones
amerindias Ngobe y Embera.

Ngébe Emberd
Locus MP a PDb PEc TPId MP PD PE TPI
CSF1PO 0.2 0.8 0.539 2.14 0.131 0.869 0.453 1.76
TPOX 0.255 0.745 0.299 1.27 0.279 0.721 0.183 0.99
THo1 0.602 0.398 0.042 0.66 0.23 0.77 0.313 1.31
D16S539 0.124 0.876 0.247 114 0.115 0.885 0.475 1.85
D78820 0.202 0.798 0.404 158 0.154 0.846 0.336 1.37
D138317 0.173 0.827 0.247 114 0.085 0.915 0.683 3.2
F13A01 0.184 0.816 0.179 0.98 0.133 0.867 0.389 1.53
FESFPS 0.465 0.535 0.088 0.77 0.254 0.746 0.276 1.21
VWA 0.245 0.755 0.155 0.93 0.172 0.828 0.265 118
Combinado N 0.9999 0.9338 2.58 . 0.9999 0.989 40.44,

2Probabilidad de concordancia
bPoder de discriminacién
cPoder de exclusién

dindice tipico de paternidad.
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Tabla 6. Comparaciones de alelos con las frecuencias mas altas para nueve loci STR en
Ngo6be, Embera y otras poblaciones amerindias representativas de América del Sur y del
Norte y en poblaciones asidticas y en otras poblaciones de referencia de los Estados Unidos.

Alelo con la frecuencia mas alta y su frecuencia

Poblacién CSF1PO TPOX THO1 F13A01 FESFPS VWA D16S539 D78820  D13S317

Amerindios de Centroamérica

Ngobe (Panama) 12 (0.46) 11(0.48) 6(0.86) 3.2(0.48) 11(0.77) 16(0.60) 10(0.37) 11(0.43) 9(0.56)

Embera (Panama-Colombia) 12(0.43) 6(0.54) 8(0.55) 3.2(0.38) 11(0.65) 16(0.56) 10(0.37) 11(0.45) 9(0.33)

Amerindios de Suramérica

10 and 12

Kichwa (Ecuador) (0.31) 8(0.51) 6(0.48) - - 16 (0.60) 10(0.29) 11(0.37) 9(0.24)

Terena (Brazil) 11(0.35) 8(0.47) 7(0.48) - - 16 (0.41) 11(0.33) 11(0.39) 12(0.33)

Mapuche (Argentina) 12 (0.36) - 6(0.53) 7(0.34) 11(0.50) 16(0.58) - - -

Tehuelche (Argentina) 12 (0.41) - 7(0.43) 3.2(0.35) 11(0.71) 16(0.42) - - -

Wichi (Argentina) 12 (0.58) - 7(0.72) 5(0.35) 11(0.54) 16(0.51) - - -
Amerindios de Norteamérica

Otomi (Sierra Madre, México) 13(0.42) 8(0.47) 7(0.41) - - 16 (0.40) 12(0.35) 11(0.33) 9(0.35)

. I . 10 and 12

Otomi (Valle Ixmiquilpan, México) 13(0.52) 8(0.47) 7(0.43) - - 16 (0.36) (0.29) 11(0.42) 9(0.30)

Huasteco (México) 13(0.41) 8(0.54) 7(0.43) - - 16 (0.56) 11(0.30) 11(0.31) 9(0.36)
Poblaciones Asiaticas

Han (China) 12(0.37) 8(0.51) 9(0.51) - - 14(0.25) 9(0.28) 11(0.34) 8(0.28)

Tu (China) 12(0.45) 8(0.50) 9(0.47) - - 17 (0.28) - 11(0.30) 11(0.24)

Sala (China) 12(038) 8(0.51)  9(0.51) - - 16 (0.31) - 11(0.31) 8(3“2‘15 Y

Japén 12(0.42) 8(0.43) 9(0.39) - - 17(0.28) 9(0.34) 11(0.35) 8(0.26)
Poblaciones de referencia de

Estados Unidos

Afro-americanos 10(0.27) 8(0.35) 7(0.38) 5(0.34) 11(0.36) 16(0.26) 11(0.32) 10(0.35) 12(0.41)

. 11and 12
Europeo-americanos 12(0.33) 8(0.53) 9.3(0.33) 7(0.33) 11(0.44) 17(0.26) 11(0.32) 10(0.30) (0.31)
Hispano-americanos 12(0.36) 8(0.50) 7(0.31) 7(;";‘;)5 11(0.45) 16(0.30) 11(0.30) 10(0.28) 12(0.24)

El poder de la discriminaciéon en Ngobe oscilé entre 0,398 y 0,876 para
los loci THO1 y D16S539, respectivamente, mientras que en la poblacion
Embera el poder de discriminacién oscilo entre 0,721 (TPOX) y 0,915
(D13S317). El poder combinado de discriminacion fue de 0,9999 en am-
bas poblaciones amerindias. El poder de exclusién en la poblacion Ngobé
oscilé entre 0,042y 0,539 para THo1 y CSF1PO, respectivamente, y el po-
der combinado de exclusion para nueve loci fue 0,9338. En los Embera,
el poder de exclusion varié de 0,183 a 0,683 en los loci TPOX y D13S317
respectivamente y el poder de exclusiéon combinado fue 0,9890. El indice
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de paternidad tipica en Ngobe vari6 de 0,66 a 2,14 para THo1 y CSF1PO,
respectivamente mientras que el valor combinado fue 2,58. En los Embe-
ra, el indice de paternidad tipico varié entre 0,99 y 3,2 en TPOX y D13S317
respectivamente, y el indice de paternidad combinada fué 40,44.

Discusion

Las comparaciones de alelos entre los Ngobe y los Embera revelaron al-
gunas similitudes y discrepancias entre las frecuencias. La importancia
de estos resultados se pueden apreciar mejor cuando se contrastan con
los estudios de poblaciones representativas de amerindios de América del
Norte y del Sur, poblaciones de Asia (noreste asiatico) y poblaciones de
referencia de Estados Unidos (Tabla 6). Para simplificar, en la Tabla 6 in-
cluimos solo las frecuencias mas altas para estas poblaciones. Aunque no
realizamos analisis estadisticos, encontramos algunas similitudes y dis-
crepancias interesantes entre las poblaciones. En siete de los nueve loci
STR, los alelos con las frecuencias mas altas eran los mismos en ambas
poblaciones (Ngobe y Emberad). Estas similitudes también son frecuentes
en otras poblaciones amerindias de México (Barrot et al. 2005), Colombia
(Yunis et Alabama. 2005), Ecuador (Gonzalez-Andrade y Sanchez 2004),
Brasil (da Silva et al. 2004), y Argentina (Sala et al. 1998) e incluso en al-
gunas poblaciones del noreste asiatico de China (Chen y Li 2004; Wang
et al. 2003) y Japon (Hashiyada et Alabama. 2003). Sin embargo, también
se observaron diferencias en el locus TPOX, con las frecuencias mas altas
para los alelos *11 (0,48) v *6 (0,54) para Ngobe y Embera, respectiva-
mente. Es interesante observar que estos alelos estan presentes en una
poblacién y ausente en la otra, lo que sugiere que podrian ser distintivos
para cada poblacién. Ademas, el alelo TPOX mas frecuente en todas las de-
mas poblaciones fue *8 (Tabla 6). El alelo TPOX*11 mostr6 una frecuen-
cia relativamente alta (aprox1madamente 0,32) en afroamericanos, his-
panoamericanos y caucasicos americanos (datos de Promega Corp ), Tu
y Sala (dos poblaciones chinas; Chen y Li 2004), japoneses (Hashiyada et
al. 2003) y en amerindios Terena de Brasil (da Silva et al. 2004). Ademas,
el alelo TPOX*6 presento frecuencias bajas en estas mismas poblaciones.

En el locus THo1, el alelo predominante en Ngobe fue *6 (esta también
presente en dos poblaciones de amerindios del sur), mientras que en los
Embera fue *8; dicho sea de paso, los Embera son la tinica poblacién con
mayor frecuencia de este alelo (ver Tabla 6). Es importante sefialar que
el alelo THo1 *6 en Ngobe mostr6 una frecuencia notablemente mayor
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(0,86) con respecto a las otras poblaciones. El alelo TH01*8 tuvo frecuen-
cias bajas en los hispanoamericanos (0,01) y en las poblaciones Tu (0,09)
y Sala (0,03), pero fue el alelo mas frecuente en amerindios Terena (0,48).

También se observaron otros alelos exclusivos en Ngobe y Embera, aun-
que estos ocurrieron en bajas frecuencias (ver Tabla 1).

En todas las poblaciones amerindias y asiaticas el alelo *11 fue el alelo
predominante en el locus D7S820, mientras que en las poblaciones de re-
ferencia el alelo predominante fué *10. Aunque faltan algunos datos, en
el locus FESFPS todas las poblaciones el alelo predominante fue el mismo
(*11). El alelo CSFIPO*12 fue el mas comun en los Ngobe (0,46) y en los
Embera (0,43) y también en todas las poblaciones asiaticas, estadouni-
denses caucasicos, hispanoamericanos y la mayoria de los amerindios del
sur, a diferencia de los amerindios del norte en donde el alelo con mayor
frecuencia para este locus fue *13. En el locus F13A01 el alelo *3.2 fue el
mas comun en los Ngobé (0,48), Embera (0,38) y tehuelche (0,35), a dife-
rencia de los mapuches y wichi, que mostraron frecuencias mas altas para
los alelos *7(0,34) vy *5 (0,35), respectivamente.

En el locus VWA, el alelo con mayor frecuencia fue *16 en todas las pobla-
ciones amerindias como también en los sala y los afroamericanos e hispa-
noamericanos, aunque en proporciones menores. Por otro lado, en el locus
D16S539, las frecuencias mas altas fueron para el alelo *10 con el mismo
valor (0,37) para Ngobe y Embera, y con una frecuencia de 0.29 para los
Kichwa y Otomi del Valle de Ixmiquilpan. Sin embargo, en Terena la fre-
cuencia mas alta fue la del alelo *11 con 0,33; similar a la de los afroameri-
canos (0,32), los caucasicos (0,32) y los hispanos estadounidenses (0,30).
Finalmente, en el locus D13S317 las frecuencias mas altas correspondie-
ron al alelo *9 en Ngobe (0,56), Embera (0,33), kichwa (0,24) y amerin-
dios del norte (aproximadamente 0,33) mientras que el alelo *12 en este
locus fue el de mayor frecuencia en terena (0,33), afroamericanos (0,41) y
Americanos caucasicos (0,31). En la poblacion Tu, el alelo mas comun en
el El locus D13S317 fué *11 (0,24) v los alelos *8 y *11 fueron los de mayor
frecuencia (0,25) en la poblacion Sala.

El analisis de parametros forenses y de paternidad para estos nueve loci
STR demuestra que, a pesar de sus bajos niveles de polimorfismos ge-
néticos, la mayoria de ellos podria ser informativos para fines forenses,
mostrando un poder combinado de discriminacion de 0,9999 para ambas
poblaciones amerindias. Sin embargo, los poderes de exclusiéon en Ngo-
be fue muy baja, particularmente en los loci THo1 y FESFPS, los cuales
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presentaron valores de 0,04 y 0,08, respectivamente. Los poderes com-
binados de exclusion fueron 0,9338 y 0,9890 en los Ngibe y los Embera,
respectivamente.

En contraste, los poderes combinados de exclusion en los afroamerica-
nos, los caucasicos americanos y los hispanoamericanos fueron 0,9993,
0,9985 y 0,9986, respectivamente, lo que demuestra que el uso de loci
adicionales que complementen la bateria de nueve loci STR se recomienda
para pruebas de paternidad y propdsitos forenses, particularmente en la
poblacién Ngobe. Recomendaciones similares con relacién al uso de loci
adicionales fueron sugeridas por Sun et al. (2003) en poblaciones aisladas.
Ademas, un valor aceptable para el indice tipico de paternidad combinada
es de aproximadamente 90; sin embargo, para los Ngobe fue considera-
blemente menor (2.58) y para los Embera fue 40.44, que también es bas-
tante bajo.

En resumen, a pesar de tener origenes diferentes (los Ngobe pertenecien-
tes a la familia lingiiistica chibcha y los embera a la chocoana), ambas po-
blaciones amerindias conservan algunas similitudes en las distribuciones
de las frecuencias alélicas; sin embargo, existen diferencias debido a la
presencia de variaciones especificas, como también a frecuencias aléli-
cas inusualmente altas en algunos loci polimérficos, como fue informado
previamente por Barrantes et al. (1990) utilizando marcadores clasicos.
Estas similitudes también son compartidas con otras poblaciones ame-
rindias y con algunas poblaciones del noreste de Asia que pertenecen a
grupos que son similares a los amerindios; estos grupos asiaticos estan
filogenéticamente relacionados y comparten una ascendencia comun. De
hecho, la gran cantidad de alelos compartidos, los bajos valores prome-
dios del namero de alelos (Na) y el nimero efectivo de alelos (Ne) (ver
Tablas 1, 2 y 4) y las deficiencias de heterocigotos son consistentes con
los bajos niveles de diversidad genética en estas poblaciones amerindias,
que vivieron durante muchos afnos en aislamiento del resto de la socie-
dad (Young 1971). Este fenémeno fue confirmado estimando por separado
el indice de informacién de Shannon (I) en los Ngobe y Embera; valores
combinados de 1,06 y 1,31, respectivamente fueron observados. Ademas,
en la poblacién Ngobe tres loci (TPOX, VWA y F13A01) y en Embera dos loci
(77/07 y TPOX) que se desviaron del equilibrio de Hardy-Weinberg, 1o que
probablemente fue causado por la deficiencia de heterocigotos.

Los bajos niveles de diversidad también se muestran en la heterocigosi-
dad promedio que fue del 65% en los Embera y del 52,2% en los Ngobe.
Esto también esta estrechamente relacionado a sus altos niveles de ho-
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mocigosidad, especialmente en los loci THo1 (75,8%) y FESFPS (64,6%)
en los Ngobe y el locus TPOX (50,5%) en los Embera. El nivel promedio
de heterocigosidad observado en los Embera fue similar al de los Tarahu-
maras (66.8%), una poblacién amerindia mexicana (Rangel-Villalobos et
al. 2000), y los Wichi (63,5 %), poblacién amerindia argentina (Sala et al.
1998). Kolman et al. (1995) también informaron niveles bajos similares de
diversidad en los Ngobe usando ADN mitocondrial, y propusieron que esta
poblacién habia sufrido recientemente un cuello de botella demogréfico.
De hecho, la evidencia etnohistdrica apoya la hipétesis de que las pobla-
ciones de Ngobe sufrieron una drastica reduccion seguido de un aumento
en el tamafio de la poblacion con la consiguiente pérdida de diversidad
genética o variabilidad (Jorge et al. 1993).

Estas caracteristicas son tipicas de la mayoria de las poblaciones amerin-
dias, que son consideradas poblaciones aisladas pequefias que han sufri-
do cuellos de botella recientes (Sun et al. 2003). Los registros historicos
sugieren que las enfermedades y los exterminios masivos puede haber
causado un colapso demografico durante la conquista europea (Kolman et
al. 1995; Jorge et al. 1993). Una interpretacion alternativa postula que los
cuello de botella se originaron a partir de la etnogénesis de pequeiias po-
blaciones fundadoras del Paleo-amerindios y rapidas fragmentaciones in
situ en grupos tribales separados con baja niveles de mezcla genética en-
tre ellos (Kolman et al. 1995). Estos procesos promueven la rapida fijacion
o extincion de genes o alelos en presencia de pequefios tamaiios efectivos
de poblacién, como es el caso de los amerindios (Barrantes 1990).

Las diferencias en la variabilidad genética entre las dos poblaciones po-
drian deberse a cualquiera de estos procesos microevolutivos con efectos
negativos mas evidentes entre los amerindios Ngdbe.
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Resumen

Los loci de repeticiones cortas en tandem corto (STR) se han empleado
con éxito en estudios de genética forense, paternidad y analisis antropo-
légicos en las poblaciones mestizas y amerindias de Panama desde hace
varios afios. Sin embargo, los informes indican que el uso de STRs podria
estar limitado en casos de muestras de ADN degradadas debido al tamario
del producto de PCR y en paternidad debido a las tasas de mutacion rela-
tivamente altas. Por lo tanto, como complemento de los STR, se han de-
sarrollado marcadores con mayor eficiencia de amplificacion, como los de
insercion/deleciéon (INDEL). Sin embargo, no se tiene informacién sobre
los polimorfismos genéticos y ladistribucion de los INDELSs en la poblacion
panameifia. Usando el kit Investigator® DIPplex (Qiagen), reportamos por
primera vez el perfil genético de 30 marcadores INDEL en la poblacién
panameifia. Las estimaciones de la mezcla genética y estructura poblacio-
nal demuestran que la poblacién panamefia esta mezclada diferente y es
altamente polimoérfica. Curiosamente, las estimaciones de mezclas fue-
ron muy similares a nuestros estudios anteriores utilizando STRs en los
que se reportan contribuciones genéticas amerindias, africanas y euro-
peas. Los INDELs mostraron tres grupos de genes en estas proporciones:
0,46 (grupo 1), 0,24 (grupo 2) y 0,30 (grupo 3) versus 0,51 (amerindios),
0,24 (africanos) y 0,25 (europeos) para STRs. También encontramos que
tanto los INDELs como los STRs indicaron que la distribucién de genes
ancestrales difiere entre provincias. Ademas, la variacion de la frecuen-
cia alélica demostré que todos los loci cumplieron con las expectativas de
Hardy-Weinberg y muestran una alta diversidad como lo indica el pro-
medio de heterocigosidad observada (0,4477), heterocigosidad esperada
(0,4553) y alta similitud con poblaciones de referencia de Estados Unidos
y del mundo. Ademas, los parametros estadisticos forenses mostraron
una gran importancia en el analisis combinado, poder de discriminacién
(0,9999999999987) y la probabilidad de coincidencia combinada (1,27 x
10-12), pero relativamente menor significancia en el poder combinado de
exclusion (0,992655332). Los parametros forenses calculados indican que
los marcadores INDELs pueden ser efectivamente utilizados en la pobla-
cién panamefia para usos forenses, pero deben ser complementados con
marcadores STRs adicionales en pruebas de paternidad.

Palabras claves: insercion/delecion; marcadores INDEL; repeticiones
cortas en tandem; Loci STR; mezcla de genes ancestrales; parametros fo-
renses
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Abstract

For several years, short tandem repeat (STR) loci have been successfully
employed for forensic genetic, paternity, and anthropological analyses in
the admixed and Amerindian populations of Panamanians. Nevertheless,
reports indicate that the use of STRs might be limited in cases involving
degraded DNA samples due to their PCR amplicon size and in paternity
because of their relatively high mutation rates. Therefore, as a comple-
ment to STRs, markers with higher PCR efficiency, such as insertion/
deletion (INDEL), have been developed. However, the genetic polymor-
phisms and distribution of INDELs in the Panamanian population were
unknown. Using the Investigator® DIPplex kit (Qiagen), we report here
for the first time the genetic profile of 30 INDEL markers in the Panama-
nian population. Gene admixture estimates and population structure in-
dicated that the Panamanian population is differentially admixed and hi-
ghly polymorphic. Interestingly, admixture estimates were similar to our
previous STR report, indicating Amerindian, African, and European gene
contributions. INDELs showed three gene clusters in these proportions:
0.46 (cluster 1), 0.24 (cluster 2), and 0.30 (cluster 3) versus 0.51 (Amerin-
dian), 0.24 (African), and 0.25 (European) for STRs. We also found that
both INDELs and STRs indicated that ancestral gene distribution is hete-
rogeneous among the provinces across the country. Furthermore, allele
frequency variation showed that all loci accomplished Hardy-Weinberg
expectations and displayed high diversity as indicated by the average of
observed heterozygosity (0.4477), expected heterozygosity (0.4553),
and high similarity with reference U.S. and world populations. Additio-
nally, forensic statistic parameters showed a strong significance in the
combined power of discrimination (0.9999999999987) and the combi-
ned matching probability (1.27 x 10-12) but relatively lower importance in
the combined power of exclusion (0.992655332). The calculated forensic
parameters indicate that the Panamanian population can effectively use
INDEL markers for forensic purposes. Still, they should be complemented
with additional markers, such as STRs, for paternity analyses.

Keywords: insertion/deletion; INDEL markers; short tandem repeats;
Loci STR; ancestral gene admixture; forensic parameters
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Introduccion

El genotipaje con repeticiones cortas en tandem (STR) es uno de los
marcadores moleculares mas ampliamente utilizados en la identifica-
ciéon forense en humanos en todo el mundo (Shewale y Liu, 2013; Wang
et al. 2014). Los STRs se han empleado con éxito para analisis forenses
y de paternidad en la poblacién panamefia por mas de 15 aflos. Ademas,
hemos utilizado marcadores STRs para caracterizar a las poblaciones
amerindias Ngobe y Embera de Panama (también ubicados en Costa Rica
y Colombia, respectivamente) (Castro el al. 2007). Recientemente, de-
terminamos la ascendencia y la estructura genética trihibrida con es-
timaciones de mestizaje de la poblacion de Panama utilizando loci STR
[4]. Estos marcadores han mostrado un alto polimorfismo y una ade-
cuada variacion genética para analisis forenses y de paternidad en todas
las provincias del pais. Sin embargo, varios reportes indican que el uso
de STRs podria en principio estar limitado por el tamafio del producto de
PCR y por las tasas de mutacion relativamente altas (Wang et al. 2014;
Torres et al. 2014; TZ et al 2015).

En particular las muestras incluidas en parafina, ADN antiguo y ADN
degradado, todas ellas comunmente encontradas en casos forenses son
sustratos dificiles para la amplificacion de STRs (Martinez-Cortés, 2016;
Pereira et al. 2012). Por lo tanto, como complemento a los STRs, se han
desarrollado marcadores adicionales como los polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP) y los de insercion/ delecion (INDEL) con una mayor efi-
ciencia para amplificar muestras de ADN degradadas (Weber et al. 2002;
da costa et al. 2012). Desafortunadamente, el genotipaje basado en siste-
mas SNPs requiere de una instrumentacion mas sofisticada y una quimica
de procesamiento de las muestras mas laboriosa que lo hace incompati-
ble con la tecnologia de genotipado de STRs actualmente disponible en la
mayoria de los laboratorios forenses [TZ et al. 2015; LaRue et al 2012). En
cambio, los INDELs combinan las mejores caracteristicas de los SNPs y
de los STRs, ya que generan productos de PCR mucho mas pequeiios que
los STRs, tasas de mutacién de loci binarios mas bajas, pero con una pla-
taforma de genotipado directa mediante electroforesis capilar como con
los STRs (TZ et al. 20156; Matinez-Cortés; LaRue et al 2012). Por eso, se
ha propuesto la implementacion de los marcadores INDEL como comple-
mento para analisis forense en la poblaciéon panameiia junto con los STRs.
Sin embargo, los polimorfismos alélicos y la distribucién de la variacion
genética de los INDELs en el pais no se conoce.
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El kit Investigator® DIPplex (Qiagen) con un panel 30 marcadores INDELs
bialélicos mas amelogenina ha demostrado tener valor en aplicacién fo-
rense en varias poblaciones a nivel mundial (Fondevilla 2014; Investiga-
tor Diplex 2014). En este estudio se analizaron 332 individuos no relacio-
nados de diferentes provincias del pais con el Kit del panel Investigator®
DIPplex. Es importante destacar que nuestro trabajo anterior utilizando
STRs demostré que la poblaciéon panamefia muestra una estructura trihi-
brida. La mezcla trihibrida mestiza esta compuesta de genes amerindios,
africanos y europeos (Castro-Pérez et al. 2016). Ademas, varios estudios
han demostrado la utilidad de marcadores INDELs en estimaciones de
mezcla de genes en multiples poblaciones (Pereira et al. 2012; Santos et al.
2010; Resques et al. 2010; Saloum et al. 2013)

Por lo tanto, para ampliar ain mas nuestros estudios de mezcla con STRs,
determinamos la estructura genética de la poblaciéon mestiza de Panama
utilizando este otro tipo de marcador como también la proporcion de la
mezcla genética. Calculamos las frecuencias alélicas y los parametros de
diversidad de cada locus y parametros estadisticos de importancia foren-
se y de paternidad. Los resultados mostraron que la estructura genética
y las estimaciones de mezcla utilizando marcadores INDELS son consis-
tentes con los reportes anteriores utilizando loci STRs. Ademas, los para-
metros estadisticos forenses mostraron una alta significancia en el poder
de discriminacion combinado (0,9999999999987) v en la probabilidad
de coincidencia combinado (1,27 x 10-12), pero menor en el poder de ex-
clusiéon combinado (0,992655332). Los datos generados indican que los
marcadores INDELSs podrian ser aplicables a la poblacion panameiia en la
mayoria de los casos forenses, pero deben complementarse con marcado-
res adicionales como STRs para pruebas de paternidad y parentesco.

Materiales y métodos

Seleccion de mestizos, recoleccion de sangre y extraccion de ADN.

Seleccionamos 332 individuos (50% varones y 50% mujeres) no empa-
rentados de origen mestizo, con padres y abuelos nacidos en Panama. El
numero de individuos por provincia fue determinado proporcionalmente
segln el porcentaje de contribucién de cada provincia a la poblacién total
del pais segin lo informado por las estadisticas nacionales del gobierno
Figura 1. Se escogi6 este modelo porque tiene la ventaja de ser una buena
representacion de la poblacion total del pais. La desventaja de este modelo
es que con base al calculo regional de estadisticas de poblacién, algunas
de las provincias tendrian un nimero relativamente bajo de muestras. Sin
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embargo, la recoleccion aleatoria de ADN de individuos no relacionados
y de marcadores no sesgados podria ser suficiente para obtener una vi-
sion general de los genes en cada provincia. Las muestras se recolecta-
ron principalmente en areas urbanas donde la mayoria de las poblaciones
mestizas (mezcladas) estan concentradas. Por el contrario, areas con ba-
jas cantidades de poblacion mestiza, como la amerindia, conocidas como
Comarcas, no fueron consideradas en el muestreo.

Se obtuvieron muestras de sangre venosa (10 ml) mediante flebotomia y se
recogieron en tubos que contenian tampdn anticoagulante EDTA. Los tubos
fueron suavemente mezclados para asegurar que el EDTA y la sangre estu-
vieran adecuadamente mezclados. Después de la extraccion, las muestras
de sangre se procesaron inmediatamente o fueron almacenados a 4°C, por
un maximo de 1-4 dias. Aproximadamente 125 pL de sangre fueron coloca-
das en el centro de cada uno de los cuatro circulos de Tarjetas FTA® prepa-
radas comercialmente (tecnologia de tarjetas Whatman® FTA®).

Se utiliz6 un abre hueco para cortar un pequefio trozo circular con san-
gre de la tarjeta FTA. El pequerio trozo fue procesado para la extrac-
ciéon de ADN de la muestra segun el procedimiento de DNA IQ™ Kit
para Maxwell® 16 (Promega® Corporation, Madison WI, EE.UU.). Las
muestras de ADN fueron eluidas con 300 pL de buffer de elucion. La
concentracion de ADN fue determinada y las muestras utilizadas para
la amplificaciéon por PCR.

COMARCA GUNA

COMARCA
EMBERA-
WOUNAAN

Mar Caribe

Costa Rica

VERAGUAS
+

HERRERA

Océano Pacifico

Colombia

S

Figura 1. Mapa de las provincias de Panama con los sitios de recoleccién de las muestras.
El niimero de muestras colectadas por provincia que representa el porcentaje de contribu-
cion a la poblacion del pais es Bocas del Toro n = 9 (2,8%) Coclé n = 23 (7%), Colén n = 25
(7,4%), Chiriqui n = 48 (14%), Darién n = 5 (1,4%), Herrera n = 14 (4%), Los Santos n = 12
(3,4%), Panama (incluye Panama y Panama Oeste) n = 174 (53%), Veraguas n = 24 (7%).
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Amplificacion por PCR y genotipado de
alelos de Insercion-Delecion (INDELSs)

La amplificacion de 30 marcadores INDELs se realizé mediante PCR
multiplex en un termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
BiosystemsTM) segun el manual descrito en el kit Investigator® DIPplex
(Qiagen). Los alelos presentes en cada genotipo fueron determinados me-
diante electroforesis capilar, utilizando un secuenciador ABI PRISM 3500
y de acuerdo al protocolo establecido por el kit Investigator® DIPplex
(Qiagen). Los tamarios de los alelos se identificaron mediante compara-
cién del patréon de migracion del estandar de tamafio ADN BTO 550 (Qia-
gen®) y el Software de recopilacion de datos version 1.0 y software Gene-
Mapper® ID-X version 1.2 (Thermo Fisher Scientific Inc.) como indica el
Fabricante del kit Investigator® DIPplex.

Estimaciones de mezcla racial y
parametros forenses poblacionales

Se utiliz el software STRUCTURE (Falush et al. 2000, Pritchard y Stephens
2000) version 2.3.4 para estimar las proporciones de mezcla y la estruc-
tura de la poblacion utilizando 5000 periodos de preparaciéon y 50 000
repeticiones MCMC después de la preparacion. El nimero de poblaciones
asumidas fue de uno a ocho y el log de la probabilidad de cada K se cal-
culé utilizando el software Structure Harvester (2012) que implementa el
método de Evanno (Earl y von Holdt, 2012). Las frecuencias alélicas de
inserciones (Dip+), de deleciones (Dip-) y los parametros poblacionales
se calcularon utilizando PopGene (Yeh et al. 1997), version 1.32. La hete-
rocigosidad observaday esperada se determin utilizando el algoritmo de
Nei (Nei1978) y la prueba de razon de verosimilitud (G-cuadrado) se rea-
liz6 para estimar las expectativas de Hardy-Weinberg por locus. Se utiliz6
la plantilla MS Excel de trabajo de PowerStatsVi2 (Promega Corporation,
Madison WI, EE. UU.) para calcular los parametros forenses y de pater-
nidad, probabilidad de emparejamiento (MP), poder de discriminacion
(PD), poder de exclusion (PE), indice de paternidad tipico (IPT)y conteni-
do de informacién polimorfica.
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Resultados
Estimaciones de la mezcla genética

Después de multiples permutaciones bayesianas de la estructura,
los analisis mostraron que los K con la mayor probabilidad logarit-
mica L(K) estimada fueron K2 (11 ensayos), K3 (12 ensayos) y K4 (9
ensayos) correspondientes a probabilidades promedio de -1287.01,
-12944.04y -13013.91, respectivamente (Figura 2).

Poblacionl Poblacién2
0.85 0.15

K=2

Poblaciénl Poblacion2 Poblacion3

0.46 0.30 0.24

0.20

0.00

Poblacionl | Poblacién2 | Poblacién3 | Poblaciénd

0.52 0.25 0.18 0.05

1.

0.80

[i X

0.40

N WM

0.00.

Figura 2. Estimaciones de mezcla ancestral para el pais (total) y proporciones de cada con-
glomerado de genes en la poblacion con colores predefinidos, segtin las permutaciones
realizadas con STRUCTURE. El “STRUCTURE Harvester” calculd las probabilidades Ln
mas altas graficadas L(K) con valores paraKentre 2y 4 (K= 2 — 4).
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K2 present6 proporciones de mezcla de 0,85y 0,15; las proporcio-
nes de mezcla de K3 fueron 0,46, 0,24y 0,30; mientras que K4 pre-
sent6 proporciones de mezcla de 0,52, 0,25, 0,18 y 0,05. Desafortu-
nadamente, no existen datos disponibles de INDELs de poblaciones
ancestrales; por lo tanto, para evaluar estos resultados compara-
mos las proporciones de mezcla generadas con INDELSs con nuestro
trabajo anterior con marcadores STRs (Castro-Pérez, 2016).

Tabla 1. Estimaciones de mezcla de genes por provincia, el pais total y comparacion de
marcadores INDEL con loci STR.

PROVINCIA INDEL? STR
Grupol Grupo2 Grupo3 Amerindio Africano Europeo
El pais (total) 0.46 0.24 0.30 0.51 0.24 0.25
Bocas del Toro 0.18 0.14 0.69 n.d n.d n.d
Coclé 0.51 0.26 0.23 0.70 0.10 0.20
Colon 0.30 0.54 0.16 0.34 0.47 0.19
Chiriqui 0.61 0.19 0.20 0.64 0.15 0.21
Darién 0.41 0.35 0.24 n.d n.d n.d
Herrera 0.52 0.37 0.11 0.40 0.20 0.40
Los Santos 0.48 0.41 0.11 0.33 0.25 0.42
Panamd 0.61 0.24 0.14 0.50 0.27 0.23

(2provincias)c

Veraguas 0.59 0.16 0.25 0.50 0.1 0.39

aPresent Study; "Castro-Perez et al. 2016; n.d = not determined; “Incluye las provincias de Panama y Panama Oeste.

Es importante destacar que nuestros estudios con STRs implica-
ron el uso de datos ancestrales de Amerindios (Ngobe-Chibchan),
africanos occidentales (Angola y Guiné- Bissau) y europeos (Es-
paiia) utilizando un modelo trihibrido (K3). Ademas, el modelo de
mezcla trihibrida es altamente consistente con datos etnohistoricos
[Jaén-Suarez 1978; Jaén-Suarez, 1998) y de marcadores genéticos
de ADN clasico (Arias et al. 2002), mitocondrial (Perego 20122015)
y cromosoma Y (Grugni et al. 2015). Por lo tanto, comparamos las
proporciones de mezcla K3 por provincia y en todo el pais genera-
das con INDELSs con los datos STRs de nuestro estudio anterior. Cu-
riosamente, observamos que las estimaciones de mezcla con ambos
marcadores; INDELs y STRs (Tabla 1) fueron muy similares para el
pais. Con INDELSs 0,46 (grupo 1), 0,24 (grupo 2) y 0,30 (grupo 3) ver-
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sus 0,51 (amerindios), 0,24 (africanos) y 0,25 (europeos) con STRs.
Ademas, las proporciones de mezcla entre las provincias con INDELS
también mostraron patrones generalmente similares, pero con al-
gunas variaciones en comparacion con los STRs (Tabla 1). Estos da-
tos indican que en la poblacién panamefia tanto los INDELSs como los
STRs muestran proporciones de mezcla de genes comparables.

Diversidad genética y estructura
poblacional

La proporcion de mezcla entre las provincias utilizando como mar-
cadores los INDELs mostraron que la poblacién panameifia esta
mezclada heterogéneamente y es altamente polimérfica (Figura 3).
Similar a los resultados obtenidos con loci STRs, el analisis con IN-
DELSs generd una distribucion diversa de genes en todas las provin-
cias que se asemejan a los genes ancestrales amerindios, africanos
y europeos (Tabla 1). El grafico de triangulo (Figura 3) representa el
conjunto de genes de la poblacién panameiia general que muestra
tres grupos de genes que se comportan de manera similar a las po-
blaciones parentales de STRs: amerindios (grupo 1), africano (grupo
2) y europeo (grupo 3). Los puntos dentro del triangulo representan
los individuos de cada provincia, quienes estaban agrupados y dis-
tribuidos espacialmente segtn su afinidad de mezcla individual con
cada poblacién ancestral. La estructura del grafico de barras (Figura
3, abajo) muestra las proporciones diferenciales de genes ances-
trales por individuos y demuestra la variaciéon genética polimorfi-
ca entre provincias. Los INDELs demostraron que las provincias de
Chiriqui y Panama muestran la mayor proporcion de genes de tipo
amerindio (grupo 1), ambos con 0.61, seguido de Veraguas (0.59),
Herrera (0,52) y Coclé (0,51). Los STRs también mostraron las mis-
mas provincias con la mayor mezcla de genes amerindios, pero en
diferentes proporciones (Tabla 1).

Ademas, la mezcla de tipo africano (grupo 2) determinada por los
INDELs mostraron que, como se esperaba, la provincia de Colén
presenta la mayor ascendencia genética africana (0,54), seguida de
los Santos (0,41) y Herrera (0,37). Los loci STRs también mostra-
ron que la mayor proporcién de genes africanos se observé en Colén
(0,47), pero con alguna variacion en las provincias que a continua-
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cion se enlistan. En los estudios con STRs, Colén es seguida por la
provincia de Panama con 0,27, Los Santos (0,25) y Herrera (0,20).
Los INDELs también indicaron que los genes de tipo europeo (grupo
3) muestran una contribucién relativamente menor al acervo gené-
tico en todas las provincias, que van desde 0,11 para Herrera y Los
Santos, a 0.25 para Veraguas. Una excepcion sobre la contribucién
de genes europeos fue Bocas, mostrando un inusual 0,69. La com-
paraciéon con los STRs también indica niveles relativamente mas
bajos de contribucién de genes europeos entre las provincias que
van desde 0,19 para Colon hasta 0,42 para Los Santos. En conjunto,
estos datos demuestran que tanto los INDELs como los STRs pre-
sentan patrones de mezcla y estructura genética similares.

GRUPO 3

HERRERA
LOS SANTOS
PANAMA
VERAGUAS

GRUPO 1 GRUPO 2

Figura 3. Estimaciones de mezcla genética ancestral calculadas utilizando STRUCTURE
basado en 30 marcadores INDEL polimorficos. Arriba: Grafico de tridngulo para K=3 que
muestra el analisis de agrupamiento con estimaciones de ascendencia. Cada punto den-
tro del triangulo representa a personas individuales con sus correspondientes codigos de
colores de las provincias donde fue recolectada la muestra de ADN. Se observa una amplia
variacion en todas las provincias con una alta contribucién de mezcla de poblacién ances-
tral en el grupo 1. Basado en estudios genéticos previos (Arias et al., 2002; Castro-Pérez
etal., 2016), esto sugiere que el grupo 1 corresponderia a genes de origen indigena. Abajo:
Grafico de barras que muestra la estructura polimérfica en todo el pais por provincia. Las
barras verticales representan personas tnicas y sus correspondientes mezclas genéticas
ancestrales individuales.
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Variacion de las frecuencias alélicas

Las frecuencias alélicas de 30 INDELSs; inserciones (Dip+) y delecio-
nes (Dip-) de la poblacion mestiza total de Panama se muestran en
Tabla 2. Las frecuencias de inserciones variaron entre 0,2024 (lo-
cus HLD58) y 0,8030 (locus HLD64) con un promedio de 0,48349;
mientras que las frecuencias para las deleciones oscilaron entre
0,1970 (locus HLD64) y 0,7976 (locus HLD58) y 0,51651 COmo pro-
medio. Los valores de heterocigosidad observados y esperados, y el
equilibrio de Hardy-Weinberg también se muestran (Tabla 2). La
heterocigosidad observada (H,) oscil6 entre 0,2961 (locus HLD58) a
0,5287 (locus HLD136) con un promedio de 0,4477. La heterocigo-
sidad esperada (H,) mostrd valores que oscilaban entre 0,3175 (lo-
cus HLD64) a 0,4997 (locus HLD131) con un promedio de 0,4553,
que se acerca al promedio de H, (0,4477). Sin embargo, cuando se
compara la heterocigosidad observada con la esperada para cada
marcador, encontramos que 5 loci (HLD 131, HLD 114, HLD 122, HLD
81y HLD 128) muestran una H_baja, en contraste con la H , que van
desde 0,003 (locus HLD131) a 0,0487 (HLD128), lo que sugiere una
deficiencia de heterocigosidad. Sin embargo, tras la correccion de
Bonferroni (p=0,0017) todos los loci mostraron HWE (Carvalho
2015). Estos datos indican que los marcadores INDELs muestran en
la poblacién panamefia una variacién altamente polimorfica.

Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas de 30 marcadores INDELSs en la poblacién panamefia.

LOCUS ID Alelo Dip- Alelo Dip+ Ho He HWE
HLD77 rs1611048 0.6485 0.3515 0.4773 0.4571 0.3764
HLD45 rs2307959 0.3973 0.6027 0.4743 0.4789 0.8404
HLD131 rs1611001 0.4879 0.5121 0.4018 0.4997 0.003
HLD70 rs2307652 0.2613 0.7387 0.3776 0.3861 0.6707
HLD6 s1610905 0.4517 0.5483 0.5106 0.4953 0.5944
HLD111 rs1305047 0.6843 0.3157 0.3958 0.4321 0.1195
HLD58 11610937 0.7976 0.2024 0.2961 0.3229 0.1233
HLD56 rs2308292 0.3833 0.6167 0.4592 0.4729 0.5407

Continua en la proxima pag.
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HLD118 516438 0.6888 0.3112 0.429 0.4287 0.9885
HLD92  rs17174476 0.6692 0.3308 0.4441 0.4428 0.9775
HLD93 152307570 0.4486 0.5514 0.4985 0.4947 0.9117
HLD99 rs2308163 0.4486 0.5514 0.4,683 0.4947 0.3173
HLDS8S rs8190570 0.4018 0.5982 0.5015 0.4807 0.4476
HLD101 152307433 0.4834 0.5166 0.5136 0.4994 0.6257
HLD67 rs1305056 0.4743 0.5257 0.5196 0.4987 0.4611
HLDS83 rs2308072 0.6409 0.3591 0.4532 0.4605 0.7084
HLD114 rs2307581 0.5303 0.4697 0.4441 0.4982 0.0394
HLD48 r$28369942 0.2455 0.7545 0.3776 0.3712 0.8144
HLD124 rs6481 0.6576 0.3424 0.429 0.4497 0.4031
HLD122 rs8178524 0.6348 0.3652 0.4018 0.4647 0.0163
HLD125 rs16388 0.7379 0.2621 0.4169 0.3875 0.1923
HLD64 rs1610935 0.197 0.803 0.2991 0.3175 0.2534
HLD81 1517879936 0.3167 0.6833 0.3807 0.4332 0.0217
HLD136 rs16363 0.4409 0.5591 0.5287 0.4927 0.1782
HLD133 rs2067235 0.6341 0.3659 0.4894 0.4639 0.3674
HLD97  rs17238892 0.5136 0.4864, 0.4955 0.4996 0.8147
HLDZ4O rs$2307956 0.5854 0.4146 0.4894 0.4852 0.9513
HLD128  rs2307924 0.596 0.404 0.429 0.4807 0.0487
HLD39 1s17878444 0.6037 0.3963 0.5045 0.4776 0.3093
HLDS8Z rs3081400 0.4343 0.5657 0.5257 0.4916 0.3067

Ho=Observed Heterozygosity, He=Expected Heterozygosity, HWE=Hardy- Weinberg Equilibrium.

Parametros genéticos forenses
de la poblacion

Se muestran los valores calculados de los parametros forenses y de
paternidad con INDELSs (todos los loci combinados) por provinciay
pais; y por loci para la poblacién total (Tabla 3). Encontramos que el
promedio de la probabilidad de coincidencia (MP) fue 0,4032, y 0s-
cila entre el marcador mas informativo para este parametro HLD64
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con 0,519, v el menos informativo el locus HLD131 con 0,341. Sin
embargo, la probabilidad de coincidencia combinada (CMP) para
el pais fue de 1,27 x 102 y relativamente alta en la mayoria de las
provincias. Entre las provincias, la CMP vario6 de 1.37219x10-°7 (Da-
rién) y 4.17645x10-°° (Bocas Del Toro) a valores relativamente altos
de 9.17764x1073 (Panama), 8.34379 x 1072 (Colén) y 4.56524 x 1072
(Chiriqui) seguido por Los Santos (2.13145 x 10-11), Herrera (2.10797
x 10-11), Veraguas (1.76484 x 10-11) y Coclé (1.69054 x 10-11).

Ademas, el poder de discriminacion (PD) mostré un promedio de
0,597, siendo el locus mas informativo para este parametro HLD131
con un valor de 0,659, y el menos informativo HLD64 con 0,481.
Sin embargo, al igual que la CMP, el poder de discriminacién com-
binado (CPD) también fue relativamente alto en el pais y la mayoria
de las provincias. En el pais, el CPD fue 0,999999999987, y en las
provincias varié de 0.99999986 para Darién y 0,0999999999991
para la provincia de Panama. Ademas, el poder de exclusion (PE)
mostré un promedio de 0,15 y oscil6 entre el marcador mas infor-
mativo para este parametro (locus HLD136) con 0,215, a los loci
menos informativos HLD58 y HLD64, ambos con 0,062.

En contraste con el CMP y el CPD, el poder de exclusion combina-
do (CPE) mostro6 una significancia relativamente menor a nivel de
pais (0.992655332) y provincias con un rango de 0.991455029 para
la provincia de Panama hasta 0.999564716 en la provincia de He-
rrera. Una excepcion fue la provincia de Bocas del Toro que mostro
un CPE de 1, lo que podria estar relacionado con el tamario relati-
vamente pequefio de la muestra, como se mencion6 en los méto-
dos. El indice tipico de paternidad (TPI) por loci fue en promedio de
0.915 con un rango de 0.710 (locus HLD58) a 1.065 (locus HLD136).
El contenido de informacion polimoérfica (PIC) mostré un prome-
dio de 0,3504 y vari6 de 0,266 (locus HLD64) a 0,375 (loci HLD131,
HLD101 y HLD97). La mayoria de los valores PIC fueron cercanos
a 0,375, excepto 5 loci (HLD64, HLD58, HLD48, HLD70 y HLD125)
que mostraron valores inferiores al promedio. En general, las esta-
disticas combinadas de 30 INDEL para analisis forense y paternidad
demuestran que la mayoria de los calculos son altamente significa-
tivos para la aplicacion forense de estos marcadores en la poblacion
panamefia.
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Tabla 3. Parametros estadisticos combinados de genética forense y paternidad por provincia, y el total del
pais y por loci en el pais.

PROVINCE CMP CPD CPE
Bocas del T. 4,18E-04 0.999999996 0.994436451
Cocle 1,69E-06 0.99999999998 0.997620088
Colon 8,34E-07 0.999999999992 0.996414523
Chiriqui 4,57E-07 0.999999999995 0.995164563
Darien 1,37E-02 0.99999986 1
Herrera 2,11E-06 0.99999999998 0.999564716
Los santos 2,13E-06 0.99999999997 0.998165382
Panama 9,18E-08 0.9999999999991 0.991455029
Veraguas 1,76E-06 0.99999999998 0.998657597
Total Country 1.27 x 0.3308 0.4441 0.4428
10-12 0.9999999999987 0.992655332 0.4947
LOCUS MP PD PE TPI PIC
HLD77 0.409 0.591 0.170 0.959 0.352
HLD45 0.384 0.616 0.166 0.951 0.364
HLD131 0.341 0.659 0.115 0.836 0.375
HLD70 0.450 0.550 0.101 0.803 0.312
HLD6 0.385 0.615 0.197 1.022 0.373
HLD111 0.407 0.593 0.111 0.828 0.339
HLD58 0.513 0.487 0.062 0.710 0.271
HLD56 0.384 0.616 0.153 0.922 0.361
HLD118 0.416 0.584 0.133 0.876 0.339
HLD92 0.409 0.591 0.143 0.899 0.345
HLD93 0.380 0.620 0.186 0.997 0.372
HLD99 0.367 0.633 0.162 0.943 0.372
HLD88 0.395 0.605 0.189 1.003 0.365
HLD101 0.383 0.617 0.200 1.028 0.375
HLD67 0.387 0.613 0.205 1.041 0.374
HLDS83 0.394 0.606 0.148 0.912 0.354
HLD114 0.353 0.647 0.142 0.897 0.374
HLD48 0.4,66 0.534 0.100 0.801 0.302
HLD124 0.397 0.603 0.133 0.878 0.349
HLD122 0.377 0.623 0.116 0.838 0.356

Continua en la proxima pag.
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HLD125 0.457 0.543 0.123 0.855 0.312
HLD64 0.519 0.481 0.062 0.711 0.266
HLD81 0.404 0.596 0.102 0.805 0.339
HLD136 0.399 0.601 0.215 1.065 0.371
HLD133 0.405 0.595 0.177 0.976 0.356
HLD97 0.372 0.628 0.182 0.988 0.375
HLDZ40 0.384 0.616 0.177 0.976 0.368
HLD128 0.366 0.634 0.133 0.877 0.366
HLD39 0.400 0.600 0.193 1.012 0.364
HLD84 0.394 0.606 0.205 1.041 0.370
o . s
Discusion

La variacion de la mezcla genética con
INDELSs es comparable ala de STRs

Los calculos de la estructura poblacional mostraron que la probabilidad
logaritmica mas alta L(K) de los modelos de probabilidad de mezcla fue-
ron para K2, K3 y K4 (Figura 2). Sin embargo, varios estudios previos han
demostrado que los modelos K2 y K4 estan pobremente sustentados ge-
nética y etnohistoricamente. En contraste, el modelo trihibrido (K3) (Fi-
gura 2, centro) esta mejor sustentado como lo demostramos con loci STR
(Castro-Pérez 2016) y marcadores clasicos (Arias et al. 2002), al igual que
otros grupos de investigacion que utilizaron ADNmt (Perego et al. 2012) y
analisis del cromosoma Y (Grugni 2016). Ademas, los datos etnohistoricos
fuertemente sostienen que la poblaciéon panameiia es resultado del pro-
ceso de mezcla que involucra amerindios, ancestros africanos y europeos
(Jaén-Suarez 1978; Jaén-Suarez 1998). Por lo tanto, todos los analisis adi-
cionales de INDELSs se realizaron con base en un modelo de mezcla trihi-
brido (K3) que muestra que la poblacién general esta compuesta por tres
poblaciones ancestrales en las siguientes proporciones 0,46, 0,24y 0,30
(Figura 2, centro). Curiosamente, las proporciones de mezcla y la distri-
bucién de genes son altamente consistentes con nuestro informe anterior
utilizando loci STR (Tabla 1). Ademas, las proporciones de mezcla varian
en provincia como se evidencia-en la Tabla 1y en el grafico de barras de
Estructura (Figura 3, abajo). Estas similitudes con los STRs sugieren que,
a pesar de la ausencia de datos ancestrales de INDELSs, las proporciones
observadas corresponden a ancestros amerindios (grupo 1), africanos
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(grupo 2) y europeos (grupo 3). De acuerdo con esto, el grafico de trian-
gulo (Figura 3, arriba) muestra tres grupos de genes que se asemejan a
tres genes poblaciones parentales correspondientes a amerindios (grupo
1), africanos (grupo 2) y europeo (grupo 3). Es importante destacar que,
aunque las proporciones ancestrales en INDELs y la distribucién dentro
de las provincias muestran algunas variaciones en comparacion con los
STRs, estas variaciones podrian estar relacionadas con la falta de datos
ancestrales de INDELSs, el tamarfio relativamente pequefio de la muestra
en algunas provincias o simplemente diferencias entre ambos métodos.
Otra fuente de variacion podria ser el hecho de que las muestras utilizadas
para los INDELSs fueron diferentes a las utilizadas en el analisis con STRs.
Se utilizaron muestras de ADN (332 sujetos, la mitad hombres/mujeres)
para los analisis de los INDELs que representan un muestreo totalmen-
te nuevo, por lo que no se esperaban exactamente los mismos resultados
que los observados con STRs (650 sujetos, mitad hombres/mujeres). Sin
embargo, es interesante el hecho de que los analisis muestran una alta
similitud con ambos métodos y diferentes muestreos. Esta reproducibi-
lidad de métodos y muestreos es muy util para multiples aplicaciones de
estos marcadores, incluyendo antropologia y biomedicina, pero particu-
larmente en paternidad y casos de genética forense.

Las frecuencias alélicas son muy
similares a las de africanos e hispanicos
estadounidenses

La distribucion de la mezcla de genes y la estructura poblacional obser-
vada con marcadores INDELs fue altamente consistente con la observada
con STRs en la poblacién panameiia. Sin embargo, como estos INDELs en
la poblacién panamefia se comparan con otras poblaciones del mundo se
desconocia. Consideramos por lo tanto importante comparar los datos de
las frecuencias alélicas (Tabla 2) con poblaciones de referencia en EE.UU.
como caucasicos-americanos, afroamericanos y asiaticos, en las cuales
se utilizaron INDELSs en casos de paternidad y analisis forense (Fondevi-
1la 2014). Encontramos que la frecuencia alélica de 11 loci en la poblacién
panameria era muy similar a la de los afroamericanos estadounidenses
(loci HLD77, HLD70, HLD111, HLD58, HLD118, HLD92, HLD93, HLD122,
HLD125, HLD64 y HLD133). Ademas, 9 loci en panamefios (loci HLD131,
HLD99, HLD88, HLD101, HLD67, HLD114, HLD136, HLD97 y HLD39) fue-
ron muy similares a la poblaciéon hispanoamericana de EE. UU., mientras
que el locus HLD48 fue similar tanto a la poblacién afroamericana como a
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la hispanoamericana. Dos loci mostraron similitudes combinadas en fre-
cuencias alélicas con poblaciones Hispanoamericanos y caucasicos de los
Estados Unidos, uno de los alelos con hispanoamericanos y en el otro con
caucasicos (loci HLD56 y HLD40), mientras que el locus HLD45 mostro si-
militud en frecuencia en uno de los alelos con Hispanoamericanos y en el
otro con asiaticos ambas de Estados Unidos. La frecuencia alélica para el
locus HLDS83 solo era similar a asiaticos, mientras que en el alelo del locus
HLD84 la frecuencia fue similar a todas las poblaciones de referencia, ex-
cepto a los asiaticos. Curiosamente, cuatro loci (HLD6, HLD124, HLD81y
HLD128) no fueron comparables a las poblaciones de referencia de EE. UU.,
lo que muestra patrones de frecuencia inicos para la poblaciéon panameiia
(Tabla 2). Es importante destacar que los valores de heterocigosidad (Hoy
He) también mostraron variacién entre loci. La heterocigosidad observada
para estos loci vari6 entre 0,2961 (locus HLD58) y 0,5287 (locus HLD136),
con un promedio de 0,4477. Laheterocigosidad esperada vari6 entre 0.3175
(HLD64) a 0.4997 (HLD131) con un promedio de 0.4553, cerca al valor te6-
rico esperado para los marcadores bialélicos (0,500). En general, el rango
de variacion alélica y heterocigosidad, junto con similitudes en el polimor -
fismo alélico con poblaciones de referencia, indica una alta diversidad ge-
nética de estos loci para uso forense en la poblacién panameria.

Los marcadores polimorficos INDELSs
como complementos efectivos de STRs

Los parametros forenses y de paternidad indican que cuando se combinan,
los 30 marcadores INDELs son adecuados para la mayoria de las aplica-
ciones forenses en la poblacion panamefia (Cuadro 3). La probabilidad de
coincidencia combinada (CMP) para los panamefios fue 1,27 x 1072, 1o cual
es aceptable para uso forense, similar a otras poblaciones del mundo que
utilizan actualmente INDEL para casos forenses. Por ejemplo, CMP para las
poblaciones chinas oscilan entre 1,8-3,17 x 10* (Wang et al. 2014 ), mien-
tras que las poblaciones de referencia de EE. UU. son relativamente mas
altas en estadounidenses caucasicos con 3,65 x 103, Sin embargo, los his-
panoamericanos estadounidenses (2,12 x 107?) y los afroamericanos es-
tadounidenses (1,43 x 10) [11] muestran CMP muy similar a la poblacién
panameifia. Ademas, Brasil (3,4 x 103) (Ferreira et al. 2015), que también
tiene una poblacion mestiza como la de Panama, mostré una CMP mayor
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que la obtenida en los panamerfios. Ademas, el poder combinado de discri-
minacion paralos panamefios (CPD) fue 0.9999999999987, que es similar
a los reportados en poblaciones mestizas de Brasil (0,9999999999997)
(Ferreira et al. 2015) y México (0,99999999) (Martinez-Cortés et al. 2016).
El poder combinado de exclusion (CPE) (Cuadro 3) para los panamefios fue
0.992655332, que es relativamente menor que otras poblaciones, inclui-
das todas las poblaciones de referencia de EE. UU., con 0.999999999 (La-
Rue et al. 2012) y también mas bajo que Brasil con 0,997250806 (Ferrei-
ra et al. 2015). Sin embargo, el CPE de los mestizos panamernos es mayor
que Somalia (0,9860) (Neuvonen et al. 2012) y China (0,988) (Wang et al.
2014). Elindice tipico de paternidad (TPI), arrojé valores entre 0,710 (locus
HLD58)y1.065 (locus HLD136), con un promedio de 0.9150; relativamente
mas bajo que el valor generado a partir de STRs. El contenido de informa-
cion polimoérfica (PIC) oscild entre 0,266 (locus HLD64) v 0,375. Estos va-
lores en conjunto indican que, en la poblacion panameifia, los marcadores
INDELSs son adecuados para la mayoria de los analisis genéticos forenses,
en especial para aquellos que involucran muestras de ADN degradado. Sin
embargo, los INDELs deben complementarse con STRs u otros marcado-
res de patermdad y parentesco. Aunque la degradaciéon de ADN suele ser
menos comun en las muestras utilizadas para pruebas de paternidad, és-
tas podrian ser mas susceptibles a mutaciones comunes en los loci STRs
que en marcadores INDELs.

Conclusion

Los resultados obtenidos en esta investigacion proporcionan evidencia a
favor del uso de marcadores INDELSs en la poblacién panameiia con apli-
caciones forenses, de paternidad y antropolégicas. Los parametros esta-
disticos forenses de INDELs son comparables a los reportados para po-
blaciones de referencia de EE. UU. y poblaciones mundiales. Ademas, las
estimaciones de la mezcla de genes utilizando tanto INDELs como el STRs
demuestran que ambos marcadores son suficientemente poderosos para
detectar variaciones muy similares de ascendencia genética observados
en todo el pais.

En conjunto, estos datos sugieren que los marcadores INDELs pueden ser
afectivamente aplicables a la poblacién panamefia para la mayoria de las
aplicaciones forenses, pero deben ser complementados con marcadores
adicionales para los analisis de paternidad.
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CAPITULO 4

Asociacion clinica
inmunolégica y molecular
de los alelos DRB1, DQA1
y DQB1 con la diabetes
mellitus tipoIenla
poblacién de Panama
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Resumen

La Diabetes Mellitus del tipo I es una enfermedad autoinmune que se ca-
racteriza por la infiltracion linfocitica de los islotes de Langerhans y la
aparicion de autoanticuerpos contra los antigenos de las células B.

Los genes Clase II del MHC estan asociados a Diabetes Mellitus del tipo 1.
Multiples estudios han demostrado que DRBI*, DQAI* y DQBI* estan aso-
ciadosalaenfermedad. Eneste estudio seencontré que DR3,DR4yDQestan
asociados con la enfermedad, incrementandose el riesgo en 10s heteroci-
gotos DR3/DR4. Después de realizar analisis genéricos de los alelos DRBI*
se determinaron que los subtipos del alelo DRBI* 04, observandose que el
mas frecuente en la poblacion de pacientes estudiados es el DRBI*04011-
0414 y el ¥0416-*0404. Ademas, se encontraron el DRBI*0407 v *¥0404
sélo en pacientes con Diabetes Mellitus Tipo I. En los analisis moleculares
especificos de1 DRBI* se encontr6 que el DRBI*05031-05032, DRBI*0501
y DRBI*0502 y DRBI*0201 estan mayormente asociado a la enfermedad
con una alta predisposicion o riesgo de padecer de Diabetes tipo I.

El analisis de los alelos DQA1* y DQB1* se realiz6 mediante frecuencias
fenotipicas y genotipicas sin establecer la asociacién con la Diabetes Me-
llitus Tipo I debido a la falta de grupo de control para estos alelos. Estos
estudios pueden ser continuados y comparados con testigos para deter-
minar el riesgo relativo y la frecuencia etiologica.

Palabras claves
HLA, Diabetes mellitus, PCR-SSP, MHC

Abstract

Type I Diabetes Mellitus is an autoimmune disease characterized by lym-
phocytic infiltration of Langerhans’s islets and autoantibodies’ appea-
rance against cell antigens ® MHC Class II genes are associated with type
I Diabetes Mellitus. Multiple studies have shown that DRBI*, DQAl*, and
DQBI* are associated with the disease. In this study, DR3, DR4, and DQ
were associated with the disease, with increased risk in DR3/DR4 hete-
rozygotes. After performing a genetic analysis of the DRBI* alleles, it was
determined that the subtypes of the DRBI* 04 alleles, observing that the
most frequent in the population of patients studied are DRBI*04011-0414
and *0416-*0404. In addition, DRB1*0407 and *0404 were found only in
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patients with Type I Diabetes Mellitus. In the specific molecular analyses
of DRBI*, DRBI*05031-05032, DRBI*0501 DRBI*0502, and DRBI*0201
were found to be primarily associated with disease with a high predispo-
sition or risk for Type I Diabetes. The analysis of DQA1* and DQB1* alleles
was performed by phenotypic and genotypic frequencies without establi-
shing the association with Diabetes Mellitus Type I due to the lack of a
control group for these alleles. These studies can be continued and com-
pared with controls to determine relative risk and etiological frequency.

Keywords
HLA, Diabetes mellitus, PCR-SSP, MHC

Introduccion

La Diabetes Mellitus Tipo 1, también conocida como Diabetes Mellitus
Insulina Dependiente (IDDM) o diabetes juvenil, es una enfermedad au-
toinmune de tipo cronico cuya deficiencia en la produccion de insulina se
debe a la destruccion de las células Beta de pancreas por los linfocitos T
que infiltran los islotes de Lagerhansy a la presencia de auto-anticuerpos
contra los anticuerpos de las células B (Eisenbarth, 1986; Harrinson et al.,
1990; Atkinson et al., 1994; Dorman, 1997).

Diversos estudios han revelado que la Diabetes Mellitus Tipo I, es una en-
fermedad poligénica en la que participan los genes del Complejo Mayor
de Histocompatibilidad (MHC), cuya funcién general es la induccién y re-
gulacion de la respuesta inmune mediante la presentacién de péptidos.
Los productos de estos genes han sido bien caracterizados, determinan-
dose que influyen drasticamente en el desarrollo de la enfermedad (Ne-
pom & Kwok 1998; Rothbarb & Gefter, 1991; Sheehy et al, 1989; Davies et
al., 1994; Hashimoto et al., 1994). El complejo mayor de histocompatibi-
lidad esta localizado en el brazo corto del cromosoma 6 y en humanos ha
sido denominado complejo del antigeno leucocitario humano (HLA) y esta
compuesto de tres tipos de genes; I, IT y III. Los genes tipo I comprenden
los loci A, B, C; cuya funcion es reconocer antigenos extrafios por linfo-
citos T citotdxicos. El tipo II representado por el locus HLA-D con subre-
giones DR, DP y DQ, responsable de reconocer antigenos extrafios por lin-
focitos cooperadores. Los de tipo III codifican para algunos componentes
de la cascada del complemento (Roitt et al., 1998). Los genes tipo I y II del
sistema HLA estan asociados con la predisposicion o proteccion contra la
enfermedad (Huang, 1996).
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Diversos estudios sugieren la existencia de diferencias interraciales entre
el complejo HLA y la diabetes tipo I (Todd et al. 1989). Alrededor de 1 90%
de los blancos caucasicos que padecen de diabetes tipo I son homocigo-
tos HLA-DR3 y HLA-DR4 o heterocigéticos DR3/DR4 (Sheehy et al. 1989;
Ronnigen, 1993; Rossini et al. 2000; Tiwari & Terasaki, 1985; Uchigata,
1992; Nepom, 1990).

En japoneses la combinacion DR4/DR9 y DR8/DR9 incrementa la suscep-
tibilidad a la diabetes tipo I (Bertrams & Uchigata, 1990).

Los loci DQA* y DQB* estan estrechamente implicados en la suscepti-
bilidad y resistencia de la expresion de la diabetes tipo I. La asociacion
principal ha sido con los haplotipos DQBI*0302, DQAI*0301y DQBI*0201,
DQA*0501 (Gorodezki, 1995).

En este estudio se determiné mediante PCR-SSP la tipificacion de los ale-
los del sistema HLA. Se determinaron las frecuencias alélicas y genotipi-
cas en pacientes con diabetes tipo I, el Riesgo Relativo (RR) y la Fraccion
Etiolégica (FE) para establecer el grado de asociacion de estos alelos con
la enfermedad. La informacion generada en este estudio es de suma im-
portancia, ya que permitira identificar de manera temprana sujetos con
susceptibilidad a desarrollar la enfermedad como modelo de estrategia de
medicina preventiva.

Materiales y métodos
Muestra

Se obtuvieron un total de 169 muestras de sangre de las que 119 corres-
pondieron individuos sanos provenientes de la poblaciéon general y 50
individuos pertenecientes a 12 familias en las que se encontraron indi-
viduos sanos (29) y enfermos (21) con diabetes mellitus tipo I referidos
del servicio de endocrinologia del complejo Hospitalario Metropolitano
de la Caja de Seguro Social. La sangre obtenida fue utilizada para la ex-
traccion de ADN.

Se preparé un formulario para recopilar las caracteristicas de la poblacion
control y en estudio. Entre las caracteristicas estaban: sexo, edad, aparicion
de enfermedad, DR01 baja resolucion, DR0104 alta resolucion, DQ a, DQB v DR.

El procesamiento de las muestras se realiz6 en el Laboratorio de Inmu-
nologia Molecular del Complejo de la Caja de Seguro Social. Se estudia-
ron doce familias, que incluian padres e hijos; de las cuales obtuvimos
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21 muestras provenientes de individuos afectados por la enfermedad.
Esto sugiere la existencia de un marcador de predisposiciéon genética.
Luego se procedid a la determinacién de antigenos HLA entre los pa-
cientes y los sanos.

Extraccion de ADN

El ADN se extrajo a partir de sangre periférica utilizando el protocolo
DTAB/CTAB de Dynal-SSP (Dynal, Norway). E1 ADN se almacené a -70°C
hasta su posterior utilizacion para la tipificacién mediante una Reac-
cion en Cadena de la Polimerasa de Cebadores de Secuencias Especificas
(PCR-SSP).

Amplificacion y tipificacion
de los alelos HLA

La tipificacion de los alelos se realizé mediante el uso de la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa con cebadores de secuencia especi-
fica (PCR-SSP) de acuerdo al procedimiento Dynal-SSP (Dynal Biotech,
Hamburg, Alemania). Estos cebadores contienen secuencias especificas y
amplifican el segundo ex6n polimérfico DRB, DRA y DRQ, los cuales va-
rian en tamaflo y secuencia.

Las condiciones de amplificacién fueron 94°C 2 minutos, seguido de 10
ciclos de 94°C 10 segundos, 65°C 60 segundos y 20 ciclos de 94°C 10 se-
gundos, 61°C 50 segundos y 72°C 30 segundos.

Igualmente, se procedio a la identificacion de los subtipos de cada uno de
los alelos utilizando cebadores genéricos (baja resolucion) y cebadores
especificos (alta resolucién). Todos los productos de PCR fueron guarda-
dos a -20°C para proseguir con la caracterizaciéon mediante corrida en gel
de agarosa al 2%.

Electroforesis

Cinco microlitros de los productos de PCR, incluyendo los controles, se
corrieron en gel de agarosa al 2% por aproximadamente 30 minutos a 260
voltios para su identificacién, como indica el protocolo Dynal-SSP. Luego
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se examinaron en un transiluminador (Fisher Scientific) para determinar la
presencia de bandas correspondientes para cada cebador y se documenta-
ron con las fotografias.

Interpretacion

La asignacion de los alelos se realiza con base a los productos de amplifi-
cacion generados los cuales se comparan con la tabla de Dynal-SSP para
asignacion de alelos. Cada tubo con la solucién de cebador tiene ademas
un control interno positivo que amplifica un segmento del gen de la hor-
mona de crecimiento de 429 pares de bases.

Analisis estadistico

Los alelos presentes en los pacientes y testigos fueron comparados por chi
cuadrado (X 2) con la correccion de Yates.

Las frecuencias génicas y antigénicas fueron calculadas con la siguiente
férmula:

FA = portadores x100
N

FG=1-+1-A

N = total de individuos de la muestra; FA = frecuencia antigénica; FG = frecuencia génica
(alélica)

El Riesgo Relativo es una estimacion de la intensidad de la asocia-
cion que indica cuantas veces mas riesgo de desarrollar la enferme-
dad tiene un individuo portador del antigeno en cuestion.

El riesgo relativo (RR) se calcul6 de acuerdo al método de Wolf uti-
lizando cuatro casillas:

RR= ad
bc

RR = Riesgo Relativo; a = pacientes con el antigeno; b = pacientes sin el antigeno; c = tes-
tigos con el antigeno; d = testigos sin el antigeno
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La fraccién etioldgica es una medida relativa de cuanto de la aso-
ciacion se debe al marcador en cuestion. Mientras mas se acerca el
valor a uno, mas se debe la enfermedad al marcador.

La fraccion etioldgica se calcul6 segun la siguiente formula:

FE= RR-1 x a
RR a+b

Resultados y discusion

Tipificacion de los alelos

La tipificacion de los alelos se llevo a cabo comparando los productos de
amplificacion con las tablas de Dynal-SSP. Los patrones de amplificacion
del alelo DRB1* 03 con los diferentes subtipos se muestra en la figura 1.

7 8 910 1112 1314151617 18192021222324 25

carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Banda - - - - + - - + - - - - - - - - + - - - - + +

Tamafio 195 15 20 25 20 8 & 200 185 505 1505 W0 A0 1B L0 F o B L0 260

160
25
Figura 1. Patrén de bandas de DRB1* y subtipo. El patrén de amplificacién observados en
los carriles 5, 8, 17, 22, 23y 25 se corresponde en la tabla con el alelo DRB1*03. Los pro-
ductos de amplificacién presentan tamafios en los carriles antes mencionados de 220, 80,
260,175,230y 200-215 respectivamente.

En la figura 2 se observa amplificacion en los carriles 3, 7, 9,10 y 16 carac-
teristica del alelo DRB1* 04 subtipo DRB1*0407.
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carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Banda - - + - - - + - + + - - - - - +

165 195

Tamafio 210 220 210 220 170 110 260 260 185 210 195 205 175 105 200 200
185 210

Figura 2. Patrén de amplificacion del subtipo DRB1* 0407. Los productos de amplificacién
de 220, 260, 210, 260, 170, y 150 pb en los carriles 3, 7, 9, 10 y 16 respectivamente, corres-

ponden al patrén de amplificacién de DRB1* 0407 presentado en la tabla.

En la figura 3 se observa el patréon de amplificacion de los alelos DQB1*
0201y 0203. La presencia de un producto de amplificacion de 105 bp en el
carril 5 indica la presencia del alelo DQB1* 0201, mientras que la banda de
140 bp en el carril 10 representa la presencia del alelo DQB1* 0203

1 23 4 S 67 8 9 100112

carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Banda - - - + - - - - + -

120 65
Tamafio 165 205 165 105 255 205 175 145 140 120 130

130 195
Figura 3. Amplificacion especifica de los alelos DQB1* 0201 y DQB1* 0203. Se observa un
producto de amplificacién de 105 bp en el carril 5 correspondiente al alelo DQB1* 0201y un
producto de 140 bp correspondiente al alelo DQB1* 0203.
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La figura 4 muestra el patrén de amplificacion del alelo DQA1* con bandas
de 190y 220 enlos carriles 11y 12 respectivamente, como se presenta en la
tabla de referencia para la tipificacion de alelos.

. EEEEEARALARNERERN

carril 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16

Banda - - - - - - - - - - + - - +

Tamafio 145 175 145 175 220 95 175 185 215 220 190 90 90 220 200 115

Figura 4. Patrén de amplificacion del alelo DQA1* 0401. Producto de amplificacion de 190
y 220 bp en los carriles 11y 14 de la tabla.

Los marcadores genéricos del HLA encontrados en este estudio se mues-
tran en la tabla 1. Se observé que el alelo con mayor frecuencia antigénica
(FAg) fue DR3 con 76.2 en los pacientes y 14.2 en los testigos. Con rela-
cién al riesgo relativo (RR), los pacientes presentan un RR =19.20. Por otro
lado, los pacientes con el alelo DR4 presentan una frecuencia antigénica
de 61.9 y los testigos 39.5 y un RR = 2.5. Resultados similares se reporta-
ron en la poblacién mexicana (Gorodesky et al. 1996). Los alelos DQ2 pre-
sentaron un RR de 78%, mientras que DQ8 fue de 20.5. Por otro lado, los
alelos DQ5, DQ6 y DQ7 presentaron riesgos relativos bajos y se observan
raramente en pacientes con IDDM, lo que sugiere podrian estar implica-
dos en proteccion.
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Tabla 1. Marcadores HLA en panamefios con IDDM. FAg, frecuencia
antigénica; FE, fraccion etiolégica; RR, riesgo relativo.

ANTIGENO P (21) T (119)

HLA FAg FAg RR FE
DR3 76.2 14.2 19.2 0.72
DR4 61.9 39.5 2.5 0.37
DR11 8.0 6.0 1.4 0.037

DR3/DR4 28.6 1.7 23.4 0.27
DQ2 66.2 5.0 78.0 0.65
DQ5 66.7 32.5 4.5 0.51
DQ6 61.9 27.5 4.3 0.48
DQ7 61.9 35.0 3.0 0.41
DQ8 61.9 5.0 20.5 0.59

Los alelos mas frecuentes del DRB1*04 en la poblacion estudiada fueron
DRB1*04011-04014 con una frecuencia de 0.32 (0.17) v el DRB1*0416-
0424 con 0.28 (0.14) (Tabla 2). La subtipificacion del alelo DRB1*04 se
observd que 8 pacientes con diabetes mellitus tipo I eran portadores del
alelo DRB1*0407 mientras que so6lo dos pacientes del DRB1*0404. No se
observaron estos alelos en la poblacion sana. La presencia de estos alelos
en pacientes podria sugerir su relaciéon con la enfermedad.

El alelo DRB1*0404 que se presentd con la menor frecuencia, se repor-
ta con una frecuencia relativamente alta en pacientes mestizo mexicanos
con IDDM (Gorodezky et al. 1997).

Tabla 2. Frecuencia de los alelos DRB1*04 en la poblacion
estudiada. N, cantidad de individuos; FF, frecuencia fenotipica;
FA, frecuencia alélica

DRB1* 04 N FF FA
0407 8 0.17 0.08
0404 2 0.04 0.02

04011-04014 16 0.34 0.17
0416-0424 14 0.29 0.14

04051-04052 7 0.15 0.07
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Con relacion a la frecuencia de los alelos DQA1* (Tabla 3) se observé que
los alelos DQA1* 0601, *03011, *05011-*05013 y *0303 son los que mayor
frecuencia fenotipica y alélica presentan.

Tabla 3. Frecuencia de los alelos DQA1* en la poblacion estudiada. N, cantidad de
individuos; FF, frecuencia fenotipica; FA, frecuencia alélica

DQA1* N FF FA
03011 27 0.19 0.01(0.14) FE
05011-05013 25 0.18 0.09 (0.13) 0.72
0601 30 0.21 0.11(0.16) 0.37
0401 3 0.02 0.01(0.016) 0.037
01021-01022 11 0.08 0.04 (0.059) 0.27
0104 1 0.01 0.01(0.005) 0.65
0303 16 0.11 0.06 (0.086) 0.51
0101 1 0.08 0.04 (0.059) 0.48
0105 7 0.05 0.02(0.038) 0.41
0101 11 0.08 0.04 (0.059) 0.59

Con relacion a la frecuencia de los alelos DQB1* los mas frecuentes en orden
descendientes son DQB1* 05031-05032, *0501, ¥0502 y *0201 (tabla 4).

Tabla 4. Frecuencias de los alelos DQB1* en la poblacion estudiada.

DQB1* N FF FA
0301 28 0.107 0.054
0501 31 0.119 0.060
0502 30 0.115 0.057

05031-05032 34 0.130 0.065
06011 22 0.085 0.042
0201 30 0.115 0.057
0302 15 0.058 0.029
0304 15 0.058 0.029
0202 2 0.008 0.004
0504 2 0.008 0.004
03032 23 0.088 0.011

Continua en la proxima pag.
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0305 2 0.008 0.004
0307 1 0.004 0.002
0401 7 0.027 0.0135
0402 7 0.027 0.0135
0504 3 0.011 0.006
0202 8 0.030 0.015
Conclusiones

Se demuestra en este estudio la asociacion deDR3, DR4, DQ2 y DQ8 con
la diabetes mellitus tipo I. Los alelos DRB1* 0301, *0102 y *0101 presen-
tan un alto riesgo como se demostré por la alta frecuencia en individuos
con IDDM en la poblacién estudiada. Los subtipos del alelo DRB1*04 con
mayor frecuencia fueron DRB1*04011-0414 y el DRB1*04016-0424. Ade-
mas, solo se encontraron en individuos con IDDM los alelos DRB1*0407,
*04051-*04051y *0404, mas no en individuos sanos, lo cual sugiere una
posible contribucion de estos con la enfermedad.

Con relacion al alelo DQA1* los genotipos y fenotipos DQA1*0601, *03011,
*05011y *0303 fueron los mayormente expresados. En el caso de los ale-
los DQB1*, los fenotipos y genotipos mas expresados fueron DQB1*05031-
05032, ¥0501, *0502y *0201.

Se observoé un efecto sinérgico del haplotipo DR3/DR4 en la poblacién en-
ferma, no obstante, los heterocigotos DR3/DR4 se asocian a la enferme-
dad; sin embargo, los homocigotos DR3/DR3 presentan un riesgo similar
de padecer de IDDM que los heterocigotos. Es posible que esto se deba a
la presencia de otros genes que incidan sobre el desarrollo de la condicién
(McGrail et al. 2023).
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Polimorfismo genéticoy
actividad de la paraoxonase
en la poblacién panameria
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Resumen

La Paraoxonasa (PON1) humana es una enzima asociada a las lipoprotei-
nas de alta densidad (HDL) que protege contra el dafio oxidativo tanto a
las lipoproteinas de baja densidad (LDL) como a las HDL. La enzima esta
involucrada en la hidroélisis de metabolitos altamente téxicos de pes-
ticidas organofosforados.En el presente estudio, se determind la dis-
tribucion de los polimorfismos de PON1 en la posicién -108 de la region
promotoray en las posiciones 55y 192 de la region codificadora en la po-
blacién Panameiia (n=187). El genotipo de cada individuo fue determi-
nado mediante PCR-RFLP. Las frecuencias genotipicas encontradas en la
posicion 55 fueron: LL 0.631, LM = 0.331, y MM = 0.037; en la posicion 192:
QQ. = 0.331, QR = 0.497, V RR = 0.171; y en la posicion -108: CC = 0.428, CT
= 0.428,y TT = 0.117. Las frecuencias alélicas mas altas fueron: Q = 0.581,
L = 0.796 y C =0.655. Sin embargo, el grupo indigena panamefio, Gnébe
Bugle, present6 una frecuencia baja para el genotipo -108CC (0.125), lo
que podria estar asociado a un mayor riesgo al envenenamiento por pesti-
cidas organofosforados. Las actividades enzimaticas de PON1 arilesterasa
y diazoxonasafueron determinadas en muestras de la poblacién paname-
fia de blancos y negros. El haplotipo mas frecuente en la poblacién total
fue -108CC/55LL/192QR; éste haplotipo fue el segundo mas frecuente en
la poblacién Negra Panamefia y el mas frecuente en la poblacién Blanca
Panamena. La actividad arilesterasa para este haplotipo fue de 116.16 U/
mLy 146.30 U/mL en Negros y Blancos Panamefios, respectivamente. La
actividad diazoxonasa fue de 10.09 U/mL y 11.25 U/mL en los grupos antes
mencionados. Relaciones entre la actividad arilesterasay los polimor-
fismos de PON1 son discutidos en este articulo.

Palabras claves

Polimorfismo, paraoxonasa humana, poblacion panameiia, actividad en-
zimatica.

Abstract

Human paraoxonase (PON1) is an enzyme associated with high-den-
sity lipoproteins (HDL) that protects against oxidative damage to both
low-density lipoproteins (LDL) and HDL and is involved in the hydrolysis
of highly toxic metabolites of organophosphate pesticides. The present
study determined the distribution of PON1 polymorphisms at position
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-108 of the promoter region and positions 55 and 192 of the coding re-
gion in the Panamanian population (n=187). PCR-RFLP determined the
genotype of each individual. The genotypic frequencies found at position
55 were LL 0.631, LM = 0.331, and MM = 0.037; at position 192: QQ = 0.331,
QR = 0.497, and RR = 0.171; and at position -108: CC = 0.428, CT = 0.428,
and TT = 0.117. The highest allelic frequencies were: Q = 0.581, L = 0.731,
L = 0.731,and MM = 0.037. 581, L = 0.796 and C =0.655. However, the Pa-
namanian indigenous group, Gnébé Bugle, presented a low frequency for
the -108CC genotype (0.125), which could be associated with a higher risk
of poisoning by organophosphate pesticides. The enzymatic activities
of PON1 arylesterase and diazoxonase were determined in samples from
the Panamanian population of whites and blacks. The most frequent ha-
plotype in the total population was -108CC/55LLL/192QR; this haplotype
was the second most frequent in the Black Panamanian population and
the most frequent in the White Panamanian population; the arylesterase
activity for this haplotype was 116.16 U/mL and 146.30 U/mL in Blacks and
White Panamanians, respectively. Diazoxonase activity was 10.09 U/mL
and 11.25 U/mL in the groups above. The relationship between arylestera-
se activity and PON1 polymorphisms is discussed in this article.

Keywords

Polymorphism, human paraoxonase, Panamanian population, enzymatic
activity

Introduccion

La paraoxonasa humana (PON1) es una enzima asociada a particulas HDL
que es capaz de reducir la oxidacion de los componentes LDL y HDL, ade-
mas de hidrolizar metabolitos altamente toxicos derivados de pesticidas
organofosforados (Brophy et al., 2000). Varios estudios han encontrado
que PON1 actiia como agente protector contra el desarrollo de la placa
aterogénica debido a su capacidad de hidrolizar los lipidos oxidados pre-
sentes en la pared arterial, evitando la oxidacion de las particulas de LDL
(Durrington et al., 2001). Es bien sabido que la acumulacién de particulas
de LDL oxidadas es uno de los factores implicados en las enfermedades
cardiacas como consecuencia del desarrollo de aterosclerosis. La enzima
es una proteina de 355 residuos de aminoacidos codificada por el gen PON1
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que se encuentra en el cromosoma 7q21.3-22.1 (Furlong et al., 2006). En
humanos, la actividad enzimatica de PON1 puede variar de un individuo
a otro. Este hecho se debe a la presencia de una cantidad considerable de
polimorfismos en el gen PON1 tanto en la regién codificante como en la
region reguladora (Furlong et al., 2005). Al parecer, estos polimorfismos
explican las diferencias observadas en la actividad sérica de PON1y la con-
centracion sérica de esta enzima. En la region codificante, los polimorfis-
mos en las posiciones 55 y 192 son los mas comunes en los individuos, y
afectan la eficiencia de la hidrolisis de los metabolitos de los pesticidas.
El polimorfismo en la posicién 192 genera dos isoformas, Q. y R, depen-
diendo de la presencia de un residuo de glutamina o arginina, respecti-
vamente. El producto del alelo R es mas eficaz que el Q para hidrolizar el
paraoxon; sin embargo, ocurre lo contrario con la hidrolisis del somany el
sarin (Furlong et al., 2006). El polimorfismo en la posicién 55 también ge-
nera dos isoformas, L y M (leucina o metionina en esa posicion), que es en
parte responsable de los niveles séricos diferenciales observados en PON1
humana. Los individuos que poseen el alelo M presentan niveles mas ba-
jos de esta enzima en sangre.

Los polimorfismos en la region reguladora en la posiciéon -108 afectan el
nivel de expresion del gen PON1. Dos alelos estan asociados a esta posi-
cion, ya sea un nucleétido C o T. La presencia del alelo C produce un ni-
vel dos veces mayor de PON1 en suero (Costa et al., 2003; Furlong et al.,
2005). Aparentemente, el polimorfismo -108 se encuentra dentro de un
sitio de unién para Sp1, un factor de transcripcién ubicuo comudn en genes
sin TATA como PON1.

Anteriormente se informaron variaciones en las frecuencias alélicas para
cada polimorfismo de PON1 en diferentes poblaciones (Castaro et al.,
2006; Rojas et al., 2005; Brophy et al., 2001; Holland et al., 2006). Sin em-
bargo, existen muy pocos estudios sobre la distribucion de estos polimor-
fismos en poblaciones de América del Sur y Centroamérica a pesar de que
el uso de pesticidas organofosforados es una practica comun en la region.

Teniendo en cuenta los problemas de intoxicacion por plaguicidas orga-
nofosforados, ademas de que las enfermedades cardiacas son una de las
mas frecuentes causas de muerte en Panama, consideramos importante
determinar la distribucion de los polimorfismos de PON1 en las posiciones
- 108, 55 y 192 en una muestra de la poblacion panamefia.
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Materiales y métodos
Sujetos

La muestra de poblacion estuvo compuesta por 187 individuos no empa-
rentados (hombres y mujeres adultos) de cuatro grupos raciales diferen-
tes: 50 panameilos caucasicos, 40 panamefios negros, 49 mestizos y 48
amerindios ngobe-buglé. Sélo se consideraron individuos que mostraran
el fenotipo representativo de cada grupo racial. El criterio adicional fue
que ambos padres tuvieran el mismo fenotipo, por lo que no habia duda
sobre la principal contribucién genética ancestral. Se recogieron muestras
de sangre mediante venopuncién en tubos de 5 ml que contenian Na-ED-
TA. Cada muestra fue convenientemente identificada y guardada en una
caja refrigerada con hielo hasta su traslado al laboratorio, en un lapso no
mayor a una hora. Esta investigacion fue aprobada por el Comité Nacional
de Investigacién en Bioética (Instituto Memorial Gorgas, Panama).

Genotipo PON1

Las muestras de sangre se centrifugaron a 4000 rpm en una centrifuga
refrigerada para separar los gldbulos rojos y blancos del plasma. El plas-
ma se utilizo inmediatamente para determinar las actividades de PON1 en
sujetos caucasicos y negros-panameiios. E1 ADN se aisl6 de la fraccion ce-
lular utilizando el kit de purificacién de ADN Puregene (Gentra Systems
Inc., Minneapolis, Minnesota, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones
de este fabricante, o siguiendo el método descrito por Sambrook & Russel
(2001) y almacenado en - 20 °C hasta el andlisis polimérfico. El genoti-
po PON1 en las posiciones -108, 55 y 192 se determind mediante reacciéon
en cadena de la polimerasa seguida de digestion de restriccion especifica
del polimorfismo y electroforesis. La amplificacion se realizé utilizando
100-200 ng de ADN, 1 U de Taq polimerasa (Promega) y los cebadores (In-
tegrated DNA technologies), en un volumen final de 25 pL (Brophy et al.,
2001; Campo et al., 2004).

Los cebadores GACCGCAAGCCACGCCTTTCTGTGCACC y TGAAAGACT-
TAAACTGCCAGTC se utilizaron para amplificar la regiéon polimérfica
PON1 -108. La regiéon PON1 55 se amplificé con los cebadores CCTGCAA -
TAATATGAAAACAACCTG y TGAAAGACTT AAACTGCCAGTC. Los cebado-
res TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG yv GACATACTTGCCATCGGGTGAA se
utilizaron para amplificar la regién polimoérfica PON1 192. Se utiliz6é un
ciclador térmico GeneAmp 2400 (Perkin-Elmer) para amplificar las re-
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giones variantes bajo las siguientes condiciones de PCR: temperatura de
desnaturalizacion inicial de 960 C durante 5 min, temperatura de hibri-
dacion de 630 C durante 1 min (excepto para la variante 192 Q/R, donde se
utilizé una temperatura de 610 C), temperatura de extension de 720 C por
1 min, y luego 940 C por 1 min. Para cada determinacion se alcanzé una
temperatura de extension final de 720 C durante 10 min. Estas condiciones
se repitieron durante 25, 30 y 30 ciclos para los polimorfismos PON1 -108,
55y 192, respectivamente. Se digirieron alicuotas de 15 mL de los pro-
ductos amplificados a 370 C durante 16 horas usando 1 U de las siguientes
endonucleasas de restricciéon (New England Biolabs): BstUI para -108 C/T,
Nlalll para 55 L/M, y AlwI para el polimorfismo PON1192 Q/R.

La presencia del alelo -108C da como resultado bandas digeridas de 67 pb
y 52 pb (en lugar de una banda no digerida de 119 pb, que indica la pre-
sencia de un alelo T). Las bandas digeridas (106 pb y 66 pb) indicaron la
presencia del alelo M, mientras que la ausencia de digestién indicé la pre-
sencia del alelo L. El alelo R se determiné por la presencia de dos bandas;
172 pb y 66 pb y una banda no digerida de 238 pb indicaron la presencia
del alelo Q (Figura 1).
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Figura1. Geles de agarosa que muestran los polimorfismos de PON1 en las posiciones -108,
55y 192. PON1 -108 genotipos (A): M, marcador molecular (Escalera de ADN de 100 pb,
Fermentas); CT (bandas de 119, 67 y 52 pb); CC (bandas de 67 y 52 pb) y TT (banda de 119
pb). PON1 55 genotipos (B): M, marcador molecular (Ladder de 100 pb, Invitrogen); LL
(banda de 172 pb); LM (bandas de 172,106 y 66 pb); MM (datos no mostrados). PON1 192
genotipos (C): M, marcador molecular (Escalera de ADN de 100 pb, Fermentas); QQ (banda
de 238 pb); RR (bandas de 172 y 66 pb); y QR (bandas de 238, 172y 66 pb).

Actividad de PON1

Las actividades enzimaticas de PON1 solo se analizaron en suero de indi-
viduos caucasicos y panameiios negros utilizando fenilacetato y diazoxén
como sustratos (Rosenblat et al., 2003; Leary & Edwards, 2005). No hubo
muestras de suero de los grupos Ngobe y Mestizo. La actividad de ariles-
terasa se midié mediante la produccion de fenol a partir de la hidrolisis de
fenilacetato 10 mM usando Tris-HCl 20 mM, pH 8,0, CaCl2 0,9 mM, en un
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volumen total de 3 ml. Cada determinacion se realiz6 por duplicado en un
espectrofotometro Shimatzu colocando el aparato en modo cinético a 25°
C. Lareaccion se inici6 afiadiendo el sustrato.

La actividad de la diazoxonasa se midié mediante la produccion de pirimi-
dinol, a partir de la hidrélisis de diazoxén 1 mM, usando Tris-HCI 50 mM,
pH 8,0, CaCl2 1 mM, en un volumen final de 3 ml. Cada mediciéon también
se realiz6 por duplicado en el aparato bajo el mismo modo cinético a 25° C.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el programa Epi Info™ 3.3.2. Las
frecuencias alélicas y genotipicas de PON1 -108, 55 y 192 se obtuvie-
ron por recuento directo. Se utilizé el test de chi-cuadrado para evaluar
la concordancia de las frecuencias genotipicas con las expectativas de
Hardy-Weinberg. Las diferencias de las actividades de PON1 entre geno-
tipos se evaluaron utilizando las capacidades del programa EPIDAT me-
diante la prueba de Pearson con correcciones de Yates.

Resultados
Frecuencias alélicas y genotipicas
de PON 1

Las frecuencias de genotipo y alelo para los polimorfismos de PON1 en las
p051c1ones -108, 55y 192, en cuatro de los pr1nc1pa1es grupos raciales pa-
nameiios, se resumen en la Tabla 1. Se encontré una buena concordancia
entre las frecuenc1as de genotipo observadas y esperadas segun el equi-
librio de Hardy-Weinberg para toda la poblacién. Sin embargo, cuando
la poblacién se segreg6 en grupos raciales, se observo una desviacion del
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) en individuos caucasicos para el ge-
notipo PON1192 (x*>=4.6, p = 0,032).
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Whole e .
. Caucasian Mestizo Black Ngabe
PONT -108 P | (a=50) @=49) | (u=40) (n=48)
S 0.655 0.730(73) | 0.724(71) | 0.787(63) 0.396 (38)
T 0.344 0.270(27) | 027527y | 0213017 0.604 (58)
cC 0.428 0.500 (25) | 0.510(25) | 0.600(24) 0.125 (6)
CT 0.428 0.460 (23) | 0428(21) | 0375(1%) 0.542 (26)
T 0.117 0,040 (2) 0.061 (3) 0.025(1) 0.333(16)
:,r:' 0.0136 1.360 0.296 0.606 0.839
PON1 55
L 0,796 0,750 (75) | 0.796(78) | 0.775(62) 0864 (83)
M 0.203 0.250 (25) | 0.204 (20} | 0.225(18) 0.135(13)
LL 0.631 0.600 (30) | 0.502(29) | 0.600(24) 0.729 (35)
LM 0.331 0.300(15) | 0408 (20} | 0.350(14) 0.270(13)
MM 0.037 0.100 (5} 0 (0) 0.050 (2) 000)
13 0.203 2.005 3.275 0.002 1.290
FON1 192
Q 0.581{217) | 0.610 (1) | 0.561 (35) | 0.387(31) 0.729 (70}
B 0.419{157) | 0.390 (39) | 0.438 (43) | 0.613 (49) 0.270 (26)
Q0 0.331(62) 0.300(15) | 0.326(16) | 0.125(5) 0.542 (26)
QR 0.497(03) | 0.620 (31) | 0.460(23) | 0.525(21) 0.375(18)
RR 0.171(32) 0,080 (4) 0.204 (10} 0.35(14) 0.083 (4)
f 0.212 4.6 0.137 0.482 0.182

Tabla 1. Genotipos y frecuencias alélicas de los polimorfismos de PON1 en las posiciones
-108, 55y 192 entre 187 sujetos panamefios correspondientes a los cuatro grupos raciales
principales. Los paréntesis representan el nimero de individuos o cantidades de alelos.
HWE se calculd usando x2.

Los alelos PON1 mas frecuentes en las posiciones -108, 55 y 192 detecta-
dos en toda la poblacion fueron C (0,655), L. (0,796) y Q (0,581), respecti-
vamente. Asimismo, los genotipos mas frecuentes fueron CT (0,428), LL
(0,631) y QR (0,497). El alelo mas frecuente en la posicion 55 en cada gru-
po racial fue L. En la posicion 192, Q fue el mas frecuente en caucasicos,
mestizos y ngdbes, pero no en negros. En caucasicos, mestizos y negros,
el alelo C en la posicion -108 mostré una frecuencia mayor que el alelo T,
en contraste con los ngdébes, donde T fue el alelo mas frecuente.

Las frecuencias alélicas entre grupos raciales mostraron diferencias esta-
disticas para PON1192 en caucasicos - negros (p=0,0048), mestizos — ne-
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gros (p=0.031), Mestizos-Ngobe (p=0.0249) y Negros-Ngobe (p<0.0001).
En la posicion 55, no se observaron diferencias estadisticas entre razas.
La frecuencia del alelo en la posicion -108 en Ngobes fue estadisticamente

diferente de la de los otros grupos (p <0,0001) (Tabla 2).

Tabla 2. Valores de p obtenidos de la comparacién por pares de frecuencias alélicas entre
diferentes grupos raciales. Los valores de p corresponden a chi cuadrado calculado me-

diante la prueba de Pearson con correcciones de Yates.

Caucasian Black Mestizo | Ngobe
Caucasian .
PON1 -108 Blﬂfk 0.4"‘3[ L
Mestizo 0.9422 0.4268 -
Ngibeé <0.0001 <0.0001 <0.0001 -
Caucasian -
Black 0.8298 -
POXN1 55
Mestizo 04588 05769 --
Ngibé 0.0698 01735 0.2941 -
Caucasian .-
POXN1 192 Black 0.0048 -
Mestizo 0.5807 00310 --
Ngibé 0.1164 <0.0001 | 0.0249 -

Las frecuencias alélicas para la poblacion panamefia obtenidas en este es-
tudio se compararon con las frecuencias alélicas para otras poblaciones

reportadas previamente (Tabla 3).
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Tabla 3. Frecuencias alélicas de los polimorfismos PON1 -108, 55 y 192 en diferentes po-
blaciones del mundo en comparacion con las encontradas en la poblaciéon panamefia.

PON1 -108 PONI 55 PONI 192

[Population | n | € T P* L | M| P Q R p*
AMERICA

Panamamian’ [187 | 0.66 | 0.34 0.80 [0.20 058 | 042

African- -

smenicans® 117 | 085 | 015 | Zo.0001 037 | 063 | 200001
Canbbean- |, van
Hispanicss 203 | 065 | 035 | 09608 054 | 046 | 0282
Costa Ricans|518 0.757 | 0.243 |Z 0.0001
Perians' |89 | 061 | 030 | 00501 0530 | 0461 | 04454
Mexicans: |14 | 045 | 0.55 | 0.0650 | 0.84 [0.16 | 0.1580 | 0.510 | 0490 | 0.0526
mﬁfﬁ, 182 0522 | 0478 | 0.1204
Canadians® [365 | 048 | 052 | 0.1898 - - -
african- {5, 0471 | 0520 | 0.0351
European-

Mo [1ot 0693 | 0307 | 0.0101
Ea““‘!fﬁ, %2 | 038 | 062 | 00036 0730 | 0270 | 0.0012
Americans- [370 | 050 [ 050 | 05916 0728 | 0272
USA® £ 10,0001
Washington® 376 064 036 |0.0001 :
California® [260 082 018 |035230
Cayapa
Indians® EC) 53 0211 | 0.789 |2 00001
Chileans” N5|195 0560 | 0431 | 0.8152
Chileans” ES[120 0663 | 0337 | 0.0441
EUROPE
:1.‘“;]3““ 170 0712 | 0288 | 00003
Fnglish® P82 0.710 | 0.290 |Z 0.0001
Finnish®  [169 0.737 | 0.263 |Z 00001
Dutch® P30 0716 | 0284 |~ 0.0001
Germans®  [2784 0718 | 0282 |Z 00001
Italians” _

Swdiniz) | 19! 0.752 | 0.248 |2 00001
Fren g 175 0.765 0.235 |2 00001
Spamish®  [191 | 038 | 0.62 | 0.0005 0.700 | 0.300 | 00024
Turkish® 381 0692 | 0.308 | 0.0003
ASIA

Tapanese® |132 | 048 | 0.52 | 0.38%6 0402 | 0.591 |Z 00001
Chinese® 375 | - - - 0352 | 0.648 |~ 0.0001
Thais® 202 | 025 | 0.75 |Z0.0001 0710 | 0.290 | 0.0114
Indians’  |165 067 | 033 | 00173
Indians” ND |30 082 | 017 |Z 00001
AFRICA

Fthiopians® 169 0502 | 0401 | 0.7954
Beninese” |08 0388 | 0.612 |~ 00001

p* calculated using Pearson test with Yates corrections
*This study. "Castafio et al. 2006, “Rojas et al. 2005, *Brophy et al. 2001, *Holland et al. 2006.
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Haplotipos y actividad de arilesterasa
y diazoxonasa

Las actividades de arilesterasa y diazoxonasa para los haplotipos PON1 en
negros y caucasicos se presentan en la Tabla 4. Las actividades de PON1 no
revelaron diferencias significativas (p>0,05) entre grupos para los mis-
mos haplotipos. Los individuos con el haplotipo -108CT/55LM/192QR tu-
vieron la actividad de arilesterasa mas alta (153,25 U/mL), mientras que
aquellos con el haplotipo 108TT/55LM/192QR exhibieron las actividades
de arilesterasa (48,1 U/mL) y diazoxonasa (2,38 U/mL) mas bajas. La ma-
yor actividad de diazoxonasa se asocié con el haplotipo -108TT/55LM/
192QQ (13,56 U/mL). El haplotipo mas frecuente en toda la poblacién fue
-108CC/55LL/192QR. En los negros, este es el segundo haplotipo mas fre-
cuente. Las actividades de arilesterasa para este tltimo haplotipo fueron
116,16 U/ml y 146,30 U/ml en negros y caucasicos, respectivamente. Las
actividades de diazoxonasa para el mismo ultimo haplotipo fueron 10,09
U/mLy 11,25 U/mL, en negros y caucasicos, respectivamente.

Tabla 4. Actividades de arilesterasa y diazoxonasa segtin diferentes genotipos de PON1.

W hode

fopula. | (FmOrype at Black Caucasian
o Paositon (m=d0) (m=50)
Anviestemase Dhazcxonase Asviesternse | Dhazowonase
= vy vty * iy * activiry®
-lag| R2 193 " mwean (Lml) e (Lml) n mexn (U'ml)  |mess (Uiml)
" = 5D + 5D = 5D & 5D
18 (CC| LL QR [ 116 16s33.75 10083 7 12 | 146303500 11.252 3%
17 JCC | LM | QR 7 1195326 87 903205 5 113 4015 40 555203
11 | €T kL [+ 4 131 11=34.41 107267 k] 124052713 10323534
7 CT| LL RR ] 145971627 9442 05 ] 1373121 56 £67=150
T e LL [RR [ 5 | 13438 =4087 | 903218 2 [ 1518=2550 [E5E 1
6 [CT|LL |QQ |1 | =e587 .67 5 (13645 W88 | 1542272
6 |CI|LM |QR | 2 | 13325074 1339108 4 | 13006222694 9092 56
3O(0C)LL | o0 3 132.00=8 .90 11565183 2 12754 1774 | 12.532045
i [CT|LM |RR | 3 | 138.07=496 9. 761 25 0 |= "
2 [TT M QR |1 | *eisl *4.51 1 4510 *138
2 [cCiaM QR |1 | *12654 *8.79 1 "129.66 "8.67
o |0 [ 1 | *nsss *5.01 1 [sD -
7 [cC|IM |QQ |0 - T | 127 00e3234 120823 63
2 O[CT M 0 [0 - 2 106 50=20 95 1011285
CI|LM |QQ |0 | - - 7 | 1120221236 117591 66
1 [cc|iM [RR [ 1 | *149.55 *11 80 0 |- —
1 |TT|IM |QQ | o - T TR 1356
1 CT| MM | QR [} 1 1357 *10.71

p>0,005 evaluado mediante prueba t de Student. * No se calcularon los
valores medios ni la DE (desviacion estandar).



126 < ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA

Discusion

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que informa las frecuen-
cias de polimorfismos de PON1 en las posiciones -108, 55 y 192 en la po-
blacién panamefia. La frecuencia del alelo PON1 -108C en toda la poblaciéon
panamena fue considerablemente mayor que la del alelo T. La frecuencia
del alelo -108C para los panamerios (0,66) es mayor que la de cualquier
otra poblacion, excepto para los afroamericanos (0,850), y muy similar a
la de los hispanos cariberfios (0 65) V. los peruanos (0,61). Este resultado
puede indicar que los panamefios, asi como los hlspanos caribefios y los
peruanos poseen un nivel plasmatico relativamente mas alto de PON1, lo
que significa que estas poblaciones son menos susceptibles a la toxicidad
de los pesticidas organofosforados. Las similitudes observadas en las fre-
cuencias del alelo C entre panameiios y otras poblaciones se explicarian
como consecuencia de una contribucién genética ancestral similar en el
periodo de colonizacion. Las mayores diferencias de este polimorfismo se
observaron cuando lo comparamos con las poblaciones tailandesa, cauca-
sica americana y espariola, afroamericana e hispana caribefa (p <0,005)
(Tabla 3).

En cuanto al polimorfismo PON1 55, el alelo L tuvo la mayor frecuencia en
la poblacién panameiia (0.80), similar a los mexicanos (0.84) y california-
nos (0.82). Por el contrario, la frecuencia de este alelo fue significativa-
mente mayor que la observada en los residentes de Washington (Holland
et al., 2006). Debido al hecho de que el alelo L se ha asociado con niveles
mas altos de PON1 en plasma, esperamos que la poblaciéon panamefia esté
parcialmente protegida contra las enfermedades cardiovasculares. Curio-
samente, cuando comparamos las frecuencias del alelo L y el porcentaje
de mortalidad causada por cardiopatia isquémica, los paises con menores
frecuencias del alelo L exhiben un mayor porcentaje de mortalidad cau-
sada por esta enfermedad. Al respecto, Estados Unidos tiene una frecuen-
cia del alelo L de 0.64, teniendo un 21 % de mortalidad; Panama, con una
frecuencia de 0.80 para el mismo alelo, presenta el 12 % de mortalidad, y
México, cuya frecuencia del alelo L es de 0.84, 1a causa de mortalidad atri-
buida a la cardiopatia isquémica es del 11 % (Organizacion Mundial de la
Salud. Mortality Country Fact Hoja, 2006).

Como se indica en la Tabla 3, la frecuencia observada para el alelo Q de
PON1 192 en panameiios fue ligeramente mayor (0,58) que en los hispa-
nos caribenos (0,54) (Chen et al., 2003), peruanos (0,54) (Catafio et al.,
2006), mexicanos (0,51) (Rojas-Garcia et al., 2005), mestizos mexicanos
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(0,52) (Gamboa et al., 2006) y chilenos NS (0,57) (Acuia et al., 2004). Los
panamefios tienen una frecuencia relativamente baja (0,419) del alelo R
que se asocia a una alta actividad de arilesterasa. La actividad arilesterasa
de PON1 solo proporciona una estimacion de la sensibilidad a los pestici-
das organofosforados debido al hecho de que la actividad arilesterasa se
correlaciona con la hidroélisis del paraoxdn, que es el catabolito del pa-
ration (pesticida organofosforado). De acuerdo con estos resultados, se
espera que la poblacién panameiia sea mas susceptible a la intoxicacion
por compuestos organofosforados. Cuando comparamos las actividades
de arilesterasa y diazoxonasa entre panamefios negros y caucasicos, no se
observaron diferencias significativas para las actividades de ambas enzi-
mas. Este resultado podria explicarse en términos de la complejidad ge-
nética de la poblacion panamefia, que es resultado de una mezcla no sélo
de estas dos razas, sino también del aporte nativo-panamefio.

Como se menciono anteriormente, la poblacion panamefia es el resultado
de una mezcla de varios grupos raciales con importantes contribuciones
de los nativos americanos, negros y espatioles. De acuerdo con este hecho,
esperabamos algunas similitudes entre los grupos raciales panamefios
y los grupos ancestrales correspondientes. Las frecuencias de los alelos
PON1 192 y PON1 55 de los panamefios negros se parecen mas a las infor-
madas para otras poblaciones negras, como los afroamericanos, los afro-
brasilefios y los afrobenineses, que las de las poblaciones no negras. La
poblacién negra panameiia es descendiente de la poblaciéon negra africana
que llegé al istmo como esclavos en el periodo de la colonizacién o como
trabajadores de las Antillas durante la construccion del Canal de Panama.

El grupo caucasico panamefio tenia una frecuencia del alelo PON1192 mas
similar a la de los espafioles que las poblaciones negras africanas y ameri-
canas, incluido el panamefio negro. Sin embargo, la frecuencia de los ale-
los L'y C es bastante diferente a la observada en otros grupos caucasicos
(Catario et al., 2006). Inesperadamente, las frecuencias del alelo PON1192
para Ngobe fueron muy diferentes de las reportadas para los indios Ca-
yapa, aunque ambos grupos tienen el mismo origen lingiiistico chibcha
(Kolmand y Berminghan, 1997).

Encontramos que el grupo nativo panamefio Ngobe posee altas frecuen-
cias de los alelos T y Q, lo que los hace mas susceptibles a algunas intoxi-
caciones por organofosforados. Ironicamente, los Ngobe trabajan prin-
cipalmente como agricolas en las tierras altas de Panama, donde el uso
de pesticidas organofosforados es bastante elevado. Es bien sabido que la
exposicion a altas dosis de estos compuestos tiene efectos profundos en
el sistema nervioso central, y evidencia reciente sugiere que la exposicion
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cronica a bajos niveles puede afectar el desarrollo neurolégico. Este lti-
mo efecto es importante en mujeres embarazadas, recién nacidos e inclu-
so en bebés, por lo que se deben tener consideraciones especiales con este
grupo racial.

La mayor actividad arilesterasa de PON1 se observd, por separado, en in-
dividuos con los genotipos -108CC, 55LL y 192 RR. Resultados similares
obtuvieron Rojas-Garcia et al. (2005) en una poblaciéon mexicana, en con-
traste con los resultados obtenidos por Brophy et al. (2001), en los que los
individuos con genotipo PON1 192QQ se asociaron con la mayor actividad
de arilesterasa de PON1. Otros investigadores no han encontrado relaciéon
entre estos genotipos y la actividad arilesterasa de PON1 en poblaciones
caucasicas, afroamericanas y caribefias (Chen et al., 2003).

Las actividades de arilesterasa y diazoxonasa para los haplotipos PON1 en
panamerios negros y caucasicos se presentan en la Tabla 4. La actividad
arilesterasa de PON1, en funcién de diferentes haplotipos, revel6é que la
actividad de arilesterasa mas alta (151,18 U/mL) se observo en paname-
flos caucasicos con el - Haplotipo 108CC/55LL/192RR. Este haplotipo ge-
neralmente se asocia con una alta actividad de arilesterasa (Rojas-Garcia
et al., 2004). Sin embargo, estos valores de actividad son inferiores a los
reportados para el mismo haplotipo en mexicanos (Rojas-Garcia et al.,
2004). Estas diferencias se explicarian como consecuencia de modifica-
ciones en el protocolo utilizado para medir la actividad de la arilesterasa.
En los panamefios negros, el haplotipo asociado con la mayor actividad
de arilesterasa (149,65 U/mL) fue -108CC/55LM/192RR. Aunque la activi-
dad de arilesterasa para el haplotipo -108CC/55LL/192RR en panameiios
negros fue menor que la del haplotipo -108CT/55LM1/92QR, los valores
obtenidos pueden no ser confiables porque solo dos individuos en nuestro
estudio mostraron este haplotipo y también variaciones en las actividades
han sido reportadas para individuos con el mismo haplotipo (Rojas-Gar-
ciaetal., 2004).

En resumen, los resultados presentados en este estudio representan la
Unica informacién disponible hasta el momento sobre las frecuencias de
los polimorfismos asociados al gen PON1 en la poblacién panamefia. Las
frecuencias alélicas obtenidas se asemejan a las reportadas para otras
poblaciones latinas; sin embargo, los Nogbe Bugles, poblacién amerin-
dia panamenia, mostraron una baja frecuencia para el genotipo -108CC, lo
que significa que son mas susceptibles al envenenamiento con pesticidas
organofosforados. Ademas de la contribucién de nuestro estudio, reco-
nocemos la necesidad de realizar estudios mas extensos sobre la relacion
entre la variabilidad de PON1y las diferencias en la susceptibilidad al en-
venenamiento por pesticidas y el desarrollo de enfermedades vasculares.
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RESUMEN

Se determino la presencia de alelos HLA-DRB1*0101 y HLA-DRB1*04 con
epitope reumatoideo en una muestra de la poblacién panameiia, formada
por 50 individuos con diagndstico positivo de artritis reumatoidea (AR)
severa y 35 individuos no afectados utilizados como controles. La deter-
minacion de los alelos se efectué mediante reaccion en cadena de la po-
limerasa con cebadores de secuencia especifica (PCR-SSP). La frecuencia
de alelos con epitope reumatoideo SE (+) en individuos con AR severa fue
de 68 % vy significativamente mayor (p< 0.005) que la observada en los
individuos controles (34%). El riesgo relativo (R.R.) asociado a la presen-
cia de estos alelos fue de 6.00. El alelo con SE (+) mas frecuente en los
individuos con AR severa fue HLA-DRB1*0101, con una frecuencia de 38%
versus 17% en el grupo control. No se observo en pacientes panamerios
asociacion de ninguno de los alelos HLA-DRB1*04 con la AR severa cuan-
do se consideran de manera independiente. El Gnico alelo que de manera
independiente mostrd asociacion con la AR severa fue HLA-DRB1*0101,
p< 0.05 con un R.R. de 2.96.

Palabras claves

Atritis rematoidea, HLA-DRB1 *0101, Riesgo relativo, poblacién panamefia

Abstract

The presence of HLA-DRB1*0101 and HLA-DRB1*04 alleles with rheuma-
toid epitope was determined in a sample of the Panamanian population,
consisting of 50 individuals with a positive diagnosis of severe rheuma-
toid arthritis (RA) and 35 unaffected individuals used as controls. Allele
determination was performed by polymerase chain reaction with sequen-
ce-specific primers (PCR-SSP). The frequency of alleles with rheumatoid
epitope SE (+) in individuals with severe RA was 68 % and significantly
higher (p< 0.005) than that observed in control individuals (34%). The re-
lative risk (R.R.) associated with these alleles was 6.00. The most frequent
allele with SE (+) in individuals with severe RA was HLA-DRB1*0101, with
a frequency of 38% versus 17% in the control group. No association of any
of the HLA-DRB1*04 alleles with severe RA was observed in Panamanian
patients when considered independently. The only allele independently
associated with severe RA was HLA-DRB1*0101, p<0.05, with an R.R. of
2.96.
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Keywords

Arthritis rheumatoid, HLA-DRB1 *0101, Relative risk, Panamanian popu-
lation.

Introduccion

La artritis reumatoidea (AR) es una enfermedad multifactorial compleja,
en la que factores innatos de susceptibilidad desempefian un papel cru-
cial (Maini et al., 1995). La enfermedad afecta principalmente las articu-
laciones y los tejidos circundantes, pero también puede afectar otros sis-
temas de 6rganos. Las articulaciones de las muiiecas, los pies y los dedos
de las manos son generalmente las mas afectadas. La deformacién de las
articulaciones como resultado de la destruccion progresiva del cartilago,
erosiones 0seas, y la inflamacién y ruptura de los tendones es caracteris-
tica. Esta enfermedad afecta alrededor del 3% de la poblacién adulta con
predominio en mujeres en una proporcion de 3:1y una incidencia maxima
entre los 25-50 anos (van Schaardenburg & Breedveld 1994).

Apesar que lacausadela AR se desconoce, se sugiere que la exposiciénaun
agente ambiental, principalmente bacterias, puede contribuir al desarro-
llo de la enfermedad (Albani & Carson 1996; Krause et al., 1996). Existen
ademas factores genéticos que contribuyen en 30-50% con el riesgo a de-
sarrollar la enfermedad. Aproximadamente, un tercio de esos factores ge-
néticos estan en el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y cuya
localizacién es 6p21.3 (Kilding et al., 2004). Estudios previos demuestran
asociacion de los alelos HLA-DRB1 que codifican el “epitope compartido”
SE (+); ubicado en la posiciéon 70-74, y cuya secuencia es (Q/R)(K/R)RRA
y el riesgo a desarrollar AR (Ruiz-Morales et al., 2004; Bongi et al., 2004;
Gorman & Criswell 2002). Recientemente se ha sugerido que factores adi-
cionales localizados hacia la porcion telomérica del MHC contribuyen
también con el riesgo a desarrollar la enfermedad (Scholand et al., 2003;
Zanelli et al., 2001).

La naturaleza multifactorial de la AR hace de ésta una enfermedad com-
pleja en la que intervienen factores genéticos y no genéticos. Por lo tanto,
es concebible que la interaccién de otros genes contribuyan también con
el riesgo o la severidad de la AR. Se han realizado estudios que demuestran
diferencias en asociacion a la enfermedad en diferentes grupos étnicos
(Gorman & Criswell 2002; Listing et al., 2000; Hajeer et al., 2000; Wakita-
ni et al., 1997). En adicion, las manifestaciones clinicas como también la
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frecuenciay el tipo de alelo asociado a AR varian de un grupo étnico a otro
(Del Rincon et al., 2003; McDaniel et al., 1995). Estas diferencias justifican
la necesidad de realizar estudios en diferentes poblaciones de manera que
se pueda establecer una mejor relacion entre la enfermedad y la heteroge-
neidad genética de cada poblacion.

La poblacion panameiia es el resultado de una mezcla de diferentes gru-
pos étnicos que han contribuido a la heterogeneidad genética actual ca-
racteristica de nuestra poblacion, por lo que no es recomendable asumir
que los alelos asociados a AR en otras poblaciones son los mismos en la
poblaciéon panameiia. En nuestro pais no se tiene informacion sobre la
distribucion de alelos HLA-DRB1 con SE (+) en pacientes con AR severa, lo
cual implica que se desconoce qué alelos estan asociados a esta condicion
y las frecuencias en que se presentan. En este trabajo se determind que
alelos HLA-DRBI1 estan presentes en pacientes panamefios con AR severa,
y si existe asociacion entre la condicion y la presencia de SE (+) y los alelos
que exhiben asociacion.

Materiales y métodos
Muestras

Se analizaron 85 muestras; 50 de pacientes del Servicio de Reumatologia
del Complejo Hospitalario Dr. Arnulfo Madrid con diagnéstico médico de
artritis reumatoidea severa, y 35 donantes sanos del Banco de sangre de
la misma institucion; utilizados como controles. Se colectaron 4.5 mL de
sangre venosa de cada individuo y se transfirieron a tubos con EDTA.

Extraccion de ADN

Las muestras de sangre fueron centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a
4 °C. El plasma resultante fue descartado y la capa rica en glébulos blan-
cos y plaquetas, transferida a un tubo y resuspendida en 4 mL de solucién
de lisis I (5 mM MgCl). La suspension fue centrifugada a 3000 rpm por 15
minutos a 4 °Cy el sobrenadante resultante descartado. Las células fueron
una vez mas resuspendidas en 4 mL de la misma solucién y centrifugadas
bajo las condiciones antes descritas. El sobrenadante fue descartado y el
botén celular resuspendido en 4 mL de soluciéon de lisis IT (5 mM MgCl,
0.1 % Nonidet NP-40) y centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a 4 °C. El
sobrenadante fue nuevamente descartado y el boton celular resuspendido
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en 200 pL de Tris-EDTA. Se afiadieron 800 pL de proteinasa K (0.3 mg/mL)
y seincubd a 56 °C por 2 horas. Luego se procedid a realizar una extracciéon
con igual volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1). La
suspension fue centrifugada a 14,000 rpm por 5 minutos, el sobrenadante
transferido a un tubo Eppendorf y el ADN precipitado mediante la adicion
de 300 mM NaCl y dos volimenes de etanol absoluto. El ADN precipitado
fue recuperado mediante centrifugacion a 14,000 rpm, lavado con etanol
al 70% y resuspendido en TE 1X (10 mM Tris, 1 mM EDTA pH 8.0).

PCR-SSP

La determinacion de los alelos HLA-DRB1 presentes en cada individuo se
realizé6 mediante el procedimiento descrito por Lee et al., 1996. El pro-
cedimiento utilizado permite la tipificacion los alelos HLA-DRB1*0101,
HLA-DRB1*0402, HLA-DRB1*0404, HLA-DRB1*0406, HLA-DRB1*0407.
El procedimiento no discrimina entre los alelos HLA-DRB1*0405 vy
0409 (HLA-DRB1*0405/*0409); HLA-DRB1*0410 y *o0411 (HLA-
DRB1*0410/*0411); HLA-DRB1*0403 y *0406 (HLA-DRB1*0403/*0406)
y HLA-DRB1*0401, *0408 y *0409 (HLA-DRB1*0401/*0408/*0409).
Se prepararon tres mezclas de reaccion diferentes (1, 2 y 3). Cada mezcla
contenia 2 o mas cebadores para la amplificacion especifica de diferentes
alelos (Cuadro 1). Se realizaron tres reacciones de amplificacién con cada
muestra; cada una con una mezcla diferente de cebadores. Cada mezcla
contenia 0.4 uM de cada cebador de secuencia especifica, 0.08 uM de cada
uno de los cebadores utilizados para la amplificacion del control interno,
56 mM KCl, 1.7 mM MgCl2, 11 mM Tris-HCl, pH 8.3, 0.0011% gelatina, 250
uM de cada dNTPs. Se utilizaron en cada reaccién 2 pg de ADNy 0.5 U de
Amplitaq (Perkin-Elmer). El volumen final de la reacciéon fue de 50 uL. Las
condiciones de amplificacion fueron: 30 ciclos de 94 °C 20s, 59 °C 50s y 72
°C 20s. La tipificacion de los alelos se realiz6 con base en el tamafio de los
productos de amplificaciéon observados con cada mezcla (Fig. 1).

Analisis estadistico

Se determino la frecuencia de individuos con alelos HLA-DRB1y se realiz6
la prueba de chi cuadrada para determinar la probable asociacion utilizan-
do una tabla de 2 x 2 (Steel & Torrie 1995) y la chi cuadrada corregida de Ya-
tes, 1934. Se determind el riesgo relativo segiin Wolf (1955) para cada uno
de los alelos con SE (+) de manera independiente y también combinada.
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Cuadro 1. Alelos

HLA-DRB1,

productos esperados (pb) Cebador s’ Cebador 3’

y cebadores en cada

mezcla.

Mezcla N°1 210 GCGGGTGCGGTTGCTGGAA TGCACTGTGAAGCTCTCAC
DRB1*0101

Mezcla N° 2 111  GTTTCTTGGAGCAGGTTAAACA GCTGTCGAAGCGCACGG
DRB1*0406 171 GTTTCTTGGAGCAGGTTAAACA TGTTCCAGTACTCGGCGCT
DRB1*0405, 0409, 222  GTTTCTTGGAGCAGGTTAAACA TCTGCAGTAGGTGTCCACCT
0410, 0411

DRB1*0403, 0406, 0407 261 GTTTCTTGGAGCAGGTTAAACA CTGCACTGTGAAGCTCTCAC
DRB1*0401, 0405,

0407, 0408, 0409

Mezcla N° 3 214 GTTTCTTGGAGCAGGTTAAACA GTCAACCGCGGCCCGCTC
DRB1*0402 261 GTTTCTTGGAGCAGGTTAAAC CTGCACTGTGAAGCTCTCCA
DRB1*0402, 0403,

0404, 0406

Control Interno (C5,C3) 796 TGCCAAGTGGAGCACCCAA GCATCTTGCTCTGTGCAGA

0404

2

0405/0409
- W RENE -

0407
2 .3

0403/040

Fig. 1. Productos del PCR-SSP de algunos de los alelos HLA-DRB1 utilizados. M, marcador
X174 Hae I11. Se pueden apreciar los productos esperados de cada alelo con las diferentes
mezclas de cebadores y una banda de 796 pb del control interno.
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Resultados y discusion

La frecuencia de individuos con al menos un alelo HLA-DRB1 con SE (+)
y el riesgo relativo para cada uno esos alelos con respecto al grupo con-
trol se muestra en el Cuadro 2. La frecuencia de individuos con alelos SE
(+) (68% vs 34%, P no corregida < 0.005) fue significativamente mayor en
pacientes con AR que en el grupo control. Frecuencias similares para la
presencia de alelos con SE (+) fueron reportadas en pacientes japoneses
(Toda et al., 1994; Higami et al., 1997; Yukioka et al., 1998) y en pacien-
tes espafioles con AR (Gonzalez-Escribano et al., 1999). Sin embargo, el
alelo mas fuertemente asociado a AR en japoneses, griegos, polinesios y
espanoles es HLA-DRB1*0405. Por otro lado, HLA-DRB1*0101 es el alelo
que se asocia con AR en italianos, israelies, indostanes, vascos y algunos
espafioles (Yelamos et al., 1993; De Juan et al., 1994). En nuestro estudio,
el alelo mas frecuente en pacientes con AR severa fue HLA-DRB1*0101 y
el dnico que de manera independiente se asocia con esta condicién. La
frecuencia de este alelo fue significativamente mayor (38% vs 17%, P no
corregida <0.05) en pacientes con AR severa que la observada en el grupo
control. Por otro lado, a pesar de que las frecuencias de los alelos HLA-
DRB1*0405/*0409 (20% vs 8.5%), HLA-DRB1*0410/0411 (4% vs 2.85%),
HLA-DRB1*0401/*0408 (8% vs 5.7%) y HLA-DRB1*0404 (8% vs 5.7%)
fueron mayores en pacientes con AR severa con respecto al grupo control,
las diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas. El
riesgo relativo para la presencia de alelos HLA-DRB1* con SE (+) fue de
6.0, mientras que para la presencia de HLA-DRB1*0101 de 2.96. Este valor
es considerablemente mayor que el reportado por Wakitani et al. (1997)
de 1.8, pero muy similar (2.7) al reportado por Yukioka et al. (1998) en la
poblacion japonesa.

La no asociacion observada entre AR y la presencia de subtipos
HLA-DRB1*04 (HLA-DRB1*0404, HLA-DRB1*0405/*0409, HLA-
DRB1*0410/*0411y HLA-DRB1* 0401/*0408/*0409) contrasta con lo re-
portado en otros estudios en los cuales los alelos HLA-DRB1*04 son los
mas frecuentes en pacientes con AR severa (Gorman & Criswell 2002). Es
posible que en nuestra poblacion el alelo mas comun en pacientes con AR
sea HLA-DRB1*0101 en lugar de los alelos HLA-DRB1*04. Los resultados
de este estudio deben ser validados mediante un estudio con un nimero
mayor de pacientes. Este trabajo representa el primero, en el cual se pro-
porciona informacion sobre la distribucién y asociaciéon de HLA-DRB1 y
AR severa en pacientes panamenos.
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Cuadro 2. Frecuencia de individuos con alelos HLA-DRBI que
codifican el SE y riesgo relativo en pacientes panamefios con AR
severa.

HLA-DRBI1* Control Pacientes
con SE(+) (N=35) (N=50)

0101 17% 38% (2.96)*
0405/0409 8.5% 20% (2.34)
0410/0411 2.8% 4% (1.42)
0401/0408 5.7% 8% (3.21)
0404 5.7% 8% (3.31)
HLA-DRBI*SE(+) 34% 68% (6.00)**

Numeros en paréntesis corresponden al riesgo relativo

HLA-DRBI1* SE (+) significa todos los alelos con SE (+)

* Valor de P no corregido es significativo comparado con el grupo
control.

** Valor de P corregido es significativo comparado con el grupo
control.

Conclusiones

La asociacion entre AR vy alelos HLA-DRB1* SE (+) ha sido previamente
demostrada en la gran mayoria de las poblaciones estudiadas. En pacien-
tes panamefios con AR severa la frecuencia de alelos HLA-DRB1 con SE (+)
es significativamente mayor que en los individuos que no padecen de la
enfermedad demostrandose una vez mas la asociacion entre estos alelos
y la AR severa. Con excepcion de HLA-DRB1*0101 ninguno de los alelos
HLA-DRB1* con SE (+) mostrd por si s6lo asociacion con la AR severa.
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Resumen

La diabetes mellitus es un grupo de trastornos metabélicos comunes que
comparten el fenotipo de hiperglucemia. El polimorfismo Pro12Ala en el
exon B del gen que codifica para PPARy2 ha sido asociado en algunas po-
blaciones con diversos factores de riesgo relacionados con la diabetes tipo
2.

El objetivo de este estudio fue determinar si existe asociacion del poli-
morfismo Pro12Ala de PPARy2 y la diabetes mellitus tipo 2 en una muestra
de la poblacién panamefia.

En esta investigacion se evalud la posible asociacion del polimorfismo
Proi12Ala en una muestra de 195 individuos (99 controles y 96 experi-
mentales). El polimorfismo Pro12Ala se detecté mediante el analisis de la
reaccion en cadena de la polimerasa y polimorfismo de longitud de frag-
mentos de restriccion (PCR-RFLP).

Se observé una mayor frecuencia del genotipo Pro12Ala en el grupo expe-
rimental (DM2) con respecto al grupo control (0.114 vs 0.010). La frecuen-
cia del alelo Alai2 (alelo de menor frecuencia) en nuestro estudio fue de
2.8%.

Este trabajo representa el primer estudio sobre asociacion entre diabetes
mellitus tipo 2 y el polimorfismo Proi12Ala (rs18012829) en una muestra
de casos y controles en Panama. La razén de momios (OR) evidencio aso-
ciacion con un riesgo relativo de 1.9735 en aquellos con genotipo Pro12Ala.
La frecuencia del genotipo Pro12Ala fue mayor en mujeres, lo cual sugiere
que estas pueden estar mas predispuestas a desarrollar esta condicion.

Palabras claves

PPARYy?2, polimorfismo, diabetes mellitus, poblacién panameiia

Abstract

Diabetes mellitus is a group of common metabolic disorders that share
the phenotype of hyperglycemia. In some populations, the Pro12Ala poly-
morphism in exon B of the gene that codes for PPARy2 has been associa-
ted with various risk factors related to type 2 diabetes. The objective of
this study was to determine if there is an association between the Pro12A-
la polymorphism of PPAR©2 and type 2 diabetes mellitus in a sample of
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the Panamanian population. This research evaluated the possible asso-
ciation of the Pro12Ala polymorphism in a sample of 195 individuals (99
controls and 96 experimental). The Pro12Ala polymorphism was detected
by polymerase chain reaction and restriction fragment length polymor-
phism (PCR-RFLP) analysis. A higher frequency of the Pro12Ala genotype
was observed in the experimental group (DM2) compared to the control
group (0.114 vs 0.010). Our study’s frequency of the Alai2 allele (lowest
frequency allele) was 2.8%. This work represents the first study on the
association between type 2 diabetes mellitus and the Pro12Ala polymor-
phism (rs18012829) in a sample of cases and controls in Panama. The odds
ratio (OR) was associated with a relative risk of 1.9735 in those with the
Pro12Ala genotype. The frequency of the Pro12Ala genotype was higher in
women, suggesting that they may be more predisposed to developing this
condition.

Keywords

PPARy2, polymorphism, diabetes mellitus, Panamanian population.

Introduccion

La diabetes mellitus es un grupo de trastornos metabélicos comunes que
comparten el fenotipo de hiperglucemia. Existen varios tipos de diabe-
tes mellitus y son causados por una interacciéon compleja de factores ge-
néticos y ambientales. Los factores que contribuyen a la hiperglucemia
incluyen la reduccién de la secreciéon de insulina, la disminucion de la
utilizacién de glucosa y el aumento o la produccion de glucosa (Janani &
Ranjitha, 2014). La ausencia o poca produccion de insulina se correlacio-
na con la presencia de pocos transportadores de glucosa (GLUTSs) en la
membranay, por ende, una reduccién en el transporte de glucosa hacia el
interior de la célula (AsocMexDiabetes, 2021).

Los dos tipos principales de diabetes mellitus son el tipo 1y el tipo 2 (DM1,
DM2). La diabetes mellitus tipo 1 se caracteriza principalmente por ser
autoinmune, ya que el propio sistema inmunolégico ataca y destruye las
células beta que se encuentran en el pancreas, que son las encargadas de
producir la insulina y, por lo tanto, se produce poca o ninguna insulina.
Ademas, suele desarrollarse en la infancia o durante la adolescencia, pero
puede presentarse a cualquier edad (Lucier & Weinstock, 2023).

La diabetes mellitus tipo 2 (DM2) es la mas comun y representa la ma-
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yoria de los casos; generalmente, suele aparecer en personas mayores de
40 afios, aunque podria presentarse en diferentes rangos de edades. Se
caracteriza por niveles elevados de glucosa en sangre, provocado por la
resistencia a la insulina. Las células no responden normalmente a la in-
sulinay, por lo tanto, el cuerpo necesita cada vez mas insulina para que la
glucosa ingrese a las células y pueda ser utilizada como fuente de energia.
Esto causa que la glucosa se acumule en la sangre, generando niveles de
glucosa mayores de 125 mg/dl (Westman, 2021).

Los Receptores Activados por Proliferadores de Peroxisomas son factores
de transcripcion activados por ligandos. Existen tres isoformas en las que
se incluye el Receptor Activado por Proliferadores de Peroxisomas Gam-
ma-2 (PPARy2) (Zarate et al., 2006).

Las variaciones o polimorfismos de un nucleétido (SNPs) son responsa-
bles de mas del 80 % de la variacion entre individuos DM2 (Sarhangi et al.
2020). Estas variaciones en uno o mas genes, conjuntamente con varia-
ciones en el ambiente y el estilo de vida, han sido asociadas en diversas
poblaciones a la susceptibilidad a ciertas enfermedades (Kirk et al. 2002).

Existen polimorfismos de un nucleétido (SNPs) en el gen que codifica para
PPARy2 ha sido asociado con el riesgo de padecer de DM2 (Sarhangi et al.
2020) o con un efecto protector hacia el desarrollo de la enfermedad (Hara
et al., 2000). El polimorfismo Pro12Ala en el ex6n B del gen que codifica
para PPARy2 ha sido asociado en algunas poblaciones con el riesgo o sus-
ceptibilidad de padecer de diabetes mellitus tipo 2, mientras que en otras
ha sido asociado con un efecto protector o incluso no se ha evidenciado
asociacion con la enfermedad.

Segun el Ministerio de Salud de Panama, el 14% de la poblacién panamefia
padece DM2, lo que representa una alta incidencia. Ademas, de acuerdo
con la OMS, alrededor de 450 mil personas en Panama se encuentran en
prediabetes, por lo que es importante evaluar si el polimorfismo Pro12Ala
en nuestra poblacion esta asociado a DM2 y si constituye un factor protec-
tor o de riesgo de la enfermedad.

En esta investigacion se evalu6 la posible asociacion del polimorfismo
Pro12Ala en una muestra de 195 individuos (99 controles y 96 experimen-
tales) de la poblacion panameiia. No existen estudios previos de asocia-
cion de este polimorfismo con DM2 en nuestra poblacion y, por lo tanto,
este trabajo constituye el primer estudio, en el cual se establece asociacion
entre este polimorfismo y una de las condiciones de mayor morbimorta-
lidad en nuestro pais.
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Materiales y métodos
Sitio de estudio

La investigacion se realizé en el Laboratorio de Genética y Biologia Mole-
cular, ubicado dentro de la Universidad de Panama, Campus Central Octa-
vio Méndez Pereira (8°59’09° N, 79°31’57"’ W).

Grupos de estudio

Noventay seis (96) individuos con diabetes mellitus tipo 2, mayores de 40
afos, previamente diagnosticados conformaron el grupo experimental, y
noventa y nueve (99) individuos voluntarios sanos, también mayores de
£40 anos, conformaron el grupo control. Se registraron, cuando fue posi-
ble, datos basicos como nombre, apellido, sexo, edad, medidas de altura,
peso e indice de masa corporal (IMC). En ninglin momento estos datos
fueron compartidos o comprometidos con personas que no estaban invo-
lucradas en la investigacion. La participacion en el estudio fue voluntaria
con consentimiento informado por parte de los participantes. El estudio
fue aprobado por el comité de bioética de la Universidad de Panama.

Obtencion de la muestra de sangre

Para la obtencion de la muestra de sangre se seleccion6 el dedo medio, al
cual se le aplico presion desde la falange media hacia la distal con el pro-
posito de concentrar la sangre en esta region. Manteniendo la presion,
se procedié a limpiar la regiéon con alcohol al 70% vy, posteriormente,
se realizé una puncién con una lanceta estéril. La sangre fue colectada
en una tarjeta FTA e identificada con el codigo correspondiente (C con-
trol y E experimental-padece DM2) seguido del nimero que identifica la
muestra. Una vez colectada la muestra, se presiono6 el dedo con algodéon
impregnado en alcohol 70% hasta detener el sangrado. Las muestras
obtenidas fueron almacenadas a 4 °C para su posterior utilizacion en la
extraccion de ADN.
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Extraccion de ADN

Se recortaron de la tarjeta FTA pequetios pedazos de aproximada-
mente 0.5 mm, conteniendo sangre. Los pedazos fueron colocados
en un tubo Eppendorf de 1.5 ml conteniendo 200 microlitros de bu-
ffer de extraccion (TL Buffer de Omega BIO-TEK) e incubados du-
rante 1 hora a 55 °C. Una vez lograda la lisis de los glébulos blancos,
la extraccion del ADN se realiz6 de acuerdo con el procedimiento
descrito en el manual E.Z.N.A. Tissue DNA Kit (Omega BIO-TEK). El
ADN extraido fue almacenado a -20°C para luego ser utilizado en la
reaccion de amplificacion.

Determinacion de la concentraciony
calidad del ADN

La concentracion de ADN fue determinada mediante espectrofome-
tria utilizando el Espectrofotometro de micromuestra Nanodrop™
2000 de ThermosScientific, el cual posee un rango de espectral (190-
840nm) para medir diferentes tipos de muestra. La concentracion
de ADN se determiné mediante la lectura de la absorbancia a 260
nm y la calidad mediante el cociente de las lecturas a 260 y 280 nm.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR)

La reaccion de amplificacion se realizé en un volumen final de 30 pL
conteniendo 2 pL (~6.0 ng) de ADN, 12.5 pyL de Mastermix 2X (abm
MegaFiTM Pro Fidelity), 1 yL de cada primer (10 uM) y 11 yL de agua
libre de nucleasas. Las condiciones de amplificacion fueron de 94
°C durante 8 minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 50 segundos,
59 °C por 50 segundos, 72 °C por 1 minuto y una extension final de
5 min a 72 °C. Se utilizé un termociclador T100 Thermal Cycler de
BIO-RAD.
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Los cebadores utilizados en la PCR fueron 5’-GCCAATTCAAGCCCA-
GTC-3 ‘ y 5'-GA TATGTTTGCA GACAGTGTATCAGTGAAGGAATC-
GCTTTCCG-3’ (Priya et al. 2016). Estos cebadores amplifican una
region de 270 bp del exén B del gen PPARy2.

Electroforesis del producto de PCR

Con la finalidad de determinar la efectividad de la amplificacion, se
realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1% en TAE IX. Para tal
propdsito, se cargaron 5 uL de la reaccion de amplificacion y la elec-
troforesis se realizd a 60 voltios durante 1 hora. En el primer carril
se cargaron los marcadores de peso molecular 100 bp (Bioline) para
verificar la generacién de un producto de amplificaciéon correspon-
diente al tamario esperado (270 bp).

Digestion del producto de PCR

Una vez verificada la amplificacion de la region esperada, se pro-
cedio a digerir 10 pL (~30 ng) del producto de amplificacion con la
enzima de restriccion BstU1 (New Englands Biolabs). La digestion
se realiz6 a 60 °C durante 3 horas. La reaccion de digestion se llevo
a cabo en un volumen final de 25 uL y 0.5 pL de la enzima (5 U/ yL).

Determinacion del genotipo

El patron de digestion generado a partir de cada muestra indica el
genotipo presente en cada individuo. Debido a que el polimorfismo
Proi12Ala resulta del cambio de un nucleétido que genera un sitio
de restriccion de la enzima de digestion BstU1, los individuos que
poseen un alelo Ala (heterocigotos) generaran un patron de restric-
cion de dos bandas: una banda de 270 bp correspondiente al alelo
Prolina que no posee un sitio de digestion para la enzima BstU1 y
otra banda de 227 bp correspondiente al alelo Alanina, el cual es di-
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gerido por la enzima, generando dos bandas: una de 227 bp y otra
de 43 bp; esta tltima no se observa en el gel. De esta manera, los
individuos heterocigotos (Pro/Ala) presentan una banda de 270 y
otra de 227 bp, mientras que los individuos homocigotos Pro/Pro
presentan un patrén de una sola banda de 270 bp. El genotipo ho-
mocigoto Ala12Ala estaria presentando una banda de 227 bp ya que,
como se menciond con anterioridad, labanda de 43 pb no se observa
en la electroforesis.

Proi12Pro Pro12Ala Ala12Ala

e GCC GOC m— —— CCC GOC m—

Sitio de corte BsTUI

CCG CGG m—

e GEC GOC e—

—— e oc fea— X
|

T—270pb — 270 pb — 227 b

1 banda de 270 pb B 227 pb B 43 pb

I 43 pb

1 banda de 227 pb
1 banda de 270 pb *
+

1 banda de 43 pb
1 banda de 227 pb
+

1 banda de 43 pb

Figura 1. Productos de la digestion, sitios de restriccion.

Electroforesis de los productos de
digestion

El patron de digestion fue evidenciado mediante electroforesis en
gel de agarosa al 3% en TAE IX conteniendo 2 pL de GelRed (Bio-
tium). Diez microlitros (10 uL) del producto de digestion de cada
muestra fueron cargados en el gel. En cada gel se cargaron, ademas,
0.5 uL. de marcador de peso molecular 100 bp Ladder (Bioland). La
electroforesis se realizo a 45 voltios durante 2 horas. El patron de
digestion fue visualizado en un fotodocumentador UV Gel Doc EZ
BioRad.
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Frecuencias Genotipicas y alélicas

Las frecuencias genotipicas y alélicas fueron calculadas tanto en la
muestra total como en cada grupo (control y experimental). La fre-
cuencia de cada genotipo fue calculada utilizando la siguiente rela-
cion:

f(ProPro) = cantidad de individuos con genotipo ProPro/Total de
individuos.

f(Pro12Ala) = cantidad de individuos con genotipo Pro12Ala/Total
de individuos.

f(AlaAla) = cantidad de individuos con genotipo AlaAla/Total de in-
dividuos.

La frecuencia de cada alelo fue calculada utilizando la siguiente re-
lacion:
f(Pro)= 2(cantidad individuos con genotipo ProPro + cantidad de
individuos Pro12Ala
2(total de individuos)

f(Ala)= 2(cantidad individuos con genotipo AlaAla + cantidad de
individuos Pro12Ala

2(total de individuos)

Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE)

Una vez determinadas las frecuencias alélicas y genotipicas totales,
se procedi6 a determinar si las mismas se encontraban en equilibrio
de Hardy-Weinberg, en donde las frecuencias genotipicas espera-
das estan dadas por la siguiente ecuacion:

P2 +2pq+Qq2=1

El HWE también fue determinado en cada grupo por separado (ca-
sos y experimentales).
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Se utiliz6 el calculador en linea (wpcalc.com/en/equili-
brium-hardy-weinberg/) para determinar si las frecuencias obser-
vadas se ajustaban o no al HWE.

Determinacion de asociacion entre el
polimorfismo Pro12 Ala y DM2

La asociacion del genotipo Pro12Ala fue evaluada mediante una prueba de
chi cuadrado (x2), en la cual las hipétesis a probar son:

Ho: Existe asociacion entre el genotipo Pro/Alay DM2
H1: No existe asociacion entre el genotipo Pro/Ala'y la DM2

Para comprobar la asociacion entre el genotipo Pro/Ala y DM2, se realiz6
una prueba de Razén de Momios (odds ratio) para determinar el grado de
asociacion entre estas variables.

Razon de Momios

Para determinar si existe asociaciéon entre el polimorfismo Pro/Ala y la
DM2, la razén de momios fue calculada utilizando el programa Epi Info 7.2.

Epi Info es un software de dominio publico que utiliza la comunidad glo-
bal de profesionales e investigadores de la salud. Esta herramienta pro-
porciona a profesionales carentes de experiencia en tecnologias de la in-
formacion, formularios simples de ingreso de datos y creacién de bases de
datos y analisis de datos, mapas y graficos epidemiolégicos. Se encuentra
disponible tanto para Windows, Mobile y Web & Cloud (https://www.cdc.
gov/epiinfo/index.html).

La razéon de momios fue calculada utilizando la siguiente relacion:
RM = ad/bc

CASOS (EXPERIMENTALES) CONTROLES (CONTROLES)
Enf E (DM2 + Pro/Ala) = a Controles E (sanos + Pro/Ala) = b
Enf E (DM2 + Pro/Pro) = c Controles E (sanos + Pro/Pro) = d
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Resultados

Se analizaron 195 muestras de las cuales 96 corresponden a pacientes con
diagnostico certero de DM2 (experimentales) y 99 individuos sanos (con-
troles).

El genotipo presente en cada individuo se obtuvo mediante PCR-RFLP,
resultando 183 individuos con genotipo Pro/Pro, 12 Proi12Ala y 0 indivi-
duos Ala/Ala.

El genotipo presente se determind mediante el tamafio de las bandas ge-
neradas después del corte con la enzima de restriccion BstUL En la figura
7 se observan los genotipos identificados en las muestras 15C (control),
33E, 34E, 35E, 36E, 38E y 39E (experimentales). En los carriles 11 y 12 se
observan los productos de PCR de la muestra 15C sin digerir y digerido,
respectivamente, correspondientes a un individuo de género femenino.
En el carril 11 se observa que el producto de amplificacion de esta muestra
migra ligeramente mas que el marcador de peso molecular, que corres-
ponde a 300 bp, lo cual indica que el producto de amplificacion es de 270
bp, como se esperaba. En el carril 12, 1a misma muestra, luego de la diges-
tion con BstUI, se observa que la banda de 270 persiste, lo cual indica que
en el fragmento amplificado de este individuo no existe sitio de restric-
cion para la enzima BstUI; es decir, no ha ocurrido el cambio de citosina
(C) por guanina (G) en el sitio rs1801282 que genere el sitio de restriccion
de la enzima BstUI. Por lo tanto, el genotipo asignado a la muestra 15C es
Pro/Pro; es decir, homocigoto para el alelo con el residuo de aminoacido
prolina en la posicién mencionada (rs1801282).

Los carriles 13 y 14 corresponden a productos de amplificacién no dige-
ridos (270 bp) de las muestras 33E y 34E, mientras que los carriles 15 y
16 corresponden a los productos de amplificacion digeridos con BstUI de
esas mismas muestras. Se puede observar en estos carriles la banda 270
bp correspondiente al producto de amplificaciéon que no posee sitio de
restriccion de BstUI, y otra banda de 227 bp que resulta de la digestién con
la mencionada enzima. El producto de PCR con sitio de restriccién para
BStUI genera dos bandas: 227 y 43 bp. Es importante sefialar que la ban-
da de 43 bp no se observa en la electroforesis. Este patron corresponde a
individuos heterocigotos Pro/Ala debido a que se generan dos productos
de amplificacién, uno que es digerido y otro que no es digerido, como re-
sultado de la sustitucion de C por G en uno de los dos alelos. Las muestras
35E, 36E y 38E corresponden a individuos homocigotos Pro/Pro mientras
que la muestra 39E corresponde a un individuo heterocigoto (Pro/Ala).
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Figura 2. Deteccién del polimorfismo Pro12Ala mediante PCR. Carril 10 y 22 muestran los
marcadores de peso molecular. Los carriles 11, 12, 13, 14, 17, 18, 19, 20 muestran el geno-
tipo Pro12Pro (un solo fragmento de 270 pb). Los carriles 15, 16 y 21 muestran el genotipo
Pro12Ala con los dos fragmentos de 270 pb y 227 pb que resultan del sitio de restriccion
adicional en estos individuos. El fragmento de 43 pb no se observa.

No se observo la presencia del genotipo homocigoto (Ala/Ala) en los in-
dividuos en estudio, tomando en consideracion la ausencia de una sola
banda de 227 bp en las muestras digeridas.

Las frecuencias alélicas y genotipicas de ambas poblaciones (experimen-
tal y control) se muestran en la Tabla 1. Se observa la ausencia de indivi-
duos con genotipo (Ala/Ala) dentro de nuestra muestra.

El alelo Pro se presentd con una frecuencia total de 0.969, mientras que
la frecuencia total del alelo Ala es de 0.030. La frecuencia del alelo Pro en
individuos que no padecen de DM2 (controles) fue de 0,995, mientras que
en individuos con DM2 fue de 0,943. La frecuencia del alelo Ala fue mayor
en individuos con DM2 que en aquellos que no padecen la condicion. El
genotipo con mayor frecuencia fue Pro/Pro en la muestra total y en ambos
grupos (control y experimental). Por otro lado, los heterocigotos Pro/Ala
se observaron con mayor frecuencia en individuos con DM2 que en indi-
viduos sanos.
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Tabla 1. Frecuencias alélicas y genotipicas. N, cantidad de individuos; Cont., controles;
Exp., experimentales; y f, frecuencia.

N (195) f(Pro) f(Ala) f(ProPro) f(Pro12Ala) f(AlaAla)
Cont. 99 0.995 0.005 0.989 0.011 0
Exp. 96 0.943 0.057 0.885 0.114 0
Total. 195 0.969 0.030 0.938 0.061 0

Tabla 2. Distribucion de los individuos por género segtn su genotipo. F (femenino), M
(masculino) y SD (sin determinar).

Controles Experimentales
Pro/ Pro Pro/Ala Ala/Ala Pro/ Pro Pro/Ala Ala/Ala
Sexo 0.943 0.057 0.885 0.114 0
F 51 1 0 42 6 0
M 42 0 0 43 3 0
SD 5 0 0 0 2 0
Total 98 1 0 85 11 0

En ambos grupos (control y experimental) el genotipo Pro12Ala fue ob-
servado mayormente en mujeres. En las muestras experimentales, de
los 11 individuos heterocigotos, 6 corresponden al género femenino, 3 al
masculino y en los 2 heterocigotos restantes no se registré la informacion
del género.

Razon de momios (odds ratio)

La RM fue de 12.6824 con un Riesgo Relativo (RR) estimado de 1.9735 (Ta-
bla 3). En nuestro estudio, el Riesgo Relativo de desarrollar DM2 es mayor
en individuos heterocigotos Pro/Ala comparado con respecto a aquellos
que no poseen este genotipo. Un valor RM mayor de 1 indica que el geno-
tipo Pro12Ala se comporta como un factor de riesgo.



ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA »157

RM = ad/bc

RM = (11)( 98)/(1)(85)
RM=1078/85

RM =12.68

RM CON FRECUENCIAS

RM= (0.114)(0.989)/(0.010)(0.885)
RM = 0.112/0.009

RM-= 12.44

ALTO

Tabla 3. Analisis mediante Epi info 7.2

Parametros basados en la posibilidad

Estimado Inferior Superior
dds Ratio 12.6824 1.6041 100.2708
OMLE 0Odds Ratio 12.5599 2.0797 278.0071
Fisher Exact 1.7599  551.3208
Parametros basados en el riesgo

Estimado Inferior Superior
Riesgo relativo 1.9735 1.5667 2.4861
Diferencia de riesgo 45.2186 27.9918  62.445/4
Pruebas estadisticas

Chi cuadrado 2-tailed p
No corregido 9.2129 0.00240438
Discusion

La variacion de un sélo nucleétido en el exén B del gen que codifica para
PPARg2 (Pro12Ala) ha sido estudiada en varias poblaciones como una va-
riante genética asociada a DM2. El alelo Ala12 ha sido asociado a reduccion
del riesgo o protecciéon de padecer diabetes mellitus tipo 2 (Altshuler et
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al., 2000; Hara et al., 2000; Frederiksen et al., 2002; Poulsen et al., 2003;
Memisoglu, et al., 2003; Andrulionyté et al., 2004; Doney et al., 2004;
Pinter6va et al., 2004; Moon et al., 2005; Jaziri, et al., 2006; Soriguer et
al.,, 2006; Meshkani et al., 2007). Por el contrario, en otras poblaciones
la presencia de este alelo ha sido asociado con predisposicion o riesgo de
desarrollar DM2 (Evans et al., 2001; Herder et al., 2008; Kilpelainen et al.,
2008; Florez et al., 2007; Gouda et al., 2010; Ghoussani et al., 2005; Ze-
ggini et al., 2005; Chistiakov et al., 2010; Vergotine et al., 2014; Majid et
al., 2017). En otros estudios no se observd asociacion entre este alelo y la
diabetes mellitus tipo 2 (Mancini et al., 1999; Bouassida et al., 2005; Badii
et al., 2008; Malecki et al., 2003; Moffett et al., 2005).

Independientemente de los resultados contradictorios en cuanto a aso-
ciacion o no de Ala12 con DM2, el alelo de menor frecuencia (poco comun)
es el que codifica para alanina en la posicion 12 (Alai12), en todas las po-
blaciones estudiadas. La frecuencia de este alelo varia entre 2% a 23% en
diferentes grupos étnicos (Stunvoll & Haring, 2002). En individuos sanos,
la frecuencia de este alelo es de 1.7 a 21.6%; en caucasicos varia entre 5.9%
y 21.6%, y en individuos de ascendencia asiatica entre 1.7% v 9.3% (Gouda
et al.,, 2010).

En nuestro estudio, la frecuencia del alelo Alai2 fue de 2.8%, frecuencia
que se ubica en el rango de los valores de las frecuencias reportadas para
este alelo a nivel mundial. No obstante, la frecuencia fue mucho menor
que la observada en nifios mexicanos (Stryjecki et al., 2015), Amerindios
(Cafiizales-Quintero et al., 2007) y nifios espaiioles (Vales-Villamarin et
al., 2021). La frecuencia del alelo Alai2 observada en nuestro estudio se
aproxima mas al 2.1 % observada en negros americanos (Fornage et al.,
2005) y al 2.2 % reportada en algunas poblaciones asiaticas (Fatemeh
Namvaran et al., 2010).

Las frecuencias genotipicas en la muestra total, como también en am-
bos grupos control y el experimental, se encuentran en equilibrio de
Hardy-Weinberg. Las frecuencias genotipicas en la muestra total fue-
ron 93.8 %, 6.1% y 0 % para los genotipos Pro12Pro, Pro12Ala y Alai2Ala,
respectivamente. Obviamente no se observaron individuos homocigotos
Ala12Ala en nuestro trabajo. La ausencia de homocigotos Ala12Ala ha sido
reportada en otros estudios en la poblacion irani y en los nativos de Java
en Indonesia (Namvaran et al., 2010; Danawati et al., 2005). Frecuencias
genotipicas de 97.4 % (Pro/Pro), 2.5% (Pro/Ala) y 0 % (Ala/Ala) un tanto
similares a las nuestras fueron observadas en un estudio con 540 nativos
de laisla de Java (Danawati et al., 2005).



ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA »159

Las frecuencias genotipicas por grupo fueron significativamente diferen-
tes como demuestra el valor de chi cuadrado. Se observé una mayor fre-
cuencia del genotipo Proi12Ala en el grupo experimental (DM2) con res-
pecto al grupo control (0.114 vs 0.010). Interesantemente, la frecuencia
de este genotipo en mujeres con DM2 fue mayor que en hombres con esta
condicion. Resultados similares se reportaron en nativos americanos de la
etnia Oji-Cree (Hegele et al., 2000).

En nuestro estudio, el polimorfismo Proi2Ala muestra asociacion con
DM2 como un factor de riesgo, como ha sido reportado en varias investi-
gaciones y contrario a otros en los que se asocia como un factor protector.
En cuanto a la asociacién o no como factor protector o de riesgo, las dife-
rencias pueden ser atribuidas al hecho de que la DM2 es una enfermedad
multifactorial en la cual intervienen tanto componentes genéticos y com-
ponentes ambientales (Chritiansen et al., 2023). La mezcla racial es un
factor genético que juega un papel importante, ya que se ha demostrado
que el riesgo de padecer diabetes mellitus tipo 2 varia entre grupos racia-
les o étnicos (Weiss et al., 1984).

Se ha demostrado que los Indios Americanos poseen una de las tasas mas
altas de diabetes en el mundo (West 1978; Bennett 1983).

Estudios de prevalencia de diabetes mellitus tipo 2 en poblaciones pro-
ducto de la mezcla entre indios y caucasicos, como por ejemplo en po-
blaciones de hispanos del suroeste de Estados Unidos, muestran una pre-
valencia intermedia a la observada en indios y caucasicos (Gardner et al.,
1984; Iyengar et al.,1991).

La obesidad, el aumento en el consumo de calorias y grasas, la reduccion
en el consumo de carbohidratos complejos y la poca actividad fisica son
factores ambientales asociados a un incremento en la incidencia y pre-
valencia de diabetes mellitus tipo 2 (Hamman, 1992; Torun et al., 2002;
Klimentidis et al., 2009). A pesar de que se ha cuestionado el rol de los
factores ambientales, debido a la carencia de este tipo especifico de estu-
dio estrictamente ambientales, es importante mencionar que, en inves-
tigaciones en Hawaianos que migraron a Japén (Kawate et al., 1979; ) y
en Yemenies que migraron a Israel (Cohen et al., 1961), se observo un in-
cremento de esta patologia en los migrantes con relacion a individuos del
mismo acervo genético que no migraron, lo cual indica que el medio es un
factor que se relaciona con el desarrollo de la condicion. Esta interaccion
entre genes y ambiente podria explicar la inconsistencia en los resulta-
dos de estudios de asociacion genética con la DM2. Estudios de analisis
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de interaccion logistica de parejas de SNPs evidenciaron que la presen-
cia de ciertas parejas de SNPs se asocian significativamente como factor
de riesgo de padecer DM2 a pesar de que, individualmente, no mostraron
asociacion (Irgam et al., 2021). La interaccién entre el estilo de vida (dieta,
actividad fisica) y las variantes genéticas relacionadas con DM2 deben ser
estudiadas en cada grupo étnico (Hur et al., 2022).

Un aspecto adicional a considerar son las modificaciones epigenéticas en
la patogénesis de DM2 (Ahmed et al., 2020). Estudios realizados hace al-
gunas décadas han demostrado la relaciéon entre epigenética y diabetes
mellitus tipo 2. Se han identificado alteraciones en el patron de metilacion
del ADN en los islotes pancreaticos, tejido adiposo, musculo esquelético e
higado en individuos con DM2. De hecho, factores no genéticos asociados
al riesgo de padecer de DM2, como la obesidad, la dieta, inactividad fisica,
envejecimiento y entorno intrauterino, han sido asociados con modifica-
ciones epigenéticas (Ling et al., 2022).

En nuestro pais, la mezcla racial responde a un modelo trihibirido com-
plejo con contribuciones de africanos, europeos y amerindios (Castro et
al., 2016). Esta compleja mezcla racial podria aportar componentes gené-
ticos caracteristicos que, aunados a los factores ambientales propios de
nuestra sociedad y estilo de vida, respondan, de manera muy particular,
al desarrollo o no de la DM2. Por lo tanto, algunos componentes genéticos
presentes en nuestra poblacion, no considerarse como factores de riesgo
frente a ciertos factores ambientales o estilos de vida o bien ser conside-
rados factores de riesgo, dependiendo del género.

En resumen, este es el primer estudio sobre el polimorfismo Proi2Ala en
el gen PPARy2 en la poblacién panameiia, encontrando una posible aso-
ciacion de riesgo entre este polimorfismo y la DM2.

Conclusiones

Este trabajo representa el primer estudio sobre asociacién entre diabe-
tes mellitus tipo 2 y el polimorfismo Proi12Ala (rs18012829) a partir de
una muestra de casos y controles de la poblaciéon panameiia. La razén de
momios (OR) evidencié la asociaciéon con un riesgo relativo de 1.9735 en
aquellos con genotipo Pro12Ala. La frecuencia del genotipo Pro12Ala fue
mayor en mujeres, lo cual sugiere que estas pueden estar mas predispues-
tas a desarrollar esta condicion. Los resultados observados en este traba-
jo no necesariamente son aplicables a otras poblaciones, ya que el acer-
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vo genético de la poblacién panameiia, el estilo de vida y las condiciones
medioambientales son muy particulares.

Se hace necesario realizar estudios de asociacion de genoma completo
(GWAS), en los cuales se consideren varios marcadores de manera simul-
taneay se correlacionen estos con patrones epigenéticos y estilos de vida,
mediante un analisis de metadatos en una muestra mayor de la poblacion
panamefia considerando un disefio de casos y controles.
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Resumen

Las enfermedades no transmisibles (ENT) como tumores malignos (can-
ceres), diabetes, enfermedades cardio y cerebrovasculares, entre otras,
representan las principales causas de muerte por enfermedades en Pa-
nama. Evidencias indican que el riesgo de padecer de ENT esta asociado
con disparidades ancestrales en la poblacién panameiia, sugiriendo que el
componente genético ancestral es un factor determinante en la distribu-
cién, riesgo y muertes por ENT en nuestro pais. A pesar del alto nimero de
casos y muertes, no existen estudios cientificos en Panama que aborden
la epidemiologia genética de estas enfermedades principalmente porque
no se conocen los polimorfismos genéticos asociados con el riesgo de pa-
decer ENT. La identificacién de estos polimorfismos patogénicos tendria
importantes implicaciones como comprender la interaccion de estos ge-
nes con factores ambientales y estilos de vida, y el riesgo de desarrollar
ENT. Ademas, contribuiria al desarrollo de mejores estrategias de salud
para identificar grupos o regiones de mayor riesgo a padecer determina-
das enfermedades. Para la identificacién de estos polimorfismos de riesgo
en otras poblaciones del mundo, se han utilizado estrategias de analisis
por secuenciacion de genomas o exomas. Sin embargo, en Panama existe
diversidad de origenes genéticos y mezclas ancestrales, principalmente
indigena, europea y africana, por lo que estos datos genémicos reporta-
dos de otras poblaciones mundiales no son necesariamente aplicables en
nuestro pais. Adicionalmente, en Panama no se han realizado estudios de
secuenciacion gendmica, por lo tanto, estos estudios genémicos serian un
paso fundamental para comprender estas enfermedades en nuestra po-
blacion. Para abordar esto, en esta investigacion secuenciamos el genoma
completo de diez (10) amerindios Ngobe, quienes son los principales an-
cestros de los panamefios modernos y dominan el componente genético
de la poblacién con un 51%. Hipotetizamos que una proporcion signifi-
cativa de los polimorfismos genéticos asociados con ENT en la poblacion
panameiia podrian tener su origen en esta poblacién amerindia ancestral
y estar distribuidos en la poblacién Ngdbe actual. Para investigar esta hi-
poétesis, nos enfocamos en el analisis bioinformatico del exoma, lo que
nos permiti6 identificar multiples marcadores polimorficos posiblemente
patogénicos asociados con ENT. Los analisis genémicos demostraron que
los marcadores moleculares clinicamente mas informativos asociados a
patologias fueron los polimorfismos de nucleétidos simples (SNPs), entre
los cuales se identificaron dieciséis (16) genes con polimorfismos posi-
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blemente patogénicos. Algunas de estas variantes fueron seleccionadas
para estudios mas detallados como determinar su frecuencia alélica en
la poblacién Ngobe (proximos dos capitulos). La alta frecuencia de estos
polimorfismos no sélo tendria un impacto importante en la salud de los
Ngobes, sino también en la poblacion mestiza panamefia que representa
el mayor grupo del pais y exhibe una alta proporcién de genes de origen
Ngobe. Los datos genémicos presentados aqui representan los primeros
genomas humanos secuenciados en la poblacién panamefia y unos de los
primeros reportados en la region.

Palabras claves: Secuenciacion genémica, analisis de exoma, marcadores
moleculares, polimorfismos patogénicos, factores de riesgo genético, ge-
nética ancestral Ngobe.

Abstract

Non-communicable diseases (NCDs) such as malignant tumors (can-
cers), diabetes, and cardio- and cerebrovascular diseases, among others,
represent the leading causes of death from diseases in Panama. Despi-
te the high number of cases and deaths, there are no scientific studies in
Panama that address the genetic epidemiology of these diseases, mainly
because the genetic polymorphisms associated with a greater risk of su-
ffering from them are unknown. Identifying these pathogenic polymor-
phisms would have significant implications, such as understanding the
interaction between genes and these genes with environmental factors
and lifestyles and their roles in the risk of developing NCDs. Knowledge
of these polymorphisms would also contribute to creating better health
strategies to identify groups or regions at higher risk of suffering from
certain diseases. To identify these polymorphisms associated with a hi-
gher risk of NCDs in other populations around the world, mainly of Euro-
pean origin, genome or exome sequencing analysis strategies have been
used. However, in Panama, there is high diversity in miscegenation and
heterogeneity of genetic origins with different ancestral mixtures, mainly
indigenous, European, and African, so the genomic data reported from
other populations worldwide, primarily European, are not necessarily
applicable to the country. Additionally, no genomic sequencing studies
have been carried out in the Panamanian population, so it is necessary
to analyze local genomes to identify these polymorphisms. Analyzing
the genomes of patients and the country’s general population would be
a fundamental step toward understanding these diseases in the popu-
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lation. However, the high heterogeneity and diversity of the population,
mostly mestizos, and the highly polygenic and multifactorial nature (ge-
nes, environment, and lifestyles) of these diseases make it challenging
to generate exhaustive data to interpret all the variables comprehensi-
vely. Moreover, evidence indicates that the risk of NCDs is also associated
with ancestral disparities in the Panamanian population. This suggests
that the ancestral genetic component is a highly determining factor in
the country’s prevalence, distribution, and deaths from NCDs. Therefore,
studying the ancestral genes of the population could be a strategy that
leads to identifying these polymorphisms. To address these problems and
disparities in the Panamanian population, in this pilot research, we have
sequenced the complete genome of ten (10) Ngobe Amerindians, who are
the principal ancestors of modern Panamanians and are the ones who
dominate the genetic component of the population with a proportion of
51% as previously demonstrated. Therefore, we hypothesize that a sig-
nificant magnitude of the genetic polymorphisms associated with NCDs
in the Panamanian population could originate in this ancestral Amerin-
dian population and be distributed in the country’s general population.
Furthermore, genetic reports indicate that the Ngobes show low levels
of diversity and miscegenation, which would facilitate the identification
and interpretation of polymorphisms associated with that population. We
focused on exome bioinformatic analysis to investigate this hypothesis,
which allowed us to identify multiple possible pathogenic markers as-
sociated with increased NCD risk. Genomic analyses demonstrated that
the most clinically informative molecular markers related to pathologies
were single nucleotide polymorphisms (SNPs), among which sixteen (16)
genes were identified with polymorphisms previously reported in other
populations worldwide as pathogenic. Some of these variants were selec-
ted for more detailed studies, such as determining their allelic frequency
in the Ngobe population (next chapter). The data suggest that the high
frequency of these polymorphisms, along with other genes and environ-
mental factors such as lifestyle, could significantly impact the prevalence
of these diseases not only in the Ngobes but also in the general population
of the country represented mainly by mestizos with a high proportion of
genes of Ngobe origin. To confirm whether or not there is an association
between these polymorphisms and a higher risk of suffering from these
diseases in the population, ongoing studies analyze the genetic patter-
ns of these SNPs in groups of diagnosed patients and compare them with
control or low-risk groups. The genomic data presented here represent
the first human genomes sequenced in the Panamanian population and
some of the first reported in the region.
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Keywords: Genomic sequencing, exome analysis, molecular markers, pa-
thogenic polymorphisms, genetic risk, Ngobe ancestral genetics.

INTRODUCCION

Las enfermedades no transmisibles (ENT), también conocidas como en-
fermedades cronicas, son afecciones de larga duracién y de lenta progre-
sion. Son enfermedades de etiologia multifactorial, desarrollo poco pre-
decible, de distintos factores de riesgo y, salvo raras excepciones, de un
origen no infeccioso (OMS, 2005; Kelly et al., 2016; OMS, 2016). La OMS
ha estimado que las ENT causan la muerte de 41 millones de personas cada
afo, un equivalente al 74% de todas las muertes a nivel global. Cuando
no conducen a la muerte del enfermo, frecuentemente impactan nega-
tivamente la calidad de vida, resultando particularmente invalidantes en
diferentes grados (World Health Organization, 2016). Consistente con es-
tas tendencias mundiales, las cifras del Ministerio de Salud de Panama
(MINSA) y del Instituto Nacional de Estadisticas y Censo (INEC, Contralo-
ria General de la Republica) muestran que la principal causa de muerte por
enfermedades en el pais son las ENT, siendo el cancer y las enfermedades
cardio-vasculares las mas frecuentes, seguido de la diabetes y otras en-
fermedades metabdlicas como obesidad (Ministerio de Salud, 2018; Re-
yes, 2022). Adicionalmente, es bien conocida la asociacion entre condi-
ciones como diabetes, obesidad e hipertension con el riesgo de padecer de
diferentes ENT incluyendo algunos canceres y enfermedades vasculares,
entre otras (Mariscal Davy, 2021). Se estima que el nimero de pacientes
que sufren de ENT aumentara significativamente tanto a nivel mundial
como en Panama, resultado de una mayor expectativa de vida. En Pana-
ma, la atencion hacia estas enfermedades ha generado politicas preven-
tivas y de cuidado, incluidas en el Plan Estratégico Nacional de Preven-
cién y Control integral del cancer, enfermedades no transmisibles y sus
factores de riesgo (2014-2019 y 2019-2029, MINSA/CSS/OMS-O0PS; Inst.
Oncoldgico, 2019) y en el plan estratégico nacional para el desarrollo de la
ciencia, la tecnologia e innovaciéon (PENCYT-SENACYT) 2019-2024. Estos
planes contemplan, ademas, los objetivos de desarrollo sostenible (ODS)
de la ONU-PNUD, en particular, el objetivo #3 sobre salud y bienestar.

La falta de disponibilidad de estadisticas respecto a las enfermedades no
transmisibles que afectan al panamefio por provincia, ha dificultado tener
una idea acerca de las tendencias de estas enfermedades por regién. Sin
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embargo, para enfermedades como el cancer, diabetes y enfermedades
cardiovasculares, hay pocas estadisticas disponibles, pero muy generales,
las cuales indican que existen considerables diferencias per capita entre
provincias en la prevalencia para este grupo de enfermedades. ¢A qué se
deben estas diferencias? ;Son debidas a factores dietéticos, climaticos o
ambientales como la contaminacién, estilos de vida diferentes, biolégicos
como factores genéticos-ancestrales (indigena, europea o africana) como
sugieren algunos estudios previos? (Castro-Pérez et al., 2016; Ramos et
al., 2018). Por ejemplo, multiples estudios demuestran que la ancestrali-
dad africana es uno de los factores de riesgo fuertemente asociado con el
cancer de prostata (Bock et al., 2009; Robbins et al., 2007; Zeigler-John-
son et al., 2008). Consistente con estos reportes, en Panama las provincias
de Panama y Colon muestran la mayor prevalencia per capita de cancer
de préstata y son también, las provincias con mayor proporcién de genes
de origen africano (Arias et al., 2002; Castro-Pérez et al., 2016; Ramos et
al., 2018). Caso contrario lo representan las enfermedades cardiovascu-
lares, las cuales son mas frecuentes en pacientes de ascendencia europea
(Cheng et al., 2010; Donnan et al., 2008; Hankey, 1999). Similarmente, en
Panama, las provincias de Herreray Los Santos tienen la mayor incidencia
de muertes cardiovasculares y son estas provincias en las que los estu-
dios genéticos revelan la mayor proporcién de genes ancestrales europeos
(Arias et al., 2002; Castro-Pérez et al., 2016; Ramos et al., 2018). En cuanto
a las enfermedades metabdlicas, como diabetes, obesidad y el sindrome
metabdlico, las evidencias indican que tienen una mayor incidencia en
poblaciones indigenas de acuerdo a datos del Centro de Control y Preven-
cion de Enfermedades en los Estados Unidos (Mariscal Davy, 2021). Bocas
del Toro, Chiriqui, Panama y Coldon son las provincias con mayor preva-
lencia de obesidad y en las que dominan genes de origen indigena (Ngdbe)
(Sasson et al., 2014; Arias et al., 2002; Castro-Pérez et al., 2016; Ramos
et al., 2018). Ademas, varios estudios indican que la obesidad, diabetes y
el sindrome metabdlico son condiciones que se asocian con mayor riesgo
de algunos canceres, hipertension y otras condiciones crénicas (Mariscal
Davy, 2021).

En Panama estos estudios genéticos se han realizado utilizando marcado-
res generales como microsatélites STR (del inglés Short Tandem Repeats)
(Castro-Pérez et al., 2016) e InDels (Inserciones/deleciones) (Ramos et
al., 2018) y marcadores proteicos clasicos (Arias et al. 2002). Estos estu-
dios han abordado el problema de la epidemiologia genética de manera
indirecta con marcadores moleculares generales, encontrando una fuerte
asociacion entre la distribucion y prevalencia de muertes por ENT. A pe-
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sar de dicha asociacién, no hay hasta el momento estudios genéticos o
genomicos que hayan identificado en la poblacién panamefia los genes y
polimorfismos especificos, y su relacion con factores de riesgo ambienta-
les para estas enfermedades. Identificar estos polimorfismos es esencial
para comprender la etiologia y distribucion de estas enfermedades, sus
factores de riesgo genético y su relacién con riesgos ambientales y esti-
los de vida, contaminacion, etc. Ademas, esto contribuiria a mejorar su
diagnostico y el posible desarrollo de mejores tratamientos y de politicas
de prevencién mas acordes con la genética autdctona, sentando las bases
para una medicina gendmica, de precisiéon y prevencion en el pais.

Para identificar polimorfismos genéticos asociados a mayor riesgo de pa-
decer ENT, se han realizado numerosos estudios de secuenciaciéon gené-
mica y/o de exoma en diferentes poblaciones del mundo (principalmente
europeos y mas recientemente asiaticos) generando cientos de reportes y
miles de polimorfismos asociados a multiples enfermedades (Ross et al.,
2020). Sin embargo, estos polimorfismos identificados en otras poblacio-
nes del mundo no son necesariamente aplicables a la poblacion panamefia
con una mezcla ancestral Gnica y muy compleja con genes de origen in-
digenas, europeos y africanos (Arias et al., 2002; Castro Pérez et al., 2016;
Ramos et al., 2018). Ademas, un tipico genoma humano tiene mas de 3.5
millones de polimorfismos tan sélo de marcadores tipo SNP, los cuales
varian de una poblacion a otra, por lo que es necesario analizar el genoma
de cada poblacion para identificar los polimorfismos clinicamente rele-
vantes para dicha poblacion en particular (Ross et al., 2020). Los datos ge-
noémicos reportados hasta la fecha corresponden principalmente a geno-
mas secuenciados de poblaciones de ascendencia europea (cerca del 80%)
y mas recientemente algunas africanas (mayormente afro-americanos,
2%)y asiaticas (10%) (Gurdasani et al., 2019; Sirugo et al., 2019). Este tipo
de estudios, donde se secuencian genomas o exomas, no se han realiza-
do en la poblacion panameiia y a nivel de poblaciones latinoamericanas e
indigenas los datos genémicos son muy pocos (alrededor del 1%) (Gurda-
sani et al., 2019; Sirugo et al., 2019; Popejoy & Fullerton, 2016). La falta de
genomas secuenciados de poblaciones latinoamericanas demuestra que
hay muy poca diversidad de genomas disponibles en las bases de datos,
por lo que los datos genémicos de otras poblaciones del mundo no son
representativos de la genética del panamefio con altos niveles de mestiza-
je. La alta diversidad y heterogeneidad de los genomas panamerios, es un
factor que dificulta la generacion e interpretacion de datos genémicos, ya
que se requeriria secuenciar muchos genomas para obtener la mayor sig-
nificancia posible. Ademas, el caracter altamente poligénico y multifac-
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torial (genes, ambiente y estilos de vida) de estas enfermedades, dificulta
aun mas la interpretacion integral de todas las variables y sus roles como
factores de riesgo.

Para abordar estos problemas, en esta investigacion piloto nos hemos
embarcado en identificar por primera vez los polimorfismos genéticos
de importancia biomédica asociados a las enfermedades en la poblacion
panameifia mediante secuenciacién del genoma completo de diez (10) in-
dividuos de la poblacién Ngobe. Los reportes previos sefialan que, aunque
los Ngobe representan menos del 5% de la poblacién actual del pais, sus
genes aportan la mayor contribucion al trasfondo genético ancestral del
panamerio, permeando con aproximadamente 51% de genes Ngdbe en el
acervo genético de la poblacién (Castro et al., 2007; Castro-Pérez et al.,
2016; Ramos et. al., 2018). Dada la alta contribucién ancestral de la pobla-
cién Ngobe en el trasfondo genético de la poblacion actual del pais, esto
sugiere que gran parte de los genes asociados a mayor riesgo de ENT y
problemas biomédicos podrian tener un origen en esta poblacién ances-
tral (Arias, 1991). Por lo tanto, hipotetizamos que secuenciar el genoma de
algunos individuos de la poblacién ancestral Ngobe seria un buen punto
de partida para un estudio piloto que podria conducirnos a la identifica-
cion de polimorfismos genéticos asociados a ENT en el panamefio. Ade-
mas, los reportes genéticos indican que la poblacién Ngébe muestra muy
bajos niveles de diversidad y mestizaje, por lo que es una poblaciéon ho-
mogénea que facilitaria la identificacion de polimorfismos asociados de
manera especifica a la misma y su interpretacion.

Aunque secuenciamos el genoma completo de los diez individuos Ngobe,
los andlisis bioinformaticos para identificar polimorfismos patogénicos
de riesgo a ENT los enfocamos en el exoma (regiones condificantes de
proteinas y RNAs), ya que las evidencias indican que aproximadamente,
el 80-90% de las enfermedades conocidas son causadas a nivel de exones
(Sant Joan de Déu Barcelona Hospital, 2014). Se analizaron cuatro marca-
dores moleculares polimoérficos incluyendo variantes estructurales (SVs),
variantes en numero de copias (CNVs), inserciones/deleciones (InDels) y
polimorfismos de nucleétidos simples (SNPs). Los analisis determinaron
que los marcadores moleculares mas informativos clinicamente y posi-
blemente asociados a ENT fueron los SNPs. Entre ellos, se identificaron
dieciséis (16) genes con polimorfismos clinicamente mas relevantes, al-
gunas de las cuales fueron seleccionadas para estudios mas detallados,
parte de los cuales son presentados en el siguiente capitulo. La alta fre-
cuencia de estos polimorfismos patogénicos en la poblacién Ngobe im-
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plicaria que estos polimorfismos, en conjunto con otros genes y factores
ambientales como estilos de vida, podrian contribuir en la prevalencia
y distribucion de estas enfermedades no sélo de esta poblacion indige-
na, sino también en la poblaciéon general del pais mayormente mestiza
(alrededor del 70%), la cual exhibe una alta proporcién (51%) de genes
ancestrales de origen Ngobe. Los datos genémicos presentados aqui re-
presentan los primeros genomas humanos secuenciados en la poblacién
panamefia y unos de los primeros reportados en la region.

Metodologia
Obtencion de muestras y analisis
preliminar de ADN

Para el proyecto se utilizaron muestras de ADN amerindio (Ngobe) de
individuos no relacionados, en al menos el cuarto nivel de consanguini-
dad, obtenidas a partir de sangre periférica. Estas muestras son parte del
banco de ADN del Departamento de Genética y Biologia Molecular de la
Universidad de Panama colectados en proyectos desarrollados y publica-
dos previamente (Arias et al., 1993; Jorge-Nebert et al., 2002; Petersen
etal., 1991; Castro et al., 2007). Se verifico la concentracién (mayor o igual
a 100ng/uL como minimo) y la razén de pureza por contaminaciéon por
proteinas (260/280nm) y por otros contaminantes (260/230nm) en las
muestras por espectrofotométrica en NanoDrop (ThermoFisher). La cali-
dad del ADN se evalué por electroforesis en agarosa al 1% tefiida con Ge-
IRed en amortiguador TAE1X, donde se escogieron muestras con bandas
de alto peso molecular (banda de alrededor de 20Kb) como indicativo de
buena calidad (poca degradacion).

Sexado de las muestras de ADN
mediante deteccion del Cromosoma Y
por PCR

Con el objetivo de garantizar un balance en la proporcién de genomas de
varén y mujer secuenciados, se verifico el sexo de las muestras mediante
deteccion del cromosoma Y por PCR. Para identificar el linaje masculino
de las muestras se utilizaron un par de cebadores de oligonucledtidos: Y1
y Y2, que flanquean un fragmento de 170 pb de las repeticiones alfoides
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del cromosoma Y humano (YI: ATG ATA GAA CGG AAA TAT G; Y2: AGT
AGA ATG CAA AGG GCT CC, (Witt & Erickson, 1989; Wolfe et al., 1985). Los
cebadores fueron sintetizados por la compaifiia IDTDNA Technologies y
purificados mediante precipitacién estandar (standard desalting). La mez-
cla de reaccién para amplificar esta region del cromosoma Y consistié en
15 uL de Mastermix (2X Blastag™ PCR Taq MasterMix, abm Cat. #G895),
3ul de cada primer (5 pM cada uno), 1 pL de ADN y 8 pL de agua libre de
nucleasas en un volumen final de 30 pL. La PCR se realiz6 en un termoci-
clador Applied Biosystems 2720 y las condiciones utilizadas para ampli-
ficar el cromosoma Y fueron 94 °C durante 8 min, 30 ciclos a 94 °C por 1
min, 55 °C por 1 min, 72 °C por 2 min, y al final 12 °C por un tiempo inde-
finido. Los productos de amplificacion de 170 pb fueron resueltos en elec-
troforesis de agarosa al 1% tefiida con GelRed en tamp6n TAE 1X. Como
control utilizamos un estandar de peso molecular (100bp ladder). Como
control positivo de amplificacién utilizamos el gen nuclear PPARy2, del
cual teniamos cebadores disponibles en el laboratorio: 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 amplificacién del gen control consistié en 15 pL de Mastermix (abm
Cat.#G895), 2 pL de ambos primers (10pM cada uno), 1 uL. de ADN y 10 uL
de agua libre de nucleasas en un volumen final de 30 pL. Las condiciones
empleadas en el termociclador (Applied Biosystems 2720) para la ampli-
ficacion del gen control fueron 94 °C 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 5miny
al final 12 °C por un tiempo indefinido. El producto de 270 pb fue resuel-
to en electroforesis de agarosa al 1% tefiida con GelRed en amortiguador
TAE 1X. Como control utilizamos un estandar de peso molecular (100 bp
ladder). Todos los resultados de las electroforesis tanto muestras de ADN
como amplificaciones por PCR fueron documentados con un Gel Doc™ EZ
System (BioRad).

Secuenciacion NGS en Illumina

Una vez se determind el sexo de las muestras, se escogieron cinco (5)
muestras identificadas como varones y cinco (5) identificadas como fé-
minas. Las muestras fueron preparadas para envio a Estados Unidos para
los servicios de secuenciacion de nueva generacion (NGS) del genoma
completo y analisis bioinformatico preliminar. El proceso de secuencia-
cion de nueva generacion (NGS, del inglés Next Generation Sequencing) fue
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llevado a cabo por la compaiiia Novogene, butilizando los “kits” de la em-
presa Illumina, fabricante de secuenciadores de NGS (Folletos de Illumi-
na, 2014/2015; Westenberger, 2020).

Brevemente, las muestras son procesadas para verificar con controles
de calidad adicionales mediante analisis de concentracion con el sistema
“Qubit” y para la calidad se utiliza el sistema “TapeStation”. Las mues-
tras fueron luego fragmentadas por endonucleasas a fin de generar ex-
tremos pegajosos compatibles con oligonucle6tidos adaptadores que son
unidos con ADN ligasa. Estos fragmentos con adaptadores fueron ampli-
ficados por PCR, purificados en columnas y se seleccionan por calidad y
tamafio mediante el Qubit y el sistema TapeStation. Los fragmentos pu-
rificados constituyen la biblioteca gendmica, los cuales son ligados a los
chips de secuenciacion de Illumina. La secuenciaciéon NGS genera racimos
(“clusters”) de miles de fragmentos de ADN que son sintetizadas y se-
cuenciadas in situ. Los fragmentos secuenciados generan lecturas (reads)
tienen una longitud de entre 200 y 400 pares de bases (Folletos de Illumi-
na, 2014/2015; Westenberger, 2020; Rubio et al., 2020).

Analisis bioinformatico NGS preliminar

Los analisis preliminares fueron realizados por Novogene con programas
de analisis y plataformas de supercomputadoras. Los analisis bioinfor-
maticos preliminares realizados por Novogene incluyeron control de ca-
lidad de las secuencias, alineamiento con el genoma humano de referen-
cia, estadisticos de profundidad y de cobertura de secuenciacién (Rubio
et al., 2020). Ademas, incluyd la identificacion preliminar (datos crudos
sin procesar), anotacion y estadisticas de miles de marcadores molecula-
res de cuatro tipos SV, CNV, InDels y SNPs (explicados mas adelante), para
cada genoma secuenciado.

Para el control de calidad se descartaron las lecturas de extremos empa-
rejados que contenian contaminacion del adaptador, y se determino el to-
tal de lecturas que se secuenciaron (reads) y cuantas de ellas eran limpias
o contenian secuencias no especificas (“N” o con alguna otra ambigiie-
dad). Para garantizar los analisis posteriores, se requiere que la calidad
de la mayoria de las bases sea superior a Q20, que indica una tasa de error
de secuenciacion maxima de 1/100, asi como una tasa de secuenciacion
correcta del 99%. De acuerdo con la caracteristica de secuenciacion de la
plataforma Illumina, para generar un buen analisis de los datos es reque-
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rido que el porcentaje medio de las secuencias sea de Q30, es decir, una
tasa de error de secuenciacion maxima de 1/1000.

Alineamiento y mapeo con el genoma humano de referencia

Se mapearon las lecturas limpias de extremos emparejados y se alinea-
ron con el genoma humano de referencia con Burrows-Wheeler Aligner
(BWA v0.7.17) (Li y Durbin, 2009) y para exportar los archivos alineados
en formato “BAM”. Los archivos BAM se ordenaron con SAMtools (Sam-
tools v1.8) (Li et al., 2009; Danecek et al., 2021) y las lecturas duplicadas
se marcaron con Picard (Picard v2.18.9) (https://broadinstitute.github.io/
picard/). Luego, se obtuvieron los archivos BAM finales y después se cal-
culd la coberturay la profundidad de cobertura con base en BAM para cada
genoma (Rubio et al., 2020).

Marcadores moleculares analizados

Se identificaron y anotaron miles de marcadores moleculares de cuatro
tipos (SV, CNV, InDels y SNPs) para cada genoma secuenciado. A conti-
nuacion, explicamos brevemente cada uno de estos marcadores molecu-
lares. Las variaciones estructurales (SV, del inglés Structural Variations)
son variantes genéticas de tamafio relativamente grande (>50 pb) e in-
cluyen cinco tipos: translocaciones (desplazamiento de un segmento de
ADN a un nuevo lugar en el mismo cromosoma u otros cromosomas en
el genoma), deleciones (pérdida de un segmento de ADN), duplicaciones,
llamadas también amplificaciones (aumento de una o mas copias adicio-
nales de un fragmento de ADN, y se repiten justo al lado del fragmento
original), inserciones (adiciéon de uno o mas nucleétidos en un segmento
de ADN) e inversiones (un segmento de ADN se desprende y se vuelve a
unir dentro de su posicién original, pero con la orientacién opuesta). Los
InDels (inserciones/deleciones) son otro tipo de marcadores molecula-
res, pero de tamafio menor de 50 pb. Las variaciones en ntimero de co-
pias (CNVs, del inglés Copy Number Variations) son marcadores genéticos
que conducen a variaciones en el nimero de copias de fragmentos relati-
vamente largos (mas de 50 pb) entre individuos. Hay dos tipos de CNVs:
ganancia y pérdida de copias. Los polimorfismos de nucleétidos simples
(SNPs, del inglés Single Nucleotide Polimorphisms), también conocidos
como variantes de nucledtidos simples (SNVs, del inglés Single Nucleotide
Variations), constituyen la clase mas amplia de variantes genéticas en el
genoma y consisten en la sustituciéon (reemplazo) de un nucleétido por



184« ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA

otro y pueden ser de dos tipos: transiciones (sustitucion de una base pi-
rica por otra base purica [A o G], o de una base pirimidinica por otra base
pirimidinica [C o T]); o transversiones (sustitucion de una purina [A o G]
por una pirimidina [C o T] o viceversa) (Collins y Jukes, 1994; Klug et al.,
2006; Griffiths et al., 2008).

Mapeo, identificacion y anotacion de
marcadores polimorficos

Luego del mapeo y alineamiento con el genoma de referencia, se realiza-
ron las anotaciones de variantes con la herramienta ANNOVAR v2015Dec14
(Wang et al., 2010) incluyendo cambios en la codificacién de proteinas,
regiones gendmicas afectadas por las variantes, comparacion en frecuen-
cia alélica con poblaciones de referencia, prediccion de patogenicidad,
riesgo, asociacion, etc.

Las variantes genéticas de interés biomédico y clinico de SNPs e InDels
fueron identificadas usando Genome Analysis Tool Kit (GATK v4.0) Ha-
plotype Caller (McKenna et al., 2010; Poplin et al., 2017). Los SVs fueron
detectados utilizando DELLY v0.8.7 (Rausch et al., 2012); y los CNVs fue-
ron detectados utilizando control-FREEC vi1.4 (Boeva et al., 2011; Boe-
va et al., 2012). Las regiones de interés se enfatizaron creando intervalos
utilizando Bedtools (Quinlan y Hall, 2010) y la profundidad de cobertura
de secuenciacion de los intervalos fue determinada utilizando GATK (pro-
fundidad de cobertura). Estos analisis generaron enormes tablas de MS
Excel similares a la Tabla 1 (ejemplo enfocado en SNPs) para cada mar-
cador molecular (SV, CNV, InDels, SNP) y cada genoma que fueron some-
tidas a analisis mas exhaustivos de miles de genes candidatos utilizando
estrategias de big data con filtros de MS Excel que refinaron la identifi-
cacion precisa de los genes candidatos posiblemente implicados en ENT.

Inicialmente se desconocia cual de los cuatro marcadores resultaria en la
identificacion de variantes asociadas a ENT, por lo que decidimos estu-
diarlos todos. Estos analisis consistieron en una buisqueda 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 y criterios recomendados por las Guias
y Estandares de la Asociacién Médica Americana de Genética y Genémi-
ca Médica para el analisis e interpretacion de variantes moleculares (Li
et al., 2017; Richards et al., 2015) y usando criterios de las bases de datos
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clinicas que recomiendan estas guias. Por ejemplo, en la Tabla 1 presen-
ta datos de SNPs, donde en la columna Func (funcion), se filtr6 seleccio-
nando exonic pues es en los exones donde se encuentran los cambios de
aminodacidos, que estan evidenciados en la columna “AAChange”. Sucesi-
vamente, se hizo un filtro en la columna “CLNSIG” (significancia clinica)
para que resultaran solo las variantes con las opciones de filtro: “affects,
Affects_association, association, association_risk factor, drug response, pa-
thogenic, pathogenic protective y risk factor”. Después de la deteccion de va-
riantes gendmicas, se realiz6 la anotacion de variantes con la herramien-
ta ANNOVAR (Wang et al., 2010). Esta informacién generada en las tablas
fue, ademas, contrastada con otros criterios de las bases de datos clinicas
en multiples aspectos, incluidos cambios en la codificacion de proteinas,
regiones gendmicas afectadas por las variantes, frecuencia de alelos, pre-
diccion de efectos nocivos, entre otros. Las principales bases de datos uti-
lizadas fueron las siguientes:

1. Seutilizaron las bases de datos “RefSeq” y “Gencode” para identificar
regiones genémicas afectadas por las variantes y posibles cambios en
la proteina.

2. Se anotaron las caracteristicas de las regiones genémicas afectadas
por las variantes, como las citobandas (cytoband), ARNs pequeios, si-
tos diana regulatorios de microRNA mamifero conservados, regiones
conservadas de vertebrados, sitios de unién de factor de transcripcion,
repeticiones, etc.

3. La prediccion de la nocividad de mutaciones se realizé con los pun-
tajes de SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) (Ng y Henikoff, 2003);
PolyPhen2 (Polymorphism Phenotyping v2, Adzhubei et al., 2013),
MutationAssessor (Reva et al., 2011), LRT (likelihood ratio test) y CADD
(Combined Annotation Dependent Depletion, Kircher et al., 2014). Se
usaron los puntajes de GERP++ (Genomic Evolutionary Rate Profiling,
Davydov et al., 2010) para acceder a las conservaciones de mutaciones.

4. A fin de encontrar las frecuencias alélicas alternativas en poblaciones
reportadas previamente, se usaron bases de datos establecidas como
1000 Human Genome, Exome Aggregation Consortoium (ExAC), Ge-
nome Aggregation Database (gnomAD) y exome sequencing Project
(ESP).

5. Se usaron las bases de datos dbSNP (SNP data base), COSMIC (Catalo-
gue Of Somatic Mutations In Cancer), (Tate et al., 2019), OMIM (Online
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Mendelian Inheritance In Man), GWAS (Genome Wide Association Studies)
Catalog (Sollis et al., 2023) y HGMD (Human Gene Mutation Database),
(Stenson et al., 2003) para encontrar informacion reportada sobre las
variantes, como los principales (top) SNPs en GWAS y asociaciones a
cancer u otras enfermedades.

6. Se proporcionoé informaciéon adicional sobre la anotaciéon funcional
o de las vias aplicando las bases de datos, incluyendo Gene Ontology,
KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, Kanehisa et al., 2008),
Reactome (Croft et al., 2011), Biocarta y PID (Pathway Interaction Data-
base, Schaefer et al., 2009).

Tabla 1. Algunos criterios de analisis para identificar polimorfismos patogénicos.

Gene{ » [func]) [~/ Gene « Exorickuny = «|cunom - [fvse ) E}
MTHFR  exonic  MM_001330358,NM_00% missense SV MTHFR:NM_001330358:ex0n5:c.CTBET:p. A263V,| Meoplasm_of stomach|Gastrointestin drug_respanse

SDE3 emonic  NM_014558 missense S8V SOCINM_ 014654 exnndoc. CH86T:p. T3E91 Obesity,_association_with association

FiAH eminic  NM_000441 Friggense SHV FAAHINM_D0 1440 emnadic CI854p. PFLIST Pobytubstance_abuse, susceptibility t risk_Factor

ILGR exdnic  NM_000565 enitisense SHV ILER:NM_DD0565:exondss. A1DT3C:p. DISEA Ieberbeukin 6, serum_level_of,_quant association

FOGRZA  exomic WM 00M136219, MM _02]missense SHV FOGR2A:NM_001136219:ex0nd. AS00G . HISTR Lupus_nephritis,_susceptibility o] Pse drug_response
EPHN1  ewonic  MM_O0OL30,NA_D0113¢ missense SV EPHN1:NM_000130:ex0n32¢. T337Cp.Y113H, EPHY EPOXIDE_HYDROLASE_1_POLYMORPY drug_response

GLER exonic  NM_001486 migsense SNV GIXRNM_0014880m0n] 50, TI33 N puLa46R Fasting_plasma_glucose_level_quantil association
SLCLIAL exonic  WM_DOOSTE missense SNV SLCTTALNM_O00578emon]15:c.G162TA:p. 543N Buruli_ulcer, _susceptibility 10 rigk_factor
GMRL [ HM_000134941 WM 000 missense SHV GHRLNM 00113494 6sexnn?:c A116T:p. 0391, GHI Dbesity risk_factor
AP exonkc  MM_004628 missense SHV PCNM_O04628enon 16, C28154:p. Q935K Neroderma_pigmentossm [not_specsi drug_respanse
ADDY  emonic  WM_001119,N8A_D01284 missense S8V ADDL:NM_001115%enon10:c.G1378Tp. G450W, AL Hypertension, _salt-senditive_essential drug_response
TLR1 e WM _003263 Friggense MV TLRL:NM_D03263anna:c. AT43G:p. N248S Leprosy_5 righ_tactod
UGT2BLS exteie  MM_D0I0TE Fritssense SV UGT2BL5:MM 000762001t TIS3GP.YESD  oxazepam_response_- Other[lorazep drug_response
ADREZ exomic MM 000024 missense SV ADRE2:NM_000024:exon ] . G464:0. G168 salbutamol_response_-_Efficacy|salms drug_response
PRARGCIEemonic MM 001172658, MM _000 missense SHV PRARGC1E-MM_000172658 excnd:c. G490C:pLd 16 Obesity, wariation_in association
CRUZ  emonic  WM_00LOGS21E missense SNV ORI3:NM_D01005216:ex00]:0. AZ3TGR THAZA  CIHEX,_abiity_to_smell Affects

ORI [0 WM 00005216 riggense SNV ORZI3:NM_DOL00G216:ex0on] . GETTAD.R2260 CIMEN, abiity to_smel Affects

PLARGT emomic  MM_O01168357, WM _00% missense SHV PLARGT-NM_001168357-ex0n11:c. TI1360:p V3RS Asthma_and_atogry, _susceptibility to risk_factor

Seleccion de SNPs clinicamente patogénicos asociados a ENT

Los criterios y parametros descritos arriba fueron analizados en el con-
junto de los datos de las diferentes variantes/polimorfismos, identifica-
dos preliminarmente en las tablas de MS Excel para cada uno de los cuatro
marcadores moleculares para cada genoma con el objetivo de generar una
lista mas reducida con los genes y variantes de mayor significancia clinica
y probabilidad de tener un papel patogénico/riesgo a ENTs. Luego de rea-
lizar estos andlisis exhaustivos basados en los criterios mencionados se
determiné que los marcadores CNV, SV e InDel no eran muy informativos
en términos de significancia biomédica relacionadas a ENT segun las ba-
ses de datos clinicas (ver resultados). Sin embargo, los SNPs si mostraron
significancia clinica patogénica en riesgo, por lo que enfocamos el resto
de los analisis basados en marcadores SNPs.
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Para los analisis de SNPs, filtramos los datos de la columna CLNSIG, que
indicaba la significancia clinica de cada variante. Centramos nuestra
atencion 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 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 condiciones patogénicas como canceres, diabe-
tes y enfermedades cardiovasculares, entre otras, en la columna CLNDN
(ClinVar, Clinical Variants). Para cada gen y sus variantes polimorficas de
esas categorias, nos enfocamos en los datos de las columnas como SIFT,
Polyphen2_ HDIV, Polyphen2_HVAR, LRT, Mutation Taster (Schwarz et
al., 2014 ), MutationAssessor y FATHMM (Functional Analysis through Hi-
dden Markov Models, Rogers et al., 2018) para identificar cudles y cuantas
variantes funcionales o deletéreas resultaban conectadas a ENT. También
investigamos esas variantes polimérficas en distintas bases de datos, que
comprendian dbSNP, ClinVar, OMIM, UniProt y VarSome para verificar si
la informacion sobre su patogenicidad estaba actualizada. Un criterio adi-
cional que utilizamos es que la variante identificada estuviese presente en
al menos la mitad, es decir, cinco (5) de los diez genomas secuenciados.
La presencia del polimorfismo en cinco o mas de los genomas podria in-
dicar una posible mayor probabilidad de que el mismo estuviese en alta
frecuencia no sélo en la poblacién (ancestral) Ngdbe, sino también en el
resto de la poblacion mestiza, que representa la mayor parte del pais y
exhibe un alto trasfondo genético de origen Ngobe (Castro-Pérez et al.,
2016; Ramos et al., 2018). Adicionalmente, se investigé informacién so-
bre estos genes/polimorfismos en la literatura para confirmar cuales es-
taban mas asociados a ENT. Los multiples analisis realizados de manera
exhaustiva, las comparaciones con varias bases de datos, asi como para-
metros y criterios explicados arriba, resultaron en un listado de 16 genes
con variantes/polimorfismos SNPs patogénicos de riesgo que segun estos
analisis mostraron mayor probabilidad de ser asociados a diferentes ENT
(ver resultados, Tabla 5).
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Resultados
Concentracion y Pureza del ADN

Se cuantificaron las muestras mediante NanoDrop, de las cuales se presen-
tan algunas muestras representativas en la Tabla 2. Todas las muestras de
ADN mostraron una concentracion superior de 100 ng/pL. En cuanto a la
razon 260/28onm y la razon de 260/230nm, la mayoria mostraron valores
superiores a 1.8 para 260/280nm y entre 1.0 y 2.0 para 260/23onm. Todas
estas mediciones generaron valores que estaban dentro de los parametros
minimos de acuerdo con los estandares de calidad requeridos por la com-
paiiia que realizaria la secuenciacion genémica Novegene (Tabla 2).

Tabla 2. Concentracion y pureza de ADN determinadas en NanoDrop.

#  Muestra/Codigo ng/pL 260/280nm 260/230nm
1 P11/2 420.5 1.81 1.91
2 732/2 199.7 1.82 1.27
3 P2/3 1008.7 1.80 2.06
A P2 342.1 1.83 0.92
5 P6 242.8 1.83 0.74
6 736D 160.6 1.80 2.01
7 852 143.3 1.81 1.78
Calidad del ADN

Se seleccionaron las muestras con mejor concentracion para analizar la
calidad de las mismas mediante electroforesis en agarosa. Esta técnica
nos permitié verificar si habia degradacién del ADN, es decir, bajo peso
molecular o manchas de smear. Los analisis demostraron que la mayoria
de las muestras tenian ADN de alto peso molecular con muy poca o nin-
guna seflal de degradacién. La Figura 1 evidencia algunas muestras repre-
sentativas de la buena calidad del ADN. La buena calidad de las muestras
de ADN fue confirmada mediante analisis en TapeStation por Novogene
(datos no mostrados).
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Figura 1. Electroforesis en agarosa de ADN genémico. Arriba: Carril 1 100bp PCR Ladder;
carriles 2-12: muestras 709/2, 717, 727/2, 723/2, P14/2, 713/2, 722/2, 846, 712/2, 842, 718/2.
Abajo: Carril 1 100 bp PCR Ladder; carriles 2-12: muestras 847, 714, 844, 713, 728/2, 836,

850, 843b, 706/3, 729, 711/2. Las muestras presentaron bandas de alto peso molecular.

Sexado de las muestras mediante
deteccion del cromosoma Y por PCR

El sexado de las muestras se realiz6 mediante identificacién molecular del
cromosoma Y por PCR, amplificando un fragmento de 170 pb de las repe-
ticiones alfoides de dicho cromosoma. El gen nuclear PPARy2 fue utilizado
como control positivo de amplificacién. La Figura 2 y la Tabla 3 eviden-
cian los resultados de algunas muestras representativas la amplificacion
exitosa de ambos genes y la determinacion del sexo de cada muestra, res-
pectivamente. Como se esperaba, todas las muestras amplificaron el gen



190 < ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA

control PPARy2, excepto el Master Mix control negativo (C-), mientras
que en el cromosoma Y amplificaron las muestras P11/2, P2/3, P/2, 852,
P13/2, P10/2 y P6/2 resultaron ser varones; mientras que las muestras
732/2, P6y 736D resultaron ser femeninas.

1 2 3 4 5 7 8 9 10 11 12

Escalera P11/2 7312 3 P2 P& 736D 852 PL32 PIO2 P&2  C-

.
L CLLT LT T L

L % ]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Escalera PL1/2 73272 PXY3 P2 P6 736D 852 P13/2 P1O/2 P62 C-

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de PCR del gen nuclear control (arriba) y el frag-
mento del cromosoma (abajo). Arriba: gen control PPARy2, de izquierda a derecha mues-
tras P11/2, 732/2, P2/3, P2, P6, 736D, 852, P13/2, P10/2, P6/2 y Master Mix control negati-
vo. Abajo: PCR de cromosoma Y, de izquierda a derecha muestras: P11/2, 732/2, P2/3, P2,
P6, 736D, 852, P13/2, P10/2, P6/2 y Master Mix control negativo (C-).
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Tabla 3. Resultados representativos de los analisis de PCR con el control de amplificacion
(gen nuclear PPARy2) y PCR del cromosoma Y verificados en electroforesis en agarosa.

Carril Codigo PPARy2 CromosomaY Resultado

1 Ladder N.A. N.A. N.A.

2 P11/2 + + Varén
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 + + Varén
12 M.Mix control - - - N.A.

Analisis de secuencias genomicas de nueva generacion:
Tasa de error, puntuacion de calidad y composicion de bases.

La Figura 3 muestra graficas representativas de la distribucion de errores
en cada posicion de cada lectura/read (error rate distribution along reads),
asi como su puntuacion de calidad (Q, quality score distribution along reads)
y el contenido de bases G/C y A/T. Los analisis demuestran que la tasa de
error de las secuencias estuvo en 0.03% en todos los genomas (Figura 34,
Tabla 4), mientras que la puntuacion de calidad fue superior a Q30 en mas
del 90% de las secuencias (Figura 3B y Tabla 4). En cuanto a la compo-
sicion de bases, las mismas estuvieron alrededor del 30% cada una para
A/T (A + T = 60%) vy alrededor del 20% cada una para G/C (G + C = 40%)
con un promedio de 41.335% y bases no especificas “N” menos del 0.00%
(Figura 3Cy Tabla 4). Esto demuestra que no hay sesgo en el contenido del
apareamiento de bases de los genomas secuenciados.
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Figura 3. Graficas representativas de la distribucion en tasa de error, calidad y contenido
de bases alo largo de las lecturas (reads). A. Tasa de error a lo largo de las lecturas muestra
que el error fue entre 0.02% y 0.035%. B. La puntuacion de calidad (Q) fue superior a Q30
en mas del 90% de las secuencias (Tabla 4). C. El contenido de bases muestra proporcio-
nes iguales de A/T (30% cada una) y G/C (20% cada una, promedio de 41.335%), como se

esperaba, no hay discrepancias en proporcion de bases.

Las lecturas fueron analizadas para determinar posibles errores y eli-
minar cualquier secuencia contaminante relacionada con los adaptado-
res. Los genomas secuenciados con codigos P729, P11/2, P723/2, P849 y
P728/2 corresponden a varones (hombres, H) y los genomas con cédigos
P732/2, P722/2, P14/2, P713 y P715 corresponden a féminas (mujeres, M).
Los analisis demostraron que todos los genomas presentaron un porcen-
taje superior al 99.83% de lecturas limpias, menos del 0.00% de las se-
cuencias eran no especificas (“N”) y menos del 0.00% eran secuencias
de baja calidad, mientras que tan solo menos del 0.17% fueron secuencias
asociadas con los adaptadores (Figura 4). Estos datos demuestran que los
genomas presentaron excelente calidad con secuencias obtenidas alta-
mente confiables.
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P&49 (H) PT3ZZ (M) P11/2 (H) PT29 (H)

F7282 (H) PF723/1 (H) FT22/2 (M)

Lecturas limpias 99.83%
Contienen “N (0.00%)

Baja Calidad 0.00%

H_I.5 ““ H"_'{M_] PH"?',{_M] I:] Relacionadas a adaptadores 0.17%

Figura 4. Graficas de pastel mostrando la calidad en las lecturas (sin procesar) de las se-
cuencias gendmicas. En el cddigo “H” indica genoma hombre (varén) y “M” indica ge-
noma de mujer (fémina). Las graficas ilustran que los datos de los diez genomas secuen-
ciados son de alta calidad con aproximadamente 99.83% de lecturas limpias (violeta) y el
porcentaje de error de 0.03% (Tabla 4). En todos los genomas el porcentaje de secuencias
no especificas (“N”, amarillo) o de baja calidad (anaranjado) es menor de 0.00%. El por-
centaje de secuencias relacionadas con adaptadores es del 0.17% (verde).

Mapeo con el genoma de referencia,
cobertura y profundidad

La Figura 5 muestra la distribucion de profundidad de todas las ba-
ses en cada genoma, la cual fue en promedio 32 entre todas las lec-
turas (5A, Tabla 4) vy la distribucion acumulativa de profundidades
en todas las bases de cada genoma, demostrando que el 100% de las
bases mapeadas tuvieron profundidad mayor de cero (5B).

La Tabla 4 muestra las estadisticas de calidad, mapeo, cobertura
y profundidad en cada genoma secuenciado. Para estos analisis se
utilizaron solamente las lecturas limpias. La puntuacién de cali-
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dad de las secuencias fue de 97.666% para Q20 y 93.583% para Q30.
En cuanto a la cobertura con el genoma humano de referencia, el
promedio fue de 99.292% con una profundidad promedio de 32.231
veces entre todos los genomas. La cobertura con el genoma de re-
ferencia fue superior a 4 veces en al menos 98 — 99%; superior a 10
veces en al menos 97 — 98%; y superior a 20 veces en al menos 84
— 96% de todas las secuencias genémicas.

A o P B= | - BT
w PR N T3
L il T 2
N m Fid #ii_3
e '- u P ST3 2
i o e Pnas
- . a2 &4 3
T = s o2
F " FrS BT
2| it £
— 7L 1
3| I i
- . =
= = [T}
[ ¥, -
- "k =
£ L. % g
AR £
= For.
i
n i i
=k
¥ O\
a = F-iy J.K Ly 0 »o J..l'.l Pl 00
Proporcidn de diferentes profundidades Proporcidn acumulativa de profundidad

Figura 5. Proporcion de la profundidad en los genomas secuenciados. A. Distribucion de
todas las bases secuenciadas a diferentes profundidades de cada genoma. El eje de x indica
la profundidad de secuenciacion y el eje de y indica las proporciones de bases secuencia-
das a diferentes profundidades para cada genoma. La gréfica se distribuye alrededor del
promedio de profundidad en las secuencias que fue de 32 veces en todos los genomas. B.
Proporcion acumulativa de profundidades de todas las bases de los genomas. El eje de x
indica la profundidad de secuenciacién, mientras que el eje de y indica la proporcion de
bases secuenciadas por encima de las diferentes profundidades. Se observa que el 100% de
las bases muestran una profundidad de secuenciacién mucho mayor de cero (0X).
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Tabla 4.Estadisticas de calidad, mapeo, cobertura y profundidad en cada genoma.

Muestra: P729 P732/2 P722/2 P11/2 P723/2 P849 P14/2 P713 P728/2 P715
Efectividad (%) 99.82 99.83 99.85 99.82 99.83 99.81 99.85 99.82 99.81 99.83
Error (%) 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03 0.03
Q20 (%) 97.68 9736 97.66 97.85 97.85 97.41 9739 97.84 97.89 97.73
Q30 (%) 93.67 9294 93.62 93.82 93.92 93.06 92.96 93.89 9409 93.86
GC (%) 41.67 4111 40.5 40.51  41.87  41.65 4036 417 4176 42.22

Lecturasduplicadas (%) 20.41  21.74 20.89 2159 2429 23.80 2338 16.38 20.55  24.63

Lecturas mapeadas

con genoma de 99.79 99.85 99.89 99.86 99.88 99.85 99.87 99.87 99.90 99.86
referencia (%)

Lecturas mapeadas

correctamente (%) 9837 98.44 9819 98.61 98.48 98.42 9817  98.43 98.41  98.47

Promedio de

Profundidad 30.75 34.68 30.03 30.88 30.16 30.71 433 30.51  31.25  30.04
Cobertura del genoma
completo (%) 99.69 98.94 98.94 99.64 99.66 99.64 98.96 98.93 99.62 98.90

Cobertura al mayor o
igual a 4X (%) 99.37 98.63 98.60 99.25 9931 99.29 98.68 9858 99.27 98.54

Cobertura al mayor o
igual a 10X (%) 97.99 9812 97.87 97.82 97.69 97.81 9826 97.94 97.94 97.77

ngOlFafir;Uzroa;%OI/?;\YOfo 87.34 9473 88.85 87.23 84.82 86.41 96.97 90.27 87.69 86.72
La Figura 6 muestra las estimaciones del mapeo que incluye co-
bertura y profundidad de secuenciaciéon promedio para cada cro-
mosoma en cada genoma secuenciado. Los analisis demostraron
que el promedio de cobertura en cromosomas autosémicos fue de
0.9965455 con un rango minimo de 0.990 y un maximo de 0.999.
Con respecto a los cromosomas sexuales, el cromosoma X el pro-
medio de cobertura fue de 0.997 con un rango minimo de 0.996 y un
maximo de 0.998. Para el cromosoma Y (so6lo hombres) la cobertu-
ra fue de 0.998 en todas las muestras. Por otro lado, las estadisti-
cas de profundidad en los cromosomas autosémicos estuvieron en
un rango maximo de profundidad entre 51.22 veces y un minimo de
27.1veces con un promedio de 32.8078182. Los cromosomas sexua-
les mostraron una profundidad promedio de 33.056 para el cromo-
soma X en mujeres con un rango minimo de 29.02 y un maximo de
£43.16. En hombres el cromosoma X mostré un promedio de profun-
didad de 15.618 con un rango minimo de 15.21 y un maximo de 15.97.
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El cromosoma Y (s6lo hombres) mostrd una cobertura promedio de
26.84/ con un rango minimo de 25.86 y un maximo de 28.41.

Figura 6. Promedio de profundidad (grafico de barras) y cobertura (gra-
fico de lineas de puntos) en cada cromosoma para cada genoma secuen-
ciado. El eje de x indica el ndmero del cromosoma en cada genoma (ver
codigo de colores). El eje de y de la izquierda indica la profundidad de co-
bertura promedio, mientras que el eje de y de la derecha indica la propor-
cion de bases cubiertas a dicha profundidad. La profundidad de cobertura
de cada cromosoma es calculada con el volumen de datos de secuenciaciéon
dividido sobre lalongitud total del cromosoma en el genoma de referencia
(volumen secuenciado/longitud del cromosoma de referencia). Al calcu-
lar la cobertura, la férmula es: la longitud total cubierta dividido sobre la
longitud total de cada cromosoma (longitud cubierta/la longitud total). La
cobertura en todos los genomas fue superior al 98.9%.
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Deteccién de marcadores y polimorfismos

En esta etapa, se abord6 la principal pregunta de esta investigacion: jcua-
les son las variantes y polimorfismos genéticos posiblemente asociadas
a ENT en el panamefio?, especificamente en los genomas de la poblacion
amerindia Ngobe, los ancestros de la poblaciéon panamefia y que contribu-
yen en un 51% al genoma del panamefio actual. Los analisis preliminares
resultaron en la identificacion y anotacion de enormes listas en MS Ex-
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cel con miles de variantes/polimorfismos posiblemente asociados a ENT.
Para cada marcador molecular (SV, CNV, InDel y SNP), se identificaron
preliminarmente miles de variantes/polimorfismos genéticos potencial-
mente patogénicos que resultaron del analisis simultaneo con miles de
datos clinicos, donde se han reportado estas variantes asociadas a ENT
en diferentes poblaciones del mundo. Inicialmente no se sabia cual de los
cuatro marcadores moleculares resultaria en la identificacién de varian-
tes/polimorfismos patogénicos asociados a ENT, por lo que decidimos es-
tudiarlos todos basandonos en varios criterios de patogenicidad (explica-
dos en los métodos). Estos analisis nos permitieron identificar unos pocos
marcadores candidatos y enfocarnos en algunos con mayor probabilidad
de ser patogénicos y asociados a ENT.

Identificacion preliminar de genes 'y
polimorfismos

Los analisis preliminares de marcadores moleculares y anotacion de poli-
morfismos fueron realizados por Novogene. Aunque secuenciamos el ge-
noma completo de los diez individuos, los analisis bioinformaticos para
identificar genes y polimorfismos patogénicos los enfocamos solamente
en el exoma, ya que se estima que aproximadamente el 80-90% de las
enfermedades conocidas son causadas a nivel de exones (regiones codi-
ficantes de RNA y/o proteinas). 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 unas 30 millones de bases
(Maroti et al., 2018). Los analisis bioinformaticos preliminares incluyeron
control de calidad de las secuencias, alineamiento con el genoma humano
de referencia, estadisticos de profundidad y de cobertura de secuenciacion
explicados arriba (Rubio et al., 2020). Ademas, incluy¢ la identificacion
preliminar, anotacion y estadisticas de miles de marcadores moleculares
de tipo SV, CNV, InDel y SNPs, para cada genoma secuenciado.
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Identificacion de Variaciones
Estructurales (SV)

Las Figuras 7 y 8 muestran, respectivamente, las proporciones de SV y
tipos de cada SV (ganancias y pérdidas) identificados en cada genoma. Los
analisis demostraron que la mayor parte de las variantes identificadas en
los SV correspondian en deleciones (3,656 en promedio), seguido de du-
plicaciones (1,161.9 en promedio), translocaciones (1,059 en promedio),
inversiones (627.4 en promedio) e inserciones (74.2 en promedio) (Figura
7). Adicionalmente, los datos demostraron que la mayor parte de las SV
estaban relacionadas con ganancias (Figura 8). Los analisis y bisquedas
en bases de datos clinicas demostraron que los SV identificados no eran
significativos clinicamente como marcadores polimorficos para ENT, por
lo que no se continud su estudio.
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Figura 7. Nimero de diferentes tipos de Variaciones Estructurales (SV) en cada genoma.
El eje x representa los diferentes genomas y el eje y representa la proporcion de cada tipo
de SV, segun el codigo de colores mostrado. BDN = translocaciones, DEL = deleciones, DUP =
duplicaciones, INS = inserciones, INV = inversiones.
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Figura 8. Variaciones estructurales en nimero de copias de acuerdo a ganancia o pérdida de tamafio

en cada genoma. El eje x representa cada genoma y el eje y representa el tamafio total de las regiones
gendmicas afectadas por ganancias y pérdidas (Mb).

Identificacion de Inserciones/
Deleciones (InDels)

Las Figura 9 muestra las graficas de pastel donde se clasifica la distribu-
cion de InDels en las regiones gendmicas codificantes (CDS) y no codifi-
cantes (graficas de la izquierda en cada muestra), y si los cambios repre-
sentan cambios en aminoacidos o cambio en marco de lectura (graficas de
la derecha de cada muestra). En total, se identificaron 771,665.6 InDels en
promedio en todos los genomas, de los cuales, 92,392 en promedio eran
novedosos (reportados por primera vez) en todos los genomas. Ademas,

se demostr6 que para las regiones codificantes (CDS) las deleciones con
cambio en marco de lectura representan unas 142 y las inserciones con
cambio en marco de lectura representan unas 108, respectivamente, en
promedio para todos los genomas. Adicionalmente, se determiné que las
ganancias en codones de terminacion (stop gain) representan 10.5, mien-
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tras que las pérdidas de codones de terminacion (stop loss) representan
1.6 en promedio, respectivamente, para todos los genomas. Los analisis
y biisquedas en bases de datos clinicos demostraron que los InDels eran
muy poco informativos clinicamente como marcadores polimorficos para
ENT, por lo que se descontinud el estudio de los InDels.
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Figura 9. Graficas de pastel demostrando la clasificacion de InDels identificados en las
regiones gendmicas (izquierda) y nimero de diferentes tipos de InDels en las regiones
codificantes (derecha).
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Identificacion de Variaciones en
Numero de Copias (CNV)

La Figura 8 muestra las variaciones estructurales en cuanto a variaciones
en numero de copias (CNV). Los datos demostraron un promedio de 347
CNVs en todos los genomas, de los cuales la mayor parte correspondian
a ganancias (209 en promedio), seguidas de 138 pérdidas en promedio,
respectivamente para todos los genomas. Aunque muy interesantes, los
CNVs demostraron ser muy poco informativos clinicamente para riesgo
genético a ENT.
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Identificacion de Polimorfismos de
Nucleotidos Simples (SNPs)

La Figura 10 muestra las graficas de pastel con los conteos totales de SNPs
(graficos de la izquierda) y sus variantes en regiones codificantes (CDS)
(graficos de la derecha) para cada genoma. En promedio se identificaron
un total de 3,537,845.3 SNPs entre los genomas, de los cuales en prome-
dio 98,247 eran novedosos (no reportados previamente). En las regiones
codificantes los SNPs sinénimos (no generan cambios en aminoacidos)
corresponden en promedio a 11,397.7; y los SNPs sin sentido correspon-
den a 10,796.5 (generan cambios en aminoacidos), en promedio, respec-
tivamente para todos los genomas. Los codones de parada ganados (stop
gain) y perdidos (stop loss) corresponden en promedio 97.6 y 11.2, respec-
tivamente para todos los genomas. La relacion entre transiciones/trans-
versiones (ts/tv) fue de 2.01, mientras que la relacion ts/tv entre los SNPs
novedosos fue de 1.171, respectivamente en todos los genomas.

Se realizaron varios analisis para la busqueda e identificacion de SNPs en
multiples bases de datos clinicas (ver métodos) y se concluy6 que los SNPs
fueron mucho mas informativos clinicamente para identificar asociacio-
nes con ENT. Por lo tanto, en las siguientes investigaciones nos enfocamos
en algunos SNPs para determinar su frecuencia en la poblacién Ngébe (ver
capitulo siguiente). Los 16 genes con SNPs de mayor significancia clinica
identificados se muestran en la Tabla 5. Entre estos SNPs nos enfocamos
en los polimorfismos rs1801133 (gen MTHFR, asociado a canceres, enfer-
medades vasculares y otras), rs1042522 (gen TP53, asociado a diferen-
tes tipos de canceres y canceres hereditarios), rs13266634 (gen SLC30A8,
asociado a diabetes tipo 2) y rs4684677 (gen GHRL, asociado a obesidad,
diabetes y sindrome metabolico) (Tabla 5). Estos genes con SNPs patogé-
nicos se identificaron en al menos 5 de los genomas secuenciados, por lo
que fueron seleccionados para genotipar sus frecuencias en una muestra
de 60 individuos de la poblacién Ngobe (ver capitulo siguiente).
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Figura 10. Graficas de pastel mostrando los conteos en regiones gendmicas (izquierda) y
clasificacion en regiones codificantes (derecha) de los SNPs encontrados en cada genoma.
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Tabla 5. Polimorfismos SNPs de mayor significancia clinica identificados.

Cromosoma Referencia Mutado Gen Significancia Clinica
chr1 C T MTHFR*  Tumores malignos, deficiencia
de MTHFR (homocistinuria),
tromboembolismo, enfermedad
cardiaca
chr1 G A SDC3 Obesidad
chr1 T C EPHX1 Deficiencia de epdxido
hidrolasa soluble, problemas
del metabolismo en absorcion
de lipidos (hipercolanemia),
hipertension, preeclampsia/
eclampsia
chr3 T Sindrome metabdlico, obesidad,
diabetes
chrs G A FGFR4 Progresion y metastasis del
cancer
chré6 A G SOD2 Complicaciones vasculares en
diabetes
Continua en la proxima pag.
chr7 C A PPP1R3A Resistencia a la insulina (diabetes
tipo 2)
chr8 C T SLC30A8 Diabetes tipo 2
chri2 G A 0AS1 Diabetes tipo 1
chri3 C T IRS2 Diabetes tipo 2, obesidad
chri6 A G IL4R Alergias (atopia), asma,
progresion lenta del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida
chr16 G A NQO1 Canceres de mama y pulmon,
leucemias, toxicidad del benceno.
chr17 C G TP53%* Sindrome Li-Fraumeni, canceres
hereditarios
Chrio T C STOX1 Preeclampsia/eclampsia,
hipertension
Chr17 T C AKAP10 Enfermedad cardiaca
Chr2 C A
A G
T C

*Polimorfismos patogénicos seleccionados para genotipado en 60 individuos Ngobe (ver

capitulo siguiente).
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Figura 11. Gréfica de “Circos” representando la cobertura por cromosoma, InDels, SNPs,
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tados desde el exterior hacia el interior explicados en la figura. BND = translocaciones,
INS= inserciones, DEL = deleciones, DUP = duplicaciones e INV = inversiones.

DISCUSION
Los analisis de genomas Ngobe
condujeron a la identificacion de
polimorfismos de relevancia clinica en
esta poblacion

Esta es la primera vez que se secuencian genomas humanos y que se re-
portan los genes especificos y los polimorfismos de posible importancia
clinica asociados a algunas patologias en la poblaciéon panamefia. Este
tipo de estudios para identificar genes asociados a enfermedades ha sido
reportado previamente en otros paises donde también utilizan la ascen-
dencia genética como un marcador estratégico para hacer inferencias so-
bre el papel potencial de la genética ancestral en las variantes genéticas
asociadas a enfermedades (Wassel et al., 2009; Reiner et al 2007; Chande
et al., 2021). Esto es importante, ya que estudiar la genética y genémica
de enfermedades complejas y multifactoriales en poblaciones muy hete-
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rogéneas como la panameiia por el intenso mestizaje, representa un gran
reto de investigacion.

En Panama, la poblacion tiene tres origenes genéticos ancestrales princi-
pales: indigenas (Ngobe) con un 51%, seguido de europeos (Espafia) con
un 25% vy africanos (del Oeste de Africa, lo cual incluye afro-coloniales y
afro-caribefos) con un 24%, proporciones determinadas mediante mar-
cadores moleculares generales como microsatélites (STRs) e InDels. La
distribucion de estos genes no es, sin embargo, homogénea, mostrando un
mestizaje y polimorfismo diferencial entre las provincias del pais (Castro
Pérez et al., 2016; Ramos et al., 2018). En estos mismos estudios se encon-
tr6 una asociacion entre la ascendencia ancestral y la prevalencia de estas
enfermedades. Es decir, dependiendo del origen ancestral que predomina
en cada provincia, este predice (al menos en parte) la prevalencia de la en-
fermedad basado en las disparidades de dicha enfermedad en la poblacion
ancestral dominante (Castro-Pérez et al., 2016; Bock, et al., 2009; Zei-
gler-Johnson et al., 2008; Robbins et al., 2007; Cheng et al., 2010; Hankey,
1999; Donnan et al., 2008). Realizar estudios en poblaciones ancestrales
homogéneas y de mayor predominio, como los Ngobe, ofrece la ventaja
de facilitar el analisis e interpretacion de los datos (Castro et al., 2007).
Adicionalmente, los datos reportados aqui permiten identificar el posi-
ble origen genético ancestral de mutaciones y polimorfismos asociadas a
enfermedades en la poblaciéon mestiza moderna que representa la mayor
parte de la poblacion del pais con alrededor del 70% y poseen, ademas,
alta contribuciéon mayoritariamente de genes Ngdbe con un 51%. Esto su-
giere que el componente ancestral amerindio/Ngobe del acervo genético
del pais contribuiria en gran medida al riesgo a padecer ENT, como fue su-
gerido previamente en Panama y otros paises (Castro-Pérez et al., 2016:
Ramos et al., 2018; Chande et al., 2021).

Los polimorfismos patogénicos
identificados guardan relacion con las
principales enfermedades que afectan a
la poblacion panameiia

Datos elaborados por la Contraloria General de la Republica, mediante el
Instituto Nacional de Estadistica y Censo (INEC) y del MINSA sobre las de-
funciones ocurridas en los dltimos 20-30 afios, indican como principales
causas de muerte las enfermedades del sistema cardiovascular y cerebro-
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vascular, y los tumores malignos (cancer). Los canceres han dominado en
los Gltimos afios, siendo los principales el de préostata, mama, colo-rectal,
cuello uterino, estdmago, asi como de cabeza/cuello. Le siguen las enfer-
medades endocrinas y metabdlicas, de las cuales la principal es la diabetes
mellitus y aquellas asociadas a la obesidad.

Los analisis de datos de secuenciacion gendmica han demostrado que las
variantes polimorficas de mayor significancia clinica identificadas en el
exoma corresponden a SNPs, en particular en los que se sustituye un ami-
noacido por otro. Los analisis demostraron que en promedio 98,247 de los
SNPs identificados eran novedosos (no reportados previamente), por lo
que se requeriran analisis adicionales y para determinar la significancia
de los mismos que seran publicados en futuros reportes. Los SNPs iden-
tificados y asociados a ENT mas numerosos tienden a estar relacionados
con el cancer, enfermedades vasculares, diabetes, obesidad y sindrome
metabolico, lo cual es consistente con los patrones de enfermedades y
muertes en la poblacion.

La lista de genes y sus polimorfismos patogénicos en la Tabla 5 corres-
ponden a aquellos identificados en al menos cinco de los diez genomas
secuenciados. Entre los polimorfismos asociados a enfermedades vascu-
lares y cardiacas se identificaron en los genes MTHFR, EPHX1, TTN (3 po-
limorfismos), STOX1, AKAP10y SOD2 (dbSNP, 2023; SNPedia, 2023). Entre
polimorfismos asociadas a tumores malignos se identificaron en los genes
NQO1, FGFR4, MTHFR, TP53 y EPHX1 (dbSNP, 2023; SNPedia, 2023). Para
las variantes genéticas asociadas a diabetes, enfermedades nutricionales,
endocrinas, obesidad y metabolismo se identificaron polimorfismos en los
genes SDC3, EPHX1, SLC30A8, GHRL (2 polimorfismos), IRS2, 0AS1, SOD2
y PPP1R3A (dbSNP, 2023; SNPedia, 2023). Es importante mencionar que
algunos polimorfismos pueden interactuar entre si y estar asociados con
varias enfermedades, o actuar como agravantes de condiciones pre-exis-
tentes. Por ejemplo, MTHEFR esta asociado tanto con cancer como con en-
fermedades cardiovasculares, EPHX1y STOX1 se encuentran asociados con
hipertension arterial, la cual es un agravante de eventos cerebro y cardio-
vasculares. Otros polimorfismos contribuirian en mayor riesgo tanto en
obesidad como en diabetes, como en los genes IRS2 y GHRL, mientras que
SOD2 contribuiria a problemas vasculares y a severidad en diabetes. Por
otro lado, entre los genes identificados, el ILR4 es el inico cuya variante no
esta asociada al tipo de enfermedades que causan mas muertes en el pais,
pues esta asociada a alergias, asma y progresion lenta de la adquisicion
del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida. Este polimorfismo podria
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ser (tedricamente) un SNP que potencialmente ofreceria cierta ventaja en
la severidad o rapidez de avance de esta enfermedad infecciosa, pero, a
la vez, podria causar altos niveles de inflamaciéon que complicarian otras
condiciones asociadas a ENT (dbSNP, 2023; SNPedia, 2023).

La mayoria de las variantes identificadas en los genomas Ngobe estan aso-
ciadas a ENT, que son consistentes con las principales causas de muertes
en las tultimas décadas en el pais, por lo que es posible que estos polimor-
fismos contribuyan a la aparicion y/o severidad de las mismas. Sin embar-
go, mas estudios genéticos y genémicos seran necesarios para confirmar
estas asociaciones. Por ejemplo, estudios en curso analizan los patrones
de estos SNPs en el ADN de pacientes diagnosticados con diferentes en-
fermedades y se comparan los genotipos de los SNPs con grupos control
que no padezcan dichas enfermedades. Estas investigaciones tienen como
objetivo confirmar o no estas posibles asociaciones genéticas y gendmicas.

Interacciones de factores ambientales y
estilos de vida con genes y ENT

Los analisis gendmicos reportados aqui proporcionan las primeras evi-
dencias de los genes y polimorfismos posiblemente asociados clinica-
mente a patologias en la poblacién del pais. Sin embargo, también es muy
importante comprender que “asociacion” no necesariamente significa
causalidad, por lo que es imprescindible destacar que la forma en como
estos genes interactiian con otros genes/polimorfismos, asi como con fac-
tores ambientales, sociales, contaminacion, estilos de vida, entre otros,
tiene un impacto significativo en la etiologia de las ENT. Por ejemplo, ha
sido reportado que un solo polimorfismo o mutacién no necesariamente
es suficiente para causar la formacién de cancer, ya que los reportes in-
dican que al menos dos mutaciones son requeridas para inducir tumores
malignos (Knudson 2001; Hahn et al., 2003; Dankort et al., 2009). Por lo
tanto, cabe destacar que la patogenicidad de algunos polimorfismos nece-
sita ser interpretada en el contexto de su interaccion con otros genes/po-
limorfismos o mutaciones, lo cual requiere analisis poblacionales mucho
mas exhaustivos llamados “estudios asociativos de todo el genoma” o en
inglés Genome Wide Association Studies (GWAS). En los GWAS se analizan
los genotipos de cientos o miles de SNPs en genomas de cientos o miles de
pacientes enfermos y se comparan con genomas de grupos de pacientes
control que no padezcan la enfermedad. Estos estudios son especialmen-
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te complejos porque las enfermedades no transmisibles se consideran de
origen multifactorial (genes, ambiente, estilos de vida, etc.) y de caracter
poligénico (muchos genes involucrados). Ademas, la poblacién panamefia
muestra muy altos niveles de mestizaje de tres poblaciones ancestrales
(indigena, europea y africana), lo cual podria dificultar ain mas la inter-
pretacion y analisis de datos con combinaciones heteroalélicas de poli-
morfismos patogénicos que podrian ser muy raros o inexistentes en las
poblaciones ancestrales. Por todo lo anterior, el estudio piloto presentado
aqui es una investigacion pionera que permitiria un punto de partida para
expandir al resto de la poblacién e ir generando algunas luces prelimina-
res que sirvan de referencia a los problemas de epidemiologia genética de
estas enfermedades en Panama.

Por otro lado, se sabe que sdlo un 5-10% de los tumores malignos son
hereditarios o de tendencia familiar, mientras que la mayoria son espo-
radicos o adquiridos por mutaciones somaticas no hereditarias (NIH-Na-
tional Cancer Institute, 2023). En este sentido, el cancer es considerado
una enfermedad genética molecular que afecta genes causantes de cancer,
principalmente oncogenes, los cuales sufren mutaciones activantes en
genes de proliferacion celular y mutaciones inactivantes en genes supre-
sores de tumores, genes de reparacion del ADN o del control del ciclo ce-
lular, genes de apoptosis, entre otros. Las afecciones de estos genes pue-
den ser heredadas o adquiridas en células somaticas tal como se describio
anteriormente. Las principales mutaciones al genoma son introducidas
a este por habitos de los seres humanos o por acciones ambientales y no
a nivel hereditario. Entre estos habitos se han asociado fuertemente, por
ejemplo, el tabaco, bebidas alcohdlicas, la dieta con alimentos ultrapro-
cesados y bajas en frutas y vegetales, obesidad y falta de actividad fisica,
contaminacion ambiental, la exposicion a la luz solar ultravioleta y a al-
gunos medicamentos. Ademas, infecciones virales como el VIH, virus del
papiloma, virus de la hepatitis; e infecciones bacterianas como H. Pylori
entre otras (NIH-National Cancer Institute, 2023). La exposicion a estos
factores ambientales causaria un efecto acumulativo de mutaciones a lo
largo de los afios en la vida de las personas, lo cual se refleja con la edad
de diagndstico de la mayoria de los canceres que es en promedio superior
a los 60 afios. Por lo tanto, minimizar la exposicion a estos factores de
riesgo a lo largo de los afios contribuiria a disminuir significativamente
el riesgo de cancer, asi como retrasar procesos de envejecimiento y otras
enfermedades. Por lo tanto, promover estilos de vida saludables como
controlar el peso y tener dietas ricas en frutas y vegetales, las cuales pro-
veen antioxidantes y previenen deficiencias vitaminicas, fortaleciendo asi



ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA » 209

el sistema inmune para combatir células cancerosas v los radicales libres
causantes de mutaciones. Las estrategias de prevencion incluirian, ade-
mas, vacunarse contra infecciones virales asociadas a canceres, mantener
actividad fisica y chequeos médicos regulares, ya que, de ser detectado al-
gln cancer u otra condicion de salud, el diagndstico temprano aumenta
las probabilidades de supervivencia (CDC, 2023; NIH-NCI, 2023).

Otro mecanismo molecular asociado con el desarrollo de cancer (y con
otras enfermedades) son los cambios epigenéticos y epigendmicos (epi =
superficie; genética/gendmica = herencia), los cuales hacen referencia a
los cambios quimicos introducidos en la superficie del ADN posterior a
su replicacion y que no afectan su secuencia de bases (no involucra mu-
taciones). Por ejemplo, agregarle grupos metilo (-CH,) directamente al
ADN o por medio de modificaciones (acetilaciones, metilaciones, entre
otras) a proteinas que se unen al ADN llamadas histonas. Estos cambios
epigenéticos controlan la actividad de los genes (expresion genética), es
decir, regulan cuando un gen “se prende” (se expresa) produciendo RNA
y proteinas que llevan a cabo las funciones celulares; o cuando un gen “se
apaga” (se silencia, no produce RNA ni proteinas). Estos cambios epige-
néticos tienen un efecto muy similar a las mutaciones, por ejemplo, el
silenciamiento de genes supresores tumorales (que normalmente debe-
ria estar encendido) como TP53 por medio de la metilacion del ADN, po-
dria ser devastador para una célula y desembocar en un tumor maligno.
Es decir, el gen TP53 frecuentemente encontrado en tumores malignos
con mutaciones inactivantes, es inactivado (silenciado) por metilacion
del ADN, conduciria a la formacién de un tumor maligno, similar a una
mutacion inactivante, a pesar de que su secuencia no haya tenido cambios
(mutaciones). Multiples evidencias reportadas indican que estos patro-
nes y cambios epigenéticos y epigendémicos son dinamicos en las célu-
las, y que los mismos son modificables por factores ambientales como la
dieta, medicamentos y estilos de vida. Es decir, algunos estilos de vida y
ambientes no saludables podrian desregular estos patrones epigenéticos,
llevando a la adquisicién de cambios epigenéticos de metilacion patogéni-
cos que conduzcan a cancer u otras enfermedades; mientras que estilos de
vida saludables promoverian patrones epigenéticos protectores (Herceg,
2007; Sapienza e Issa, 2016; Baylin y Jones, 2016; Takeshima y Ushijima,
2019; Cheng et al., 2019; Lu et al., 2020; Desaulniers et al., 2021; Manca-
rella y Plass, 2021; Usui et al., 2023; Maleknia et al., 2023). Los procesos
epigenéticos y mutacionales no son mutuamente excluyentes, ya que am-
bos pueden interactuar contribuyendo simultaneamente en procesos de
carcinogénesis, por lo que en ambos casos es importante promover estilos
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de vida saludables como los mencionados arriba. Ain no se han realiza-
do estudios epigenéticos ni epigenémicos en la poblacién panameiia y su
relacion con el ambiente y estilos de vida, por lo que esta seria otra area
de investigacién que complementaria los estudios genéticos y genémicos
como los presentados en este libro.

En cuanto a enfermedades cardioy cerebrovasculares, los reportes indican
que los principales factores de riesgo incluyen presion arterial alta, altos
niveles de colesterol y triglicéridos (dietas altas en grasas saturadas como
carnes rojas y ultra procesadas), diabetes, fumar, obesidad o sobrepeso,
falta de actividad fisica, asi como dietas altas en sodio que incrementan
la presion arterial (CDC, 2023; NIH-National Heart, Lung and Blood Ins-
titute, [NIH-NHLBI], 2023; American Heart Association). Por otro lado,
los factores de riesgo asociados al desarrollo de diabetes incluyen te-
ner prediabetes, haber tenido diabetes gestacional, obesidad o sobrepe-
so (asociado a dietas altas en grasas saturadas y altas en carbohidratos/
azucares), historia familiar, poca actividad fisica, y ascendencia ancestral
africana, hispanica/latina, indigena y asiatica (CDC, 2023; NIH-National
Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases [NIH-NIDDK]).

Es conocido que algunos de estos estilos de vida que representan un fac-
tor de riesgo para ENT los aprendemos cultural y familiarmente, por lo
que muchas veces, ademas de heredar los genes, también heredamos
estas tradiciones y las continuamos por costumbre o simplemente por
desconocimiento. Por lo tanto, es imprescindible que las Instituciones
competentes del Estado, escuelas y las familias fomenten la educacién en
salud preventiva con buenos habitos y estilos de vida, ya que indepen-
dientemente de la edad y estado de salud, introducir estos cambios genera
un efecto positivo. Ademas, es imprescindible que el Estado invierta en
mejorar el acceso y la calidad de los servicios de salud, y que las entida-
des competentes del Estado sean muy celosas de que se cumplan con los
niveles maximos permitidos de contaminacion y toxicidad del ambiente
tanto en el aire, suelo y las aguas, asi como de los alimentos y medica-
mentos que consumimos. Esto es muy importante, ya que algunos con-
taminantes pueden ser toxicos a largo plazo a concentraciones tan bajas
como en partes por millén. Por ejemplo, algunos paises de la regiéon han
implementado que en las etiquetas de los alimentos se mencione en letras
grandes de manera explicita cuando algin alimento representa un riesgo
para la salud por ENT. Un factor de riesgo ambiental critico en los Gltimos
afos ha sido la contaminacion de practicamente todos los ambientes de-
bido a los micro y nano plasticos, asi como los llamados quimicis eternos
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(Forever Chemicals), los cuales son un tipo de plasticos. Ademas, se deben
mantener la vigilancia de los niveles de metales pesados en el ambiente
y productos de consumo, de los cuales sus efectos atin se estan investi-
gando, pero definitivamente no representan buenas noticias para la salud
humana y para otras especies.

Lamentablemente, otro factor de riesgo reportado en estas y otras enfer-
medades incluye los bajos niveles socioecondmicos tales como la pobreza,
elnivel de educacion yla falta de acceso a servicios de salud eficientes. Esto
es una tendencia en la mayoria de los paises y también en Panama (Quiel
et al., 2016; CDC, 2023; NIH, 2023). En este sentido, no es un secreto que
en Panama los altos niveles de pobreza también estan bastante asociados
con la ascendencia africana e indigena. Por lo tanto, en algunos casos po-
dria ser dificil separar si la causa de algunas enfermedades y/o muertes
fue por una combinacion de factores sociales como la pobreza asociada a
poca educacion en prevencion de salud, poco acceso a una buena nutricion
o falta de acceso a buenos servicios de salud, o los genes, el ambiente, etc.
Para combatir esto, es responsabilidad del estado hacer las inversiones
necesarias en salud publica para mejorar el acceso y la calidad de los ser-
vicios de salud en la poblacion. Adicionalmente, es muy importante que
cada individuo y familia se informe y promueva estilos de vida saluda-
bles y que el Estado fomente e invierta en educacion y prevencion de estas
enfermedades, y desarrolle politicas para reducir la pobreza. También es
fundamental que el Estado promueva la investigacion celular y molecular
de estas enfermedades asignando mas fondos y reduciendo la burocracia
para la ejecucion de la investigacion. Por ejemplo, el apoyo a mas investi-
gacidn basica sobre la identificacidon de los genes y polimorfismos, como
los reportados aqui, podria contribuir al desarrollo de medicina molecular
de precisidon y mejores estrategias de diagnéstico y prevencion en gru-
pos de la poblacion que posean estas variantes. Un programa modelo para
este tipo de investigaciones es el Programa PARI (Panama Aging Research
Iniciative) que lleva a cabo INDICASAT, donde se investigan las dispari-
dades en pacientes de Alzheimer en el pais. En el Programa PARI se sigue
longitudinalmente una cohorte de pacientes a los que se miden de manera
integral multiples parametros de riesgo como biomarcadores en sangre,
biomarcadores en liquido cefalorraquideo, estudios genéticos y genomi-
cos, estilos de vida, entre otros (Villarreal et al., 2015; Britton et al., 2019;
Villarreal et al., 2019). Es muy importante que mas modelos similares al
Programa PARI se implementen en la poblacion utilizando cohortes de
pacientes longitudinales de las principales enfermedades que afectan al
pais. Estos estudios conducirian a una mejor comprension de estas en-
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fermedades, sus disparidades, factores de riesgo, asi como sus factores
protectores y preventivos a nivel genético, molecular, social y su relacién
con el ambiente y estilos de vida. Por otro lado, es importante que el Es-
tado también promueva el desarrollo de modelos moleculares y celulares
con aplicaciones biotecnoldgicas que conduzcan al posible desarrollo de
patentes y nuevos tratamientos de estas enfermedades. Para lograr esto,
no soélo es necesario asignar mas fondos para la investigacion y el desa-
rrollo (I+D) que actualmente es apenas del 0.08% del PIB (esto sin contar
al Instituto Smithsonian, con el cual llega tan solo al 0.13%), uno de los
porcentajes mas bajos en los paises de la region y de economia similar en
el mundo (p.ej. Algunas cifras aproximadas de los tltimos afios: Colombia
0.25%, Bolivia y Pert1 0.3%, Costa Rica 0.34%, Chile 0.38%, México 0.5%,
Uruguay 0.96, Brasil 1.15%, Singapur 2.16%, EE.UU. 3.4%, Taiwan 3.0%,
Israel 4.1%). Para transformar esto, el Estado ha propuesto desde hace
aflos la idea de llegar al 1% del PIB, lo cual no se ha cumplido. Ademas de
asignar mas fondos, se necesitan otras medidas que involucren la reduc-
cion de los procesos burocraticos para las convocatorias por fondos y la
administracién de los proyectos de investigacion. Hoy en dia, estos pro-
cesos de convocatorias y administracion de fondos son abrumadoramente
complejos y muy ineficientes. Por ejemplo, comprar un reactivo comun
puede tardar entre 6 — 12 meses en llegar, mientras que comprar un equi-
po de laboratorio puede tardar como minimo unos dos afios. Los proce-
sos administrativos podrian simplificarse tanto en las convocatorias para
fondos, como en los informes de las investigaciones, e igualmente hacer
menos rigidos los procesos de compras. Hacer investigacion cientifica es
un proceso muy complejo, desafiante y competitivo, ain bajo las mejo-
res condiciones como en Estados Unidos. Cuando a esto le sumamos estas
limitantes en cantidad de fondos y procesos burocraticos, se obstaculiza
mucho mas la competitividad de las investigaciones del pais.

CONCLUSIONES

Los andlisis gendémicos nos condujeron a la identificacién por primera vez
de variantes genéticas de importancia biomédica que podrian afectar a la
poblaciéon Ngobe y, presumiblemente, a la poblaciéon mestiza general del
pais derivada de esta poblacién indigena ancestral. Presumimos que los
alelos patogénicos en la poblacién ancestral Ngobe, podria haberse trans-
ferido a la poblacion mestiza actual y posiblemente contribuir a la alta
prevalencia y riesgo de padecer algunas ENT en la poblacién general del
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pais. Sin embargo, dada la complejidad genética y multifactorial de estas
enfermedades, la interpretacion de los resultados presentados aqui atin
esta en desarrollo por tratarse de un estudio preliminar en el pais. Investi-
gaciones en curso confirmarian o no estas posibles asociaciones entre los
polimorfismos identificados y el riesgo de padecer las respectivas enfer-
medades. Estos resultados representan los primeros genomas humanos
secuenciados de la poblacion panamefia y uno de los primeros en la re-
gion, por lo que es un estudio piloto de referencia para la poblacion.

Aunque algunos factores de riesgo genéticos como historia familiar y an-
cestralidad no son modificables, sin embargo, la mayoria de los factores
de riesgo asociados ENT relacionados con el ambiente y estilos de vida son
modificables o al menos podemos minimizar la exposicion de los mismos.
Adicionalmente, aunque los factores genéticos desempefien un papel en
la etiologia de estas enfermedades, también es muy probable que las per-
sonas con antecedentes familiares de estas enfermedades compartan en-
tornos comunes, habitos y estilos de vida similares que pueden aumentar
su riesgo. Las condiciones socioecondémicas, asi como la contaminacion
y toxicidad ambiental, también son factores de riesgo modificable a ni-
vel familiar y a nivel del Estado. Tanto los individuos, como las familias y
el estado comparten niveles de responsabilidad en promover cambios en
educacion en estilos de vida saludables y hacer las inversiones necesarias
en salud publica para mejorar el acceso y la calidad de los servicios de sa-
lud en la poblacién y en la calidad del ambiente.
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Resumen

Las enfermedades no transmisibles (ENT) representan las prin-
cipales causas de muerte por enfermedades en Panama. Reportes
indican que existen disparidades ancestrales en el riesgo de pade-
cer ENT en la poblacion del pais, es decir, la prevalencia discrepa
de acuerdo al trasfondo ancestral predominante como africano,
europeo o amerindio. Estas evidencias sugieren fuertemente que el
componente genético de la poblacion es un factor de riesgo alta-
mente determinante en la distribucion, susceptibilidad y muertes
por ENT en el pais. Sin embargo, no existen estudios biomédicos
sobre la poblacion que aborden cientificamente la epidemiologia
genética de estas enfermedades porque se desconocen los genes y
los polimorfismos genéticos asociados con las mismas en Panama.
Identificar estos polimorfismos es fundamental para comprender
la susceptibilidad genética y su relacion con factores de riesgo am-
biental y estilos de vida en la poblacién. Ademas, contribuiria a me-
jorar las estrategias de salud en grupos susceptibles, su diagnostico
y posible desarrollo de tratamientos. Estudios previos han demos-
trado que el componente ancestral de la poblacion panamefia es do-
minado por genes de origen Ngobe 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. Por lo tanto, con el objeti-
vo de identificar polimorfismos genéticos posiblemente asociadas
a ENT en la poblacion panameiia, en el capitulo anterior se secuen-
cié el genoma de diez individuos Ngobe. Los analisis bioinforma-
ticos condujeron a la identificacion de dieciséis (16) genes con po-
limorfismos SNP posiblemente asociados a ENT como candidatos
patogénicos en esta poblacion. En el presente capitulo, ampliar los
estudios enfocados en dos de esos polimorfismos SNP: uno en el
gen MTHFR (rs1801133, 677C>T) y otro en el gen TP53 (rs1042522,
215C>@G), los cuales fueron genotipados en una muestra de 60 in-
dividuos Ngobe para determinar su frecuencia alélica en esta po-
blacion. El polimorfismo rs1801133 ha sido asociado previamente
en otras poblaciones de mayor riesgo de hiperhomocisteinemia y
tiene asociacion a canceres y a enfermedades vasculares; mientras
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que el polimorfismo rs1042522 ha sido asociado a diferentes tipos
de cancer. Los resultados demostraron que en la poblacién Ngobe,
el polimorfismo rs1801133 (MTHFR) tiene una frecuencia alélica
para los alelos “C” y “T” de 15% y 85%, respectivamente; asi como
una frecuencia genotipica de 0% para los genotipos homocigoto CC,
31% heterocigoto CT y 69% para el homocigoto TT. Por otro lado,
el polimorfismo rs1042522 (TP53) mostro una frecuencia de 56% y
44%, para los alelos “C” y “G”, respectivamente; y una frecuencia
genotipica de 24% para los genotipos homocigoto CC, 64% hete-
rocigoto CG, y 12% para el homocigoto GG. Para confirmar si hay
asociacion o no de estos SNPs con estas enfermedades estudios en
curso analizan los patrones genéticos de los mismos en grupos de
pacientes diagnosticados o de alto riesgo y se comparan con grupos
control o de bajo riesgo en la poblacién mestiza del pais.

Palabras clave: polimorfismo de nucleétido simple (SNP), genoti-
pos patogénicos, riesgo genético, genes ancestrales Ngobe.

Abstract

Non-communicable diseases (NCDs) represent the leading causes of dea-
th from diseases in Panama. Reports indicate ancestral disparities in the
risk of NCDs in the country’s population; their prevalence differs accor-
ding to the predominant ancestral background, such as African, European,
or Amerindian. This evidence strongly suggests that the genetic compo-
nent of the population is a highly determining risk factor in the country’s
distribution, susceptibility, and deaths from NCDs. However, there are no
biomedical studies on the population that scientifically address the ge-
netic epidemiology of these diseases because the genes and genetic poly-
morphisms associated with them in Panama are unknown. Identifying
these polymorphisms is essential to understanding genetic susceptibility
and its relationship with the population’s environmental risk factors and
lifestyles. In addition, it would contribute to improving health strategies
in susceptible groups, their diagnosis, and the possible development of
treatments. Previous studies have shown that genes of Ngobe origin do-
minate the ancestral component of the Panamanian population with 51%.
We hypothesize that a significant part of the genetic polymorphisms as-
sociated with diseases of the Panamanian population may have an ori-
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gin in this ancestral Amerindian population. Therefore, in the previous
chapter, the genome of ten Ngobe individuals was sequenced to identi-
fy genetic polymorphisms possibly related to NCDs in the Panamanian
population. Bioinformatics analyses identified sixteen (16) genes with
SNP polymorphisms perhaps associated with NCDs as pathogenic candi-
dates in this population. In this chapter, we expand the studies focused
on two of these SNP polymorphisms: one in the MTHFR gene (rs1801133,
677C>T) and another in the TP53 gene (rs1042522, 215C>G), which were
genotyped in a sample of 60 Ngobe individuals to determine their allelic
frequency in this population. The rs1801133 polymorphism has previously
been associated in other populations with a higher risk of hyperhomocys-
teinemia and is associated with cancers and vascular diseases. In contrast,
the rs1042522 polymorphism has been associated with different types of
cancer. The results showed that in the Ngobe population, the rs1801133
(MTHFR) polymorphism has an allelic frequency for the “C” and “T” alle-
les of 15% and 85%, respectively, as well as a genotypic frequency of 0%
for the homozygous CC, 31% heterozygous CT and 69% for the homozy-
gous TT genotypes. On the other hand, the rs1042522 (TP53) polymor-
phism showed a frequency of 56% and 44% for the “C” and “G” alleles,
respectively, and a genotypic frequency of 24% for the homozygous CC,
64% for heterozygous CG, and 12% for the homozygous GG genotypes.
To confirm whether or not these SNPs are associated with these diseases,
ongoing studies analyze their genetic patterns in groups of diagnosed or
high-risk patients and compare them with control or low-risk groups in
the country’s mestizo population.

Keywords: single nucleotide polymorphism (SNP), pathogenic geno-
types, genetic risk, Ngobe ancestral genes.

Introduccion

Las estadisticas del MINSA y del Instituto Nacional de Estadistica y Censo
(INEC, Contraloria General de la Republica) indican que en los Gltimos 30
afos las tasas de morbilidad y mortalidad mas altas en la poblacion pana-
meiia son debido a las enfermedades no transmisibles (ENT). Estas en-
fermedades incluyen canceres, enfermedades cardiovasculares, cerebro-
vasculares y otras enfermedades relacionadas con problemas metabdlicos
como obesidad y diabetes (Estadisticas de Salud, MINSA Panama, 2018).
Estos reportes indican que la prevalencia de estas enfermedades ha ido en
aumento en los ultimos afios y el cancer ha liderado los incrementos mas
significativos tanto en prevalencia como en muertes en el pais. Por ejem-
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plo, cifras oficiales del Registro Nacional Poblacional del Cancer indican
que entre los aflos 2000 - 2009 la incidencia de cancer por cada 100.000
habitantes fue en promedio de 43.7; mientras que estudios mas recientes
reportan una prevalencia de 146,8, lo cual equivale a mas de 3,000 muertes
anuales (OPS, 2022; Politis, et al., 2015; Inst. Gorgas 2015; Jorge y Haugh-
ton 2018; MINSA 2018; The Global Cancer Observatory, OMS 2020; Sung
et al., 2021). Estos datos indican, ademas, que el cancer de prostata es el
cancer mas devastador en el pais con unos 1,500 nuevos casos anuales que
representan el 19% de todos los canceres y es la principal causa de muer-
te por cancer en el pais. Le siguen el cancer de mama con mas de 1,000
nuevos casos anuales (14%,), el mas alto entre las mujeres. Luego, cancer
colo-rectal con aproximadamente 750 casos (9.5%), estomago 470 ca-
sos (6.1%), cérvico-uterino con 346 casos (4.5%) y el resto de multiples
canceres con 3,570 nuevos casos de varios tipos que representan el 46.5%
(Jorge y Haughton 2018; Motta y Politis, et al., 2015; MINSA 2018; OMS
2020; Sung et al., 2021). Dado que la mayoria de los canceres se detec-
tan en pacientes mayores de 60 afios se estima que, con el aumento tanto
en expectativa de vida como en el envejecimiento de la poblacion, para el
2030 el nimero de diagndsticos de cancer aumentara significativamente
tanto en el mundo como en el pais (The Global Cancer Observatory, OMS,
2020). Este incremento en casos ya se refleja en cifras recientes, donde se
ha detectado un aumento significativo en el nimero de pacientes de can-
cer menores de 50 anos (Koh et al., 2023; Giannakis y Ng, 2023).

A pesar de que el cancer es una de las enfermedades mas prevalentes y
esta entre las principales causas de muerte en Panama, actualmente no
se estudia cientificamente de una manera integral en la poblacién pana-
mefia. En particular, algo que se desconoce es su epidemiologia genéticay
la relacion entre factores genéticos y ambientales en el riesgo de padecer
esta enfermedad en el pais. Estudiar la genética del cancer en nuestra po-
blacion es muy importante, ya que maltiples reportes seilalan que existen
diferencias en genética ancestral asociadas con disparidades significati-
vas tanto en la prevalencia como en muertes; asi como en la respuesta
terapéutica/farmacogenética asociada a la sobrevivencia de algunos tra-
tamientos (Shavers y Brown, 2002; O’Donnell et al., 2009; Guerrero et al.,
2018; Walsh y Goh, 2019; Shubeck et al., 2023; Pathak et al., 2023; Roy et
al., 2023; Stabellini et al., 2023; Zhao et al., 2023; Terman et al., 2023).
Por ejemplo, maltiples estudios sefialan que hombres cuyo trasfondo an-
cestral muestra alta contribuciéon de genes africanos, presentan una pre-
valencia 60% mayor y una tasa de mortalidad entre 2 a 3 veces mas alta
al cancer de prostata que hombres de ascendencia europea (Cotter et al.,
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2002; Hoffman et al., 2001; Thompson et al., 2001; Robbins et al., 2007,
Zeigler-Johnson et al., 2008; Bock et al., 2009, Farrell et al., 2013).

Consistente con estos reportes, estudios genéticos de la poblacién pana-
mefia con marcadores microsatélites (STRs) e (InDels) indican que el can-
cer de prostata muestra por muy lejos la mayor prevalencia y muertes en
las provincias de Panamay Coldn, las cuales son las provincias con la ma-
yor proporcion de genes ancestrales de origen africano (Castro-Pérez et
al., 2016; Ramos et al., 2018). Sin embargo, se desconocen los genes y los
polimorfismos asociados a mayor riesgo de padecer este y otros canceres.
Identificar los polimorfismos involucrados en canceres es fundamental
para comprender el riesgo de cdmo estos genes interactian con factores
ambientales y estilos de vida que aumentan la probabilidad de desarrollar
tumores malignos. Adicionalmente, la identificaciéon de estos polimorfis-
mos podria contribuir a mejorar diagnosticos y tratamientos; asi como al
desarrollo de la medicina genémica de precision y dirigir politicas de sa-
lud a grupos susceptibles.

Para abordar esto, en el capitulo anterior secuenciamos por primera vez
el genoma completo de 10 amerindios Ngobe, quienes son los ancestros
de los panamefios modernos y predominan en el componente genético
de la poblacién con un 51%. Por lo tanto, hipotetizamos que una propor-
cién significativa de los polimorfismos genéticos posiblemente asocia-
dos con riesgo a enfermedades como el cancer en la poblacién panameiia
podria tener su origen en esta poblacién amerindia ancestral. Los anali-
sis genémicos demostraron que los marcadores moleculares mas infor-
mativos asociados clinicamente a ENT fueron los SNPs, entre los cuales
se identificaron dieciséis variantes posiblemente patogénicas de mayor
significancia clinica. Entre estos polimorfismos seleccionamos dos SNPs
posiblemente asociados a tumores malignos (cancer) para estudios mas
detallados y determinar su frecuencia alélica en una muestra de 60 indi-
viduos Ngobe: rs1801133 en el gen MTHFRYy el polimorfismo rs1042522 en
el gen TP53, lo cual presentamos en este capitulo.

Estos polimorfismos han sido previamente asociados a canceres, tras-
tornos vasculares y congénitos, entre otros, en diferentes poblaciones del
mundo que describimos brevemente a continuacién. El gen MTHFR codi-
fica una enzima llamada metilentetrahidrofolato reductasa, la cual es un
regulador clave en el metabolismo del folato y de la homocisteina. El gen
MTHER esta localizado en el cromosoma 1 (1p36.22.) y el mayor producto
del gen humano MTHER es una proteina de 77 kDa con 697 aminoacidos
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(Goyette et al., 1995; Gaughan et al., 2000; NCBI, 2023; NCBI, 2023; Mudd
et al., 1972). Se han descrito multiples variantes clinicamente relevantes
en el gen MTHFR, entre las cuales el polimorfismo rs1801133 identificado
en el genoma Ngobe, es una mutacion puntual en la posiciéon 665 de la
region codificante del exdn 5 donde se reemplaza citosina o timina (C/T)
(c.665C>T) y es también conocido cominmente como C677T. Este poli-
morfismo codifica el aminoacido alanina (A/Ala) (C, en el ADN) o valina
(V/Val) (T, en el ADN) en la posicion 222 (p.Ala222Val) de la proteina (den
Dunnen et al., 2016; Human Genome Variation Sequence, s. f.). El SNP
rs1801133 ha sido identificado como un factor de riesgo para varios tras-
tornos que incluyen enfermedades vasculares, neuroldgicas, varios tipos
de canceres, diabetes y pérdida del embarazo (Froese et al., 2018; Rosen-
berg et al., 2002; Goyette et al., 1994; Goyette et al., 1995; Rozen, 1997;
Frosst et al., 1995; Leclerc et al., 2013).

Por otro lado, el gen TP53 se encuentra en el brazo corto del cromosoma 17
(17p13) vy en humanos codifica una proteina de 393 aminoacidos llamada
proteina tumoral 53 (“tumor protein p53”, 0 “p53”), la cual es un factor de
transcripcion y es un supresor de tumores, por lo que es conocida como
el guardian del genoma (Ziemer et al., 1982; Bourdon et al., 2005; Surget
et al., 2013). La proteina p53 responde a diversos estreses e interacciones
celulares que aiin no se conocen en su totalidad estimulando la transcrip-
cion de diversos genes inhibidores de proliferacién que detenienen el ciclo
celular en la transicion de G,-S, estimulan apoptosis, senescencia y la re-
paracion del ADN o generando cambios en el metabolismo (Chumakov et
al., 2000; Bargonetti et al., 2002; Rangel-Lopez et al., 2006; Ingaramo et
al., 2018; Kumar et al., 2020). TP53 es el gen mas mutado en canceres (base
de datos IARC TP53, R13; Olivier et al, 2010; Surget et al., 2013; de Andrade
et al., 2022). En particular, el polimorfismo rs1042522 identificado en el
genoma Ngobe corresponde a un SNP en la posicion 215 del exén 4 donde
se reemplaza citosina o guanina (C/G) (c.215C>G) codificando el aminoa-
cido prolina (P/Pro) (C, en el ADN) o arginina (R/Arg) (G, en el ADN) en el
codon 72 de la proteina (p.Pro72Arg) (Mohammed Basabaeen et al., 2019).
Este polimorfismo ha sido asociado a varios canceres, incluyendo cance-
res hereditarios (Brady et al., 2010; Litviakov et al., 2010), uterino (Klug et
al., 2009), pancreas (Naccarati et al., 2010; Sonoyama et al., 2011), mama
(Johnson et al., 2007; Ahmed et al., 2023), hueso (Huang et al., 2019), co-
lorectal (Polakova et al., 2009); prostata (Fan et al., 2017), pulmén (Han
et al., 2008) y gastrico, entre otros (Akulevich et al., 2009; Huang et al.,
2011; Rangel-Lopez et al., 2006). Ademas, rs1042522 ha sido asociado a
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enfermedad coronaria (Omrani-Nava et al., 2018; Khan et al., 2016), ar-
tritis reumatoide (Lee et al., 2012); obesidad (Kung et al., 2016) y diabetes
(Bonfigli et al., 2013) entre otras condiciones de salud.

Con el objetivo de determinar la proporcion de estos polimorfismos posi-
blemente patogénicos en la poblaciéon Ngobe, determinamos el genotipo
de estos SNPs en una muestra de 60 individuos de esta poblacion ame-
rindia ancestral que representa la mayor parte del trasfondo genético
del panamefio con un 51% (Castro-Pérez et al., 2016). Se realiz6 PCR y
secuenciacion de ADN para el genotipado de ambos polimorfismos. Los
resultados indican que en la poblacién Ngdbe, el polimorfismo rs1801133
de MTHFR muestra una frecuencia alélica de 15% para el alelo C (alani-
na) y de 85% para el alelo T (valina); asi como una frecuencia genotipi-
ca de 0% para los genotipos homocigoto CC, 31% heterocigoto CT y 69%
para el homocigoto TT. Por otro lado, el polimorfismo rs1042522 en TP53
mostré una frecuencia de 62% y 38%, para el alelo C (prolina) y para el
alelo G (arginina) respectivamente; y una frecuencia genotipica de 52%
para los genotipos homocigoto CC, 20% heterocigoto CG y 28% para el
homocigoto GG. La alta frecuencia de los alelos mutantes en la poblacién
Ngdbe, quienes son los ancestros indigenas de la poblaciéon panameiia ac-
tual, y con la mayor contribucion de genes (51%), sugiere que estos alelos
podrian estar presentes en la poblacion del pais. De confirmarse su pre-
sencia, estos alelos podrian contribuir junto con otros polimorfismos y
factores ambientales a la prevalencia de enfermedades no transmisibles
como tumores malignos y vasculares, entre otras. Para confirmar si hay
asociacion o no de estos SNPs con estas enfermedades, estudios en curso
analizan los patrones genéticos de estos polimorfismos en grupos de pa-
cientes diagnosticados y se comparan con grupos control de bajo riesgo en
la poblacion general del pais.

Metodologia
Obtencion de muestras, calidad
del ADN y sexado

Se utilizaron muestras de ADN Ngobe del banco de ADN del Departamento
de Genética y Biologia Molecular de la Universidad de Panama colectados
en proyectos desarrollados, y publicados previamente (Arias et al., 1993;
Jorge-Nebert et al., 2002; Petersen et al., 1991; Castro et al., 2007). Se ve-
rificd la concentracion, purezay calidad de las muestras, y fueron sexadas
como describimos en la metodologia del capitulo anterior.
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Identificacion de los polimorfismos
rs1801133 y rs1042522 en genomas
Ngobe

Los analisis bioinformaticos del exoma de diez individuos Ngobe descritos
en el capitulo anterior nos condujo a la identificacion de multiples varian-
tes génicas posiblemente asociadas a ENT. Seleccionamos algunos de es-
tos polimorfismos de relevancia clinica posiblemente patogénicos asocia-
dos a canceres y enfermedades vasculares para estudios mas detallados,
ya que representan las principales causas de muerte en la poblacién pa-
namefia. En particular, nos enfocamos en los polimorfismos rs1801133 del
gen MTHEFR, el cual esta asociado a mayor riesgo de canceres, enferme-
dades vasculares y otras descritas en la introduccion; y el SNP rs1042522
del gen TP53, asociado principalmente a mayor riesgo de canceres. Am-
bos polimorfismos fueron identificados en al menos 5 de los 10 genomas
secuenciados en el capitulo anterior. Realizamos el genotipado de ambos
polimorfismos mediante PCR y secuenciacion de ADN del producto de
PCR, y determinamos la frecuencia alélica de ambos polimorfismos en una
muestra de 60 individuos no relacionados de la poblacién Ngdbe.

Amplificacion por PCRy secuenciacion
del polimorfismo rs1801133 (MTHFR)

Para el genotipado del polimorfismo rs1801133 realizamos amplificacion
por PCRy secuenciaciéon de ADN de la region del gen MTHFR que contie-
ne el SNP con algunas adaptaciones de métodos descritos previamente
(Khalil et al., 2021) y explicados mas abajo. Las secuencias obtenidas fue-
ron luego analizadas mediante varias estrategias que incluyeron analisis
de restriccion in silico (PCR-Secuenciacion-RFLP-in silico), segin fue re-
portado previamente (Khalil et al., 2021). Se amplificd una region del ex6n
5 del gen MTHFR que contiene el sitio del SNP con primers (cebadores)
y condiciones reportadas previamente (Khalil et al., 2021). La mezcla de
reaccion fue realizada en un volumen final de 30 ul que consistieron en 15
ul de master mix [2X Blastag™ PCR Taq MasterMix, Cat.# G895, Applied
Biological Materials (abm) Inc.], 3 pl de cada primer (5uM cada primer), 2
plde ADNy 7 ul de agua. Como control negativo utilizamos una mezcla de
reaccion con todos los componentes, excepto que el volumen de ADN (2 pl)
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fue reemplazado con agua libre de nucleasa. Se usaron los primers con las
siguientes secuencias (Khalil et al., 2021) forward (FW) y reverse (RV): FW
(5’-TGA AGG AGA AGG TGT CTG CGG GA-3’) y RV (5’-AGG ACG GTG CGG
TGA GAG TG-3’). Las condiciones del termociclador fueron las siguientes:
95°C por 10 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 62 °C por 30 sy 72
°C por 30 s; y una extension final de 72 °C por 10 min. Se usaron 3 puL de los
productos de PCR para resolverlos y visualizarlos mediante electroforesis
en gel de agarosa al 1% en tampén TAE 1X y tefiidos con GelRed. Se visua-
liz6 una banda del tamatfio esperado de 198 pares de bases, la cual fue ve-
rificada utilizando un estandar de peso molecular (100 bp PCR ladder). Los
resultados fueron foto-documentados digitalmente en un Gel DocTM EZ
System (BioRad). El restante volumen de los productos de PCR (60 mues-
tras en total) fueron embalados en frio y enviados a la empresa Psomagen
en la ciudad de Nueva York, Estados Unidos, para secuenciacion de ADN de
ambas hebras de los primers utilizados para su amplificacion.

Amplificacion por PCRy secuenciacion
del polimorfismo rs1042522 (TP53)

El genotipado del polimorfismo rs1042522 se realizé6 combinando méto-
dos de analisis moleculares de amplificacion por PCR y secuenciacion de
ADN del producto de PCR junto con métodos de analisis de restriccion in
silico (PCR-Secuenciaciéon-RFLP-in silico). Esta estrategia fue adaptada
basada en métodos descritos previamente (Naidoo et al., 2020). Se am-
plificé una region del exén 4 del gen TP53 que contiene el sitio del SNP. La
reaccion fue realizada en 30 ul que consistieron en 15 ul de master mix 2X
Blastag™ PCR Taq MasterMix, Cat.# G895, Applied Biological Materials
(abm) Inc.], 3 pl de cada cebador (5uM cada cebador), 2 plde ADNy 7 ul de
agua. Como control negativo utilizamos una mezcla de reaccién con to-
dos los componentes, excepto que el DNA templado fue reemplazado con
agua. Las secuencias de los primers utilizados fueron: FW-5'-TTG CCG
TCC CAA GCA ATG GAT GA-3' y RV-5'- TCT GGG AAG GGA CAG AAG ATG
AC-3'. Las condiciones de termociclador fueron las siguientes: 96°C por
12 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 30 s, 55 °C por 30 sy 72 °C por 30
s; seguido por una extension final a 72 °C por 5 min. Los productos de PCR
fueron separados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% y tefii-
dos con GelRed. Los resultados fueron foto-documentados digitalmen-
te en un Gel DocTM EZ System (BioRad). Se visualizaron las bandas del
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tamano esperado de 131 pares de bases, la cual fue verificada utilizando
un estandar de peso molecular (100 bp PCR ladder). El restante volumen
de los productos de PCR (60 muestras en total) fueron embalados en frio
y enviados a la empresa Psomagen en la ciudad de Nueva York, Estados
Unidos, para secuenciacion de ADN de ambas hebras de los primers utili-
zados para su amplificacion.

Procesamiento y analisis de secuencias
para el genotipado

Los datos de secuenciacion recibidos consistieron en 60 secuencias
forward (FW) y 60 secuencias reverse (RV), es decir, ambas hebras de cada
muestra de ADN/PCR, representando un total de 120 secuencias para cada
SNP genotipado. Estas secuencias confirmaron la identidad molecular y
posicion de los SNP identificados originalmente en los genomas Ngébe
(Capitulo anterior). También utilizamos como estandar las secuencias de
cDNA vy proteina de referencia del genoma humano del GenBank de los
genes MTHFR (cDNA: [NM__001330358.2] y proteina [NP_001317287]);
y TP53 ([NM__000546.6] y proteina [NP__000537.3]) en la region corres-
pondiente a la posicion del respectivo SNP en estudio. Para determinar el
genotipo, a estas secuencias se les realizaron varios analisis y controles
con programasy herramientas en el orden como se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Analisis y herramientas utilizadas en el analisis de secuencias para el ge-

notipado.
Paso Analisis Programa

1 Ensamblaje de ambas hebras FW y RV SEQUENCHER 4.1.4.

2 Limpieza y verificacion de secuencias SEQUENCHER 4.1.4.

3 Obtencion de secuencias consenso SEQUENCHER 4.1.4.

4 Verificacion del tamafio del fragmento SEQUENCHER 4.1.4.

5 Verificar la identidad molecular de la NCBI-BLAST
secuencia
Analisis de restriccion in silico y verificar

6 el patrén de restriccion que identifica la SE%%EBESEEFV%BZEW 0
posicion del alelo/SNP e
Alineamiento de secuencias de nucleétidos y

7 verificar la posicion del SNP MEGA 11

8 Secuencias de proteinas con un predictor de ORFfinder (Translate tool)
traduccion de ExPASy
Alineamiento de las secuencias de proteinas

9 y verificar la posicién del cambio de MEGA 11

aminoacido que genera el SNP

10

Determinar las frecuencias alélicas y
genotipicas

PopGene v1.32

Ensamblaje, limpieza, secuencias
consenso y verificacion del tamaiio

Los cuatro primeros pasos para el procesamiento y analisis de las
secuencias se realizaron con el programa SEQUENCHER 4.1.4. (Gene
Codes Corporation, Ann Arbor, MI USA). Las secuencias de cada he-
bra de los cebadores FW y RW se importaron a partir de archivos en
formato con extension “.ab1” y se ensamblaron usando los parame-
tros del programa. Una vez ensambladas, se pudo verificar el tamatio
del fragmento en los cromatogramas. La limpieza consisti6 en revi-
sar los cromatogramas y corregir las bases ambiguas de la secuen-
cia basado en la hebra (FW o RV) de mejor calidad, se eliminaron los
segmentos cortos de los extremos con errores o secuencias muy am-
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biguas o no especificas y se corrigieron bases segtin el caso. Al mismo
tiempo, se identificé la posicion del correspondiente SNP mediante el
analisis de restriccion in silico en SEQUENCHER (explicado mas ade-
lante). Al final, se export6 la secuencia consenso para cada muestra
en formato FASTA, la cual seria utilizada para los siguientes analisis.
Para los homocigotos se generd una sola secuencia consenso porque
mostraban un solo pico en el SEQUENCHER en la posicion corres-
pondiente a la base del SNP, es decir, era el mismo alelo/base de ADN
del gen en ambos cromosomas. Para los heterocigotos, se generaron
y exportaron dos secuencias consenso, una por cada alelo, lo cual se
verificaba mediante la presencia de picos dobles (sobrepuestos con 2
colores diferentes) en los cromatogramas en la posicién del corres-
pondiente SNP (explicado en resultados).

Verificacion de la identidad molecular
del fragmento secuenciado

La identidad molecular de todas las secuencias de ADN fue verifi-
cada en la base de datos de las secuencias del genoma humano de
referencia depositadas en GenBank (NCBI-NLB-NIH) utilizando la
herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) para bus-
queda de nucleétidos (Blastn). La bsqueda confirmé las regiones
gendmicas y transcriptos de mayor homologia (similitud) con las
secuencias de referencia del correspondiente gen en el genoma
humano de referencia. Una vez confirmada la identidad molecular
de las secuencias nucleotidicas (ADN) con el correspondiente gen
(MTHEFR o TP53), las mismas fueron analizadas con la herramienta
ORFfinder (Translate tool) de “ExPASy” para obtener la prediccién
de su secuencia de aminoacidos de la proteina. La identidad de las
secuencias de proteinas fue confirmada mediante la herramienta
Protein BLAST (Blastp) en el genoma humano de referencia. Tan-
to las secuencias de nucleétidos como de proteinas obtenidas fue-
ron confirmadas y todas coincidieron con su correspondiente gen
(MTHEFR o TP53). Por lo tanto, no hubo discrepancias en la identi-
dad molecular de las secuencias obtenidas con su correspondiente
gen del genoma humano de referencia.
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Genotipado mediante analisis de
restriccion in silico

Realizamos analisis de restriccion in silico de las secuencias nucleo-
tidicas obtenidas para verificar la posicion y cambio de base de los
correspondientes SNPs, ya que en la posicion de los mismos ocu-
rre un sitio de reconocimiento de endonucleasas de restriccion de
manera especifica reportado previamente para MTHFR (Khalil et
al., 2021) y para TP53 (Naidoo et al., 2020) que explicamos a con-
tinuacion. Para los analisis de restriccion in silico utilizamos la he-
rramienta de analisis de restriccion incorporada en el programa SE-
QUENCHER 4.1.4. y/o con la plataforma NEBCutter v3.0.17.

Para la secuencia de MTHEFR se han reportado métodos de genotipado del
SNP rs1801133 mediante PCR-RFLP, donde el producto de PCR secuencia-
do de 198 pb es digerido con la endonucleasa de restriccion Hinfl gene-
rando un patron de restriccion de bandas que revela la identidad del geno-
tipo en el polimorfismo rs1801133 (Khalil et al., 2021). Esta endonucleasa
(secuencia de restriccion 5’-G*ANTC-3’/3"-CTNA*G-5’) corta los pro-
ductos de PCR en la posicion 665 del exén 5 donde esta el SNP [citosina
(C), o timina (T)], lo cual genera la sustitucién de alanina/Ala o valina/Val
en la posicion 222 (p.Ala222Val) en la proteina. HinfI corta la secuencia
del producto de PCR en los alelos homocigotos (T/T) generando dos frag-
mentos, uno de 175 pb y otro de 23 pb. Por el contrario, en los alelos ho-
mocigotos (C/C) este sitio de restriccion se pierde y no es reconocido, por
lo que el producto de PCR no es cortado dejando la banda original de 198
pb intacta. Por lo tanto, para los individuos con alelos heterocigotos (C/T,
mostraban picos dobles en el cromatograma) la digestién con la endonu-
cleasa genera 3 fragmentos uno de 198 pb correspondiente al cromosoma
con el alelo “C”, sin cortar; y dos fragmentos para el cromosoma con el
alelo “T”, uno de 175 pb y otro de 23 pb (Khalil et al., 2021).

Para la secuencia de TP53 también se han reportado métodos de genoti-
pado del SNP rs1042522 mediante PCR-RFLP, donde el producto de PCR
secuenciado de 131 pb es digerido con la endonucleasa de restriccion BstUI
(secuencia de restriccion 5’-CG*CG-3’/ 5'-GC*GC-3’) generando un pa-
tron de restriccion de bandas que revela la identidad y genotipo del poli-
morfismo rs1042522 (Naidoo et al., 2020). De acuerdo con este método, el
alelo que corresponde a homocigoto C/C en el ADN en la posicion 215 del
exon 4 del gen da como resultado que no hay corte del producto de PCR
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por lo que se observa la banda original intacta de 131 pb. Por otro lado, la
variante homocigoética del alelo homocigoto G/G en el ADN, produce dos
fragmentos, uno de 81y otro de 50 pb. El genotipo heterocigoto que co-
rresponde a C/G en el ADN (mostraban picos dobles en el cromatograma),
produce tres bandas una de 131 pb correspondiente al cromosoma con el
alelo “C” sin cortar; y dos fragmentos para el cromosoma con el alelo “G”
uno de 81 pb y otro de 50 pb (Naidoo et al., 2020).

El programa Sequencher permite realizar analisis de restriccion in silico
donde se seleccionan las endonucleasas especificas, lo cual conduce a la
identificacion de la posicion del SNP en las secuencias. Complementaria-
mente, se utilizo la herramienta NEBcutter. Los analisis de restriccion in
silico permitieron confirmar la identidad (genotipo) y posicion de los SNPs
en las secuencias de ambos genes en sus correspondientes cromatogra-
mas de todas las secuencias. El genotipo y posicion de los SNPs fue luego
confirmado en los alineamientos de secuencias de ADN y de proteinas.

Alineamiento de secuencias de
nucleotidos y proteinas

Las secuencias nucleotidicas y de proteinas se alinearon con las corres-
pondientes secuencias de referencia encontradas en la base de datos del
NCBI-GenBank. Se generaron dos archivos en formato FASTA, uno para
las secuencias de nucledtidos y otro para las secuencias de proteinas con
las 60 secuencias analizadas para cada gen. Cada archivo FASTA contenia
la misma longitud en cantidad de bases o cantidad de aminoacidos. Cada
archivo en FASTA fue alineado en el programa Molecular Evolutionary Ge-
netics Analysis 11 (MEGA 11). Luego de alinearse, se verificd la posicion del
nucledtido o del aminoacido en la correspondiente posicion del SNP de
cada muestra analizada.

Determinacion de frecuencias alélicas y
frecuencias genotipicas

Una vez verificado el genotipo de las 60 muestras analizadas, se determiné
la frecuencia alélica y la frecuencia genotipica de cada SNP con el progra-
ma PopGene v1.32 (Yeh et al., 1997). Se organizaron los datos en el formato
requerido por el programa. Luego, se importo el archivo y se seleccionaron
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las barras Codominant Data y Diploid Data para hacer el analisis, en el cual
se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas de los correspondientes
SNPs. Para observar su contexto general, diversidad y significancia, las fre-
cuencias alélicas y genotipicas determinadas para ambos SNPs en la pobla-
ciéon Ngobe fueron comparadas con las frecuencias alélicas reportadas de
ambos polimorfismos en otras poblaciones del mundo.

Resultados
Amplificacion de los polimorfismos
mediante PCR y secuenciacion de ADN

Los SNPs fueron genotipados mediante amplificacién por PCR y secuen-
ciacion Sanger de la region del exén que contiene cada SNP respectivo. La
Figura 1 muestra la amplificacién de la regién del gen MTHFR que con-
tiene al SNP rs1801133 con una banda de 198 pb. La Figura 2 muestra la
amplificacion de la region del gen TP53 que contiene al SNP rs1042522 con
una banda de 131 pb. El tamafio de las bandas amplificadas fue consistente
con los tamafios esperados, segin el estandar de peso molecular “100bp
PCR ladder” por lo que fueron enviadas para secuenciacion Sanger a la
empresa Psomagen (N.Y.C., EE.UU.) para continuar el proceso de geno-
tipado. Una vez recibidas las secuencias, las mismas fueron procesadas
en SEQUENCHER para verificar la calidad de las mismas, y se realizaron
varios analisis (Tabla 1) para generar secuencias consenso y determinar el
genotipo de cada muestra cuyos resultados presentamos a continuacion
para cada polimorfismo.

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR representativos correspon-
dientes a la region del gen MTHFR que contiene el polimorfismo rs1801133. Se observa una
banda de 198 pb.
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Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR representativos correspon-
dientes a la region del gen TP53 que contiene el polimorfismo rs1042522. Se observa una
banda de 131 pb.

Analisis de secuencias y genotipado
poblacional de alelos de rs1801133 de
MTHEFR

La Figura 3 muestra algunos genotipos representativos identificados en
cromatogramas de SEQUENCHER para el SNP rs1801133 del gen MTHFR.
Se observan homocigotos TT y heterocigotos CT. Las flechas indican la
posicion del SNP. No se identificaron homocigotos CC en las 60 mues-
tras analizadas. El genotipo de cada individuo fue anotado en tablas para
su posterior analisis de frecuencia alélica y genotipica usando PopGene.
La identidad molecular de todas las secuencias fue verificada en BLAST,
mostrando un porcentaje de similitud de 99% o superior y un “E-value”
menor de 1e-50. Una vez verificada la identidad en BLAST, las secuencias
fueron traducidas a proteinas con la herramienta ORFfinder (Translate
tool) de ExPASy. La Figura 4 muestra los alineamientos de las secuencias
de ADN (nucleétidos) mientras que la Figura 5 muestra los alineamientos
de las secuencias de proteinas (aminoacidos). Las flechas indican la po-
sicion del SNP. Estos analisis permitieron confirmar el genotipo de cada
muestra para el SNP rs1801133. Por consiguiente, procedimos a realizar
los analisis poblacionales para determinar las frecuencias alélicas y las
frecuencias genotipicas en PopGene. Los analisis poblacionales determi-
naron que en la poblacién Ngdbe, el polimorfismo rs1801133 de MTHFR
muestra una frecuencia alélica de 15% para el alelo C (alanina) y de 85%
para el alelo T (valina) (Figura 6, izquierda). Las frecuencias genotipicas
fueron determinadas en 69% para homocigotos TT y 31% para heteroci-
gotos CT. Como se mencioné previamente, no se identificaron homocigo-
tos CC (0%) (Figura 6 derecha).




ESTRUCTURA GENETICA DE LA POBLACION PANAMENA » 241

Vista General Heterocigoto C/T
o s e

il T CATCACHC AR TTTTCTTT AR THACRCATTCITCC - T T Shn - b
T TTTTCTTT e ] TACNCRTICTICC S 1T TR AR e ]

o8- TSRS R - B3 TR - - o

i .

BT AGGALGHET GO GAGMETG Fragment base §22. Base 3 of 173

Vista General Homocigoto T/T
J Hel;|ln'.$1'l Hwamnl

g R TchTcaTcic oM

TTTCATCATCACGC N TTTTCTT TS T 4dcNC

T:??.II:E 11T g i

o1ip DAL - BT B T B -

AT

Figura 3. Cromatogramas representativos mostrando la posicion del SNP rs1801133 del gen
MTHFR en SEQUENCHER. Arriba, heterocigoto C/T, se observa picos dobles sobrepuestos
(azul para citosina y rojo para timina) en la posicion del SNP (flecha). Abajo, homocigoto
T/T, se observa un solo pico (rojo para timina) en la posicion del SNP (flecha). La posicion
del polimorfismo T es también el sitio de la secuencia de reconocimiento de corte de la
endonucleasa Hinfl 5’-GANTC-3’. No se identificaron homocigotos C/C en las muestras
analizadas, por lo que no se muestran imagenes de ese genotipo.
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Figura 4. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos (ADN). Las secuencias de ADN de
las muestras fueron alineadas con la secuencia de referencia nucleotidica de MTHFR del
Genbank (arriba, primera secuencia). La flecha indica la posicién del SNP rs1801133 con las
variantes polimorficas Co T.
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Figura 5. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos (proteinas). Las secuencias de
nucleétidos fueron traducidas a proteinas con la herramienta ORFfinder (Translate tool) y
fueron luego alineadas en MEGA. Se muestra la secuencia de referencia proteinica MTHFR
(arriba, primera secuencia). La flecha indica la posicién del polimorfismo donde ocurre el
cambio de aminoacido de alanina (A) o valina (V).
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Figura 6. Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs1801133 de MTHER en la poblacion
Ngobe. Izquierda: Frecuencia alélica del lelo C (azul, 15%); y T (anaranjado, 85%). Dere-
cha: Frecuencia genotipica para los genotipos identificados CT (heterocigotos, marron,
31%) y homocigotos TT (anaranjado, 69%). No se observaron genotipos homocigotos CC
(0%) en las 60 muestras genotipadas.

Frecuencias alélicas y genotipicas de
rs1801133 en otras poblaciones del
mundo

Con el objetivo de observar su contexto general, diversidad y significancia,
los patrones alélicos para el SNP rs1801133 del gen MTHFR observados en
Ngobes, fueron comparados con los patrones alélicos de otras poblacio-
nales del mundo genéticamente diferentes. En primer lugar, se contras-
taron los patrones alélicos de un estudio sobre poblaciones de referencia
de Estados Unidos (EE.UU.) de grupos afroamericanos, caucasicos (euro-
peos) e hispanicos (Graydon et al., 2019). En este estudio se report6 que
el porcentaje del alelo 677T es mas elevado en los hispanicos (42%), mas
bajo en los afroamericanos (16%) e intermedio en los caucasicos (32%),
(Tabla 2). Ademas, el mismo estudio reporté una frecuencia genotipica
para el homocigoto TT mas alta para los grupos hispanicos que en cauca-
sicos y afroamericanos. (Tabla 2).
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Tabla 2. Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs1801133 de MTHFR en poblaciones de
referencia afroamericana, caucasica e hispanica de Estados Unidos*.

Frecuencia Alélica (%)

Frecuencia Genotipica (%)

Poblacion
C T 677CC 677CT 677TT
Ngobe 15 85 0 31 69
Afroamericanos 84 16 46.4 23.0 8.1
Caucasicos 68 32 29.8 39.4 29.1
Hispanicos 58 42 23.8 37.6 62.8

*Tabla adaptada de Graydon et al., (2019).

En contraste, otros estudios de metaanalisis de diferentes regiones de la
poblacién China (Tabla 3), (Wang et al., 2016) y en otro estudio de meta
analisis de poblaciones de México y de paises de América Central (Tabla
4), (Reyes et al., 2021), se reportaron frecuencias alélicas muy similares a
los reportados en el presente estudio en Ngobe. Estos estudios reportan
una frecuencia alélica mas alta para el alelo T y muy alta frecuencia ge-
notipica de homocigoto TT y heterocigotos, pero muy baja frecuencia de

homocigotos CC.

Tabla 3. Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs1801133 de MTHEFR en distintos gru-

pos étnicos de China*.

Region/ Grupo

Frecuencias Genotipicas (%)

Frecuencias alélicas

pais étnico cC CT TT C T

Panama Ngoébe 0 31 69 0.15 0.85
Henan Han 18 45 37 0.41 0.59
Shandong Han 15 46 39 0.38 0.62
Shanxi Han 19 49 32 0.43 0.57
Hebei Han 17 49 34 0.42 0.58
Guangxi Han 14 48 37 0.39 0.61
Henan Han 16 43 41 0.38 0.62

*Tabla adaptada de Wang et al., (2016).
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Tabla 4. Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs1801133 de MTHFR en poblaciones
amerindias de México y Centroamérica*.

Frecuencias genotipicas Frecuencias
Poblacion Pais (%) alélicas
CC CT TT C T

Ngobe (n=60) Panama 0 31 69 0.15 0.85
Bribri (n=110) Costa Rica 9 49 42 0.34 0.66
Cabecar (n=147) Costa Rica 3 49 57 0.2297  0.7703
Chinanteco (n=81) México 5 27 68 0.19 0.81
Trikis (n=89) México 0 16 84 0.08 0.92
Chorotega (n=133) Costa Rica 14 56 31 0.41 0.59
Huastescos (n=79) México 1 40 48 0.32 0.68
Huetar (n=153) Costa Rica 14 52 35 0.4 0.6
Huicholes (n=50) México 16 56 28 0.4/ 0.56
Jakaltecos (n=40) Guatemala 8 25 68 0.2 0.8
Kagchibel (n=36) Guatemala 0 30 69 0.15 0.85
Yucatan Maya (n=54)  México 13 52 35 0.39 0.61
Mazatecos (n=59) México 7 36 58 0.25 0.75
Mixe (n=89) México 12 48 39 0.38 0.62
Mixtecas (n=124) México 10 40 50 0.3 0.7
Nahuas (n=135) México 5 43 52 0.27 0.73
Otomi (n=220) México 13 38 49 0.32 0.68

*Tabla adaptada de Reyes et al., (2021).

Analisis de secuencias y genotipado
poblacional de alelos de rs1042522 de
TP53

La Figura 8 muestra cromatogramas representativos de SEQUENCHER
que indican el genotipo de alelos homocigoto C/C (izquierda); heterocigo-
to G/C (centro) y homocigoto G/G (derecha) del polimorfismo rs1042522
en TP53. Se observa el sitio de restriccion donde la endonucleasa BstUI
corta el producto de PCR secuenciado y que también corresponde a la po-
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sicion del SNP. Se obtuvo una secuencia consenso y se verific la identidad
molecular de todas las secuencias en BLAST. Estas secuencias de ADN fue-
ron luego traducidas a secuencias proteina con la herramienta ORFfinder
(Translate tool) de ExPASy. La Figura 9 muestra los alineamientos de las
secuencias de ADN (nucledtidos, a la izquierda) y el alineamiento de las
secuencias de proteinas (aminoacidos, a la derecha). Esto permiti6é con-
firmar el genotipo de los alelos de cada muestra, cuantificarlos y proceder
con los analisis poblacionales de las frecuencias alélica y genotipica en
PopGene.

Los analisis poblacionales determinaron que el polimorfismo rs1042522
en TP53 mostrdé una frecuencia de 56% Vv 44%, para el alelo C (prolina)
y (G) (arginina), respectivamente (Figura 10, izquierda). Las frecuencias
genotipicas demostraron un 64% para heterocigotos (CG), 12% homoci-
gotos GGy 24% de homocigotos CC (Figura 10, derecha).

Homocigoto Heterocigoto Homocigoto
C/IC C/G G/G
| | 0 | I 2 I: Iz
PBoscesecaccaccoroise GC :.r.:-- cCICT _Ll """""""

TOIATOA Fragrant cass =32 Baas 82 07 170 SOATOA Fragepet bass 532 Bage 52 of 178 S0ATOA Fragrmant base 5257, Base 227 of 128

Figura 8. Cromatogramas representativos mostrando la posicion del SNP rs1042522 del
gen TP53 en SEQUENCHER. Se muestra genotipo homocigoto C/C (izquierda), genotipo
heterocigoto C/G (centro); y homocigoto G/G (derecha). El programa SEQUENCHER per-
mite identificar el sitio de corte de la endonucleasa BstUI que corresponde a la secuencia
de restriccion 5’-CG*CG-3’/ 5’-GC*GC-3’ y coincide con la posicion de la secuencia del
SNP con genotipo C.
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PT15-2TP53.1 (TE €
PTATTPS3.1 (TP €
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PT18-2TP53.1
PT20-2TP53.1
PT20-3TP53.1
PT21-2TP531
PT25-2TP53.1
PT26-2TP53.1
PT2T-2TPS31
PTH-ZTP53.1
PT31TP53.1
PTH-2TP53.1
PT32-2TP53.1
PT33-2TP53.1
PTHOTPS3.1

Figura 9. Alineamiento de secuencias nucleotidicas (izquierda) y de proteinas (derecha)
del SNP rs1042522 del gen TP53. Izquierda: Se evidencia el SNP rs1042522 sefialado por
flechas la posicion de las variantes C (prolina) y G (arginina). Derecha: Las secuencias de
nucleétidos de la izquierda fueron traducidas a proteinas con la herramienta ORFfinder

(Translate tool) y fueron luego alineadas. Se observa (flechas) el polimorfismo en la posi-
cién donde ocurre el cambio de aminoacido de prolina (P) o arginina (R).

sCuG s CC = CG = GG

Figura 10. Frecuencias alélicas y genotipicas del SNP rs1042522 de TP53 en la poblacién
Ngobe. Izquierda: frecuencia alélica de la poblaciéon Ngbbe con 44% para el alelo G (ana-
ranjado); y 56% para el alelo C (azul). Derecha: se observa la frecuencia genotipica con
12% (gris) para homocigotos (GG), 24% (azul) homocigotos CCy 64% (anaranjado) para
heterocigotos CG.
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Frecuencias alélicas del SNP rs1042522
de TP53 en otras poblaciones del mundo

Con el objetivo de observar su contexto, diversidad y significancia, las
frecuencias alélicas y genotipicas del polimorfismo rs1042522 de TP53
determinados en la poblacién Ngobe fueron comparadas con los patro-
nes alélicos en otras poblacionales del mundo (Tabla 5), (Chiurillo et al.,
2010). Se muestra que en poblaciones de Costa Rica, Espafia, Argentina,
Colombia y Finlandia el alelo predominante es el G (arginina). Mientras
que, en general, el alelo C (prolina) es mas frecuente en poblaciones como
Japon (Asia) y Uganda (Africa).

Tabla 5. Frecuencia genotipica y alélica del SNP rs1042522 de TP53 en poblaciones del
mundo*.

i Frecuencia Genotipica (%) Frecuencia Alélica (%)

Poblacion

Pro/Pro Pro/Arg Arg/Arg Muestra Pro Arg
g)ga(;;emé) 24 64 12 60 56 m
Costa Rica 10 35 55 175 - -
Argentina 1.1 48.6 40.3 109 35.3 64.7
Colombia 10.2 45.7 L4 186 33 67
Esparia 10.2 43.5 46.3 90 32 68
Finlandia 5.3 38 56.7 171 24.3 75.7
Jap6n 18 46 36 110 59.5 40.5
Uganda 47 47.8 5.2 115 70.9 29.1
Turquia 8.7 45.2 46.1 115 68.7 31.3
Tunez 7 54 39 83 34.3 68.7

*Tabla adaptada de Chiurillo et al., (2010).

Discusion

Multiples trabajos e informacién disponible en bases de datos genémicas,
como dbSNP, COSMIC, OMIM, GWAS Catalog y HGMD, indican que los po-
limorfismos analizados han sido previamente asociados como factores de
riesgo genético de canceres, enfermedades vasculares y cierto nimero de
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otras enfermedades. Sin embargo, la informacion de estas bases de datos
es revisaday actualizada cada cierto tiempo por paneles de expertos a me-
dida que se van reportando nuevas investigaciones sobre los polimorfis-
mos. Estas actualizaciones generan nuevas evidencias que confirmarian o
no las asociaciones de riesgo de las variantes génicas con las correspon-
dientes enfermedades. Algunas veces los reportes generan asociaciones
conflictivas o sin confirmar (por ejemplo, “uncertain significance”), las
cuales asignan diferentes valores o puntajes (scores) a los polimorfismos,
lo cual puede diferir entre entre diferentes poblaciones. Por lo tanto, es
necesario contrastar los datos obtenidos en este reporte con las actualiza-
ciones mas recientes entre las diferentes bases de datos, las cuales pueden
variar un poco en su informacién, dependiendo de la rapidez con la que
se actualizan. Ademas, es importante revisar y discutir los hallazgos ge-
nerados con las publicaciones y metaanalisis (combinacion estadistica de
los resultados de multiples estudios) mas recientes que aiin no aparecen
actualizadas en las bases de datos.

Polimorfismo rs1801133 de MTHFR, un
SNP asociado a canceres, enfermedades
vasculares y otras identificado en la
poblacion Ngobe

El SNP rs1801133, también conocido como C677T, Ala222Val y A222V, re-
copila una variante del gen MTHFR, que codifica una enzima implicada
en el metabolismo del folato. Segiin SNPedia, los individuos homocigotos
rs1801133(T;T) tienen ~30% de la actividad enzimatica MTHFR espera-
da, y los heterocigotos r51801133(C T) tienen ~65% de actividad, en com-
paracién con el genotipo mas comun, rs1801133(C;C). Hasta la fecha las
bases de datos como CLNSIG, ClinVar, GWASCatalog, MutationAssessor y
CADD, clasifican esta variante con significancia incierta, interpretaciones
conflictivas, categoria media o probablemente benigna para algunas en-
fermedades. Sin embargo, la base de datos COSMIC reporta que este SNP
esta asociado a varios tipos de cancer incluyendo mama, gastrico, leu-
cemia mieloide aguda, pulmon, préstata y carcinoma urotelial de vejiga
(Mutation Overview Page MTHFR__ENST00000376590 - p.A222V (Subs-
titution-Missense). Ademas, segin la base de datos OMIM, rs1801133
esta asociado 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. Se-
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guln la base de datos HGMD, este SNP tiene asociacién con enfermedades
cardiovasculares (HGMD® home page, s. f.). Adicionalmente, SIFT cla-
sifica a esta variante como deletérea (score=0.002), probablemente pa-
togénica para Polyphen2_ HDIV (0.998), probablemente patogénica para
Polyphen2_ HVAR (0.941), deletérea para LRT (0.000) y deletéreo para
FATHMM (-4.03).

Reportes mas recientes respaldan que rs1801133 esta asociado con va-
rios tipos de cancer, incluyendo gastrico en poblaciones asiaticas (Han
et al., 2021), Neuroblastoma (Olivera et al., 2020); leucemia linfoblasti-
ca (Chung-Filho et al., 2020) y mama (Omran et al., 2021), entre otros.
El polimorfismo ha sido asociado al Parkinson en poblaciones mestizas
e indigenas de méxico (Romero-Gutiérrez et al., 2021) y a enfermedades
inmunes como Lupus (Zhou et al., 2020) y artritis (Nakano et al., 2021,
Poornima et al., 2022; Arida et al., 2022). E1 SNP ha sido asociado a defec-
tos congénicos incluyendo labio endido (Li et al., 2020), vasculares (Yuan
etal., 2020) y del corazoén (Sun et al., 2021). Ademas, rs1801133 ha sido re-
lacionado con hipertensién (Fan et al., 2022; Mabhida et al., 2022ab; Kong
et al., 2022; Wu et al., 2022; Fan et al., 2022; Chiu et al., 2023), con enfer-
medades cardiovasculares (Raina et al., 2020; Bouzidi et al., 2020; Shivkar
et al., 2022), cerebrovasculares (Ames et al., 2022) y trombosis (Ames et
al., 2023). Este polimorfismo ha sido involucrado con problemas meta-
bolicos, incluyendo obesidad (Damavandi et al., 2022), diabetes, y altos
niveles de colesterol y triglicéridos (Meng et al., 2019; Pathak et al., 2022;
Asadi et al., 2024; Lapik et al., 2021).

Las frecuencias alélicas de rs1801133 de MTHFR en poblaciones del mundo
sugieren que el polimorfismo podria constituir un factor de riesgo mo-
derado para algunos trastornos. Desde el punto de vista de la poblacién
mundial, esto podria representar una carga considerable, ya que la va-
riante es relativamente comun (Leclerc et al., 2013). En Ngdbes no se de-
tectaron homocigotos CC, pero si un alto porcentaje de homocigotos TT
y de heterocigotos. Ademas, la frecuencia del alelo C es de apenas 0.1545,
mientras que la frecuencia del alelo T es remarcablemente alta con 0.8455.
Esto contrasta con lo que indican las bases de datos en dbSNP, puesto que,
a nivel mundial, el alelo C tiende a ser mayor que el alelo T. Por ejem-
plo, en Allele Frequency aggregator (ALFA, total/global): C=0.659842,
T=0.340158; 1000Genomes: C=0.7546, T=0.2454; 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 (gno-
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mAD), 0.12 (ALFA). Los asiaticos exhiben una frecuencia mayor que los
africanos en'T 0.339 (ALFA). Los europeos muestran la segunda frecuencia
mas elevada en T 0.296 (1000 Genomes), 0.315 (gnomAD), 0.349 (ALFA).
Los latinoamericanos muestran la frecuencia mas elevada en T con 0.474
(1000 Genomes) y 0.503 ([gnomAD] [rs1801133 {SNP}] - Population ge-
netics - Homo sapiens - Ensembl genome browser 109, s. f.]). Por ejemplo,
el alelo T es mayor en frecuencia que el C en varias poblaciones latinas, lo
cual se acerca a lo observado en la poblacién Ngobe (Graydon et al., 2019).
Por otro lado, estudios en poblaciones de China demostraron que el ale-
lo T supera al alelo C en frecuencia (Wang et al., 2016). Similarmente, se
ha reportado que en grupos indigenas de México y de paises de América
Central, como Guatemala y Costa Rica, el alelo T es mucho mas alto que
el C (Reyes et al., 2021), lo cual es consistente con la poblacion Ngobe. La
alta frecuencia del alelo T en Ngobes, en otras poblaciones indigenas, en
poblaciones mestizas latinoamericanas, asi como en poblaciones asiati-
cas, sugiere que el alelo T podria tener mayor afinidad y posible origen
en poblaciones indigenas, asi como un origen ancestral atin mas antiguo
en poblaciones paleoamerindias asiaticas que poblaron el continente que
derivaron posteriormente en los indigenas actuales y permearon a las po-
blaciones mestizas modernas. Adicionalmente, la altisima frecuencia del
alelo T en las poblaciones indigenas de México, Centroamérica y en Ngo-
bes podria estar relacionado con los fenémenos de deriva génica, como
los de cuello de botella reportados previamente en indigenas debido a la
conquista europea y enfermedades que en esa época redujeron a la de-
bacle poblacional que redujo significativamente su diversidad genética
(Castro-Pérez et al., 2016; Castro et al., 2007). Dado que es la primera vez
que este polimorfismo es identificado en el pais, estudios en curso tienen
el objetivo de confirmar la posible asociacion patogénica de este SNP en
la poblacién panameiia genotipando grupos de pacientes diagnosticados
o grupos de alto riesgo, y compararlos con grupos control o de bajo riesgo
en diferentes enfermedades.

Polimorfismo rs1042522 de TP53, un
SNP asociado a canceres identificado en
la poblacion Ngobe

Este SNP se presenta con el alelo G menos comun que codifica una argini-
na en el codon (posicion) 72 de la proteina (donde normalmente hay una
C que codifica prolina). El SNP se llama cominmente variante Arg72, aun-
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que P72Ry Arg72Pro también son comunes en la literatura. El polimorfis-
mo ha sido asociado principalmente con canceres, pero también algunas
otras enfermedades. La significancia clinica del polimorfismo rs1042522
de TP53 ha sido revisada en varias bases de datos y herramientas disponi-
bles. Por ejemplo, en VarSome (Kopanos et al., 2019) se combinan varios
predictores con informacion de diferentes bases de datos lo cual genera
varios tipos de asociaciones del polimorfismo a canceres con diferentes
puntajes (scores). Por ejemplo, para MetaRNN el SNP es moderadamente
benigno (Benign Moderate, 0.1661), pero para MetaLR (0.8875) y MetaS-
VM (0.8579) muestra respaldo como patogénico (Pathogenic Supporting),
mientras que para FATHMM es moderadamente patogénico (pathogenic
moderate, puntajes alrededor de -5.24, -5.75, -2.05). Sin embargo, para
BayesDeladdAF (0.08668) y MutationTaster (0.9999) su estado es Un-
certain. Adicionalmente, para ClinVar la significancia clinica del SNP es
considerada incierta (uncertain-significance) o benigno (benigno) para
sindrome de Li-Fraumeni (canceres hereditarios de mama y de ovario),
pero es patogénico para carcinoma oral, segtn las Gltimas evaluaciones
de 2019 y 2021. Sin embargo, publicaciones mas recientes sugieren que
el polimorfismo esta asociado a mayor riesgo en varios tipos de cancer
incluyendo cancer cervical (Iordanishvili et al., 2023), cancer de prostata
(Duncan et al., 2023), asi como algunas leucemias, incluyendo leucemia
linfoblastica aguda de células B (B-ALL), leucemia linfoblastica aguda de
células T (T-ALL) (Usenovaet al., 2023; Ounalli et al., 2023) y leucemialin-
focitica cronica (Basabaeen et al., 2019). Ademas, publicaciones recientes
asocian este SNP con mayor riesgo para cancer de mama (Cardoso et al.,
2023), cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC) (Karaagac et al.,
2023) y melanoma (Ozola et al., 2019). Por otro lado, el polimorfismo fue
asociado también con problemas congénicos como aneuplidias asociadas
ala edad de la madre (Chan et al., 2023) y mayor riesgo de enfermedad ar-
terial coronaria (Omrani-Nava et al., 2018; Khan, et al., 2016; Vidal et al.,
2019; Caamario et al., 2009), artritis reumatoide (Lee, et al., 2012), obesi-
dad (Kung et al., 2016) y diabetes entre otras (Bonfigli et al., 2013). Con el
objetivo de confirmar la posible asociacién patogénica de este SNP en la
poblacién panameiia estudios en curso analizan este y otros SNPs en gru-
pos de pacientes diagnosticados o de alto riesgo de estas enfermedades y
se comparan con grupos control o de bajo riesgo de padecer las mismas.

Las frecuencias alélicas obtenidas en este estudio nos permiten por pri-
mera vez demostrar que el alelo de mayor proporcion en la poblacion
amerindia Ngobe es el alelo mutante (G) que codifica arginina con 44%,
la cual es una frecuencia bastante alta. En cuando a las frecuencias alé-
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licas de rs1042522 en TP53 en otras poblaciones del mundo, la base de
datos NIH-dbSNP muestra que a nivel global la frecuencia mas alta es en
el alelo silvestre con C=0.714337 (ALFA, total/global), pero varia segin
diferentes estudios en C=0.5429 (1000Genomes, global); C=0.6174 (TO-
PMED); C=0.6265 (GnomAD), lo cual podria estar mas relacionado con
sobrerrepresentacion de grupos europeos (90388 europeos de un total de
105516), los cuales muestran una alta frecuencia con C=0.73664. Esta base
de datos indica que, en grupos africanos, el alelo predominante en fre-
cuencia es el G (G=0.6854). Por otro lado, el alelo de mayor frecuencia en
grupos asiaticos es el silvestre (patogénico) con C=0.6226 (East Asian),
Japon C=0.6502y Korea C=0.6554. Esta misma base de datos indica que en
grupos latinoamericanos, el alelo de mayor proporcion es el silvestre con
reportes de frecuencias alélicas de C=0.579 - C=0.659. Esto sugiere que
la frecuencia de C=0.6200 en Ngobes guarda mas similitud con las fre-
cuencias de poblaciones asiaticas como lo respaldan multiples reportes
genéticos sobre el origen asiatico de los pueblos amerindios (Castro et al.,
2007; Arnaiz-Villena et al., 2010).

Los resultados muestran que las frecuencias genotipicas de las variantes
del rs1042522 se distribuyen en 20% poblacion heterocigotos, 28% ho-
mocigotos mutantes y un 52% homocigotos de tipo silvestre. Estudios
previos en Iran y Brasil han demostrado que el alelo mutante que codifica
arginina prevalece mas en personas de piel clara que viven en latitudes
altas, mientras que el alelo silvestre que codifica prolina esta mas asocia-
do a poblaciones de piel oscura que viven cerca al ecuador (Thurow et al.,
2011). Aunque se necesitan mas estudios para confirmar si esto es asi en
Panama, estos reportes podrian ser una guia para explicar los patrones
de incidencia y distribucién de algunos canceres, asi como de las muertes
por esta enfermedad. Por ejemplo, en un reporte previo se identifico la
distribucién polimorfica en incidencia y muertes de algunas enfermeda-
des como el cancer entre las provincias del pais (Castro-Pérez et al. 2016).
Este reporte sugiere, ademas, que la distribucién en incidencia y muertes
por estas enfermedades podria estar asociada con la proporcién de genes
ancestrales que contribuyen con factores de riesgo genético. En particu-
lar, el cancer de proéstata, en el cual se observd que el mismo mostraba
mayor incidencia y muertes en provincias con mayor proporcion de genes
africanos (Castro-Pérez et al., en 2016). Sin embargo, aunque algunas po-
blaciones del mundo muestran alta frecuencia del alelo mutante, el efec-
to de interacciones del mismo con el ambiente, estilos de vida, asi como
con otros genes determinarian el efecto real en riesgo a cancer y otras
enfermedades, como se discutié previamente en la poblacion panameiia
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(Castro-Pérez et al., 2016). Mas estudios confirmaran estas posibles aso-
ciaciones en la poblacion panameiia, donde se identificara la frecuencia
de estos SNPs en pacientes o grupos de la poblacién de alto riesgo versus
grupos controles no enfermos.

Conclusiones

Los andlisis gendémicos nos condujeron por primera vez a la identificacion
de dos polimorfismos de importancia biomédica que afectan a la pobla-
cion Ngobe rs1801133 en el gen MTHFR y rs1042522 en el gen TP53, y de-
terminamos la frecuencia de ambos en una muestra de 60 individuos no
relacionados de esta poblacion. La frecuencia alélica de la variante silves-
tre (C) de rs1042522 resulta ser de 0.15 y la del alelo mutante (T) de 0.85,
asi como una frecuencia genotipica de 0% para los genotipos homocigoto
CC, 31% heterocigoto CT y 69% para el homocigoto TT. Las frecuencias
identificadas son consistentes con algunos reportes en otras poblaciones.
Por otro lado, el polimorfismo rs1042522 (TP53) mostrd una frecuencia
de 0.56 y 0.44, para los alelos silvestre “C” y mutante “G”, respectiva-
mente; y una frecuencia genotipica de 0.24 para los genotipos homocigo-
to CC, 0.64 heterocigoto CG, y 0.12 para el homocigoto GG.

Estos datos sugieren que, dada la alta frecuencia de los alelos mutantes,
presumiblemente, la poblacion mestiza del pais derivada de esta pobla-
cion indigena ancestral podria presentar alta frecuencia de este alelo. De
confirmarse esto, el polimorfismo podria contribuir, junto con otros fac-
tores genéticos y ambientales, a la incidencia y muertes por canceres y
otras enfermedades asociadas al mismo tanto en Ngobes como en mesti-
zos. Para confirmar si hay asociacion o no de estos SNPs con estas enfer-
medades, estudios en curso analizan los patrones genéticos de los mis-
mos en grupos de pacientes diagnosticados o de alto riesgo y se comparan
con grupos control o de bajo riesgo en la poblaciéon mestiza del pais.
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