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Estimadores de mezcla amerindia
basados en métodos seroldgicos y
moleculares

IVAN PULGAR-ALARCON'*, MACARENA FUENTES-GUAJARDO?*,
ELENA LLOP3*, FRANCISCO ROTHHAMMER?®

Amerindian admixture estimation based on
serological and molecular methods

Background: Amerindian admixture is an important parameter to consider
in epidemiological studies in American countries, to make a proper selection of
cases and controls. Aim: To compare Amerindian admixture estimates obtained
using ABO*A and ABO*O blood group alleles and ancestral identity markers
(AIMs) in the mixed Chilean population. Subjects and Methods: Amerindian
admixture rates were determined in 720 Chilean volunteers residing in Arica and
born in the 15 regions of the country, using ABO*O and ABO*A alleles and 40
AIMs selected from more than 500,000 single nucleotide polymorphisms (SNPs).
Results: Mean admixture estimates obtained using ABO*O and ABO*A alleles
and AIM’s were 35, 47% and 48% respectively. There was concordance in esti-
mates, with the exception of the admixture based on ABO*O allele and AIMs.
Conclusions: In Chile, Amerindian admixture estimates obtained using ABO*A
could be used as an alternative to AIMs in justified cases provided the sample
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size is reasonably large.
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urante los casi 300 afios en que Chile fue
D colonia militar espafola, ingresé al pais

un numeroso contingente de soldados
de origen europeo que determiné un temprano
enlace asimétrico de varones europeos y mujeres
amerindias, que junto con la incorporacién poste-
rior de un grupo importante de esclavos africanos,
origin6 la poblacién mestiza que rdpidamente
llegarfa a ser mayoria'=.

La determinaciéon de indices de mezcla uti-
lizando los grupos sanguineos clasicos ha sido
ampliamente empleada en epidemiologia’. Como
es sabido, el sistema ABO, descubierto por Karl
Landsteiner en 1900, estd compuesto por los an-
tigenos Ay B, y los correspondientes anticuerpos
contra estos antigenos®. El gen ABO, ubicado en

el cromosoma 9, posee tres alelos A, By O, que
varfan de acuerdo a las sustituciones de nucle6ti-
dos, las cuales determinan las especificidades de
las enzimas para las cuales codifican. Durante los
ultimos veinte afios, la aplicacién de técnicas de
biologia molecular ha sido incorporada gradual-
mente a la investigacién biomédica, incluyendo
recientemente la estimacién supuestamente mds
precisa de indices de mezcla a partir de marcadores
de identidad ancestral (MIA’s) (AIM’s en inglés)®
que son seleccionados a partir de un conjunto
de polimorfismos de secuencia tnica (PSU’s)
(SNP’s en inglés). No obstante, el elevado costo
en equipos e insumos que significa la implemen-
tacion de este método, determina que la técnica
seroldgica tradicional siga utilizdndose. El objetivo
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de este estudio es comparar los indices de mezcla
estimados mediante los alelos del sistema ABO
(ABO*O y ABO*A) y los MIA's, para determinar
la confiabilidad del tradicional método serolégico
con respecto a la utilizacién de las nuevas técnicas
moleculares.

Sujetos y Métodos

El estudio incluy6 la participacién de 720
voluntarias y voluntarios chilenos nacidos en las
15 regiones de Chile, mayores de 18 afos, con
residencia actual en la ciudad de Arica. Fueron
incorporados al estudio aquellos participantes que
decidieron participar después de recibir informa-
cién detallada sobre los objetivos de éste mediante
charlas publicas y folletos. Los voluntarios firma-
ron un consentimiento informado aprobado por
el Comité de Etica/Bioética de la Universidad de
Tarapacd y completaron una encuesta con la fina-
lidad de obtener informacién sobre su ancestria.
Mediante puncién venosa se obtuvieron 10 ml de
sangre que se utilizé para realizar la fenotipifica-
ci6én del sistema ABO siguiendo las recomendacio-
nes para la clasificacién sanguinea del Instituto de
Salud Publica de Chile®. Para estimar la frecuencia
génica, se utiliz6 el programa S2 ABOESTIMA-
TOR’. El indice de mezcla amerindia se calculd
de acuerdo al método de Bernstein a partir de las
frecuencias de un unico alelo para poblaciones
dihibridas descrito por Chakaborty (1985)%°.
Debido a que el alelo B presenta frecuencias extre-
madamente bajas, se realizé el calculo solamente
para los alelos A y O. ADN gendmico se obtuvo
mediante el protocolo de extraccién de Lahiri y
Nurnberger'®. Los MIA’s fueron seleccionados
entre los polimorfismos nucleotidicos dnicos
(PNU) por presentar frecuencias marcadamente
diferentes entre las poblaciones involucradas en
la estimacién del indice de mezcla. Los PNU’s
se encuentran repartidos en el genoma en zonas
que pueden o no codificar proteinas y ocurren,
por definicién, con una frecuencia relativa de al
menos 1%. Los estimadores de indices de mezcla
obtenidos con técnicas moleculares tienen un ni-
vel mayor de precision debido a que en principio
deberian cumplir en mejor forma los supuestos
que es preciso realizar para utilizar el método de
Bernstein, es decir, que los marcadores utilizados
en el célculo no hayan cambiado de frecuencia
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en las poblaciones ancestrales e hibridas debido
a eventos mutacionales excepcionales, presiones
selectivas y/o deriva genética. La estimacion de
ancestria de los voluntarios se realiz6 a partir de
40 MIA’s seleccionados de entre cerca de 500.000
PNU's'2, El listado completo de MIA’s utili-
zados y una discusién sobre la justificacién de
su eleccién se encuentra en Fuentes y cols.”. La
genotipificacion fue realizada por KBiosciences™
y el porcentaje individual de los componentes
americano y europeo fue estimado con el progra-
ma computacional ADMIXTURE usando datos
de genotipos publicados para las poblaciones
parentales''2. El nivel de significacién de las
comparaciones entre la tipificacién de genes ABO
y de MIA’s, se determiné mediante la prueba de t
de Student para muestras relacionadas utilizando
el programa IBM SPSS Statistics 19°¢. Ademas
adelantdndonos a que la condicién de normalidad
no se cumpla para la distribucién de los indices
de mezcla, utilizamos la prueba no paramétrica
de Wilcoxon obteniendo sin embargo, resultados
semejantes.

Resultados

La distribucién fenotipica de los grupos ABO
en las 15 Regiones de Chile indica, que O presenta
la frecuencia m4s alta en todas las regiones (Tabla
1). Los promedios regionales de frecuencias aléli-
cas sirvieron de base para obtener los promedios
nacionales ponderados, siendo éstos para ABO*A
0,1396 + 0,0095, para ABO*B 0,0766 £ 0,0071 y
para ABO*0 0,7838 £ 0,0112. La comparacién de
los indices de mezcla basados en las frecuencias
de ABO*0, ABO*A y PNU'’s revela que el aporte
americano promedio para Chile varfa cuando
es calculado utilizando ABO*O (0,349 + 0,154),
ABO*A (0,469 + 0,153) o los MIA’s (0,482 +
0,50). Resulta evidente que se asemejan mads los
resultados obtenidos con el alelo ABO*A y los
MIA’s. La utilizacion de la prueba de t de Student
para promedios dependientes, como la prueba no
paramétrica de Wilcoxon ratifican esta tendencia
al ser esta comparacién la tnica no significativa.
Para algunas regiones como Atacama, Coquim-
bo, Los Rios, Aysén y Magallanes el tamano de la
muestra es reducido, factor que debe ser conside-
rado al observar los resultados separadamente por
regiones (Tabla 2).
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Tabla 1. Frecuencias génicas regionales y nacionales de los grupos sanguineos ABO en Chile

Region

Arica Parinacota
Tarapaca
Antofagasta
Atacama
Coquimbo
Valparaiso
Regiéon Metropolitana
O "Higgins
Maule

BioBio
Araucania

Los Rios

Los Lagos
Aysén
Magallanes

Total Chile

142
38
53
12
15
28

155
27
48

105
52
14
20

720

A
0,1163 = 0,02
0,0827 = 0,03
0,1973 = 0,04
0,1869 = 0,08
0,1058 = 0,06
0,156 = 0,05
0,1275 = 0,02
0,1599 = 0,05
0,1460 = 0,04
0,1543 = 0,03
0,1112 = 0,03
0,2002 = 0,08
0,3338 = 0,08
0,1063 = 0,10
0,1855 = 0,12
0,1396 + 0,09

Frecuencia génica

B
0,0849 + 0,02
0,0827 + 0,03
0,0779 = 0,03
0,1365 + 0,07
0,0340 + 0,03
0,0747 = 0,04
0,0984 = 0,02
0,0375 + 0,03
0,0645 + 0,03
0,0587 = 0,02
0,0590 = 0,02
0,0749 + 0,05
0,0520 + 0,04
0,1063 = 0,10
0,0881 + 0,08
0,0766 = 0,01

o
0,7988 + 0,02
0,8346 = 0,04
0,7247 = 0,05
0,6763 = 0,10
0,8602 + 0,06
0,7692 + 0,06
0,7742 = 0,02
0,8026 + 0,06
0,7895 + 0,04
0,7870 = 0,03
0,8297 = 0,04
0,7247 = 0,09
0,6140 = 0,09
0,7874 £ 0,13
0,7262 = 0,14
0,7838 = 0,01

Tabla 2. Comparacion del indice de mezcla por region, determinado por la fenotipificacion ABO y el

Region

Arica Parinacota
Tarapaca
Antofagasta
Atacama
Coquimbo
Valparaiso
Regién Metropolitana
O ’Higgins
Maule

BioBio
Araucania

Los Rios

Los Lagos
Aysén
Magallanes

Total Chile

142
38
53
12
15
28

155
27
48

105
52
14
20

720

Rev Med Chile 2015; 143: 439-443

analisis de AIM’s

ABO*O
0,011
0,530
0,218
0,080
0,603
0,344
0,358
0,439
0,402
0,395
0,516
0,218
0,097
0,396
0,222

0,3497 + 0,15

ABO*A
0,593
0,711
0,310
0,347
0,630
0,455
0,554
0,441
0,490
0,460
0,611
0,300
0,167
0,628
0,351

0,4699 + 0,15

SNP’s
0,511
0,531
0,508
0,511
0,521
0,421
0,406
0,405
0,430
0,453
0,532
0,537
0,502
0,555
0,411
0,4822 = 0,05
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Discusién

Referencias

A diferencia de otros estudios de mezcla
americana evitamos utilizar muestras de bancos
de sangre debido a que frecuentemente en estas
instituciones se buscan donantes portadores de
grupos poco frecuentes para prevenir urgencias
futuras, procedimiento que viola el supuesto de
aleatoriedad y en consecuencia puede sesgar los
estimadores de frecuencias génicas y de resultados
basados en éstas'”'®. Los voluntarios participantes
en este estudio fueron agrupados de acuerdo a su
lugar de nacimiento con el objeto de obtener una
estimacion del grado de variacién regional de los
indices de mezcla. Al ser comparados los valores
de mezcla americana para las regiones del Norte
Arido, del Norte Semi-Arido, la Zona Centro-Sur
y la Patagonia se obtienen resultados concordantes
con el poblamiento inicial de Chile y los despla-
zamientos poblacionales posteriores, exhibiendo
el Norte Arido los valores de mezcla mas altos,
seguido de la Patagonia, el Norte Semi-Arido y
la Zona Centro-Sur. Los mayores porcentajes de
mezcla se concentran en el extremo norte y sur
del pais, mientras que en las regiones centrales
son mads altos los porcentajes de mezcla europea.
Resulta notorio constatar que la poblacién mixta
chilena ha sido objeto de menos estudios publi-
cados"*'>171819 que las poblaciones originarias,
probablemente debido al interés antropolégico
que han suscitado estas dltimas®'. Los promedios
de frecuencias génicas nacionales obtenidos son
semejantes a los obtenidos en poblaciones urbanas
de algunas regiones del pais con anterioridad, don-
de O varia entre 0,769 y 0,84, A entre 0,102y 0,72 y
B entre 0,046 y 0,080%. Algunos de estos resultados
fueron obtenidos en muestras pequenas, factor
que es preciso considerar debido a que el tamano
de la muestra cuando es muy pequena puede
aumentar la varianza de las frecuencias génicas
y sesgar la estimacién de los indices de mezcla.

Resumiendo, los indices de mezcla obtenidos
con el alelo ABO*A son mds semejantes a los ob-
tenidos con los MIA’s que aquellos calculados con
base en el alelo ABO*O. Cuando el tamano de la
muestra es razonablemente grande, la obtencion
de indices de mezcla empleando el alelo ABO*A
no difiere estadisticamente de los resultados obte-
nidos con marcadores moleculares a diferencia del
alelo ABO*0 (Tabla 2) pudiendo en casos justifi-
cados constituir una alternativa al uso de MIA’s.
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