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Resumen

El objetivo general de este estudio fue caracterizar la poblacion actual de los departamentos
de Tacuarembd y Rivera mediante analisis de las variantes moleculares de los sistemas
sanguineos ABO, Diego y Duffy y determinar su vinculacion con la ancestria a partir del

estudio de 200 muestras del noreste uruguayo.

Para el sistema ABO a nivel fenotipico en Rivera el grupo sanguineo predominante fue el A
con valores de 0,48, mientras que en Tacuarembd fue el O con 0,49; este departamento se
caracterizé también por tener un menor porcentaje de los alelos A, B y O? que Rivera, pero

mayor del alelo O y sus variantes O! y OV (predominante en poblaciones indigenas).

En el sistema Diego la presencia del alelo Di*A fue mayor en el departamento de Rivera
donde alcanza una frecuencia de 0,04, siendo estd muy similar a la de las poblaciones
asiaticas, mientras que en Tacuarembé fue de 0,027, manteniendo mayor similitud con los

paises vecinos de Argentina y el sur de Brasil.

En la muestra de Tacuaremb6 se determiné una frecuencia FY*A de 0,44 y FY*ES de 0,09
mientras que en Rivera fue de 0,49 y 0,04 respectivamente y a nivel fenotipico para ambas
muestras Fy(a+b+) fue predominante, seguido por los homocigotas Fy(a-b+) y Fy(a+b-).

Las diferencias entre ambos departamentos fueron estadisticamente no significativas, pero
al analizarlas de forma individual se apreciaron sutiles diferencias; pero al compararlas con
otras poblaciones mundiales en general, se encontraron mas proximos a poblaciones

europeas y americanas.

Al estimar la mezcla génica para el caso de Tacuarembo se obtuvieron resultados que siguen
la misma tendencia que investigaciones previas. La poblacién general present6 porcentajes
de aporte de 66% europeo, 25% indigena y 9% africano. Se encontraron diferencias segun
prestador de salud, entre quienes se atendian en ASSE el componente europeo disminuyd
a 55,6% y por consiguiente el indigena aumento a 36,3% ya que el africano apenas vario
(8,1%), mientras que en mutualista prevalecid6 ampliamente la ascendencia europea con
72,2%, aumento la africana a 13,5% y la indigena disminuyo al minimo encontrado con
14,3%.

En Rivera la poblacion general obtuvo valores 64,2% europea, 32,1% indigena y 3,7%
africana; contrariamente a lo que esperabamos en ASSE disminuyé la ancestria indigena y
africana (24,2% y 2,9%) y en mutualista aument6 alcanzando valores de 39,8% y 6,25%

respectivamente. Si bien no existen precedentes de ningun estudio previo para este



departamento los resultados fueron sorprendentes. Se esperaba un mayor aporte africano
(de acuerdo procesos historicos locales y a la encuesta de autopercepcion de la poblacion)
y un menor componente indigena en relacion a Tacuarembd que segun investigaciones
previas presenta los maximos niveles de ascendencia indigena a nivel biparental y por linea

materna del pais.

El andlisis de los sistemas sanguineos ABO, Diego y Duffy en su conjunto demostraron ser
una herramienta util para el analisis de mezcla genética, reflejando precision para determinar

la contribucion parental al pool genético de poblaciones trihibridas como la de Uruguay.
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1. Introduccién

El estudio de los grupos sanguineos tiene gran interés para los investigadores de multiples
disciplinas. Tienen importancia en las transfusiones sanguineas, obstetricia, neonatologia y
en medicina legal, ademas de que se utilizan como marcadores genéticos en estudios

poblacionales, siendo este ultimo nuestro principal objetivo.

En el campo de la medicina transfusional, es importante el estudio y la determinacion de los
grupos sanguineos ABO, Duffy y Diego en los donadores y en los pacientes que se someten
a transfusiones o trasplantes, mientras que en el ambito antropolégico son considerados

como marcadores de identidad poblacional (Arreygue, 2011).

La genética de poblaciones es quien se encarga de dilucidar el origen de la variabilidad
genética, por medio del andlisis de frecuencias fenotipicas, genotipicas y alélicas. Dicha
variabilidad tiene su origen primario en las mutaciones, pero las frecuencias alélicas en un
locus varian de una generacion a otra debido a diversas fuerzas naturales tales como la

seleccion natural, la deriva génica y el flujo génico (Herrera-Paz, 2013).

Los primeros estudios encontrados en Uruguay de relevancia por la cantidad de individuos
investigados se refieren a las frecuencias fenotipicas del grupo sanguineo ABO realizado
por Caragna y colaboradores en 1950 en el que analiz6 la sangre de 11.704 dadores
voluntarios, y los datos de A. Scaltritti con el analisis de 28.695 individuos (citado por Sans,
1991). Baraibar, B. (1961, en Sans, 1991), en una revision bibliogréfica, alcanzo un total de
72.130 determinaciones, mientras que Surraco, G., et al. (1986, en Sans, 1991) realiz6 un
estudio en 68.068 individuos en el que incluy6 la determinaciéon de los fenotipos Rhesus
negativo y positivo. Pero la aparente homogeneidad y caracteristica asumida de ser una
poblacién de descendientes de europeos retraso los estudios desde el punto de vista de
la genética de poblaciones, ya que hasta la década de 1970 los analisis de sistemas
sanguineos llevaban a comparar la poblacion uruguaya solamente con algunas europeas

como la espaiiola e italiana (Oyhenart-Perera, 1976, citado por Sans et al., 2021).

Hasta aproximadamente mediados de la década de 1980, la identidad nacional se centraba
en la ausencia de descendientes de indigenas (creencia apoyada fundamentalmente, en las
camparfas de genocidio ocurridas en la década de 1830 contra los charrtas) y la escasa
proporcion de afrodescendientes, siendo entonces recién hacia fines del siglo XX que se
comenzaron los estudios que buscaban identificar las contribuciones genéticas de

poblaciones de diverso origen a la poblacion uruguaya a partir de la frecuencia de ciertos
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rasgos y alelos (Sans, 2014).

En la década de 1990, los analisis de polimorfismos sanguineos de herencia autosémica,
junto a la aplicacion de métodos que permitieron estimar los aportes genéticos de diverso
origen geografico (aplicables a poblaciones trihibridas), lograron no sélo determinar la
magnitud de estos aportes genéticos a la poblacion uruguaya, sino también probar que

existian diferencias regionales (Sans, 2009).

Los primeros datos de frecuencias alélicas para antigenos eritrocitarios en Uruguay se
llevaron a cabo en la tesis de maestria y doctorado de Mdnica Sans (Sans, 1991, 1994) a
partir de técnicas serolégicas. En su maestria para el caso de ABO se muestrearon 496
individuos (12,5% residia al norte del Rio Negro), para ellos las frecuencias fueron de 0,237
para el alelo A, 0,062 para el By 0,700 para el alelo O. En el caso de Duffy (82 individuos)
0,394 fueron FY*A, 0,515 FY*B y 0,091 FY* ES mientras que para el sistema Diego los 37
individuos muestreados fueron DI*B. Continuando su linea de investigacion en su tesis de
doctorado analizé la poblacion del departamento de Tacuarembd (Hospital Regional), en
este caso para el sistema ABO (A=0.172, B=0,090 y 0=0,738), Duffy (FY*A=0,365,
FY*B=0,517 y FY*£5=0,090) y Diego (Di*B=0.992 y Di*A=0.008).

Con el advenimiento de nuevas técnicas y procedimientos en el campo de la biologia
molecular, se han abierto en genética humana nuevas lineas de investigacidbn con
interesantes proyecciones, como lo es la caracterizacion molecular de variantes alélicas de
sistemas de grupos sanguineos (Llop et al., 2006). Para el caso de ABO, el estudio mas
reciente en Uruguay es de Acosta (2015) quien analiz6 mediante la técnica de polimorfismos
del largo de los fragmentos de restriccion (RFLPs) una muestra de 50 individuos de
Montevideo, obteniendo frecuencias alélicas de A=0,31, B=0,07, 0=0,39, O%=0,22 vy
0?%=0,01.

El presente estudio se realizé en la regidn noreste, en el departamento de Tacuarembd,
ubicado en el centro norte de Uruguay y el departamento limitrofe de Rivera y enfocandose
en los estudios de genética de poblaciones busca detectar y analizar la variabilidad que
existe entre los individuos de ambas poblaciones. Desde este punto de vista, el estudio de
las variantes alélicas de los sistemas ABO, Duffy y Diego presenta particular interés ya que
Tacuarembd se diferencia genéticamente del resto del pais, registrando los maximos niveles
de ascendencia indigena a nivel biparental y por linea materna (Sans et al 1997; Bonilla et

al, 2004). Para Rivera no se encontraron estudios precedentes.



1.1. Los departamentos de Tacuarembo y Rivera

Los departamentos de Tacuarembo y Rivera estan situados en la region noreste de Uruguay

conjuntamente con el departamento de Cerro Largo (Figura 1).

Brasil

-——

Argentina

Referencias: \

l:l Zona de estudio

“_. : Regidn Noreste \

Figura 1. Regién de muestreo. Mapa politico de Uruguay indicando los departamentos

de proveniencia de las muestras y la region noreste.

Tacuarembd es el departamento mas extenso del Uruguay, creado por Ley del afio 1837,
cuando conjuntamente con Salto se segreg6 de Paysandu y a su vez hasta el afio 1884
Tacuarembd comprendio el territorio hoy correspondiente al departamento de Rivera. Por
su parte la ciudad de Tacuarembo se fund6 en 1832, cuando el coronel Bernabé Rivera
fundé la villa de “San Fructuoso” (Ramos et al., 1970). El proceso de fundacién de Rivera es
cuestionado, en 1862 se inicia juridicamente el proceso fundacional y en 1867, se festeja

el aniversario de la fundacion solemne de la Villa, registrada en el acta (Olyntho et al., 1970).

La region de Tacuarembd estuvo habitada originalmente por diferentes etnias nativas
(bdsicamente charrGas, minuanos y guaranies), luego varias familias de ascendencia
espafiola e italiana se mudaron de Montevideo cuando se fundé la ciudad; sin embargo, la
mayoria de sus pobladores eran de origen luso-brasilefio y ocasionalmente esclavos que
llegaban con estos o esclavos fugitivos de Brasil (Sans, 1994; Bonilla et al., 2004; Flores
2019). En Rivera el proceso fue similar, pero el hecho de que desde principios de la
colonizacion americana, hacendados portugueses se hayan establecido en estos campos

nortefios, constituye el jalon inicial de un fendbmeno sociocultural evidente: la enorme
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influencia luso-brasilefia en Rivera. Ellos se instalaron en estas tierras con un estatuto de
dominio superior utilizando mano de obra esclava, y poblaron la mayor parte de los campos
hasta finales del siglo XIX (Olyntho et al., 1970).

Segun datos del Censo 2011, el departamento de Tacuarembd cuenta con una poblacion
de 90.051 habitantes. Es uno de los departamentos con mayor proporcion de poblaciéon en
zonas rurales (10,7%) y la tasa de crecimiento de la poblacion muestra cifras negativas en
el ultimo periodo intercensal (2004-2011). La poblacién afrodescendiente (con ancestria
africana como principal) representa el 6,4% de sus residentes, mientras que la poblacién
gue declara la ascendencia indigena como principal es del 5,7%, siendo Tacuarembo el
departamento con mayor proporcion de personas con esta ascendencia auto declarada (INE,
2011; Observatorio Territorio Uruguay, Tacuarembd, 2019). El departamento de Rivera
cuenta con una poblacion de 103.473, el 92,7% de la poblacion es urbana y la tasa de
crecimiento de la poblacion al igual que Tacuarembd muestra cifras negativas en el dltimo
periodo intercensal, siendo el segundo departamento con mayor porcentaje de ascendencia
africana declarada, lo cual representa el 12% de sus residentes (ascendencia principal), y
donde 3,1% declararon ascendencia indigena como principal (INE, 2011, Observatorio

Territorio Uruguay, Rivera, 2019).

Diferentes estudios han demostrado la diversidad genética en la poblacion de Tacuarembo,
donde se ha encontrado el maximo nivel de ancestralidad indigena a nivel biparental (Sans
et al., 2014). Estudios genéticos con marcadores clasicos de grupo sanguineos, proteinas
y sistema de antigenos leucocitarios de histocompatibilidad (HLA) arrojaron un 65% de
contribucion europea, 15% africana y 20% indigena (Sans et al, 1997). A nivel uniparental
por linea materna se estim6 un aporte de 21% europeo, 17% africano y 62% nativo
americano, ocupando el segundo lugar por detras de Bella Unién (Bonilla et al., 2004),
mientras que la contribucion por via paterna es primordialmente europea (95%) seguido
de un 5% indigena (Bertoni et al., 2005). Los datos mas recientes para Tacuarembo
fueron aportados por Mut (2019), donde las proporciones de linajes maternos americanos,
africanos y europeos fueron de 45%, 27% y 27% respectivamente (aunque para una
muestra pequefia de 22 individuos) y los linajes paternos europeos fueron de 93,2% del
total de haplogrupos observados y los indigenas y africanos de 3,4%, mientras que por
medio de marcadores individuales de ancestria (AIM) los resultados fueron 18,8% indigena,
11% africana, y 70,3% europea. Todos los estudios demuestran una evidente e importante

diferencia en cuanto a las proporciones de los componentes ancestrales europeos,
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americano nativo y africano entre ADNmt y cromosoma Y. El alto porcentaje en esta region
de linajes mitocondriales indigenas y contribucion paterna europea, se explica por la
interaccién direccional en las uniones preferenciales de mujeres indigenas o africanas con
hombres europeos o descendientes de estos y la subsiguiente ausencia de migracién de
mujeres fuera de la region. Esto se apoya en el hecho de que, al menos hasta 1920, era
mayor la tasa de hombres inmigrantes que llegaban a Tacuarembo6 que de mujeres (Sans,
1994; Flores, 2015).

Para el caso del departamento de Rivera no se cuenta con datos de ancestria disponibles a
la fecha, por lo que esta investigacion presentara los primeros datos que permitan

caracterizar este departamento mediante marcadores moleculares biparentales.

1.2. Sangre

La sangre es un componente del cuerpo que funciona como medio de transporte, de
regulacion y de proteccion. Esta conformada por plasma en un 55% y diversas células
sanguineas en un 45%. Estas células son los glébulos rojos o eritrocitos, los cuales se
encargan del transporte de gases; los glébulos blancos o leucocitos, que cumplen la
funcién de proteccion ante cuerpos extrafios; y las plaquetas, que son fragmentos celulares
esenciales para el proceso de coagulacion. Por otro lado, el plasma estd compuesto
principalmente por agua, proteinas y otros solutos, tales como las hormonas y los

electrolitos (Alvorado y Dubdn, 2012).

Ha ocupado un lugar muy especial en la historia de la humanidad, ya que desde tiempos
muy remotos se le ha otorgado una vital importancia. A pesar de ser un tejido de facil acceso,
resisti6 por muchas centurias a los esfuerzos de los investigadores por descubrir su
verdadero significado fisiologico, siendo apenas en el siglo pasado que empezaron a

entenderse sus procesos patologicos (Gongora-Biachi, 2005).

En el afio 1818 James Blundell, obstetra y fisi6logo inglés hizo la primera transfusion de
hombre a hombre y para 1875 ya se habian realizado unas 350 transfusiones en humanos.
En 1899 Shattock informo sobre la aglutinacion de eritrocitos de algunas personas con el
suero de otras e interpretd este fenomeno como anormal. Pero fue Karl Landsteiner quién
descubrié las diferencias de la sangre entre grupos de personas en 1901, dando inicio a la
era inmunoldgica de la historia de la transfusion sanguinea (Grispan, 1983).



1.3. Grupos sanguineos

Se denominan grupos sanguineos a los tipos en los cuales se clasifica la sangre,
determinados por un conjunto de antigenos especificos localizados en la membrana de
proteinas, glicoproteinas o glicolipidos de los glébulos rojos, los cuales son transmitidos por
herencia de padres a hijos, siguiendo las leyes mendelianas de la genética y detectados por
el uso de anticuerpos especificos (Reid, 2009; Daniels, 2002; Baltodano et al., 2014). Los
eritrocitos que portan un determinado antigeno al ser introducidos en el torrente sanguineo
de un individuo que carece del mismo, pueden ocasionar una respuesta inmune (Reid,
2009). En otras palabras, el grupo sanguineo es una clasificacion de la compatibilidad entre
los antigenos que se encuentran en la membrana eritrocitaria de un individuo y los
anticuerpos que se encuentran en el plasma de un individuo distinto (Alvorado y Dubdn,
2012).

Un antigeno (Ag) es toda sustancia que, cuando ingresa al organismo y es reconocida como
extrafia, es capaz de provocar una respuesta en el sistema inmune. Practicamente cualquier
tipo de molécula biolégica como azucares, lipidos, hormonas, metabolitos intermediarios,
carbohidratos complejos, fosfolipidos, acidos nucleicos y proteinas pueden ser antigenos
(Sandoval, 2014). Asimismo, un anticuerpo es una proteina con capacidad para reconocer
y asociarse a ligandos especificos (Alvorado y Duboén, 2012). Todos los anticuerpos son
inmunoglobulinas cuyas caracteristicas fundamentales como proteinas fijadoras de
antigenos son la especificidad de cada una de ellas para una estructura antigénica
particular y su diversidad como grupo (Sandoval, 2014). A continuacion en la Figura 2 se

presenta la unién antigeno anticuerpo.

Antigeno

\/Iugar de unidn a antigenc

Figura 2. Unidn antigeno anticuerpo. A pesar de tener un gran nimero de anticuerpos circulantes
en sangre, estos sélo se unen a su antigeno especifico. Modificado de Daniels y Bromilow, 2007

y Wikipedia (https://es.wikipedia.org/wiki/Ant%C3%ADgeno).



Segun la Sociedad Internacional de la Transfusion Sanguinea (ISBT) la mayoria de los
polimorfismos de grupo sanguineo son el resultado de mutaciones de un solo nucleétido
(SNP), que codifican sustituciones de aminoacidos en una glucosiltransferasa o en un

dominio extracelular de una proteina de membrana de glébulos rojos.

1.3.1. Clasificacién de los grupos sanguineos segun sus antigenos

En la actualidad, se han reconocido mas de 600 antigenos eritrocitarios, muchos de ellos
dispersos en 43 sistemas de grupos sanguineos diferentes (ISBT, 2022). Esta elevada cifra
gue aumenta afo a afio, creo la necesidad de establecer una clasificacion o nomenclatura
estandarizada. En 1980 fue creado el Comité para la Terminologia de los Antigenos de
Superficie del Glébulo Rojo, de la ISBT. La clasificacion postulada por dicho comité describe
gue cada antigeno aceptado es denominado con un nombre y un simbolo, creando asi una
nomenclatura de base genética que permita la denominacion unificada de los antigenos

eritrocitarios (Lopez, 1992).
Se establecen tres categorias para la clasificacién de los antigenos eritrocitarios:
Sistemas:

Se agrupan en sistemas todos los antigenos que son codificados por un solo gen o por
complejos de dos 0 mas genes homoélogos estrechamente ligados y tan préximos entre si
gue la posibilidad de recombinacién entre ambos es remota (Lopez, 1992). Un ejemplo de

esto son los grupos ganguineos ABO, Rh, Duffy, Diego, MNS y otros (ver anexo 1).

Segun la ISBT, en el afio 2009 se encontraban listados 29 sistemas sanguineos frente a los
36 descritos en el afio 2019 y los 43 definidos en la actualidad. Algunos de los sistemas
sanguineos actuales se encontraban en las colecciones, por lo que es previsible que en los
préximos afos algunos de los grupos sanguineos que figuran en series 0 colecciones

acaben constituyendo sus propios sistemas.
Colecciones:

Las colecciones se disefiaron para agrupar antigenos relacionados entre si, ya sea
bioquimica o serolégicamente, pero aun no se ha descubierto su base genética ni cumplen
los requisitos para ser agrupados dentro de los sistemas. Por ejemplo los antigenos Cs?y
CsP de la coleccion COST, o losl antigenos Er3, Er®y Er® de la coleccion Er (Lopez, 1992;
ISBT, 2022).



Series:

Las series son antigenos que no pueden englobarse en un sistema ni en una coleccion, la
serie 700 engloba antigenos de baja incidencia (<1%) en todas las poblaciones humanas,
por ejemplo los grupos Batty, Christiansen y Biles y la serie 901 contiene antigenos que
tienen una frecuencia >99 % en poblaciones de diferente ascendencia étnica, como por

ejemplo Anto.

1.3.2. Los grupos sanguineos como marcadores genéticos

Los antigenos han sido caracterizados tradicionalmente por técnicas seroldgicas, en las

gue se los enfrenta con su respectivo anticuerpo detectadndose aglutinacién a simple vista.

Si bien el fenotipado es fundamental para la confirmacion de la presencia de anticuerpos y
también para la deteccion de antigenos de grupos sanguineos, el andlisis de fenotipos
tiene ciertas limitaciones técnicas debido a que el panel de muchos anticuerpos no esta
disponible comercialmente y requiere mucha mano de obra, por lo que se puede tipificar un
namero relativamente pequefio de donantes para un namero relativamente pequefio de

antigenos (Hoher et al., 2018).

Otra desventaja de estos analisis es que no permiten discriminar genotipos heterocigotas
en los que se da dominancia, como por ejemplo en el sistema ABO, donde AO o BO no
difieren serolégicamente de los homocigotas AA o BB. Por su parte la tipificacion molecular
de grupos sanguineos tiene un enfoque completamente diferente, ya que investiga la
informacion genética en el ADN del donante o paciente basandose en los genes que
codifican los alelos del grupo sanguineo, lo que desde el punto de vista de la genética de
poblaciones tiene gran importancia (Malomgré y Neumeister,2008; Vaccaro, 2017).

Las principales indicaciones para realizar este tipo de prueba molecular en
inmunohematologia son la identificacion de antigenos eritrocitarios en pacientes recién
transfundidos, en pacientes con prueba de antiglobulina directa positiva y en situaciones
en las que existe riesgo de desarrollar enfermedad hemolitica del feto y recién nacido, asi
como también para identificar la presencia de variacion en genes que codifican antigenos
gue se expresan déebilmente en la membrana, contribuyendo asi a la prevencion de posibles
reacciones transfusionales (Hoher et al., 2018). En estas situaciones, el genotipado de

grupos sanguineos ha demostrado ser una excelente alternativa.

Los grupos sanguineos cumplen con las condiciones necesarias para ser utilizados como
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marcadores genéticos biparentales. Tienen una herencia mendeliana (salvo el genotipo AB-
cis), permanecen inmutables durante toda la vida del individuo (a excepciéon de ciertas
patologias) y su expresion es independiente del ambiente, presentando una gran variedad
de polimorfismos, algunos de los cuales se distribuyen de manera diferencial en las distintas
poblaciones. Estas caracteristicas determinan que constituyan una herramienta
antropolégica de suma importancia en los estudios genéticos poblacionales (Avena, 2003

citado por Vaccaro, 2017).

1.3.3. El sistema sanguineo ABO

Fue el primero de los sistemas de grupos sanguineos descubiertos (por lo que se le asigné
el namero 001 segun la ISBT) y es el mas importante para la transfusion de sangre y

trasplantes.
1.3.3.1. Historia del sistema ABO

En 1900 Karl Landsteiner analizé la sangre de un total de 6 personas, la de cinco
colaboradores de su laboratorio y la suya propia, observando que el suero de ninguno de
los seis individuos reacciono con las células propias y que al mezclar la sangre de dos
personas habia ocasiones en que los globulos rojos se aglutinaban formando grumos
visibles. Pero fue en 1901 que publicé un articulo en el que tabulé los resultados de las
pruebas cruzadas de los sueros y describié los tipos A, B, y O de los hematies (Owen, 2000).
Dos afos mas tarde, dos discipulos suyos, Alfredo de Castello y Adriano Sturli, analizando

155 muestras, descubren un cuarto grupo, al que llamaron AB (Mazana, 2001).

Asi la medicina transfusional inici6 su verdadera etapa cientifica y el sistema ABO se
convirtié6 en el sistema sanguineo mas importante mundialmente, ya que hasta entonces
toda la sangre se consideraba igual en todas las personas y no se entendia las

consecuencias a menudo tragicas de las transfusiones (Arbelaez-Garcia, 2009).

El grupo sanguineo ABO se utilizO por primera vez con fines antropolégicos en 1919,
cuando Hirszfeld y Hirszfeld describieron la variacion hallada en las frecuencias para los
grupos A y B del sistema ABO entre los batallones de diferentes nacionalidades que
combatieron en la Primera Guerra Mundial, determinando diferencias en la distribucion a

nivel poblacional de los alelos (Avena, 2003 citado por Vaccaro, 2017).

Los primeros estudios genéticos para abordar preguntas sobre la historia de las poblaciones

humanas se realizaron utilizando marcadores clasicos como el sistema ABO (Cavalli-Sforza
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et al., 1995).

Para la poblacion uruguaya los tres primeros analisis del sistema ABO relevantes, por la
cantidad de individuos investigados, fueron el de Caragna, Scaltritti y Baraibar entre 1950 y
1961 (Sans, 1991). Pero hasta la década de 1970 dichos analisis llevaban a comparar la
poblacién uruguaya solamente con algunas europeas ya que no se asumia mezcla

genética (Oyhenart-Perera, 1976, citado por Sans et al., 2021).

A nivel molecular, los trabajos de Yamamoto et al. (1990) y Hummel et al. (2002) permitieron
una mejor resolucion de la nomenclatura de los alelos moleculares del sistema ABO
(Acosta, 2015). A partir de estos trabajos se han desarrollado numerosos métodos para el
genotipado de ABO a partir de ADN gendmico. Estos implican principalmente analisis de
enzimas de restriccion de productos de PCR o PCR con cebadores aleloespecificos entre
otras (Daniels y Bromilow 2007). Pero con el desarrollo de nuevas tecnologias la
secuenciacion se ha convertido en una interesante alternativa que permite identificar y
caracterizar nuevas variantes alélicas de muy baja incidencia en la poblacion. Segun Lang y
colaboradores (2016) se informaron 367 alelos ABO en la Base de Datos de Mutaciones
Genéticas en Antigenos de Sistemas de Grupo Sanguineos (BGMUT), 95 alelos mas que
en 2010. A su vez en ISBT se describen en detalle 84 variantes A, 48 B, 12 AB y 43 O.

1.3.3.2. Aspectos genéticos del sistema ABO

El sistema de grupo sanguineo ABO ha sido ampliamente utilizado en la caracterizacion de
distintas poblaciones. Diversos trabajos asi lo demuestran, pero la mayor parte han sido
llevados a cabo principalmente por medio de técnicas serologicas de aglutinacion. Dicho
enfoque, aunque adecuado en términos generales, presenta el gran inconveniente de no
poder discriminar entre estados de homocigosis y heterocigosis en los individuos
fenotipicamente clasificados como A o0 B y la relacidon de éstos con respecto a individuos de

grupo O (Henriquez et al., 2004).

El grupo sanguineo ABO est4 controlado por un gen del mismo nombre, ubicado en el
cromosoma 9 que codifica tres alelos, alelo A, alelo B y alelo O, para cuatro fenotipos (A,
B, ABy O). El alelo Ay el B son dominantes respecto al O que es recesivo. Por ejemplo, una
persona con sangre de tipo A puede ser AA o AO, lo mismo ocurre con las personas de
sangre tipo B. Los alelos A y B son codominantes, es decir que si una persona lleva estos
dos alelos tendra el grupo sanguineo AB y para ser del grupo O ambos alelos tienen que
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serlo (Daniels y Bromilow, 2007; Vaccaro, 2017). Ver Tabla 1.

FENOTIPO GENOTIPO Antigenos en eritrocitos | Anticuerpos en suero
A AA/AO A Anti-B

B BB/BO B Anti-A

AB AB AyB Ninguno

@) 0]0) Ninguno Anti-a y Anti-B

Tabla 1. Genotipos, antigenos y anticuerpos en relacién a cada fenotipo ABO.

Este grupo consiste en tres antigenos: A, By H, y el tipo de sangre de una persona depende
de la presencia o0 ausencia de dichos antigenos ubicados en las membranas celulares de los
eritrocitos o glébulos rojos. Los individuos del grupo A, tienen el antigeno A en la membrana
de sus gldébulos rojos y su plasma posee anticuerpos anti B; el que pertenece al grupo B,
tiene el antigeno B y su plasma posee anticuerpos anti A, los del grupo AB tienen los dos
antigenos y no presentan anticuerpos, mientras que los del grupo O carecen de ambos
antigenos pero tiene anticuerpos contra ambos (Tortora, 2004, citado por Baltodano et al.,

2014). Esto se puede observar en la Tabla 1.

Sin embargo los genes del grupo sanguineo ABO no codifican directamente sus antigenos
especificos, sino que producen enzimas glucosiltransferasas que transfieren azucares
especificos, a cadenas precursoras de carbohidratos (Sandoval, 2014). El antigeno H se
origina a partir de la enzima glicosiltransferasa a-2-L-fucosiltransferasa que dona el aztucar
GDP-fucy el aztcar inmunodominante es la L-fucosa. El antigeno A con la glicosiltransferasa
a-3-N-galactosaminiltransferasa, siendo el azdcar donado el UDP-Gal NAc y el azucar
inmunodominante, el N-acetil-galactosamina, mientras que el antigeno B se origina con la
enzima a-3-d-galactosiltransferasa, el azucar donado es UDP-Gal y como azUcar

inmunodominante la D-Galactosa (Yoshida, 1982; Sandoval,2014).

El antigeno H es sintetizado por una glicosiltrasferasa producida por el gen FUT1 ubica en
el cromosoma 19 que es independiente a los genes ABO, ubicados en el cromosoma 9, pero
actia como el sustrato aceptor de la glicosiltransferasas especificas del gen Ay B (Daniels;
2002). Los individuos que poseen el fenotipo Bombay no heredan el gen Hy no son capaces
de producir la sustancia H por lo que no pueden producir ni el antigeno A ni el antigeno B.
Los eritrocitos son aparentemente como los del fenotipo O, pero carecen de sustancia H.

Para que se produzca antigeno H, debe existir al menos una copia funcional del gen H (H/H
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o H/h); siambas copias del gen son inactivas (h/h) se produce el fenotipo Bombay (Arbelaez-
Garcia, 2009), pero esto es sumamente extrafio por lo que se conoce como “la sangre

dorada”.

1.3.3.3. Caracteristicas Moleculares del sistema ABO

El gen ABO esta localizado en la parte distal del brazo largo del cromosoma 9, posicion
9g34.1-g34.2 y abarca mas de 18 kilobases (Seltsam et al., 2003).

Se compone de 7 exones, que varian en tamafo de 28 a 688 pares de bases (pb), y 6
intrones con 554 a 12982 pb (Figura 3). Los ultimos 2 exones (6 y 7), codifican 77 % de la
region codificante completa y 91% de la proteina transferasa soluble cataliticamente activa
(Yip, 2002).

Intron 1 2 3 4 5 6

pb 12982 724 1451 1686554 1052

Exén 1 2 3 4 5 6 7
pb 28 70 57 48 36 135 688

Figura 3. Representacion esquematica de la organizacién genémica del gen ABO. Se muestran los

numeros de nucleétidos en los exones e intrones. Modificado de (Seltsam et al., 2003).

En cuanto a la nomenclatura para la identificacion de las variables alélicas hasta el
momento no existe una terminologia consensuada para todos los alelos identificados y
continuamente se informan nuevos alelos en la literatura, cuyos autores suelen nombrar a
su manera. Si bien de modo general, segun la ISBT, lo mas correcto es colocar el grupo
sanguineo, un asterisco y luego la variable alélica, también son aceptados nombres

alternativos.

Los 6 alelos ABO comunes en individuos europeos son ABO*A1.01, ABO*A2.01, ABO*B.01,
ABO*0.01.01, ABO*0.01.02, ABO*0.02.01, pero para simplificar de aqui en adelante se
usaran nombres alternativos para las variables estudiadas, O! (también conocido como
001), O (002) y O?(003), y para Ay B se empleara el fenotipo. En la Tabla 2 se muestran

las principales variaciones en la secuencia con la nomenclatura empleada de aqui en mas.
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La base molecular de ABO se determiné mediante la clonacion y secuenciacion de ADNc
para el alelo A (ABO*A1.01) por lo que este generalmente se usa como la referencia contra

la cual se comparan todos los demas alelos (Yip, 2002).

Los alelos A y B principales difieren en siete sustituciones de una sola base dentro de la
secuencia de codificacion en 297, 526, 657, 703, 796, 803 y 930 (Yip, 2002), cuatro de los
cuales son responsables de las sustituciones de aminoacidos en las posiciones 176, 235,
266 y 268 (Daniels y Bromilow, 2007).

Se han descrito diferentes alelos O, en varias poblaciones, los dos mas frecuentes
corresponden a Oy O1 variante (OY). El alelo O! es el alelo de referencia, en tanto el O,
ademas de presentar la mutacion que define a los alelos O, exhibe otras 9 sustituciones
nucleotidicas a lo largo de su secuencia (Llop et al., 2006). Las mutaciones en el exén 6 y
7 se observan en la Tabla 2, las otras 4 sustituciones se dan en el exén 3 posicion 106 donde
se sustituye una G por una T, en el exén 4 (188 G—A, 189 C—T) y exdén 5 (220 C—T)
(Olsson et al., 1997).

El alelo O difiere de los alelos A y B, en una mutacién en el exén 6 de la secuencia del
gen ABO, que corresponde a una delecién de un nucleétido G (guanina), en la posicion 261
(G261). Esta mutacion, que genera un cambio en el marco de lectura da como resultado
una proteina truncada (117 aminoacidos) que es enzimaticamente inactiva y es
caracteristica de la gran mayoria de los alelos O descritos hasta ahora (Olsson et al., 1996;
Llop et al., 2006).

Exén 6 7

Nucleét. | 261 | 297 | 467 | 526 | 646 | 657 | 681 | 703 | 771 | 796 | 802 | 803 | 829 | 930 | 1060 | 1096
Al G A C C T C G G C C G G G G C G
B! G G T A A C A A
0! A
ow A G A A T A
0? G G A A

Tabla 2. Variacidn en la secuencia de los principales alelos del sistema ABO. Se indica la posicion de
los alelos que varian, teniendo como referencia Al. El simbolo A indica una delecién. Modificado de

Yip et al, 2006.

Existe una pequefia proporcion de alelos O que no pueden ser definidos en base a la
mutacion presente en el nucleétido 261. De estas variantes, destaca el alelo O?, el que

presenta algunas mutaciones que generarian un cambio aminoacidico en un dominio clave
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de la proteina (Llop et al., 2006). Si bien el producto O? tiene leucina en el codén 266 (tipico
de un A transferasa), la arginina en el coddén 268 bloquea el acceso de la N-
acetilgalactosamina a su sitio de union en el centro activo de la enzima y por lo tanto no

puede sintetizar ningun antigeno (Daniels, 2005; Vaccaro, 2017).

1.3.3.4. Distribucién mundial del sistema ABO

Mediante la utilizacion de técnicas moleculares de tipificacion del grupo sanguineo ABO
es posible definir caracteristicas particulares de determinados grupos étnicos, y mas aun,
diferenciar dentro de ellos algunos subgrupos que los conforman, llegando de esta forma,
a un conocimiento cabal del acervo genético de diversas poblaciones (Henriquez et al.,
2004).

Segun Daniels (2002) existe una clara diferenciacion geografica en cuanto a la distribucion
de las frecuencias alélicas. El alelo O tiene sus mayores valores (>0,7) en poblaciones
aborigenes de América, Australia y partes de Africa, pero no en la mayor parte de Europa o
Asia. Algunos nativos de América del Sur y Central son practicamente todos del grupo O y
probablemente lo eran completamente antes de la invasion europea. La frecuencia de A es
bastante alta (0,25-0,55) en Europa, especialmente en partes de Europa Central pero
también en ciertas tribus nativas americanas, donde la frecuencia alcanza 0,35. B esta casi
ausente en poblaciones de aborigenes de América, y probablemente estuvo ausente antes
de la llegada de los europeos. Las mas altas frecuencias de B se encuentran en Asia Central
(0,2-0,3) y en Europa, disminuye de aproximadamente 0,15 en el este a menos de 0,05 en

los Paises Bajos, Francia, Espafia y Portugal.

En el trabajo de Sans (1991), se comparan las frecuencias obtenidas para Uruguay
(A=0,238, B=0,062 y 0=0,700), con los datos de maxima y minima obtenidos para las
poblaciones parentales europeas (Espafia, Portugal e ltalia), africanas (Africa sub-
sahariana) e indigenas de América del Sur. En europeos el alelo A alcanzé las maximas
frecuencias reportadas, presenté maximas de 0,301 y minimas de 0,225, en B se dieron
maximas de 0,104 y minimas de 0,013 y para el alelo O se obtuvieron frecuencias maximas
de 0,745 y minimas de 0,650. En africanos el alelo predominante fue el O alcanzando
frecuencias maximas de 0,886 y minimas de 0,664, seguido por el A (médximas=0,216 y
minimas=0,049), y el B (maximas=0,188 y minimas=0,064). Mientras que las poblaciones

indigenas se caracterizaron por presentar la maxima frecuencia para el alelo O con valores
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entre 1y 0.797 y las minimas frecuencias para el alelo A y B con valores maximos de 0,203

y 0,102 respectivamente y minimas de 0 en ambos casos.

En el articulo de Parolin y colaboradores (2013), se presentan frecuencias poblacionales
parentales pero con diferenciaciones para las variantes O. En este la poblacién europea
posee frecuencias de 0,225 para el alelo A, 0,081 para el alelo B y en el alelo O, el mas
abundante fue O* con frecuencias de 0,432, seguido de O'¥ con 0,223 y O? con 0,020. En la
poblacién africana A=0,156, B=0,142 y 0=0,702, donde O!y O presentaron frecuencias
de 0,141 cada uno, no se encontraron variantes del alelo O?y un 0,420 se correspondi6 a
otras variantes alélicas dentro del dicho grupo. Para la poblacion indigena la frecuencia de

O! fue de 0,270 y la de OV de 0,730 mientras que no se detectaron otros alelos.

De lo descrito anteriormente se puede observar que todos los principales alelos de ABO se
encuentran en la mayoria de las poblaciones en todo el mundo, mientras que en la mayoria
de los indigenas se encuentran casi exclusivamente alelos del grupo O. De ahi el interés de
este trabajo por la caracterizacion molecular del alelo O, para ayudar a dilucidar las posibles
causas del predominio del grupo O en la poblaciéon uruguaya y su relacién con la

ascendencia indigena.

El alelo clasico (OY) y el O, por su gran variabilidad y elevada frecuencia mundial han sido
los mas intensamente estudiados, ya que se comparten entre todas las poblaciones de
indigenas americanos prehistéricas y contemporadneas, asi como también con las
poblaciones del Viejo Mundo (citado por Villanea et al., 2013). Mientras que otras variantes
alélicas del grupo O (como OVG542A) son exclusivas de indigenas y se ha demostrado que el

alelo estaba presente en América antes del contacto con los europeos. (Villanea et al., 2013).

Para explicar la alta frecuencia del alelo O en amerindios, se han propuesto tres teorias. La
primera es un “efecto fundador” que se habria producido durante el poblamiento inicial de
Ameérica (solo el alelo O estaria presente en la pequefia poblacién fundadora). En segundo
lugar la “seleccién natural” favoreciendo al fenotipo O para ciertas enfermedades en relacion
al Ay B. En tercer lugar, el “cuello de botella” genético relacionado con la reduccion del
tamafio de la poblacion como consecuencia del contacto con los europeos y la colonizacién
gue condujeron a un declive significativo de la poblacion indigena (Estrada-Mena et al.,
2010; citado por Vaccaro, 2017).

La relaciébn de los grupos sanguineos y diversas enfermedades, permite plantear la
posibilidad de que las enfermedades hayan actuado como uno de los posibles agentes
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selectivos que elimind del pool génico de la mayor parte de las poblaciones americanas, el
antigeno A, cuya existencia ha sido demostrada en momias precolombinas y restos 0seos
(Goicoechea, 1992).

1.3.4. El sistema sanguineo Diego

1.3.4.1. Historia del sistema Diego

El antigeno Diego fue descubierto en 1953 por el hematdlogo estadounidense Philip Levine
(1900-1987) en una muestra de sangre enviada desde Venezuela por el pediatra Miguel
Raga Mendoza. El propositus, de hombre Diego, habia fallecido a los 3 dias de edad por
causa de una enfermedad hemolitica del recién nacido, razon por la cual Levine bautiz¢6 al

nuevo antigeno con el nombre de Diego (Soyano y Miiller, 2014).

Los eritrocitos del nifio estaban intensamente sensibilizados con anticuerpos y los eritrocitos
del padre produjeron una fuerte aglutinacion cuando se enfrentaron con el suero de la madre
(Arreygue-Avila, 2011). El anticuerpo anti-Dia no reaccioné cuando se lo analizé contra 2600
muestras de sangres al azar, pero si estuvo presente en la sangre de 10 de los 33 miembros
de la familia paterna examinados, por lo que Levine lo clasific6 como un factor privado o

familiar de baja prevalencia (Tatarsky et al., 1959, Truijillo, 2012).

En 1955, los hemato6logos Miguel Layrisse y Tulio Arends llegaron a la conclusion de que el
antigeno Diego tenia una mayor frecuencia que la reportada por Levine y que constituia un
grupo sanguineo de alta prevalencia en poblaciones indigenas venezolanas. Estos
resultados fueron extendidos a otras poblaciones indigenas de Ameérica, demostrandose
también su existencia en personas de origen asiatico y su ausencia en poblaciones europeas
y africanas, por lo que el factor sanguineo se considerd de origen mongoloide (Tatarsky et
al., 1959; Soyano y Miller, 2014). Estos primeros estudios realizados principalmente en
grupos indigenas de poblacion venezolana y caribefia encontraron una frecuencia del
35,54%, lo que puso en alerta a los paises latinoamericanos de la existencia de un nuevo
antigeno eritrocitario capaz de provocar ocasionalmente enfermedad hemolitica del recién

nacido (Soyano y Muller 2014; Géngora et al., 2018).

En 1967, casi 15 aflos mas tarde del descubrimiento del antigeno Dia, Thompson, Childers
y Hatcher identificaron el anticuerpo contra el segundo antigeno, Dib, en dos indigenas
mexicanas, una de ellas con una reaccion hemolitica postransfusional y la otra con pruebas

cruzadas incompatibles (Arreygue-Avila, 2011).
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1.3.4.2. Aspectos genéticos del sistema Diego

De acuerdo a la ISBT el sistema de grupo sanguineo Diego fue el décimo en ser descripto
por lo que su numero es 010, su simbolo se representa como DI y en la actualidad se
conocen 23 antigenos. Estos son NFLD, ELO, Fra, Rba, WARR, Vga, Wda, Wdb,
BOW/NFLD, Wu, Jna,/KREP, Bpa, Swa/SW1, Hga/Moa, Wra/Wrb, Dia/Dib, DISK, de los que
Dib y Wrb son de alta frecuencia, mientras que Dia y Wra y los 19 antigenos restantes son
considerados de baja frecuencia, siendo Dia y Dib los principales involucrados en
enfermedad hemolitica del recién nacido y en reacciones transfusionales (Daniels, 2002;
Trujillo, 2012; Gdngora, 2015).

Los anticuerpos anti-Dia pueden causar reaccion hemolitica inmediata y enfermedad
hemolitica del recién nacido (EHRN). Por el contrario, la presencia de los anti-Dib
usualmente se asocian con una reaccion transfusional mucho menor o tardia (Daniels, 2002;
Arreygue-Avila, 2011).

Muchas veces la aloinmunizacién por antigenos eritrocitarios del sistema Diego pasa
desapercibida, y no es hasta que se presenten reacciones transfusionales o hemdlisis fatales
en neonatos cuando se determina su existencia en estos pacientes, abriendo asi la duda
sobre qué porcentaje de la poblacién se encuentra expuesta a estos antigenos de manera

desconocida (Géngora et al., 2018).

Los avances moleculares permitieron determinar que el antigeno Diego forma parte de una
proteina de la membrana de los eritrocitos conocida como banda 3 o AE1 que representa el
25% del total de proteinas eritrocitarias. Es por esta razon que hoy es uno de los antigenos
gue debe ser identificado en poblaciones con prevalencias altas (Geoff, 2013, citado por
Gobngora, 2015). La secuenciacion del ADNc de la banda 3 confirm6 que la proteina codifica
911 aminoécidos y consta de tres dominios: un dominio N terminal citoplasmico de 403
aminoacidos, un dominio transmembrana hidrofébico de 479 aminoéacidos, y una cola
citoplasmatica C-terminal de 29 aminoacidos (Tanner et al., 1988; Lux et al., 1989; Daniels,
2002).

1.3.4.3. Caracteristicas moleculares del sistema Diego

El gen SLC4A1 (Solute Carrier Family 4, Anion Exchanger Member 1) se localiza en el brazo
largo del cromosoma 17 en la banda 21 sub-banda 31, extendiéndose a lo largo de 18,43

kilobases. Consta de 19 intrones y 20 exones de los cuales 5 son los involucrados en la
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codificacion de variantes fenotipicas de los antigenos del sistema Diego, y codificando para
la proteina de la banda 3 (Daniels, 2002; Arreygue-Avila, 2011; ISBT, 2022).

En cuanto a la nomenclatura, la ISBT describe 25 alelos diferentes, siendo los mas
relevantes DI*A también nombrado DI*01 y DI*B también llamado DI*02 (alelo de referencia),
los cuales determinan los fenotipos Di(a+b+), Di(a+b-) y Di(a-b+), seguido por los alelos
DI*02.03 y DI*02.04 que determina los fenotipos Wr(a+b+), Wr(a+b-) y Wr(a-b+).

Bruce y colaboradores (1994) demostraron que la base molecular de los alelos DI*A y DI*B,
es una Unica sustitucion de aminoacidos de leucina por prolina en la posicién 854 de la
proteina de la banda 3. Dicha sustitucion se corresponde con el nucleétido 2561 donde para

DI*A se encuentra una timina y para DI*B una citosina (Daniels, 2002; ISBT, 2022).

Para el otro par de alelos importante del sistema Diego, DI*02.03 y DI*02.04, se sustituye
adenina en la posicién 1972 por guanina que producen el cambio del aminoéacido lisina por
acido glutamico (Daniels, 2002; Arreygue-Avila, 2011; ISBT, 2022). En la Figura 4 se puede

observar lo descrito anteriormente.

A1972G T2561C
—(15 {16 | | 17 18 (| 19 20
Lys658Glu Leu854Pro

Figura 4. Polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs) del gen SLC4Al. Se esquematizan los sitios
donde ocurren los cambios que originan los principales antigenos del grupo sanguineo Diego.

Modificado de Arreygue-Avila, 2011.

Los otros antigenos Diego de baja frecuencia estdn asociados a una sustitucion simple de
aminoacidos en la banda 3. Hasta el momento no se ha reportado en individuos sanos el
fenotipo Diego nulo lo cual indica la importancia funcional de la banda 3 (Trujillo, 2012). La
denominacion del antigeno Diego nulo se debe al reporte de un caso en el que se evidencio
la completa ausencia de la banda 3 en los eritrocitos del paciente, por lo que se considero
un antigeno Diego (a-b-). Ademés se han evidenciado antigenos del sistema Diego en la
banda 3 de globulos rojos anormales implicados en procesos de adhesion principalmente
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por contagio de malaria. (Trujillo, 2012; Gongora, 2015).

1.3.4.4. Distribucion mundial del sistema Diego

Los estudios de frecuencia en DI*A son conocidos por su utilidad como marcador
antropolégico. Desde 1955, numerosos estudios de indigenas sudamericanos han
demostrado que DI*A ocurre en la mayoria de estas poblaciones y también se encuentra en
la mayoria de las poblaciones nativas de América Central y del Norte, aunque la incidencia
en el continente norte generalmente no es tan alta como en el continente sur.
Sorprendentemente, DI*A es raro entre los inuit de Alaska y Canada, pero relativamente
comun entre los inuits de Siberia (Daniels, 2002). La prevalencia del alelo DI*A también es
notablemente alta entre los asiaticos como las poblaciones japonesa, chinas y coreanas,
mientras que nunca se ha encontrado en descendientes europeos y africanos no

mezclados (Figueroa, 2013; Nathalang et al., 2016).

Segun datos bibliograficos reportados por Sans (1991), las frecuencias poblaciones
parentales de alelo DI*A en Europa (Espafia, Portugal e ltalia) y en Africa (sub-sahariana)
fueron de 0%, mientras que en indigenas de América del Sur tuvo una variacion de 0%

de minima a 43,6% de maxima.

Bégat y colaboradores en el 2015 realizaron una revision del grupo sanguineo Diego en
amerindios de 144 poblaciones, en la que se observaron altas frecuencias de DI*A en los
Andes peruanos, en la meseta de Guyana, en la cuenca amazonica del sureste, en una
region que comprende el estado brasilefio de Para, y a lo largo de los afluentes del rio
Amazonas, Tapajos, Xingu y Araguaia. Las frecuencias bajas ocurrieron principalmente en
América del Norte y en el extremo sur de América del Sur, encontrdndose este alelo
totalmente ausente en el Artico (esquimales vy tlingit), el istmo de Panama (Bribri y Teribe),
Tierra de Fuego (Alacalufe), algunas areas pequefias en América del Norte (Cherokee), el
norte de Brasil y la zona del Chaco (Ayoreo, Zamucoan). Estos datos demuestran grandes
variaciones en los rangos de frecuencia y una correlacion significativa con los parametros
ambientales y culturales, a la vez que sugieren que los portadores del alelo DI*A cruzaron a
Ameérica desde Siberia y se han separado a lo largo de las lineas de las principales familias

linguisticas (ver Figura 5).
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Figura 5. Mapea de frecuencia alélica DI*A del continente americano. Se corresponde con 144

poblaciones de amerindios del norte, centro y sur (Bégat, et al., 2015).

1.3.5. El sistema sanguineo Duffy

1.3.5.1. Historia del sistema Duffy

El sistema de grupo sanguineo Duffy fue descrito por primera vez en 1950 por Cutbush y
colaboradores, cuando anti-Fya se observO en un paciente hemofilico con una grave
reaccion de transfusién hemolitica después de mudltiples transfusiones sanguineas. Durante
la investigacion se observo que el suero del paciente de apellido Duffy, contenia un

anticuerpo inusual, no reconocido previamente (Cutbush y Mollison, 1950).

Un afio después, Ikin y colaboradores descubrieron el antigeno Fyb en una mujer multipara
en un caso de enfermedad hemolitica del feto y el recién nacido (Ikin et al. 1951). Con estos

anticuerpos se definieron los tres fenotipos comunes: Fy(a+b+), Fy(a+b-) y Fy(a—b+).
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El fenotipo Fy(a—b-) salié a la luz cuando Sanger y colaboradores (1955), analizando los
glébulos rojos de donantes de sangre afroamericanos con anti-Fya y anti -Fyb, encontraron
que las células de casi el 70% no reaccionaron con ambos anticuerpos. Dicho
descubrimiento llevo a determinar diferencias en la distribucion geografica de los antigenos
de Duffy, cuando se informé que la mayoria de los africanos tenian el fenotipo eritrocitario

Fy(a-b-) conocido como nulo (Moulds et al., 1998).

En 1975, se identificd a los antigenos Duffy como receptores de los parasitos Plasmodium
vivax y Plasmodium knowlesi. Este descubrimiento dio explicacion a la alta frecuencia del
fenotipo Fy(a-b-) reportada en africanos como un mecanismo de resistencia al paludismo
(Arreygue-Avila, 2011).

En 1995, se demostré que el defecto molecular responsable de los alelos nulo entre los
africanos era una unica sustitucion de nucleétidos T-C en la region promotora del gen FY
(Olsson, 1998).

1.3.5.2. Aspectos genéticos del sistema Duffy

Segun la ISBT (2022), el sistema de grupo sanguineo Duffy fue el octavo en ser descubierto,
por lo que su numero es 008, su simbolo se representa como FY y consta de cinco antigenos
(Fya, Fyb, Fy3, Fy5 y Fy6) transportados en una glicoproteina de membrana multipaso
llamada Receptor de quimiocinas atipico 1 (ACKR1), anteriormente conocido como Receptor

de antigeno Duffy para quimiocinas (DARC).

Los antigenos Fy3, Fy5 y Fy6 tienen alta frecuencia en personas europeas y asiaticas del
este, son polimérficos en afroamericanos y antigenos privados en partes de Africa
occidental. Fy3 y Fy6 se expresan en los globulos rojos de todos los fenotipos de Duffy a
excepcion del fenotipo Fy(a-b-) mientras que Fy5 también esta ausente de las células del
fenotipo Rh Nulo; se desconoce el motivo de esta asociacion (Daniels, 2002; Daniels y
Bromilow, 2007).

Los antigenos Fya, Fyb se consideran como antigenos menores de histocompatibilidad por
su inmunogenicidad moderada. Pero pueden generar el rechazo en trasplantes y causar
enfermedad hemolitica del recién nacido (EHRN), la cual al no ser usual puede no ser
detectada rutinariamente y generar complicaciones que van desde leves a graves (Eder,
2006; Arreygue-Avila, 2011).

Anti-Fya es un anticuerpo relativamente comudn, se encuentra principalmente después de
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una transfusioén y, con mucha menos frecuencia, después del embarazo; casi nunca ocurre
naturalmente, mientras que anti-Fyb es raro, es aproximadamente 20 veces menos comun
gue anti-Fya (ya que el antigeno es mas comuin y menos inmunogénico) y por lo general, no
se encuentra solo, sino en sueros que contienen otros aloanticuerpos de glébulos rojos

(Daniels y Bromilow, 2007).

1.3.5.3. Caracteristicas moleculares del sistema Duffy

El gen ACKR1, codifica para el sistema Duffy y se ubica en el brazo largo del cromosoma 1,
en la banda gq21-g22. Posee 2 exones que codifican para la glicoproteina Duffy receptora de
quimiocinas, compuesta por 336 aminoacidos (transcrito mayor) y 338 (transcrito menor),
donde el transcrito mayor deriva del exén 1y el exén 2 del gen, y el menor es un producto
de la transcripcion que inicia en el exdn 2 y atraviesa la membrana siete veces (Arreygue-
Avila, 2011; ISBT 2022).

En cuanto a la nomenclatura, la ISBT describe 31 variables alélicas, siendo las mas
relevantes FY*A también nombrado FY*01 (alelo de referencia) y FY*B (FY*02), las otras
variables determinan el fenotipo débil o nulo relacionado a estos alelos. Los alelos FY*A'y
FY*B tienen relaciéon de codominancia entre ellos y el polimorfismo radica en una mutacion
puntual en el nucleétido 125, guanina en FY*A y adenina en FY*B (G125A), lo que resulta
en una sustitucién en el aminoacido numero 42, de glicina por &cido aspartico (Gly42Asp),

gue codifica los antigenos Fya y Fyb (Daniels, 2002; Nathalang et al. 2015).

Segun Ansart y colaboradores (2007) el alelo FY*ES (nulo o silencioso) es recesivo ante los
alelos FY*A y FY*B y en homocigosidad da lugar al fenotipo Fy(a—b-), comun en personas
de origen africano, debido a una mutacion en la caja GATA-1, que ocasiona un cambio en la

base 67 de una timina por una citosina (Nathalang et al. 2015).

Este alelo no puede ser determinado por métodos serolégicos (Henriquez et al., 2004).
Hasta hace poco se habia asociado siempre con el FY*B en poblacion de origen africano,
en las que esta mutacion evita la expresion de FY*B en antigenos de glébulos rojos pero no
en otros tejidos. Sin embargo, un estudio demostro que la mutacion también esta relacionada
al alelo FY*A en individuos de Nueva Guinea, pero solo en estado heterocigota, con una
frecuencia de 0,022 (Zimmerman, 1999; Daniels, 2002).

Otro alelo, FY*X, provoca la deteccion débil del antigeno Fyb; es producido por el cambio

en la posicidon 286 de cistina por timina (C286T) y resulta en el cambio de una arginina por
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una cisteina en el aminoéacido 89 de la proteina (Ansart-Pirenne et al., 2007; Arreygue-Avila
2011).

A continuacion (Figura 6) se muestran esquematicamente las mutaciones antes descritas.

T-67C G125A C286T

‘ | |

! { ¢

Proteina Gly42Asp Arg89Cys

Figura 6. Polimorfismos de un solo nucledtido (SNPs) del gen DARC. Se esquematizan los sitios
donde ocurren los cambios que originan los distintos fenotipos del grupo sanguineo Duffy.

(Modificado de Arreygue-Avila, 2011).

1.3.5.4. Distribucién mundial

Gran parte de la investigacion sobre este grupo sanguineo se ha centrado en establecer
patrones de expresidn caracteristicos entre las poblaciones y esto aumenté sustancialmente
su importancia con el descubrimiento de su relacion como puerta de entrada de los parasitos

de la malaria en los glébulos rojos humanos (Miller et al., 1976; Howes et al., 2011).

Segun datos presentados por Howes y colaboradores (2011) en una revision bibliogréafica la
heterogeneidad alélica es mayor en las Américas, con los tres alelos predichos como
presentes y con solo parches localizados de predominio de alelos individuales. El alelo FY*A
es el mas abundante a nivel mundial, con frecuencias estimadas en 67,7%. Se agrupa
principalmente en el continente asiatico donde esta cerca de la fijacién en la zona oriental, y
sigue siendo alto, con frecuencias medias por encima del 80% previstas en grandes
extensiones del sur de Asia, Australia, Mongolia y partes orientales de China y Rusia,
encontrandose también en altas frecuencias (> 90%) en Alaska y el noroeste de Canada. El
alelo FY*B, es el menos prevalente a nivel mundial. Las frecuencias por encima del 50%
estan restringidas a Europa y zonas de las Américas, especialmente a lo largo de la costa
este de los Estados Unidos. Por otro lado, el alelo FY*ES se distribuye principalmente en la
region africana subsahariana, donde estudios revelaron que las frecuencias alélicas de 30

paises de este continente eran mayores a 90%, alcanzado incluso la fijacion en partes de
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Africa occidental, central y oriental. Sin embargo, el alelo no se limita al subcontinente
africano continental, también tiene frecuencias estimadas superiores al 80% en la isla de

Madagascar y superiores al 50 % en la Peninsula Arabiga.

La poblacién europea presenta frecuencias medias de 0,384 para Fy*A y 0,609 para FY*B,
mientras que FY*ES es muy escaso con tan solo 0,007. En América FY*A alcanza valores
medios de 0,374, FY*B promedia 0,405 y FY*ES 0,220 pero de estos solo la mitad (0,110) se
encuentran en homocigosis correspondiéndose al fenotipo Fy(a-b-). Por su parte en la
poblacion de Africa se dan los mayores valores del fenotipo nulo, FY*ES alcanza frecuencias
promedio de 0,776, FY*A 0,115y FY*B 0,109 (Howes et al., 2011). En la Figura 7 se puede

observar la distribucion en los diferentes continentes para cada uno de los 3 alelos.

En el trabajo de Sans (1991), se comparan las frecuencias obtenidas para Uruguay
(FY*A=0,394, FY*B=0,515 y FY*ES=0,091), con un compilado de datos de frecuencias
maximas y minimas obtenidas para las poblaciones parentales europeas (Espafa,
Portugal e ltalia), africanas (Africa sub-sahariana) e indigenas de América del Sur. En
europeos el alelo FY*B predomina con méaximas de 0,621 y minimas de 0,573, seguido por
FY*A que presentdé maximas de 0,427 y minimas de 0,369, no encontrdndose el alelo nulo.
En africanos se dieron las mayores frecuencias de FY*ES con maximas de 0,994 y minimas
de 0,957, mientras que los otros alelos se encontraron en muy baja frecuencia. Las
poblaciones indigenas se caracterizaron por presentar la maxima variacion en la frecuencia
del alelo FY*A (maximas=1,000 y min=0,237) y FY*B (maximas=0,763 y minimas=0,000)

pero no se encontraron individuos portadores del alelo FY*ES,

Esta variacion poblacional en la distribucion de los antigenos del sistema Duffy proporciona
uno de los pocos ejemplos conocidos de ventaja selectiva conferida por un fenotipo de grupo
sanguineo (Moulds et al., 1998). Sin embargo, recientemente estudios han informado
muchos casos de infeccién por P. vivax en poblaciones Duffy negativas de Africa, pero se
ha observado que la infeccion es menos grave que en los africanos Duffy positivos (Niangaly
et al., 2017, Gunalan et al., 2018).
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Figura N° 7. Mapas de distribucién global de frecuencias alélicas del grupo sanguineo Duffy (Howes

et al.,, 2011).
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2. Objetivo

La actual investigacion propone contribuir con nuevos datos respecto al proceso de
formacion de la poblacién uruguaya moderna, mediante la caracterizacion de la poblacién
de los departamentos de Tacuarembd y Rivera (noreste del Uruguay), a partir del analisis
de los sistemas sanguineos ABO, Diego y Duffy. Para esto se determinan sus variantes
moleculares y su vinculacion con la ancestria. Para el caso del sistema ABO, se enfatizan
las variantes del alelo O que permiten una mejor aproximacion al aporte indigena en esta

zona del pais.

2.1. Objetivos especificos

1. Establecer estrategias moleculares para determinar los principales alelos de los

sistemas sanguineos ABO, Duffy y Diego.
2. Determinar fenotipos y genotipos de las muestras analizadas.
3. Calcular las frecuencias fenotipicas, genotipicas y alélicas.

4. Determinar la distancia genética entre Tacuarembd, Rivera y otras poblaciones

mundiales.

5. Calcular los aportes genéticos europeo, africano e indigena para ambos

departamentos en general y de acuerdo al prestador de salud publico o privado.

3. Materiales y métodos

A continuacién se muestra un diagrama con el flujo de trabajo vinculado a las tares realizadas
en la tesis (Figura 8). El primer paso fue el muestreo, luego extraccion y cuantificaciéon de
ADN, PCR y enzimas de restriccion para identificar fenotipos y/o genotipos. Finalmente

analisis estadisticos para interpretar los resultados.

Todas las técnicas de laboratorio fueron realizadas en el PDU de Diversidad de Genética
Humana, del CENUR Noreste, sede Tacuarembd.
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Toma de muestra (sangre/saliva).
Encuesta

[ Extraccion de ADN ]

Concentracion Integridad® ]~
¥ pureza *

— =

[ Genotipado por PCR RFLP ]

[ ourFy | [ piEco |

(" Fenotipo: ( F \

enotipo: Fenotipo:
Fy (a+b-) Di (a+b-) A, B, AB, O
Fy (a-b+) Di (a-b+) Genotipo:
Fy (at+b+) Di (a+b+) AA, AQ', AD™,
Fy (a-b-) Genotipo: AO?, BB, BO',
GenOtIQOZ DI*A/DI*A, BOW, BOZ, 0101,
FY:NFY:A DI*B/DI*B 0101\.', 01\.‘01\!,
FY*B/IFY*B DI*AIDI’B 0102, 01\,-02,
FY*AIFY*B 0202
FY*AFYEs| ~——— ~—~—  “

FY*BIFY'ES [ Analisis Estadistico ]

Figura 8. Flujo de trabajo. Solamente aparecen los fenotipos y genotipos cuantificados en este
estudio.

3.1. Muestreo

Se utilizé6 una muestra de ADN de 200 individuos mayores de edad, votantes en la region
por lo menos en las elecciones municipales de 2010 y no emparentados entre si, 150

residentes en el departamento de Tacuarembd y 50 en el departamento limitrofe de Rivera.

Previo a la extraccion de las muestras de sangre o saliva se obtuvo el consentimiento
informado de cada donador, asegurando la confidencialidad de los datos y el acceso a la
informacion una vez finalizada la investigacion. También se completdé una encuesta para
determinar datos generales y genealdgicos del individuo, incluyendo apellidos y lugares de
nacimiento de los ancestros, asi como caracteristicas familiares que les pareciera

interesante resaltar y el grupo sanguineo en caso de que contaran con dicha informacién.

El aval fue obtenido de la Comision de Etica de la Facultad de Humanidades y Ciencias de
la Educacion, expediente 121900-000087-14 (para 100 muestras del banco de ADN del
Laboratorio de Diversidad de Genética Humana, de la sede Tacuarembd del CENUR
Noreste, colectadas previo al 2019) y expediente 121900-000162-20 (para 100 muestras
colectadas en el afio 2021, en el marco del proyecto CSIC “Variabilidad genética humana en
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la regidon norte del Uruguay y aspectos microevolutivos subyacentes”, cuyos responsables

son Monica Sans y Pedro Hidalgo y en el cual participo).

Para las 100 muestras de Tacuarembd colectadas previo a 2019 el muestreo fue aleatorio,
pero para las restantes 100 colectadas en 2021 se procurd un balance entre los participantes
en cuanto a atencion en Salud Puablica y mutualistas (se agrego este dato a la encuesta),
para evitar cualquier sesgo socioeconomico. Esto se debe a que un reciente estudio de Sans
y colaboradores (2021), revelé que para la poblacibn de Montevideo se encontraron
diferencias en la ancestria indigena entre quienes se atienden en centros de salud publica
con relacion a los de atencion mutual, lo cual puede, en términos generales, relacionarse

con el nivel socioeconémico.

Para Tacuarembo las muestras estan representadas mayormente por individuos residentes
de la ciudad capital, pero también 30 muestras de otras localidades, representadas por 10
individuos de Villa Ansina, 4 de Caraguata, 4 de Costa de los Novillos, 3 de Paso del Cerro
y en menor medida Curtina, Batovi y otras localidades; no se muestrearon individuos
residentes en la ciudad de Paso de los Toros ni San Gregorio de Polanco y zonas aledafas,
poblaciones que han sido indicadas con diferencias al resto del departamento de acuerdo a
Rodriguez-Larralde y colaboradores (2021). La muestra de Rivera es exclusivamente de

personas residentes en la ciudad homoénima.

3.2. Extraccion y purificacion de DNA

Para el caso de Tacuarembo se realizé la extraccion de ADN de 100 muestras, a partir del
material biol6gico almacenado previamente, las restantes 100 extracciones se realizaron a
partir de material obtenido en el marco del proyecto financiado por CSIC. Las extracciones

fueron a partir de saliva en las muestras de Tacuarembd y sangre en las muestras de Rivera.

En las muestras de sangre se utilizd el protocolo de método salino “Salting-Out”, con el
objetivo de disminuir costos y de obtener mayores concentraciones (Anexo 2). En el caso de
verse afectada la pureza (solamente en sangre almacenada afios atras) se utilizé un kit de

purificaciéon Zymo Research “DNA Clean y Concentration™-5".

Para la saliva se utilizd un protocolo de extraccion originalmente elaborado para su

aplicacién en sangre modificado por Bernardo Bertoni (Anexo 3).
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3.3. Purezaceintegridad del ADN

La concentracion del ADN (260nm) se valord utilizando un espectrofotometro NanoVue
Plus™ y se corroboré mediante el fluorémetro Qubit4 de Invitrogen (el cual es mas preciso
por medir s6lo ADN). La pureza (relacion 260/280nm) para estar en el rango 6ptimo se debe
encontrar en el intervalo 1,8-2,0, una razon inferior indica contaminacién con proteinas y

superior indica presencia de ARN.

La calidad del ADN extraido se verificd por separacion y visualizacion de los acidos nucleicos
por electroforesis horizontal utilizando geles de agarosa al 1%, tefiidos con Gel-Red
(BIOTIUM), que se intercala en el ADN y emite fluorescencia al ser iluminado con luz UV.
Las electroforesis se llevaron a cabo con la fuente y cubas horizontales (Labnet), usadas a
100 volts durante 60 minutos con amortiguador TBE 1X. Una alicuota de 5 uL de ADN se
mezclé con 2 uL de amortiguador de carga Gel Loading Dye Blue 6x (Biolab), y se coloco en
el pocillo correspondiente, identificando cada uno previamente. Finalmente los geles fueron
fotografiados con el transiluminador (Cleaver Scientific Ltd) mediante el uso de una camara
(Canon G15).

3.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y enzimas de restriccion

Para todas las técnicas se utilizé 1ul de ADN (con una concentracion estimada entre 20 y
200 ul segun qubit), en caso de ser superior se realizé una dilucion. Para la preparacion de
la mezcla: ADN taq polimerasa (Invitrogen) y taq de la marca NEB (New England Biolabs),
dependiendo del sistema utilizado, el conjunto de dNTPs (Thermo Scientific, 10 mM), agua
libre de nucledtidos, y los primers seleccionados para cada técnica (25 pmol/ul). Los

termocicladores empleados fueron Labnet™ MultiGene™ OptiMax y BioRad T100.

Para visualizar el resultado de los productos PCR se utilizaron geles de agarosa al 1,5% que
se dejaron correr por 40 minutos a 100V. En el dltimo o primer carril se sembré el marcador
de peso molecular correspondiente a 50 o 100 pb, para poder determinar el tamafio de los
fragmentos, y en cada PCR se us6 un control negativo. Las condiciones especificas de cada

sistema se detallaran a continuacion.

Las enzimas de restriccion, correspondientes a cada técnica se usaron siguiendo las
recomendaciones del fabricante, pero disminuyendo la reaccion para mayor rendimiento de

las mismas y sus productos se sembraron en geles de agarosa 3% o poliacrilamida 10%.
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3.4.1. Sistema ABO

Las condiciones de PCR y enzimas de restriccion para ABO fueron las descritas por Hummel

et al. (2002) las cuales se ajustaron experimentalmente a nuestras condiciones.

Se utilizaron dos juegos de primers, uno para el exon 6 (posicion del nucleétido 261-297) y
otro para el exdn 7 (posicion del nucleotido 796-802) y la taq de Invitrogen (Invitrogen™ ADN
polimerasa Taq, recombinante). Las secuencias y condiciones de ciclado se describen en

las Tablas 3y 4.

Primer Secuencia

Ex6n 6 (Forward) | 55CTCTCTCCATGTGCAGTAGGAAGG3’
Exon 6 (Reverse) | 55GAACTGCTCGTTGAGGATGTCG3
Exon 7 (Forward) | 5’ AAGGACGAGGGCGATTTCTAZ

Exon 7 (Reverse) | 55GCTGCAACTCTTGCACCGACC3

Tabla 3. Secuencia de los juegos de primers utilizados en ABO.

| Amplificacién (35 ciclos) |

Primer Pre. Des. Alin. Ext. | Estab. | Fin.

Exon 6 | Temperatura (C°) 94 94 56 72 72 8
Tiempo (min) 11 1 1 1 10 0

Exon 7 | Temperatura (C°) 94 94 63 72 72 8
Tiempo (min) 11 1 1 1 10 0

Tabla 4. Ciclado establecido para cada uno de los primers ABO.

Las enzimas de restriccion usadas para poder caracterizar los alelos fueron: Rsa I, Nla |l
Mnl |, Tail (isoesquizomero: HpyCH41V), tanto de la marca Thermo Scientific como NEB (New
England Biolabs). En la Tabla 5 se pueden observar las caracteristicas de las mismas en
cuanto a tamafio del producto de PCR y fragmento de restricciébn asi como también los

polimorfismos que determinan cada alelo.

La electroforesis de los productos de restriccion se realiz6 sembrando 10 ul en geles de
agarosa al 3% que se dejaron correr por una hora y media a 100 V. En caso de tener dudas
se realizaron geles de poliacrilamida al 10% que se dejaron correr 3 horas aproximadamente.
Dichas técnicas permitieron identificar los alelos principales A, B, O, Oy O?, de acuerdo

al patrén de corte (Tabla 6).
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Exon 6 Exon 7
Tamarfio amplicon 103/104 pb 64 pb
Enzima utilizada Rsa | Tail Nla lll Mnl |
Fragmento obtenido | 66y 37 73/72y 31 pb 37y 27 pb 42/41y 23/22 pb
Alelo 261 pn 297 pn 796 pn 802 pn
A G A C G
B G G A G
o? A A C G
ow A G C G
0? G G C A

Tabla 5. Polimorfismos de secuencia, longitudes de producto de PCR y RFLP para los diferentes alelos
ABO. Adaptada de Acosta, 2015. Se indican los tamafios de los amplicones esperados para cada uno
de los exones, asi como los fragmentos que se obtienen una vez digeridos los productos de PCR y
para cada alelo el sitio de restriccidon que reconoce cada enzima. (pb: pares de bases, pn: posicion del

nucledtido, A: delecidn).

Fenotipo | Genotipo | Rsal | Tail | Nlalll | Mnll
A AA -/- -/-

A AQ? +- |-

A AOY +- |- |- -I-
A AQ? -I- +H- |-l +/-
B BB -I- H+ |+ |-
B BO! +/- +/- | +/- -/-
B BO +- | 4+ | +- -/-
B BO? - |+ |- | -
AB AB - |- |- +/-
O oot ++ | -I-

o oot +H+ | +-

O ool +H+ | H+

0O 0102 +- | +- | -]- +/-
o) ovp? +/- ++ | /- +/-
o 0202 - |+ |- ++

Tabla 6. Patrones de restriccion de los genotipos ABO. Adaptada de Hummel et al., (2002). El simbolo
(-/-) se utiliza para indicar que la enzima no digirié el fragmento, caso contrario de (+/+) donde digiere
completamente el producto de PCR, mientras que (+/-) indica que un alelo se digirié y otro no. Los
espacios sin completar indican que no es necesario el uso de enzimas porque el genotipo ya se

identifico.
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3.4.2. Sistema Diego

Para el sistema Diego se utilizo la técnica definida por Baleotti et al. (2003) que consiste en
la amplificacion de un segmento de 149 pares de bases del exén 19 del gen SLC4Aly su
analisis por RFLPs.

Se utilizé la enzima tag de NEB (Tag DNA Polymerase with Standard Taq Buffer) ya que la
de Invitrogen generaba bandas mas claras y con dimeros préximos a las alturas del corte de

la enzima.

La enzima Mspl se utilizé de acuerdo a recomendaciones del fabricante. Esta reconoce y
corta la secuencia CCGG aproximadamente a la mitad de la segmento (70-79 pb) cuando
se trata de DI*B, mientras que el alelo DI*A tiene la mutacion C—T por lo que pierde el sitio

de corte y se visualiza el fragmento de 149 pb.

Los productos de PCR y de restriccidn se corrieron con las mismas condiciones que en el
caso anterior, usando geles de poliacrilamida solo para poder visualizar mejor el corte de la

enzima en caso de dudas.

Como se evidenci6 una frecuencia muchisimo mas alta de la esperada para el alelo DI*A en
una poblacién de nuestras caracteristicas, se sospech6 que la enzima no era 100% eficiente
en su corte. En estos casos se agregd mas enzima y se dejo incubando toda la noche.
Cuando las dudas de la eficiencia de la enzima persistian se enviaron las muestras
sospechosas a secuenciar. Para ellos se utilizd la técnica propuesta por Nathalang et al.

(2016), cuyos primers generan un amplicon de 598 pb.

Las secuencias y condiciones de ciclado para ambas técnicas se describen a continuacion

en las Tablas 7 y 8.

Primer Secuencia
Di (Forward) 5TGGCGCATGCACTTATTCAC?3
Di (Reverse) 5TTCCTGAAGATGAGCGGCAG?Z

Di.sec (Forward) STTAGGGGTCCAGCTCACTCAZ’
Di.sec (Reverse) 5TGACCGCATCTTGCTTCTGT3’

Tabla 7. Secuencia de los juegos de primers utilizados en Diego. Di.sec se corresponde a los primers

de la secuencia.
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Amplificaciéon (40 y 35 ciclos)
Primer Pre. Des. Alin. Ext. Estab. | Fin.
Di Temperatura (C°) 95 95 62 72 72 8
Tiempo (min) 10 0,50 0,50 0,50 5 0
Di sec | Temperatura (C°) 95 95 62 72 72 8
Tiempo (min) 10 0,40 0,40 0,40 5 0

Tabla 8. Ciclado establecido para cada uno de los primers de Diego.

3.4.3. Sistema Duffy

Para el sistema Duffy también se realiz6 un ensayo de RFLP utilizando como referencia la
técnica propuesta por Toumamille et al., (1995) que permite distinguir entre los alelos FY*A
y FY*B y que se correlacionan con un sitio de restriccion Banl. En el caso del alelo FY*B el
segmento de 159 pb no se corta, mientras que para el alelo FY*A se genera un sitio de corte
con fragmentos de 86 y 73 pb, que permitié determinar los fenotipos Fy(a-b+), Fy(a+b-), y
Fy(a+b+). En este caso los productos de restriccion no dejaban lugar a duda en geles de
agarosa al 3% por lo que no fue necesario utilizar geles de poliacrilamida como recomendaba

el articulo.

Para la regiéon promotora "GATA" del gen Duffy, que permite reconocer el alelo FY*ES, se
utilizé la técnica definida por Nathalang y coloaboradores (2019). En esta el fragmento de
392 pb tratado con la enzima de restriccion Styl genera fragmentos de 205, 110 y 65 pb para
Duffy negativo, mientras que la combinacion de bandas de 205, 110y 77 pb se corresponde
a Duffy positivo. Lamentablemente dicha técnica no se pudo replicar en nuestras condiciones
ya que se obtuvo el fragmento indicado, pero el corte de la enzima no nos permitié visualizar

el producto de menor tamafio bajo ninguna condicion.

Para subsanar dicho inconveniente se logro utilizar los datos de 16 muestras de Tacuarembo
y 25 de Rivera, que fueron genotipadas en CEGEN-FPGMX (Centro Nacional de Genotipado
y Fundacion Publica Galega de Medicina Xenomica) utilizando el panel “Axiom Spain
Biobank Array” en el marco del proyecto “Variabilidad genética humana en la region norte
del Uruguay y aspectos microevolutivos subyacentes. El panel proporciona una alta
cobertura de todo el genoma y pose 2336 marcadores asociados a grupos sanguineos. En
este caso particular se analizé el rs 2814778 caracteristico del fenotipo Duffy nulo, para lo
cual se utilizé el programa PLINK 1.8 (Purcell et al., 2007).

Las secuencias y condiciones de ciclado se describiran a continuacion en las Tablas 9y 10.
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Primer

Secuencia

P3 (Forward)

S’AACTGAGAACTCAAGTCAGC3’

P4 (Reverse)

S’ATGAAGAAGGGCAGTGCAGAGTZ

FY*N (Forward)

5'GGGCTGGGCATAAAAGTCAZ

FY*N (Reverse)

5’AGGGGAAAGAAAACATCAAGGGTCZ

Tabla 9. Secuencia de los juegos de primers utilizados en Duffy. P3 y P4 primers empleados para

determinar los alelos FY*A 'y FY*B, FY*N (Forward y Reverse) primers para determinar el alelo nulo.

Amplificacion (35 ciclos)
Primer Pre. Des. Alin. Ext. | Estab. | Fin.
P3/P4 Temperatura (C°) 94 94 60 72 72 8
Tiempo (min) 10 0,40 0,40 0,40 5 0
FY*N Temperatura (C°) 94 94 61 72 72 8
Tiempo (min) 10 0,40 0,40 0,40 5 °0

Tabla 10. Ciclado establecido para cada uno de los primers de Duffy.

3.5. Analisis estadistico

Las frecuencias genotipicas fueron determinadas por observacion directa y a partir de ellas
se calcularon las frecuencias alélicas, utilizando el modelo de Hardy-Weinberg. La existencia
de posibles desviaciones del equilibrio se evalué mediante el complemento de Excel
GenAlEx 6.5 (Peakall y Smouse, 2012).

La estructura genética de las poblaciones del noreste uruguayo fue investigada mediante el
analisis molecular de la varianza (AMOVA) y de los estadisticos F (Fst, Fis y Fit) de Weir y
Cockerham (1984). El estadistico Fis (coeficiente de endogamia) mide el déficit de
heterocigotos en cada poblacion, mientras que Fst (indice de fijacion) lo mide entre
poblaciones y Fit (coeficiente de endogamia total) calcula el déficit global de heterocigotos.
Estos andlisis fueron realizados paralelamente con el programa Arlequin 3.5 (Excoffier y
Lischer, 2015) y GenAlEx 6.5, con la Unica diferencia que Arlequin da valores mas exactos
(sin redondeo).

Para comparar las frecuencias de las poblaciones mundiales se usé Arlequin 3.5, con el
cual obtuvimos los datos de Fst, su valor p y significancia, y para distinguir entre los grados

de diferenciacion genética se utilizaron los criterios de Wright (1978) donde los valores
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del indice Fst, se categorizan en diferencias pequefias (0 a 0,05), diferencias moderadas

(0,05 a0,15), diferencias grandes (0,15 a 0,25) y diferencias muy grandes (mayor a 0,25).

Para visualizar la forma en que se agrupan las poblaciones se realizaron dendrogramas
UPGMA y andlisis de coordenadas principales (PCoA), utilizando el programa PAST 3.0 por
sus siglas PAlaeontological STatistics (Hammer, 2018).

La eleccién del método UPGMA (unweighted pair-group method using arithmetic averages),
fue debido a que en comparacion con otros métodos proporciona un arbol razonablemente

bueno para inferir relaciones obtenidas mediante frecuencias génicas (Herrera-Paz, 2016).

También se realiz6 andlisis de coordenadas principales (PCoA), que permite representar
similitudes y/o diferencias entre un set de datos, siendo un método que reduce las multiples
variables utilizadas en la matriz a dos dimensiones, para poder ser luego representadas en
un grafico, donde los ejes representan el porcentaje de variabilidad de los datos originales
(Acosta, 1015). Esta medida asume que la diferenciacion genética ocurre solo por deriva
genética (sin mutaciones), siendo eficiente para comparaciones entre poblaciones con
pequefios tamafos efectivos y que han divergido hace un ndimero relativamente bajo de

generaciones (Demarchi, 2009).

La contribucion relativa de las poblaciones parentales al acervo genético actual de la
poblacién del noreste para los tres sistemas sanguineos se estimo a través del método de
identidad genética, utilizando el programa Admix95 (Chakraborty, 1985, modificado por
Bernardo Bertoni), tomando como parentales las frecuencias de las poblaciones de Europa,

Africa e indigena sudamericano.

4. Resultados

4.1. Andlisis de laboratorio
4.1.1. Extraccion de ADN

Con ambas técnicas utilizadas se logré extraer ADN, aunque con el protocolo de sangre se
obtuvieron mejores resultados, ya que las concentraciones fueron mayores al igual que la
integridad del ADN (Figura 9). La calidad determinada por la relacion A260/280 fue muy
buena para ambas técnicas, encontrdndose la mayoria de las muestras dentro del valor

Optimo o con muy poca desviacion.
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Figura 9. Electroforesis de ADN en geles de agarosa al 1%. Carril 1, 2, 3 y 4 ADN extraido a partir de
muestras de saliva, en estas se puede apreciar “smear” (barrido) a lo largo de los carriles,
posiblemente debido a la presencia de ARN degradado. Carril 5, 6, 7, 8 ADN extraido a partir de

muestras de sangre, en estos se puede ver una banda Unica sin degradacion.

4.1.2. PCR-RFLP

Sin necesidad de estandarizar las medidas de concentracion obtenidas mediante
espectrofotometria, y a pesar de la diferencia en la calidad del ADN, ambas técnicas
permitieron realizar PCR exitosas para todos los marcadores, obteniéndose bandas lo
suficientemente intensas para luego realizar enzimas de restriccién, donde los fragmentos

de menor tamario tienden a verse mas tenues.

41.2.1. SistemaABO

El 100% de las muestras a las que se le realizo la extraccion de ADN amplificaron mediante
PCR, tanto para el exdén 6 como para el 7. Los productos obtenidos mediante el corte de las
enzimas de restriccion se interpretaron segun lo sefialado en la Tabla 6, mostrando un poder
de resolucion suficiente para diferenciar los distintos genotipos mediante gel de agarosa 3%
(la poliacrilamida solamente se llevé a cabo para despejar dudas ya que esta se caracteriza
por tener una mejor resolucion). Los resultados genotipicos se compararon con los fenotipos
serolégicos en el caso de ser aportados por los entrevistados y fueron concordantes en un
91% (11 donadores para los que no coincidié de 121 datos informados). A tres de ellos se le
realizo prueba seroldgica y los resultados coincidieron con los datos moleculares, por lo que

las diferencias se asumen a confusiones personales en el momento de la entrevista.
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En la Figura 10 se muestra la digestion del exén 6 con las enzimas de restriccion Rsal y Tail,
gue permitieron diferenciar el genotipo salvo para las muestras 2, 3y 7 a las que se le tuvo

gue amplificar el exdn 7 y realizar digestion con sus respectivas enzimas (ver Anexo 4).

1 2 34567 8 9PM12 345678 9PM
B T I I e A M N Ay A M

Rsa l
(A)

104 pb
—-
-+ 66 pb
- 37pb

Figura 10. Electroforesis del sistema ABO en geles de agarosa al 3%. En el mismo se muestra la
digestion de 9 muestras con la enzima Rsal (A) y Tail (B). A) Las muestras 4, 6, 8 y 9 muestran el patrén
caracteristico de corte de ambos alelos (fragmentos de 66pb y 37pb). En las muestras 2, 3, 5y 7 se
puede ver que uno de los alelos fue digerido (por lo que vemos las bandas de 66pb y 37pb) y el otro
no (por lo que vemos el amplicén completo de 104pb). En la muestra 1 ninguno de los alelos fueron
cortados por lo que Unicamente podemos ver una banda sin digerir de 104pb. En el carril 10 se
visualiza el marcador de peso molecular (PM) utilizado (NEB, 50 bp DNA Ladder, 50 bp - 1350 bp). B)
Las muestras 2, 3,4, 7, 8 y 9 muestran que uno de los alelos fue digerido (por lo que vemos las bandas
de 72pb y 31pb) y el otro no (por lo que vemos el amplicén completo de 104pb). En las muestras 1,
5y 6 ninguno de los alelos fueron cortados por lo que Unicamente podemos ver una banda sin digerir
de 104pb. En el carril 20 se visualiza el marcador de peso molecular (PM) utilizado (Thermo

Scientific™, 100 bp GeneRuler, 100-1000 bp).

4.1.2.2. Sistema Diego

La técnica descrita por Baleotti et al. (2003) se utilizo para el 100% de las muestras y las que
generaban dudas (20 de Tacuarembd y 14 de Rivera) se enviaron a secuenciar al Instituto

Pasteur de Montevideo y a Macrogen, Corea del Sur.
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A continuacion (Figura 11) se muestra un gel de poliacrilamida y en el Anexos 5 se pueden
apreciar mas resultados de las técnicas empleadas.

PM 1 2 3 4 b 6 7 8 9 PM PCR

149 pb

100 pb
79 pb
70 pb
50 pb

Figura 11. Electroforesis del sistema Diego en gel de poliacrilamida al 10%. En el carril nimero 1 se
aprecia el marcador de peso molecular (PM) utilizado (Bioline, 50 bp DNA Ladder). La muestras 1 se
corresponde a un individuo heterocigoto, donde se puede ver que uno de los alelos fue digerido
(79pb y 70pb) y el otro no (149pb), la muestra 5 también lo es pero a nivel de gel los resultados no
son claros. Las muestras 2, 3, 4, 6, 7, 8 y 9 son homocigotas (DI*B/DI*B). Los 2 ultimos carriles se
corresponden al marcador de peso molecular (Bioline, HyperLadder 50bp, 50-2000 bp) y a un

producto de PCR sembrado como referencia.

4.1.2.3. Sistema Duffy

Todas las muestras amplificaron correctamente para determinar los fenotipos Fy(a-b+),
Fy(atb-) y Fy(a+b+), obteniéndose bandas fuertes y éptimas para ser digeridas (Figura 12).
Pero, como se menciond anteriormente, no se pudo determinar el alelo FY*ES en ninguna de
las muestras, razon por la cual se genotiparon solamente 16 individuos de Tacuarembé y 25
de Rivera mediante el servicio el array “Axiom Spain”.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 PM

159 pb
100 pb

50 pb
8y 73 pb

Figura 12. Electroforesis del sistema Duffy en geles de agarosa al 3%. En el carril 1, 2 y 3 se observa
el patrén caracteristico de corte de ambos alelos (fragmentos de 86pb y 73pb), el cual se corresponde
al fenotipo Fy(a+b-). En las muestras 4, 5y 6 se puede ver el fenotipo Fy(a+b+), donde uno de los
alelos fue digerido (por lo que vemos las bandas de 86pb y 73pb) y el otro no (amplicén completo de
159pb). En 7, 8 y 9 ninguno de los alelos fueron cortados por lo que Unicamente podemos ver una
banda sin digerir de 159pb, siendo esto caracteristico de Fy(a-b+). En el carril 10 se visualiza el

marcador de peso molecular (PM) utilizado (NEB, 50 bp DNA Ladder, 50 bp - 1350 bp).

4.2. Frecuencias y equilibrio de Hardy-Weinberg (HW)

A continuacién pueden apreciarse los resultados para las 200 muestras tipificadas (150 de
Tacuarembd y 50 de Rivera) usando PCR-RFLP para los 3 sistemas sanguineos que se

analizaron por separado para cada departamento.

4.2.1. Sistema ABO

En la Tabla 11 se puede visualizar el nimero de individuos (observados y esperados)
correspondiente a cada genotipo para ambas poblaciones y en las Figuras 13y 14 se puede
observar las frecuencias genotipicas. En relacion a estas se puede afirmar que ambas
poblaciones se encuentran en equilibrio de Hardy-Weinberg, para el caso de Tacuarembo
(X2=3,947; gl=10; p=0,95) y Rivera (X2=11,545; gl=10; p=0,317) siendo no significativa la
diferencia entre frecuencias observadas y esperadas.
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RIVERA: TACUAREMBO:

Genotipo |N° Obs. N° Esp. N° Obs. N° Esp.
0oo?! 7 5,780 25 24,000
oto1v 6 9,180 33 35,200
ool 5 3,645 13 12,907
002 0 0,680 3 2,000
oW0o? 1 0,540 0 1,467
0202 0 0,020 0 0,042
AQ? 13 10,200 29 29,600
AQOY 8 8,100 24 21,707
AO? 0 0,600 2 1,233
AA 3 4,500 8 9,127
BO?! 1 2,380 5 5,200
BO 2 1,890 5 3,813
BO? 1 0,140 0 0,217
AB 3 2,100 3 3,207
BB 0 0,245 0 0,282
Total 50,0 50,0 150,0 150,0

Tabla 11. Niumero observado y esperado de genotipos ABO para cada poblacién.

Frecuencias genotipicas observadas y esperadas para ABO Tacuarembé
0,250

0,200

0,150

Frecuencias

0,100

0,050

0101 0101v O1vOlv 0102 O1v02 AO01 AO1lv AO2 AA BO1 BO1lv BO2 AB BB
H Observado 0,167 0,220 0,087 0,020 0,000 0,193 0,153 0,013 0,053 0,033 0,040 0,000 0,020 0,000
u Esperado 0,160 0,235 0,086 0,013 0,010 0,195 0,143 0,008 0,059 0,037 0,027 0,002 0,023 0,002

0,000

Genotipos

Figura 13. Frecuencias genotipicas observadas y esperadas para el sistema ABO en Tacuarembd.
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Frecuencias genotipicas observadas y esperadas para ABO Rivera

0,3
0,25
0,2
wv
0
Qo
]
g 0,15
(5]
o
[N
0,1
- I I II I
. I m B -1 e L
0101 0101v 0O1vOilv 0102 O01v02 AO1 AO1lv AOZ BO1 BO1lv BO2 BB

M Observada 0,14 0,12 0,1 0,00 0,02 0,26 0,16 0,00 0,06 0,02 0,04 0,02 0,06 0,00
u Esperada 0,116 0,184 0,073 0,014 0,011 0,204 0,162 0,012 0,090 0,048 0,038 0,003 0,042 0,005

Genotipos

Figura 14. Frecuencias genotipicas observadas y esperadas para el sistema ABO en Rivera.

A su vez las frecuencias fenotipicas y alélicas de Tacuarembd y Rivera se visualizan en la
Tabla 12. En estas se puede observar que el fenotipo mas frecuente para Tacuarembo fue
el grupo 0=0,493 y para el caso de Rivera predominé el A=0,480, mientras que en conjunto
el grupo O fue el mas abundante con valores de 0,465. Dentro del grupo O, la variante O!
alcanzé las mayores frecuencias promedios (0,385), seguido por el OV (0,288) y O? (0,018).
Siendo las diferencias entre ambos departamentos no significativas para las 5 variantes
alélicas (X2=2,6; gl=4; p=0,62).

Fenotipo | Tacuarembo | Rivera Alelo Tacuarembé |Rivera Noreste
A 0,413 0,480 A 0,243 0,300 0,258
B 0,073 0,080 B 0,047 0,070 0,053
AB 0,020 0,060 o?! 0,400 0,340 0,385
O 0,493 0,380 ow 0,293 0,270 0,288
TOTAL 1,000 1,000 0? 0,017 0,020 0.018

Tabla 12. Célculo de frecuencias fenotipicas y alélicas de Tacuarembd, Rivera y conjuntas (Noreste).

4.2.2. Sistema Diego

Ambas muestras se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg, para el caso de
Tacuaremb6 (X2=0,113; gl=1; p=0,737) y Rivera (X2=0,087; gl=1; p=0,768). En la figura 15
se pueden visualizar las frecuencias genotipicas esperadas y observadas para ambos

departamentos.
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Las frecuencias alélicas, para Tacuarembé fueron: DI*B=0,973 y DI*A= 0,027, muy similares
a las de Rivera DI*B=0,96 y DI*A=0,04 siendo dicha diferencia no significativa (X?=0,11;
gl=1; p=0,62).

Frecuencias genotipica observadas y esperadas

1,00
0,90
0,80
© 0,70
§ 0,60
S5 0,50
§ 0,40
w 0,30
0,20
0,10
’ Di*B/Di*B = Di*A/Di*B = Di*A/Di*A Di*B/Di*B = Di*A/Di*B | Di*A/Di*A
RIVERA: TACUAREMBO:
M Frec. Obs. 0,92 0,08 0,00 0,947 0,053 0,000
M Frec. Esp. 0,922 0,077 0,002 0,947 0,052 0,001
Genotipos

Figura 15. Frecuencias genotipicas observadas y esperadas para el sistema Diego en los

departamentos de Tacuarembd y Rivera.

4.2.3. Sistema Duffy

Ambas muestras se encontraron en equilibrio de Hardy-Weinberg, para el caso de
Tacuarembd (X2=0,029; gl=1; p=0,864) y para Rivera (X2=0.494; gl=1; p=0,482). En la Figura
16 se pueden visualizar las frecuencias fenotipicas observadas y esperadas para cada
muestra, pero no se descarta que algunos fenotipos Fy(a+b+) o Fy(a-b+) puedan tener un
alelo nulo e incluso aparecer algun individuo homocigoto Fy(a-b-). Como se menciond
anteriormente no se pudo determinar el alelo nulo (FY*ES) por PCR y en relacién a ellos
tampoco las frecuencias genotipicas ni alélicas reales para el total de las muestras. Pero se
puede afirmar que en Tacuarembd, el alelo Fy*A alcanzé una frecuencia de 0,443 y Fy*B
mas FY*ES 0,557, mientras que en Rivera para Fy*A fue 0,490 y Fy*B mas FY*ES 0,510.
Diferencias que no son significativas (X2=0,48; gl=1; p=0,488) y que nos permitiria considerar

a ambas muestras como una sola.
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Frecuencias Fenotipicas observadas y esperadas
0,600

0,500

0,400
0,300
0,200
0,100 I I I
0,000

Fy(a+b+) = Fy(a+b-) = Fy(a-b+)  Fy(a+b+)  Fy(a+b-)  Fy(a-b+)

Frecuencias

RIVERA: TACUAREMBO:
M Frec. Obs. 0,549 0,216 0,235 0,487 0,200 0,313
Frec. Esp. 0,500 0,240 0,260 0,494 0,197 0,310
Fenotipos

Figura 16. Frecuencias fenotipicas observadas y esperadas para el sistema Duffy en los

departamentos de Tacuarembd y Rivera.

Por su parte a partir de los datos de “Axiom Spain” se analizo el rs 2814778, donde un cambio
de una timina (T) por una citosina (C) determina el alelo FY*ES, En la submuestra de 16
individuos de Tacuarembé el alelo FY*ES se encontré en 3 ellas y para la submuestra de
Rivera en 2 de 25 donadores, en ambos casos en heterocigosis. Valores que determinarian
una frecuencia del alelo nulo de 0,0937 en Tacuarembd y 0,040 en Rivera, lo que llevado a
la muestra total resulta en una probabilidad de encontrar 1 individuo con el fenotipo nulo y
ninguno respectivamente. Cuando comparamos los individuos portadores de este alelo con
las entrevistas solo uno de ellos reconocia ascendencia africana, resultado que coincidia

también con su ADN mitocondrial.

4.3. AMOVA

Al igual que los resultados anteriores ell test de significacion revela la ausencia de
diferenciacion significativa entre las muestras de Tacuarembd y Rivera (p=0,553), para un
indice de fijacion (Fst) de -0,0022. Resultado que confirma que la distribucion de las
frecuencias alélicas y genotipicas en la regiébn es homogénea, y el valor tan préximo a cero
indicaria su gran similitud y nos permitiria analizarlas ambas muestras en conjunto. Es
importante aclarar que los valores de Fst varian entre 0 (subpoblaciones idénticas) y 1
(fijacion de alelos alternativos), pero en ocasiones, a causa de tamafios muéstrales
desiguales (en este caso 150 y 50), pueden aparecer ligeros valores negativos (Lowe et al.,
2004).
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De manera complementaria, el AMOVA también proporciono otros estadisticos F que son
de interés para los objetivos de este trabajo. El indice de endogamia local (Fis), que mide el
aumento de homocigosis debido a apareamientos consanguineos, es de -0,0019 con un
valor p de 0,931, lo que sugiere apareamiento al azar (panmixia). El coeficiente de
endogamia total de la region (Fit) es de -0,0041 (p=0,562) y también muestra un valor no

significativo.

En cuanto a la heterocigosidad media para todos los sistemas fue de 0,413 la observada y
0,414 la esperada en Tacuarembd, mientras que en Rivera se obtuvieron valores de 0,440
y 0,435 respectivamente, a continuacion en la Tabla 13 se puede observar los datos para

cada sistema segun departamento y en su conjunto (Noreste).

ABO DIEGO DUFFY
Poblacion Het. Obs |Het. Esp |Het. Obs |Het. Esp |Het. Obs |Het. Esp
Tacuarembo | 0,697 0,700 0,053 0,052 0,489 0,495
Rivera 0,694 0,723 0,080 0,077 0,540 0,505
Noreste 0,697 0,694 0,053 0,052 0,490 0,496

Tabla 13. Heterocigosidad. Heterocigosidad observada (Het. Obs) y heterocigosidad esperada (Het.

Obs) en Tacuarembd, Rivera y la region noreste para cada uno de los sistemas.

4.4. Distancias genéticas con otras poblaciones

Pese a que las diferencias entre Rivera y Tacuarembd no fueron estadisticamente
significativas, se prefirié trabajar ambas muestras por separado ya que nos interesaba

visualizar diferencias no reflejadas en los andlisis anteriores.

4.4.1. Sistema ABO

Las muestras de las 2 poblaciones del Noreste uruguayo se compararon con otras 14
poblaciones mundiales, distribuidas en 4 continentes incluyéndose nuestros paises vecinos
(Argentina y Brasil). Las frecuencias de estas se presentan en la Tabla 14 y los andlisis
estadisticos multivariados de agrupacion de clisteres mediante dendrograma en la Figura
17.
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Continente | Poblacién Abrev. |N° A B 01 Olv |02 Bib.
Peninsula Ibérica | Pl 440 0,33 (0,08 |0,37 (0,21 |0,01 1
Islas Canarias IC 508 |0,26 (0,08 |0,37 |0,28 |0,01 |2
EUROPA |Zamora (Espafia) |Zam 108 0,29 |0,09 (0,32 |0,26 (0,04 |3
Londres (Inglaterra) | Lon 98 0,21 |0,23 |0,41 (0,24 |0,01 4
Bolonia (ltalia) Ita 60 0,28 (0,22 (0,41 (0,28 (0,02 |5
Polonia Pol 170 |0,26 [0,17 [0,40 [0,15 [0.02 |6
Mauritania Mau |60 0,18 |0,13 |0,33 |0,33 [0,02 |7
AFRICA |Bereberes Ber 84 0,23 |0,11 |0,31 |0,33 |0,02 |8
Marruecos Mar 138 |0,22 |0,45 |0,36 [0,25 |0,02 |9
ASIA Japon Jap 520 0,29 |0,18 |0,27 |0,26 |0,00 | 10
San Pablo sp 324 [0,25 [0,10 [0,44 (0,17 [0,04 |11
Argentina Arg 578 0,20 |0,05 (0,41 |0,32 |0,02 12
AMERICA |Montevideo Mdeo |50 0,31 |0,07 |0,39 |0,22 |0,01 | 13
Indigena Ind 0,00 |0,00 |0,27 |0,73 |0,00 | 14
Tacuarembo Tho 150 0,24 (0,05 |0,40 |0,29 |0,02 --
Rivera Riv 50 0,30 |0,07 |0,34 |0,27 |0,02 --

Tabla 14. Frecuencias alélicas poblacionales para el sistema ABO. Datos de 14 poblaciones
mundiales distribuidas en cuatro continentes y las dos muestras estudiadas. Bibliografia: 1,7, 8y 9
(Fregel et al. 2009), 2 (Fregel et al. 2005), 3 y 6 (Umbria et al., 2014), 4 (Yip, 2000), 5 (Ferri et al.,
2006), 10 (Kang et al., 1997), 11 (Mattos et al., 2001), 12 compilado de 7 provincias (Vaccaro, 2017),

13 (Acosta, 2015), 14 compilado de poblaciones indigenas americanos (Parolin et al., 2013).

Para analizar el dendrograma se trazé una una linea horizontal de modo de determinar el
namero de cllsteres en que se dividid el conjunto de poblaciones, siendo esta decision
subjetiva. Se observa que Tacuarembd se agrupa con Islas Canarias y a su vez mas alejado
de Argentina (7 provincias). Rivera por su parte lo hace directamente con Zamora (Espafa),
pero proxima a Peninsula Ibérica y Montevideo que mapean juntos. A su vez si tomamos el
corte establecido todas las poblaciones anteriormente mencionadas se encuentran en un
unico cluster, pero de mover ligeramente la linea de referencia, podrian incluso ser dos
clusteres. Bolonia (Italia) y Londres (Inglaterra) mapean junto y se encuentran en el mismo
cluster que Polonia y San Pablo (Brasil). Por su parte las poblaciones africanas de
mauritanos, bereberes y marroquies forman otro clister. Todas las poblaciones se
diferencian de Japdén y mas aun del conglomerado de las poblaciones indigenas que fue
eliminado del dendrograma por reducir la visibilidad, pero se puede decir que mapeo

separado del resto de poblaciones a una distancia de 0,55, aunque cabe mencionar que no

45




existen datos de poblaciones indigenas representativas de nuestro pais y se usaron

frecuencias generales.

A Cluster B Cluster C Claster D
Jap Mau Ber Mar Arg IC TBO Mdeo PI Zam RIV Lon Ita SP Pol

0.00

0.024

0.04-

0.06

0.081

g

0.10

A
v

0.121

0.141

0.16+

Figura 17. Dendrograma UPGMA a partir de frecuencias poblacionales del sistema ABO. Este se
realizd en PAST, pero la linea horizontal de corte que permitié la formacidn de los 4 clusteres para

las 15 poblaciones se trazo a criterio del investigador.

En la Figura 18 se visualizan los indices Fst de todas las poblaciones, en estas salvo la
poblacién indigena que mantiene diferencias moderadas a grandes (valores minimos de 0,13
y maximos de 0,22), el resto de las poblaciones se caracterizan por tener una diferenciacion
pequefia (0-0,05) entre ellas. En el caso de Tacuarembd mantiene diferencias significativas
con Polonia, San Pablo, Japén y la poblacion indigena, mientras que Rivera solamente con

la poblacion indigena.
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PI IC  [zom [Lon [Bol [Pol [Mau [Ber [mar [iap [sP [Arg [Mdeo|TBO [RIV [ind
Pl [0.00000
IC__ [0.00481/0.0000d
Zom |-0.0004{-0.0027]0.00000
Lon_ [0.00703-0.0008{0.00022/0.0000
Bol [-0.0049{-0.0000{-0.0029{-0.0073/0.0000
Pol  [0.00863)0.014510.01000 0.00094-0.0079|0.0000
Mau_[0.01929-0.0002{-0.0005]-0.00370.00991/0.02030 0.0000
Ber [0.01449-0.0009]-0.0039{0.001440.0106(0.02372]-0.0123]0.0000
Mar  [0.009130.00056 -0.0015]-0.0073 -0.0033]0.00358 -0.0061-0.0020{0.0000
Jap  [0.01476/0.01272]0.00258/0.01215 0.011460.017090.00648 0.004610.006130.00000
SP__ |0.007390.010380.00996/0.00051-0.0078]0.001060.021090.02358 0.006510.029290.00000)
Arg  |0.02061{0.00391]0.009540.003530.012640.03008/0.00053 0.003590.007530.031870.018170.0000
Mdeo |-0.0097{-0.0067{-0.0097|-0.0076 -0.0160|-0.0027{0.00416 0.00204 -0.0044]0.00797]-0.0062]0.004640.0000
TBO |0.00771{-0.0023{0.00009 -0.0008]0.001960.01945/0.00015 0.00024 0.00271/0.02188/0.00941]-0.0023 -0.0060{ 0.0000
RIV__[-0.0059(-0.0090]-0.0140]-0.0041]-0.0068{0.00826-0.0054]-0.0094{-0.0050-0.0005]0.00655|0.00224-0.0150-0.0070]0.0000
Ind  |0.214880.159990.183990.188260.245350.244710.133860.1357¢/0.174780.179590.22525/0.133370.229140.16049 0.1911{0.000)

Figura 18. Valores de Fst para el sistema ABO. Estos se obtenidos en Arlequin, en azul se indican

aquellos con valor p significativo.

4.4.2. Sistema Diego

Las muestras de las 2 poblaciones estudiadas se compararon con otras 15 poblaciones
mundiales, distribuidas en 4 continentes. Las frecuencias de estas se presentan en la Tabla

15, el Dendrograma UPGMA en la Figura 19 y los indices Fst en la 20.

Continente [Poblacion Abrev. |N° Di*A Di*B Bibliografia
Italia Ita 400 0,000 (1,000 Zafar y Reid, 1993

EUROPA Espafa Esp 400 0,000 [1,000 Zafar y Reid, 1993
Holanda Hol 200 0,000 (1,000 Zafar y Reid, 1993
Etiopia Eti 145 0,000 [1,000 Mourant et al.,1976

AFRICA Kenia Ken 136 0,000 (1,000 Mourant et al.,1976
Liberia Lib 666 0,000 (1,000 Mourant et al.,1976
China Chi 1766 0,036 [0,964 Wouet al., 2002

ASIA Japon Jap 1022 0,043 0,957 Delaney et al., 2015
Corea Cor 1033 0,058 |0,942 Delaney et al., 2015
Amazonia Perd  |Ama 76 0,086 0,914 Acosta et al., 2014
México ciudad Mex 247 0,085 0,915 Arreygue-Avila, 2011
Argentina (Esquel) |Arg 59 0,027 10,973 |Avenaetal., 2010

AMERICA Brasil Bra 4326 0,018 (0,982 Novaretti et al., 2010
Sur de Brasil SBra 373 0,028 (0,972 Costa et al., 2016
Uruguay (TBO) |Uru 121 0,008 (0,992 Sans, 1994
Rivera RIV 50 0,040 0,960 Este estudio
Tacuarembd TBO 150 0,027 0,973 Este estudio
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Tabla N° 15. Frecuencias alélicas poblacionales para el sistema Diego. Datos de 15 poblaciones

mundiales distribuidas en cuatro continentes y las dos muestras estudiadas.

Al igual que en el caso anterior para analizar el dendrograma se traz6 una una linea
horizontal para determina el nimero de clisteres en que se divide el conjunto de
poblaciones. Las muestras estudiadas si bien se agruparon en el mismo clluster se
diferenciaron entre ellas, Tacuarembo6 se agrupd con Argentina (con quien no presenta
diferencias en sus frecuencias) y con Brasil, diferenciandose minimamente del sur de este,
mientras que Rivera al presentar una mayor frecuencia del alelo DI*A se agrupé con los
paises asiaticos (Japén y China). Uruguay (otro estudio en Tacuarembd) por su baja
frecuencia de DI*A se agrup6 con las poblaciones europeas y africanas que carecen de este
alelo. Ciudad de México y la Amazonia de Peru se diferenciaron en gran medida del resto

por su alta frecuencia del alelo DI*A.

Cluster A Cluster C Cluster D
< > < > < >

Uru Lib Ken Eti Hol Esp Ita Cor Chi Jap RIV Arg TBO SBra Bra Ama Mex

0.000 | T T T

0.015+

0.030

A
A 4

0.045+

Distance

0.060

0.075

0.090

Figura 19. Dendrograma UPGMA a partir de frecuencias poblacionales para el sistema Diego. Este
se realizd en PAST pero la linea horizontal de corte que permitio la formacién de los 3 clUsteres para

las 17 poblaciones se trazo a criterio del investigador.

En la Figura 20 se visualizan los indices Fst de todas las poblaciones y con el color azul se
indican aquellas que tienen diferencias significativas. Para las poblaciones europeas y

africanas el Fst es de 0 entre ellas, por tener frecuencias idénticas (100% alelo DI*B). A
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modo general se puede afirmar que todas las poblaciones tienen diferencias pequefias (0-
0,05), salvo Amazonia (que presenta diferencias moderadas, grandes y muy grandes) y
México (donde las diferencias son moderadas) con las poblaciones de Europa y Africa. Los
paises asiaticos muestran diferencias pequefias pero significativas con los del continente
europeo Y africano, mientras que Rivera presenta diferencias moderadas y significativas con
Espafa, Italia, Holanda y Libia. Tacuarembo por su parte se caracteriza por tener diferencias
pequeias con todas las poblaciones y ser significativas en las mismas poblaciones que
Rivera, pero también con México y la region amazoénica de Peru, situacidon similar a la del

sur de Brasil y Argentina.

Ita [Esp |Hol |Eti |Ken |Lib |Chi |Jap |Cor |Ama |Mex |Arg |Bra |SBra |Uru |RIV |TBO
Ilta |0.000
Esp |0.00040.000
Hol |0.00040.0000/0.000
Eti  (0.00040.00000.000d0.000
Ken |0.000(0.0000/0.00000.0000/0.000
Lib ]0.00040.00000.00040.000010.0004q 0.000
Chi [0.02100.021010.01780.01630.0160 0.0242|0.000
Jap |0.02860.02860.02330.0212/0.02080.0346|-0.000{0.000
Cor [0.03930.0393/0.03260.0302/0.02970.0470{0.00480.00130.000
Ama |0.23570.2357/0.14800.1198/0.11490.3273)0.0341/0.0197/0.00310.000
Mex [0.10550.1055/0.07330.0635|0.06140.1442/0.0265/0.01540.0036/-0.008{0.000
Arg |0.04340.0434/0.02520.0195/0.01850.0656|-0.002{-0.000{0.0058|0.03550.0231{0.000
Bra |0.00840.00840.00680.00580.00550.0095/0.0070{0.01360.0314{0.1231/0.0963(-0.0013|0.000
SBra [0.0257/0.0251{0.01680.0140 0.01340.0347{-0.000{0.00170.0085{0.049( 0.0319]-0.0046|0.000670.000
Uru |0.01230.0123]0.00430.0015/0.00090.0216/0.0073{0.0112/0.0198{0.07620.0450| 0.00185-0.0015/0.002370.000
RIV [0.14920.1492/0.08320.0627/0.05920.1228|-0.010{-0.010{-0.00710.00370.0021]-0.0104{0.00351-0.0082(0.0148 0.000
TBO |0.04340.0434/0.02520.0195/0.01850.0456-0.002{-0.000{0.0058/0.03550.0231{-0.0067|-0.0013(-0.0046/0.001§ -0.0104;0.000

Figura 20. Valores de Fst para el sistema Diego. Obtenidos en Arlequin, en azul se indican aquellos

con valor p significativo.

4.4.3. Sistema Duffy

Las frecuencias poblacionales de Tacuarembo y Rivera se compararon con otras 15
poblaciones mundiales, distribuidas en 4 continentes (Tabla 16); los andlisis estadisticos
multivariados de agrupacion de clusteres mediante dendrograma y Fst se visualizan en las

Figuras 21y 22 respectivamente.
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FY*B+

Continente | Poblacion Abrev. |N° EY*A | EY*ES Bibliografia
Portugal Por 301 0,370 |0,630 |Mourantetal., 1976

EUROPA |Espaia Esp 97 0,40 |0,6 Mourant et al.,1976
Inglaterra Ing 1166 |0,413 |0,587 | Mourant et al.,1976
Suiza Sui 100 0,41 |0,59 |Olssonetal., 1998
Congo (Bantu) Con 501 /0,04 |0,96 Mourant et al.,1976

AFRICA Kenia Ken 84 0,012 |0,988 | Mourant et al.,1976

Bereberes (Argelia) | Ber 82 0,2 0,8 Mourant et al.,1976
Pinetown (Sudéafrica) | Pin 100 |0,03 0,97 Olsson et al., 1998

China Chi 566 0,940 |0,060 | Zhou etal., 2014
ASIA Japon (Tokio) Jap 135 10,878 |0,122 | Mourant et al.,1976

Corea Kor 107 0,921 |0,079 | Nathalang et al 2015

México (ciudad) Mex 403 0,543 |0,457 | Arreygue-Avila, 2011

Argentina (Rosario) |Arg 275 10,51 [0,49 Cotorruelo et al., 2009
Cavasini et al., 2007 y
AMERICA |Brasil (Amazonia) Am.Bra |494 10,365 |0,635 |Schneider et al., 2012

Uruguay Uru 82 0,394 |0,606 | Sans, 1991
Tacuarembod TBO |150 0,443 |0,557 | Este estudio
Rivera RIV 50 0,490 |0,510 | Este estudio

Tabla 16. Frecuencias alélicas poblacionales para el sistema Duffy. Dato para 15 poblaciones

mundiales distribuidas en cuatro continentes y las dos muestras estudiadas.

Para el andlisis del dendrograma (Figura 21) se utilizé el mismo criterio que en los casos
anteriores y se trazo una linea horizontal determinandose 3 clusteres. El primer clister esta
conformado por las poblaciones europeas y americanas, pero en este el departamento de
Rivera se agrupdé a muy poca distancia de Argentina y México, mientras que Tacuarembo es
mas similar a Portugal, Espafa, Inglaterra, Suiza, la Amazonia brasilera y la muestra
uruguaya analizada por Sans (1991). Las poblaciones de Africa forman un agrupamiento
en el cual los Bereberes del norte de ese continente se diferencian del resto y las asiaticas
se agrupan entre si y son las que mayor grado de diferenciacién presenta con el resto.

Los indices Fst (Figura 22) muestran la misma tendencia que el dendograma, donde se
puede observar una clara diferenciacion del sistema Duffy entre continentes. Las
poblaciones africanas y asiaticas presentan una diferencia pequefia entre los paises que
componen a cada una de ellas, pero en general grande a muy grande al compararse con
otras poblaciones. Las europeas y americanas son similares entre si, pero también
presentan diferencias grandes a muy grandes y a su vez significativas con el resto.

Tacuarembd y Rivera siguen la misma tendencia, presentando en general diferencias
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significativas y muy grandes con los paises de Africa y Asia, pero para el caso de

Tacuarembd también se observa una diferencia pequefa pero significativa con México.

Distance

Cluster A

Cluster B

Cluster C

<

>

Mex Arg Riv Am.Br Por Ing Sui Esp Uru Tbo

Ber Con Pin Ken Chi Kor Jap

A

=

I—I_l

T

v

Figura 21. Dendrograma UPGMA a partir de frecuencias poblacionales del sistema Duffy. Este se

realizd en PAST pero la linea horizontal de corte que permitié la formacién de los 3 clisteres para las

17 poblaciones se trazo a criterio del investigador.

Por |Esp |Ing |Sui |Con |Ken |Ber |Pin |Chi |Jap |Kor |Mex |Arg |Am.Br|Uru |TBO |RIV
Por  |0.0000
Esp |-0.00440.0000
Ing  |0.0020{-0.0053/0.0000
Sui_ (-0.003(-0.0101{-0.00540.0000
Con [0.3252(0.477250.2769 0.4843{0.0000)
Ken 0.2512{0.3545§0.2582/0.3597)0.0043]0.0000
Ber  0.0579|0.0854§0.08580.0917/0.1742)0.1571]0.0000
Pin 0.2349(0.335290.2422/0.3410 -0.0044-0.003]0.1263{0.0000
Chi_ |0.5799|0.63280.4320/0.6233{0.8939|0.8943{0.79950.8873{0.0000
Jap  [0.4020{0.410840.3221/0.40030.8707{0.8444/0.65120.8321{0.0208 0.0000
Kor  |0.4460/0.4709(0.3625|0.45990.8992|0.9037]0.7094 0.8883(-0.003]0.0023{0.0000
Mex |0.0566|0.032840.03190.02880.48900.40160.20140.3885 0.3646{0.2085]0.2531)0.0000
Arg  [0.0359/0.0158(0.0162/0.0127/0.4913{0.3846/0.1711)0.3713]0.4352|0.2515{ 0.298¢( -0.000]0.0000)
Am.Br |-0.0024-0.00310.0035-0.001{0.2801{0.2325/0.0543 0.2163| 0.5444{0.3930] 0.4343{0.0607|0.0394) 0.0000
Uru |-0.006{-0.0110-0.0054-0.010{0.4774|0.3591|0.076€0.3376| 0.65380.4324]0.4958 0.0385{0.0200 -0.005| 0.0000
TBO  [0.0056|-0.0055{-0.002]-0.006]0.4793{0.3552|0.11420.3397|0.5634)0.3477{0.4007]0.0166| 0.0043({0.0077]-0.004{0.0000
RIV  |0.0142(-0.0028-0.001{-0.005]0.6250|0.5140/0.1610 0.4894{0.5919/0.3511{0.4311}-0.003]-0.010{0.0172/0.0002{-0.01020.0000

Figura 22. Valores de Fst para el sistema Duffy. Obtenidos en Arlequin, en azul se indican aquellos

con valor p significativo.

51



4.4.4. Distancia genética para los tres sistemas de estudio y sus poblaciones

parentales segun prestador de salud

Debido a que encontrar frecuencias para los sistemas en estudio en las mismas
poblaciones no fue posible, se realiz6 un compilado de las frecuencias de las poblaciones
parentales de modo de contrastar dichos datos con los de las poblaciones en estudio (para
el sistema Duffy se incorporo el alelo nulo) mediante PCoA. Dichas frecuencias se presentan
en la Tabla 17.

Alelo A B 01 |O1v |02 |FY*A |FY*B |FY*ES |DI*A |DI*B
EROPEO 0,270|0,100|0,4000,230/0,020{0,394 0,598 /0,004 |0,000|1,000
AFRICANO 0,210|0,130|0,340/0,3100,020{0,050|0,050|0,900 |0,000|1,000
INDIGENA 0,020/0,000/0,370|0,610|0,000(0,775]0,225]|0,000 |0,126|0,876

RIVERA MUT |0,262)0,095|0,310/0,2860,048{0,450/0,479/0,071 |0,050|0,950
RIVERA ASSE |0,310|0,052|0,364 0,276 |0,000|0,520|0,448|0,028 |[0,030|0,970
RIVERA GEN |0,300|0,070|0,340/0,270/0,020|0,490|0,470|0,040 |[0,040]0,960
TBO MUT 0,250/0,083|0,383|0,250(0,033|0,417|0,472]0,111 |0,017]0,983
TBO ASSE 0,205|0,023|0,523|0,250/0,000{0,432/0,497/0,071 |0,045)|0,955
TBO GEN (50) |0,240|0,058|0,433|0,250/0,019|0,433|0,473|0,094 |0,030|0,970
TBO GEN (150) | 0,243]0,047]0,400|0,290/0,017]0,443]0,463 0,094 |0,027|0,973

Tabla 17. Frecuencia del compilado de poblaciones parentales y de las poblaciones estudiadas segun
prestador de salud. MUT (mutualistas), ASSE (Administracion de los Servicios de Salud del Estado),
GEN (poblacién general sin diferenciar prestador de salud). Para el caso de Tacuarembd en las 50

muestras con datos de prestador de salud y en las 150 muestras totales.

En el analisis de PCoA (Figura 23) se observa que las muestras de Rivera y Tacuarembd
independientemente del prestador de salud se agrupan juntas, pero Tacuarembd ASSE y
Rivera mutualista son las mas similares entre si. A su vez todas se ubican en el mismo
cuadrante que la poblacion europea (con quien mantienen mayor distancia), mientras que
las indigenas y africanas lo hacen en cuadrantes diferentes pero diferenciandose mas esta

ultima.
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Figura 23. PCoA para 50 muestras de Tacuarembd y 50 muestras de Rivera diferenciadas segun
prestador de salud. M= Mutualista o IAMC y A= ASSE. RIV= Rivera, TBO= Tacuarembd, EU= Europa,
IND= Indigena, AF= Africa.

4.5. Analisis de mezcla genética

A partir de las frecuencias génicas obtenidas (datos de la Tabla 17) se calcularon los
aportes europeos, amerindios y africanos mediante el programa ADMIX-95 para cada

departamento segun prestador de salud y en su conjunto (poblacién general).

Se observé que a modo general ambos departamentos posen un mayor componente
europeo, seguido por indigena americano y en menor proporcion africano. Para el
departamento de Tacuarembé en la poblacion general (150 muestras) el aporte europeo,
indigena y africano fue de 67,2%, 20,3% y 12,5% respectivamente y para las 50 muestras
66%, 25% y 9%. Entre quienes se atendian en ASSE el componente europeo disminuyé a
55,6% y por consiguiente el indigena aument6 a 36,3% ya que el africano apenas vario
(8,1%), mientras que en mutualista prevaleci6 ampliamente la ascendencia europea con
72,25% aumento la africana a 13,5% y la indigena disminuy6 al minimo encontrado en la

region con 14,25%.

En Rivera aumento la proporcion de ancestria indigena (32,1%) a la vez que disminuyd la
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europea (64,2%) y africana (3,7%) en comparacion con Tacuarembd, con quien también se
diferencié porque en ASSE disminuyd el componente indigena a 24,2% y aumento6 el
europeo a 72,9%; por consiguiente en mutualista el aporte autéctono y el africano
alcanzaron valores de 39,8% y 6,3% respectivamente y en el europeo se dieron las minimas
encontradas en la region de estudio con 53,9. Los datos de R? (coeficiente de determinacion)
iguales a 1 son oOptimos e indica que el modelo predice perfectamente los valores en el

campo de destino.

100,00 R2=1,00 RZ=1,01 R2=1,00 R2=1,00

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

50 MUESTRAS 150 MUESTRAS ASSE MUTUALISTA
B EUROPEO MW AFRICANO ® INDIGENA

Figura 24. Porcentaje de mezcla génica obtenida para el departamento de Tacuarembd. La muestra
general cuenta con dos categorias, las 50 muestras tomadas en 2021, que contaban con datos del

prestador de salud y las 150 muestras totales. R?= R.Square (Coeficiente de determinacién).

100,00 R2=1,00 R2=1,01 R2=1,00

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

GENERAL ASSE MUTUALISTA
®H EUROPEO m®mAFRICANO mINDIGENA

54



Figura 25. Porcentaje de mezcla génica obtenida para el departamento de Rivera. R?= R.Square

(Coeficiente de determinacion).
5. Discusion

En relacién a los resultados obtenidos y siguiendo el criterio utilizado anteriormente la
discusion se dividird segun los andlisis individuales para cada uno de los tres sistemas

sanguineos estudiados y finalmente en su conjunto.

5.1. Sistema ABO

Considerando las muestras estudiadas en la presente tesis para el sistema ABO, a nivel
fenotipico en Rivera el grupo sanguineo predominante fue el A con valores de 0,48,
mientras que en Tacuarembo6 fue el O con 0,49. Al comparar los resultados obtenidos para
el departamento de Tacuarembod en esta investigacién con los de Sans en 1994, se not6 que
la frecuencia del grupo A fue bastante mas alta actualmente que en aquel entonces. Las
mayores diferencias se produjeron para una muestra de 127 individuos (mayoritariamente
mujeres puérperas del Hospital Regional de Tacuarembd y algunas de sus maridos/parejas);
sin embargo esta diferencia y la actual disminucion de los otros grupos resultdé no ser
significativa (X?=7,55, gl=3, p=0,056) pero esta al limite. Para profundizar en este aspecto,
se compilaron datos tomados en periodo 1994-1998 en el banco de sangre del Hospital
Regional de Tacuarembd (informacion suministrada por la Dra. Faguaga) y resulto ser similar
a la muestra total de Sans (M1=127 mas M2=49 individuos seleccionados por tener

ancestros presumiblemente indigenas o africanos.

Fenotipo
Afios Ne° @) A B AB Referencia
1991-1994 (M1) 127| 0,551| 0,276| 0,137| 0,039 |Sans, 1994
1991-1994 (M2) 49| 0,490| 0,490| 0,020| 0,000|Sans, 1994
1991-1994 Total 176| 0,534| 0,335| 0,102| 0,029 | Sans, 1994
1994-1998 5809 | 0,546 | 0,351 | 0,078 | 0,026 | Este trabajo, archivo
2017-2021 150| 0,493| 0,413| 0,073 | 0,020 | Este trabajo, muestra

Tabla 18. Frecuencias fenotipicas en diferentes periodos. Con excepcién de la muestra del presente
trabajo las otras se corresponden a muestras del area de influencia del Hospital Regional de

Tacuarembad.

Esta tendencia al aumento del alelo A y disminucion de los otros grupos podria estar
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indicando que las frecuencias cambiaron en el transcurso de 25-30 afios, pero de momento
no es estadisticamente significativa. Las razones de estos cambios segun Sans y
colaboradores (2021) pueden ser diversas, migraciones internas, diferentes
comportamientos de distintos sectores de la sociedad (a nivel socioecondémico o
geografico) con relacion a la natalidad y mortalidad e incluso factores inherentes a los
métodos utilizados. Si podemos afirmar que para nuestra muestra en estudio estos
cambios no se deben a procesos migratorios actuales desde otros departamentos o
paises ya que la muestra consistié en ciudadanos residentes, preferentemente nacidos
en el departamento y votantes en las dos ultimas elecciones. La principal variacion fue
en el muestreo, puesto que en el presente estudio se buscé un equilibrio entre personas
afiliadas a ASSE y mutualista, mientras que en los otros casos la region seleccionada

fue la del area de influencia del Hospital Regional.

En cuanto a las frecuencias alélicas de ambos departamentos, el alelo O fue el mas
representado y dentro de este lo fue la variante O*. Tacuarembé se caracterizé por tener un
menor porcentaje de los alelos A, By O? y mas del alelo O, tanto de la variante O como O
predominante en poblaciones indigenas. Lo que podria estar determinando un mayor
porcentaje de ascendencia indigena en Tacuarembd, mientras que Rivera presenta mas
similitudes con la muestra de Montevideo (Acosta 2015). Al comparar las frecuencias
obtenidas para ambos departamentos con las poblaciones parentales, se observa mayor
similitud con las poblaciones europeas. En Europa aumenta la proporcion del alelo A,
disminuye el alelo B y la distribucion de la variante O es mayor a la del OY, a diferencia de
lo que ocurre en Africa donde ambas variantes de alelos O se encuentran en proporciones

similares, el alelo A es mas bajo y el B mas alto (Daniels, 2002; Parolin, 2013).

Al comparar la distancia genética de las poblaciones de estudio con otras poblaciones
mundiales se puede observar que si bien existen diferencias geograficas segun continentes
y poblaciones, estas no son tan marcadas en el sistema ABO como para otros grupos
sanguineos. Esto también se evidencio en que los valores de Fst, usados para distinguir la
diferenciacion entre las poblaciones indicaron diferencias pequefias (0 a 0,05) entre todas
las poblaciones comparadas, a excepcién de la indigena sudamericana que presento
diferencias moderadas (0,05 a 0,15) y grandes (0,15 a 0,25) con el reto. Esto se debe a que
en general las poblaciones indigenas se caracterizan porque el alelo O esta fijjado o se
encuentra con una frecuencia altamente predominante (Salzano y Callegari-Jacques,

1988). Segun diferentes teorias esto se atribuye a que los alelos A y B pudieron estar
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ausentes antes de la colonizacion de América o a que hayan estado presentes pero en
frecuencias muy bajas en las primeras poblaciones que llegaron a América y luego se
perdieran por la accion de la deriva genética y/o seleccion natural (Vaccaro, 2017). Otro
punto interesante es el de las diferencias entre las variantes del alelo O, diferentes hallazgos
indican la mayor frecuencia del alelo O en poblaciones indigenas sudamericanas y la
ausencia del alelo O? (Llop et al., 2006). Razones por la cual las poblaciones indigenas se
diferencian tanto del resto en los indices Fst y en el dendrograma; analisis que indican
mayores similitudes entre las poblaciones del noreste uruguayo con Argentina y las
espafolas, posiblemente porque esta es nuestra principal poblacion parental europea. Lo
gue puede explicarse debido a que en el siglo XV y XVI los pueblos de la peninsula ibérica
inician el periodo de expansiéon europea por todo el ambito mundial (Pi Hugarte y Vidart,
1969).

5.2. Sistema Diego

El fenotipo Di(a-b+) fue ampliamente predominante con frecuencias de 0,947 en
Tacuarembdé y 0,92 en Rivera, seguido por Di(a+b+) con valores de 0,053 y 0,08
respectivamente, no encontrandose individuos para con el fenotipo Di(a+b-). La presencia
del alelo DI*A fue mayor en el departamento de Rivera donde alcanz6 una frecuencia de
0,04, lo cual determina una mayor similitud con las poblaciones asiaticas e indigenas,
mientras que en Tacuarembo la frecuencia fue de 0,027, igual a la poblacion argentina y
similares a las reportadas en Brasil (sobre todo el sur). El alelo DI*A es caracteristico de
poblaciones asiaticas (frecuencias de 0,02 a 0,12) e indigenas, donde alcanza las maximas
frecuencias reportadas, con valores de 0,25 en Quechuas, 0,29 en Caribes, 0,36 en Carajas
y 0,46 en Caingangues (Layrisse y Arends, 1958). Su presencia en las actuales poblaciones
americanas (trihibridas) en general es un indicador del aporte aborigen, dado que su
prevalencia es nula en las otras poblaciones parentales mas comunes. Dichos resultados
estarian indicando un mayor componente indigena en Rivera, siendo contrario a los
resultados obtenidos para el sistema ABO, pero coherentes con los valores determinados
de mezcla génica, lo que se discutirh mas adelante. Pero es importante aclarar que las

diferencias para dicho sistema no fueron estadisticamente significativas.

Los unicos antecedentes con los que se cuenta para este sistema sanguineo en Uruguay
son los resultados de Sans (1994), quien estimo para el alelo DI*A frecuencias de 0,008 en

una muestra de 121 mujeres del Hospital Regional de Tacuarembo, pero diferenciandose
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en 0,005 (105 mujeres de la poblacion general) y 0,032 (16 mujeres que reconocieron
ascendencia indigena). Cabe mencionar que dichos datos fueron calculados a partir de
métodos diferentes: Sans uso técnicas seroldgicas, mientras que en el presente trabajo, se

emplearon procedimientos moleculares.

Debido a la fijacién del alelo DI*B en Europa y Africa, no se encontraron diferencias de
distancia genética entre estas poblaciones y el indice Fst fue de cero, pero si diferencias
moderadas con Rivera y pequefias con Tacuarembd, determinadas por la presencia del alelo
DI*A. La Amazonia peruana y ciudad de México debido a su mayor ascendencia indigena
presentaron diferencias significativas con la mayor parte de las poblaciones salvo con

algunas asiaticas y Rivera donde la frecuencia de dicho alelo fue intermedio.

5.3. Sistema Duffy

En relacion al sistema Duffy se observé a nivel fenotipico para ambas muestras que Fy(a+b+)
fue predominante con frecuencias de 0,549 en Rivera y 0,487 en Tacuarembd, seguido por
Fy(a-b+) con 0,235y 0,313y Fy(atb-) con 0,216 y 0,197 respectivamente. Mientras que para
Fy(a-b-), calculado por estimacion, solo se esperaria encontrar un individuo con el fenotipo
nulo en Tacuarembd y ninguno en Rivera. En cuanto a las frecuencias alélicas en la muestra
de Tacuarembd se determiné una frecuencia FY*A de 0,440 y FY*ES de 0,090 mientras que
en Rivera fue de 0,490 y 0,040 respectivamente. Debido a esto, al analizar este sistema
sanguineo de forma individual sus frecuencias nos indicarian una menor ascendencia
indigena (determinada por la menor frecuencia de FY*A) y una mayor ascendencia africana
(FY*ES fue poco mas que el doble) en Tacuarembd, pero es importante aclarar que las

diferencias para dicho sistema fueron no significativas.

Los antecedentes con los que se cuenta son datos serolégicos de Sans (1991), para la
poblaciéon de Uruguay predominantemente del sur del pais (Fy*A=0,394, Fy*B=0,515 y
Fy*ES=0,091) y Sans (1994) en el que se muestrearon 127 individuos mayormente de
Tacuarembd, alcanzando FY*A una frecuencia de 0,382, FY*B 0,502 y FY*ES 0,116
(encontrandose 2 individuos con el fenotipo Duffy nulo, lo que es coherente con la actual
estimacion). Estas frecuencias, en contraste con los datos para los sistemas ABO y Diego

muestran menor diferencia con los datos de la actual investigacion.

En cuanto a distancias genéticas, se observé una clara diferencia de las poblaciones

africanas y asiaticas en comparacion a las europeas y americanas que muestran una gran

58



similitud entre si. A nivel de Fst ambas muestra estudiadas mostraron mayormente
diferencias muy grandes con las poblaciones africanas y asiaticas pero diferencias
pequefias con las europeas y americanas. Dicha diferencia también se evidencia
claramente en el dendrograma (Figura 21) y se atribuye a que en las poblaciones africanas
el alelo nulo alcanza su maxima frecuencia (mayor a 90% e incluso la fijacion en partes
de Africa occidental, central y oriental) y en el continente asiatico lo hace el alelo FY*A que
esta cerca de la fijacién en la zona oriental (Howes et al., 2011), siendo este alelo también
predominante en poblaciones indigenas donde alcanza valores medios de 77%
aproximadamente (Avena et al., 2006). En las poblaciones europeas y americanas actuales
la distribucion de FY*A y FY*B muestra mayor variacion en relacion a las anteriormente
mencionadas y menor variacion entre ellas, caracterizandose las americanas por un aporte
poco mayor del alelo A debido generalmente a la mezcla con poblaciones indigenas y por

tener el alelo FY*ES como consecuencia de la mezcla con poblaciones africanas.

En este sistema el alelo FY*ES es de gran relevancia en la genética de poblaciones ya que
en estado homocigoto proporciona uno de los pocos ejemplos conocidos de ventaja selectiva
conferida por un fenotipo de grupo sanguineo a una enfermedad, puesto que atribuye
resistencia a la malaria, y explica la alta frecuencia reportada en Africa (Moulds et al., 1998,
Howes et al., 2011); por ello, la incorporacion de dicho alelo en las poblaciones americanas
actuales esta estrechamente vinculada a la ascendencia africana. Sin embargo el hecho de
gue en el Rio de la Plata la ocupacién europea no tuvo como fundamento la explotacion de
minas de metales preciosos o el establecimiento de plantaciones de productos exportables
(cuyo funcionamiento insumié mayor mano de obra esclava) aqui el componente de origen

africano fue mas limitado (Pi Hugarte y Vidart, 1969).

5.4. Mezcla genética

En el departamento de Tacuarembd la poblacion general presentd porcentajes de aportes
genéticos de 67,2% europeo, 20,3% indigena y 12,5% africano para el total de la muestras,

mientras que en Rivera el porcentaje fue 64,2%, 32,1% y 3,7% respectivamente.

Si comparamos dichos resultados con los obtenidos para la regién previamente, a partir de
marcadores biparentales, se puede afirmar que se mantuvo el patrén establecido de mayor
aporte del componente europeo (debido a que en Rio de La Plata la inmigracion

transoceanica ha tenido un enorme impacto), una importante presencia aborigen, y un
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menor aporte subsahariano (ya que la ocupacion europea no tuvo como fundamento la

explotacion de minas o el establecimiento de plantaciones).

En 1994 para una muestra del Hospital de Tacuarembo, usando 22 loci en grupos
sanguineos, proteinas de suero sanguineo y HLA, Mdnica Sans determiné que el aporte
caucasico variaba entre 54 y 60%, el africano entre 11y 15% y el amerindio entre 27 y 31%,
valores recalculados por Sans y colaboradores (1997) donde reportaron frecuencias de
65%, 15% y 20% respectivamente. En el afio 2019, Sara Flores estimé por medio de 70
marcadores individuales de ancestria (AIMs) un 78,6% de ascendencia europea, 13,6%
indigena y 7% africana en la poblacion general de Tacuarembd, mientras que en una
muestra de hipertensos atendidos en ASSE obtuvo valores de 73,2%, 22,7% y 8%
respectivamente. EI mismo afio Patricia Mut, también utilizando 70 AIMs en Tacuarembo
determiné, 70,3% de aporte europeo, 18,8% indigena y 11% africano. Estos y otros valores

de la region noreste se pueden observar en la Tabla 19.

Al comparamos dichos resultados con los obtenidos para nuestra poblacion de estudio
podriamos afirmar que los datos a nivel general son mas similares a los resultados de Sans
et al. (1997) y de Mut (2019) para la ancestria autosémica, pese a que en el presente estudio
solamente se analizaron variantes de 3 sistemas sanguineos. Siendo importante destacar
gue estos calculos pueden variar de acuerdo a la muestra utilizada, la técnica seleccionada
y el algoritmo que emplea cada software. Incluso para nuestros propios datos de
Tacuarembd se observaron diferencias en los aportes genéticos al variar solamente el

numero de individuos de cada muestra.

Aporte
Noreste Marcador |Europeo |Indigena |Africano |Bibliografia
Tacuarembo 22 loci 54-60 27-31 11-15| Sans, 1991
Tacuarembd 22 loci 65,0 20,0 15,0 | Sans et al., 1997
Tacuarembd (pob. general) |70 AIMs 78,6 13,6 7,0 | Flores, 2019
Tacuarembo (Hipertensos) |70 AlMs 73,2 22,7 8,0 | Flores, 2019
Tacuarembo 70 AlMs 70,3 18,8 11,0 | Mut, 2019
Tacuarembo 8 ALUs 63,0 7,0 30,0| Vega et al., 2020
Tacuarembd 3 sistemas 67,2 20,3 12,5 | Este estudio
Rivera 3 sistemas 64,2 32,1 3,7 | Este estudio
Cerro Largo 19 loci 82,0 8,0 10,0 | Sans et al., 2006

Tabla 19. Estimacién de los aportes poblacionales del Noreste, empleando distintos sistemas

genéticos biparentales.
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Los resultados obtenidos en este trabajo para ambos departamentos llamaron nuestra
atencion ya que se esperaba encontrar un mayor aporte africano y un menor componente
indigena en Rivera de acuerdo a procesos historicos locales, que indican una mayor
influencia luso-brasilefia, que utilizaba mano de obra esclava (Olyntho et al., 1970). Asi como
también a datos del censo del Instituto Nacional de Estadistica (INE, 2011), que incluyé dos
preguntas respecto a la ancestria, una sobre autoadscripcion y otra sobre ancestros. Los
datos censales indican que Rivera es el segundo departamento (el primero es Artigas) con
mayor porcentaje de ascendencia africana autodeclarada como principal, lo cual representa
el 12% de sus residentes, pero el quinto en cuanto a ascendencia indigena (3,1%); mientras
gue en Tacuarembé la situacidon es practicamente inversa: ocupa el quinto puesto en
ascendencia africana (6,4%) y el primer lugar en ascendencia indigena con 5,7% (INE,
2011, Cuadro N° 4, poblacion por sexo y principal ascendencia étnica racial, segun
departamento; Observatorio Territorio Uruguay, 2019). El anacronismo entre los datos
genéticos obtenidos y censales no puede ser atribuido a los primeros, ya que estos son
objetivos y coinciden con distintos estudios. Sino que deben explicarse por otros factores,
como desconocimiento de la historia familiar, ocultamiento, falta de familiarizacion con el
tema tratado o incluso el mismo muestreo: por ejemplo para el caso de Rivera, se
corresponde solamente a la capital departamental, lo cual no es necesariamente valido para
el resto del departamento. En relacion a la falta de reconocimiento de la ancestria indigena
a nivel personal los motivos son complejos y, fundamentalmente, se centran en la identidad
nacional que ignora el aporte indigena a partir del presunto exterminio ocurrido en la década
de 1830 (Sans, 2017, Sans et al., 2021).

5.4.1. Aporte genético, lugar de atencion y nivel socioeconémico

Como se menciond anteriormente, para evitar un sesgo socioecondmico se busco un
equilibrio en el muestreo entre prestadores de salud publica y privada. Basado en que
diferentes investigaciones en distintos paises de Latinoamérica mostraron diferencias en el
origen de la poblacion, que pueden catalogarse genéricamente como producto de
desigualdades socioecondémicas (Avena et al., 2006; Martinez et al., 2007; Schwab et al.,
2019). En el caso de Uruguay en una investigacion realizada en el departamento de
Montevideo en el periodo 2007-2009, se observé una diferencia significativa segun prestador
de salud y en base a esos resultados se concluyé que la poblacion de Montevideo era

heterogénea y subestructurada por motivos socioeconomicos, lo cual repercute en los
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origenes de los distintos aportes genéticos recibidos (Sans et al., 2021). Por esta razon se
consider6 apropiado observar que ocurria con la muestra del noreste y tomar en cuenta la
creacion del Fondo Nacional de Salud (FONASA) en 2008. Este abarca a todos los
trabajadores o dependientes de trabajadores dentro del sistema formal, los cuales tienen
derecho a elegir su prestador de salud entre Administracion de los Servicios de Salud del
Estado (ASSE ) o Instituciones de Asistencia Médica Colectiva (IAMC) que son el principal

componente del subsector privado (mutualistas).

En el departamento de Tacuarembd para la poblacion afiliada a ASSE el componente
africano fue el que menos vario respecto a la poblacion general con 8,1%, el europeo
disminuyo a 55,6% y por consiguiente el indigena aumento6 a 36,3%. Esto contrasto con los
datos de la mutualista (Comta) donde prevalecié ampliamente la ascendencia europea con
72,2%, aumento la africana a 13,5% y la indigena alcanzé valores minimos con 14,3%. En
Rivera se dio la situacion opuesta, los mayores valores de ascendencia europea (72,9%) se
dieron en la muestra de ASSE y disminuy6é la ascendencia indigena y africana (24,2% y
2,9%), mientras que en mutualista el componente europeo alcanzé las minimas de la region
con 53,9% y el indigena valores maximos de 39,8%. Estos resultados no mostraron una
tendencia clara para poder afirmar la existencia de un sesgo socioeconémico y no se tiene
claro porque Rivera no siguio la tendencia encontrada en otros analisis. Lo que si podemos
afirmar es que en base a datos de Encuesta Continua de Hogares (ECH) del INE, en el
interior del pais el porcentaje de personas afiliadas a ASSE es mayor (Tacuarembé= 53,9%,
y Rivera= 48,1%) que en la capital, donde se dan los valores minimos con 20% (Carnevale
etal., 2011). A la vez que después de la creacion del FONASA el principal cambio observado
lo constituye el sensible aumento de la cobertura a través del sistema mutual, siendo este

mayor en los cuartiles medios de ingreso (Oreggioni, 2012).

Los datos de mezcla genética concuerdan con el analisis de PCoA (Figura 23) en el que
las muestras de Tacuarembd ASSE y Rivera mutualista mapean casi superpuestas,
indicando mayor similitud entre ellas y donde las 4 muestras del noreste se ubican en el
mismo cuadrante que la poblacién parental europea, la cual representa el componente
principal de la ascendencia de la region. Las poblaciones indigena y africana se ubican en
otros cuadrantes, pero la africana a mayor distancia, lo que es concordante con el menor

aporte genético.
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6. Conclusién

Los resultados obtenidos representan la primera investigacion en el pais con un
relevamiento a nivel molecular para determinar las variantes genotipicas y génicas de los
sistemas sanguineos ABO, Duffy y Diego e incluyen los primeros datos de genética de

poblaciones y estudios de ancestria para el departamento de Rivera.

En este estudio se reporta la distribucion de las frecuencias fenotipicas, genotipicas y
alélicas en de Tacuarembd y Rivera, indicando que ambas poblaciones se encuentran en

equilibrio de Hardy-Weinberg.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas diferencias para ninguno de
los sistemas analizados en forma particular ni en su conjunto. Sin embargo el hecho de
analizarlas por separado permiti6 determinar leves diferencias entre las poblaciones de
ambos departamentos, lo que seguramente responda a procesos individuales histéricos y

recientes de esta region.

La presencia de los alelos DI*A y FY*ES, caracteristicos de poblaciones indigenas vy
subsaharianas, respectivamente, y que presentan frecuencia nula entre los europeos,
fueron determinantes para poder evidenciar diferencias genéticas entre las muestras. Al
analizar las frecuencias de forma individual para cada sistema se observo en Rivera un
mayor componente indigena y un menor componente africano en relacion a estos alelos. Lo
cual se reflej6 en el andlisis de mezcla génica, pero fue contrario a las frecuencias del

sistema ABO que indicaron un mayor componente indigena en Tacuarembo.

En cuanto a distancias genéticas, se demostrd que a nivel general, la muestra del noreste
del pais tiende a agrupar por su similitud genética con las europeas. En los dendrogramas
y Fst se puede observar que para el sistema Duffy la diferenciacion genética de acuerdo a
continentes fue mas exacta que en los sistemas ABO y Diego. En ABO se observé una
tendencia de las muestras uruguayas a agruparse con las poblaciones espafiolas, pero
manteniendo diferencias pequefias con otras poblaciones mundiales a excepcion de la
indigena, la cual por carecer de los alelos Ay B y por tener un predominio de la variante O,
tuvo diferencias significativas con el resto. El sistema Diego, por su parte, para el caso de
Rivera se caracterizd por una mayor similitud con las poblaciones asiaticas y para el
departamento de Tacuarembd, con las brasileras y argentinas. Europa y Africa no mostraron
diferencias debido a la fijacién del alelo DI*B y aquellas que tenian un alto componente
indigena se diferenciaron del resto.
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Respecto a los analisis de mezcla genética, en ambos departamentos el componente
europeo fue el que predomind, seguido por el indigena y en menor medida el africano
coincidiendo estos resultados con estudios previos. Pero Rivera mostr6 un mayor porcentaje
de ascendencia indigena y un menor porcentaje africano que Tacuarembd, siendo este dato
contrario de lo que se esperaria encontrar de acuerdo procesos historicos locales y a las

encuestas de auto-adscripcion y ancestria de la poblacion.

En cuanto a las diferencias segun prestador de salud los resultados no mostraron una
tendencia clara para poder afirmar la existencia de un sesgo socioecondmico. En el
departamento de Rivera los componentes africano e indigena fueron mas altos en
mutualistas, contario a lo que ocurrié en Tacuarembd donde el componente indigena en
ASSE fue mas del doble al encontrado en la mutualista. Por esta razon se sugiere ser muy
cuidadoso a la hora de obtener muestras de poblaciones representativas de una ciudad o

region y no realizar muestras por conveniencia que puedan incurrir en sesgos.

El hecho de contar con investigaciones previas para el departamento de Tacuarembo
permiti6 comparar resultados y con ello corroborar que el andlisis de los sistemas
sanguineos ABO, Diego y Duffy en su conjunto constituyen una herramienta util para el
analisis de mezcla genética, reflejando precision para determinar la contribucion parental al

pool genético de poblaciones trihibridas como la de Uruguay y de América Latina en general.

Se demuestra una vez mas que a pesar de su pequefio territorio y baja densidad poblacional,
Uruguay presenta diferencias respecto a su estructura genética incluso en departamentos

limitrofes y con tanta influencia entre si como Tacuarembo y Rivera.

A futuro se pretende continuar la linea de esta investigacion incorporando mas sistemas
sanguineos, ya que con tres sistemas y 10 alelos estuvimos al limite de poder determinar
mezcla genética. También se espera profundizar en aspectos del sesgo socioeconémico y
contar con los datos del proximo Censo de Poblacién de Uruguay en 2023 para fortalecer

nuestro trabajo.
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Anexos

Anexo 1

ISBT: Table of blood group systems v10.0 30-JUN-2021
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Anexo 2

Protocolo de extraccion de sangre, método “salting-out”

Lavados:

Con el objetivo de aumentar la concentracién de ADN se puede recuperar los leucocitos, ya
gue esta es la Unica fraccion que contiene ADN.

1) Descongelar la muestra de sangre y llevarla al agitador.

2) Rotular tubos falcon de 15 ml tanto en la tapa como en el cuerpo.

3) Pipetear aproximadamente 3 ml de sangra y completar con buffer TIOEIO llevando hasta
14 ml aproximadamente.

4) Llevar al agitador o al vortex por lo menos una hora.

5) Centrifugar a 2000 rpm por 10 minutos a 20 °C.

6) Descartar el sobrenadante cuidadosamente para no perder el pellet.

7) Repetir el procedimiento al menos 3 veces mas, de modo que el pellet quede lo mas limpio

posible (preferentemente blanco).

Extraccioén:

Lisis celular:

Re-suspender el pellet en 4 ml de buffer PK (10mM Tris, 5mM EDTA, 0,5%SDS), y 50 ul de
proteinasa K (20 mg/ml).

Dispersar lo més posible el pellet, ya sea mediante vortex o agitacion manual.

Incubar 3 hs a 55°C, en caso de que el pellet se disuelva antes no es necesario aguardar a
las 3 hs o si pasado ese tiempo no lo hace se puede agregar mas proteinasa K. Invertir el
tubo cada media hora aproximadamente para ayudar a que el pellet se desintegre con mayor
velocidad.

También se puede incubar a 37°C toda la noche.

Desproteinizacion:

Agregar 1,6 ml de NaCl (6M) cada 4,5 ml de pellet incubado con PK, y agitar durante 15
segundos.

Incubar 15 minutos en freezer.

Precipitacion del ADN:

Centrifugar 15 minutos a maxima velocidad (4500 RPM).
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Recuperar el sobrenadante mediante el uso de pipetas paster (con cuidado de no aspirar
residuos del pellet) y pasarlo a un nuevo tubo de 15 ml.

Agregar el doble del volumen de etanol absoluto frio al tubo.

Se comenzaran a formar burbujas en la fase intermedia entre ambas soluciones, luego
invertir el tubo suavemente.

Si el procedimiento fue 6ptimo se formara una pellet el cual se recuperara cuando suba a la
superficie del liquido.

Re suspender en agua libre de nucleasas o TE, la cantidad depende del tamafio del pellet
recuperado, quedando a criterio del investigador.

Finalmente llevar al bafio a 55°C por media hora o hasta que se disuelva el pellet.

Soluciones:
T10E10: BUFFER PK: NaCl 6M:
1. TRIS HCl ph 8 1M: 10ml | 1. TRIS HCI ph 8 1M: 10ml | 1. NaCl: 350,64 gr
2. EDTA 0,5 M: 20 mi 2. EDTA 0,5 M: 10 mi 2. Enrazar a 1 litro de agua

3. Enrazarallitrode agua |3.SDS 10%:50ml | —ememmmemmmmm s

------------------------------------- 4. Enrazar a 1 litro de agua | ---------------m-mmmm oo oo
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Anexo 3

Protocolo de extraccion de ADN de saliva (a partir protocolo de sangre de B.Bertoni)

Centrifugar 500 ul de saliva a 2500 rpm durante 10 minutos.

2. Descartar sobrenadante.

Lavar el pellet con 1 ml de PBS (adicionar el PBS, vortexear, centrifugar por 5 min y
descartar el sobrenadante).

Agregar 500 ul de solucion de lisis celular (Tris HCL pH 8.0 50 mM, EDTA pH 80 100
mM, SDS 0.5%) para glébulos blancos + 15 ul de Proteinasa K y resuspender el pellet
(con pipeta).

5. Dejar en bafio caliente como minimo 1 hora u overnight a 55° C.

6. Agregar 300 ul de solucion de precipitacion de proteinas (Acetato de Amonio 7.5

9.

M) y agitar en vortex por 20 segundos.

Precipitar proteinas centrifugando a méaxima velocidad por 10 minutos. Se observa un
pellet en el fondo que son las proteinas.

Transferir el sobrenadante a un eppendorf con 700 ul de isopropanola -20° Cy agitar
por inversion. Se observa el ADN precipitado.

Centrifugar por 1 minuto a maxima velocidad y descartar el sobrenadante.

10.Lavar el pellet con 500 ul de etanol 70% A 4° C (agregar el etanol, vortexear).

Centrifugar por 1 minuto a maxima velocidad y descartar el sobrenadante.

11.Secar el pellet por inversion sobre un papel de filtro por 1 hora (o hasta que esté seco).

Se puede acelerar el proceso en bafio seco caliente con el tubo destapado para
evaporar el etanol (entre 37 y 50° C).

12.Suspender el pellet en 50 ul de agua destilada o buffer TE 1x (Tris pH 8.0 10 mM,

EDTA pH 8.0 1 mM). Dejarlo overnight a 37°C o una hora a 50 °C.
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Anexo 4

PM 1 2 3 4 5 6 T 8 Neg Neg 1 2 3 4 & 6 7 8 PM

Electroforesis en geles de agarosa al 1.5%. Productos de PCR correspondiente al exén 6 (103/104) pb

y del exén 7 a (64 pb).

PM 2 3 7 10 11 12 13 14 15 16 17 PM 2 3 7 10 11 12 13 14 16 16 17

Nia Il
(A)

— B4pb |

—» 27pb

Poliacrilamida 10%. En el mismo se muestra la digestion de 11 muestras con la enzima Nla lll (A) y
Mnl | (B). A) En el carril 1 se visualiza el marcador de peso molecular (PM) utilizado (Bioline,
HyperLadder 50bp, 50-2000 bp). Ninguna muestra tiene el patrén caracteristico de corte de ambos
alelos (fragmentos de 37pb y 27pb). En las muestras 2, 3, 7, 11, 13, 14 y 16 se puede ver que uno de
los alelos fue digerido (por lo que vemos las bandas de 37pb y 27pb) y el otro no (por lo que vemos
el amplicén completo de 64pb). En la muestra 10, 12 y 15 ninguno de los alelos fueron cortados por
lo que Unicamente podemos ver una banda sin digerir de 64pb. B) Ninguna muestra tiene el patrén
caracteristico de corte de ambos alelos (fragmentos de 42pb y 23pb). En las muestras 2, 3, 7, 11, 12,
13, 14,15, y 16 ninguno de los alelos fueron cortados por lo que Unicamente podemos ver una banda
sin digerir de 64pb. En las muestras 10 y 17 se puede ver que uno de los alelos fue digerido (por lo
gue vemos las bandas de 42pb y la de 22pb no se llega a visualizar bien, pero al tener la primera se
sabe que la segunda tendria que estar, pero al ser tan pequefia no se visualiza) y el otro no (por lo

gue vemos el amplicon completo de 64pb).
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Anexo 5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 PM

200 pb
149 pb

50 pb

Electroforesis en geles de agarosa al 1,5%. En el carril nUmero 1 se aprecia el control negativoy en el
10 el marcador de peso molecular (PM) utilizado (Bioline, HyperLadder 50bp, 50-2000 bp), el resto

son productos de PCR.

PM1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 15 PM

Mspl

149 pb
79-70 pb

50 pb

Electroforesis en geles de agarosa al 3%, enzima Mspl. En el carril nimero 1 se aprecia el marcador
de peso molecular (PM) utilizado (Thermo Scientific™, 100 bp GeneRuler, 100-1000 bp). Las muestras
1,3,4,5,6y7segun gel se corresponden a individuos heterocigotos donde se puede ver que uno de
los alelos fue digerido (por lo que vemos las bandas de 79pb y 70pb) y el otro no (amplicén de 149pb).
Pero al enviarlas a secuenciar y contrastar resultados se observé que en 6 y 7 la banda de 149 era
mas tenue que la digestion (79 y 70 pb) y las muestras resultaron ser homocigotas. El resto de las
muestras son homocigotas (DI*B/DI*B) caracterizandose por presentar bandas de 79 y 70 pb. La
muestra 15 se corresponde a producto de PCR y los dos ultimos carriles son marcadores de peso
molecular de 100 y 50 pares de bases. En este se usé el doble de producto para obtener una mejor

resolucion.
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Anexo 6

12 3 4 5 6 7 8 9 PM

Electroforesis en geles de agarosa al 1,5%. En el carril nUmero 9 se aprecia el control negativo y en el

10 el marcador de peso molecular utilizado (PM, Maestrogen, AccuRuler 1Kb Plus DNA, 250pb-1kb),

el resto son productos de PCR.

TGGGTGGT GAAGTCCACGCCGGCCTCCCTGGCCC

A)
CIT

| 'NJV MMVJANALI AN L W A

TGGGTGGT GAAGTCCACGCCGGCCTCCCTGGCCC

B)
ciC

|
ARl L

Electroferograma donde se aprecia el polimorfismo para el alelo Di*A y Di*B. A) heterocigota

(Di*A/Di*B) y B) homocigota (Di*B/Di*B).
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