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RLESUMEN

El objetivo fundamental de esta tesis guarda
relacién con la tipificacidn del grupo sanguineo ABO de mo-
mias precolombinas pertenecientes al Valle de Azapa, Chile,
con el objeto de poner a prueba la hipdtesis comﬁnﬁen-
te aceptada de que los aborigenes sudamericanos carecian de

los alelos A y B del sistema de grupo sanguineo ABO.

Para este fin se tipificaron especimenes de
miisculo de 54 momias fechadas cntre 5000 anos A.C. y 1370
afios D.C., encontrdndose una momia de grupo sanguineo A, 45

de grupo O y 8 sin especificidald antigénica ABO.

Se estudid la clontaminacidn bacteriana exis-
tente en los especimenes de misculo de momia con el objeto
de enfrentar la critica de un‘posible sesgo de los resulta-
Jos debido a esta causa. Como jcontaminantes de los tejidos
sc detectaron esporas bacterianas, las cuales no poseen an-
tigenos de especificidad ABO. Sin embargo las formas vege-
tativas de las esporas pueden haber poseido enzimas que ha-
yan producido transformaciones de los antigenos ABO existen-

tes en las momias. No nos fue posible cultivar las esporas,
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por lo tanto desconocemos el tipo de enzima que pudieron ha-

ber tenido. No obstante, las transformaciones de las espe-

cificidades antigénicas ABO por cfecto de las enzimas bacte-
rianas siempre ocurren en el sentido AB—A, B, 0 0 0,
A—0 o0 @, B—~0o0 DYy O— @, por lo tanto nuestros resul -
tados pueden estar sesgados en el sentido de subestimar las
especificidades antigénicas A y/o B, pero en ningdn caso si-

mular la existencia de A o B cuando este grupo no estd ver-

daderamente presente.

Se postula que las poblaciones aborigenes del
Valle de Azapa fueron polimérficas para el sistema ABO de-
biendo haber tenido genes Ay tal vez B en bajas frecuen
cias. Finalmente sc plantea la hipdtesis que la disminucién
Jde genes Ay B de las poblaciones ﬁborigenes sudamericanas

con respecto a las ctnias mongoloides que supuestamente Yes

Jieron origen, se debe a efecto de fundador.




INTRODUCCTON

Durante las aGltimas dos décadas, y particu-
larmente a partir de mediados de los anos sesenta, las po-
blaciones aborigenes de Sudamerica han sido caracterizadas
penéticamente utilizando antigenos eritrocitarios, proteinas
séricas, enzimas critrocitarias y antigenos IIL-A con el ob-
jeto de dar respuesta a algunas interrogantes relacionadas
con el proceso microevolutivo que han cxperimentado. En es-
te contexto, se ha desarrollado una vasta metodologia que ha
permitido estimar c¢n base a similitudes y diferencias para
ciertas caracteristicas bioldgicas, el grado de proximidad
penética entre grupos tribales y postular algunas teorias

acerca de su origen (véase por cjemplo 1,2,3,4,5,0).

Los estudios mencionados y otros citados mds
adelante han demostrado que los indigenas sudamericanos pre-
sentan niveles restringidos deﬂpolimorfismo para la mayoria
de los marcadores genéticos estudiados. Asi por ejemplo,
tienen una frecuencia muy baja o ausencia de los antigenos A
y B del sistema de grupo sangulineo ABO, del haplotipo cde
para ¢l sistema Rh, y de varios alelos del sistema HL-A en-

tre otros (7,8,9,10,11,12).




En general las tribus de la foresta tropical
¢studiaduas carecen por completo de los genes A y B presen-
tanto el gen O una frecuencia de 1.0. La mayoria de las po-
blaciones andinas estudiadas presentan en cambio frecuencias
bajas pero significativas de 1los genes Ay B (A=< 0.05y
B < 0.01). Estas bajas frecuencias de Ay B han sido atri-
buidas hasta ahora a mezcla caucasoide (2,9,13,14,15). Los
hallazgos descritos motivaron a varios investigadores a pos-
tular que los indigenas sudamericanos carecian en su totali-
dad de los genes A y B del sistema ABO antes de la llegada

de los invasores europeos (10,16,17).

Boyd (16), quien se interesé inicialmente por
cste problema, planted tres hipOtesis alternas para explicar
la baja frecuencia de los antigenos A y B del sistema ABO en

las poblaciones amerindias sudamericanas.

1.- En Sudamerica hubo una fuerte seleccidn natural en con-
tra de los portadores de genes A y B, la cual trajo co-

mo consecuencia la fijacidn del gen O.

2.- Las poblaciones que llegaron a Sudamerica no eran por-
tadoras de genes A y B. Por lo tanto, debido a efecto
de fundador, estos genes no se encuentran presentes  en

cstas poblaciones.




¥
3.- En Sudamerica se presenta jel efecto de la deriva gené-
tica. Debido al tamafio pequefio que presentaban las po-
blaciones inmigrantes a Sudamerica los genes A y B se

perdieron por azar.

Boyd (16), considerd que para aceptar la se-
gunda o tercera hipltesis era necesario suponer tamafios po-
blacionales muy pequefios, a su juicio menores que los esti-
mados de acuerdo a 1la evidencia arqueolfgica, cultural y
linguistica. Planted, por lo tanto, que le parecia mas fac-
tible la primera explicacidn, aunque esta fuese absolutamen-

te hipotética.

Resulta evidente que las diversas hipdtesis
formuladas sobre la evolucidn del sistema ABO en Sudamerica
pueden ser validadas estudiando la variacidn genética exis-
tente en poblaciones humanas prehistéricas. Esta posibili-
dad existe en algunas regiones del mundo en las cuales dadas
las condiciones climiticas y caracteristicas quimicas del
suelo se conserva en ellas un elevado nimero de individuos
momificados en forma natural, es decir, por deshidratacidn,
de 5.000 y mis afios de antiguedad. Entre los lugares que

expresan esta caracteristica se cucnta el norte de Chile,

sur de Peri y suroeste de Bolivia.




Esta particularidad unida al hecho de que es
posible tipificar ciertos marcadores genéticos en tejidos de
momia permite llevar a cabo un estudio de variacién genética
humana con un enfoque cronolégico (]7,18,19,20,25,22,23,24,

25).

Al revisar en la literatura existente los di-
ferentes métodos empleados en la tipificacidn de marcadores
genéticos en tejidos momificados, aparecen tres sistemas
marcadores como susceptibles a ser determinados. Estos son
los sistemas de grupos sanguineos ABO y Rh y el sistema ma-
yor de histocompatibilidad humapo HL-A. Los sistemas ABO y
HIL-A expresan antigenos que'forman parte de la membrana ce-
lular de préacticamente todas las células del organismo, en
tanto el sistema Rh tiene una distribucién mids restringida,
encontrdndose pricticamente limitado a la membrana celular

de los eritrocitos (11,26).

La tipificacidén del sistema de grupo sangui-
nce Rh intentada por Gilbey y Lubran (19) y Sudrez-Morales y
Linares (22) en tejido muscular nos merece dudas debido a
que los antigenos Rh no se encuentran presentes en las célu-
Ias musculares y por otra parte pruebas realizadas en nues-
tro laboratorio con tejido muscular de caddveres de grupo

sunguineo Rh conocido dieron un resultado negativo,




La tipificacién de antigenos HL-A en momias
ha sido intentada por dos autores (27,28) y pese a haber si-
do criticados estos resultados recientemente (11) abren in-
teresantes posibilidades. Nosotros hemos tipificado un es-
pécimen en nuestro laboratorio sipuicndo a los autores antes
mencionados pudiendo identificar en este ejemplar de 800
anos de antiguedad los sipuientes antigenos IHL-A: AS’ B12 y

15

)7 Sin embargo las dificultades técnicas, lo 1laborioso
Jdcl procedimiento a emplearse y los elevadisimos costos nos
han obligado a postergar la tipificacién de este sistema pa-

ra el futuro.

La tipificacién del sistema de grupo sangui-
neo ABO ha  sido realizada por diversos autores. Los prime-
ros intentos fueron realizados por Boyd y Boyd, quienes en
¢l ano 1933 describieron una técnica de inhibicidén de la he-
maglutinacién con la cual lograron determinar el grupo san-
vuineo ABO en muestras de masculo de momia (29). Después de
boyd y Boyd numerosos investigadores intentaron tipificar
¢ste grupo sanguineo en tcjidos momificados. Los resultados
obtenidos en momias sudamericanas aparecen en la Tabla I.
Asi por ejemplo, Matson (18), estudié 16 momias sudamerica-
nas en las cuales s6lo detectd el grupo sanguineo O. Boyd y

Boyd (20), estudiaron 134 momias peruanas Precolombinas en-
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contrando 1 individuo A, 6 de grupo B, 2 de grupo AB y el
resto 0. Gilbey y Lubran (19) estudiaron 8 momias de Peri y
Colombia Precolombinas, cncontrando 3 de grupo A y 2 de gru-
po O. Otten y Flory (21), estudiaron 7 momias de Perdl vy
Chile todas grupo sanguineo 0. Sufirez-Morales y Linares
(22), estudiaron 10 momias bolivianas Precolombinas encon-
trando s6lo grupo sanguineo O. Etcheverry et al. (17), es-
tudiaron 80 momias chilenas Precolombinas todas grupo san-
puineo 0. Lippold (23), estudid 20 momias de Perd y Chile
rcsultando ser todas de grupo O. Finalmente, Allison et al.
{£5), estudiaron 113 momlas peruanas Precolombinas encon-
trando 27 individuos A, 4 B, 21 AB ¥ el resto 0. Al mismo
tiempo estudiaron 49 momias chilenas Precolombinas encon-
trando 4 individuos A y ¢l resto 0. Como se puede apreciar,
los resultados obtenidos en los diferentes estudios de po-
blaciones de momias sudamericanas estudiadas para grupo san-
guineo ABO no son del todo concordantes. Algunos autores
cncuentran un 100% de individuos pertenecientes a grupo san-
guineo O, en tanto otros logran determinar antigenos A y/o B

en frecuencias considerables.

Cabe hacer notar que una de las criticas més
importantes a la tipificacién de grupo sanguineo ABO en te-

ES r - L)
jidos momificados es la contaminacidén bacteriana. Numerosas




cspecies bacterianas contienen antigenos ABO, debido a que
los hidratos de carbono responsables de la especificidad ABO
se¢ encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza.
Ispecialmente se han descrito estos antigenos en varias es-
pecies de bacilos gram (-), en las cuales forman parte del
antigeno bacteriano 0, encontrindose ausentes en prdctica-
mente todas las especies bacterianas gram + estudiadas a
excepcién del neumococus tipo [ como se puede apreciar en la

Tabla II (30,31).

Por otra parte, otras especies bacterianas
contienen enzimas que transforman los antigenos ABO (ver Ta-
bla 1X1) (32,33). En estos casos la accién enzimdtica bac-
teriana produce transformaciones de los grupos sanguineos,
que siempre sigue el orden que sc describe a continuacién.
Un espécimen de grupo sanguineo AB puede ser transformado en
A6 B 6 0, o bien perder su especificidad ABO, un grupo A
pucde ser transformado en O o perder su especificidad, un
prupo B puede ser transformado ilgualmente en 0 6 perder su
cspecificidad y finalmente un espécimen O s6lo puede perder
su especificidad ABO. Para enfrentar la critica correspon-
diente a la contaminacién bacteriana, Lippold (23) y Allison
¢t al. (24) han realizado una determinacidén de la contamina-

cién bacteriana existente en las muestras tipificadas para




TABLA 11

FUENTE BACTERIANA DE ANTIGENOS ABO
¥

ANTIGENO BACTERIA

Salmonella paratyphi B
Pneumococcus Tipo 1T
Eschenichia freundLidl
Eschendichia coldi VI

Salmonella berkeley*
Proteus 0X 19
Ricketzia prowasehd
I Ricketzia moocsend
Eschendichia coli 086
Eschenichia cold VI
Sennatia marcessens

Arizona 21%

Salmonella poona
Salmonella atlanta
Salmonella wonthington
Ceclienichia coldi VI

" Sernnatia mancescens
Shigefla dysenteniae
Salmonella ghumpensis™
Anizona 9*
Eschenichia cofi 127%
Eschendichia cold 1258*

Fuente: * Springer, et al., 1961 (30)
Hart, D. et al., 1979 (31)




| - (€€) z961 S “1YasSIy
= (zg) sLel “T1948ua7 :21uany
| BPEDTJTIUSPT OU BUTIZUY = X
” 0 £ g 24n13saqg BSBPISODITH 0OXd
BSBIT192B3(-N +
| 0 us vy BSEPTUTWESO1DETIEBY [I3132V-N yny20f vwauodayy
| g 94niisa( X snpYyrg ¢myrYoVQOYOD]
SEOT1IT
0 ‘9 ‘v 9dnaisa( -0lBDES SEBUTZUD S33UI3JTI( LYYYDFOM WNYPIYFTOTD
0 us vy ESEPIUIWESO1DETIRY [T13DV-N
v auodwodsag BSETT3192B3a(-N WNYYX2Y WNYPrvysoyd
v auodwodsa( X sua6ur¥Ivad wunyprvrs03)
0 ua g mmmvﬂmduumﬂmu a- YYevqeaVW WNYPYVNYT0ZD
0 24nx3sa( esouextdoong 1 supurwyNy yNnzrrovg
0 24nx1sag esouertdoong 1 §NIU20 §NFIIOVY,
O us g BSBpPISOl1dEeIRY (- $NIYID ¢NYFYODVY
OININONVS 0dNyd
T30 NOIOJVIWYO4SNWVUL VWIZINT VIdILovd

09V OININUNVS OdMd9 TId SONTIILIINY SOT FHE0S SVYNVIHALIVE SYWIINT I0 0LII4T

1Ll V149V L1




11.

grupo sanguineo ABO, ejecutando una tincidén para bacterias
en cortes de estos tejidos. Ambos autores seflalan que la
contaminacidén bacteriana encontrada e¢s prdcticamente inexis-

tente, lo cual corroboraria la validez de sus resultados.

Motivada tanto por el trabajo de laboratorio,
como por la validacidén de modelos evolutivos simples, he de-
cidido determinar en la presente tesis la presencia de anti-
genos ABO en momias Precolombinas pertenecientes al Valle de
Azapa, Chile con el objeto de poner a prueba la hipdtesis
cominmente aceptada de que las poblaciones aborigenes de
Sudamérica carecian de los alelos A y B del sistema de grupo
sunguineo ABO. Objetivos adicionales de esta tesis son ex-
plicar los hallazgos en términos evolutivos y tratar de eva-
luar el posible efecto de la contaminacién bacteriana en 1la
tipificacidn de tejidos momificados, contribuyendo de esta
manera al desarrollo de la paleogenética de poblaciones hu-

mandas .




12.

MATLERTIALES Y_FMIETODOS

POBLACIONES PREHISTORICAS

Las momias estudiiadas se obtuvieron de siete
sitios arqueoldpicos ubicadgs cn el Valle de Azapa, Chi-
le. En las figuras 1, 2 y 3 sc puede observar el aspec-

to morfoldgico de 3 de estos ejemplares.

Los siete sitios arqueoldgicos utilizados en
nuestro estudio, incluyeron jcuatro periodos culturales
(ver Tabla IV). Como se puede apreciar en la Tabla IV,
el sitio arqueoldgico mds antiguo estudiado corresponde
al sitio Morro de Arica, el cual estd 1localizado en 1la
desembocadura del Valle de Qzapa en la costa y pertenece
al periodo cultural Arcaico con un fechado de 5000 a

3500 A.C. (34). Dc este sitio se estudiaron 4 momias.

El segundo periedo cultural considerado co-
rresponde al periodo Agricultores Tempranos representado
por dos sitios arqueoldgicos. El sitio L1 Laucho ubica-
do en la costa e¢stuvo representado por 13 momias, este

sitio tiene un fechado de 530 A.C. (35) y el sitio Alto




Figura 1: Momia de la coleccisn del Museo dec Historia Natu-

ral dc Santiago, procedentc del Valle de Azapa.
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Periodo Agricela. (Foto J.E. Lira}.




Figura 2:

14,

iomia de la coleccidn del Musco de Historia Natu-

ral de Santiago, 'procedente del Valle de Azapa.

Periodo Agricola. (Foto J.E. Lira).
fs
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5: Momia de la celeccién del Musce de Historia Natu~
ral de Santiago, procedente del Valle de Azapa.

Periodo Agricola. (Foto J. E. Lira).
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Ramirez ubicado en el Valle con un fechado de 490 A.C.

estuvo representado por 3 momias (36).

E1 tercer periodo cultural estudiado es el
periodo Agricultores Medios. De este periodo se estu-
diaron 13 momias del sitio Maitas Chiribaya ubicado en
el Valle, que tiene un fechado de 730-1000 D.C. (37,38)
y 3 momias del sitio Azapa 3 también ubicado en el Valle

con un fechado de 800 D.C. (39).

Finalmente, del perfodo Agricultores Tardios
se estudiaron 12 momias de los sitios Playa Miller 3,
4, ubicados en la costa . .con ¢n fechado de 1140-1370 D.C.
(35,40) y 6 momias del sitio Azapa 8 ubicado en el Valle
con un fechado de 1100 D.C. (41). El total estudiado
correspondid por lo tanto a 54 individuos. Estos espe-
cimenes se obtuvieron del Museo Arqueoldgico de San Mi-
guel de Azapa y del Musco Nacional de Historia Natural
de Santiago. [Lste material ha sido exhumado y estudiado
desde un punto de vista arqueoldégico y antropoldgico fi-
sico per varios especialistas nacionales y extranjeros

(34,35,36,38,42).
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TIPIFICACION DEL GRUPO SANGUINEQ ABO DE LOS ESPECIMENES

DE MUSCULO DE MOMIA. TECNICA INIIIBICION DE LA HEMAGLU-

TINACION.

Para la tipificacién del sistema de grupo
sanguineo ABO se han utilizado diferentes técnicas entre
las cuales cabe sciialar la técnica de inhibicidn de la
hemaglutinacidn, de aglutinacidn mixta e induccién de
anticuerpos en conejos {(véase por ejemplo 17,23,24). De

las técnicas citadas, la mis_ _cominmente empleada ha sido

¥
la técnica de inhibicién de la hemaglutinacidén desarro-
liada inicialmente por Boyd y Boyd en el afio 1933 (29) y
que ha sufrido numerésas modificaciones a través del
tiempo. Se eligié esta técnica para tipificar las mo-
mias debido a su factibilidad y debido a que en compara-
ciones realizadas por Allison et al. (24) de las tres
técnicas citadas anteriormente no fue posible encontrar

diferencias importantes en los resultados obtenidos con

cada una de ellas.

En términos genecrales, la técnica de inhibi-
cién de la hemaglutinacidén consiste en inhibir la aglu-
tinacién que se produce al poner en contacto eritrocitos

con sus correspondientes antlicuerpos por medio de la in-
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cubacién previa del antisucro con tejido de momia. La
inhibicién se produce si el tejido tiene el antigeno

correspondiente.

Al aplicar la técnica, se utilizé como fuente
de antigeno masculo de momia, por lo tanto se obtuvo es-
pecimenes de méGsculo de cada una de las momias a estu-
diar. Cada espécimen de misculo fue molido en un Omni
Mixer Sorval por 5 segundos 3 veces consecutivas. Como
fuente de anticuerpos se utilizd antisuero anti A para
identificar el antigeno A y antisuero anti B para iden-
tificar el antigeno B. Ambos antisueros fueron adquiri-
dos en laboratorios Gamma vy fueron monoespecificos para
el sistema ABO. Para identificar el antigeno O se uti-
1i26 lectina anti H, la cual se obtuvo a partir de semi-
llas de Ufex europeus. Para esto, se recolectaron es-
tas semillas durante 1981 en la localidad de Los Ulmos,
Valdivia. La lectina fue preparada en el laboratorio al

10% de acuerdo a la técnica de Boyd y Shapleigh (43).

Los siguientes pasos se siguieron en la pre-
paracién de la lectina anti H a partir de 1 gr. de semi -

llas de Ufex europeusd.

- Moler las semillas en un mortero.
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- Agregar 10 ml. de NaCl 0.9%.

- Vaciar a un tubo de ensayo y agitar durante 2 horas

como minimo.
- Centrifugar a 3.000 r.p.m. durante 5 minutos.
- Extraer el sobrenadante.
- Filtrar el sobrcnadante 2 veces.

- Ajustar pH 7.0.

Cabe hacer notar que la lectina anti H reco-
noce la molécula dec¢ sustancia H responsable de la espe-
cificidad de grupo sanguineo O, sin embargo esta molécu-
la esta también presente aunque en cantidad menor en cé-
lulas de grupo sanguineo A, B y AB. De esta forma la
lectina anti Il reacciona con mayor intensidad con eri-
trocitos O y con intensidad decreciente con eritrocitos
A, By AB. Para los efectos de nuestro trabajo utiliza-
mos la lectina anti Il con eritrocitos O solamente como

se verd posteriormente.

Los dos tipos de antisueros y la lectina men-
cionados deben utilizarse con una concentracién de anti-
cuerpos adecuados. Para esto se titularon 1los antisue-

ros anti A, anti B y lectina anti H con eritrocitos A, B
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y O respectivamente. La qﬁtulacién es un procedimiento
semi-cuantitativo que mide la cantidad de anticuerpos
presentes en un antisuero. Para titular los antisueros
se utilizaron diluciones seriadas de estos en solucidn
salina. Posteriormente Hb adicidon de eritrocitos co-
rrespondientes a cada antisuero nos permitié apreciar 1la
mayor dilucidn de cada antisuero en la cual se obtuvo
aglutinacidén visible a lajcual se le asigné el valor +.
El valor reciproco dc esta dilucién correspondid al tfi-
tulo de ese antisuero. Asf por ejemplo, si la {ltima
dilucién positiva fue 1/512 el titulo de ese antisuero

fue 512 (44).

La titulacién se realizd de acuerdo al si-
guiente procedimiento (24)%

|
- Para cada antisuero (anti A, anti B y lectina anti H)

tomar una bateria de 10 tubos, numerados de 1 a 10.

- Agregar a cada tubo 100 ?1. de solucién salina 0.9%

mids EDTA 1.5%.

- Agregar al primer tubo d% cada serie 100 ul. del anti-
suero a titular, con el ﬂbjeto de obtener una dilucién

del antisuero de 1:2 y mezclar.
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- Tomar 100 ul. del tubo 1 de cada serie y llevarlos al
tubo 2. Repetir lo mismo del 2 al 3 y asi sucesiva-
mente hasta el tubo 10 de cada bateria con el objeto
de tener diluciones seriadas de los antisueros desde
1:2 a 1:1024, teniendo cuidado de mezclar cada dilu-
cidn.

- Agregar 1 gota de eritrocitos A, B y 0O suspendidos al
4% en solucién salina al 0.9% mas EDTA al 1.5% a las
series de antisuero anti A, anti B y lectina anti H

respectivamente. "

- Mezclar. Dejar 5 minutos a temperatura ambiente.

- Centrifugar 1 minuto a 1.000 8 T T

- Leer aglutinacidén y asignar el titulo de anticuerpos a

cada antisucro.

Los titulos de¢ los ahtiSueros fueron de 512
para el anti A, 512 para el anti B y 256 para la lectina

anti H como se puede apreciar en la Tabla V.

Con el objeto de diluir los sueros apropiada-
mente se utiliz6é una concentracién de 16 veces la dilu-

cidn correspendiente al titulo del antisuero. Asi por

ejemplo, si el titulo de un antisuero fue 512 la dilu-
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cién de trabajo fue 1:32. Se utilizé este criterio si-
guiendo a Allison (24) y en base a pruebas previas rea-

lizadas en nuestro laboratorio.

Las diluciones usadas en cada caso fueron por

lo tanto las siguientes:

Antisuero Titulo Dilucién a usar
anti A 52 1 :+ 32
anti B 51.2 T & 32
anti K (con eéeri- 250 1 : 16

trocitos 0)

El procedimiento wutilizado para la tipifica-
cidn del grupo sanguinco ABO de cada espécimen de miscu-

lo de momia (17,24) fuc el siguiente:

- Para cada momia, poner por separado en cada uno de
tres tubos marcados A, B y ll respectivamente, 200 mgr.
de mGsculo de momia previamente molido en la forma

descrita anteriormente.

- Lavar 2 veces el polvo muscular en solucién salina al

0.9%. Centrifugar a 2.500 r.p.m. durante 20 minutos

en cada caso.




S

Retirar cuidadosamente el sobrenadante después del
primero y segundo lavado con el objeto de dejar el

pelvo muscular en cada tubo.

Agregar 0.5 ml. de antisuero anti A, anti B y 1lectina
anti H a la dilucidén deseada, a los tubos A, B y H

respectivamente, y mezclar cuidadosamente.
Incubar durante 12 - 24 horas a temperatura ambiente
Centrifugar a 2.500 r.p.m. durante 20 minutos.

Separar el sobrenadante de cada tubo y volver a cen-
trifugarlo durante 10 minutos a 2.500 r.p.m. con el
objeto de obtener un sobrenadante libre de residuos de

misculo.

Titular el sobrenadante de los tubos anti A, anti B y
anti H (de la misma forma descrita para los antisuecros
pre-dilucidn) y los correspondientes antisueros dilui-
dos usados para el test en forma previa a realizarlo,

con critrocitos A, B y O segin corresponda.

Comparar lcs titulos de los sobrenadantes de cada tubo
con los correspondientes titulos de los antisueros an-

ti A, anti B y anti H diluidos usados para el test.
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En cuanto a la interpretacidn de los resulta-
dos (ver figura 4), cabe sefialar que si el antigeno estd
presente hay absorcién dé anticuerpos por parte del an-
tigeno y por lo tanto disminuye la concentracién de an-
ticuerpos en el sobrenadante. De este modo al titular
el sobrenadante con eritrocitos testigos, el titulo de
este disminuye en relacidn al titulo del mismo antisuero
antes de realizar el test. Por ejemplo, si el titulo
inicial de un antisuero fuc 128 y después del test fue 8
hubo wuna disminucidén del titulo. Esta disminucién del
titulo se cuantificé con un indice de absorcién que co-
rrespondié al nimero de veces que el titulo original
disminuydé (22) en este ca$o el indice de absorcién seria

16.

Si el antige?o no estd presente, no hay ab-
sorcidén de anticuerpos potr ¢l antigeno y por lo tanto al
titular el sobrenadante cén eritrocitos testigos no dis-
minuye la concentracidn d# anticuerpos en el sobrenadan-
te y el titulo se mantiene. En este caso se mantendria

un titulo de 128 y el ind%cc de absorcién seria 0.

Un indice de cuatro o mi&s se considera posi-

tivo. Para asignar un resultado se realiza el test al
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ESQUEMA DEL PRINCIPIO GENERAL DE LA TECNICA
DE INIHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

ESPECIMEN DE MUSCULO

ANTISULRO ESPECIFICO DE
TITULO CONOCIDO (Ej. 128)

S1 el antigeno estd presente

l

Hay absorcidén de anticuerpos
por el antigeno

!

Disminuye el titulo del
antisuero (Ej. 8)

}

Indice absorcidn 16

S1 el antigeno no estd presente

l

No hay absorcidn de anticuerpos
por ¢l antigeno

!

No disminuye el titulo del
antisuero (en este caso 128)

|

Indice absorcidn 0




menos dos veces. Los indices de absorcidn se promedian
y un indice promedio de cuatro o mds se considera posi-
tivo en tanto un iIndice promedio de tres a cero se con-

sidera negativo (19,22).

Debido a que 1la lectina anti H reconoce la
molécula H presente en cé&lulas de grupo sanguineo 0, pe-
ro también A, B y AB, seutilizé el siguiente criterio
para asignar las muestras a sus rTespectivos grupos san-
guineos. Aquellas muestras que presentaron un indice de
absorcién promedio de 4 a 10 con anti A, de 0 a 3 con
anti B y de 0 a 16 con anti H fueron asignadas a grupo
sanguineo A. Muestras‘con indices de absorcidén de 0 a 3
con anti A, de 4 a 106 conjanti B y de 0 a 16 con anti H
se clasificaron como grupo |[B. Muestras con iIndices de
absorcién de 0 a 3 con anti A y con anti B y de 4 a 16
con anti il, se clasificaron como 0 y [inalmente muestras
con indices de absorcién de 4 a 16 con anti A y anti B y

de 0 a 16 con ant1 ll, se asignaron a grupo sanguinec AB.

Como control de [la técnica se utilizd especi-
menes de misculo de cadivexes frescos de grupo sanguineo
conocido. Para esto se odbtuvieron muestras de misculo

y sangre de una misma persona sometida a autopsia en la
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seccién Anatomia Patoldgica del Hospital José Joaquin
Aguirre. Se tipificd cada muestra de sangre con el ob-
jeto de conocer el grupo sanguineo del mdsculo corres-
pondiente. Lnseguida se procedio a liofilizar las mues-
tras de masculo con el objeto de tratarlas de la misma
forma que 1las muestras de misculo de momia para tipifi-

car sus grupos sanguineos.

Se tipificaron en duplicado 7 muestras con-
trol 3 de grupo sanguineo A, 3 de grupo sanguineo 0 y 1

de grupo sanguineo B.

DETERMINACION DE LA CONTAMINACION BACTERIANA

3.1. Procedimiento usado ara microscopia Optica tin-
P P L

cién de Gram

Para determinar 1la contaminacién bacteriana
presente en nuestros especimenes de misculo, reali-
zamos una tincidén de Gram en cortes para microsco-
pia optica de los mismos especimenes usados para la
tipificacion de grupo sanguineo ABO (23,24). El es-
tudio histoldgico se realizé en 30 especimenes de

los 54 estudiados. La seleccidén de los especimenes




se realizé al azar dentro de cada periodo cultural
de modo de contar con 10 ejemplares de cada perio-
do, excepto del periodo arcaico del cual no se hizo
estudio histoldpgico debido a la escasez de material

con que se contd.

La distribucién de especimenes estudiados con
el método de Gram para microscopia éptica fue 1la

siguiente:

Periodo agricultores tempranos

Sitio El Laucho : 8 especimenes

Sitio Alto Ramirez : 2 especimenes

Periodo agricultores medios

Sitio Maitas Chiribaya : 9 especimenes

Sitio Azapa 3 : 1 espécimen

Periodo agricultores tardios

Sitio Playa Miller 3 y 4 : 7 especimenes

|
| Sitio Azapa 8 : 3 especimenes
I

Para el estudio de microscopia Gptica los es-
pecimenes de masculo “de momia fueron fijados en
Bouin alcoh6lico durante 15 dias a temperatura am-
biente. Se utilizé estec ticmpo de fijacién largo,

con el objeto de hidratar los especimenes en base a
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.

pruebas realizadas en nuestro laboratorio. Una vez
fijados e hidratados los trozos de tejido muscular
se someticron a unda deshidratacidon en alcoholes
etilicos en graduacidén ascendente y se incluyeron
en parafina de acuerdo a procedimientos estandard
para luego obtencr cortes de 4-5 um en un micrétomo
Minot rotatorio, los cuales se montaron soﬁre por-
taobjetos con albGmina de Mayer (45). La tincidn
de los cortes se realizd de acuerdo a la técnica de
Gram para identificacion de bacterias en cortes de
tejido (46) con algunas modificaciones de los tiem-
pos de tincién y diférenciacién basados en pruebas

previas realizadas cn nuestro laboratorio.

El procedimiento de tincidn de Gram utilizado

fue el siguilente:

- Desparafinar los cortes en xilel e hidratarlos en
etanoles en concentraciones decrecientes hasta

llevarlos al agua destilada.

- Colocar 1los cortes 20 segundos en solucidn de

cristal Violeta de Hucker-Conn.

- Lavar brevemente en agua destilada.




Colocar los cortes 20 segundos en solucién de Yo-

do de Weigert.

Decolorar con acetona hasta que el tejido se ob-
serve casi sin color (realizar un control riguro-

so al microscopio).
Lavar en agua.

Tincidn de contraste con safranina por 20 segun-

dos.

Diferenciar y Jdeshidratar por goteo con acetona

hasta que el tejido se observe con una coloracién

de fondo suave (realizar control riguroso al mi-

croscopio).

El hallazgo de ciertas estructuras en los
cortes histoldgicos estudiados por el método de
Gram, nos motivé a intentar identificarlas. Con
este fin los seis especimencs siguientes nameros 11
y 15 del sitio El Laucho, nimeros 92 y 97 del sitio

Maitas Chiribaya, la namero 82 del sitio Azapa 81 y

la  nimero 42 del sitio Playa Miller 3 y 4 pertene-
cientes a los 3 periodos estudiados para contamina-
cién bacteriana fucron sometidas a otros procedi-

mientos que sc¢ describen a continuacidn.
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Tincidon para esporas de acuerdo al método de

Schacffer y Fulton (47).

Para realizar esta tincién se utilizaron cor-
tes histoldgicos fijados, incluidos y cortados de
acuerdo a la técnica descrita para microscopia 6p-
tica. A continuacién los cortes se desparafinaron
en xilol e hidrataron en etanoles en concentracio-
nes decrecientes hasta llevar los cortes al agua
destilada. Luego se <colocaron al vapor de un ma-
traz hirviendo, con el lado del corte hacia arriba;
cuando se reunieron gotas grandes en la parte infe-

.

rior del portaobjetos sc agregd solucidn acuosa de

o

verde de malaquita al 5% durante 30 segundos. Se
lfavaron los <cortes brevemente en agua fria y luego
se realizé una tincién de contraste de safranina al

0.5%, fucsina 0.05% durante 15 segundos.

NOTA: Los tiempos de coloracidén con ambos coloran-
tes corresponden a modificaciones de la téc--

nica original debido a pruebas realizadas

por nuestro laboratorio.
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Tincidn para hongos de acuerdo al método de Gomori

(45) .

Para realizar esta tincidn se utilizaron cor-
tes histoldgicos fijados, incluidos y cortados de
acuerdo a la técnica descrita para microscopia 6p-
tica. Posteriormente para tefiir los cortes se des-
parafinaron e hidrataron en etanoles en concentra-
ciones decrecientes hasta llevar los cortes al agua
destilada. Luego se oxidaron en d4dcido crémico al
5% por una hora, se lavaron por 10 minutos en agua
corriente y se trataron con bisulfito de sodio al
1% por un minuto. Después de lavar los cortes por
5> minutos en agua corriente se lavaron en agua des-
tilada (3 cambios) y se incubaron en una solucién
de metanamina al 1.5%, nitrato de plata al 0.1% y
borato al 0.5% durante 1 hora a 45-50°C. Luego se
lavaron en agua destilada 3 veces y se pasaron por
cloruro de oro al 0.1% por 5 minutos para volver a
lavar en agua destilada. A continuacidén los cortes
se¢ trataron con tiosulfito de sodio al 2% durante
Z minutos y sc¢ lavaron cuidadosamente en agua. Fi-
nalmente se deshidrataron y montaron en resina sin-

tética.
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3.4. Estudio de microscopia electrénica de transmisién

Para ¢l estudio ultraestructural, las mues-
tras de masculo esquelético fueron fijadas en glu-
taraldehido al 3.5% en tampdn cacodilato de sodio
0.1 M pll 7.3 a 4°C durante 24 horas. Se utilizé
este tiempo de fijaciéﬁ con el objeto de permitir
que las muestras se hidrataran simultdneamente.
Una vez fijados e hidratados los tejidos se lavaron
en tampén cacodilato de sodio 0.1 M pll 7.3. Poste-
riormente se fijaron en tetréxido de Osmio al 1% y
se incluyeron en Ep6n 812 segln la técnica de Luft

(48).

Cortes semifinos (de=s 1 um) tefiidos con azul
de toluidina y cortes ultrafinos de = 700 A° con-
trastados con acetato de uranilo y citrato de plomo
segin Reynolds (49) se observaron en un fotomicros-
copio Leitz y en un microscopio electrdnico de
transmisidén Zeiss EM 109 a 80 KV, respectivamente.
(El estudio de microscopia electrdnica de transmi-
sidén se realizd en colaboracién con ¢l Laboratorio
de Microscopla Llectrdénica del Departamento de Bio-
logia Celular y Genética, Divisién de Ciencias Mé-
dicas Norte, Facultad de Medicina, Universidad de

Chile).
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3.5. Estudio por cultivo

Para ¢l estudio por cultivo se siguié el si-
guiente esquema. Cada espécimen de tejido muscular
de momia fue separado en dos porciones, una porcidn
fue sometida a un procedimiento especial para cul-

. tivar esporas que consistid en calentarla a una
temperatura de 80°C por 30 minutos con el objeto de
desencadenar el proceso de la germinaci6n y ademds
de destruir toda 1la flora contaminante vegetativa
(50), la otra porcién no fue sometida al calor.
Los procedimientos que se describirdn a continua-
cidon fueron idériticos para ambas porciones de cada

espécimen y se realizaron en duplicado.

En primer lugar los especimenes se trituraron

en morteros estériles para obtener una emulsién.
. ® . .

Estas emulsiones se Smeraron en los siguientes me-

dios de cultivo:

- Aerobios: Agar Lactosado, Agar Sangre, Agar Sa-

boureaud.
- Tensién CO,: Agar Sangre.

- Anaerobios (Camara Gaspack) (S1): Caldo de Carne

Anaerdbico, Thioglicolato y Agar Sangre (Vitamina

K y Hemina).




Posteriormente las lecturas de las observa-
ciones se hicieron a las 48 horas (Aerobios y Ten-

sion de COZ) y a las 72 horas en Anaerobios. Todos

los cultivos se dieron por negativos a la semana de

observacién. Ll estudio por cultivo se realizd en
la Unidad de Microbiologia del Departamento de Mi-
crobiologia y Parasitologia, Divisién de Ciencias
Médicas Norte, Facultad de Medicina, Universidad de

Chile.

ANALISIS DE CORRELACION ENTRE CONTAMINACION BACTERIANA Y

GRUPO SANGUINEO ABO

Finalmente se calculé el coeficiente de co-
rrelacién no paramétrico dJde Spearman (rs) (52) entre
cantidad de microorganismos contaminantes de los tejidos

y presencia o ausencia de grupo sanguinco detectable.
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RESULTADOS

GRUPO SANGUINEO ARO

En las préximas Tablas se presentan los re-
sultados obtenidos en 1la tipificacién del grupo sanguineo
ABO de los especimenes de miscule de cadiveres y momias. En
primer lugar presentamos algunos resultados individuales.
En la Tabla VI se pueden observar los titulos e indices de
absorcidn obtenidos en el espé&cimen control de cadﬁveé nime -
ro 1, ‘cuyo grupo sanguineo tipificado en sangre fue A. Como
se puede apreciar da un'indice de absorcidn de 16 con anti
A, de 0 con anti B y de 8 con anti II. Por lo tanto el espé-
cimen se puede asignar a grupo sanguineo A. En la Tabla VII
se describe la tipificacidén del espécimen control de cadiver
namero 7 de grupo sanguineo B conocido, con sus correspon-
dientes iIndices de absorcién. Este puede asignarse al grupo
sanguineo B. En la Tabla VIII el espécimen de cadiver name-
ro 4 de grupo sanguineo 0 de acuerdo a 1la tipificacién en
sangre, da un Indice de absorcién significativo s6lo con an-
ti H. En la Tabla IX aparece el espécimen de midsculo de mo-
mia ndmero 99, el cual no presenta absorcidn significativa

con ningin antisuero y por lo tanto no puede ser determinado




TABLA Vi

TITULOS, INDICES DE ABSORCION Y GRUPO SANGUINEO ABO DEL
ESPECIMEN DE MUSCULO DL CADAVER NUMERO 1 TIPIFICADO
PREVIAMENTL COMO GRUPO SANGUINEO A

Dilucién del antisuero

Antisuero 1:16 1232 1:64 1:128 12256

antli A pre
absorcidn

anti A post
absorciodn

anti B pre
absorcidn

antl B post
absorciodn

antl H pre
absorcién

anti H post
absorcidn

Indices de absorcién (rupo sanguineo

anti A A
anti B

anti H

namero de cruces indica intensidad de aglutinacién.




TABLA VII

TITULOS, INDICES DE ABSORCION Y GRUPO SANGUINEO ABO DEL
ESPECIMEN DE MUSCULO DE CADAVER NUMERO 7 TIPIFICADO
PREVIAMENTE COMO GRUPO SANGUINEO B

Dilucién del antisuero
Antisuero 1:16 ] 582 1:04 15128 12256 12512 1:1024

anti A pre et e+ e+ ++ +
absorcidn

antl A post e+ +4+ ++ + -
absorcidn

anti B pre I S 4+ ++ +
absorcidn .

antl B post - s
absorcidn

SAt i “.Ere 4+ ++++ +++ ++ + - =
absorcion

ant1 “.QOSt o+ + +++ ++ + - - =
absorcion

Indices de absorcién - Grupo sanguineo
anti A = 2 B

anti B = 10

anti H = 2

NOTA: El namero de cruces indica intensidad de aglutinacién.
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TABLA VIII

TITULOS, INDICES DE ABSORCION Y GRUPO SANGUINEO ABO DEL
ESPECIMEN DE MUSCULO DE CADAVER NUMERO 4 TIPIFICANO
PREVIAMENTL COMO GRUPO SANGUINEO 0O

Dilucién del antisuero

Antisuero 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024

anti A.Ere +4++ ++++ +++ ++ + -
absorcidn es

anti A post o+t +++4 +++ ++ + -
absorcién
anti B_Ere 4t e+t +++ ++ + -
absorcidn

anti B post T ++ + - -
absorcidn
anti H.Qre Rt P I . + - -
absorcién

anti Il post
absorcidn

Indices de absorcidén Grupo sanguineo

1l
]

anti A 0

H
[38]

anti B

1
oo

anti H

NOTA: El niimero de cruces indica intensidad de aglutinacién.




TA BL A IX

TITULOS, INDICIS DE ABSORCION Y GRUPO SANGUINEO ABO
DEL ESPECIMEN Di: MUSCULO DE MOMIA NUMERO 99

=512

anti A pre
absorcidn

anti A post
absorcioén
anti B pre
absorcidén

anti B post
absorcion

anti Il pre
absorcidn

anti H post
absorcidn

ludices de absorcion Grupo sanguinco

antir A : { - )
anta B

antil i

NUTA:  El ndmero de cruces indica intensidad de apglutinacién.
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su grupo sanguineo.

A continuacidn presentamos los indices de ab-
sorcién y los respectivos grupos sanguineos de las muestras
e¢studiadas. En primer lugar cn la Tabla X se pueden apre-
ciar los resultados obtenidos en los 7 especimenes control
estudiados, los cuales pueden ser asignados inequivocamente

4 su grupo sanguineo correspondiente.

En la Tabla XI aparecen 1los resultados obte-
nidos en la poblacidn mds antigua estudiada que corresponde
al sitio Morro de Arica. Los cuatro ejemplares estudiados
de este sitio resultaron.ser de grupo sanguineo 0. En la
Tabla XII tenemos los resultados obtenidos cn dos sitios ar-
queoldgicos del periodo cultural agricultores tempranos. En
primer lugar en el sitio E1 Laucho, se estudiaron 13 momias,
en 3 de estas no se logrd determinar el grupo sanguineo ABO.
De los 10 ejemplares .que presentaron especificidad antigéni-
ca, 9 fueron grupo sanguinco O y 1 grupo sanguineo A. Las 3
momias estudiadas del sitio Alto Ramirez resultaron grupo O.
kn  la Tabla XIII aparccen los resultados obtenidos en 2 si-
tios arqueoldgicos del periodo cultural agricultores medios.
Ln el sitio Maitas Chiribaya de 13 ejemplares estudiados, 12
fueron de grupo sanguineo 0 y 1 sin grupo sanguineo detecta-

ble, en tanto en el sitio Azapa 3 estudiamos 3 ejemplares,
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TARBLA X

INDICES PROMEDIO DI ABSORCION Y GRUPO SANGUINLEO ABO
DL LOS LSPECIMENES DL MUSCULO DI CADAVERES CONTROL

‘\rD

(A)
(A)
()

(0)
(V)

(V)

(B)

)

2
Indices promedio de Grupo
Absorcion Sanguineo

anti A anti R anti 11

16 0 4 A
10 0 6 A
10 (0 8 A
0 () 10 0
2 1 12

z Y 10 0
2 10 8 B

Grupo sanguineo tipificado en sangre.




ABLA X1

INDICES PROMEDIO DL ABSORCION Y GRUPO SANGUINEO ARBO
ABORIGENES DI ARICA
PERIODO CULTURAL ARCAICO
(5000 - 3500 A.C.)

S1tio Morro de Arica (Costa)

N Indices promedio de Grupo
Absorcién Sanguineo

anti A anti B anti |l




TABLA

INDICES PROMEDIO DE ABSORCION Y GRUPO SANGUINEO ABO

ABORIGENES BE ARICA

PERIODO CULTURAL AGRICULTORES TEMPRANOS
(530 - 490 A.C.)

Sitio El Laucho (Costa)

NO

W = O

H

T [ o [ ciom s e - o et e

PO RN SN B ol -

1

20
Y
Ji

Indices Promedio de

Absorcidn

anti A anti B

1 0
0 0
{) 0
: 0
0 . 0
0 ]
8 2
0 0
3 2
0 0
2 0
0 2
4 0
t1o Alto Ramirez (Valle)
2 2
t 0
2 0

anti 1l

p—
o I S-S e W RN

10
3

{

40.

Grupo
Sanguineo
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T A B LA XITI

INDICES PROMEDIO DE ABSORCION Y GRUPO SANGUINEO ARO
ABORTGENLES DI ARICA
PLRIODO CULTURAL AGRICULTORES MEDIOS
(730 - 1000 D.C.)

S1tio Maitas Chiribaya (Valle)

N* Indices promedio de
Absorcion Sa

anti A anty B anti [l

e 2 0 8
93 3 0 8
9 2 2 10
95 ) 0 6
V) 0 0 16
u7 0] 0 :
b4 0] 2 O
Yy v 2 3
100U 0 0 12
101 0 0 1
104 0 0 8
103 0 0 16
110 0 ] 16
Sitio Azapa 3 (Valle)
2 2 2 12
35 0 0 10
a3 L 2 0] 16

47.

Grupo
nguineo

Cococoi oococoo
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los 3 de grupo sanguineo O. Finalmente, en la Tabla XIV se
pueden observar los resultados obtenidos en el periodo cul-
tural agricultores tardios. De cste periodo se estudiaron
dos sitios arqueolégicos. LI @itio Playa Miller 3, 4 inclu-
y6 12 momias, en 4 de ecstas no se logrd determinar el grupo
sanguineo, en tanto las 8 restantes fueron grupo 0. El sitio

Azapa 8 comprendid 6 cjemplares, todos de grupo sanguinec O.

En la Tabla XV sc pueden apreciar las fre-
cuencias fenotipicas del grupo sanguineo ABO en las pobla-
ciones estudiadas. Se cncontrf una momia de grupo sanguineo
A en el sitio El Laucho por lp tanto, la frecuencia de este
grupo sanguineo en este ‘sitib alcanza un 10% siendo el 90%
restante de grupo sanguineo 0. En el resto de los sitios
arqueoldgicos estudiados sélolse encontrd momias de grupo
sunguineo 0. Si consideramos el total de momias estudiadas
veremos que un 2.17% de estas pertenecen a grupo sanguineo
A, un 0% a grupo By AB y un 97.83% pertenecen a grupo san-
guineo 0. Por otra parte en relacién a la frecuencia de mo-
mias sin grupo sanguineo detectable vemos que oscila entre
un 1% encontrado cn los sitios Morro de Arica, Alto Ramirez,
Azapa 3 y Azapa 8 y un 33.3% encontrado en Playa Miller 3,
4. No se encontré una relacidén  entre antiguedad del sitio

arqueoldgico y porcentaje de individuos sin grupo sanguineo
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INDICLS PROMEDIO DE ABSORCION Y GRUPO SANGUINEO ABO

ABORIGENES DI ART

PERIODO CULTURAL AGRICULTORES TARDIOS

(1100 - 1370 D.C.
S1tlo Playa Miller 3, 4 (Costa)
XNe Indices PPromedio
Absorcion
anwti A Wty B
S 0 0
| 0 0
33 0 0
38 2 2
39 0 0
30 3 0
32 0 2
44 2 0
45 0 0
46 2 2
113 2 2
114 0 U
Sitio Azapa 8 (Valle)
30 2 ()
31 2 2
32 0 2
843 2 1
sd 2 2
T i 2 2

CA

)

de

anti i

= - g

16
12

16

Grupo
Sanguineo

J'OOIOOC}IOOIO

=elel ol
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detectable. Si consideramos la poblacién total tenemos un

11.8% de individuos sin especificidad antigénica detectable.

CONTAMINACION BACTERIANA

Con respecto a  la contaminacién bacteriana
prescente cn onuestras momias, ¢l estudio de microscopia épti-
¢i4y  tincidén de Gram puso en evidencia la presencia de es-
tructuras de forma ovoide y  tamano aproximado de 1-2 um en
todas  las momias estudiadas. Algunas de estas estructuras
o se¢ colorearon en absoluto con ¢l método de Gram pudiendo
obscrvarse sélo por contrdste, en tanto en otras se produjo
una  coloracién tipo Gram (-) en la parte cxterna de estas
estructuras  presentando el centro sin tincién (figura 5a).
La morfologia y tamano de estas estructuras sugirid que pro-
bablemente correspondian a esporas de origen bacteriano. La
tincion de Schaeffer y Fulton para esporas realizada dié por
resultado una coloracion positiva. Las estructuras se ob -
scrvaron tenidas de  verde tenucmente en su interior ¥ pré-

sentaron el borde tenido mds intensamente (ver figura Sb).

La tincién realizada para identificacién de

nongos de acuerdo al método de Gomori dié un resultado nega-




Figura 5: Microfotografias de cortes histolégicos a micros-

copia 6ptica de misculo esquelético de momia.

a) Momia nidmero 97. Tincién de Gram para identi-
ficacién de bacterias en cortes de tejidos, de
acucrdo al método de Lillie.

Las flechas senalan las estructuras Gram (-).

b) Momia nGmero 97. Tincién de Schaeffer y Ful-
ton para esporas.

Las flechas seinalan las estructuras positivas

para esta tincidn.

La barra corresponde a 5 um. para las dos foto-

grafias de la figura.
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tivo no observindose estus estructuras con tincién positiva.
Finalmente al observar los cortles sin tincidn con el micros-
copio de contraste de fase se pudo apreciar que estas es-
tructuras presentaban un aspecto refringente muy caracteris-

tico de las esporas bacterianas (ver figura 6).

Por otra parte el estudio ultraestructural
permitié  observar en los tejides estructuras de morfologia
compleja, muy similar a la descrita para csporas bacteria-
nas, de un tamano aproximade del 1-2 um. cn las seis muestras
estudiadas (figura 7). Estas estructuras presentaron un cen-
tro electrén denso, luego una zoena electrdn lacida de aspec-
to muy  similar  al del cortex de una endoespora bacteriana.
In 11 region mds externa se pude apreciar una cubierta clec-
tréon densa, que en algunos casos sc podia resolver en varias
taminas o capas concéntricas que corresponderian a la regidn
Jde la cutIcula de la cndoespora. Ocasionalmente, por fuera
de esta  zona clectrdn densa externa, se observé una zona
clara rodeada de wuna cubierta fina, que corresponderia al
cxosporlo de la espora como se puede apreciar en la figu-
ra 7b. Llama la atencién el halflazgo en el espécimen ndmero
15 del sitio L1 Laucho, de una dspora parcialmente destruida

aentro del bacilo (ver figura 7d).




Sg ]
W
.

Fapura

14

Microfotogratia de un corte histoldgico de miscu-
lo esquelético de la momia ndmero 97, observado
al microscopio de contraste de fase.

Las [lechas senalan las estructuras refringentes.

lLa barra corresponde a 5 um.




Figura 7:
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Microfotografias electrdnicas de cortes de miiscu-
lo esquelético de momias en las cuales so obser-
van esporas bacterianas.

a) Momia nGmero Y7. las {lechas senalan esporas

bacterianas,

.

b) Momia niimero 92.
c¢) dloria ndmero Y2.

d) Momia nGmero 15. Se observa una espora bacte-
riana, parcialmente destruida dentro del cuer-

po bacteriano.

La barra corresponde a 1 unm. para todas las foto-

grafias de la Fipgura.
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La observaci6én realizada de estas estructuras
ovoideas, en los 6 especimenes estudiados por microscopia
Optica y microscopia electrénica, nos permitié concluir que
se trataba de esporas probablemente bacterianas. Como estas
mismas estructuras se observaron en las 30 momias estudiadas
por 1la tincién de Gram, podemos extrapolar que estas 30 mo-

mias contenian esporas bacterianas como contaminantes.

Por otra parte el estudio de cultivo reveld
que los cultivos fueron negativos para la porcién de muestra
sometida a calentamiento, en las 6 momias. En la porcién de
la muestra no calentada, se obtuvo desarrollo positivo en un
s6lo caso de los 6. Los gérmenes que se desarrollaron fue-
ron un Bacillus sp en la momia 92 y una Cocdcea Gram (+) ti-
po micrococus en el duplicado de la misma. Este hecho nos
indicé que s6lo se tratd de gérmenes contaminantes, no rela-
cionados con las esporas observadas. Por 1lo tanto, podemos
concluir que no nos fue posible cultivar las esporas conta-

minantes de los especimenes de misculo de momia estudiados.

La momia nimero 15 tipificada como grupo san-
guineo A presentS las mismas caracteristicas de contamina-
cidén bacteriana cue el resto de los especimenes. En cortes
histoldgicos para microscopia 6ptica de esta momia se iden-

tificaron esporas bacterianas en regular cantidad, a micros-

[

copia electrdnica, sélo se encontré esporas contaminantes y

-

finalmente no se logrd cultivar estas esporas.
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ANALISIS DE CORRLLACION ENTRE CONTAMINACION BACTERIANA Y

GRUPO SANGUINEO ABO |
|

|
Finalmente sc |intentd cuantificar la cantidad

de esporas contaminantes 4% las 30 momias estudiadas con
tincién de Gram, con el objeto de relacionar la cantidad de
contaminacién existente con presencia o ausencia de grupo
sanguineo detectable. DPara €sto sc  clasificaron 1las 30

muestras estudiadas con tincién de Gram en tres clases, de-

" - - & -
nominadas 3, 2, y 1 en orden decreciente de contaminacidn.

- | . -
La categoria caracterizada por una contamina-
\
16 de 3 correspondid a afuellos especimenes con esporas

! r - 0 -
presentes cn todos los campes del microscopio cn cantidad

superior a 10 estructuras pér campo. La scgunda categoria
urado 2 de contaminacidn inéluyé aquellos especimenes con
csporas al menos cada 3 6 4 énmpos y en cantidad inferior a
1J estructuras cn esos camposq La tercera categoria con una
contaminacién de 1 incluyd a&uellos espccimenes que presen-
taron esporas s6lo ocusionalﬂentc en alpunos campos del mi-
croscopio (el campo del microscopio considerado corresponde

4l Tente de 100 X)), |
If
|

n  la Tabla ML se pucede apreciar la distri-
i\

bucién de contaminantes de lofs especimenes de midsculo estuy-
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TABLA XVl

GRADO DE CONTAMINACION DE ESPORAS BACTERIANAS DE
LOS ESPECIMENLS LESTUDIADOS CON TINCION DE
GRAM SLGUN PLRIODO CULTURAL

PERIODO ESPECIMEN GRADO
CULTURAL NUMERO CONTAMINACION

i1
13
15
17
21
Agricul tores tempranos 29
23
24
26
91

el e T U N R o

RO

92

93

94

i S 95
Agricultores medios 90
97

98

94

i02

®
40
42
44
45
. 46
Agricultores tardios 30
81
82
113
114

NN N N o= po o

B T2 B B2 N R D RN
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diados, en las 3 catcgorfas mencionadas. Llama 1a atencién
quc los especimenes mids contaminados pertenecen al periodo
agricultores medios, cn tanto los especimenes del periodo
agricultores tempranos presentan en promedio un grado menor

de contaminacidn.

£l coeficiente de correlacién no paramétrico
de Spearman (rs) calculado entre grado de contaminacién (se-
gin las categorias mencionadas) y presencia o ausencia de

grupo sanguineo detectable resultd ser no significativo.




1S Es 1aN

En la  presente tesis se tipificé el grupo
sanguineo ABO de 51 momias Precolombinas del Valle de Azapa,
Chile. Se eligié esta  zona debido a1 que las condiciones
particulares del clima y la composicién del suelo, han per-
mitido la conservacién de seres humanos momificados durante
clentos o miles de afos. Este hecho unido por una parte a
la valiosa y extensa labor arqueoldgica desarrollada por el
Departamento de Antropologia de la Universidad de Tarapaca
cn ¢l Valle y su desembocadura y por otra a la existencia de
una sccuencia cronoldpica comprobada que cubre un periodo de
aproximadamente 6.000 anos, ha permitido contar con material
de pran  calidad por su erado de conservacién, su fechado y

Su asignacién precisa a una localidad o sitio arqueolégico.

CUNSIDERACIONES  ACERCA DE LA  TECNICA DE INHIBICION DE LA
HEMAGLUTINACION

La tipificacién del grupo sanguineo ABO en
momias mediante la técnica de inhibicién de la hemaglutina-

¢16n ha sido utilizada POr numcrosos investipgadores con an-
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terioridad y cada wuno de ellos ha introducido variaciones
menores. En el presente trabajo fue igualmente necesario
introducir variantes que guardaron relacidn con la cantidad
de tejido muscular de momia a usar, la concentracidn de los
antisueros y los indices de absorcidén que serfan considera-
dos significativos para asignar una muestra a un grupo san-

guineo determinado.

In relacién a la cantidad de tejido muscular
a usar, los diferentes autores han utilizado entre 50 y 400
mgr. para cada antisuero. Nosotros realizamos pruebas con
50, 100, 200 y 400 mgr. de msculo de momia encontrando que
con 200 y 400 mgr. se obtenian idénticos resultados, en tan-
to que con 50 y 100 mgr. no se lograba tipificar un 10% de
los especimenes que se tipificaron con 200 y 400 mgr. Por
esta razon se decidié utilizar 200 mgr. de mdsculo de momia
para cada antisuero. La concentracidn de 1los antisueros
utilizada de acuerdo a las técnicas descritas en la litera-
tura, es también variada. Es asi como algunos autores uti-
lizan antisueros con un alto titulo de anticuerpos (aproxi-
madamente 512) (17), en tanto otros autores prefieren utili-
zar antisucros diluidos a concentraciones similares a las

utilizadas en el presente trabajo (24). La concentracién de

anticucrpos en los antisueros es importante puesto que al
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utilizar antisueros muy concentrados se tiene un exceso de
anticuerpos con lo cual disminuye la sensibilidad de 1la téc-
nica y por otra parte antisueros de titulo muy bajo no per-
miten tener indices de absorcidn significativos. Nosotros
estudiamos 30 especimenes en duplicado con antisueros diluf-
dos de acuerdo al criterio descrito en el presente trabajo y
con los antisueros sin diluir, es decir con titulos de 512
para anti A y anti B y de 256 para la lectina anti H. Los
resultados de estas pruebas demostraron que con los antisue-
T0s concentrados no se lograba tiﬁificar un 6.5% de los es-
pecimenes que tenian especificidad antigénica demostrable

con los antisueros diluidos.

Los indices de absorcién considerados como
significativos de especificidad antigénica es otro punto im-
portante de la técnica. Nosotros consideramos un indice de
abso;cién minimo de 4 como significativo siguiendo a Etche-
verry (17); Sudrez-Morales y Linares (22); Gilbey y Lubran
(19). Es importante considerar que los tejidos momificados
tienen un contenido menor de determinantes antigénicos que
los tejidos de cadiveres recientes, como ha sido demostrado
por Pardini (53). Este autor estimd que el contenido de
hexosaminas, glucosa y galactosa de tejidos de momias co-

0

rresponde a un 25% del contenido de 1los tejidos frescos.
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Por esta razén en general no es posible obtener iIndices de
absorcién muy altos con los tejidos momificados. Por otra
parte, titulaciones repetidas de un mismo antisuero nunca
dieron variaciones por azar mayores que un indice de 2; este
hecho nos permitié considerar que un indice de absorcién mi-
nimo de 4 seria indicador de la existencia del respectivo

antigeno y no de error experimental.

Los resultados obtenidos de la tipificacién
de grupo sanguineo ABO de las 54 momias fue 1 momia grupo A,
45 grupo O y 8 sin especificidad ABO detectable con nuestros
métodos. Ahora bien, debido a las dificultades técnicas que
el procedimiento de tipificacidén presenta, se requiere ser
especialmente critico con los resultados obtenidos. En pri-
mer lugar se podria pensar que la técnica s6lo sirve para
determinar un tipo antigénico determinado, por ejemplo el
grupo O, sin embargo 1los resultados obtenidos en las dife-
rentes poblaciones de momias estudiadas demuestran lo con-
trario. Numerosos trabajos se han realizado en momias egip-
cias, europeas Yy americanas, en los cuales se ha tipificado
grupo sanguineo ABO. Los resultados obtenidos por los dife-
rentes  autores concuerdan en general bastante bien con
aqucllos correspondientes a las poblacicnes vivientes que

ocupan las 4&dreas geogrdficas respectivas. Es asi como en
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estudios realizados en momias egipcias, alemanas, israelies
y del adrea sub-drtica, se ha encontrado grupo sanguineo A,
B, AB y O en frecuencias similares a las de las respectivas
poblaciones actuales (18,54,55,23). En momias de Norteame-
rica se ha detectado grupo sanguineo A y 0O (20,23), en cam-
bio en momias sudamericanas se han encontrado 1o0s$ grupos
sanguineos A y/o B en frecuencias bajas o ausentes (Tabla
1}. Estos resultados indican que la técnica permite detec-
tar los diferentes tipos antigénicos en las momias cuando
estos estdn presentes. Por otra parte los controles reali-
zados con muestras de masculo de cadiveres de grupo sangui-
nec conocido, corroboran el hecho de que la técnica permite
identificar inequivocamente el antigeno presente en las cé-
lulas musculares como ha sido demostrado por varios autores,

g
incluyendo el presente trabajo.

POSIBLE EFECTO DE LA CONTAMINACION BACTERIANA

Se ha postulado repetidamente que los resul-
tados podrian estar sesgados por la posible contaminacidn
bacteriana dec las mucstras de misculo de momia a tipificar,
contaminacidn que podria alterar 1los resultados ya sea por

la existencia de antigenos de especificidad ABO en las bac-
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producido las enzimas bacterianas al actuar sobre los deter-
minantcs antigénicos ABO del mdsculo de momia en estudio.
En la presente tesis se intent6 evaluar la contaminacién
bacteriana existente en una muestra significativa de los es-
pecimenes estudiados. Los resultados nos permitieron con-
cluir que los {nicos contaminantes correspondieron a esporas
bacterianas. Llama la atencidn la reaccidn dc estas esporas
frente a la tincidén de Gram. Como es sabido las esporas en
general no se tifien con el método de Gram, sin embargo en
este caso algunas de ellas se colorearon tipo Gram (-).
Creemos que esto se debe a que algunas esporas estaban par-
cialmente destruidas perdiendo su impermeabilidad y permi-

tiendo el paso del colorante.

Las esporas en general no poscen antigenos de
grupo sanguineo ARO descritos, ademds las esporas bacteria-
nas son producidas por los géneros bacterianos Bac{flus ¥
Clostridi{ium, géneros en los cuales no se han descrito deter-
minantes antigénicos de grupo sanguineo ABO (Tabla I1I).
Por esta razén podemos descartar el hecho de que los conta-
minantes bacterianos de nuestras muestras hayan tenido anti-
genos de grupo ABO que hayan alterado nuestros resultados.

No podemos, sin embargo excluir la posibilidad de que estos
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contaminantes hayan producido un sesgo en nuestros resulta-
dos, puesto que en las formas vegetativas de algunas espe-
cies de los géneros bacterianos que esporulan, se han descri
to enzimas que producen transformaciones de los grupos san-
guineos ABO de las c&lulas que invaden como se vid en la Ta-
bla III. De esta forma durante la invasién bacteriana en su
forma vegetativa pueden haberse producido transformaciones
de las especificidades antigénicas ABO existentes en los es-
pecimenes estudiados. Desgraciadamente, como las esporas no
pudieron cultivarse no fue posible identificar 1la especie
bacteriana contaminante Yy por consiguiente conocer el tipo
de enzima que pudieron haber tenide. Sin embargo como hemos
visto, las transformaciones de 1los grupos sanguineos por
efecto de las diferentes enzimasﬁbacterian&s siempre ocurren
en el sentido A—0QO o @, B—0 o 0§ y O—®. En consecuen-
cia el hecho de haber obtenido un espécimen de grupo sangui-
neo A, puede considerarse un hecho real pudiendo haber exis-
tido un nidmero mayor de individuos A o incluso B, los cuales
perdieron su especificidad antigénica por degradacién y no
fuimos capaces de detectarlos. El1 haber encontrado en el
espécimen tipificado como grupo sanguineo A, un indice de
absorcidén mayor con anti Il que con anti A, podria ser indi-
cador de que parte del antigeno A ha sido degradado a través

del tiempo. Sin embargo, el hecho de que posea un indice de
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absorcidn significativo con anti A, indica que efectivamente
posee especificidad antigénica de grupo sanguineo A. Cabe
hacer notar que esta muestra se estudid en quintuplicado con
el objeto de tener mayor seguridad acerca de los indices de
absorcidén obtenidos. Llama la atencién también que en el pe
riodo agricultores tempranos, al cual pertenece este espéci-
men A, se encuentra en promedio una menor contaminacién bac-
teriana por muestra que en los periodos posteriores como se
vié en la Tabla XVI. Especificamente la muestra namero 15

presentd una contaminacidén grado 2.

RELACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS CON HALLAZGOS PREVIOS

El hallazgo de grupo sanguineo A en el pre-
sente trabajo es corroborado por resultados de trabajos pre-
vios obtenidos por otros autores (19,20,25) quienes también
encontraron antigenos de grupo sanguinco A y/o B en momias
sudamericanas (ver Tabla I) 1y chilenas (Tabla XVII). En la
Tabla XVII aparecen las frecuencias génicas para el gen A
(p), B (q) y O (r) en diferentes estudios de momias realiza-
dos en poblaciones chilenas que se encuentran fechados vy
bien asignados a una localidad geogrdfica o sitio arqueold-

gico. Como se puede apreciar, en momias precolombinas estu-
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diadas por Etcheverry et al. (17), en San Pedro de Atacama
s6lo se detecta grupo sanguineo O. En cambio, Allison et
al. (25), encuentran el gen A en unz frecuencia de 0.04 en
una poblacién precolombina de la misma localidad fechada en
200-300 D.C. Los resultados obtenidos por estos autores se
aproximan a nuestro hallazgo del sitio El Laucho fechado en
530 A.C. Estando concientes que resulta aventurado genera-
lizar a partir de un solo espécimen A tipificado por noso-
tros, nos inclinamos a postular que el sistema ABO era poli-
mérfico en los valles costeros del Norte de Chile. Esta de-
cisidén se basa fundamentalmente en el hecho que Allison (56)
al igual que nosotros, encontré grupo A en momias de varios

sitios arqueolégicos del Valle de Azapa.

Es sabido que algunos investigadores postula-
ron que el sistema ABO era polimérfico en América Precolom-
bina (19,20,25), sin embargo, otros cientificos estudiando
poblaciones aborigenes histéricas, generalizaron la hipéte-
sis de que los aborigenes sudamericanos precolombinos care-
cian de los alelos A y B para el sistema ABO (10,16,17). Es
cierto que las poblaciones actuales de la foresta tropical
son monomérficas para el gen O del sistema ABO (13,15), sin
embargo las poblaciones andinas no lo son, presentando en

gencral genes Ay B en bajas frecuencias. Por ejemplo, en
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la poblacién de habla Aymard de las Provincias de Arica, Pa-
rinacota y General Lagos se han estimado frecuencias génicas
de 0.0306 para el gen A, de 0.0064 para el gen B y de 0.9622
para el gen O (2). Para el sistema Rh en cambio los mismos
autores encuentran una frecuencia de 0.0 para el haplotipo
cde también indicador dec mezcla caucasoide. De esta forma,
si uno calcula el porcentaje de mezcla caucasoide de estos
indigenas de acucrdo a la férmula de Bernstein de 1931 (en
1}, encuentra que el porcentaje de mezcla para el gen A es
de 0.1851, para el gen B es de 0.2388 y para el gen O es de
0.2348 en cambio para el haplotipo cde es de 0.0. Como po-
demos apreciar, el porcentaje de mezcla caucasoide de estos
indigenas es mayor al ser calculado utilizando el sistema
ABO que el sistema Rh. Es preciso destacar que la presencia
de d solamente es detectable cuando el gen se presenta en
frecuencias tales que se pueda originar un homocigoto. De
modo que no es aconsejable excluir la posibilidad que se en-
cuentren presentes en esta poblacidén heterocigotos Dd no de-
tectados. Sin embargo, Acufa y Valenzuela (57) encuentran
el mismo fendémeno en la poblacién urbana de Santiago. Ca-
bria suponer entonces que la diferencia se deba a que la po-
blacién Aymard efectivamente tenia genes A y B antes de la
invasidén europea, los cuales mantuvieron a través del tiempo

una baja frecuencia.




EVOLUCION DEL SISTEMA ABO

Los genes Ay B tienen frecuencias conside-
rables en las poblaciones mongoloides que dieron origen a
las poblaciones amerindias. Seghn Cavalli-Sforza y Bodmer,
(1), en estas poblaciones la frecuencia del gen A es de
0.19 y del gen B es de 0.17. ;Qué explicacién se puede dar
a la disminucidén de frecuencia o desaparicidén de estos genes
en Sudamerica?. Se ha postulado como factores posibles 1la

seleccidén natural y la deriva genética.

Si suponemos que el hombre llegd a Sudamerica
hace 15.000-20.000 afios aproximadamente (58), wuno tedrica-
mente podria calcular el nimero promedio de generaciones ne-
cesarias para cambiar la frecuencia de un gen, dados ciertos
coeficientes de seleccidn en contra de los diferentes geno-
tipos y conociendo el tamano poblacional efectivo. Desafor-
tunadamente, como se desconocen estos pardmetros fundamenta-
les, en la prictica este cidlculo no tiene mayor significa-
cién. Nos parece dificil postular que 1los genes A y B ha-
yan disminuido apreciablemente su frecuencia por seleccidn,
ya que esto implicaria explicar por qué no ha ocurrido lo
mismo en las poblaciones que actualmente presentan el poli-

morfismo. Sin embargo se han postulado miltiples asociacio-
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nes entre grupo sanguineo ABO y enfermedades tendientes a
explicar la evolucidén de este sistema, entre estas cabe se-
falar la incompatibilidad materno-fetal ABO, algunas enfer-
mcdades crdénicas como Glcera gadstrica, Glcera duodenal, cén-
cer al estdémago y algunas enfermedades infecciosas como la
peste bubdnica y la viruela. De.estus asociaciones, las
postuladas entre grupo ABO y enfermedades infecciosas tal
vez hayan jugado algin rol en la distribucién mundial de es-
te grupo sanguineo. En efecto Vogel et al. en 1960 (en 1)
han sugerido que la actual distribucién del grupo sanguineo
ABO en el mundo podria reflejar la historia pasada de las
plagas. Is asi com estos autores describen una asociacidn
entre el grupo sanguineo O y 1la peste bubdnica. El agente
responsable de 1la enfermedad, Pastecurefla pesitis posee un
antigeno que tiene reaccidn cruzada con la sustancia H res-
ponsable de la especificidad de grupo sanguineo O, de esta
forma 1los individuos de este grupo sanguinco tendrian una
mayor susceptibilidad a la enfermedad, por consiguiente el
g¢rupo O seria mds frecuente en drecas que no han tenido epi-
demias importantes dc¢ peste bubbénica. Una sugerencia simi-
lar fue hecha por estos autores en relacién a grupo A y vi-
ruela, por lo tanto el grupo A seria {recuente en dreas que
no han tenido epidemias importantes de viruela. Cabe hacer

notar que estudios posteriores de Azcvedo et al. (59) no han




logrado confirmar estas asociaciones. En todo caso es posi-
ble que diferencias selectivas entre los grupos sanguineos
ABO asociadas con resistencia diferencial a enfermedades in-
fecciosas hayan jugado un rol en la actual distribucién del

sistema ABO, aunque estas asociaciones no sean claramente

detectables en el mundo actual.

Una explicacién mids satisfactoria parece ser
que los grupos de cazadores Yy recolectores némades que lle-
garon a América a través del Estrecho de Behring hayan sido
portadores de bajas frecuencias de los genes A y B debido
a efecto de fundador. Luego, al continuar migrando hacia el
sur del Continente a traﬁés de Norteamérica Yy el Istmo de
Panami para luego ascender por el cauce de los rios Cauca y
fagdalena al altiplano colombiano, hayan perdido paulatina-
mente por deriva 1los genes A y B. Segin Bennett y Bird
(60), la foresta tropical fue una de las Gltimas zonas eco-
geogrdficas en ser habitada por las dificultades de sobrevi-
vencia que ofrecia y es precisamente en los aborigenes de
esta zona que los genes A y B estdn ausentes. Uno de los
argumentos mas s6lidos que habla en favor de la hipétesis
del efecto de fundador es que los indigenas sudamericanos no
solamente presentan menor variacién genética en el locus ABO

en comparacidon con las poblaciones mongoloides, sino también
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para el sistema mayor de histocompatibilidad HL-A y para un
conjunto de cerca de 22 enzimas eritrocitarias que han sido

tipificadas hasta el momento (61,62).

Hemos mencionado que Allison (56), al igual
que nosotros, encontrd momias de grupo sanguineo A en pobla-
ciones prehistéricas del Valle de Azapa. Es asi que en un
sitio arqueoldgico datado en 1.200 D.C., este autor encontré
una frecuencia del gen A de 0.067. Es difficil suponer que
si en el afio 1.200 D.C. las poblaciones del Valle de Azapa
atn tenian esta frecuencia del gen A, este desapareciera com
pletamente antes de la llegada de los conquistadores espafio-
les. Nos parece licito coﬁcluir en consecuencia que al me-
nos algunas poblaciones andinas presentaban el gen A (y qui-
z4d el gen B) en el momento del contacto con los invasores
europeos. Esta conclusidn tiene como consecuencia que serd
necesario revisar la mayoria de los estimadores de mezcla
indigena obtenidos en poblaciones mixtas sudamericanas, es-
pecialmente en las andinas, basados en la frecuencia de los
antigenos del sistema ABO. Seria tal vez importante a futu-
ro utilizar las frecuencias génicas obtenidas en poblaciones
prehistdéricas para realizar este cdlculo, lo que implica na-
turalmente ampliar 1los estudios de paleogenética de pobla-

ciones.
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CONCLUSIONES

Antes de enumerar las conclusiones de esta
tesis es conveniente recordar que los objetivos de esta fue-
ron tipificar el grupo sanguineo ABO de momias Precolombinas
del Valle de Azapa, Chile, intentar evaluar el posible efec-
to de la contaminacidn bacteriana en la determinacién de es-
te grupo sanguineo y finalmente tratar de explicar los re-

sultados obtenidos en términos evolutivos.

Realizando ‘un esfuerzo de sintesis, podemos
concluir que tanto nuestros resultados, como los hallazgos
de otros autores, nos llevaron a conclulr que las poblacio-
nes Precolombinas del Valle de Azapa eran con probabilidad
bastante alta, polimérficas para el sistema ABO, presentando

posiblemente el gen A, frecuencias cercanas a 0.01.

El estudio de la contaminacién de los especi-

menes de misculo de momia, reveld 1la presencia de esporas
posiblemente bacterianas cn todas las muestras estudiadas.
Como las esporas no poseen antigenos ABO, la especificidad
de grupo sanguineo A detectada no puede atribuirse a conta-

minacién bacteriana. Sin embargo, si 1las esporas son de
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origen bacteriano, es concebible que 1las bacterias hayan
producido en su forma Vegetatiga enzimas que a su vez hayan
degradado los antigenos ABO de las momias. Naturalmente es-
te inconveniente podria haber llevado a una subhestimacién de
especificidades A y/o B. Pensamos que tal vez 1la ausencia
de especificidades A y B descrita por algunos autores pueda

deberse en parte a esta causa.

Creemos que es razonable atribuir las bajas
frecuencias de los genes A y B del sistema de grupo sangui-
neo ABO descritas en general para las poblaciones aborigenes
sudamericanas, a efecto de fundador, debido a que estas po-
blaciones presentan meno} variacidn para la mayoria de los

marcadores genéticos estudiados en comparacién con las po-

blaciones mongoloides que supuestamente les dieron origen.
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