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RESUMEN

La hemofilia A es una coagulopatia hereditaria ligada al cromosoma X mas frecuente, es
causada por mutaciones deletéreas en el gen del factor VIII (FVIII) de coagulacion (F8). Existen
mas de 3500 mutaciones diferentes reportadas en el gen F8 asociadas con los fenotipos, leves,
moderados y severos. Afecta principalmente a los varones, sin embargo las mujeres portadoras
pueden manifestar fenotipos desde leves a severo. Su diagndstico constituye una etapa critica
en la atencién, ya que involucra decisiones médicas que tendran un impacto directo en la
evolucion del cuidado individual.

En este trabajo se desarrollé un pipeline de analisis bioinformatico propio para detectar variantes
patogénicas en el gen F8 a partir de datos de NGS generados de un panel de genes asociados
a las coagulopatias hereditarias relevantes.Fueron aplicandas diferentes herramientas como
BWA, Samtools, picard, GATK y annovar, para el mapeo, filtrado, llamada de variantes, y
anotacion de loas variantes funcionales, y sus existencia en diferentes bases de datos.

Como resultado se detecto una variante patogénica que consiste en la insercion de dos pares de
bases (GA) en el exdon 14, la cual cambia el marco de lectura generando un codén stop
anticipado que genera una proteina truncada lo que explica el fenotipo severo del individuo. El
analisis con la herramienta annovar mostré que la variante aun no ha sido reportada en ninguna
base de datos. Este flujo de trabajo bioinformatico permitié la deteccion de la variante patogénica
esperada, asi como de diferentes SNPs e indels en el gen del factor VIII de la coagulacion, lo
que posibilita que se realice de forma rapida y confiable el diagndstico genético molecular de los
pacientes con hemofilia y se detecten las portadoras lo que posibilita el asesoramiento genético.

Palabras Claves: Bioinformatica, Flujo de trabajo, Coagulopatias, Hemofilia A, Factor VIl



Introduccion

Segun la Federacion Mundial de Hemofilia (WFH) en Uruguay existen mas de 235
pacientes con hemofilia, sin embargo, no se han realizado estudios a nivel nacional para
estudiar las mutaciones causales, existe solamente un reporte del estudio de la Inversion
del intrén 22 y del Intrén 1 en la regién noreste en pacientes con hemofilia A severa (Vega.,
el al 2020). Es importante resaltar que dado el gran nimero de mutaciones reportadas en
el gen F8 su estudio molecular es complejo y laborioso, por lo que puede ser beneficiosa
la aplicacion de tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento (NGS), en este sentido,
actualmente en el CENUR Noreste - UdelaR junto a la Plataforma Gendmica de la
Facultad de Ciencias - UdelaR, se esta desarrollando un protocolo de NGS para detectar

las variantes patogénicas del gen F8 en familias con hemofilia A de todo el pais.

En este trabajo se busca desarrollar un pipeline de analisis bioinformatico propio para
detectar variantes patogénicas en el gen F8 a partir de datos de NGS generados de un
panel de genes asociados a las coagulopatias hereditarias relevantes y busca validar y

mejorar los resultados obtenidos anteriormente con programas como Geneious prime.

Contexto bioligico de la enfermedad

La hemostasia se define como un conjunto de procesos bioldgicos cuya funcién es
preservar la fluidez sanguinea y la integridad del sistema vascular, evitando y deteniendo
la pérdida de sangre tras una lesion. Una vez alcanzado este objetivo, es crucial garantizar
la eliminacion del tapén hemostatico para restaurar el flujo sanguineo. Un equilibrio
adecuado en este sistema contribuira a limitar tanto el sangrado como la formacién de
trombos patolégicos.La primera linea de defensa para detener la hemorragia se basa en la
formacion del tapon o trombo plaquetario, en el cual participan las plaquetas y el endotelio
vascular. Simultaneamente, las proteinas del plasma activan la coagulacién, dando lugar a
la generacion de fibrina y la formacion de un trombo estable. De manera coordinada, se
activan mecanismos anticoagulantes que previenen la obstruccién del sistema vascular
debido a la propagacion del coagulo. Finalmente, el sistema de fibrindlisis se encarga de

disolver el coagulo una vez que la lesion ha sido reparada (Moraleda J, 2017).

Tanto la hemorragia como el sangrado excesivo pueden originarse por enfermedades, ya
sean congénitas o adquiridas, que afectan a los vasos sanguineos, plaquetas o factores

procoagulantes. Ademas, la disminucién de los anticoagulantes fisioldgicos o la alteracion



de la fibrindlisis pueden conducir al desarrollo de trombos patolégicos. La hemostasia se
desglosa en dos componentes principales: la hemostasia primaria, que depende de las
plaguetas y los vasos sanguineos, y la hemostasia secundaria, que se apoya en las

proteinas de la coagulacién (Roberts & Monroe, 2004).

La hemostasia primaria es el resultado de interacciones complejas entre proteinas
adhesivas de la pared vascular y plaquetas, generando un trombo blanco rico en
plaguetas. Fisiolégicamente, las paredes vasculares mantienen propiedades
antitrombdticas a través del endotelio, que sintetiza inhibidores de la activacion
plaquetaria, de la coagulacion y activadores de la fibrindlisis. Sin embargo, agresiones
externas transforman estas propiedades en protrombdéticas, caracterizadas por la
liberacion de factores activadores de plaquetas, exposicion de fosfolipidos anidnicos, y la
presencia de componentes trombogénicos como el colageno y el factor de Von Willebrand
tras una lesién. La vasoconstriccion de las arteriolas es la primera respuesta al dano
vascular, reduciendo la pérdida de sangre mediante la liberacion de serotonina y

tromboxano A2 por parte de las plaquetas y el endotelio (Ruggeri, 2002).

Por otra parte la hemostasia secundaria o coagulacién es un conjunto de reacciones
bioquimicas que conducen a la transformacion del fibrinogeno (soluble) en fibrina
(insoluble), lo que da estabilidad al trombo tras la lesion de un vaso. En el proceso de la
coagulacién intervienen una serie de complejos enzimaticos en los que, ademas de la
enzima y el sustrato, es necesaria la presencia de cofactores proteicos, fosfolipidos y
calcio, que interaccionan entre si para acelerar la velocidad de la reacciéon y aumentar su
eficacia. Pero las reacciones procoagulantes que conducen a la formacién de fibrina deben
estar en un perfecto equilibrio con: 1) reacciones limitantes anticoagulantes que impidan la
accién incontrolada de los factores de coagulacion activados y eviten una coagulacion
generalizada, y 2) reacciones fibrinoliticas que se encarguen de eliminar la fibrina cuando
ya no sea necesaria y de restablecer el flujo sanguineo. Estos procesos son dinamicos y
estan estrictamente regulados, y su alteracion puede ocasionar episodios tanto

hemorragicos como trombaticos (Moraleda J, 2017).

Todos los factores de la coagulacion excepto el FvW (Factor de von Willebrand) se
sintetizan en el higado y circulan en la sangre periférica, salvo el factor tisular, que se
encuentra en las membranas de ciertas células. Los factores V, Xl y Xlll también se
encuentran en plaquetas. Los factores Il, VII, IX y X, y las proteinas C y S necesitan de la

vitamina K para que sean completamente funcionantes. Esta vitamina participa en la



gammacarboxilacion de los residuos de acido glutamico de estas proenzimas, lo que
permite (a través del calcio) la unién de estos factores a los fosfolipidos de las superficies
celulares. De esta manera, las reacciones entre factores, que en fase liquida serian muy
poco eficientes, se realizan sobre superficies fosfolipidicas (membranas de plaquetas y, en
menor medida, de células endoteliales) creando complejos enzimaticos que aumentan la

eficiencia de la reaccion (Moraleda J, 2017).
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Figura 1. Representacion de la cascada de coagulacion de iniciacion de la formacién del coagulo mediada por
factor tisular; interacciones entre las vias y papel de la trombina en el mantenimiento de la casacasa por

mecanismos de retroactivacion de factores de coagulacion. (ftomado de Moraleda J, 2017)

Una falla en unos de los componentes de esta cascada puede llegar a causar una

coagulopatia.

Las coagulopatias constituyen un grupo heterogéneo de enfermedades que cursan con
diatesis hemorragica, y que son producidas por alteraciones de las proteinas plasmaticas
de la hemostasia primaria (por ejemplo el factor de von Willebrand [FVW]), de la
coagulacién o de la fibrindlisis. Se clasifican en congénitas o hereditarias y adquiridas. Las
coagulopatias congénitas pueden ser consecuencia del defecto selectivo de un factor, o
raramente , una combinacion de 2 mas defectos. Estas alteraciones de la hemostasia
peden ser de tipo cuantitativo o cualitativo (moléculas disfuncionales o variantes)
(Sarmiento et al., 2001).



Las coagulopatias hereditarias mas frecuentes son la hemofilia A (déficit del factor VIII de
la coagulacion), la hemofilia B (déficit del factor IX de a coagulacion) y la enfermedad de
Von Willebrand (EVW). La hemofilia A (HA) y la hemofilia B (HB) son enfermedades
recesivas ligadas al cromosoma X que afectan a 1 en 5.000 y 1 en 30.000 varones

respectivamente, producidas por mutaciones en los genes F8 y F9 (Peyvandi et al,,

2016).

La HA se diagnostica en funcién de los antecedentes de hemorragia y las pruebas de
coagulacién anormales en los pacientes y sus familias. Las anomalias en la prueba de
coagulacion incluyen tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA) prolongado vy
actividad disminuida del FVIII. La HA se clasifica en tres fenotipos segun los niveles de
actividad del FVIIlI en plasma: grave (<1% de la actividad normal), moderada (1 a 5%) y
leve (5 a 40%). El fenotipo grave ocupa la mayoria de los casos (60%), moderado en el
15% vy leve en el 25% de todos los casos [ 4 ]. Sin embargo, sélo aproximadamente el 30%
de las mujeres heterocigotas HA tienen una actividad del FVIII inferior al 40%, lo que no es

fiable para el diagnéstico (Wang et al., 2022).

La HA es causada por mutaciones deletéreas en el gen del factor VIII (FVII) de
coagulacion (F8), casi la mitad de las HA severas estan asociadas a inversiones del F8, la
inversion del intron 22 (Inv22) (Lakich et al., 1993) y del intréon 1 (Inv1). (Bagnall et al.,
2002). En el intron 22 del F8 se extiende una secuencia de 9,5 kb (int22h-1) que posee
dos copias extragénicas (ints22h-2 y-3) a una distancia de alrededor de 500 kb a 600 kb
del F8. Estas copias promueven la recombinacién intracromosomica principalmente
durante la gametogénesis masculina. Por su parte, el intron 1 posee un segmento de 1041
pb (int1h-1) con una copia extragénica (int1h-2) a unas 140 kb hacia el telémero Xq, cuya

recobinacion puede generar la Inv1 (Bagnall et al., 2002).
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Figura 2. Inversion del intron 1 (a) y del intron 2 (b) del gen factor VIII, por recombinacién homdloga

intracromosomica defectuosa (tomado de Rodriguez et al., 2009).

Por otra parte, existen mas de 3500 mutaciones diferentes reportadas en el gen F8
asociadas con los fenotipos, leves, moderados y severos (Base de datos de variantes del

factor VIII de EAHAD, 2022).

El patrén de herencia de la hemofilia, una enfermedad ligada al cromosoma X, es recesivo.
Esto significa que la mayoria de los hombres afectados manifiestan los sintomas de la
enfermedad, mientras que las mujeres parientes pueden ser heterocigotas para la
mutacion, a menudo denominadas portadoras de hemofilia (Rodriguez-Martorell et al.,
2009). Las mujeres con ese gen andmalo tienen una posibilidad del 50% de transmitir esa
caracteristica genética a sus hijos varones, lo que provocara que la enfermedad se
exprese en los hijos que reciban ese gen.

Los hombres con hemofilia transmiten su cromosoma Y a sus hijos varones, pero no
transmiten el gen defectuoso a sus hijos varones (Franchini & Mannucci., 2017).
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Figura 3. Patrén de herencia de la hemofilia A y B (ligada al cromosoma x) (fomado de Moraleda J, 2017).

Estado del arte del diagnéstico molecular y Analisis Bioinformatico.

El diagnéstico constituye una etapa critica en la atencion de un paciente, ya que involucra
decisiones médicas que tendran un impacto directo en la evolucion del cuidado individual.
En este sentido, el respaldo diagndstico emerge como un servicio fundamental para el
equipo médico y, consecuentemente, para la institucion que lo proporciona (Somak, et al,
2018).

La bioinformatica desempefia un papel crucial en el diagndstico al procesar datos masivos,
como los generados por la secuenciacion masiva NGS (por sus siglas en inglés, next
generation sequence) permitiendo detectar alteraciones genéticas que impactan
directamente en la comprensién y el manejo de las enfermedades redundando en la
atencion al paciente. Sanger fue una de las primeras técnicas de secuenciacién basada en
un método de didesoxinucledtidos y usada como tecnologia convencional. Fue
desarrollada por el bioquimico britanico Frederick Sanger a mediados del siglo XX, y
permite analizar la secuencia de nucledtidos que componen una molécula de ADN. En la
actualidad, la secuenciacion de Sanger sigue utilizandose en los laboratorios, pero

presenta ciertas limitaciones, (Secuenciacién por Sanger, 2010) funciona a bajo



rendimiento y su costo es elevado por lo que sélo es adecuada para validaciones y
ensayos (Carneiro et al., 2019). Debido a esto, se han desarrollado diversas técnicas de

secuenciacién de nueva generacion, mucho mas rapidas y econémicas.

NGS es una estrategia de secuenciacion de alto rendimiento que permite generar millones
de secuencias, tanto de genes de interés como exomas e incluso genomas completos en
una unica corrida de secuenciacion.

NGS se vuelve cada vez mas costo-efectiva, ya que desde hace varios afios viene bajando
los precios exponencialmente (Somak. et al., 2018). Ademas, la secuenciacion masiva
tiene el potencial de detectar todos los tipos de variacion gendmica en un unico
experimento, incluyendo variantes de nucleétido unico o mutaciones puntuales, pequefias
inserciones y deleciones, y también variantes estructurales tanto equilibradas (inversiones
y traslocaciones) como desequilibradas (deleciones o duplicaciones) (Rodriguez &
Armengol, 2012).

La secuenciacion de segunda generacion consiste en plataformas que producen gran
cantidad de lecturas cortas de secuencias de ADN (Imelfort & Edwards, 2009)

En esta generacion destaca la empresa lllumina Inc. (San Diego, Ca, USA),
actualmente dominante en el mercado, la cual utiliza el método de secuenciacion

por sintesis (sequencing by synthesis, SBS), permitiendo la lectura paralela de millones de
fragmentos por medio de la deteccion de las bases individuales a medida que se
incorporan a las cadenas de ADN en crecimiento. La ADN polimerasa cataliza la
incorporacién de desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTP) marcados con fluorescencia a
una hebra molde de ADN durante ciclos secuenciales de sintesis. Durante cada ciclo los
nucleotidos se identifican mediante excitacion del fluoroéforo (Sequencing Technology |
Sequencing by Synthesis, 2024), creando una imagen de un terminador reversible
marcado fluorescentemente a medida que se afiade cada dNTP, y luego se separa para el
ingreso de la siguiente base.

La tecnologia de secuenciacion por sintesis (SBS) permite secuenciar ambos extremos de
fragmentos de ADN provenientes de una biblioteca gendmica. Al secuenciar los dos
extremos de cada fragmento, se obtienen lecturas de secuencia de alta calidad. La clave
de la secuenciacién de extremos emparejados (paired-end sequencing) es que se conoce
la distancia aproximada entre cada par de lecturas generadas. Esto ayuda a mejorar la
alineacion de las lecturas al genoma de referencia y facilita el ensamblaje de novo de
genomas. Al tener pares de lecturas alineadas, se puede detectar con mayor precision
variantes estructurales, como inserciones, deleciones, inversiones o

traslocaciones(Sequencing Technology | Sequencing by Synthesis, 2024)



En resumen, la secuenciacion de extremos emparejados mejora la calidad, la alineacién y
el ensamblaje de las secuencias genomicas, lo que a su vez permite un analisis mas
preciso de variantes y estructuras genéticas complejas.

Al finalizar, se obtiene una secuenciacién base por base con datos de alta precisiéon y

calidad, para una gran variedad de usos (Rojas et al,. 2024)

Por otro lado esta lonTorrent (actualmenteThermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA)
que en 2010 comercializé su sistema PGM (Personal Genome Machiné), que incorporaba
la tecnologia de semiconductores y no dependia del uso de fluorescencia, sino de los
cambios en pH que se producen cuando se libera un protén al incorporarse a una molécula
de ADN (Lépez, 2016).

Analisis Bioinformatico para la deteccién de variantes

Los algoritmos de bioinformatica que se ejecutan en una secuencia predefinida para
procesar los datos de NGS se denominan colectivamente flujo de trabajo de bioinformatica
de NGS.

Un flujo de trabajo de bioinformatica guia y procesa progresivamente datos de secuencias
masivas y sus metadatos asociados a través de una serie de transformaciones utilizando
multiples componentes de software, bases de datos y entornos operativos (Somak. et al.,

2018) y consta de los siguientes pasos principales:

1) Alineacion de secuencias
2) Deteccion de Haplotipos
3) Filtrado de variantes

4) Anotacion de variantes

5) Priorizacion de variante



1) Alineamiento de secuencias
La alineacion de las secuencias es el proceso de determinar dénde se alinea cada
secuencia corta de ADN leida con un genoma de referencia.
Este proceso computacional intensivo asigna una puntuacion de calidad a cada una de
estas pequefias lecturas de secuencia. Esta puntuacion indica qué tan confiable es el
proceso de alineacion de esa lectura. También proporciona informacion sobre la ubicacion
de cada lectura en el genoma de referencia. Esto permite calcular que proporcion de las
lecturas se pudieron alinear con el genoma (lecturas mapeadas) y cuantas veces se ley6
cada region del genoma (profundidad o cobertura de la secuenciacion) (Canal-Alonso, et
al., 2021)
Exiten algoritmos para efectuar este proceso de alineacion. Esto algoritmos deben
contemplar aspectos como la capacidad de alinear millones de secuencias, considerar que
la correlacion puede no ser unica cuando las lecturas son cortas, y también hay que
considerar que la secuenciacién no es perfecta y existe una pequefia probabilidad de que
una base sea incorrecta, ademas de las variantes reales de secuencia. También hay que
tener presente que hay regiones del DNA que son dificiles de secuenciar, como los
homopolimeros o las regiones con alto contenido de nucledtidos GC, y esto puede
aumentar la probabilidad de error en la secuenciacion. Todo esto hace que el proceso de
alineamiento sea complejo (l6pez, 2016)
Burrows-Wheeler Aligner BWA es un paquete de programas para mapear secuencias
cortas respecto a un gran genoma de referencia.(Li & Durbin, 2009)
Para cada alineacion, BWA calcula una puntuacion de calidad de mapeo. También admite
el mapeo de extremos emparejados. Primero encuentra las posiciones de todos los
aciertos positivos, los clasifica segun las coordenadas cromosomicas y luego realiza un
escaneo lineal de todos los aciertos potenciales para emparejar los dos extremos.En el
emparejamiento, BWA procesa pares de lecturas en un lote. En cada lote, BWA carga el
indice BWA completo en la memoria, genera la coordenada cromosémica para cada
aparicion, estima la distribucién del tamafo de insercion a partir de pares leidos con
ambos extremos mapeados con una calidad de mapeo superior a 20 y luego los empareja.
Después de eso, BWA borra el indice BWT de la memoria, carga la secuencia de
referencia codificada de 2 bits y realiza la alineacion Smith-Waterman para lecturas no
asignadas cuyas relaciones de posicion pueden alinearse de manera confiable. La
alineacion Smith-Waterman rescata algunas lecturas con diferencias excesivas. (Li &
Durbin, 2009)
En general los software de alineamiento generan un archivo en formato SAM (Sequence
Alignment Map), que tiene el formato binario equivalente BAM (Li & Durbin 2009). Se trata

de un formato genérico que contiene las lecturas y el alineamiento correspondiente



respecto a la secuencia de referencia, los archivos (SAM/BAM) contienen mucha
informacién, tanto de las lecturas mapeadas como de las no mapeadas, e incluso se
pueden recuperar las lecturas originales a partir de estos archivos. Las propiedades de las
lecturas y de su mapeo, es decir, las propiedades que indican si la lectura se ha mapado
correctamente, si su pareja ha mapeado, o si estd duplicada, entre otros. Es necesario
realizar un filtrado de aquellos alineamientos que no nos interesen segun el objetivo del
analisis, como por ejemplo lecturas que mapan en mas de una posicién puede que no nos
interesen, o lecturas cuya pareja alinean en otro cromosoma, entre otras opciones que
variaran segun el experimento (Lopez, 2016)

Para manipular archivos SAM y BAM se puede utilizar SAMtools que es una herramienta
de bioinformatica , que permite realizar diversas operaciones de analisis sobre los datos de
alineacion y lo separa de los analisis posteriores, permitiendo un enfoque genérico para el
analisis de gendémica datos de secuenciacion. (Li et al,. 2010)

Apartir de los archivos generados con SAMtools y utilizando la suite de herramientas
Picard que sirve para la manipulacion, limpieza y validacion de los archivos de alineacion,

se agregan grupo de lectura y se identifica y marcan los duplicados. (Broad Institute, 2019)

2) Deteccion de Haplotipos

La deteccidén de haplotipos se refiere al proceso de determinar las variantes genéticas que
se heredan juntas en un cromosoma. Un haplotipo es una secuencia especifica de alelos o
variantes de polimorfismos de nucledtido unico (SNPs) pequefas inserciones y
eliminaciones (indeles), alteraciones del numero de copias y grandes alteraciones
estructurales (inserciones, inversiones y translocaciones), que se encuentran en un
cromosoma y se heredan como una unidad (Canal-Alonso, et al., 2021)

Las herramientas de llamada de variantes SNP (polimorfismo de un solo nucleétido) e
indel (insercion/delecion) se utilizan para identificar variaciones en las secuencias de ADN
a nivel de un solo nucledtido. Estas herramientas se pueden dividir en dos categorias:
métodos heuristicos y métodos probabilisticos. Los métodos heuristicos, utilizan multiples
fuentes de informacion sobre la calidad de los datos para asignar variantes y también
pueden utilizar pruebas estadisticas, como la prueba de Fisher, para comparar las
variantes con distribuciones teéricas. Los métodos probabilisticos, como SAMtools vy
GATK, se basan en enfoques bayesianos que optimizan la probabilidad de identificar
genotipos. (Canal-Alonso, et al., 2021)

GATK, que fue desarrollado por el Broad Institute, y es una sofisticada suite de
herramientas disefiada para el analisis de datos de secuenciacién de genomas, con un

enfoque particular en la identificacion de variantes gendémicas. En el contexto de la



busqueda de variantes, GATK ha establecido estandares en la industria con sus buenas

practicas, empleando un enfoque basado en haplotipos (Canal-Alonso, et al., 2021)

3) Filtrado de Variantes

Es el proceso mediante el cual se identifican y eliminan las variantes que son artefactos
falsos positivos generados por el método de secuenciacion NGS. Estas variantes son
marcadas o filtradas del archivo VCF original en funcion de diversos metadatos asociados
a la alineacion de secuencias y las llamadas de variantes, como la calidad de mapeo,
calidad de llamada de base, sesgos en la cadena, entre otros (Canal-Alonso et al., 2021)
Se filtran SNPs e indels segun algunos parametros como la profundidad de secuenciacion,
(QD) el sesgo de hebra (Strand Bias - FS, FisherStrand)que mide si hay un desequilibrio
en la distribucién de las lecturas en las hebras de ADN. Un valor alto puede indicar una
posible variante falsa debido a sesgos en la secuenciacion (Broad Institud, 2024).

También existen otras estrategias basadas en modelos bayesiandos y gaussianos para
modelar la incertidumbre y la variabilidad en los datos genémicos y mejorar la precision en

la identificacion de variantes relevantes.

4) Anotacion de variantes

La anotacion de variantes es el proceso de asignar significado biologico a los resultados
obtenidos de la llamada de variantes. Implica buscar informacion sobre variantes en varias
bases de datos y recursos en linea, como dbSNP. (Sherry, et al., 1999) o el proyecto 1000
Genomas (Auton et al.,2015) y utilizando métricas polifenol (Adzhubei et al., 2013) para
evaluar el impacto clinico potencial de una variante. Estas métricas proporcionan una
puntuacién de prediccion basada en la anotacién de la variante y clasifican la variante
segun su posible impacto 3 clinico. Las variantes se pueden clasificar como patdgenas,
neutras, posiblemente benignas o variantes de significado incierto (VUS), segun el nivel de
confianza en su importancia clinica (Roy et al., 2018) . Las variantes también se pueden
definir segun el efecto que tienen en la cadena de proteinas, como ser sinénimos 0 no
sindnimos, o causar una mutacién por cambio de marco. Las variantes no sinbnimas dan
como resultado un cambio en la secuencia de la proteina, lo que puede tener
consecuencias funcionales, mientras que las variantes sinénimas no dan como resultado
un cambio neto en la secuencia de la proteina debido a la degeneracion del codigo
genético. Las mutaciones de cambio de marco, que son causadas por la ganancia o
pérdida de nucleétidos, pueden alterar la lectura normal de la secuencia de ADN y dar
como resultado una secuencia de proteinas completamente diferente (Canal-Alonso et al.,
2021)



5) Priorizacion de Variante
Es el proceso mediante el cual se utilizan anotaciones de variantes para identificar y
separar las variantes que son clinicamente insignificantes (por ejemplo, variantes
sinénimas, intrénicas profundas y polimorfismos benignos establecidos) de aquellas que
pueden tener importancia clinica conocida o desconocida. Facilitando su revision e

interpretacion para una toma de decisiones clinicas precisa (Roy et al., 2018))

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un flujo de trabajo bioinformatico para la deteccion de mutaciones en el gen F8

a partir de datos de un panel de NGS.

BJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificacién de variantes en el gen F8 a partir de datos de NGS en pacientes de
hemofilia.

- Priorizar las variantes encontradas y asociarlas con el fenotipo del paciente.

METODOLOGIA

Se analizaron los archivos fastq (R1 y R2) obtenidos de un panel de genes que incluye los
genes, F8, F9, F5, F7 y FVW (generados en la plataforma gendémica de la facultad de
ciencia, Udelar) de un individuo con hemofilia A severa y que posee una variante
patogénica en el gen F8. Para esto utilizamos un flujo de trabajo ya creado por el instituto
Pasteur de Uruguay para la obtencion de variantes de linea germinal corta (SNP e
INDELS), basado en buenas practicas de GATK. (Spangenberg et al., 2022).
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Figura 4. Esquema del algoritmo de trabajo aplicado. (Disefio propio)

El script de la instalacién de las herramientas utilizadas estara adjunto al anexo.

Como genoma de referencia utilizamos la version hg37.fa, (ya que su disponibilidad y uso
extendido facilitan la comparacién de los resultados) el cual fue situado en el directorio
bwa_index, asignando la siguiente ruta:

~/short_germline_variants-main/bundle/hg37/bwa_index

Dentro de este directorio fue indexado el genoma de referencia

bwa index /homelpatricia’short_germline_variants-main/bundle/hg37bwa_index’hg37 fasta



Esto gener6 los siguientes archivos hg37.fa.amb - hg37.fa.ann - hg37.fa.bwt -
hg37.fa.pac - hg37.fa.sa, los cuales permiten a BWA realizar busquedas eficientes y
alineamientos rapidos durante el proceso de mapeo. Cuando se usa BWA para alinear
secuencias de lecturas contra un genoma de referencia, el programa utiliza estos archivos

para ubicar rapidamente las posiciones potenciales de alineamiento en el genoma.

1) Alineamiento
Implica colocar las lecturas en sus posiciones correctas dentro del genoma, para ello
utilizamos la herramienta bwa aln (Burrows-Wheeler Aligner), para alinear la secuencia de
estudio en formato fastq (Lyb-20HAS-S46 _L001_R1_001 y
Lyb-20HAS-S46 L001_R2_001) con el genoma de referencia (hg37).

bwa aln /home/patricia’short_germline_variants-main/bundle’hg38bwa_index/'hg37 . fasta
fhome/patriciaishort_germline_variants-main/rawdata/Lyb-20HAS_546 L001_R1_001.fastg =
fhome/patricia’short_germline_variants-main/pipeline/bwa_results/Lyb-20HAS 546 L0O01_R1.sai &

bwa aln /home/patricia’short_germline_variants-main/bundle’hg38bwa_index/hg37 fasta
fhome/patricia’short_germline_variants-main/rawdata/Lyb-20HAS 546 L001_R2_001 fastg =
fhome/patricia/short_germline_variants-main/pipeline/bwa_results/Lyb-20HAS_S46_L0O01_R2.sai &

wait
Se realizd el emparejamiento de las lecturas previamente alineadas en formato .sai

(generedas en el paso anterior) lo que generé un archivo SAM que contiene las

alineaciones de las lecturas contra el genoma de referencia.

bwa sampe fhomefpatricia’short_germline_variants-main/bundle/ha37ibwa_indexhgd7.fasta
Lyb-20HAS S46_L001_R1.sai Lyb-20HAS 546 LO01_RZ sai
‘home/patricialshort_germline_variants-main/rawdata/Lyb-20HAS_546 L001_R1_001 fastg
fhome/patricia/short_germline_variants-main/rawdata/Lyb-20HAS_546_L001_R2_001.fastg =
Lyb=-20HAS46. sam

Fueron filtradas las alineaciones para mantener solo aquellas que tienen valor de calidad
de mapeo mayor que 1, lo que generalmente indica una buena alineacion. El resultado se

guardé en unarchivo .unique.sam

samiools view -Sh -g 1 Lyb-20HAS46.sam > Lyb-20HAS46_unigue.sam

Posteriormente fueron filtradas las alineaciones del archivo unique.sam para mantener

solo aquellas que son pares correctamente alineados.

Este resultado se almacend en un archivo properpair.sam

samtools view -3h -5f 0x0002 Lyb-20HAS4E_unique.sam >Lyb-20HAS46_properpair.sam

Se convertié el archivo .SAM en archivo .BAM que es una version binaria comprimida e



indexada del formato .SAM, lo que lo hace mas eficiente para almacenar grandes

cantidades de datos de alineamiento. Se utilizd el siguiente comando:

samtoaols view -bS Lyb-20HAS46_properpair.sam = Lyb-20HAS46. bam

Luego, se ordend el archivo .BAM generado:

samtools sort Lyb-20HAS46. bam -o Lyb-20HAS46_sorted.bam

Para verificar cuantos reads mapearon

samiools view -c -F 4 Lyb-20HAS _sorted bam

En este caso mapearon 373834 reads.

Se utilizé la el suite de herramientas Picard,que se utiliza para manipular datos y formatos
de secuenciacion de alto rendimiento como SAM/BAM/CRAM y VCF (Broad Institud,
2024).

AddOrReplaceReadGroups : Herramienta que se utiliza en el preprocesamiento de datos
de secuenciacion para agregar o reemplazar grupos de lecturas en archivos de datos de
secuenciacion. Tiene como funcionalidad asignar o modificar la informacion de los grupos
de lecturas, como la biblioteca de origen, la plataforma de secuenciacion, el identificador

de la muestra, entre otros (Broad Institute, 2024).

suda java -jar /homelpatriciafshort_germline variants-main/picard-3.1. 1/picard/build!libs/picard.jar
AddOrReplaceReadGroups
I=/home/patricia’short_germline_variants-main/pipeline/bwa_results/Lyb-20HAS_sorted.bam
O=/home/patricia’short_germline_variants-main/pipeline/picard_results/Lyb-20HAS replaced RGID=ID_1
RGLE=LIERARY 1 RGPL=ILLUMINA RGPU=UNIT 1 RGSM=SAMFLE

MarkDuplicates: se utiliza para identificar y marcar duplicados de lecturas en archivos de
datos de secuenciacion. Los duplicados pueden surgir durante el proceso de

secuenciacion y pueden afectar la precisién de los resultados (Broad Institute, 2024)

sudo java -jar /home/patricialshort_germline _variants-main/picard-3.1. 1/picard/build!libs/picard.jar
MarkDuplicates -|
'home/patricia/short_germline_variants-main/pipeline/picard_results/Lyb-20HAS replaced -O
/home/patricia/short_germline_variants-main/pipeline/picard_results/Lyb-20HAS . marked.bam -M
Lyb-20HAS metrics



Para el siguiente paso fue descargado del servidor Ftp del Broat Institud el directorio
bundle del genoma de referencia hg37. Dentro de este directorio encontraremos recursos
genomicos utilizados en el andlisis genéticos y genémicos, como por ejemplo:
dbnsp_137.hg37.vcf un archivo vcf (Variant Call Format) con variantes genética de dbSNP
(Single Nucleotide Polymorphism Database)
Mills_and_1000G_gold_standard.indels.hg38.vcf otro archivo vcf que contiene inserciones
y deleciones identificadas por el proyecto 1000 Genomas y el proyecto de indes de Mills en

el genoma humano.

Descargado con el siguiente comando:

wget —-ftp-user=gsapubftp-anonymous —ftp-password=contrasefia -r
fip:iftp. broadinstitute. org/bundle/hg37

2) Deteccioén de Haplotipos
Para este analisis se utilizard herramientas bioinformaticas de GATK cuyo algoritmo utiliza
un modelo probabilistico para determinar la probabilidad de que haya diferentes variantes

en una posicion dada, basandose en las lecturas observadas (Canal-Alonso, et al., 2021)

BaseRecalibrator: filtra y recalibra variantes basadas en multiples métricas para asegurar
que las variantes finales sean de alta calidad, tomando como archivo de entradael archivo

.marked.bam.

sudo fhomefpatricia’minicondad/bind python /homelpatricia’short_germline_vanants-main/gatk-4.5.0.Wgatk
--java-options "-Xmx16g" BaseRecalibrator -R
/home/patricia’short_germline_variants-main/bundle/hg37/bwa_index'hg37 fasta -I
Ihomelpatricialshort_germline_variants-main/pipeline/picard_results/Lyb-20HAS marked.bam -0
/home/patricia’short_germling_variants-main/pipeline/gatk_results/20HAS recalibrated.tab --known-sites
fhome/patricia’shon_germline_variants-main/bundlefhg3d71000G_phase1 snps.high_confidence hga7.vef
==KNoWn-sites
/homelpatriciaishon_germline_variants-main/bundle/hg37/Mills_and_1000G_gold_standard.indels.hg37 vef
-=known-sites /home/patricia’short_germline_variants-main/bundle/hg37i/dbsnp 137 .hg37 . vcf

ApplyBQSR: mejorar la precision de las llamadas de variantes y la calidad de los datos de

secuenciacion. Toma como entrada y recalibrando la tabla generada en el paso anterior.

sudo fhomefpatricia’miniconda3/bind python /homelpatricia’short_germline_vanants-main/gatk-4.5.0 Wgatk
~-java-options "-Xmx 169" ApplyBQSE -R
'home/patricia’short_germline_variants-main/bundle/hg37/bwa_index/hg37 fasta -1
/hemelpatriciaishor_germline_variants-main/pipeling/pieard_resulls/Lyb-20HAS marked.bam --bgsr-recal-file
fhomelpatricialshort_germline_variants-main/pipeline/gatk_results/20HAS recalibrated tab -0
/homelpatricia’short_germline_wvariants-main/pipeline/gatk_results/20HAS S48 printed.bam



HaplotypeCaller: Algoritmo que utiliza GATK para la deteccidn de variantes y se basa en
considerar la evidencia de variantes en un contexto mas amplio del genoma, en lugar de
examinar cada posicion de forma aislada. Esto permite una identificacién mas precisa de
los haplotipos y, en consecuencia, una deteccion mas exacta de las variantes genéticas.
Este algoritmo utiliza un modelo probabilistico para determinar la probabilidad de que haya
diferentes variantes en una posicion dada, basandose en las lecturas observadas. Las
variantes propuestas se califican en funcion de su calidad, y solo se retienen aquellas que
superan ciertos umbrales para un analisis posterior. (Canal-Alonso, et al., 2021)

Proporciona como salida un archivo VCF (por su sigla en inglés, Variant Call Format)

sudo /home/patricia/miniconda3/bin/python /home/patricia/short_germline_variants-main/gatk-4.5.0.0/gatk
—java-options "-Xmx16g" HaplotypeCaller -R
fhome/patricia/short_germline_variants-main/bundle/hg3?/bwa_index'hgl7 fasta -
homelpatricialshon_germiine variants-main/pipeline/gatk_results/20HAS S48, printed bam -0
home/patricia/short_germline_variants-main/pipeline/gatk_results(20HAS_S46.raw_variants, vcf
-stand-call-conf 30 --min-pruning 3

3) Filtrado de Variantes
Se trata de la identificacion y exclusion de variantes que se consideran errores
falsos positivos. Se filtran tanto los SNPs como indels en base algunos parametros
como la profundidad de la variante , (QD - Quality by Depth) la probabilidad que la
variante sea un error de mapeo (FS - Fisher Strand) y la calidad de asignacion de

las lecturas (MQ - Mapping Quality).

Seleccion de SNPs

sudo /‘homefpatricia/miniconda3/bin/python
/homefpatricia/short_germline_variants-main/gatk-4.5.0.0/gatk --java-options “-Xmxdq" SelectVariants -R
/home/patricia/short_germline_variants-main/bundle/hg37/bwa_index/hg37.fasta -\

20HAS_S46 raw_variants.vef --select-type-to-include SNP -0 20HAS_S46 raw_snps.vef

Seleccion de INDELs

sudo fhome/patricia/miniconda3/bin/python  fhomelpaltriciafshort_germiline _variants-main/gatk-4.5.0.0/gatk
—java-options "-Xmxdg" SelectVariants -R
/home/patricia/short_germline_variants-main/bundle/hg37/bwa_index/hg37.fasta -\

20HAS S46.raw vanants.vef —select-type-to-include INDEL -0 20HAS S46.raw_indels.vcf



Filtrar SNPs

sudo /home/patricia/minicondad/bin/python
homelpatricia/short_germline_variants-main/gatk-4.5.0.0/gatk --java-options “-Xmxdq" VariantFiltration -R
/home/patricia/short_germline_variants-main/bundle/hg37/bwa_index/hg37.fasta -V

20HAS S46.raw_snps.vcf -filter-exprassion "OP < 100" -filter-name "DPFilter” --filter-expression "Q0 <
2.0" -filter-name "QDFilter” --filter-expression "FS = 60.0" ~filter-name "FSFilter” --filter-expression "MQ <
40.0" —filter-namea "MQFilter” --filter-expression "MQRankSum =-12.5" —-filter-name "MQRankSumFilter”
—filter-expression "ReadPosRankSum =-8.0° filter-name "ReadPosRankSumFilter” -0

20HAS 546 filtered_snpsvof

Filtrar INDELs

sudo fhome/patricia/miniconda3/bin/python

homelpatricia/short_germline_variants-main/gatk-4.5.0.0/gatk --java-options “-Xmxdqg" VariantFiltration -R
'homelpatricia/short_germline_variants-main/bundle/hg37/bwa_index/hg37 fasta -\
20HAS_S46.raw_indels vcf -filter-expression "QD < 2.0° --filter-name “"Q0DFilter" --filter-expression "FS >
200.0" ~filter-name "FSFilter” -filter-expression "ReadPosRankSum = -20.0" --filter-name
"ReadPosRankSumFilter” -0 20HAS _S46 filtered _indels.vcf

Combinar SNPs e INDELs filtrados

sudo fhome/patricia/miniconda3/bin/python
‘home/patricia/short_germline_variants-main/gatk-4.5.0 0/gatk --java-options "-Xmx4g" MergeVcfs -|
20HAS _S46 filtered_snps.vef -1 20HAS_S46 filtered _indels.vef -0

/Mhomefpatricia/short_germline _variants-main/pipelineffinal_vefsf20HAS 546 fillered merged.vef

4) Anotacion

La anotacion de variantes realiza consultas en multiples bases de datos de secuencias y
variantes para caracterizar cada variante. Para ello existen varias herramientas disponibles
para la anotacion funcional, incluida ANNOVAR, que utiliza informacién actualizada para
anotar funcionalmente variantes genéticas detectadas en diversos genomas. Dada una
lista de variantes con cromosoma, posicion inicial, posicién final, nucleétido de referencia y

nucleotidos observados (Annovar, 2010).
Algunas bases de datos que se utilizé:

-Proyecto 1000 Genomas (1000 Genomes Project) de agosto de 2015. Tiene como
objetivo crear un catalogo detallado de variaciones genéticas en la poblacion humana. La
base de datos contiene informacién sobre variantes genéticas comunes y raras
encontradas en secuencias de ADN de miles de individuos de diversas poblaciones

alrededor del mundo (Auton et al., 2015).



-Datos de frecuencia de alelos del exoma ExAC 65000 para ALL, AFR (africano), AMR
(americano mixto), EAS (asiatico oriental), FIN (finlandés), NFE (europeo no finlandés),
OTH (otros), SAS (sur asiatico)) . versién 0.3 (ExAC Browser, n.d.).

-Proyecto gnomAD (Genome Aggregation Database). Proporciona datos detallados sobre
la frecuencia de alelos observada en diferentes poblaciones para variantes genéticas
especificas, lo que puede ser Util para evaluar la rareza o la frecuencia de una variante en

la poblacién general (Collins et al., 2020).

Procedemos a la descarga de la herramienta y su instalacion:

sudo wget http://www.openbicinformatics.orgfannovar/download/OwgxR2rlVP/annovar latest.tar.gz

Descomprimimos el archivo con permisos de superusuario
sudo tar -zxvf annovar.latest.tar.gz

Ejecutamos el Annovar

sudo perl fhome/patricialshort_germline _variants-main/tools/annovartable annovar.pl
homefpatricia/short_germline_variants-main/pipelineffinal_vefsf20HAS S46 filtered_merged.vcf
/home/patricia/short_germline_variants-main/tools/annovarhumandb -buildver hg37 -outfile
fhome/patricia/short_germline_variants-main/pipeline/annovarimyanno. SNAME -remove -protocol

refGene, cytoBand, genomicSuperDups,gwasCatalog,clinvar_20200316,esp6500siv2_all, 1000g2015aug_al
[,11000g2015aug_afr,100092015aug_eas,1000g2015aug_eur,snp138, exac03 avsnp150.dbnsfp35a, regsnpi
ntron,gwava,gnomad211_genome,intervar_20180118 kaviar_20150923,eigen -operation

grrrf LR R LEEE T -nastring . -vefinput

Annovar generd un archivo .txt con las anotaciones genéticas en formato annovar, cuyo
archivo fue denominado filtered_Lyb20HAS_annovar.hg37_multianno.txt. El cual se utilizé
en el siguiente scrip de Rstudio que esta disefiado para analizar variantes genéticas

utilizando el paquete “VariantAnnotation” y otros paquete



sabad("home/patricaaishort_germline_variants-main/pipalinedannovariLyb20HAS™)
mart<-read.delim"home/ paticiaizhort_germline_varlsnts-malinipipalineigreh3T_p13 fab3016_man_expart te” haader=T.asp=",

9
sLybZOHAS<-read.delim2"hame/patriciaishor._germline_variants-mainpipelirsannovaniilered_ Lyb20HAS annovarhga?_mu
Iiarno. it skip=1_ h=F}

nom<-c"Chr® “Start”,"End” *Rel "Al" “Func.refGene"”,"Gene refGene®,"Grene Detail. refGene”, "ExonicFunc.refGena®,
“AaChanga rafGena” “cytoBand”, “ganomicSuperDups®, "aspBillsiv2_all® “=1000g2015aug_all® "=1000g201 Saug_afr® *« 100092
015aug_sas", “x1000g2015aug_sur" "sng138°, "SIFT_scora®, "SIFT_prad”,

"Fodyphen_HDIW_score™ "FolyphanZ_ HOIW_pred” Wolyphan HVAR_score™. ‘Polyohen2 HVAR pred”, "LRT score”,
LRT_pred”, “MutationTaster_score™, "MulationTaster pred®, "MulalionfAssessor soore”, "MutabonAssessor pred®,
FATHMM _score”, "FATHMM _pred”, Radial SV _score”, "RadialSVM_pred”, "LR_score”, "LR_pred”, "VEST3 scare” |
"CADD_raw” CADD phred” | "GERP++ RS, “phyloPdfway_placental” | “shyloP100way_vertebrate”™
CSiPhy_28way_logOdds® | "CLNALLELEID®, "CLNDN®, "CLNDISDE® "CLNREVSTAT "CLNSIG"

“Kaiar_AF" *Kaviar_AC" “Kaviar_AN" "ExdC_ALL® "Ex8C_AFR" "ExAC_AMR® “ExAC_EASS,
"ExAC_FIN®"ExAC_NFE"ExAC OTH""ExAC_S545° "gnomAD_genoma_ALL® "gromaD_ganomea_AFR® “gromal_ganome_A
MR “gnomAD_genome_ASJ", "gnomal_genome_EAS","gnomaD_genome_FIN® “gnomaAD_ganome_WFE","gromaD_genoms
_OTH","Ciiherinto®, “CUALT",

“ri”, " chie el “dpvel "algo v, “rel vel mallvel,“gual wel”, "pas s vel™ Sinfoovel™  onmal vel™, "sLyb30HAS™)
clmarmes{sLybZ0HAS -nom sLyb2 OHAS genolipos<-subsir(sLyb20HASE sLyb20HAS 1,3)
sLybIIHASS sLyb2OHAS" <-5Lyb20HAS genotipos

colnamas{sLyb20HAS|[80}=-"Zygosity™
omim=-raad.dalim(*homelpatricia’shor_garmlina_vanants-main'scritplomimimim2gensa. txt* h=F |
calnameasdomim<-c{MIM® "typa®, "Entrez","Gena®, "EnsemblID"™)

marbids-read delimi"homel paticia’shart_garmling_variants-mairgesigiemimimerbidmap. 1 commanl chars ", he=F)
calnarmesimarbid <-c"Phenalype®, "Genas”, "MIM", "Cylo™)

amim, m==-merge(omirm,morbid, by x="MIM" by, y="TIM" all.«=T) oplions{scipen = 998}

sLyb2IHAS omim=-merga{sLyb20HAS omimom, by x="Gene. refGene™ by, y="Gena" sor=Fall.x=T) # freq max sin contar kaviar
oplions{scipan = 995}

a<-apply(sLyb20HAS omim([.c(13:17 S2:67 .2 65 numeric) sLyb20HAS omimi,c{13:17 52:67))<-a
mm<-unlist{apphy(a. 1 function{xll i sumdlsnai=)==dimia}{2]{raburm{Ma)kelse{masxi=Ma.nal)]

elybZ0HAS cemamdfreq. max<-mm col.order<-c{2,1,3:11,16 6044 48,51 65.88,13:17 49067, 19:43,12 68: 76 B2:64 86)

sy bFIHAS or-sLyBITHAS senirn] cal ardarhead{sLyb20HAS oF)

T e e

# HET 0.5% #

st

sLyb20HAS het=-(sLyb20HAS o sLybZ0HAS ordZygosity!="11"& (as.numericias.character|sLyb20HAS orflreq.max) <0.005 |
is.nalas.numeric({as.character{sLyb20HAS orffreq.max)))) & (as_numeric{as.character{sLyb20HAS orSfreq.max)<0.005 |

15 najas. numericias. character sLyb20HAS orfreg.max))) L]

nonsyn<-c " frameshift deletion”, "frameshift insertion”,"nonsynonymous SMV "stopgain®,"stoploss")

sLyb20HAS het NS<-sLyb20HAS hetsLyb20HAS, het¥ExonicFune refGenatiniononsyn, |

sLyb20HAS hetspl=-sLyb20HAS het[sLyb20HAS. het$Func.refGene=="splicing",]

slyb20HAS het NSsple-rbind(sLyb20HAS het NS sLyb@0HAS het.apl)

m.sLyb20HAS hat<-merge{sLyb20HAS het MSspd, eniquel mar], o "Associated. Gene. Mame”, " Descriplion”)] ) by x="Gene refGen
a" by.y="Asaociated Gena. Mame"® all. x=T sort=F)

m.SLyb20HAS et orc={m sLyb20HAS het] o 2:4, 1, 5:dim(m.sLyb20HAS het)[2])])

m.sLyb20HAS het.or.anot<-chind(m_sLyb20HAS het.orf, 1:20], "Comentarios de trabajo™="","Comentarics a

informe*="" m_sLyb20HAS het.or],21:dim(m sLyb20HAS het or[2]))

write_table{m.sLyb20HAS het.or.anol file="'homa/palricia’short_germline_varants-main/pipelinefinal_tablesLybZ20HAShatN5s
pl_onlygenes_freq_sLyb20HAS " sep="1" quote=F, col names=T, row.names=F}

e

#HOM 1% &

B

sLyb20HAS hom=-{sLyb20HAS or] sLyb20HAS orSZygosity=="1/1"& (as.numeric|as.character{sLyb20HAS orSfreq.max)<0.01
| Is.najas.mimercias.charactensLyb20HAS orffreq.max)| |} & (as.numerclas.characier(sLyb20HAS orSfreq.max))<0.01 |
is.najas. numeric{as.character[sLyb20HAS or$freg.masx))) L]}

nensyn<-c{“frameshift deletion®, “frameshift Inserton” "nonsynenymous SNV “stopgain®,“stoploss”)
sLyb20HAS hom NS<-sLyb20HAS hom[sLyb20HAS hom$ExonicFune. refGenaitin¥enonsyn, ]

sLyb20HAS hom.spl<-sLyb20HAS hom[sLyb20HAS homEFunc. refGene=="splicing",]

sLyb20HAS hom. NSspl<-rbind{sLyb20HAS hom NS sLyb20HAS. hom,spl)

m.sLyb20HAS hom<-merge(sLyb20HAS hom_NSepl unique{mart[,c("Associated Gene_Mame","Description™]) by. x="Gene.ref3
ene” byy="Assoclated Gene.Name® all x=Tsort=F)

m.eLyb20HAS hom.or<-[m.sLyb20HAS hom[,c(2:4,1, 5:dim{m.sLyb20HAS _hom }2]1])

m.sLyb20HAS am,or.anot<-chind{m.sLyb20HAS. hom.or,1:20],"Comentarios de trabajo"=" "Comentarios a
informe"=""m_sLyb20HAS hom.or], 21 dim{m.sLyb20HAS hom.or ) Z]]1

write_table{m. sLyb20HAS hom.oranot file="home/patricia/short_germline_variants-mainpipelinefinal_tables/Lyb20HAS homN
Sspl_onlygenes_freq_sLybZ0HAS txl" sep="u"quole=F, col.names=T, row.names=

write_table{m.sLyb20HAS hom.oranot file="home/patricia/short_germline_variants-main/pipelinefinal_tables/Lyb20HAS homN
Sspd_onlygenes_Ireq_sLyb20HAS " sep="" quole=F, col.names=T, row.names=F)



RESULTADOS

Se mapearon 389900 reads del panel secuenciado en la muestra contra el genoma de
referencia de los cuales 381981 son unique o sea son reads de buena calidad y 373834
son pares correctamente alineados.

Fueron encontradas 88 variantes donde solamente 48 pasaron los filtros de calidad, es
decir tienen una calidad mayor a 200.

En la anotacion se logré identificar una variante patogénica para esta muestra es la
insercion de dos pares de bases GA en la posicon 154159650 del cromosoma X, dicha
variante se encuentra en una region codificante, especificamente en el exdn 14 del gen F8,
es una mutacion del tipo frameshift insertion, osea, una insercion que no es multiplo de
tres lo que hace que se corra el marco de lectura provocando un coddn de stop anticipado

que causa que la proteina resultante (factor VIl de la coagulacion) no sea funcional.

A continuacion se observa la tabla de variantes tipo SNPs e indels encontradas con el flujo

de trabajo aplicado con su parametro de calidad cruzados con las bases de datos.

Tabla 1. Variantes heterocigotas 0,5%

Chr | Start End Ref ' Phenotype gen [gnomAD_gen [gnomAD_gen [gnomAD_gen [gnomAD_gen [gnomAD_gen [SIFT_score
efGene Bene o firg_att hug_atr fogeas  fog eur fome AR fome ASJ  fome EAS  fome FIN  jome NFE |ome OTH
[N B = = T = TSN 000IE| facorV IR o e e = E E g op-000L ERD
us SNV Q:eunnl3:e T3 deficency.
£83G:p.11218| 237400 134
[l Lt E B s = o T Tmne [rerayEme] T 0003 (5 Y e 3 SR 5
us SNV 0:230n3:£.T3
€536ip 11218
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Tabla 2. Variantes homocigotas 1%
Chr |Inicio End |Gen. Ref |Alt (Func. icFunc. (A ref P ignomAD_gen _gen ) gen ) gen (SIFT_sco|SIFT _pred Polyphen2 H
REF refGene Gene lome_ALL ‘'ome_FIN 'ome_NFE ome_OTH re DIV_score
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N4:NM 001030
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™ insertion exonld:c.2414 1206700 (2)
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Discusion

En este flujo de trabajo creado para la deteccién de variantes geneticas causante de
coagulopatias, se aplicaron las diferentes herramientas basado en las buenas practica de
bioinformatica, BWA y samtools para alinear los reads de este panel al genoma de
referencia, Picard y GATK para la llamada variante de nucleétido unico (SNV) e
inserciones y deleciones cortas. Con este analisis se ha llegado al resultados, donde se
mapearon 389900 reads los cuales fueron fitrados quedando 373834 reads de buena
calidad y correctamente alineados, de los cuales se logro identificar 88 variantes, de las
cuales 44 pasaron por los filtros de calidad obtiendo una puntuacién de calidad mayor a
200. Con la anotacion se logro identificar una variante patogénica en el cromosoma X,,
dicha mutacion se encuentra en el gen F8, precisamente en el exdon 14, donde se detecta
una insercion de dos pares de base, una guanina (G) y una adenina (A), como muestra la
tabla (3), la cual asociamos con el fenotipo del individuo. Es importante resaltar que dicha
variante patogénica no ha sido reportada aun en ninguna base de datos, CytoBand,
GenomicSuperDups, Esp6500siv2, 1000g2015aug, Ljb26, PolyPhen-2, Exac03,
Gnomad_genome, kaviar_20150923.

En contraste con este trabajo, existen otros trabajos con el mismo propdsito aplicando
otras herramientas como es el caso del trabajo realizado por Villarreal-Martineza y
colaboradores en el 2020, donde los datos brutos se analizaron utilizando el software
Torrent suite v5.0.4. (Life technologies, California, EE. UU.). El analisis de cobertura se
realiz6 utilizando un complemento de analisis de cobertura v5.0.2.0 y se detectaron
variantes mediante Complemento Variant Caller v5.0.2.1 (Life Technologies, CA, EE. UU.).
Se utiliz6 Reporter 5.0 para la anotaciéon y clasificacion de variantes. Los reads
secuenciados se alinearon con el genoma de referencia GRCh37. En otro trabajo cuyo
objetivo era analizar mutaciones en el gen F8 en 485 familias con hemofilia A y realizar el
diagnodstico prenatal en China, se utilizd secuenciacion de proxima generacion (NGS). Los
datos resultantes de la secuenciacién se analizaron utilizando el software de analisis de
datos de secuenciacién lon Torrent de Torrent Suite (Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.
UU.) para generar lecturas de secuencia. Finalmente, se recogieron y analizaron todas las
variaciones genéticas resultantes. (Yin et al., 2020). Estos resultados fueron similares a
nuestro trabajo ya que los métodos analiticos implementados llevaron a los resultados

obtenidos, identificando 478 variantes patogénicas en 485 pacientes con HA.



Por otro lado encontramos MutAid (Pandey et al., 2016) que es una herramienta integrada
disefiada para la prediccion y analisis de efectos funcionales de mutaciones genéticas. Lo
cual potencialmente, podria ser una herramienta complementaria en este flujo de trabajo;
debido a su funcionalidad pragmatica la cual nos permite la identificacién eficaz de
variantes. También existen softwares con la misma finalidad, por ejemplo Geneious Prime
estd repleto de herramientas bioinformaticas fundamentales, que incluyen ensamblaje,
alineacion, construccion de arboles, clonacion, disefio de cebadores y analisis de variantes
para datos de secuencias de Sanger y NGS . Un software bastante practico pero con un
alto costo de licencia, en contraste con este flujo de trabajo estad basado en Gatk cuyas
practicas incluyen varias etapas del analisis, desde el procesamiento de los datos hasta la

llamada de variantes y su filtrado.

Conclusion

En este trabajo probamos un flujo de trabajo caracteristico para variantes de linea germinal
corta (SNPs e Indels) utilizando herramientas de alneacion como BWA para alinear el
panel de genes de la muestra con el genoma de referencia utilizado, en este caso el
GRCh37 (hg37), tambien la utilizacion de herramientas de Gatk que nos garantizan la
calidad del filtrado.

El flujo de trabajo bioinformatico permitié la deteccién de la variante patogénica esperada,
asi como de diferentes SNPs e indels en el gen del factor VIII de la coagulacion, lo que
posibilita que se realice de forma rapida y confiable el diagnéstico genético molecular de
los pacientes con hemofilia y se detecten las portadoras lo que posibilita el asesoramiento

genético.



ANEXO

Instalacion BWA

Para la instalacibn de BWA se descargé el archivo desde el siguiente link:

https://sourceforge.net/projects/bio-bwalfiles/ en la terminal de linux descomprimimos el

archivo:

tar =xvf bwakit-0.7.12_ x84-linux.tar.bz2

Esto generara un directorio bwa-0.7.12 que contiene los archivos necesarios para copilar

el binario bwa. Para ello se acedid al directorio y se inici6 la copilacion

cd bwa-0.7.12
make

Instalacion de Samtools

Se descargé la herramienta desde este link https://sourceforge.net/projects/samtools/files/

luego se descomprimié el archivo

tar -xvf samtoocls-0.1.2 tarbz?2

Esto produce un directorio llamado que samtools-0.1.2 contiene los archivos necesarios

para compilar el binario de Samtools. Se compil6 usando el siguiente comando:

cd samtools-001.2
make

Instalacion de Picard

Fue descargado desde el link https://github.com/broadinstitute/picard/releases/ , y lo

descomprimido con el siguiente comando:

tar xjf picard-tools-2.4.1.zip

Esto produce un directorio llamado picard-tools-2.4.1que contiene los archivos jar de
Picard. Las herramientas Picard se distribuyen como un ejecutable Java precompilado

(archivo jar), por lo que no es necesario compilarlas.


https://sourceforge.net/projects/bio-bwa/files/

Se contruyé un building picard, clonando el repositorio con el siguiente comando:

git clone hitps:fgithub.com/broadinstitute/picard. git

Luego se contruyé un jar Picard ejecutable y completamente empaquetado con todas las

dependencias incluidas, con el siguiente comando:

Jgradlew shadow.Jar

Instalacion de GATK

Se instalod el GATK usando el siguiente comando

Jfgradlew bundle(crea gatk-VERSION.zip en build/)

Las herramientas GATK se distribuyen como un unico ejecutable Java precompilado, por lo

que no es necesario compilarlos.
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