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Resumen

Estudios recientes en nuestro pais han mostrado la presencia de varios tipos
de mutaciones de pérdida o reduccion de funcion en los genes de las globinas
humanas. Debido al origen étnico de las poblaciones uruguayas, con
importantes contribuciones del Mediterraneo y Africa, se espera que la
prevalencia de hemoglobinopatias tienda a ser mas alta en la zona norte del
pais. El propésito de este trabajo fue realizar un diagnostico de los
polimorfismos genéticos de hemoglobinopatias vinculadas a la anemia
falciforme y talasemias, a partir de una muestra obtenida del Hospital de Rivera
mediante la aplicacién de técnicas de biologia molecular. El estudio consistio
en la recoleccion de muestras de sangre obtenidas en el laboratorio del
Hospital de Rivera, la encuesta a los participantes de la investigacion que
brindaron su consentimiento informado, y la realizacion de los analisis
genéticos de las muestras, incluyendo la extraccién, amplificacion por reaccidon
en cadena de la polimerasa (PCR), y secuenciacion de ADN. Ademas, se
realizé un submuestreo con la finalidad de analizar el ADN mitocondrial para
determinar los haplogrupos humanos a los que pertenecen los participantes.
Este estudio permiti6 evaluar distintas técnicas moleculares para detectar
hemoglobinopatias en regiones poco estudiadas del pais y comparar la
autopercepcidn étnico-racial con la asignacion a haplogrupos mitocondriales.



Introduccion
Hemoglobinopatias

Los polimorfismos a nivel del ADN que genera la sustitucion de nucleétidos por
el proceso mutacional permiten identificar el origen genético de algunas
enfermedades, asi como reconocer los patrones de ancestralidad en
poblaciones humanas. Los polimorfismos pueden clasificarse como
autosomicos (de herencia biparental y ligados a cromosomas no sexuales),
uniparentales (ligados al genoma mitocondrial o al cromosoma Y, heredados de
la madre o del padre, respectivamente), y los ligados al cromosoma X (Klug et
al., 2006). Los ultimos son importantes porque pueden proporcionar un patrén
claro de eventos historicos que no estan afectados por factores de
recombinaciéon (Bisso et al., 2011). Un obstaculo en la identificacion de
variantes genéticas asociadas a enfermedades es la comparacion de casos y
controles procedentes de poblaciones con diferentes antecedentes genéticos.
En este sentido, es importante establecer el grado de estructura genética en las
poblaciones debido a la distribucidn diferencial de los polimorfismos asociados
a una enfermedad de interés (Rondon & Barreto, 2013).

Las hemoglobinopatias abarcan un grupo diverso de trastornos causados por la
alteracion estructural y/o de expresion de los genes de las globinas que
codifican las subunidades que conforman el tetramero de la hemoglobina (Hb)
(Eandi et al., 2015). Las hemoglobinopatias estan extendidas por todo el
mundo y segun la Organizacion Mundial de la Salud casi el 7% de la poblacion
mundial tiene alguna hemoglobinopatia (Weatherall & Clegg, 2001). Las
hemoglobinopatias son las enfermedades monogénicas mas comunes en el
mundo como resultado de la ventaja heterocigotica frente a la malaria en las
regiones tropicales de Africa y Asia (Steinberg et al., 2001; Weatherall & Clegg,
2001). Sin embargo, las hemoglobinopatias se encuentran practicamente
distribuidas en todo el mundo como resultado del comercio de esclavos desde
Africa (Da Luz et al., 2006).

La anemia falciforme es una hemoglobinopatia causada por la sintesis de una
hemoglobina estructuralmente anormal (HbS) que difiere en una sola
sustitucidn nucleotidica de la HbA normal (Eandi et al., 2015). La mutacion que



produce la HbS presenta un cambio de una base en la segunda posicién del
codén 6 del primer exén del gen HBB (GAG—GTG), lo cual produce una
sustitucion de acido glutamico por valina (Duran et al., 2012). La anemia
falciforme (también llamada anemia drepanocitica o drepanocitosis) es una
enfermedad genética de herencia autosdmica recesiva frecuente asociada con
episodios de dolor agudo y dafios progresivos en diferentes 6rganos (Pawloski
et al., 2005). Fue la primera enfermedad de origen molecular reportada en el
mundo, y en la actualidad es la hemoglobinopatia mas frecuente, con mas de
250 millones de portadores a nivel mundial (Rees et al., 2010).

La mutacién que produce la HbS es especialmente frecuente en personas con
antepasados originarios del Africa subsahariana, India, Arabia Saudita o los
paises del Mediterraneo. Las migraciones incrementaron la frecuencia de este
alelo (mutacién) en el continente americano (OMS, 2006). El alelo de la
drepanocitosis se ha hecho frecuente en Africa porque el rasgo drepanocitica
confiere cierta resistencia al paludismo por el protozoario parasito Plasmodium
falciparum durante una fase critica de la primera infancia, favoreciendo asi la
supervivencia del huésped y la consiguiente transmision del alelo de la HbS.
Aunque la presencia del alelo de la HbS en estado heterocigoto puede proteger
contra el paludismo, la homocigosis para este alelo produce anemia
drepanocitica. En consecuencia, los homocigotas normales tienen alta
mortalidad por paludismo, mientras que los homocigotas para HbS sufren de
anemia drepanocitica y, por lo tanto, los heterocigotas tienen una ventaja sobre
los dos homocigotas (OMS, 2006).

Las talasemias son hemoglobinopatias causadas por la sintesis reducida o
ausente de una o mas cadenas de las globinas a y B. La a-talasemia es uno de
los desodrdenes hereditarios mas frecuentes mundialmente (Scheps et al.,
2015). Se estima que el 5% de la poblacidn mundial es portadora de alguna
mutacion a-talasemia (Weatherall, 2008). Prevalece en regiones tropicales y
sub-tropicales (el sub-Sahara Africano, Mediterraneo, Oriente Medio, el
subcontinente Indio y el sudeste de Asia), coexistiendo en regiones donde esta
difundida la malaria, que ejerci6 una presion evolutiva positiva sobre las
mutaciones de a: talasemia (Higgs & Weatherall, 2009). A diferencia de la HbS,
existen muchas mutaciones distintas en el gen HBB que producen beta



talasemias. Por ejemplo, las mutaciones mas frecuentes en poblaciones
mediterraneas se encuentran en el primer exéon y en el primer intrén. Aunque
menos frecuentes que en poblaciones mediterraneas, las poblaciones africanas
también presentan mutaciones de B-talasemia, ubicadas principalmente en la

region promotora del gen HBB (Da Luz et al., 20006).

Se han realizado algunos estudios previos que han caracterizado los tipos y la
incidencia de las mutaciones particulares causantes de hemoglobinopatias en
Uruguay (Da Luz et al., 2006, 2013). La frecuencia alélica observada de la
mutacion S (0,38%) no se puede extrapolar a la poblacidon uruguaya ya que la
mayoria de las muestras provenian de un hospital publico de Montevideo, pero,
sin embargo, esta frecuencia fue similar al estimado para la poblacion uruguaya
(0,3%) (Da Luz et al., 2006). Ademas, esta frecuencia aumento al 1,1% para
los individuos de origen africano (Da Luz et al.,, 2013). Hubo una mayor
diferencia entre la frecuencia en la poblacion uruguaya con las poblaciones del
noreste del Brasil donde hay una mayor contribucién de poblaciones africanas
(Da Luz et al, 2006). Solo una de las tres mutaciones investigadas
responsables de talasemias fue detectada (la delecion -a®7), la cual es
caracteristica de poblaciones africanas (Da Luz et al., 2006).

Debido al origen étnico de las poblaciones uruguayas, con importantes
contribuciones del Mediterraneo y Africa, se espera que la prevalencia de
hemoglobinopatias tienda a ser incluso mas alta en la zona norte del pais
(Sans et al.,, 1997). Se ha encontrado que la frecuencia de genes africanos
varia de 20% en Tacuarembo a 8% en Montevideo, con un valor similar a este
ultimo para todo el pais 3-5% (Sans et al., 1997). Ademas, en base al Censo de
Poblacion del 2011 realizado por el Instituto Nacional de Estadistica, el
porcentaje de poblacidon con ancestros africanos (afrodescendientes) en Rivera
y Artigas alcanza al 17% (siendo los mas altos del pais), seguido por Cerro
Largo, Salto y Tacuarembo con un 10% (Cabella et al., 2013).

Haplogrupos mitocondriales

Desde su desarrollo a finales de los afios 80, el estudio de la variabilidad del
DNA mitocondrial (mtDNA) de las poblaciones humanas se ha convertido en
una poderosa herramienta. Con ella se ha rastreado y reconstruido la historia



evolutiva de las poblaciones humanas (Fernandez, 2005). Las mitocondrias y
los cloroplastos constituyen sistemas genéticos secundarios de las células
eucariotas y presentan herencia citoplasmatica, caracterizada por proporciones
de segregaciéon no mendeliana. La herencia de los genes mitocondriales en
mamiferos es materna, en virtud que las mitocondrias del embrién son
proporcionadas por el évulo (Figueiro, 2006). EI genoma mitocondrial consiste
en una unica molécula de ADN circular con varias ventajas para estudios
evolutivos: alto numero de mitocondrias, gran cantidad de moléculas de ADNmt
organizados en nucleoides, lenta degradacién de las mitocondrias, tasa de
mutacion promedio 5 a 10 veces mayor que el ADN nuclear, y ausencia de

recombinacion, entre otras.

La region codificante del ADN mitocondrial ocupa mas del 90% del genoma
mitocondrial, mientras que la region control (RC) no codificante tiene una tasa
de mutacion de 8,4% por millon de afos, entre dos a cuatro veces mayor que
en la region codificante. La RC constituye un fragmento de aprox. 1.000 pares
de bases (pb), relacionada con el origen de replicacién y que consiste de tres
regiones Hipervariables (HVRI, HVRII, y HVRII) (Cavalli-Sforza, 1981;
Zambrano, 2004; Pakendorf & Stoneking, 2005; Pereira Dos Santos, 2005). En
particular, las HVR | y Il (ubicadas en las posiciones 16024-16383 y 57-372 del
ADNmt humano segun Anderson et al., 1981) presentan una alta tasa de
mutacion (Figueiro, 2006). En el ser humano, las tasas de mutacion promedio
estimadas para las regiones HVR | y |l son de 224 y 274 mutaciones por sitio
por millon de generaciones, respectivamente (Heyer et al., 2001).

Los estudios de ADN mitocondrial (ADNmt) en diversas poblaciones han
revelado un numero importante de sitios polimoérficos estables en la regidn
codificante, que definen grupos relacionados de ADN mt denominados
haplogrupos (Postillona et al., 2009). Si asumimos que el ADN mt se hereda en
bloque, podemos considerar todo el genoma mitocondrial como un locus en el
que la combinacion de mutaciones, inserciones y deleciones constituirian un
alelo o haplotipo mitocondrial (Fernandez, 2005). Podriamos definir un
haplogrupo o cluster mitocondrial como una agrupacién de haplotipos que
comparten ciertas sustituciones diagndsticas (definidas por enzimas de

restriccidon o por secuenciacion directa) y presentan un origen comun. Esto



implica que los polimorfismos que definen cada haplogrupo se produjeron
exclusivamente en las lineas antecesoras de todos los haplotipos que lo

integran (Fernandez, 2005).

La nomenclatura inicial propuesta por Wallace y Torroni (Torroni et al., 1992)
identifica los haplogrupos principales designandolos con una letra mayuscula
(Ej.: A, B, C, D, H, I, L, U, V). Los haplogrupos pueden dividirse, a su vez, en
subhaplogrupos que se designan por su letra correspondiente seguida de un
numero (ej.: L2). Las subdivisiones al nivel siguiente se realizan alternando
letras minusculas y numeros (ej.: U5a1b) (Fernandez, 2005). La variabilidad
conocida y descrita hasta el momento para haplogrupos (hpgs) del ADNmt es

la siguiente:

Hpg L: Caracteristico de poblaciones africanas con frecuencias que alcanzan
casi el 100% en el oeste y este del continente, con varias subdivisiones para

variantes poblacionales especificas (Morelli et al., 2000).

Hpgs H, I, J, K, M, T, U, V, W y X: Caracteristicos de poblaciones europeas.
Sus frecuencias varian segun la region, por ejemplo: los hpgs H y U mas
frecuentes en el este, y el V dentro en la Peninsula Ibérica (Morelli et al., 2000).
Los hpgs mas recientes en escala evolutiva son el V y el T (Pereira et al.,
2001).

Hpgs A, B, C y D: Caracteristicos de poblaciones asiaticas y americanas
nativos; las subdivisiones A2, B2, C1 y D1 son los mas frecuentes, los cuales
varian entre Asia, Norte y Sudamérica (Schurr, 2000). El haplogrupo X también
se encuentra en América del Norte. Mas recientemente se identificaron hasta
14 haplogrupos “fundadores” (Sans, 2014).

El proceso de formacion de las poblaciones latinoamericanas es complejo e
involucra diversos origenes. Por ejemplo, indigenas, africanos y europeos
conformaron, con aportes desiguales, la poblacion uruguaya (Sans et al.,
2009). La poblacion uruguaya ha sido considerada de ascendencia europea, ya
que sus poblaciones nativas victimas de genocidio en el pasado y
aparentemente desaparecieron en el siglo XIX. Contradiciendo esta creencia

nacional, los estudios genéticos han demostrado una contribucién nativa



sustancial. Por ejemplo, un estudio de Ila poblacién actual de los
Departamentos de Tacuarembo y Cerro Largo, se concluyd que el 59% de la
poblaciéon de Tacuarembd y el 30% en Cerro Largo tienen haplogrupos
indigenas (Sans et al., 2001). En general, se ha encontrado que un tercio de la
poblacidén uruguaya posee un antepasado materno indigena, lo cual se explica
por las uniones unidireccionales entre mujeres indigenas y hombres europeos
que ocurrieron en todo el continente (Sans, 2000; Sans et al., 2006). Las
poblaciones uruguayas tienen frecuencias altas de haplogrupos B y C, seguida
por el Ay, por ultimo, D; sin embargo, en Montevideo predomina el A. Esta
diferencia entre Montevideo y el resto del pais podria deberse a un aporte
guarani en Montevideo y a un aporte charrua en el interior del pais, ya que el
haplogrupo A es frecuente en guaranies actuales y el C en indigenas
pampeanos, patagonicos y chaquefios (Sans, 2014). De todas formas, la
continuidad genética entre las poblaciones prehistoricas, histéricas y actuales
aun no esta del todo claro (Sans et al., 2012; Sans, 2014). En ese sentido, un
estudio reciente indica que gran parte del acervo genético original indigena se
ha preservado en las poblaciones mestizas de Uruguay y sur de Brasil
(Tavares et al., 2019).

Objetivo General

Identificar polimorfismos en los genes de las globinas asociados con la anemia
falciforme y a-talasemia, y polimorfismos en el ADN mitocondrial, a partir de

una muestra proveniente del Hospital de Rivera.

Objetivos Especificos

e Caracterizar a los participantes en base al sexo, edad, lugar de nacimiento y
autopercepcion étnico-racial.

e Detectar la mutacion -o37 del gen a-globina asociado a a-talasemia.

e Detectar la variante anormal HbS del gen [B-globina asociada a la anemia

falciforme.
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e Comparar las frecuencias de las mutaciones obtenidas con las frecuencias
reportadas para otros Departamentos del pais y otras regiones.

e Estimar el origen ancestral por via materna a través del ADN mitocondrial
mediante la asignacién de los individuos estudiados a haplogrupos y
haplotipos

¢ Analizar las frecuencias de cada haplogrupo y las mutaciones especificas que
definen diversos haplotipos para determinar el origen de los individuos.

e Comparar la autopercepcion de los participantes sobre su pertenencia a un

grupo étnico con la asignacidon genética a haplogrupos/haplotipos

Objetivos Académicos

e Entrenamiento en técnicas de laboratorio para la obtencién y el analisis de
secuencias de ADN.

e Interaccion académica con investigadores de otros laboratorios involucrados
en genética humana del CENUR Litoral Norte y del IIBCE.

¢ Realizacion de un estudio cientifico para su eventual aporte al conocimiento
basico y aplicado de los resultados de la investigacion.

e Elaboracién y ejecucion de un proyecto de investigacion y difusion de los

resultados a través de un informe de pasantia.

Materiales y Métodos
Muestras de sangre y encuesta

Se obtuvieron 100 muestras de sangre de pacientes del Hospital de la Ciudad
de Rivera a partir de un muestreo semanal (20 muestras/dia) en julio de 2018.
Los participantes fueron seleccionados entre aquellos individuos que asistieron
al laboratorio del Hospital de Rivera para realizarse extracciones de sangre
utilizados en estudios de rutina (ej., hemograma). Luego de la extraccion, se les
consultdé sobre su interés en participar del estudio y posteriormente se aplico
una encuesta a cada uno de los participantes con el fin de obtener informacion
sociodemografica. A través del cuestionario se obtuvieron datos como edad,

11



sexo, lugar de origen, y autopercepcion étnico-racial, asi como sus
antecedentes en cuanto a casos de anemia a nivel personal y familiar (Anexo
1). El presente estudio fue avalado por el Comité de Etica en Investigacion
Institucional del CENUR Litoral Norte (Exp. N° 311170-001025-18) y autorizado
por la Direccidn del Hospital de Rivera.

Extraccion de ADN a partir de sangre entera

Las extracciones de sangre fueron realizadas por dos profesionales de la salud
(Enfermeras del Hospital) quienes recolectaron 5ml de sangre periférica de
cada individuo. Los 100 tubos de sangre con anticoagulante EDTA fueron
transportados al Laboratorio de Biogeografia y Evolucion del CUR en una
heladera portatil para su adecuada conservacion. Las muestras de sangre
fueron congeladas para su posterior analisis. Se tomaron las medidas
apropiadas de aislamiento para evitar la contaminacion de las muestras
(extraccion de ADN en gabinete con luz UV o flujo laminar ubicada en el
Laboratorio de Quimica Ambiental del CUR).

Se utilizo el protocolo Quick-DNA Universal Kit (Zymo Research) con el cual se
obtuvo ADN a partir de una muestra de 200 microlitros (ul) de sangre entera en
la mayoria de las muestras, mientras que en algunas se logré obtener ADN a
partir del plasma. Posteriormente se efectué la cuantificacion del ADN vy
evaluacion de su pureza mediante espectrofotometria y la utilizaciéon del

espectrofotometro de nanovolumenes Genova Nano (Jenway).
Identificacion de HbS mediante ARMS-PCR

Con la excepcion de algunas deleciones y reordenamientos raros, las lesiones
moleculares que causan hemoglobinopatias son todas identificables mediante
técnicas basadas en PCR (Clark et al., 2004). En este estudio, se amplificaron
fragmentos de las globinas para intentar detectar el alelo HbS y la mutacion -
a®’ causante de una a-talasemia utilizando oligonucledtidos y ciclado de
temperaturas de la bibliografia (Da Luz et al., 2013; Singh et al., 2015).

Se determind la presencia del alelo de la mutacion de HbS mediante PCR
especificamente disefiado para detectar esta variante, asi como el alelo
normal. EI método mas utilizado es ARMS-PCR (amplification refractory
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mutation system; Newton et al., 1989; Old et al., 1990) el cual teéricamente
puede detectar cualquier mutacidon conocida o delecion de una sola base (Clark
& Thein, 2004). La reaccion de ARMS-PCR incluy6 entre 10-30 ng de ADN, 0,5
ul de los cebadores C1 y CD6 a 10 mM (6 HbS) (Singh et al., 2015), 2,5 ul de
dNTPs a 40 mM, 2.5 ul de buffer 10X y 0,375 ul de MgCl> y 0,25 ul de Taq

polimerasa para un volumen final de 20 ul por reaccion.

Para cada muestra de ADN se realizaron dos ARMS-PCR, uno etiquetado
como normal (N) y otro como mutante (M). En cada tubo agregamos un primer
en comun (C1), mientras que en el tubo N se anadio el primer CD6 y en el tubo
M se agrego el primer especifico para la mutacion (HbS). Tanto el producto del
tubo N como del tubo M se visualiza como una banda de 207 pb. La
amplificacion solo en el tubo N se considera que representa el homocigota
HbA/HbA, mientras que la amplificacion en los dos tubos (N y M), representa al
heterocigota HbA/HbS.

Para validar el sistema de PCR se agrego un control negativo (sin ADN) y un
control positivo con una muestra conocida de un paciente portador de la
mutacion HbS. La amplificacion se efectu6 en un termociclador Arktik (Thermo
Scientific), e incluyd un primer ciclo de desnaturalizacion de 94 °C por 1 minuto,
seguido de 25 ciclos de: 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 65 °C y 1 minuto y medio
a 72 °C, y una extension final de 3 minutos a 72 °C (Singh et al., 2015).

Identificacion de HbS mediante RFLP-PCR

La técnica PCR-RFLP es utilizada para ubicar algunos de los polimorfismos ya
definidos, donde PCR amplifica aquellos segmentos directos de ADN que,
posteriormente, seran digeridos por enzimas o endonucleasas que cortan
selectivamente el ADN en secuencias especificas (entre 4 y 8 pb), conocidas
como sitios de restriccion o de reconocimiento. La presencia o ausencia del

corte comprobara el polimorfismo en cuestion (Klug & Cummings, 1999).

Se seleccionaron 15 muestras para la aplicacion de la técnica molecular RFLP-
PCR, incluyendo como control positivo una muestra conocida con el alelo HbS.
Las condiciones para la amplificacion del fragmento que incluye el sitio de
restriccion fueron las siguientes: 10-30 ng de ADN, 0,5 ul del cebador C1 a 10
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mM, 0,5 ul del cebador B-glo-R a 10 mM, 2,5 ul de dNTPs a 40 Mm, 2.5 ul del
buffer 10X, 0,25 ul de Taq polimerasa, y 0,375 ul de MgCl,, para un volumen
final de 20 ul. Para amplificar los fragmentos de interés se utilizé un programa
de ciclado que incluy6é un primer ciclo de desnaturalizacion de 94 °C por 1
minuto, seguido de 25 ciclos de: 1 minuto a 94 °C, 1 minuto a 55 °C y 1 minuto
y medio a 72 °C, y una extension final de 3 minutos a 72 °C.

Luego de la electroforesis de los productos de PCR (ver mas abajo) para
detectar si hubo amplificacion, se procedio a la digestion de los productos de
PCR con una enzima de restriccion. Las condiciones fueron las siguientes: 270
ul de agua, 30 ul de Buffer Tango y 15 ul de la enzima HpyF3l. En cada tubo se
colocd 21 ul del mix + 10 ul del producto de PCR. Luego se incubo en el
termociclador a 37 °C por 16 horas. Al finalizar se efectud la electroforesis de
los productos obtenidos.

Identificacion de a-talasemia delecional

Se aplicé la técnica de Gap-PCR para la deteccién de deleciones que causan
a-talasemia (Clark & Thein, 2004). Este estudio se enfoco en la deteccion de la
delecion -037 en la globina a con los siguientes oligonucleotidos especificos
a2/3.7-F, 3.7/20.5-R, y a2-R de Tan et al. (2001). Las condiciones del método
PCR-GAP para la amplificacion del alelo fueron las siguientes: 2 ul de ADN, 1
ul del primer a2/3.7; 0.5 ul de los primers 3.7/20.5-R y a2-R; 12,5 ul de Ranger
Mix (Bioline) que utiliza una polimerasa de alta fidelidad. En cada tubo de PCR
se colocaron 23 ul de la mezcla y 2 ul de ADN. Para amplificar los fragmentos
de interés se utiliz6 un programa de ciclado que incluyé un primer ciclo de
desnaturalizacion de 96 °C para 15 minutos, seguido de 30 ciclos de: 45
segundos a 98 °C, 1 minuto y medio a 59 °C, 2 minutos y 15 segundos a 72 °C
y una extension final de 5 minutos a 72 °C. La amplificacion de una banda de
207 pb bajo la luz ultravioleta diagnostica la delecion -a3-”.

Electroforesis de productos de PCR

Para la identificacion de polimorfismos, los productos del PCR fueron
sometidos a un campo eléctrico en una cubeta de electroforesis para producir

la migracion de los fragmentos en un gel de agarosa los cuales son separados
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segun su tamafo. Se mezclaron 5 o 10 ul de producto de PCR y 1,5 ul de
tincion de carga (Bioline) y fueron sembrados en un gel de agarosa al 1%
tefiido con 2 ul de GoodView (SBS Genetech). El marcador de peso molecular
utilizado corresponde a 100 (Cleover) o 1000 (Bioron) pb. Se utilizé el buffer 1X
TAE para la corrida de electroforesis durante 45 minutos a 80 voltios. Las
bandas obtenidas se visualizaron al exponerlas a luz UV.

Haplogrupos mitocondriales

Se realizd6 un submuestreo a partir de las 100 muestras obtenidas en el
Hospital de Rivera. Fueron seleccionadas 31 muestras pertenecientes a
individuos que nacieron en Rivera y que se autoperciben respecto a su grupo

étnico-racial como indigenas, afrodescendientes y europeos.

Para realizar la amplificacion de un fragmento de la region HVR-| se utilizaron
los oligos: 15997F: 5-CACCATTAGCACCCAAAGCT-3’ (Sans et al., 2011) y
011R: 5-GCTCAGTGGTTATTAGGGTTCTCGTCCCCATGGAT-3’ (Sans et al.,
2012). Para la region HVR-lIl se usaron los oligomeros 16372F: 5'-
CCCTTCTCGTCCCCATGGAT-3' (Kemp et al, 2007) y 397R: 5'-
CATACCCGCCAAAAGATAAAAT-3’ (Sans et al., 2011). Las condiciones del
método de PCR para la determinacion de la region HVR-I fueron las siguientes:
10-30 ng de ADN, 0,4 ul de los cebadores a 10 mM, 2,5 de dNTPs a 40 mM,
2,5 ul del buffer 10X, 0,375 ul de MgCl2, y 0,25 ul de Taq polimerasa, para un

volumen final de 20 ul por reaccion.

La amplificacién se efectué en un termociclador Arktik (Thermo Scientific), e
incluyd un primer ciclo de desnaturalizacion de 94 °C por 5 minutos;
desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos; hibridacion a 58 °C por 3
segundos; extension a 72 °C por 40 segundos; luego se repitieron los pasos 2
al 4 por 35 ciclos y una etapa final de 72 °C por 5 minutos (Sans et al., 2012).
Los productos de PCR fueron visualizados mediante electroforesis (ver mas
arriba). Los fragmentos a visualizar para la HVR-| es de 629 pb y para la HVR-II
de 635 pb.

El producto amplificado se purific6 y se secuenci6 en Macrogen

(www.macrogen.com). Para la visualizacion de las secuencias de ADNmt se
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empled el programa Chromas Pro2.4.1 (technelysium.com.au/wp/chromas/) y
para el alineamiento de secuencias se empled BioEdit
(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Para la asignacion de los
haplogrupos y haplotipos de los individuos estudiados se utilizé el programa
HaploGrep 2.0 (haplogrep.uibk.ac.at).

Resultados
Participantes

Se encuestaron a 100 participantes con un rango de edad entre 4 y 89 afos
(mediana = 50, rango intercuartilico = 28; Figura 1), de los cuales 69 fueron
mujeres (Tabla 1). Un 16% se autoidentificé como afrodescendiente, 28% como
europeo, Yy 14% indigena, un individuo de origen musulman (1%) y dos
individuos de origen asiatico (Figura 2, Anexo 2). Respecto al lugar de origen
de los participantes, el 75% es originario de Rivera, el 11% de Montevideo y el
7% de Rio Grande do Sul (Brasil), mientras que el porcentaje restante
pertenece a Departamentos como Salto, Canelones y Paysandu (Figura 3). El
27% de los encuestados manifesto haber sufrido o sufrir de anemia.

25
|

15
|

Porcentaje

10
l

f T T T I
0 20 40 60 80

Edad (anos)

Figura 1. Edades de todos los participantes del estudio.
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Figura 3. Lugar de nacimiento de todos los participantes.
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Tabla 1. Frecuencia absoluta de las variables
encuestadas en los 100 participantes. NS = no sabe.

Variable Frecuencia absoluta

Sexo: Mujer 69
Sexo: Hombre 31
Edad: 0 a 10 afios

Edad: 11 a 18 afios 4
Edad: 19 a 25 afios 18
Edad: 26 a 35 afios 5
Edad: 36 a 59 afios 48
Edad: mayor de 59 ainos 23
Origen: Europeo 27
Origen: Europeo/indigena 15
Origen: Afro 19
Origen: Afro / indigena 3
Origen: Indigena 20
Origen: Asiatico 2
Origen: Otro 5
Origen: NS 9
Anemia: Si 27
Anemia: No 72
Anemia: NS 1
Anemia en padres: Si 9
Anemia en padres: No 84
Anemia en padres: NS 7
Anemia en abuelos: Si 5
Anemia en abuelos: No 80
Anemia en abuelos: NS 15

Las muestras con mayor concentracion de ADN se visualizaron como bandas

muy intensas y sin degradacion en los geles de agarosa (Figura 4). La

intensidad de las bandas en los geles se correspondié en general con las
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concentraciones de las muestras, y aquellas con concentraciones muy bajas, o
iguales a cero, no amplificaron (Anexo 3). En general, las extracciones
realizadas a partir de plasma tuvieron valores mas altos de concentracién y

pureza que las realizadas a partir de sangre entera (Anexo 4).

—— 4—— 1500 pb
-
e <4— 500 pb

Figura 4. Electroforesis de geles de agarosa con ADN extraido de tres
muestras. A la izquierda aparece el marcador de peso molecular de 100 pb.

Hemoglobinopatias

Para la deteccion del alelo HbS se analizaron un total de 92 muestras con el
método ARMS-PCR y 20 muestras con el método RFLP-PCR. El método de
ARMS-PCR fue validado ya que la muestra de control positivo (con ADN de
portador del alelo HbS) resulté en una amplificacion exitosa en los tubos Ny M,
correspondiente a un heterocigota HbA/HbS (Figura 5). Sin embargo, los PCR
realizados para detectar portadores de anemia falciforme mostraron
amplificacion del alelo normal pero no detectaron la presencia del alelo HbS
(Figura 6). Asimismo, mediante la técnica RFLP-PCR se logré amplificar el
fragmento de interés, pero no se pudo detectar el alelo HbS luego de la
digestiéon del amplicon, corroborando que no existen portadores de anemia
falciforme en la muestra estudiada. Para la deteccion de o-talasemia delecional
se utilizo la técnica de Gap-PCR en 94 muestras. Se logréo amplificar el alelo

normal del gen a2, pero no se logré amplificar un fragmento consistente con la
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mutacion -a37 (Figura 7). En este caso, sin embargo, no se incluyé un control

positivo por la falta de una muestra con este tipo de mutacion.

Figura 5. Electroforesis de productos de ARMS-PCR. Todas las
bandas corresponden al alelo normal HbA (aprox. 200 pb). A la
derecha aparece el marcador de peso molecular de 100 pb.

Figura 6. Electroforesis de productos de ARMS-PCR con muestras utilizadas
como control positivo. En la parte superior se observan los productos de PCR
etiquetados como normales y en la region inferior los etiquetados como
mutantes (aprox. 200 pb). A la derecha aparece el marcador de peso molecular
de 100 pb.
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Figura 7. Electroforesis de productos de gap-PCR para deteccion de alfa-
talasemia. A la derecha aparece el marcador de peso molecular de 1000 pb.

Haplogrupos mitocondriales

Se obtuvieron productos de amplificacion de gran calidad tanto para la regidn
HVRI (Figura 8) como para la region HVRII (Figura 9). Los cuatros haplogrupos
fundadores de nativos americanos (A, B, C y D) fueron detectados en la
poblacién de Rivera, donde representaron el 51,6% de los linajes maternos.
Los haplogrupos A y C fueron los mas frecuentes con un 38%,
respectivamente, seguido del haplogrupo H en 12,9%, mientras que el
haplogrupo L corresponde al 19,4% de la muestra (Tabla 2).

— < 1500 pb
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Figura 8. Electroforesis de productos de PCR de la regiéon HVRI
(aprox. 630 pb). A la derecha aparece el marcador de peso molecular
de 100 pb.
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Figura 9. Electroforesis de productos de PCR de la regiéon HVRII
(aprox. 630 pb). A la izquierda aparece el marcador de peso molecular
de 100 pb.

Tabla 2. Haplogrupos de ADNmt de participantes del Hospital de la
Ciudad de Rivera.

Origen N (%) Haplogrupos N (%)
A2 19,4
Indigena 16 (51,6) B2 9,7
C1 19,4
D1 3,2
Europea 9 (29,0) H 12,9
J 3,2
R 3,2
U 9,6
Africana 6 (19,4) L 19,4

Los 31 individuos estudiados se autopercibieron respecto a su origen étnico-
racial como europeos, indigenas, afrodescendientes, afrodescendiente/
europeo/indigena, europeo/indigena, y afrodescendiente/indigena (Tabla 3). De
los 16 individuos que presentan haplogrupo indigena (A, B, C, D), nueve se
autopercibieron como indigenas. Los nueve individuos que presentan
haplogrupo europeo (H, J, R, U), dos se autopercibieron como europeos. Seis
individuos presentan haplogrupo africano (L), de los 31 individuos de la
muestra 13 se autopercibieron como afrodescendientes. Dos individuos se
autopercibieron como afrodescendientes/europeos/indigenas, dos individuos
como afrodescendientes/indigena y tres como europeo/indigena (Tabla 3).
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Tabla 3. Haplogrupos de ADNmt y autopercepcién respecto al origen étnico de
los participantes. El participante 17 fue excluido del estudio y por ello hay un
participante identificado como 101.

Individuo Haplogrupo Haplotipo Autopercepcion

13 A A2+(64) Indigena

31 A A15 Afrodescendiente
47 A A2 Afrodescendiente
57 A A2+(64)+@16111 Indigena

86 A A6b Europeo/indigena
100 A A2+(64)+... Europeo/indigena
19 B B4 Indigena

52 B B2b3a Afrodescendiente
93 B B2i1 Indigena

12 C C1b2 Indigena

82 C C1 Afrodescendiente
84 C C1b11 Afro/indigena
89 C C1b2 Afro/indigena
94 C C1la Europeo/indigena
95 C C1b8 Afro/europeo/indigena
96 D D4t Europeo

15 H H1e1a6 Afrodescendiente
43 H H2a2a Afro/europeo/indigena
49 H H32 Afrodescendiente
78 H H7h Indigena

33 J J1C2H Indigena

20 L L2a1d Afrodescendiente
39 L L2a1d Afrodescendiente
65 L L2a1c2a Afrodescendiente
90 L L3b1a3 Afrodescendiente
99 L L2a1q Europeo
101 L L1c3b'c Indigena

3 R R+16189 Indigena

36 U U5b1d1a Afrodescendiente
62 U USb2a1a2 Afrodescendiente
85 U USb2da1a2 Afrodescendiente

Asociacion autopercepcion y haplogrupos

De los individuos que se autopercibieron como indigenas (29,0%) presentan el
haplogrupo indigena 6 individuos (19,4%). De los dos individuos que se
autopercibieron como europeo, uno presenta el haplogrupo africano y el otro
indigena, por lo que no se encontré coincidencia. De los individuos que se
autopercibieron como afrodescendientes (41,9%), cuatro individuos presentan
el haplogrupo africano (12,9%). Dos de los individuos (6,5%) se autopercibieron
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como afrodescendientes/indigenas detectandose que un individuo presenta
haplogrupo indigena y el otro africano, por lo que hubo coincidencia. Hubo
coincidencia en el caso de aquellos que se autopercibieron como
europeo/indigena, dado que los tres individuos (9,7%) presentan el haplogrupo
indigena. Los dos individuos (6,5%) que se autopercibieron como
afrodescendiente/indigena, presentan haplogrupos indigena y europeo
respectivamente. Considerando a los participantes que se autoidentificaron
como pertenecientes a un Unico grupo étnico-racial, la prueba de x? revel6 que
no existe asociacion entre la autopercepcion y los haplogrupos mitocondriales
(x? = 2,96; grados de libertad = 4; p = 0,57) (Tabla 4).

Tabla 4. Tabla de contingencia entre la autopercepcién y los haplogrupos
mitocondriales (observado/esperado segun independencia). Prueba de
independencia de chi-cuadrado: ¥? = 2,96; grados de libertad = 4; P = 0,57).

Haplogrupo
Autopercepcion Europeo Afro Indigena
Europeo 0/0,67 1/0,50 1/0,83
Afro 5/4,33 4/3,25 4/5,42
Indigena 3/3,00 1/2,25 5/3,75

Discusién
Composicion étnico-racial

La muestra de 100 individuos fue seleccionada al azar y sin tomar en cuenta
ningun criterio de exclusion tal como la edad, sexo, lugar de origen, grupo
étnico-racial y/o antecedentes de anemia. Sin embargo, el muestreo no fue
representativo desde el punto de vista espacial y temporal porque todos los
participantes se atendieron exclusivamente en el servicio de extracciones de
sangre del Hospital de Rivera en julio de 2018. Por lo tanto, la muestra no es
representativa de la poblacion de la Ciudad de Rivera sino que también abarca
la zona fronteriza con Brasil. Aunque predominaron participantes de la zona
norte del pais, también quedaron incluidas personas nacidas en otras partes
del pais y en el Estado de Rio Grande do Sul. En el Hospital de Rivera asisten
pacientes de la Ciudad de Rivera pero también de la vecina Ciudad de Santana
do Livramento en Brasil. Por lo tanto, muchos de los participantes y/o sus

ancestros mas recientes (padres y abuelos) son oriundos de otras partes del
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pais, asi como de Rio Grande do Sul (Brasil). Por lo tanto, los resultados
obtenidos en este estudio no pueden considerarse como caracteristicos para la
poblacién de Rivera, sino mas bien, de una region un tanto difusa del noreste

del pais y de su zona limitrofe con Brasil.

La identificacion previa del origen étnico es esencial en el diagnodstico de
hemoglobinopatias, pero se vuelve menos confiable debido a una alta mezcla
étnica existente en nuestra regioén (Clark et al., 2004). En nuestro estudio, un
16% de los participantes se auto-identific6 como de origen étnico
afrodescendiente, 14% indigena, 28% europeo, 2% asiatico, y 1% musulman.
Ademas un 14% de los participantes del estudio se auto-percibié con origen
mixto europeo/indigena, un 4% como afrodescendiente/indigena y un 2%
afrodescendiente/europeo/indigena. Por otra parte, 13% de los encuestados
desconoce su origen y 6% se auto percibi6 como de otro origen que no se

mencionod en el cuestionario.

En la Encuesta Continua de Hogares de 1996-1997 realizado por el INE
(Instituto Nacional de Estadistica), el porcentaje de poblacion de ascendencia
étnico-racial europea alcanza el 93,3%, un 5,9% afro, 0,4% indigena y 0,4%
asiatico (INE, 1998). La distribucion de la poblacion de nuestro pais segun la
ascendencia étnico-racial del afio 2011 muestra los siguientes datos: afro 8,1%,
asiatica 0,5%, europea 93,9%, indigena 5,1%, y otra 0,2% (Cabella et al.,
2013). Datos genéticos relevados en nuestro pais por Sans et al (1997),
muestra que la ascendencia étnico-racial en Montevideo es en 92% de origen
europeo, 7% afro y 1% indigena; mientras que en Tacuarembo, 65% de la
poblacién es de origen europeo, 15% afro y 20% indigena. Tal como se
esperaba, en nuestro estudio se encontré una alta frecuencia de participantes
que se autoidentificaron como afrodescendientes e indigenas, lo cual se
corresponde con lo encontrado en estudios y censos previos realizados en

poblaciones de la region noreste.
Hemoglobinopatias

Mediante espectrofotometria se cuantificé el ADN de las muestras de sangre
obtenidas y se hallé en gran parte de ellas una baja concentracion de ADN, y

un bajo nivel de pureza que sugiere la presencia de contaminantes. Lo
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mencionado anteriormente se podria relacionar con el hecho de que las
muestras de sangre se congelaron previo a las extracciones de ADN. Las
muestras congeladas son susceptibles a alteraciones en algunos de sus
componentes metabdlicos o celulares (SBPCML, 2010). Las muestras para ser
representativas, deben mantener su composicion e integridad durante la fase
pre-analitica de recogida, manipulacion, transporte y posible almacenamiento.
Durante el proceso de almacenamiento, los elementos de la sangre pueden
sufrir alteraciones, entre otras la adsorcion en el vidrio o tubo plastico,
desnaturalizacion de la proteina, asi como actividades metabdlicas celulares
que se siguen produciendo (SBPCML, 2010). La desnaturalizacion de las
proteinas de la sangre durante el proceso pre-analitico podria haber afectado la
pureza de las extracciones de ADN. Se ha demostrado que la sensibilidad de la
PCR varia segun el tipo de protocolo y materiales utilizados en la extraccién del
ADN (Yoshikawa et al., 2011). Como en este estudio se emplearon dos
procedimientos diferentes en la extraccion de ADN (Quick-DNA Universal Kit y
un protocolo especifico para sangre), estos procedimientos pudieron resultar en
diferentes resultados en la fase de PCR. Por otra parte, las mediciones en
espectrofotometro del ADN utilizado como control positivo, y que fue extraido
con anterioridad en el laboratorio del Dr. Da Luz en el CENUR Litoral Norte
(Udelar), sugieren una muy buena calidad del ADN que resultd en intensas
bandas de amplificacion (Tabla 5). Por esta razoén, se considera que el
almacenamiento de las muestras, y tal vez los protocolos de extraccion
utilizados, pudieron haber sido una de las causas de la baja sensibilidad de las
técnicas basadas en PCR empleadas en este estudio.

Tabla 5. Cuantificacion del ADN de las muestras de individuos portadores del
alelo responsable de anemia falciforme (HbS) utilizados como control positivo.

Muestra  Concentracién (ug/ml) Muestra  Concentracion (ug/ml)
1 130,330
2 42,361 4 362,430
3 < 0,000 5 12,325
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Mas alla de los problemas con la calidad del ADN utilizado y la sensibilidad de
las técnicas, la ausencia de portadores de los alelos de interés en este estudio
(HbS y -a®7) pudo deberse al pequefio tamafio de muestra (N=100). Por
ejemplo, estudios previos han encontrado que el alelo HbS apareci6 en el 10%
(4 de 40) de participantes afrodescendientes, y la delecion -a®7, una mutacion
comun causante de o-talasemia en poblaciones africanas, fue la unica
encontrada entre varias analizadas con una frecuencia de 15.4% (Da Luz el al.,
2006). Segun los estudios realizados en dos subpoblaciones afro-uruguayas, la
frecuencia genotipica de los portadores de -a*7 en el norte del pais fue de 3,6%
(Da Luz el al., 2006). Estos resultados sugieren que la incidencia de esta
delecién es muy baja, y por lo tanto podria estar ausente, simplemente por
cuestiones de azar, en una muestra pequefa de participantes

afrodescendientes como la utilizada en este estudio (N = 16).
Haplogrupos mitocondriales

Hasta mediados de la década de los 80's del siglo XX se aceptaba que la
poblacion uruguaya era fundamentalmente de origen europeo, con la presencia
de escasos descendientes de africanos, y se resaltaba la ausencia de
remanentes de la poblacidon indigena que habia habitado el territorio (Sans,
2017). Cuando en el Censo Nacional de 2011 se les preguntd a las personas
sobre su autodefinicidon respecto a su raza o etnia, se encontré una
identificacion como indigena o mestizo de 2,4%, y cuando se considera la
presencia de ancestros, esa cifra aumentdé a 5,1%. Sin embargo, los datos
genéticos muestran que como minimo, el 34% de la poblacion tiene
ascendencia indigena. Esta discordancia entre los datos censales y los datos
genéticos sugieren que solo una fraccion de las personas con ancestros
indigenas se autoperciben como tales ya sea por desconocimiento,
conocimiento parcial, rechazo y/o negacién (Sans, 2017). En este sentido cabe
mencionar que las complejidades genéticas y las diferencias étnico-raciales
entre poblaciones humanas son un reflejo de la interaccion de las fuerzas
evolutivas y de los procesos socioculturales intervinientes (Robin & Wong, 1988
en Pereira Dos Santos, 2005; Castro de Guerra et al., 2009).
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Los polimorfismos amerindios (nativos o indigenas) de ADNmt se han
estudiado tanto en Montevideo como en el interior del pais. En una muestra de
108 habitantes de Montevideo, los haplogrupos indigenas representaron un
20,4% de la muestra (Gascue et al., 2005). Esta frecuencia difiere fuertemente
con la observada en Tacuarembo y otras zonas del pais, lo que indica el alto
nivel de variacion dentro del Uruguay. Segun datos genéticos relevados en el
Departamento de Tacuarembd (N=100), el aporte europeo a los linajes
maternos alcanza el 21%, el africano el 17% e indigena el 62% (Bonilla et al.,
2006). En Bella Unién (N=34), el aporte europeo es de 30%, el africano de 6%
y el indigena de 64% (Sans et al., 2015). Mientras tanto en Cerro Largo, el
aporte europeo es de 49%, el africano de 21% y el indigena de 30% (Sans et
al., 2006). Estos resultados son coherentes con un sesgo sexual en el
mestizaje entre ambos componentes étnico-raciales, tomando en cuenta una
inmigraciéon europea predominantemente masculina y a las uniones

direccionales con mujeres indigenas (Sans, 2017).

En el presente estudio se encontraron los haplogrupos H, J, R y U,
caracteristicos de poblaciones europeas, el haplogrupo L, caracteristico de
poblaciones africanas, y los haplogrupos A, B, C, y D, de las poblaciones
indigenas. Los haplogrupos indigenas de mayor frecuencia fueron el A2 y el C1
mientras que, dentro de los haplogrupos europeos, el mas frecuente fue el H.
En Bella Unién, se encontraron los cuatro principales haplogrupos indigenas,
siendo B2 el mas frecuente, mientras que también se encontraron algunos
subhaplogrupos raros (B2h, C1b2, D1f1) (Sans et al., 2015). En Tacuarembd,
los haplogrupos B y C fueron los mas frecuentes con 21% y 20%,
respectivamente, seguidos del haplogrupo A con 13%, y del haplogrupo D con
8% de la muestra (Bonilla et al., 2006). Estos resultados sugieren que también
existe variacion en la prevalencia de diferentes haplogrupos indigenas entre
diferentes regiones del pais.

Debido al submuestreo realizado para el analisis del ADN mitocondrial, con una
sobre-representacion de los haplogrupos indigenas y afrodescendientes, no fue
posible determinar la contribucion relativa de cada grupo étnico-racial en la
muestra global. Sin embargo, nuestro objetivo principal consistio en determinar

el grado de correspondencia entre la asignacion a haplogrupos y la
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autopercepcidon étnico-racial. El analisis estadistico reveld que no hay
asociacion significativa entre los haplogrupos mitocondriales y la
autopercepcion en nuestra submuestra; un resultado esperado cuando en
general los individuos no se reconocen como pertenecientes al grupo étnico-
racial determinado por su linaje genético. En particular, se destaca que hubo un
sesgo de los participantes tanto con ascendencia afro como indigena, a auto-
percibirse como descendientes europeos mas de los esperado (ver Tabla 4).
Por otra parte, mientras que la mayoria de los afrodescendientes se auto-
identificaron como tales (4 de 6), la mitad de los participantes con ADN
mitocondrial indigena se identificaron como pertenecientes a otro grupo étnico-
racial (5 de 10), sugiriendo un mayor sesgo de auto-percepcion entre los
descendientes de indigenas. Finalmente, cabe considerar que los haplogrupos
mitocondriales solo dan cuenta de la herencia por via maternal, y por lo tanto,
puede discrepar con la auto-percepcion que es influenciada por ambas vias

parentales.

Conclusiones

La muestra de 100 individuos no fue representativa de la poblacion de la
Ciudad de Rivera ya que muchos de los participantes y/o sus ancestros son
oriundos de otras partes del pais. Los participantes se auto-identificaron como
afrodescendiente 16%, indigena 14%, europeo 28%, asiatico 2%, y 1%
musulman. La alta frecuencia de participantes que se autoidentificaron como
afrodescendientes e indigenas se corresponde con lo encontrado en estudios y

censos previos realizados en poblaciones de la region noreste.

Varias de las muestras revelaron una baja concentracion de ADN y un bajo
nivel de pureza. Es posible que el congelamiento de las muestras, y tal vez los
protocolos de extraccion de ADN, pudieron causar una baja sensibilidad de las
técnicas de diagnostico genético utilizadas. La ausencia de portadores de los
alelos de interés HbS y -a3’” pudo deberse al pequefio tamafio de muestra
(N=100). Ademas, aunque la incidencia de estos polimorfismos es mayor en la
poblacién afrodescendiente (10 y 15%, respectivamente), este estudio solo
incluyé un 16% de participantes afrodescendientes.
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Se encontraron los haplogrupos mitocondriales H, J, R y U, caracteristicos de
poblaciones europeas, el haplogrupo L, caracteristico de poblaciones africanas,
y los haplogrupos A, B, C, y D, asociados a las poblaciones indigenas o
amerindias. Los haplogrupos indigenas de mayor frecuencia fueron el A2 y el
C1. Las comparaciones con estudios previos indican que existe variacion en la
prevalencia de haplogrupos indigenas en diferentes zonas del pais. La prueba
estadistica de chi-cuadrado revel6 que no hay asociacion significativa entre los
haplogrupos mitocondriales y la autopercepcidn en nuestra submuestra de 31
individuos. Este resultado es esperado cuando en general los individuos no se
reconocen como pertenecientes al grupo étnico-racial determinado por su linaje

genético.
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Anexo 1

Formulario de la encuesta realizada a los participantes de este estudio.

(1) Datos Personales

Caddigo

Fecha / Lugar

Nombre y Apellido

Sexo

Edad

Direcciéon

Teléfono/E-mail

Lugar de Nacimiento

(2) Origen Etnico del
Participante

(3) Origen Etnico de
Padres

(4) Origen Etnico de Abuelos

Afro descendiente Afro descendiente Afro descendiente
Europeo Europeo Europeo

Indigena Indigena Indigena

Asiatico Asiatico Asiatico

Otro Otro Otro

(5) Anemia del
participante

(6) Anemia en padres

(7) Anemia en abuelos

Si

Si

Si

No

No

No

¢, Cuando? (Afo)

¢, Cuando? (Afo)

¢, Cuando? (Afo)

¢, Tratamiento? (S/N)

¢, Tratamiento? (S/N)

¢, Tratamiento? (S/N)
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Anexo 2

Informacion sobre el lugar de nacimiento y autopercepcion étnico-racial de
cada participante. El participante 17 fue excluido del estudio y por ello hay un
participante identificado como 101.

Individuo  Lugar de Nacimiento Origen étnico-racial

1 Rivera Europeo

3 Rivera Indigena

5 Rivera Europeo

6 Durazno Asiatico

11 Montevideo Europeo

13 Rivera Indigena

14 Livramento (Brasil) Afro / indigena

15 Rivera Afro

16 Rivera Europeo

18 Livramento (Brasil) Afro

19 Rivera Indigena

21 San José Europeo

22 Rivera Indigena

24 Rivera Indigena

27 Rivera Europeo

28 Rivera Indigena

29 Rivera Europeo / indigena
31 Rivera Afro

34 Rivera No sabe

35 Rivera Europeo

36 Rivera Afro

37 Rivera Asiatico

38 Rivera Europeo / indigena
39 Rivera Afro
40 Rivera Indigena
41 Montevideo Otro
42 Montevideo Europeo
44 Rivera Desconoce
47 Rivera Afro
48 Rivera Europeo
49 Rivera Afro

50 Livramento (Brasil) Otro

51 Rivera Otro

52 Rivera Afro

53 Rivera Europeo / indigena
54 Livramento (Brasil) Desconoce

56 Canelones No sabe

57 Rivera Indigena

58 Rivera Europeo
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Paysandu
Rivera
Rivera
Rivera
Montevideo
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Montevideo
Rivera
Rivera
Montevideo
Rivera
Rivera
Rivera
Montevideo
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera
Rivera

Caxias do Sul (Brasil)

Rivera

Montevideo
Tacuarembd
Montevideo
Tacuarembd
Rivera

Rivera

Durazno
Livramento (Brasil)
Rivera

Rivera

Livramento (Brasil)
Rivera

Rivera

Afro

No sabe

Afro

Europeo / indigena
No sabe

Europeo / indigena
No sabe

No sabe

Europeo

No sabe

No sabe

Europeo

Europeo

Europeo / indigena
Europeo / indigena
Indigena

No sabe

Afro

Europeo

Afro

Europeo / indigena
Afro / indigena
Europeo / indigena
Afro / indigena
Afro

No sabe

Indigena

Europeo

Europeo / indigena
Europeo

Europeo / indigena
Europeo

Otro

Europeo

Afro

Otro

Europeo

Indigena

Afro

Europeo

Europeo

Asiatico

Europeo

Otro / Musulman
Indigena

Afro / europeo / indigena



45 Rivera Otro

46 Rivera Europeo
55 Rivera Europeo
61 Rivera Europeo / indigena
65 Rivera Afro
68 Rivera Europeo
72 Rivera No sabe
80 Rivera Indigena
81 Montevideo Europeo
84 Rivera Afro / indigena
92 Salto Europeo
94 Rivera Europeo / indigena
95 Rivera Afro / europeo / indigena
98 Montevideo Europeo
101 Rivera Indigena
Anexo 3

Concentracion y pureza del ADN gendmico para cada muestra analizada. Las
muestras que no tienen datos (x) no pudieron ser analizadas por diferentes
razones (40, 42, 54, 70, 80). El participante 17 fue excluido del estudio y por
ello hay un participante identificado como 101.

Concentracion Relacion Relacion
Muestra (ug/ml) 260/280 260/230
1 10,363 12,030 1,694
2 0,374 0,257 0,050
3 14,027 3,238 1,853
4 13,720 2,744 2,730
5 10,266 1,668 0,227
6 11,844 1,529 0,052
7 7,744 1,730 0,537
8 17,644 2,023 169,05
9 0,075 0,603 0,110
10 25,442 9,888 0,146
11 63,012 1,745 1,485
12 20,779 1,864 0,092
13 13,694 2,255 1,790
14 14,200 2,960 1,580
15 19,308 1,627 0,635
16 12,860 1,489 1,263
18 0,024 0,565 0,149
19 > 0,000 1,287 0,317
20 > 0,000 0,020 0,014
21 6,485 5,510 0,400
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22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69

29,353
> 0.000
34,230
8,182
17,350
8,285
18,882
17,555
56,448
0,011
34,098
31,418
25,281
3,791
5,379
3,229
7,603
4,625

6,350

9,227
2,172
14,960
4,304
6,811
27,125
> 0.000
17,808
35,478
4,201
12,716

10,782
6,248
13,860
37,234
38,005
44,269
5,706
14,053
16,430
49,974
37,529
25,063
12,654
12,621
27,490

2,018
0,802
2,030
1,466
1,825
1,693
1,988
1,694
1,873
0,576
1,945
2,021
1,960
1,478
1,299
1,148
1,368
1,320

1,341

2,153
22,540
2,701
1,392
1,386
1,655
9,228
1,609
1,733
1,177
1,446

2,364
1,290
1,589
1,912
1,865
1,702
1,442
1,839
1,452
1,694
1,755
1,671
3,895
1,735
1,775

40,90
0,192
3,889
0,709
1,301
0,705
3,150
0,072
6,577
0,058
17,700
4,853
2,462
0,909
0,216
0,472
0,693
0,301

1,185

0,378
0,650
3,080
0,285
0,869
2,239
0,640
5,249
2,520
0,868
1,307

0,409
0,222
0,581
1,615
2,468
0,726
0,377
1,347
0,581
0,144
0,152
0,138
>0.000
0,076
1,014
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70

71 6,523 >0.000 5,125
72 >0,000 0,347 0,004
73 36,081 1,722 0,163
74 13,881 2,314 2,044
75 13,091 1,532 0,541
76 5,725 1,374 0,273
77 5,446 1,369 0,187
78 20,606 2,294 3,194
79 19,268 2,352 11,130
80 X X X
81 3,730 >0.000 >0.000
82 13,321 2,610 0,930
83 11,940 1,597 0,098
84 21,052 2,224 2,644
85 16,316 1,530 0,089
86 7,759 1,614 1,757
87 44,342 7,671 0,233
88 8,787 3,038 >0.000
89 38,330 >0.000 0,026
90 30,092 2,16 3,483
91 12,043 1,428 0,379
92 31,515 1,620 1,042
93 23,325 2,310 52,83
94 34,342 2,192 3,953
95 22,442 2,599 4,512
96 49,798 2,007 2,695
97 19,785 2,419 16,400
98 14,497 1,616 0,076
99 21,762 1,641 0,900
100 33,557 3,321 0,137
101 22,110 2,195 3,928
Anexo 4

Concentracion y pureza del ADN extraido de plasma y sangre entera en

espectrofotometro.
Muestra Concentracién Relacion Relacion
(ug/ml) 260/280 260/230
011 (plasma) 63,012 1,745 1,483
064 (plasma) 49,974 1,694 0,144
030 (plasma) 56,448 1,873 6,577
062 (sangre entera) 14,053 1,839 1,347
063 (sangre entera) 16,430 1,452 0,581
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Valores indicativos de pureza en muestras de ADN

Razoén Valor Pureza

260/280 > 2,1 Contaminacion con ARN
1,8 -2,0 ADN pureza 6ptima
1,6 — 1,8 ADN pureza aceptable
<1,6 Presencia de componentes aromaticos

260/230 <15 Contaminacién con sales, carbohidratos y fenoles
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